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ABSTRAKT

Cilem disertacni prace s nazvem Vliv vybranych bioaktivnich latek na mikroorganismy
kontaminujici mléko a mlééné vyrobky byla v prvnim kroku izolace a identifikace
mikroorganismti pfitomnych v mléce a mléénych vyrobcich, nasledné testovani
pfirodnich antimikrobialnich latek ve formé esencidlnich olejti z vybranych rostlin
metodami in vitro (diskovou difizni metodou a metodou zied’ovani v bujonu) vaci
témto izolatim a Cistym sbirkovym kmentim. V dalsim kroku byla zjiStovana
antimikrobidlni aktivita esencidlnich olejii a vodnych vyluhi vybranych rostlin vici
mikrofléte ptitomné v kozi syrovatce ziskané pfi vyrobé tvarohu.

Diskovou diftzni metodou byly potvrzeny inhibicni UCinky pfedevSim
U esencialnich olejii tymianu a skofice, které ale nebyly zcela potvrzeny metodou
ziedovani v bujonu, kdy v nékterych piipadech naopak doslo k podpoie rustu
sledovanych mikroorganismt. Méné vyznamnych ucinki dosahly esencidlni oleje po
pfidavku do syrovatky; po oSetfeni vodnymi vyluhy dochdzelo casto i k naristu

nékterych skupin mikroorganismi oproti kontrolnimu vzorku.

Kli¢ova slova: antimikrobidlni aktivita, esencialni olej, vodny vyluh, diskova diftzni

metoda, metoda zfed’ovani v bujonu, konzervace potravin, syrovatka



ANNOTATION

The aim of the dissertation thesis, The Impact of Bioactive Compounds
on Microorganisms Contaminating Milk and Dairy Products, was to isolate and identify
microorganisms contained in milk and dairy products, and to test them for their
susceptibility to natural antimicrobial agents (essential oils). Against isolates
and defined microorganism, in vitro methods (disc diffusion method and broth dilution
method) were used for testing. The next step was an application of essential oils
or aqueous extracts directly into goat whey. Subsequently, the impact of bioactive
compounds on microflora of whey was observed. Three particular experiments were
carried out for each essential oil / aqueous extract. Whey was obtained by the quark
production.

Disc diffusion method confirmed significant antimicrobial efficacy of thyme and
cinnamon essential oils. These findings were not determined by broth dilution method.
Some concentrations of essential oils showed improvement of microbial growth.
Inhibitory effects were not mostly observed after the application of bioactive
compounds into whey. Counts of microorganisms were often increased after

the aqueous extracts were added.

Key words: antimicrobial activity, essential oil, aqueous extract, disc diffusion method,

broth dilution method, food preservation, whey
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1 UVOD

Bioaktivnim latkam obsazenym v rostlinach je vénovéna znacnd pozornost, ktera je
dana obecnym z4jmem o latky pfirodni povahy a jejich pouziti pfi mozném
prodluzovani  trvanlivosti  potravin. Vrizné mife vykazuji  antioxidacni
a antimikrobialni vlastnosti, které mohou zpomalit nebo zabrénit znehodnoceni
potravin. Pii piidavku rostlinnych extraktli je nutno brat v uvahu jejich senzorické
vlastnosti, které mohou vyuziti rostlinného materialu vyrazné omezit. Charakteristicka
viné nebo chut’ nékterych rostlin pfedem uréuje jejich pouziti pro slanou, nebo sladkou
upravu potravin. Moznosti vyuziti mize omezit i1 vztah mezi intenzitou ucinku a aroma
— nejnizsi jiz ucinna koncentrace bioaktivni latky mize byt vzhledem K intenzité aroma
jiz tak vysokd, Ze potravina je pro spotiebitele ze senzorického hlediska nepftijatelna.
Dalsim aspektem pouziti pfirodnich latek v potravindch mtze byt i mozny benefit pro
lidsky organismus, at' jiz v podobé podpory obranyschopnosti, podpory traveni,
podpory funkce organt a podobné.

Utinné latky z rostlin by mohly ziskat pom&mé §iroké vyuziti pfi oSetfeni mléénych
vyrobkd, protoze pravé jejich paleta je velmi pestra a riznoroda z hlediska sladkych ¢i
slanych variant. Patrné nejcastéji je zjiStovan vliv bioaktivnich latek na udrznost
a vlastnosti syri a jogurtd, a to z kravského, koziho, ov¢iho nebo buvoliho mléka. Syry
jsou Ccastéji oSetfovany Cerstvé, a to zejména vytazky tymidnu, rozmarynu nebo
dobromysli, v nékterych ptipadech ale i napiiklad skofici. U jogurtt jiz pfichazi v ivahu
spiSe rostliny s aroma vhodnym pro sladké potraviny, naptiklad skofice, levandule nebo
anyz. Uginky bioaktivnich latek mohou byt studovany v rtiznych formach styku
s potravinou — pfidavkem pfimo do hmoty mlé¢ného vyrobku, osetfenim jejich povrchu,
pfipadné pouzitim pro povrchovou Upravu vnitini vrstvy obalu, zniZ se postupné
uvoliuji. Jak jiz bylo zminéno, je nutné ve vSech piipadech brat zietel na senzorické
ovlivnéni vyrobku, k némuz musi byt piihlédnuto pii volbé vhodné koncentrace ti¢inné
latky.

Antimikrobidlni vlastnosti bioaktivnich latek jsou testovdny nejen Vvici
mikroorganismiim zpUsobujicim kaZeni potravin, ale 1 proti vyznamnym lidskym
patogentim, jako je naptiklad Listeria monocytogenes nebo Salmonella. Neékteré
z bioaktivnich latek vykazuji U¢inky 1 proti bakteriim, které jsou rezistentni
k antibiotikim — vyhodou pftirodnich latek je nejednotny mechanismus ucinku, ktery je
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dan mimojiné i rozmanitosti obsazenych slozek. I proto je pfirodnim antimikrobialnim

latkdm pfisuzovan znacny potencial pfi vyvoji novych moznosti konzervace potravin.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti této disertacni prace bylo shrnout poznatky o bioaktivnich latkach
obsazenych v rostlinach a jejich mozném vyuziti pro prodlouzeni udrznosti mléénych
vyrobkl. Tyto poznatky zahrnuji jak informace o jednotlivych G¢innych slozkach,
mechanismu jejich pusobeni, metodach ziskavani a moznostech jejich pouziti
V potravinach, tak i o mikroorganismech pifitomnych v mléce a mlécnych vyrobcich
a jejich citlivosti k ptisobeni pfirodnich antimikrobialnich latek.

Cilem praktické casti pak byla nejprve izolace a identifikace vybranych skupin
mikroorganismt a testovani jejich citlivosti k ptisobeni bioaktivnich latek ve formé
esencialnich oleji metodami in vitro a nasledné i metodou in vivo, a to pfidavkem
esencialnich oleji a vodnych vyluhii pfimo do syrovatky, kde byl sledovan vyvoj

mikrofléry a ovlivnéni riistu vybranych skupin mikroorganismii a¢innymi latkami.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika bioaktivnich latek

Rostliny produkuji kromé primarnich metabolitd (uhlovodiky, bilkoviny a tuky) i velké
mnozstvi rozmanitych nizkomolekularnich latek — sekundarnich metabolita. Ty jsou
nejen zdrojem aktivnich fytochemikalii, ale hraji také roli pii adaptaci rostliny
Vv zivotnim prostiedi. (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011). Jsou soucasti
obranného mechanismu rostliny proti infekcim (Tiwari et al., 2011). Mnoho
antimikrobialnich slouéenin pfitomnych v rostlinach muze byt soucasti pre- nebo
postinfek¢niho obranného mechanismu pro boj s infekcemi nebo parazity (Lai et Roy,
2004). Rostliny, které vykazuji relativné vysoky stupenn antimikrobialniho pusobeni,
mohou byt zdrojem vhodnych sloucenin inhibujicich mikroorganismy kontaminujici
potraviny (patogeny). Tyto slouceniny jsou tvofeny i jako odpovéd na stres,
a to z inaktivnich prekurzora (Sofos et al., 1998), které mohou byt aktivovany enzymy —
hydrolazami nebo oxidazami, které jsou obvykle pfitomné Vv rostlinnych tkanich (Holley
et Patel, 2005). V hoi¢ici a kienu jsou glukosinolatové prekurzory pfeménény enzymem
myrosindzou na ftadu isothiokyanati vcetné allylové formy, kterd je silnym
antimikrobidlnim c¢inidlem (Tiwari et al., 2011). Celkem bylo objeveno vice nez
100 000 sekundarnich metabolitii produkovanych rostlinami, z nichz jich bylo chemicky
identifikovano pfiblizné 10 000. Z téchto sloucenin jsou nejlépe znamy flavonoidy,
fenylpropanoidy, kumariny, flavony, fenoly, polyfenoly, fenolické kyseliny, chinony,
taniny, alkaloidy, terpenoidy a esencialni tékavé latky (Razzaghi-Abyaneh et Shams-
Ghahfarokhi, 2011; Blazekovic et al., 2011; Tajkarimi et al., 2010; Lai et Roy, 2004).
Tyto latky jsou schopny zpomalovat nebo zastavovat rast bakterii, kvasinek a plisni
(Tiwari et al., 2011). Mohou pisobit na mikrobialni buniky letalné nebo inhibovat
produkci sekundérnich metabolitli, naptiklad mykotoxini (Davidson, 2001). Nékteré
funkéni latky slouzi jako faktory podporujici rist probiotik. Napiiklad fenolické
slouceniny, antioxidanty a mikronutrienty pouze neaktivuji rast, ale také zvysuji pocty
bakterialnich populaci. Nékteré druhy téchto probiotik jsou schopné metabolizovat
fenolické slouceniny a tyto latky pak slouZzi jako pohlcovace kysliku, které by mohly
zvysit rist nékterych probiotickych bakterii (Alberto et al., 2001). Vétsina bioaktivnich
latek je ziskavana v podobé extraktl a esencialnich oleju z rostlin (Valero et al., 2003),

ale mize se jednat i o produkty samotnych mikroorganismti (Acharya et al., 2011).
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Rostlinné sekundarni metabolity jsou zajimavé jakozto ochucovadla, vonné latky,
pesticidy, farmaceutika a antimikrobialni latky (Razzaghi-Abyaneh et Shams-
Ghahfarokhi, 2011).

Bylinné extrakty a esencidlni oleje jsou pouzivany jako pfirodni konzervanty pro
prodlouzeni udrznosti potravin a zachovani jejich zdravotni nezdvadnosti — sniZuji pocet
mikroorganismi nebo jejich zivotaschopnost (Roby et al., 2013; Ali-Shtayeh et al.,
1998; Bagiu et al., 2012; Hammer et al., 1999; Tiwari et al., 2011). Vyhodou bylin je,
7e jsou hojné péstované, uc¢inné a bezpetné pro konzumaci (Wong et Kitts, 2006).
Pfirodni antimikrobialni latky mohou byt pouzity samostatné nebo v synergisticky
pusobicich kombinacich jako aditiva. Synergisticky ptisobi také v sou¢innosti s dal§imi
zpusoby oSetfeni potravin (Tiwari et al., 2011).

Pouzivani antibiotik vedlo ke vzniku a §ifeni multirezistentnich patogent. Z tohoto
davodu vzrista zajem o pouziti ptirodnich antimikrobidlnich latek. Oproti antibiotikiim
maji esencialni oleje a bylinné extrakty vyhodu v tom, Ze na bakteridlni buitku mohou
rezistenci (Al-Bayati, 2008). Dosud nebyly zjistény zadné bakterialni druhy rezistentni
vici kofeni nebo bylinam (Lai et Roy, 2004).

Antimikrobidlni aktivita zavisi na druhu byliny, koncentraci G¢inné latky, druhu,
koncentraci a piipadné rezistenci cileného mikroorganismu, slozeni substratu, na
podminkach zpracovani a uchovavani potravin a fyzikalni struktuie potravin (Mau
etal., 2001; Tajkarimi et al., 2010). Antimikrobialni vlastnosti G¢innych latek mohou
byt oslabeny navazanim na slozky potravin, inaktivaci jinymi aditivy, nizkou
rozpustnosti nebo nerovnomeérnou distribuci ve hmoté potraviny (Tiwari et al., 2011).
Mnozstvi u¢inné slouceniny v extraktu je zavislé na jejim druhu, geografickém ptivodu,
pouzité Casti rostliny, metod¢ extrakce nebo suSeni, pfipravé, obalovém materidlu

a uchovavani (Farzaneh et Carvalho, 2015).

3.2 Pouziti pro prodlouZeni trvanlivosti potravin

Mechanismus u¢inku, ani toxikologicky a senzoricky efekt pfirodnich antimikrobialnich
latek nejsou zcela znamy. I presto vzristd zajem o jejich pouziti pro zajisténi zdravotni
nezavadnosti potravin (Tajkarimi et al., 2010). Technologie zpracovani potravin jako je
napiiklad chemicka konzervace nedokaze eliminovat patogeny jako je Listeria
monocytogenes nebo zcela oddalit mikrobialni zkazu potraviny. Distribuce rychle
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se kazicich potravin v chladu mlize napomoci, ale nemlze zcela garantovat zdravotni
nezavadnost a kvalitu produktu (Burt, 2004; Solérzano-Santos et al., 2012).
V potravinach jsou pfirodni antimikrobialni latky uzivan ze dvou dtvodu: pro kontrolu
piirozeného kazeni potravin (pro konzervaci potravin) a pro predchazeni ristu
mikroorganismi, vcetné¢ patogennich mikroorganismu, tedy pro zajisténi zdravotni
nezavadnosti potravin (Tajkarimi et al., 2010). Antimikrobialni latky pochazejici
Z rostlinnych materidll jsou obecné povazovany za bezpecnéjSi ve srovnani
s pramyslovymi konzervanty. Pfirodni antimikrobidlni latky se stavaji popularnéjSimi
také kvili zvySujicim se obavam konzumentl s ohledem na pouzivani syntetickych
chemickych piipravki a primyslovych antimikrobidlnich konzervanti (Marino et al.,
2001; Hamedo et Abdelmigid, 2009; Solorzano-Santos et al., 2012). Vyhody, které
mohou plynout z pouzivani pfirodnich antimikrobialnich latek, jsou nasledujici: redukce
absolutni zavislosti na antibiotikdch, snizeni rozvoje rezistence vici antibiotikim
U patogennich mikroorganismii, kontrola kiizové kontaminace, zlepSeni technologie
konzervace potravin a posileni imunitniho systému lidi (Abou-Taleb et Kawai, 2008;
Fisher et Phillips, 2008; Tajkarimi et al., 2010).

3.2.1 Maso

Rostlinnymi extrakty a esencialnimi oleji jsou oSetfovany rizné potraviny. Ntzimani
etal. (2010) zjistovali vliv esencialniho oleje rozmarynu a dobromysli v kombinaci
s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA) na mikrofléru vakuové baleného
kuteciho masa. Ismail et al. (2001) sledovali vliv ponofeni syrové driibeze do bylinnych
dekokci na redukci kvasinky Yarrowia lipolytica. K vyznamnému snizeni populace
dosSlo pfi oSetfeni dekokci bazalky, majoranky, Salvéje a tymidnu, naopak dekokce
dobromysli a rozmarynu rast kvasinky vyznamné nepotladily. Na kufecich prsnich
fizcich byl sledovan u¢inek N-karboxymethyl chitosanu a esencialniho oleje dobromysli
proti Listeria monocytogenes (Khanjari et al., 2013). V obou ptipadech doslo k redukci
poétu pritomnych mikrobu. Aktivita esencialniho oleje dobromysli byla testovana
i v baleném skopovém mase proti Salmonella Enteritidis, spole¢né s nisinem. Zatimco
nisin nebyl samostatné proti S. Enteritidis u¢inny a EO dobromysli pouze slab¢, jejich
kombinace ptlisobila ve vyssi testované koncentraci baktericidné (Govaris et al., 2010).
Synergistického efektu dosahl pridavek chitosanu a rozmarynového esencialniho oleje

do veprovych parkli (Georgantelis et al., 2007). Nowak et al. (2012) stanovili minimalni
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inhibi¢ni koncentraci (MIC) esencialnich olejii tymianu a rozmarynu proti Brochothrix
thermosphacta a touto koncentraci osetfili hovézi maso. V ném vsak nebyl pozorovan
zaddny antimikrobialni ucinek EO. Filety pstruha duhového byly experimentalné
konzervovany piidavkem soli a esencialniho oleje dobromysli a baleny ve vakuu. Bylo
zjisténo, ze tyto faktory pusobi synergisticky — jejich kombinaci bylo dosazeno
nejvyrazngj$iho snizeni pocétu zivotaschopnych mikroorganisma (Frangos et al., 2010).
Synergismus byl prokazan i v pfipad¢ baleni fileti pstruha duhového s esencialnim

olejem dobromysli a pohlcova¢em kysliku (Mexis et al., 2009).

3.2.2 Zelenina a zeleninové $t’avy

Wan et al. (1998) studovali vliv omyvani cerstvého salatu estragolem ziskanym
Z bazalky na preZiti pfirozené mikroflory. Zjistili, Ze omyvani 0,1% a 1% estragolem
bylo porovnatelné s omyvanim salatu chlorovym roztokem o koncentraci 125 ppm.
Moore-Neibel et al. (2013) osetiili listy ledového a fimského salatu a Spenatu
kontaminovaného Salmonella Enteritidis vlazni s roztoky esencidlniho oleje
dobromysli. Oproti kontrolnimu vzorku doslo ke snizeni poétu S. Enteritidis o téméf pét
logaritmickych adl. Esencialni olej tymidnu a jeho slozky thymol a karvakrol zabratuji
na listovém salatu rastu Shigella flexneri a Shigella sonnei (Bagamboula et al., 2004).
Dekontaminaci listového salatu pomoci esencialnich oleji se zabyvali ve své studii
i Siroli et al. (2015). Potlaceni rastu kontaminujici mikroflory bylo nejvyrazngjsi
Vv piipad¢ esencialnich oleji dobromysli a tymianu. Alvarez et al. (2015) osetfovali
kombinaci esencialniho oleje ¢ajovniku ¢inského, propolisového extraktu a kyseliny
gallové zeleninovou smés na polévku (celer, por, muskatova dyné) a sledovali vliv na
kontaminujici mikrofloru. Zjistili, ze tyto latky jsou ucinné pouze v kombinaci
s chladnickovou teplotou (5 °C), kdy mimo jiné vyrazn& sniZzuji pocty koliformnich
bakterii a pisobi bakteriostaticky na E. coli O157:H7 (). Také Valero et al. (2003) se
zabyvali antimikrobidlnim piisobenim esencialnich oleji. Testovali piisobeni
11 riznych esencialnich oleju proti Bacillus cereus v pasterované mrkvové stave.
Nejlepsich vysledkd dosahla skofice v kombinaci se skladovanim pii chladnickové

teploté (<8 °C).
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3.2.3 Ovoce a ovocné §tavy

Yang et al. (2014) pouzili jako antimikrobialni ¢inidlo k poskliziovému osetfeni plodii
bortavek extrakt z jejich listd. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno v kombinaci s balenim
V ochranné atmosféfe. Pro prodlouzeni trvanlivosti jablek, odridy Jonagored, byl
testovan pullulanovy film obsahujici extrakt z bazalky. Proti mezofilnim bakteriim
vykazal pouze slabou aktivitu, ale velice dobfe uUc¢inkoval proti Rhizopus arrhizus
(Synowiec et al., 2014). Krasniewska et al. (2014) pouzili pro oSetieni povrchu jablek
a pepie pullulanovy film obsahujici vodny, nebo ethanolovy extrakt saturejky. Nejen,
ze s rostouci koncentraci extraktu stoupala antimikrobidlni aktivita, ale byly zjiStény
I mensi ztraty hmotnosti béhem skladovani. Vyrazn¢ u¢inngjsi proti grampozitivnim
| gramnegativnim bakteriim a proti Penicillium expansum byl film obsahujici vodny
extrakt saturejky. V jableéném dzusu byla zkoumana aktivita kombinaci slozek
esencidlnich oleji (cinnamaldehyd, perillaldehyd a citral) proti Zygosaccharomyces
bailii. Nejmén¢ G¢inna byla kombinace perillaldehydu a citralu, ostatni kombinace byly
velmi u¢inné jiz pii nizkych davkach (Loeffler et al., 2014). Aznar et al. (2014) testovali
antikandidozni aktivitu nisinu, thymolu, karvakrolu a cymenu proti rastu Candida
lusitaniae v zivném médiu. Nejsiln€jsi inhibi¢ni U¢inky byly prokazany u thymolu,
ktery byl nasledné pouzit pro konzervaci rajéatového dzusu. Z vysledku vyplynulo,

ze by byl vhodnym potencidlnim konzervantem.

3.2.4 Miléko a mlééné vyrobky

Cava-Roda et al. (2012) testovali antimikrobialni uUc¢innost vanilinu ve smeési
s esencialnimi oleji hiebicku a skofice proti Listeria monocytogenes a Escherichia coli
O157:H7 v polotuéném a plnotuéném mléce. E. coli byla K pisobeni téchto latek
citlivéjsi nez L. monocytogenes. Antimikrobialni u¢inek byl v ptipadé obou bakterii
sniZzen v plnotu¢ném mléce, coZ je ziejmé zpiisobeno ochrannym pusobenim molekul
tuku. V rizné tuéném (odstfedéném, 1%, 2% a plnotuéném) UHT mléce byl testovan
vliv vodného extraktu ibisku sudanského na rust Staphylococcus aureus a Escherichia
coli. S. aureus byl inhibovan pii nizsi koncentraci extraktu, nez tomu bylo u E. coli
(Higginbotham et al., 2014). Synergistické pisobeni bylo pozorovano pii oSetieni
polotu¢ného mléka vysokym hydrostatickym tlakem a piidavkem karvakrolu. Mléko

bylo zamérné kontaminovano L. monocytogenes a uchovavéno pii tfech raznych
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teplotach (1, 8 a 20 °C). Antimikrobidlni u¢innost stoupala s klesajici teplotou (Karatzas
et al., 2001). L. monocytogenes je citliva i k ptisobeni extraktu chmele.

Ve studii Larsona et al. (1996) bylo prokazano, ze vzhledem ke slozitosti
potravinové matrice Se snizuje aktivita bioaktivnich latek oproti aktivit€ v zivném
médiu. Inhibi¢ni u€inky se snizovaly se vzrustajici tu¢nosti mléka — v plnotu¢ném
mléce extrakty ucinkovaly az ve vysSich koncentracich nez v polotu¢ném
a odstfedéném mléce. Proti L. monocytogenes a E. coli v mléce byl zkouman také vliv
fenolického extraktu rozmarynu. Citlivéjsi byla L. monocytogenes, pro inhibici E. coli
byly potfeba vyssi koncentrace extraktu. U obou bakterii bylo zjisténo, ze v mléce je
diky interakcim s jeho slozkami antimikrobidlni G¢innost snizena oproti zivnému médiu
(Klan¢nik et al., 2011). Vodné extrakty dobromysli, majoranky, Salvéje a 1ékofice byly
testovany proti Bacillus subtilis a E. coli v mléce a labnehu. VSechny extrakty byly
ucinngjsi vuci B. subtilis. Nejsilngjsi antimikrobialni ucinky vykazal vodny extrakt
dobromysli (Al-Turki et al., 2008). V labnehu bez piidavku soli byl zkouman vliv
ptidavku esencialnich oleji kopru a kminu na pfitomnou mikrofloru. Startovaci kultury
nebyly pfitomnosti esencialnich oleji ovlivnény. Koliformni bakterie, kvasinky a plisn¢
nebyly po celou dobu skladovani (28 dni pii 7 °C) detekovany (Zaky et al., 2013). Do
mekkého syru zaockovaného L. monocytogenes byl pridan cerstvy Cesnek a mlety
hiebicek. Po 2 tydnech skladovani pfi riznych teplotnich rezimech nebyl zjiStén zadny
inhibiéni Gginek proti L. monocytogenes. Uéinky &esneku a hiebi¢ku byly soudasnd
testovany 1V zivném médiu. HiebiCek pusobil bakteriostaticky, ¢esnek dokonce
baktericidng€. Tato skute¢nost potvrzuje, Ze antimikrobidlni uCinky bioaktivnich latek
jsou ve slozité potravinové matrici oslabeny (Leuschner et lelsch, 2003).

V potravinach, které jsou oSetfeny esencidlnimi oleji, je dlleZitd pfitomnost tuku
a jeho mnoZstvi. Esencialni olej mé schopnost se v potravinovém tuku rozptylovat, ¢imz
klesa jeho aktivita. Se zvySujicim se obsahem tuku se sniZzuje antimikrobialni ucinnost
EO. To bylo potvrzeno ve studii Amatiste et al. (2014) pii testovani UCinnosti
esencialnich oleji dobromysli a tymianu pro potlaceni ristu Staphylococcus aureus.
Zatimco v zivném médiu doslo k potlaceni jeho ristu, v Cerstvém ov¢im syru ziistaly
pocty S. aureus nezménény. V feckém jogurtu byl sledovan vliv sedmi esencialnich
olejii na grampozitivni a gramnegativni bakterie. Nejvyznamnéjsi inhibi¢ni ucinky byly
pozorovany u esencidlniho oleje kminu a seminek kopru. Grampozitivni bakterie byly
obecné citlivéjsi, zejména L. monocytogenes, naopak nejméné byla esencidlnimi oleji

21



ovlivnéna E. coli O157:H7. Startérové kultury (Lactobacillus delbruecki subsp.
bulgaricus, Streptococcus thermophilus) nebyly ovlivnény ptidavkem esecialnich oleja
(Mohamed et al., 2013). Pti ptipravé jogurtu Behrad et al. (2011) pouzili k jeho oSetieni
skofici a lékofici. Byl sledovan ptipadny dopad na probiotické kultury a in vitro vliv na
Helicobacter pylori. Béhem kysani a skladovani nebyly probiotické kultury ovlivnény.
Naopak Helicobacter pylori byl inhibovan, zejména v jogurtu s extraktem skofice. Rust
probiotickych bakterii Bifidobacterium bifidum a Lactobacillus acidophilus byl
sledovan v mléce ajogurtu s piidavkem hefmankového extraktu. ZlepSeni rustu
a fermentacniho procesu bylo pozorovano ve vSech vzorcich kromé mléka s ptidavkem
Bifidobacterium bifidum (Marhamatizadeh et al., 2012). Uginky maty dlouholisté na
zivotaschopnost a bunéénou strukturu Lactobacillus casei zkoumali Mahmoudi et al.
(2013). Hefmanek mél na L. casei pozitivni vliv — doslo ke zvySeni zivotaschopnosti

a jeho buné¢na struktura nebyla nijak poskozena.

3.3 Jednotlivé bioaktivni slou¢eniny

Fytochemikalie pfitomné v rostlindch je mozné rozdélit podle chemické struktury do
¢tyt skupin — na polyfenoly, které se dale déli na flavonoidy (antokyanidiny, flavony,
flavonoly, flavonony, flavanoly, isoflavony a taniny), fenolické kyseliny
(hydroxycinamaty a hydroxybenzoaty) a ostatni (stilbeny, kumariny a lignany); dale na
terpeny  (karotenoidy, monoterpeny), organosirné slouceniny  (diallylsulfidy
a isothiokyanaty) a ostatni (chinony a biguanidy) jak uvadéji Béliveau et Gingras
(2008).

Hlavni ¢ast antimikrobidlnich latek obsazenych v rostlindch tvoifi fenolické
slouceniny (Ceylan et Fung, 2004). Dosud bylo identifikovano vice nez 8000
fenolickych struktur. Tyto slou¢eniny mohou obsahovat jeden nebo vice aromatickych
kruhti s jednou ¢i vice substituovanymi hydroxylovymi skupinami a funk¢ni derivaty
(estery, methylestery, glykosidy atd.). Z fenolickych latek se vyskytuji nejéastéji
fenolické kyseliny, flavonoidy a taniny, méné Casto pak stilbeny, lignany, chalkony,
kumariny a xanthony (Martins et al., 2015). Obsah G¢innych latek je zavisly na casti
rostliny, ontogenetické fazi a na vnéjSich faktorech, jako jsou bioticky a abioticky stres

a klimatické podminky (Zielinska et Matkowski, 2014).
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3.3.1 Flavonoidy

Siroce rozsitenou skupinou sekundarnich metabolitd jsou flavonoidy. Jiz bylo
identifikovano vice nez 500 pfirozené¢ se vyskytujicich flavonoidi v rostlinach
(Harborne et Williams, 2000). Maji mnoho vyznamnych funkci, psobi antioxida¢né,
vychytavaji volné radikdly, maji protizanétlivé, antialergické, antimikrobidlni
a protirakovinné ucinky (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011). Jsou hlavni
skupinou latek fenolické povahy, které hraji diilezitou roli pii pigmentaci rostliny a jeji
ochran¢ proti UV zafeni a chorobam. Mezi nejcastéji se vysytujici flavonoidy patii

kvercetin, kaempferol, katechiny, proantokyanidy, apigenin a antokyany (Voon et al.,
2012).

3.3.2 Taniny

Taniny jsou skupinou polymerickych fenolickych sloucenin, které jsou v rostlinach
hojné rozsifeny. Jsou znamy pro své sviravé ucinky a jsou syntetizovany kondenzaci
flavanovych derivatl nebo polymerizaci chinonovych jednotek. Taniny tvoii komplex
s mikrobidlnimi adhesiny, enzymy a transportnimi proteiny na povrchu buiiky, coz vede
K inaktivaci téchto protein a inhibici mikrobidlniho ristu. Taniny jsou u¢inné proti
vlaknitym houbam, kvasinkam a bakteriim. Mezi rostliny s vy$§im obsahem tanint patii
Allium subsp. (Cesnek), Cassia fistula (kasie obecna), Etlingera elatior (etlingera vyssi)

a Rumex vesicarius (stovik) (Mostafa et al., 2011; Voon et al., 2012).

3.3.3 Fytoalexiny

Fytoalexiny jsou definovany jako antibiotick¢ slouceniny vznikajici v rostling
metabolickymi cestami vyvolanymi biologicky nebo jako odpovéd” na chemické
¢i environmentalni faktory. Fytoalexiny jsou produkovany piedev§im rostlinami
z Celedi Leguminaceae a Rosaceae. Maji isoflavonoidové struktury klasifikované jako
isoflavony, isoflavanony a isoflavany (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011,
Lietal., 2015).

3.3.4 Fenolické kyseliny

U fenolickych kyselin byly prokdzany napiiklad antioxidacni, protirakovinné
a antimikrobialni ucinky. Mezi vyznamné fenolické kyseliny patii kyselina gallova,

p-hydroxybenzoova, protokatechova, vanilinova, syringova, skoficova, kumarova,
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ferulova nebo kyselina kavova. U téchto kyselin byly zjistény antimikrobidlni G¢inky
(bakteriostatické i baktericidni) proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim
a vyznamnym patogentim (Heleno et al., 2015; Gyawali et Ibrahim, 2012; Voon et al.,
2012).

3.3.5 Alkaloidy

Alkaloidy jsou nizkomolekularni sekundarni metabolity s heterocyklickou strukturou
obsahujici dusik. Vyskytuji se v prahovych mnoZzstvich pfiblizné ve 20 % vSech rostlin
svice nez 12000 identifikovanymi strukturami. Jsou produkovany i bakteriemi
a houbami (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011; Voon et al., 2012).
Antimikrobidlné puisobi proti bakteriim i kvasinkam, v¢etné Candida sp. (Martins et al.,
2015; Akinyemi et al., 2006).

3.3.6 Terpenoidy

Terpenoidy jsou velkou (vice nez 30 000 ruznych sloucenin) a rtiznorodou skupinou
rostlinnych  sekundarnich  metabolitd s multicyklickou strukturou odvozenou
od pétiuhlikatych isoprenovych jednotek. Hlavnimi skupinami, které jsou piitomny
Vv bylindch a kofeni, jsou monoterpeny a diterpeny. Vykazuji vyznamné biologické
ucinky, vcetné antimikrobidlniho plisobeni proti Sirokému spektru patogent, napf.
Candida sp. (Martins et al., 2015) nebo L. monocytogenes (Zielinska et Matkowski,
2014). Jsou hojn¢ vyuzivany diky jejich charakteristickému aroma a jejich dalezité roli
Vv tradi¢ni bylinné 1é¢bé jako antimikrobialni latky a antineoplastika (Razzaghi-Abyaneh
et Shams-Ghahfarokhi, 2011).

3.3.7 Saponiny

Saponiny jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich latek v ruznych rostlinach. Jsou to
nizkomolekuldrni sekundarni metabolity poskytujici velké mnoZstvi biologickych
ucinkit zodpovédnych za ochranu rostliny proti hmyzu, houbdm a dal§im nebezpe¢nym
mikroorganismim. Tfemi hlavnimi skupinami saponinli jsou triterpenoidy, steroidy
a steroidni glykoalkaloidy (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011; Liu et al.,
2015).
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3.3.8 Defensiny

Rostlinné defensiny jsou dulezitou skupinou kationickych peptidi s ucinky proti
Sirokému spektru mikroorganismi vcetné¢ bakterii, hub a vir. Je znamo, Ze maji
inhibiéni G¢inky va¢i rakovinnym bunkdm, klicovym mikrobidlnim enzymam
aiontovym kanalim (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011; Zhang et al.,
2015).

3.3.9 Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou sekundarni metabolity bohaté na rtizné slou¢eniny, mezi néz patii
fenolické slouceniny, terpeny, terpenoidy, alifatické alkoholy, aldehydy, ketony,
kyseliny a isoflavonoidy (Gutierrez et al., 2008; Tajkarimi et al., 2010). Mezi hlavni
antimikrobidlni latky obsazené v esencidlnich olejich kofeni patii jednoduché a slozené
slouceniny fenolu. Chemické analyzy Sirokého spektra esencidlnich oleju odhalily,
ze jejich hlavnimi slozkami jsou karvakrol, thymol, citral, eugenol a jejich prekurzory
(Gyawali et Ibrahim, 2012). Slozeni esencialnich oleju zavisi na dob& sklizné
a fenologické fazi — koncentrace G¢innych latek se 1isi v jednotlivych fazich kveteni
arozdilnd je 1 po vysemenéni (Suppakul et al., 2003). Antimikrobidlni Uc¢innost
esencidlnich olejii je zavisla na mnoha faktorech, jako je chemicka struktura jejich
slozek, stejn¢ jako koncentrace. Jsou zde vSak i dalsi dualezité¢ faktory ovlivilujici
antimikrobidlni ucinnost v potravinach. Patfi mezi né¢ shoda spektra antimikrobialni
ucéinnosti s cilenym mikroorganismem, interakce s hmotou potraviny a metoda aplikace
(Cowan, 1999; Tiwari et al., 2011).

3.4 Zdroje antimikrobialnich latek z rostlin

Pfirodni bioaktivni latky jsou ziskdvany z nadzemnich €asti roslin, ze semen, plodi,
kofenti, oddenkd a kvéti nebo pupent (Voon et al., 2012, Skandamis et Nychas, 2000;
Gutierrez et al., 2008). Mezi nejznamnéjsi rostliny, které obsahuji uc¢inné latky, patii
aloe vera (Aloe vera (L) Burm. f.), anyz vonny (Pimpinella anisum L.), bazalka prava
(Ocimum basilicum L.), btiza (Betula utilis L.), cibule kuchynska (Allium cepa L.),
cesnek kuchynsky (Allium sativum L.), dobromysl obecna (Origanum vulgare L.),
fenykl obecny (Foeniculum vulgare Mill.), hefmanek pravy (Matricaria recutita L.),
hoi¢ice (Brassica L.), hiebicek vonny (Syzygium aromaticum L.), kardamom obecny

(Elettaria cardamomum L.), kmin kofenny (Carum carvi L.), kmin fimsky (Cuminum
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cyminum L.), kopr vonny (Anethum graveolens L.), koriandr sety (Coriandrum sativum
L.), levandule tzkolista (Lavandula angustifolia Mill.), majoranka zahradni (Origanum
majorana L.), mata (Mentha L. sp.), ¢esnek medvédi (Allium ursinum L.), medunka
1ékaiska (Melissa officinalis L.), mifik celer (Apium graveolens L.), mrkev obecna
(Daucus carota L.), muskatovy ofisek (Myristica fragrans Houtt.), nové kofeni
(Pimenta dioica (L.) Merr.), olivovnik evropsky (Olea europaea L.), pelyn€k estragon
(Artemisia dracunculus L.), pepi ¢erny (Piper nigrum L.), petrZel obecna (Petroselinum
crispum Mill.), rozmaryn 1ékatrsky (Rosmarinus officinalis L.), skoficovnik cejlonsky
(Cinnamomum zeylanicum J. Presl), skoficovnik ¢insky (Cinnamomum cassia (Nees
& T. Nees) J. Presl), salv¢j 1ékaiska (Salvia officinalis L.), tymian obecny (Thymus
vulgaris L.), vanilovnik plocholisty (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews), vanilovnik
velkokvéty (Vanilla pompona Schiede), vaviin vzneSeny (Laurus nobilis L.) nebo
zazvor lékarsky (Zingiber officinale Roscoe), jak uvadéji Ait-Ouazzou et al., 2012;
Ayala-Zavala et al., 2009; Bagiu et al., 2012; Ceylan et Fung, 2004; Dhama et al., 2014;
Dhifi et al., 2013; El Bouzidi et al., 2013; Gupta et al., 2013; Gutierrez et al., 2008;
Kyung, 2012; Lai et Roy, 2004; Roby et al., 2013; Sadeghi et al., 2012; Tajkarimi et al.,
2010; Weerakkody et al., 2010.

3.5 Rostliny s antimikrobialnimi u¢inky

3.5.1 Tymian obecny

Tymian obecny (Thymus vulgaris L., ¢. hluchavkovité) je polokefovita vytrvala rostlina
puvodem zjizni Evropy a Asie (Tepe et al., 2004). Esencidlni olej tymianu je
antibakteridlnim, antikandidéoznim a antioxidaénim prosttedkem. Ma Siroké
antibakteridlni spektrum proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, ma
vyznamné inhibi¢ni G€inky proti patogennim mikroorganismiim rezistentnim na
antibiotika. Je charakteristicky vysokym obsahem monoterpenti, zejména thymolu
a jeho izomeru karvakrolu, které jsou doprovazeny mnoZstvim vice ¢i méné biologicky
aktivnich sloucenin vcetné eugenolu, p-cymenu, y-terpinenu, linaloolu, geraniolu
a borneolu (EI Bouzidi et al., 2013; Nevas et al., 2004; Burt, 2004; Oussalah et al.,
2007; Govaris et al., 2011; Dhama et al., 2014; Voon et al., 2012).
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3.5.2 Dobromysl obecna

Dobromysl obecna (Origanum vulgare L., ¢eled hluchavkovité) je vytrvala bylina
z Celedi hluchavkovitych, kterda byla puvodné rozSifena v oblasti Stfedomofi.
U dobromysli byly prokdzany antimikrobidlni, antioxidan¢ni a antigenotoxické uc¢inky
a schopnost inhibice enzymu. Jeji extrakty ¢i esencialni oleje inhibuji rust bakterii,
kvasinek a plisni, v€etné patogent. Mezi hlavni biologicky aktivni slozky pfitomné
v dobromysli patii karvakrol, thymol, y-terpinen a p-cymen, Vv mensi mife jsou
obsazeny sabinen, karyofylen, a-pinen, iso borneol, terpinolen, B-myrcen, a-thujen nebo
methyl karvakrol (Burt, 2004; Oussalah et al., 2007; Govaris et al., 2011; Weerakkody
et al., 2010; Ceylan et Fung, 2004; Lai et Roy, 2004; Tajkarimi et al., 2010; Martucci
et al., 2015; De Medeiros Barbosa et al., 2016; Sarikurkcu et al., 2015).

3.5.3 Rozmaryn lékarsky

Rozmaryn 1ékaisky (Rosmarinus officinalis L., ¢eled’ hluchavkovité) je stalezeleny
vytrvaly ket z ¢eledi hluchavkovitych piivodem ze Stiedomofi. Je povazovan za jednu
Z nejbeéznéji pouzivanych bylin se silnymi antimikrobidlnimi a antioxida¢nimi u¢inky,
diky nimz je pouzivéan pro prodlouZeni trvanlivosti potravin (Weerakkody et al., 2010).
Smérnici Evropské unie 95/2/EC byl schvalen jako ptirodni konzervant pro konzervaci
masnych vyrobkl (Rocio et al., 2015). Hlavnimi bioaktivnimi slozkami rozmarynu jsou
a-pinen, bornyl-acetat, kafr, 1,8-cineol, eukalyptol, limonen, karnosol a rosmanol
(De Medeiros Barbosa et al., 2016; Burt, 2004; Tajkarimi et al., 2010; Lai et Roy,
2004). V mensich mnozstvich jsou obsazeny napiiklad anethol, geraniol, terpinen nebo

rozmarynova ¢i ursolova kyselina (Ceylan et Fung, 2004).

3.5.4 Bazalka prava

Bazalka prava (Ocimum basilicum L., ¢eled’ hluchavkovité) patii do rodu, jenz zahrnuje
pfiblizn¢ 30 druht bylin a kfovin z tropickych a subtropickych oblasti Asie, Afriky
astfedni a jizni Ameriky. Jeji esencialni oleje jsou vyuZivany jiz mnoho let
V potravinafstvi, Siroké pouziti nachazi i1V parfumérstvi a v dentdlnich a oralnich
vyrobcich (Dhama et al., 2014). Mezi fytochemikalie, které jsou v bazalce obsazeny,
patii eugenol a kyselina ursolova, estragol, linalool, alkaloidy a flavonoidy, taniny
a uhlovodiky (Lai et Roy, 2004; Tajkarimi et al., 2010). Jejich obsah je zavisly na
chemotypu bazalky, celkem rozeznavame 4 chemotypy s mnoha subtypy.
27



Antimikrobidlni aktivita bazalky je dobfe prozkouména a plisobi proti velkému poctu
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (véetné E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Shigella dysenteriae, Salmonella Typhimurium, Vibrio cholerae
a S. aureus), kvasinek a plisni (Suppakul et al., 2003; Beatovic et al., 2015; Sharafati-
Chaleshtori et al., 2015).

3.5.5 Levandule uzkolista

Levandule tzkolista (Lavandula angustifolia Mill., ¢eled’” hluchavkovité) patii do rodu
aromatickych rostlin rozsitenych piedevsim ve Stiedomoii (Blazekovic et al., 2011).
Jednotlivé druhy se lisi svou vytrvalosti, od neopadavého kete az po letnicku (Pavela,
2006). Hodn¢ druht levandule je vysoce aromatickych, a to diky pfitomnosti
esencialnich oleji pfitomnych ve zlazkach pokryvajicich vétSinu rostliny (Lis-Balchin,
2002). Fytochemickymi studiemi byl prokadzan obsah triterpent, kumarind, kyseliny
hydroxyskoticové, karyofylenu, B-felandrenu, eukalyptolu a flavonoidi (Blazekovic
etal., 2011; Jianu et al., 2013).

3.5.6 Salvéj lékaiska

Salvéj 1ékaiska (Salvia officinalis L., ¢eled’ hluchavkovité) je vytrvala silné aromaticka
rostlina polokefovitého vzhledu patfici do ¢eledi hluchavkovitych. Jeji antimikrobialni
vlastnosti byly potvrzeny proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm
i plisnim. Hlavnimi uéinnymi latkami Salvéje jsou thymol, eugenol, kafr, thujon,
aromadendren, borneol a bornyl acetat, které jsou doprovazeny mensimi mnoZzstvimi
1,8-cineolu, limonenu, a-pinenu, B-pinenu, rozmarynové Kyseliny, ursolové kyseliny,
terpinenu nebo salviolu (Ceylan et Fung, 2004; Lai et Roy, 2004; Aumeeruddy-Elalfi
etal., 2015).

3.5.7 Mata dlouholista

Mata dlouholista (Mentha longifolia L., ¢eled’ hluchavkovité) je trvalka z ¢eledi
hluchavkovitych rostouci v teplém a vlhkém podnebi. Rozsifena je predevs$im v jizni
Africe, Botswang, Namibii a Zimbabwe. Pro ziskani bioaktivnich latek mohou byt
pouzity listy nebo kvéty (Voon et al., 2012). U extrakti a esencialnich oleji maty
dlouholisté byly prokazany silné inhibi¢ni ucinky, naptiklad proti Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa nebo Klebsiella pneumoniae.
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V maté piitomné bioaktivni latky jsou ptredevsim cis-piperiton epoxid, pulegon,
piperiton, isomenthon, karvon, dihydrokarvon, kafr, B-karyofylen a menthon (Tassou
et al., 2000; Gulluce et al., 2007).

3.5.8 Anyz vonny

Anyz vonny (Pimpinella anisum L.) je jednoletd rostlina z celedi mifikovitych.
Je jednim z hlavnich zdrojii pfirodnich sloucenin se Sirokym spektrem biologickych
diuretické vlastnosti. V esencidlnim oleji a extraktech byly identifikovany nasledujici
bioaktivni slouceniny: anethol, estragol, eugenol, 1,4-cineol, eukalyptol (1,8-cineol),
bornyl acetat, kafr, karvakrol, karvon, limonen, linalool, menthon, myrcen,
p-anisaldehyd a p-cymen (Abu-Darwish et al., 2012; Tepe et Tepe, 2015; Dhama et al.,
2014; Ceylan et Fung, 2004; Giil¢in et al., 2003).

3.5.9 Fenykl obecny

Fenykl obecny (Foeniculum vulgare Mill.)) je viceleta rostlina z ¢eledi mifikovitych
pivodné rostouci v oblasti Indie a Egypta. BéZn¢ je pouzivan jako kofeni pro zlepSeni
udrznosti potravin, ma vyznamné antioxida¢ni a antimikrobidlni G¢inky. Hlavnimi
aktivnimi slozkami esencialnich oleji a extrakti fenyklu jsou trans-anethol, estragol,
fenchon, B-farnesen a limonen, kvercetin, apigenin a kyseliny rozmarynova, kavova,
p-kumarové, chlorogenovd a ferulova. Bioaktivni latky obsazené ve fenyklu jsou
schopny inhibovat bakterie (grampozitivni i gramnegativni), kvasinky i plisn¢ (Dhama

et al., 2014; Roby et al., 2013; Anwar et al., 2009).

3.5.10 Hi'ebi¢kovec vonny

Hiebi¢kovec vonny (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry) je strom z celedi
myrtovitych a obvykle roste v teplych a vlhkych klimatickych podminkach (napt. Indie,
Sri Lanka, Indonesie). Jako kotfeni se pouzivaji nerozvité pupeny. U hiebicku byly
prokazany silné antimikrobidlni GC€inky jak proti bakteriim, tak 1 proti kvasinkam
a plisnim, vcetné patogenli (Voon et al., 2012) Pro své antimikrobidlni vlastnosti je
testovano jeho pouziti v masném a pekarenském primyslu (Dhama et al., 2014).
Esencidlni olej je ¢asto pouzivan jako slozka zubnich past, osvézovact dechu nebo

ustnich vod. Hlavnimi G€¢innymi latkami jsou anethol, benzaldehyd, karvon, karyofylen,
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chavikol, cinnamaldehyd, eugenol, eugenyl-acetat, furfural a linalool (Burt, 2004;
Ceylan et Fung, 2004; Lai et Roy, 2004; Tajkarimi et al., 2010).

3.5.11 Skoricovnik cejlonsky

Skoticovnik cejlonsky (Cinnamomum zeylanicum J. Presl) je stalezeleny strom z ¢eledi
vaviinovitych pochdzejici ze Sri Lanky a jizni Indie. Ze skoficovniku se vyuziva susena
vnitini ¢ast kiry. Esencidlni oleje a extrakty skofice pisobi antimikrobialné proti
mikroorganismiim kazicim potraviny i proti patogenim, u vodného extraktu byla
prokdzana inhibice bakteridlniho endotoxinu. Aktivnimi slozkami skofice jsou
cinnamaldehyd, kumarin, cinnamyl acetat a eugenol (Dhama et al., 2014; Gupta et al.,
2013; Nimje et al., 2013; Tajkarimi et al., 2010; Lai et Roy, 2004; Ceylan et Fung,
2004).

3.5.12 Zazvor lékarsky

Zazvor l1ékatsky (Zingiber officinale Roscoe) je wvytrvala rostlina z Celedi
zazvorotvarych. Pivodné byl péstovan predevsim v Ciné a Indii, odkud se déle rozsifil
do oblasti Blizkého vychodu a okoli Stfedozemniho mote. M4 mnoho biologickych
u¢inki  — pasobi protizanétlivé, analgeticky, antipyreticky, antioxidacné
a antimikrobialng. Uginny je proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, véetng
lidskych patogenti (Dhama et al., 2014). Zpomaluje riist kvasinek a plisni, zplisobuje
jejich odbarveni a potlacuje tvorbu spor (Bashir et al., 2015). Fytochemické rozbory

prokazaly obsah alkaloidd, saponintl, flavonoidii, steroidii a tanint (Singletary, 2010;

Ali et al., 2008).

3.6 Moznosti ziskavani bioaktivnich latek z rostlin

Bioaktivni slouceniny mohou byt zrostlinnych materidli extrahovany riznymi
extrak¢énimi technikami. VéEtSina téchto technik je zalozena na extrakéni sile pouzitého
rozpoustédla a aplikaci tepla a/nebo michani. Principem extrakce je odstranéni
rozpustné pevné castice z pevné smési pouzitim vhodného rozpoustédla nebo jejich
smési. Proces extrakce ovliviiuje nékolik faktori, naptiklad rychlost ptechodu
rozpoustédla do materialu, rychlost rozpousténi analytu rozpoustédlem a rychlost
prechodu extraktu z nerozpustné hmoty. Pro u¢innou extrakci jsou dulezité také polarita

rozpoustédla, tlak pary a viskozita (Adnan et al., 2014). V ptipad¢ rostlinnych materialt
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je vyzadovan adekvatni Cas pro difuzi rozpoustédla pres bunécéné stény rostlinnych
bun¢k kviili pfevedeni rozpustnych ¢astic do roztoku a pro difuzi extraktu pfes povrch
bunécné stény. Pred vlastni extrakci jsou vzorky v zavislosti na zplsobu extrakce
suSeny na vzduchu nebo mrazem a nasledné¢ drceny, mlety nebo homogenizovany pro
zmenSeni velikosti ¢astic. Timto postupem dochazi ke zvySeni Gc€innosti extrakéniho
procesu a zvyseni vytézku vysledného extraktu (Voon et al., 2012). Uéinnost extrakce
dale zavisi na volbé vhodného rozpoustédla. Pro jeho volbu je dilezitd polarita cilené
sloucCeniny. Pfi vybéru by mély byt brany do tUvahy molekularni afinita mezi
rozpoustédlem a rozpousténou latkou, pfenos hmoty, pouziti pomocného rozpoustédla,
bezpecnost pro zivotni prostiedi, toxicita pro clovéka a finan¢ni ndklady (Nayak et al.,
2015). Nejcéast&ji pouzivanymi rozpoustédly jsou methanol a ethanol, dale voda,
butanol, ethylacetat, chloroform a n-hexan (Adnan et al., 2014).

Velmi dilezité je udrzovani stability bioaktivnich slozek vybérem odpovidajici
a ucinné extrakéni metody — jednotlivé slozky (pfedevsim fenolické) inklinuji k oxidaci
a degradaci pii vysSich teplotich nebo pii prodlouZzeni extrakéniho casu. Aby
se zabrdnilo degradaci fenolickych latek, nemély by byt extrakty v rozpoustédle
skladovany pii pokojové teploté nebo vystaveny po dlouhou dobu slunecnimu svitu
(Azmir et al., 2013).

Pro ziskani bioaktivnich latek zrostlin se pouzivaji klasické techniky jako
je macerace, hydrodestilace a Soxhletova extrakce (Nayak et al., 2015) a novéjsi
nekonvenéni techniky, naptiklad ultrazvukem asistovana extrakce, extrakce v pulznim
elektrickém poli, enzymové asistovand extrakce, mikrovlnnd asistovana extrakce,
infracervend asistovand extrakce, vysokotlaka extrakce rozpoustédlem nebo nadkriticka

fluidni extrakce (Adnan et al., 2014).
3.6.1 Konven¢ni extrakéni techniky

3.6.1.1 Macerace

Macerace se sklada z nékolika malo krokii. Vzorek je pred maceraci nadrcen, aby se
zvétsila plocha pro styk srozpoustédlem. Vzorek je macerovan vhodnym
rozpoustédlem a béhem macerace miZze byt smés promichavana, ¢imz se zvysi difuze

a odstrani se nasycené rozpoustédlo z povrchu vzorku a je nahrazeno nenasycenym.
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Po maceraci je odd€lena pevna ¢ast od extraktu filtraci (Azmir et al., 2013; Nayak et al.,
2015; Voon et al., 2012).

3.6.1.2 Hydrodestilace

Hydrodestilace je tradi¢ni metodou pro ziskavani bioaktivnich latek a esencidlnich oleji
z rostlin. Neni zde pouzito organického rozpoustédla. Existuji tfi typy hydrodestilace.
Vodni destilace, vodni a parni destilace a pfima parni destilace. Destilovany material je
pfi této metod¢ v piimém kontaktu s vrouci vodou/parou, coz je jeji zakladni
charakteristicky znak. Rostlinny material je umistén v nadrzi destila¢niho pfistroje, kde
plave na hladin€¢ nebo je ponofen pod vodni hladinou, v zavislosti na specifickych
vlastnostech materialu, ptipadné je ptes n¢j prohanén proud vodni pary. Pti vysokych
teplotaich mlze dochazet ke ztraté nckterych termolabilnich sloucenin, coz limituje

pouziti této metody (Azmir et al., 2013; Pavela et Barnet, 2011).

3.6.1.3 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce byla pivodné uréena pro extrakci tukl, na niz ale neni omezena.
Pouziva se jako model pro srovnani s novymi extrakénimi alternativami. Do Soxhletova
extraktoru je umisténa extrakcni patrona naplnéna vzorkem. V barice, kterd je zahtivana,
je rozpoustédlo. Odpatované rozpoustédlo kondenzuje v chladici a skapava na patronu
se vzorkem a po pruchodu patronou je zachytavano a nasledné¢ svadéno zpét do banky.

Proces se neustale opakuje, dokud neni extrakce hotova (Azmir et al., 2013).

3.6.2 Nekonvencni extrakéni techniky

Pti konvenéni extrakei je nutny dlouhy extrakéni €as, vysoce Cistd a draha rozpoustédla
a odpafovani velkého mnoZstvi rozpoustédla. Konvenéni metody maji nizkou extrakéni
selektivitu a dochazi pfi nich k tepelnému rozkladu termolabilnich slouc¢enin. Proto jsou
vyvijeny nové extrakéni techniky. Mezi nejslibnéjsi patii extrakce s pouzitim
ultrazvuku, enzymi, mikrovln, pulzniho -elektrického pole, superkriticka fluidni

extrakce a vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (Azmir et al., 2013).

3.6.2.1 Ultrazvukem asistovand extrakce

Pti ultrazvukové extrakci jsou vyuzivany zvukové viny o frekvencich nad slySitelnosti

lidskym uchem, obvykle v rozmezi 20-100 kHz. Vlivem ultrazvuku dochazi v rostlinach
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k naruseni bunécnych stén, coz umoziuje lepsi prinik rozpoustédla do vzorku a snazsi
uvolnéni extrahovanych slozek. Extrakéni mechanismus zahrnuje dva fyzikalni jevy —
difuzi pfes bunénou sténu a vyplachovani bunééného obsahu po naruseni bunétné
stény. Vzorek je ponoien do rozpoustédla, je aplikovana ultrazvukova energie a po
ukonceni extrakce je extrakt oddélen od tuhého zbytku pomoci filtrace nebo
centrifugace a pfipadné zakoncentrovan odpafenim rozpoustédla (Azmir et al., 2013;

Chua, 2013; Nayak et al., 2015; Zhao et al., 2013; Huie, 2002; Rodrigues et al., 2015).

3.6.2.2 Extrakce v pulznim elektrickém poli

Principem této extrakce je poruseni struktury bunééné stény pro zvySeni
extrahovatelnosti pfitomnych latek. Elektricky potencial prochazi ptes bunéénou sténu
do buiiky a separuje molekuly na zdkladé€ jejich néboje v bunécné sténé€. Po prekroceni
kritické hodnoty transmembranového potencidlu piiblizn€ 1 V vznikd mezi nabitymi
molekulami odpor, ktery vytvaii pory ve slabych mistech bunécné stény a zptisobuje
drastické zvySeni propustnosti. Extrakce v pulznim elektrickém poli mtize zvysit pienos
hmoty porusenim struktury bunécné stény rostlinného materidlu a zlepsit tak extrakci
a snizit extrak¢ni ¢as. Metoda je aplikovana pro zlepSeni uvoliiovani vnitrobunéénych
slozek zrostlinné tkan¢ pomoci zvySeni propustnosti bunétné stény. Pfi oSetieni
v mirném elektrickém poli (500 a 1000 V/cm) dochazi k poruseni bunécéné stény pouze
s malym vzriistem teploty, coZ minimalizuje degradaci termolabilnich sloucenin. Tato
metoda miZe byt pouZita i jako pfedstupen konvenénich extrakénich technik pro sniZeni

extrakéniho usili (Azmir et al., 2013).

3.6.2.3 Enzymové asistovand extrakce

Nékteré fytochemikalie jsou v rostlinné matrici rozptyleny Vv bunécné cytoplasmé
anékteré jsou umistény v polysacharidovo-ligninové siti pomoci vodikovych nebo
hydrofobnich vazeb, které nejsou piistupné rozpousStédlim pifi béZném extrakénim
procesu. Enzymatické oSetfeni pied extrakci je povazovano za ucinnou cestu, jak
uvolnit vazané slouceniny a zvysit vytézek. Pridavek specifickych enzymd, naptiklad
celuldzy, a-amyldzy a pektinazy béhem extrakce zlepSuje vytéZnost narusenim
bunécnych stén a hydrolyzou strukturnich polysacharidi a lipidii. Enzymoveé asistovana
extrakce probiha ve dvou variantich — enzymové asistovana vodna extrakce (EAAE)

a enzymové asistované lisovani za studena (EACP). Olej extrahovany pomoci této
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metody obsahuje vyssi mnozstvi volnych mastnych kyselin a fosforu oproti tradicnimu
oleji extrahovanému hexanem. Enzymové asistovand extrakce je povazovana za
ohleduplnou k zivotnimu prostfedi a vhodnou pro extrakci bioaktivnich sloucenin
a oleju, protoze jako rozpoustédlo je pouzivana voda namisto organickych chemikalii

(Azmir et al., 2013; Puri et al., 2012).

3.6.2.4 Mikrovinna asistovand extrakce

Utinnost této metody zavisi na vlastnostech rozpoustédla, povaze vzorku, na typu
extrahovanych latek a dielektrické konstanté materialu, kterd je pfimo umérna velikosti
absorbce mikrovinného zafeni. Vlivem vzristajici teploty dochazi ve vzorku ke
zvySovani vnitiniho tlaku a rychlejSimu prechodu latek z bun¢k do rozpoustédla. Je to
selektivni technika pro extrahovéni organickych a organokovovych sloucenin. Je mozné
ji pouzit 1 pro extrakci termolabilnich slouc¢enin. Mikrovlinnou asistovanou extrakci
byva dosazeno vyssi vytéznosti za vyrazné krat$i dobu nez pti klasickych metodach —
doba extrakce se snizuje z n€kolika hodin na nékolik minut (Azmir et al., 2013; Chua,
2013; Nayak et al., 2015; Zhao et al., 2013; Huie, 2002; Fernandez-Agullo et al., 2015;
Mustapa et al., 2015).

3.6.2.5 Infralervend asistovand extrakce

Tato metoda vyuziva infraCervenou energii pro zahiati rozpoustédla v kontaktu se
vzorkem pro oddéleni analytu z hmoty vzorku do rozpoustédla. Uginnost metody je
podminéna volbou spravné vilnové délky zafeni ve vztahu k absorpénim
charakteristikam vzorku. Co se ty¢e vytézku, infracervena asistovana extrakce neni tolik

ucinna jako mikrovinna asistovana extrakce, je ale jednodussi a levnéjsi (Chua, 2013).

3.6.2.6 Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem

Principem metody je vyuziti vysokého tlaku pro udrzeni rozpoustédla v kapalném stavu
pfi vysSich extrakénich teplotach. Tato extrakce vyZaduje malé mnoZstvi rozpoustédla,
protoze kombinace vysokého tlaku a teploty zajiStuje rychlej$i proces extrakce. Pfi
vysSi teploté se zvySuje rozpoustéci kapacita rozpoustédla viici extrahovanym slozkam,
zvySuje se rychlost difuze vlivem vy$s$i hodnoty difuzniho koeficientu a snizuje se

viskozita a povrchové napéti rozpoustédla. Disledkem je urychleni extrakce, které 1ze
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jesté podpofit pfivedenim ¢istého rozpoustédla (Azmir et al., 2013; Chua, 2013; Zhao
et al., 2013; Huie, 2002; Plaza et Turner, 2015).

3.6.2.7 Nadkriticka fluidni extrakce

Nadkriticka fluidni extrakce vyuziva nékterych vyhodnych vlastnosti tekutin
v nadkritickém stavu. Z fyzikalné-chemického hlediska tvofi nadkritickd tekutina
pfechod mezi plynem a kapalinou. Jeji vlastnosti se méni v zavislosti na tlaku a teplot¢.
Nadkriticka tekutina poskytuje vlastnosti plynit (vyssi diftzni koeficient a nizka
viskozita) a kapalin (dobré rozpoustéci vlastnosti spole¢né s vysokou hustotou). Diky
témto vlastnostem je dosahovano extrakce sloucenin v kratkém case s vysokymi
vytézky. Pro extrakci pevného vzorku se bézné¢ pouziva oxid uhlicity. Oxid uhlidity je
nepolarni, a proto se pro extrakci polarnich latek ptidava tzv. modifikator, coz je latka
zvySujici polaritu nadkritické tekutiny. Mezi nejbéznéji pouzivané modifikatory patii
methanol, ethanol, acetonitril, chloroform, toluen nebo voda. Modifikator miuze byt
pouzit i pro usnadnéni difuze z polymerniho vzorku. Vyhody pouziti nadkritickych
tekutin pro extrakci bioaktivnich latek jsou nasledujici: nadkritické tekutiny maji vyssi
difuzni koeficient a niz$i viskozitu a povrchové napéti nez tekutina, coz vede k lepSimu
priniku do hmoty vzorku; opakovany odtok nadkritické tekutiny vede ke kompletni
extrakci; selektivita nadkritické tekutiny je vyss$i nez v pfipadé tekutého rozpoustédla
a jeho rozpoustéci sila miize byt vylepfena zménou teploty a/nebo tlaku. Extrakce se
provadi pfi pokojové teplote, a proto je to metoda vhodna pro extrakci termolabilnich

sloucenin (Azmir et al., 2013; Huie, 2002; Mustapa et al., 2015; Fornari et al., 2012).
3.7 Charakteristika ziskanych bioaktivnich produktii

3.7.1 Extrakty

Obsah uc¢innych latek (jejich kvantita i kvalita) v extraktu zavisi na druhu rostliny,
uprave vzorku pied extrakei, zvolené metod¢ extrakce a pouzitém rozpoustédle. Jak jiz
bylo vySe zminéno, mezi nejpouzivanéjsi rozpoustédla se fadi methanol a ethanol.
Jejich Casté€jsi pouziti je dano tim, Ze to jsou rozpoustédla polarni povahy, ktera snadno
poskozuji  bunéfnou sténu rostlin a uvolnuji sloufeniny s vyznamnymi
antimikrobialnimi vlastnostmi (Voon et al., 2012; Farzaneh et Carvalho, 2015). Pii

extrakci ethanolem se jedna o taniny, polyfenoly, polyacetyleny, flavonol, terpenoidy,
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steroly a alkaloidy. Mezi slouCeniny ziskané extrakci za pouziti methanolu patii
antokyany, terpenoidy, saponiny, taniny, flavony, laktony a polyfenoly. Dalsim
pouzivanym rozpoustédlem je voda. Ve vodé rozpustné slou¢eniny nedosahuji tak
vyraznych antimikrobidlnich u¢inkii ve srovnani se slouCeninami extrahovanymi
organickymi rozpoustédly, coz vysvétluje omezenou moznost pouziti anorganickych
rozpoustédel pro extrakci ucinnych latek zrostlin. Mezi slozky, jez lze extrahovat
z roslin vodou, patii antokyany, $kroby, saponiny, polypeptidy a lektiny. Ztidka se ve
vodné fazi vyskytuji taniny a terpenoidy, lépe jsou ovSem extrahovany pomoci
polarnich rozpoustédel. Mezi méné pouzivana organicka rozpoustédla patii chloroform,
ether, ethylacetat, n-hexan a aceton. Chloroform extrahuje terpenoidy a flavonoidy,
ether alkaloidy, terpenoidy, kumariny a mastné kyseliny a aceton flavonoly (Cowan,
1999). Bylo prokazano, ze extrakty ziskané pomoci téchto rozpoustédel vykazuji
antimikrobidlni vlastnosti a koncentrace extraktli pozitivné koreluje s inhibi¢nimi

ucinky (Adnan et al., 2014).

3.7.2 Esencialni oleje

Je znamo témét 300 esencidlnich olejti, které jsou piipravovany prumyslové (Razzaghi-
Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011; Burt, 2004). Esencialni oleje mohou obsahovat
vice nez 60 individudlnich slozek. Hlavni slozky mohou tvofit az 85 % esencialniho
oleje, zatimco ostatni slou¢eniny mohou byt pfitomny pouze ve zlomkovém mnoZstvi
(Burt, 2004). Slozky esencidlnich oleji muzeme rozdélit do dvou skupin — na
fenylpropanoidy a terpenoidy. Druhé zminéné zahrnuji piedev§im monoterpeny
a seskviterpeny, obvykle pfitomné v malych mnozstvich, a diterpeny s rlznymi
skupinami alifatickych uhlovodiki, kyselin, alkoholli, aldehydi, acyklickych estert
nebo laktont (Zielinska et Matkowski, 2014; Burt, 2004; Tajkarimi et al., 2010).
Esencialni oleje mohou byt izolovany z témé&f vSech rostlinnych ¢asti. Jejich vytézek
zavisi na druhu rostliny a organu a muze dosahnout vice nez 2 % (v/w). Jejich obsah se
dale se muze liSit 1 v pribé¢hu kveteni rostliny — obecné lze fici, Ze esencidlni oleje
ziskané zrostlin, které byly sklizeny béhem nebo ihned po kveteni dosahuji
nejsilngjSich antibakterialnich ucinkd (Zielinska et Matkowski, 2014). SloZeni
esencialnich oleju je ovlivnéno charakteristikami rostliny véetné druhu, ¢asti, stafi a fazi
rustu, klimatickymi podminkami (ro¢nim obdobim), metodami péstovani, Casem

sklizné, upravou vzorku pred extrakci a typem extrakce. Metody mleti mohou vyvolat
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zmény ve sloZeni rostlinné hmoty a mohou tak mit nepfiznivy efekt na obsah
termolabilnich sloucenin jako je linalool, estragol nebo methylester kyseliny skoticové.
Bylo zjisténo, ze vytézky jsou vyssi pii extrakci superkritickym CO2 nasledovanym
tekutym CO2 a vodou. Extrakce superkritickym CO2 je z hlediska chemického sloZeni
esencialniho oleje vyhodngjsi nez extrakce tekutym CO, vyrobni cena S pouzitim
tekuttho CO2 je vSak nizSi. Nejcastéji jsou vsSak esencidlni oleje ziskdvany

hydrodestilaci (Suppakul et al., 2003; Solorzano-Santos et al., 2012).

3.8 Mechanismus uc¢inku

Slozky extrakti a esencialnich oleji jsou chemicky rizné slouceniny, a neptisobi tak
jednotnym mechanismem. Predpoklada se, Ze plisobi na riznych bunéénych trovnich.
Antimikrobidlni U¢inky spocivaji zfejm¢ v poruseni bunécné stény, navdzani na
proteiny umisténé v cytoplazmatické membrané (naptiklad ATP-asa), rozruseni ¢i
inaktivaci Cinnosti vnéj§i membrany gramnegativnich bakterii uvolnénim lipo-
polysacharidt, naruseni hybné sily protond, elektronového toku v buiice nebo aktivniho
transportu, dale v koagulaci bunétného obsahu, zabrané tvorby enzymu, poskozeni
genetického materialu bakterii nebo v tvorbé hydroperoxiddzy mastnych kyselin
(Farzaneh et Carvalho, 2015; Tajkarimi et al., 2010; Burt, 2004). Antimikrobialni
vlastnosti bylin zavisi na fytochemickém sloZeni, koncentraci fytochemikalii a jejich
synergistickém, nebo naopak antagonistickém uc¢inku (Dhama et al., 2014), na druhu
a koncentraci mikroorganismu (Ceylan et Fung, 2004).

Mechanismus antimikrobidlniho ucinku je ovlivnén chemickou strukturou
bioaktivnich latek. Inhibi¢ni vlastnosti zesiluje ptitomnost aromatického jadra, coz je
patrné napiiklad pfi srovnani G¢innosti borneolu a thujonu s thymolem — thymol, ktery
obsahuje aromatické jadro, vykazuje siln€jsi antimikrobialni ucinky (Ceylan et Fung,
2004). Fenolické slou¢eniny, které obsahuji hydroxylovou skupinu (-OH) jsou vuci
mikroorganismim mnohem UC€inngj§i ve srovnani s fenolickymi slouceninami
s karbonylovou skupinou (=0). Hydroxylova skupina dokaze snaze vazat aktivni ¢asti
enzyml pozménujici bunéény metabolismus mikroorganismia (Gyawali et Ibrahim,
2012; Ceylan et Fung, 2004; Burt, 2004). Vliv na antimikrobialni G¢innost ma
I umisténi a pocet hydroxylovych skupin ve fenolickém kruhu. Se zvySujicim se poctem
hydroxylovych skupin nartsta toxicita pro mikroorganismy (Ceylan et Fung, 2004, Lai
et Roy, 2004).
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Kromé ptitomnosti hydroxylové skupiny ovliviluje antimikrobialni G€innost poloha
fenolického kruhu. Alkylovy zbytek navdzany ve fenolickém kruhu zvysuje
antimikrobialni aktivitu slouceniny. Dle Ceylan et Fung (2004) vykazuji o- a p-alkyl
substituované fenoly z esencialnich oleji kofeni silnou antifungalni aktivitu proti
5 druhtim Aspergillus, 4 druhiim Penicillium a 2 druhiim Fusarium. Substituovany
fenolicky kruh je obsazen ve vétsSing fytochemikalii s antimikrobialnimi u¢inky. Jednou
z vyjimek je Cesnek obsahujici nearomatické slouceniny siry (thiosulfinaty), které
pusobi antimikrobialné (Lai et Roy, 2004). Antimikrobidlni aktivita isothiokyanatt
ziskanych z ¢esneku a cibule souvisi s inaktivaci mimobunéénych enzymu oxidativnim
rozdélenim disulfidickych vazeb a formaci reaktivnich thiokyanatovych radikala, které
zprostiedkovavaji antimikrobidlni ucinky. Inhibuji syntézu lipidi a mikrobidlni RNA
(Tajkarimi et al., 2010; Ceylan et Fung, 2004). Allicin je tepelné nestaly a je
prekurzorem pro mnoho alkylovych a alkenovych sulfidt, disulfidd, nebo derivati
ajoenu (Lai et Roy, 2004).

Dulezitou charakteristikou esencidlnich oleji a jejich slozek je jejich hydrofobicita,
kterd jim umoziuje Stépeni lipidi bakteridlni bunééné membrany a mitochondrii; tim
dochazi k poruSeni struktury a ke zménam propustnosti, coz muze vést k nedostatku
iontli a dalSich slozek bunécného obsahu. Piestoze jisty nedostatek bunééného obsahu
muze byt buiikou tolerovan bez ztraty Zivotaschopnosti, jeho rozsédhly nedostatek nebo
unik kritickych molekul a iontd vede k bunécné smrti (Burt, 2004; Soldérzano-Santos
etal., 2012). Tyto u¢inky byly pozorovany u terpend a terpenoidd (Voon et al., 2012;
Cowan, 1999). Eugenol, thymol a karvakrol pravdépodobné vazi aminy
a hydroxylaminové skupiny membranovych proteini bakterii, coz vede k lyzi
bakterialni bunky (Dhama etal., 2014). Karvakrol, karvon, thymol a trans-
cinnamaldehyd sniZzuji obsah vnitrobunééného ATP a soufasné zvySuji obsah
mimobunééného ATP, coZ zpusobuje poskozeni bunééné stény. Karvakrol také inhibuje
syntézu flagelinu, ktery je nezbytny pro E. coli O 157:H7 (Burt, 2004; Ayala-Zavala
et al., 2009; Tiwari et al., 2011, Tajkarimi et al., 2010).

Fenoly ovliviiuji v nizkych koncentracich enzymovou aktivitu spojenou s produkci
energie a syntézou buné¢nych organel, ve vysokych koncentracich zptisobuji denaturaci
proteini. To znamend, ze antimikrobidlni aktivita fenolli obsaZenych v esencialnich
olejich mtize byt ovlivnéna jejich koncentraci. (Davidson, 2001; Sofos et al. 1998).
Antimikrobidlni aktivita je zplisobena schopnosti fenoli pozméinovat propustnost
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bunécné stény, coz zpusobuje ztratu makromolekul (naptiklad ribosy nebo sodiku).
Narusuji také funkce bunécné stény, napiiklad transport elektrond, piijem zivin, syntézu
bilkovin a nukleovych kyselin nebo enzymovou aktivitu a interaguji S bunéénymi
proteiny, a tim dochazi k deformaci struktury a funkcnosti (Bajpai et al., 2008; Ceylan
et Fung, 2004).

Flavonoidy jsou schopny tvofit komplexy S vnitrobunéénymi rozpustnymi proteiny
bakterialni buiiky (Voon et al., 2012; Lai et Roy, 2004; Farzaneh et Carvalho, 2015).
Alkaloidy poskozuji bunécnou sténu a DNA (Martins et al., 2015; Cowan, 1999).
Katechiny mohou zvysit citlivost bakterii rezistentnich na antibiotika obnovenim
citlivosti represortt (Farzaneh et Carvalho, 2015; Ikigai et al., 1993). P-kumarova
kyselina je schopna poskodit bakterialni bunééné membrany a navazat se na bakteridlni
genomovou DNA, tim inhibuje buné¢éné funkce, coz vede ke smrti buiiky (Heleno et al.,
2015).  Antimikrobialni  aktivita  chinond  vyvolava  tvorbu  komplexi
s aminokyselinovymi zbytky, proteiny, s polypeptidy bunééné stény a membranové
vazanymi enzymy, coZ vede k inaktivaci funkce proteinti. Chinony jsou také schopné
pfevést substrat na nedostupny pro mikroorganismy, ¢imz inhibuji jejich rast (Voon
etal, 2012; Lai et Roy, 2004). Antimikrobialni aktivita nefenolickych latek je
ovlivnéna typem alkylového substituentu. Napiiklad limonen s alkenylovym
substituentem (-CH=CH-) ma siln&j$i inhibi¢ni ucinky ve srovnani s p-cymenem
obsahujicim alkylovy sibstituent (-C=C-). Uginnost bioaktivnich latek je ovlivnéna
| stereochemii, - a trans-izomery jsou aktivnéjsi ve srovnani s a- a Cis-Cis izomery
(Ceylan et Fung, 2004).

Piedchozi studie dokazaly, Ze grampozitivni bakterie jsou mnohem citlivejsi
K pisobeni antimikrobidlnich latek ve srovnani s gramnegativnimi bakteriemi, coz je
ovlivnéno vnéjsi lipopolysacharidovou membranou, kterd sniZzuje rychlost pronikani
hydrofobnich slou¢enin s antimikrobialnimi G¢inky (Smith-Palmer et al. 2001; Burt
2004; Farzaneh et Carvalho, 2015; Tiwari et al., 2011; Ceylan et Fung, 2004). Z toho
muze byt vyvozeno, Ze fenolické slouCeniny dokazi zvysit citlivost fosfolipidové
dvouvrstvy cytoplazmatické membrany zplsobujic tak zvySeni jeji propustnosti,
nedostupnost nezbytnych intracelularnich latek a poskozeni bakteridlniho enzymového

systému (Gyawali et Ibrahim, 2012).
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3.9 Synergistické/antagonistické puisobeni antimikrobialnich latek

Jako synergismus se oznacuje interakce slouc¢enin, nebo faktora, kdy dochazi ke zvyseni
ucinkt jednotlivych sloucenin nebo faktord, pokud jsou aplikovany spole¢né. V piipade
antagonismu se jednd o opacny stav — kombinaci sloucenin nebo faktordi je jejich
ucinnost snizena (Al-Bayati, 2008). Synergismus mezi bioaktivnimi latkami muze
usnadnit pfenos antimikrobialnich slouéenin do bunky (Cava-Roda et al., 2012;
Solorzano-Santos et al., 2012), jak bylo prokazano napiiklad u karvakrolu a p-cymenu
(Burt, 2004), pozorovan byl vSak antagonismus pii jejich aplikaci proti B. cereus
spole¢n¢ se soli v ryzi (Tajkarimi et al., 2010). Mnozstvi antimikrobialnich slouc¢enin
V potravinach nemusi byt dostatecné pro projeveni jejich ucCinkt, ale pokud jsou
kombinovany s vnitinimi faktory jako je pH a vnéjSimi faktory (naptiklad teplota), tak
mohou vykazovat mikrobistatické, nebo mikrobicidni vlastnosti. Tepelny stres muize
zpusobit poskozeni bunécéné stény, coz umoziuje ucinnym latkdm snazsi vstup do
builkky. Ty naésledné poSkozuji metabolické funkce a interferuji s opravnymi
mechanismy poskozenych bunék (Ceylan et Fung, 2004). U¢inek bioaktivnich latek
V potravinach mtize byt posilen i kombinaci s vakuovym balenim nebo balenim
v modifikované atmosféte, kdy vzrusta citlivost mikroorganismu diky snizovani obsahu
kysliku v prostiedi (Frangos et al., 2010; Mexis et al., 2009). K u¢innému oSetieni
rajcatového dzusu bylo pouzito pifidavku esencidlniho oleje skofice s néaslednym
osSetfenim v pulsnim elektrickém poli — tim bylo dosazeno redukce mikroorganismi
0 vice nez pét logaritmickych fada (Tajkarimi et al., 2010). Antimikrobialni slou¢eniny
pusobi synergisticky také v kombinaci s nisinem (Tajkarimi et al., 2010; Govaris et al.,
2010).

3.10 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Stanoveni antimikrobialni aktivity u¢innych latek z rostlin mize byt provadéno pomoci

testd in vitro — v kultiva¢nim mediu, nebo ptimo v potraving.

3.10.1 Metody in vitro

Testy antimikrobialni aktivity in vitro mohou byt klasifikovany jako difuzni, fedici nebo
atmosférické. Metody pro testovani antimikrobidlni aktivity jsou adaptovany vzdy pro
konkrétni podminky, protoZe nebyl vyvinut standardni test pro vyhodnoceni

antimikrobialni aktivity mozZnych konzervantli proti mikroorganismiim spojenym
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s potravinami. Vysledky jsou ovliviiovany metodou extrakce ucinnych latek
z rostlinného materialu, objemem inokula, riistovou fazi, pouzitym zivnym mediem, pH
media a inkubacnim Casem a teplotou, a proto je porovnani publikovanych dat

komplikované (Burt, 2004).

3.10.1.1 Diskova difuzni metoda

Testovani antimikrobidlni aktivity je Casto provadéno pomoci diskové difizni metody.
Papirovy disk je napustén esencidlnim olejem / extraktem a je poloZen na zaockovany
zivny agar (Burt, 2004). Uginné latky difunduji zdisku do agaru, kde vytvafi
dynamicky se meénici gradient antimikrobidlni koncentrace, zatimco testovany
mikroorganismus zacind rast. Rast postupuje smérem ke kritickému mnozstvi
bioaktivni latky. Okraj inhibi¢ni zony vznikd v misté, kde koncentrace bioaktivni latky
zacina potlacovat rast mikrobidlni populace. Na hranici inhibi¢ni zony je hustota bunék
dostate¢né vysoka a dochazi k rozptyleni antimikrobialni latky v jejich bezprostiednim
okoli tak, ze jeji koncentrace je udrzovana pod hranici inhibice. Tim je umoznén rist
mikroorganismu (Kuper et al., 2009; Wilkinson, 2006). Velikost inhibi¢ni zony je
zavisla na rychlosti mikrobidlniho riistu a rychlosti difuze antimikrobidlni slouceniny do
agaru. (Suppakul et al., 2003).

Jedna se pfedevsim o kvalitativni metodu, kdy testované mikroorganismy miizeme
oznacit jako citlivé, mirné citlivé ¢i odolné neboli rezistentni. Pro kvantitativni analyzu
je nutna vysoka uroven standardizace (Suppakul et al., 2003).

Hlavnimi vyhodami metody jsou jeji jednoduchost, finan¢ni nenarocnost a flexibilita
vybéru antimikrobialni latky. Nevyhodou je obtiznost ziskdni hodoty MIC a Casova
naro¢nost pfi vyhodnocovani inhibicnich zoén. Tento proces mohou zjednodusit
komer¢ni analyzétory inhibi¢nich zén (Kuper et al., 2009).

Pii velkém mnozstvi vzorkll (bioaktivnich latek ¢i mikrobialnich izolétl) Ize pro
kvalitativni ucely pouzit agarovy zkumavkovy test, kdy je ucinna latka v podobé
esencialniho oleje nebo extraktu umisténa do fezu v agaru. Pro lepSi pozorovatelnost
mikrobialniho rlstu 1ze do média ptidat trifenyltetrazolium chlorid (TTC), ktery je
redukovan na trifenylformazan (TPF), coZ je doprovdzeno barevnou zménou (Kuper

et al., 2009; Burt, 2004).
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Diskova difuzni, agarova zkumavkova a agarova zfed'ovaci metoda jsou velmi casto
pouzivany pro zjisténi antimikrobidlni aktivity esencidlnich oleji. Protoze esencidlni
oleje jsou Spatné rozpustné ve vodé, jsou pouzivany emulgatory (Tween 20, Tween 80
a Triton) nebo rozpoustédla (napt. ethanol) pro zlepSeni rozpustnosti hydrofébnich
sloucenin v pevnych i tekutych médiich. Emulgatory i rozpoustédla vSak mohou mit
pfimy vliv na mikroorganismy a na antimikrobidlni aktivitu esencidlnich oleji.
Emulgatory napomahaji prostupu antimikrobidlnich latek pies bunécnou sténu

(Suppakul et al., 2003).

3.10.1.2 Zi'ed’ovaci metody

Zted’'ovaci metody jsou pouzivany pro stanoveni hodnoty MIC — Minimum Inhibitory
antimikrobidlni slouceniny, ktera inhibuje rdst mikroorganismu po stanovené dobé
kultivace (Suppakul et al., 2003; Mahady et al., 2008). V nékterych ptipadech je uvadén
termin miminalni baktericidni, nebo bakteriostatickd koncentrace (Burt, 2004).
Pro zftedovaci metody je typické testovani dvou ¢i vice po sobé nasledujicich
koncentraci u¢innych latek. Tyto metody jsou povazovany za referencni a jsou tedy
pouzivany pro posouzeni spravnosti dalSich testovacich metod. (Suppakul et al., 2003;
Kuper et al., 2009).

Zied’'ovaci metody miZeme rozdé¢lit dle pouzZitého Zivného média na agarovou
a bujonové. Pii agarové zied'ovaci metod¢ je ucinna latka v definovanych koncentracich
pfidana pfimo do agaru, na néjZ je nanesena standardizovand suspenze testovaného
mikroorganismu. Variantou agarové ziedovaci metody je instrumentalni spirdlova
gradientovd metoda, pii které je antimikrobidlni latka paprskovité¢ nandSena na agar.
Ve stiedu agaru je koncentrace ucinné latky nejvyssi a smérem k okrajim se snizZuje.
Na agar je nasledné paprskovité nanesena i suspenze mikroorganismu. Po inkubaci je
MIC vypoctena z délky paprsku, na némz je pozorovan rust (Burt, 2004; Kiska, 1998).

Existuji dva typy metody zfed'ovani v bujonu, které se odliSuji objemem pouzitého
média. Pfi objemech vétSich nez 1 ml se jednd o metodu makrodiluéni, pro jejiz
provedeni se pouZzivaji zkumavky, a pifi objemech menSich nez 1 ml se jednd
0 mikrodilu¢ni metodu provadénou v mikrotitracnich jamkach. Pfi pouziti zied’ovaci
metody Vv bujonu existuje vice moznosti pro zjiSténi ucinnosti bioaktivni latky.
Nejpouzivangjsi je méteni optické density (zédkalu) nebo zjisténi poctu zivotaschopnych
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bun¢k. Vyhodou prvni metody je moznost automatizace. Mén¢ pouzivané je také
méfeni vodivosti. Pro stanoveni MIC sloucenin na bézi olejl je pro vizualni hodnoceni
pouzivan redoxni indikator resazurin, metoda muaze byt automatizovana meéfenim
fluorescence. Vysledky jsou shodné s vysledky ziskanymi méfenim optické density
a zjisténim poctu zivotaschopnych bunék (Kiska, 1998; Suppakul et al., 2003; Kuper
etal., 2009; Mahady et al., 2008). Pro zjisténi rychlosti baktericidniho efektu, nebo
trvani bakteriostatického U¢inku mtize byt sestrojena kiivka preziti, kdy je pocet
zivotaschopnych bun¢k zbyvajicich v zivném bujonu po piidani uc€innné latky vynesen
proti ¢asu. Pocet zivotaschopnych bun€k je opét stanoven nejcasteji méfenim optické

density (Burt, 2004; Wilkinson, 2006).

3.10.1.3 Mikroatmosférické metody

Mikroatmosférické metody umoziluji stanoveni antimikrobidlni aktivity esencialnich
olejti nebo jejich slozek v plynné fazi. U&innad latka difunduje smérem k agaru
V obracené Petriho misce nebo vialce. Mikrobidlni rist je v pfipadé Petriho misky
detekovdn na zdklad¢ viditelného rhstu. V ptipadé vialky je sledovan na zakladé
pfitomnosti oxidu uhli¢ittho vyprodukovaného testovanym mikroorganismem
(Suppakul et al., 2003).

Poskozeni bakteridlni bunky a ztrita bunéného obsahu muze byt pozorovana
pomoci elektronového mikroskopu. V tomto ptipadé je ale nutna Setrna piiprava vzork,
aby bylo zajisténo, ze poskozeni bunky bylo zpiisobeno Uc¢innou latkou, a ne samotnou

piipravou vzorku (Burt, 2004).

3.10.1.4 Testovani antimikrobidlnich vlastnosti pi¥imo v potravindach

Hledani vhodnych rostlinnych latek s inhibi¢nimi G¢inky zavisi na mnoha faktorech,
mezi n¢Z patifi druh cileného mikroorganismu, podminky zpracovani a skladovani
potravin, intenzita antimikrobidlniho Uc¢inku, a tedy potfebna koncentrace dané latky,
s ¢imz souvisi 1 jeji organoleptické vlastnosti a vhodnost pouziti do dané potraviny
(Tajkarimi et al., 2010). Vliv na organoleptické vlastnosti potravin muze byt zmirnén
pouzitim kombinace riiznych esencialnich oleji namisto vysoké koncentrace jednoho
esencidlniho oleje (Tiwari et al., 2011). Bylo zjiSténo, ze ptesto, Ze nekteré bioaktivni
latky dosahuji dobrych antimikrobialnich ucinki ve studiich in vitro, pro dosazeni

obdobného ucinku v potravinach je potiecba jejich vyssi davka. Citlivost
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mikroorganisma k bioaktivnim latkdm je v potravindch ovlivnéna vnitinimi faktory —
obsahem vody, bilkovin, tuk®, antioxidantli, konzervantl, soli a dalSich aditiv
a hodnotou pH, i vné&jsimi faktory, jako je teplota nebo baleni v ochranné atmosféie
(Burt, 2004; Leuschner et lelsch, 2003).

Slozky potravin maji zfejmeé jisty vliv na mikrobialni odolnost vici u¢innym latkam.
Tento vliv neni zcela vysvétlen, jednou z moznych pficin je lepsi dostupnost Zivin
V potravinach oproti zivnym médiim, kterd mize umoznit rychlejsi opravy poskozenych
bunék (Gill et al., 2002). Piedpoklada se také, Zze vysoka mnozstvi tuku nebo bilkovin
Vv potravinach chrani bakterie pfed tc¢inky esencidlnich oleji. Pokud je esencidlni olej
rozpus$tén v lipidové fazi potraviny, je ho méné dostupného pro Gcinek na bakterie ve
vodné fazi. Jiné vysvétleni je, Ze nizS§i obsah vody v potravindch ve srovnani
S laboratornimi médii mutze narusSit prostup antimikrobidlniho ¢inidla do bakterialni
bunky (Burt, 2004). Vyssi obsah vody a/nebo soli plsobeni esencidlnich oleji
usnadiiuje. Stejné tak roste citlivost mikroorganismu s klesajicim pH potraviny, nizkou
skladovaci teplotou a klesajicim mnozstvim kysliku v baleni (Skandamis et Nychas,
2000, Tsigarida et al., 2000). Pti nizkém pH se zvySuje hydrofobicita esencialnich oleju,
coz umoziuje snaz$i rozpouSténi lipidi bunéfné stény mikroorganismi.
Antimikrobidlni aktivita ucinnych latek muze byt ovlivnéna i fyzikalni strukturou
potraviny. Skandamis et Nychas (2000) ve sv¢é studii zjistili, Ze antimikrobialni aktivita
esencidlniho oleje byla vyznamné sniZena v Zelatinovém gelu oproti bujonu, cozZ je
prisuzovano omezené difuzi zptisobené prave strukturou gelu.

Pro testovani antimikrobidlnich ucinkd bioaktivnich latek pfimo v potravinach lze
zvolit rizné zplsoby jejich oSetfeni. Esencialni oleje ¢i extrakty mohou byt pfidany do
surovin v ruznych fazich vyroby potraviny, nebo jiz do hotového vyrobku, pokud to
jeho struktura umoznuje (Georgantelis et al., 2007; Evrendilek et Balasubramaniam,
2011; Boroski et al., 2012; Govaris et al., 2010; Cava-Roda et al., 2012, Sadeghi et al.,
2012). Hotové vyrobky mohou byt Géinnymi latkami oSetfeny povrchové potfenim
(Mexis et al., 2009; Frangos et al., 2010; Govaris et al., 2011), nebo ponofenim do 1azné
(Khanjari et al., 2013), nebo baleny do obalt s antimikrobialnim agens (Ntzimani et al.,
2010; Nowak et al., 2012).
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3.11 Mikroorganismy kontaminujici mléko a mlééné vyrobky

Mléko produkované mléénymi zlazami zdravého zvitete je prvotné sterilni (Fernandes,
2009). Poskytuje kompletni vyzivu pro rostouci mlad’ata, a proto je i velice vhodnym
médiem pro fadu mikroorganismi. Velké mnozstvi snadno dostupnych Zivin
(uhlovodikd, bilkovin a tukti) v kombinaci s neutralnim pH podporuje rdst a rozvoj
mikrobialniho spolecenstvi (Marth et Steele, 2001; SamarZija et al., 2007). Mléko muize
byt mikroorganismy kontaminovano jiz uvniti vemene. Tato kontaminace je zptisobena
prunikem mikroorganismii otevienymi strukovymi kanalky. V mléce asepticky
odebraném piimo z vemene byvaji nejcastéji stanovovany streptokoky, stafylokoky,
mikrokoky, bakterie mlééného kysani, Pseudomonas spp., kvasinky a korynebakterie
(Fernandes, 2009).

Hlavnim zdrojem mikrobialni kontaminace mléka je vné&jSi povrch vemene, ktery
muze byt zne€iStén riznymi materialy, véetné¢ pudy, podestylky, fekalii, zbytky silazi
a jinych krmiv. Touto cestou mohou byt do mléka zaneseny salmonely, Campylobacter
spp., Listeria monocytogenes, psychrotrofni sporulujici mikroorganismy, Clostridium
spp. a celed’ Enterobacteriaceae (Fernandes, 2009). Toaletou vemene bezprostiedné
pted dojenim je snizen celkovy pocet mikroorganismu a stejné tak i pocty koliformnich
bakterii a Staphylococcus aureus (Marth et Steele, 2001; Gorner et Valik, 2004).

Mezi bézné zdroje kontaminace mléka ze zatizeni patii dojici zafizeni, potrubi
a chladici nebo prevozni tanky (Greifova et al., 2003; Fernandes, 2009). Diky jejich
nedostate¢né sanitaci v nich mohou ulpivat zbytky mléka (na povrchu zafizeni,
vV kloubech nebo na gumovych tésnénich), které zajistuji vhodné prostiedi pro
mikrobialni rust a tvorbu biofilmu. V téchto zbytcich se bakterie pomnozi a ze
zneCisténého zafizeni se dostavaji do mléka (Marth et Steele, 2001). Necistoty mohou
byt zdrojem psychrotrofnich gramnegativnich (Pseudomonas, Flavobacterium,
Enterobacter, Cronobacter, Klebsiella, Acinetobacter, Aeromonas, Achromobacter
a Alcaligenes) a grampozitivnich (Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus
a sporulujici Bacillus a Clostridium) mikroorganismt (Fernandes, 2009; Cempirkova,
2007; Singh et Sandhya, 2011). Syrové mléko je skladovano pii chladni¢kovych
teplotach, pfi nichz jsou psychrotrofni mikroorganismy schopny rdstu a produkce
termostabilnich enzymt. Po tepelném oSetfeni jsou enzymy stale aktivni a mohou tak

rozkladat slozky mléka (Barbano et al., 2006). Termostabilni extracelularni proteazy
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jsou produkovany Pseudomonas fragi, P. putrefaciens, P. fluorescens, P. putida,
Acinetobacter subsp., Flavobacterium spp., Aeromonas spp. a Serratia marcescens.
Termostabilni lipazy jsou pak produkovany P. fluorescens, P. fragi, P. putrefaciens,
Achromobacter spp., Alcaligenes viscolactis, Acinetobacter spp. A Serratia marcescens.
Z téchto bakterii je ze syrového mléka izolovana nejcastéji Pseudomonas spp. (Casto
tvoii az 50 % psychrotrofni mikroflory). Nékteré rody bakterii izolované z mléka jsou
jak psychrotrofni, tak i termorezistentni — nékteré druhy Streptococcus a Lactobacillus,
dale Microbacterium, Micrococcus a Corynebacterium, nebo sporulujici — Bacillus,
Clostridium. Psychrotrofni termorezistentni a sporulujici mikroorganismy mohou piezit
pasteraci a nasledné nepfiznivé ovlivnit kvalitu mléka a mléénych vyrobki. V mléce
potom mohou zplisobovat vady chuti a viiné a degradaci tukl a bilkovin. Stejné jako
syrové mléko muize byt z nedostatecné ¢isténého zatizeni kontaminovano 1 pasterované
mléko (Marth et Steele, 2001; Samarzija et al., 2012).

S nehygienickou produkci mléka jsou spojeny koliformni, termorezistentni
a sporulujici bakterie, kvasinky a plisné a patogeny zpiisobujici mastitidu (zanét
vemene). Koliformni bakterie jsou spolehlivym indikatorem primarni nebo sekundarni
kontaminace mléka (Gorner et Valik, 2004; Samarzija et al., 2007). Mastitida je
infekéni onemocnéni, které zpusobuji Streptococcus uberis, S. dysgalactiae,
S. agalactiae, Staphylococcus aureus, koagulaza-negativni stafylokoky, Pseudomonas
aeruginosa, Mycoplasma bovis, Corynebacterium bovis nebo koliformni bakterie
(Singh et Sandhya, 2011; Fernandes, 2009). Mastitida ovliviiuje kvalitu mléka
zvySovanim celkového poctu bakterii a somatickych bunck Vv syrovém mléce jejich
vyluovanim ze zaniceného vemene. U mlécného skotu je pomérné béZnym
onemocnénim a muze se vyskytovat Vsubklinické formé, kdy mulze byt
diagnostikovana na zéklad€ vySetfeni na pocet somatickych bun&k. ZvySené mnoZstvi
somatickych bunék ma nepfiznivy vliv na kvalitu mléka a mléénych vyrobkd — bylo
zjisténo, ze mléko s vySSim obsahem somatickych bunck podléhd rychleji hydrolyze
kaseinu a lipolyze (Marth et Steele, 2001; Olechnowicz et Jaskowski, 2012). Vysoké
pocty somatickych bun¢k jsou totiz Spojeny s vysSim obsahem tepelné stabilnich
proteaz a lipaz. Pokud je v syrovém mléce malé mnozstvi bakterii a v pasterovaném
mléce k bakterialnimu rtstu nedochazi, zptsobuji enzymy asociované se somatickymi
bunikami rozklad tuk® a bilkovin a vznikaji senzoricky nezadouci produkty. Pti dobré
mikrobiologické kvalité mléka je tedy obsah somatickych bunék limitujicim faktorem
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pro jeho trvanlivost (Barbano et al., 2006). Nemocnou mlé¢nou Zlazou jsou do mléka
vylucovany i patogeny, které sice nejsou schopny rist ve zchlazeném mléku, ale mohou
Vv ném piezit a jejich pfitomnost by mohla byt zdravotnim rizikem. Nemocné kravy
mohou mlékem vylucovat i jiné lidské patogeny, napiiklad Mycobacterium bovis,
Brucella abortus, Coxiella burnetii, Listeria monocytogenes a Salmonella subsp.
(Oliver et al., 2009).

V syrovém mléce je obsazena fada sloucenin s antimikrobialni aktivitou. Jejich
hlavnim ucelem je ochrana vemene ptfed infekcemi a ochrana mladéte. Svou roli maji
ale i pfi skladovani a transportu mléka — zabranuji jeho okamzité zkdze. Patii mezi n¢
laktoperoxidaza, laktoferin, lysozym a imunoglobuliny (Fernandes, 2009).

V nasledujici tabulce je uveden piehled mikrobialnich patogenti spojenych s mlékem

a mléénymi vyrobky a moznéd onemocnéni jimi zpiisobena.
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Tab. 1 Patogenni mikroorganismy s moznym vyskytem v mléce a mlécnych vyrobcich

(Marth et Steele, 2001 - upraveno)

Mikroorganismus

Onemocnéni

Enterobacteriaceae

Escherichia coli, v¢etné kmene O157:H7
Salmonella

Yersinia enterocolitica

Ostatni gramnegativni bakterie
Aeromonas hydrophila

Brucella spp.

Campylobacter jejuni
Pseudomonas aeruginosa
Grampozitivni sporulujici bakterie
Bacillus cereus

Bacillus anthracis

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Grampozitivni koky
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus zooepidemicus
Rozmanité grampozitivni bakterie
Corynebacterium spp.

Listeria monocytogenes
Mycobacterium bovis
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium paratuberculosis
Plisné

Gastroenteritidy, hemolyticko-iremicky
syndrom

Gastroenteritidy, tyfoidni horecka
Gastroenteritidy

Gastroenteritidy
Bruceloza

Gastroenteritidy
Gastroenteritidy

Gastroenteritidy
Antrax
Gastroenteritidy
Botulismus

Emeticka intoxikace
Bolest v krku
Spala/Bolest v krku
Zan¢t hltanu

Zaskrt
Listerioza
Tuberkuloza
Tuberkuloza
Paratuberkul6za
Mykotoxikdzy

Ptitomnost a rist mikroorganismti v mléce ovliviiyji jeho kvalitu. Chemické slozky
mléka mohou byt degradovany bakteridlnim metabolismem a riznymi bakteridlnimi
enzymy (SamarZija et al., 2012). Produkty rozkladu mohou mit nezadouci vliv na
strukturu, viini nebo chut’ mléka. Laktoza je fermentovana bakteriemi mlééného kysani,
coz ma za nasledek nakyslou chut’ mléka a pii poklesu pH pod 4,6 (izoelektricky bod)
dochazi ke srazeni mlécnych bilkovin. Fermentaénim procesem mohou vznikat i tekavé
slouceniny, napfiklad octova nebo méselna kyselina, oxid uhli¢ity nebo rizné alkoholy,

které ovliviiuji vlini a chut’ mléka. Mikrobidlnim rozkladem bilkovin vznikaji hotké
48



peptidy, mize dochdzet ke srazeni mléka, produkci amoniaku a sirovodiku. Lecitinazy
hydrolyzuji lecitin pfitomny v membranach tukovych globuli, coz vede k agregaci
globuli. Lipazy, které rozkladaji triacylglyceridy, vytvari mastné kyseliny s kratkymi
fetézci, které zpusobuji zlukly pach a zluklou chut mléka. Fosfolipazy hydrolyzuji
fosfolipidy pritomné v membranach tukovych globuli, ¢imz se vnitfek globuli stava 1épe
pfistupnym pro lipadzy. Pfitomnost a ¢innost plisni, kvasinek, koliformnich bakterii,
Pseudomonas spp., Actinomycetes spp., Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
maltigenes miize zpusobovat zatuchly, ovocny, rybi, zemity, sladovy nebo stajovy pach

(Marth et Steele, 2001; Singh et Sandhya, 2011; Samarzija et al., 2007).
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4 MATERIAL A METODIKA

Pro posouzeni antimikrobidlnich vlastnosti bioaktivnich latek obsazenych v rostlinach
byly pouzity modely in vitro a pifidavek rostlinnych latek pfimo do potraviny.
Testovany byly esencialni oleje a vodné vyluhy. Pro testy in vitro byly zvoleny diskova
difuzni metoda a metoda zied'ovani v bujonu, kde byly pro stanoveni citlivosti
k antimikrobialnim latkam pouzity izolaty z mléka a mlé¢nych vyrobku a Cisté kultury
z Ceské sbirky mikroorganismti sidlici v Brné. Rozvoj piirozené mikroflory nebo

naopak jeji potlaceni bylo sledovano v syrovatce.

4.1 Charakteristika materialu pouzitého pro testovani

antimikrobialni aktivity in vitro

4.1.1 Esencialni oleje

Esencidlni oleje byly zakoupeny v obchodni siti (Lé€ivé rostliny, Brno, Krélovo Pole,
Ceska republika). Vyrobci téchto esencialnich oleji jsou Mida a Harasta (Ceska
republika) a Manipura (Ceské republika). Pro testovani antimikrobialni G&innosti byly
pouzity v koncentrované nebo ziedéné forme, jako rozpoustédlo byl pouzit methanol.
Pouzity byly esencidlni oleje levandule uzkolisté, tymianu obecného, Salvéje 1€karskeé,
skoticovniku cejlonského, rozmarynu Iékafského, medunky Iékaiské a kminu

kotfenného.

4.1.2 Bakteridlni a kvasinkové izolaty

Mikroorganismy, na kterych byla testovana antimikrobidlni Gi¢innost bioaktivnich latek
z rostlin, byly ziskdny z mikrobiologickych analyz kravského nebo koziho mléka, syrt
asyrovatky. Po provedeni mikrobiologického rozboru byly vybrané skupiny
mikroorganismii (gramnegativni bakterie, enterokoky, bakterie mlécného kysani
a kvasinky) izolovany pomoci kifizového roztéru. Z Petriho misky byla vzdy
bakteriologickou klickou odebrana vhodna kolonie a opakovanym kiiZovym roztérem
byla ptecisténa. Timto postupem byl ziskan ¢isty mikrobidlni izolat, ktery byl nasledné

pomnozen na vhodném zivném médiu (Biokar diagnostics, Francie).
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Piehled zivnych pud pouzitych pii izolaci je uveden v Tab. 2 spoleéné
S podminkami kultivace (zivnd média a podminky kultivace byly zvoleny na zakladé

norem a doporucent).

Tab. 2 Podminky kultivace pfi izolaci mikroorganismu

Skupina mikroorganismi Zivna pida Podminky kultivace
- : 37°C/24h—CSNISO
Gramnegativni bakterie VRBL 5541/1
Compass o
Enterokoky ENTEROCOCCUS Agar 45°C/24h
30°C/48h—~CSNI
Bakterie mlééného kysani MRS c/ CSN IS0
6610
Kvasink Chloramphenicol Glucose 25 °C /120 h— CSN ISO
y Agar 6611

*Vyrobcem zivnych bujont je Biokar diagnostics, Francie

Izolaty byly uchovavany pfi teploté 6 °C. Petriho misky byly zabaleny do hlinikové
folie tak, aby bylo zabranéno vysychani vzork.
V nasledujicich tabulkach (Tab. 3 az Tab. 6) je uveden piehled izolatu

s charakteristikou vzorku, ze kterého pochazely.
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Tab. 3 Charakteristika vzorki pro izolaci gramnegativnich bakterii

Kod vzorku Druhvzorku  Miéko Pivod fda;::l
1J MIéko Kravské SZP Zabgice 29.7.2013
43 Mléko Kravské SZP Zabgice 21.5. 2013
7J Polotvrdy syr Kozi Farma Cernuc 21.5. 2013
12J Kozi brynza Kozi Kozi farma Prosetin 21.5. 2013
13 Farmarsky Koz Marle Palanov, 21.5. 2013

ptirodni syr Jezetany
6 Syrovatka Kozi Farma Sedlak, Sostivka  22.7. 2013
8 Syrovatka Kozi Farma Sedlak, Sostivka  22.7. 2013
49 Miéko Kravske | ormaKuncicepod 45 500
Ondrejnikem
52 MIléko kravskeé MIlékomat Stara Osada  22.3. 2012
591 Syrovatka Kozi Farma Sedlak, Sostivka  4.11. 2013
5911 Syrovatka Kozi Farma Sedlak, Sostivka  4.11. 2013
75 Syrovatka Kozi Farma Sedlak, Sostivka  4.5. 2013
76 Syrovatka Kozi Farma Sedlak, Sostivka  4.5. 2013
85 Lahodny syr Kravsky Luka a.s. 19.2. 2014
86 Balk:;rkSky Kravsky Luka as. 19.2. 2014
87 CerStSVé kozi Koz Eva ElidSova, Sedlejov  16.5. 2014
88 doh?i}\’/rany ovei Farma PejSkov, 16.5. 2014
i Krocovi
89 Kozi balkan Kozi Marte Palanova, 16.5. 2014
Jezefany
91 Miéko Kozi Farma Racice 15.4. 2014

SZP — $kolni zem&d&lsky podnik
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Tab. 4 Charakteristika vzorka pro izolaci enterokoku

Kéd vzorku  Druhvzorku  Miéko Pivod Datum
odbéru
2J Mléko Kravské SZP Zabgice 29.7. 2013
N Ovci statek Hrdlicka
Cerstvy sy Ovei > 30.7.2013
3J erstvy syr Vel Brnicko
5J Cerstvy syr Kozi Drysice 21.5. 2013
Cerstvy kozi
Marcela Homolov4
8J syr, sladka Koz arecta BOMOTOvVa, 1.5, 2013
. Jezerany - MarSovice
varianta
93 Farrr}flrsky,syr Kozi Marie Pevllanova, 915 2013
piirodni Jezetany
10J Gouda Kravské Hana Kajwajiova, = 5 5513
Korouhev
F dlak
7 Syrovétka Kozi arma Sedlak, 22.7. 2013
Sosuvka
F lak
9 Syrovétka Kozi arma Sedldk, 22.7. 2013
Sosuvka
42 Syr ’zvhs‘ovane Kravské Orrero thovel. — 8.10.2012
syfeniny Grand Moravia
48 Mléko Kozi Farma Sedldk, 13.10.2010
Sosuvka
601 Syrovétka Kozi Farma Sedldk, 4.5.2013
Sosuvka
F lak
601 Syrovétka Kozi arma Sedlak, 4.5. 2013
Sosuvka

Vysvétlivky viz Tab. 3
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Tab. 5 Charakteristika vzorkd pro izolaci bakterii mlééného kysani

Kéd vzorku  Druhvzorku  Miéko Pivod Datum
odbéru
.o » Farma Vychodna,
62 Hrudkovy syr Ovci Slovensko 21.5. 2013
Ekologia pod
Krivanom,
64 Uzeny syr Ov¢i Polnohospodarské 21.5. 2013
druzstvo Vazec,
Slovensko
69 Mléko Kravské SZP Zabéice 19.7. 2013
71 Hrudkovy syr Ovci Luzna, Slovensko 21.5. 2013
74 Bionité Ovéi Salas Pruzin, 21.5. 2013

Slovensko

Vysvétlivky viz Tab. 3
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Tab. 6 Charakteristika vzork pro izolaci kvasinek

Kéd vzorku  Druhvzorku  Miéko Pivod batum
odbéru
1MF Miléko Kravské SZP Zabgice 16.7. 2013
2MF Miléko Kravské Farma HruSova, 24.7. 2013
Vysoké Myto
3MF Miléko Koz Farma Sedldk, 16.7. 2013
Sosuvka
14MF Miéko Kozi Farma Racice 24.7. 2013
6MFA MIO® Farma Valasska 5 7 5013
pasterované Bysttice
6MFB MIeko g ravske Farma ValaSskd 5, 7 2013
pasterovane Bystiice
10MFA MlIéko Kravské ZD Senice 7.5. 2013
10MFB MIéko Kravské ZD Senice 7.5. 2013
15MFA Miléko Ovei Ovei farma Hrdlicka, -, 7 593
Brnicko
Selské mléko
1IMK plnotuéné Kravské Farma Radonice 25.10. 2013
pasterovane
Ustav technologie
Balkansky sy s . .10.
1S alkansky syr Kravskeé potravin, MENDELU 25.10. 2013
Syrovétkovy , Ustav technologie
102 sy oz potravin, MENDELU 252014
Syrovatkovy , Ustav technologie
1031 sy oA otravin, MENDELU 282014
1051 Syrovitka Kozi Farma Sedlak, 1.9. 2014
Sostvka
10511 Syrovatka Koz Farma Sedldk, 1.9. 2014
Sostvka
10611 Syrovitka Kozi Farma Sedlak, 1.9. 2014
Sostvka

SZP — $kolni zem&délsky podnik, ZD — zemédélské druzstvo

Izolované mikroorganismy byly identifikovany pomoci biochemickych testii. Mezi

pouzité identifikadni kity patfily EN-COCCUStest (Erba Lachema, Ceska republika)
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pro identifikaci bakterii rodu Enterococcus, ENTEROtest 24 (Erba Lachema, CR)
a ENTEROtest 24N (Erba Lachema, CR) pro identifikaci gramnegativnich bakterii,
CANDIDA-Screen (Erba Lachema, CR) pro identifikaci kvasinek a API test 50 CH

(bioM¢érieux, Francie) pro identifikaci bakterii mlééného kysani.

4.1.3 Biochemické testy EN-COCCUStest, ENTEROtest 24, ENTEROtest 24N,
CANDIDA-Screen

Z Cisté 24 hodinové kultury (pro kvasinky 24-48 h) byla ve fyziologickém roztoku
pfipravena mikrobialni suspenze o denzit¢ 1 (gramnegativni bakterie), 2 (rod
Enterococcus), nebo 3 stupné (kvasinky) McFarlandovy zakalové stupnice. Suspenze
byla naockovana v mnozstvi 100 pl do vSech jamek mikrotitracni desticky
identifika¢niho kitu a vybrané jamky byly zakapnuty sterilnim parafinovym olejem (dle
pozadavki jednotlivych testil). Inokulované desticky byly uloZzeny do polyethylenového
sacku tak, aby nedochazelo k jejich vysychani a umistény do termostatu, kde byly
inkubovany po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 25 °C (kvasinky) a 37 °C (gramnegativni
bakterie a enterokoky). Po inkubaci byly odeteny barevné reakce dle Sablony,
zaznamenany do protokolu jako pozitivni, nebo negativni a vyhodnoceny pomoci
softwaru TNW 7.0 (MikroLa Test, Erba Lachema, Ceska republika). Softwarem bylo

uréeno, o jaky druh bakterie nebo kvasinky se jedna.

4.1.4 API test 50 CH

Z ¢isté 24 hodinové kultury bakterii mlééného kysani byla v médiu API 50 CHL
pfipravena suspenze o denzit¢ 2 stupné McFarlandovy zdkalové stupnice, kterd byla
napipetovana do jamek stripd. Po naockovani byly jamky zakapnuty sterilnim
parafinovym olejem. Stripy byly umistény do vlhéené desticky, aby nedochézelo
K vysychani testu. Pfipraveny test byl inkubovan v termostatu pii teplote 30 °C.
Interpretace vysledkii probéhla po 48 hodinach. Negativni reakce, ptipadné intenzita
pozitivni reakce (intenzita zmény zbarveni) byla vyjadifena procentudlné, zaznamenana

do protokolu a druh bakterie byl uré¢en pomoci kodové knihy.

4.2 Testovani antimikrobialni a¢innosti in vitro

Na vybranych druzich bakterii a kvasinek byla testovana antimikrobialni aktivita

esencialnich oleji diskovou difuzni metodou a metodou zied’'ovani v bujonu. Zvolené
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koncentrace ucinnych latek pro testovani byly odvozeny na zakladé literarnich zdroju
(Oussalah et al., 2007; Nimje et al., 2013; Gupta et al., 2013; Hammer et al., 1999;
Grigore et al., 2012; Bubonja-Sonje et al., 2011; Diao et al., 2014; Elgayyar et al., 2001;
Abdellatif et al., 2014; Nascimento et al., 2000; Albayrak et al., 2012; Anwar et al.,
2009; Giil¢in et al., 2003).

4.2.1 Diskova difuzni metoda

Z Cisté 24 hodinové kultury bakterii nebo kvasinek byla ve fyziologickém roztoku
pripravena suspenze o denzit¢ 1 McF. Na Petriho misky s pfisluSnym zivnym médiem
bylo naoc¢kovano 100 pl mikrobialni suspenze, ktera byla po povrchu agaru rozetfena
sterilni sklenénou ty¢inkou. Sterilni papirové disky o praméru 9 mm (Fisher Scientific,
Ceska republika) byly napustény 30 pl esencialniho oleje a po tiech pokladeny na
zaockované zivné médium. Esencialni olej byl pouzit v koncentraci 1 a 10 %. Spole¢né
s izolaty byly vzdy testovany i piislusné ¢isté kmeny z Ceské sbirky mikroorganismd.
Pro kazdou kombinaci pfislusného mikroorganismua esencialniho oleje byla vzdy
pfipravena dv€ opakovani. V rdmci pokusu byly vzdy pfipraveny i kontroly, a to pro
kontrolu rustu mikroorganismu (Petriho miska zaoCkovana mikrobialni suspenzi bez
diskti), kontrolu sterility esencialniho oleje (P. miska bez inokula, pouze s pokladenymi
disky napusténymi Uc¢innou latkou), v pfipadé ftedénych esencidlnich oleji pro
kontrolu inhibice bakterie nebo kvasinky rozpoustédlem (P. miska s inokulem a disky
napusténymi methanolem) a pro kontrolu sterility Zivného média (bez mikroorganismi
I ucinnych latek). Po kultivaci byly odeéteny inhibi¢ni zony, které byly zaznamenany,
vyhodnoceny aziskana data byla podrobena statistické analyze. Podminky
kultivace jsou shodné s podminkami kultivace uplatnénymi pfi izolaci mikroorganismu

—viz Tab. 2.

4.2.2 Metoda zired’ovani v bujonu

Z cCisté 24 hodinové kultury bakterii ¢1 kvasinek byla ve fyziologickém roztoku
pfipravena suspenze o denzité¢ 1 McF. Do zkumavek s 5 ml ptislusného zivného bujonu
(viz Tab. 7) bylo napipetovano 500 pl mikrobialni suspenze a dle pozadované
koncentrace odpovidajici mnozstvi esencidlniho oleje (vysledna koncentrace
esencialniho oleje v zivném bujonu — 1 a 10 %). Spoleéné s izolaty byly vzdy testovany

i piisluiné ¢isté kmeny z Ceské sbirky mikroorganismi. Viechny varianty pokusu byly
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provedeny ve dvou opakovanich. Stejné¢ jako v pifipadé diskové difuzni metody byly
pfipraveny 1 kontrolni vzorky pro kontrolu rustu, kontrolu sterility pouzitého
antimikrobialniho ¢inidla, v pfipadé ziedéného esencialniho oleje pak pro kontrolu
citlivosti bakterie nebo kvasinky na rozpoustédlo a pro kontrolu sterility bujonu. U takto
pfipravenych vzorkll probihalo méfeni absorbance pii vinové délce 550 nm béhem
kultivace pii teploté odpovidajici druhu mikroorganismu (viz Tab. 7). Kazdy vzorek byl
z dtivodu opakovatelnosti méten tiikrat. Méfenim absorbance byla zji§t'ovana intenzita
zakalu Zivného média, tzn. intenzita mikrobialniho ristu. Prvni méfeni prob&hlo v nulté
hoding, tedy ihned po zalozeni pokusu, dalsi méfeni nasledovala po 2, 4, 6, 8, 10, 12
a24 hodinach, kdy byl pokus ukoncen. M¢tfeni probihalo na pfistroji
NanoPhotometer™ Pearl (Implen, Némecko). Hodnoty absorbance byly zaznamenany
avyhodnoceny. U dat byla zjisténa smérodatna odchylka a spoletné s medianem

naméfenych hodnot zanesena do tabulek. Ziskana data byla statisticky zpracovana.

Tab. 7 Kultiva¢ni podminky bakterii a kvasinek pouzitych pro metodu zitedovani

V bujonu

Skupina testovanych

. L Zivné médium* Kultivacni teplota
mikroorganismu

TSB (Trypto-casein Soy

Gramnegativni bakterie Broth) 37°C
Enterokoky TSB 45 °C
Kvasinky TSB 25°C
Bakterie mlééného kysani MRS Broth 30°C

*Vyrobcem zivnych bujont je Biokar diagnostics, Francie

4.3 Testovani antimikrobialni a¢innosti in vivo

Po testech in vitro nasledovalo stanoveni antimikrobialnich vlastnosti esencialnich oleji
a vodnych vyluhli pfimo v potravinové matrici — V syrovatce. PouZité koncentrace
ucinnych latek byly zvoleny na zaklad¢ literarnich zdroju (Hammer et al., 1999;
Gutierrez et al., 2009; de Carvalho et al., 2015; Shori et Baba, 2012; Moritz et al., 2012;
Selim, 2011; Tiwari et al., 2009), vyhodnoceni antimikrobialni G¢innosti pii dvou

predeslych metodach a bylo zde ptihlédnuto i K ptipadné senzorické piijatelnosti.

58



4.3.1 Esencialni oleje

Esencidlni oleje byly zakoupeny v obchodni siti (LéCivé rostliny, Brno, Kralovo Pole,
Ceska republika). Vyrobci téchto esencidlnich olejti jsou Mi¢a a Harasta (Ceska
republika) a Manipura (Ceska republika). Pro testovani antimikrobialni uéinnosti byly
pouzity esencidlni oleje tymidnu obecného, levandule tzkolisté, skoticovniku

cejlonského, anyzu vonného a fenyklu obecného v koncentrované forme.

4.3.2 Vodné extrakty

Vodné extrakty byly piipravovany z Cerstvého nebo suseného rostlinného materialu.
Ptehled testovanych bylin spoleén€ s pouzitou casti rostliny a pomérem zvolenym
k maceraci je uveden v Tab. 8.

Vodné extrakty byly pfipraveny navazenim byliny, zalitim destilovanou vodou
0 teploté 95 °C a luhovanim ve vodni lazni pii 90 °C po dobu jedné hodiny. Nasledné
byla smés zfiltrovana ptes sterilni kvalitativni filtraéni papir (Whatman No. 1, Spojené

kralovstvi). Po pfipravé byly extrakty ihned pouzity.

Tab. 8 Piehled bylin pouzitych k pfipravé vyluha

Hmotnostni pomér

Rostlina Stav Pouzita ¢ast .
rostlina : voda
Tymiin obecny Cerstvy Nat’ 1:7,5
Levandule y
i ., Cerstvy Nat’ 1:10
uzkolista
Anyz vonny Suseny Plod 1:10
Fenykl obecny Suseny Plod 1:5
Skoricovnik Suseny Kira 1:10
cejlonsky

4.3.3 Syrovatka

Pro sledovéani antimikrobidlni Uc¢innosti bioaktivnich latek pfimo v potraviné byla
zvolena kozi syrovatka ziskana pii vyrobé tvarohu. Syrovatka byla dodana z Farmy
dojnych a kasmirskych koz (Sostivka, Ceska republika). Jedna se o konvenéni chov bilé
kratkosrsté kozy (Capra aegagrus hircus), stado ¢itd 131 koz s prumémym dennim

nadojem 325 litrG. Letni krmnad davka (1.6.-30.10.) sestava z pastvy a piisunu vody
59



ad libitum, dale ze sena, senaze a jadrného krmiva v mnozstvi 0,5, 1,5 a 0,7 kg / koza
aden. Zimni krmna dévka sestavd ze sendze, sena a jadrného krmiva VvV mnozstvi 4,

1a0,7 kg/koza a den a voda byla dodana ad libitum.

4.3.4 Sledovani dynamiky vyvoje mikrobialni populace v syrovatce s pridavkem
ucinnych latek
Syrovatka byla odméfena do sterilnich vzorkovnic a k ni bylo napipetovano ptislusné

mnozstvi esencialniho oleje nebo vodného vyluhu ptislu$né rostliny. Pichled pouzitého

mnozstvi esencidlnich oleju a extraktl je uveden v Tab. 9.

Tab. 9 Mnozstvi esencialnich oleji a vodnych vyluhti ptidavanych do syrovatky

Esencialni olej Objem pipetovany do 100 ml syrovatky [pl]
Tymian obecny 600
Levandule uzkolista 1000
Skoricovnik cejlonsky 50
Anyz vonny 25
Fenykl obecny 100
Vodny vyluh Objem pipetovany do 100 ml syrovatky [ul]

Tymian obecny
Levandule uzkolista
Anyz vonny 5000
Fenykl obecny

Skoricovnik cejlonsky

Vzorky syrovatky s piidavkem testovanych latek byly piipraveny ve tiech
opakovanich a spolecné s kontrolnimi vzorky (syrovatka bez ptidavku uéinnych latek,
Cisté vodné vyluhy) byly uchovavany v lednicce pii teploté 6 °C po dobu 4 tydna,

béhem nichz byl ve vzorcich sledovan vyvoj pfirozené mikroflory.
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Sledované skupiny mikroorganismt spolecné s podminkami kultivace jsou uvedeny

v Tab. 10. Pro stanoveni termorezistentnich mikroorganismii byla ¢ast vzorku odebrana

a pasterovana ve vodni lazni o teploté 85 °C po dobu 10 minut.

Tab. 10 Podminky kultivace sledovanych mikroorganismu

Skupina MO

Zivna pida*

Podminky kultivace

Koliformni bakterie

Enterokoky

TMR aerobni

TMR anaerobni

Bakterie mlééného kysani

Celkovy pocet
mikroorganismii

Kvasinky/plisné

Psychrotrofni
mikroorganismy

VRBL

Compass Enterococcus
Agar

PCA with skimmed milk

PCA with skimmed milk

MRS

PCA with skimmed milk

Chloramphenicol Glucose
Agar

PCA with skimmed milk

37°C /24 h - CSNISO
5541/1

45°C/24h

30°C/48h

30°C/48 h za
anaerobnich podminek
30°C/72h-CSNISO
6610

30°C/72h-CSNISO
6611

25°C /120 h— CSN ISO
6611

6°C /240 h— CSN ISO
6730

*Vyrobcem zivnych pid je Biokar diagnostics, Francie

TMR — termorezistentni mikroorganismy

Po kultivaci byly kolonie vyrostlé na Petriho miskach odecteny a pfevedeny na

kolonie tvotici jednotky v 1 ml vzorku (KTJ/ml), tato hodnota byla zlogaritmovana
a graficky byl vyhodnocen vliv u¢innych latek na ptirozenou mikrofloru syrovatky.
Mikrobiologicky rozbor probihal vzdy v 2. den pokusu (tzn. 1 den po jeho zalozeni),
dale 9., 16. a 23. den pokusu. Cely pokus byl béhem laktacniho obdobi pro kazdou

bylinu tfikrat zopakovan. Ziskana data byla statisticky zpracovana.
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4.4 Metody statistického zpracovani dat

4.4.1 Testovani antimikrobialni aktivity esencialnich oleju in vitro

4.4.1.1 Diskova difuzni metoda

Priikaznost inhibi¢niho ucinku esencialnich olejii a vodnych vyluhti byla zjiSténa
pomoci jednovybérového t-testu nebo jednovybérového znaménkového testu. Jejich
volba byla podminéna normalitou dat, ktera byla ovéfena Shapiro-Wilkovym testem.
Mira inhibi¢niho Uc¢inku byla posouzena na zakladé primérnych hodnot inhibi¢nich
zon. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci jednovybérového t-testu
¢i neparametrického testu v zdvislosti na normalité rozlozeni dat, a to porovnanim se
stanovenou konstantou 9 mm — prumér papirového disku.

Zda se statisticky prikazné lisila citlivost jednotlivych mikroorganismi k ¢innym
rostlinnym latkam, bylo zjisténo analyzou rozptylu. V zavislosti na splnéni ptredpokladu
normalniho rozlozeni dat byla pouzita parametrickd analyza rozptylu (ANOVA) nebo
neparametricka obdoba Kruskal-Wallisova ANOVA.

Prikazné statisticky rozdil v antimikrobidlnim plisobeni jednotlivych koncentraci
ucinnych latek byl zjistovan parametrickym t-testem pro zavislé vybéry,
nebo neparametrickym znaménkovym testem pro zavislé vybéry, kdy vybér testu
zavisel opét na splnéni predpokladu normality dat.

Byl zjistovan i rozdil v citlivosti jednotlivych skupin mikroorganismi, a to pomoci
testl mnohonéasobného porovnavani. Tyto testy byly pouzity 1 pro srovnani Gc¢innosti

jednotlivych esencidlnich oleji a vodnych vyluhti.

4.4.1.2 Méveni zakalu

Zda byl inhibi¢ni ucinek esencialnich olejii prikazny, bylo zjisténo parovym t-testem,
nebo parovym znaménkovym testem, kde byly porovnavany stfedni hodnoty vzorku
s piidavkem esencialniho oleje s kontrolnim vzorkem (bez EQO). Test byl zvolen dle
normality dat, kterd byla ovéfena Shapiro-Wilkovym testem.

Zda existuje statisticky priikazny rozdil v ucincich esencidlnich oleji v zavislosti na
jejich koncentraci, bylo zjisténo znaménkovym testem. Pomoci korela¢niho koeficientu
byla méfena zavislost u€inku EO na case. ProtoZe data nebyla normalné rozloZena, byl

pouzit neparametricky Spearmantiv korela¢ni koeficient. Pomoci testu Kruskal-
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Wallisova ANOVA bylo zjisténo, zda se 1isi ucinek v zavislosti na koncentraci
esencialniho oleje. Kruskal-Wallisova ANOVA byla pouzita také pro zjisténi rozdilt

v citlivosti jednotlivych mikroorganisma.
4.4.2 Testovani antimikrobialni u¢innosti in vivo

4.4.2.1 Sledoviani dynamiky vyvoje mikrobidlni populace v syrovitce s pridavkem

ve

ucinnych latek

Mira ovlivnéni rlstu sledovanych mikroorganismii byla zjisténa pomoci t-testu po
ovéfeni normality dat. Doslo k porovnani stiedni hodnoty stanoveného mnozstvi
mikroorganismi v kontrolnim vzorku a vzorku s pfidavkem esencialniho oleje nebo
vodného vyluhu. Na zakladé t-testi bylo zjisténo, zda se vzorky v nartstu

mikroorganisml vyznamné odlisuji.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Identifikace izolovanych mikroorganismu

Zmléka a mléénych vyrobkli byly izolovany bakterie a kvasinky. Seznam
analyzovanych vzorkt mléka a ml. vyrobki je uveden v Tab. 3 az Tab. 6. Jednalo se
0 kravské, kozi a ov¢i mléko a vyrobky z nich. Pomoci biochemickych test byly
izolované bakterie a kvasinky identifikovany na urovni druhu, pfipadné kmene.
V nasledujicich tabulkach (Tab. 11 az Tab. 14) jsou identifikované mikroorganismy

uvedeny spole¢né s piifazenym kodem (viz Tab. 3 az Tab. 6).

5.1.1 Gramnegativni bakterie

Celkem bylo identifikovano 19 gramnegativnich bakterii, které pochazely z kravského
a koziho mléka, kravskych, kozich a ov¢ich syri a kozi syrovatky. Nejcastéji
identifikovanymi rody byla Klebsiella (celkem 6 izolatt), Aeromonas (3 izolaty)
a Escherichia (3 izolaty). Az na jednu vyjimku (vzorek ¢. 49) pochazely bakterie rodu
Klebsiella ze syrt (jak kravskych, tak kozich a ov¢ich), rod Aeromonas byl izolovan

z koziho mléka a kozich syra a Escherichia z kravského mléka a kozi syrovatky.
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Tab. 11 Vysledky identifikace izolovanych mikroorganismi z mléka a mléénych

vyrobkl — gramnegativni bakterie

Kéd vzorku Mikrobialni druh

1J Escherichia hermanii

4] Raoultella ornithynolytica
7J Klebsiella oxytoca

12J Klebsiella oxytoca

13J Hafnia alvei
6 Escherichia hermanii
8 Providencia rustigianii

49 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
52 Escherichia coli

591 Hafnia alvei

5911 Raoultella terrigena

75 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
76 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
85 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
86 Klebsiella oxytoca

87 Enterobacter cobei

88 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
89 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
91 Enterobacter cloaceae

Masiello et al. (2016) ve své studii uvadi jako nejcastéji izolované rody
gramnegativnich bakterii z pasterovaného kravského mléka rody Enterobacter (42 %),
Hafnia (13 %), Citrobacter (12 %), Serratia (10 %) a Raoultella (9 %). Chye et al.
(2004) provedli analyzu 930 vzorkd syrového kravského mléka, z nichz 90 % vzorkl
bylo kontaminovano koliformnimi bakteriemi, 65 % bylo pozitivnich na pfitomnost
E.coli a 33,5 % na E. coli O157:H7. Mezi nejéastéji se vyskytujici kontaminanty
syrového kravského mléka pattily dle Ercolini et al. (2009) spolecné s Pseudomonas

bakterie z celedi Enterobacteriaceae jako Hafnia alvei, Serratia marcescens
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a Citrobacter freundii. Ve vzorcich koziho mléka byla identifikovana E. coli O157:H7
s celkovou incidenci 0,75 % (D'Amico et al., 2008). Dle Foschino et al. (2002) souvisi
ptritomnost E. coli ve vzorcich syrového koziho mléka s regionem, ve kterém je zviie
chovano, a jeji obsah koreluje s obsahem celkového poctu mikroorganismi. Brooks
etal. (2012) zjistili pritomnost koliformnich bakterii v 5 vzorcich kravskych syra
z celkovych 60. Ve dvou piipadech byla izolovana a identifikovana E. coli. Coton et al.
(2012) identifikovali v kravském mléce a kravskych polotvrdych syrech a syrech
zrajicich pod mazem vice nez 30 zastupcu Celedi Enterobacteriaceae. Mezi druhy, které
byly izolovany z mléka, patiily Enterobacter amnigenus a Pantoea agglomerans,
ze syru zrajicich pod mazem Escherichia coli, Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca,
Morganella morganii, Proteus vulgaris, Raoultella planticola, Serratia liquefaciens,
Serratia marcescens a ze syri polotvrdych Klebsiella terrigena, Proteus vulgaris,

Serratia proteomaculans.

5.1.2 Enterokoky

Z mléka a mlécnych vyrobkid bylo ziskanocelkem 12 izolati rodu Enterococcus (viz
Tab. 12). Identifikovany byly ¢tyii druhy — E. durans, E. faecium, E. solitarius
a E. sulfureus. Nejpocetnéjsim z nich byl E. faecium (celkem 6 izolatt), vyskytoval se
Vv kozim mléce, kozich a ov€ich syrech a v kozi syrovatce. Ve c¢tyfech vzorcich

(v kozich a kravskych syrech a kozi syrovatce) byl identifikovan E. solitarius.
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Tab. 12 Vysledky identifikace izolovanych mikroorganismi z mléka a mléénych

vyrobku — enterokoky

Kod vzorku Mikrobialni druh
2J Enterococcus durans
3J Enterococcus faecium
5J Enterococcus faecium
8J Enterococcus durans
9J Enterococcus solitarius
10J Enterococcus solitarius
7 Enterococcus faecium
9 Enterococcus faecium
42 Enterococcus solitarius
48 Enterococcus faecium
60l Enterococcus sulfureus

6011 Enterococcus solitarius

Martin-Platero et al. (2009) izolovali celkem 48 druhti rodu Enterococcus
z mekkého koziho syru (Cueva de la Magahd) a 36 druha rodu Enterococcus ze
dvou tvrdych kozich syri (Quesailla Arochena cheese, Torta Arochena). V mékkém
syru byly nejcastéji pritomny E. faecalis, E. devriesei, E. avium a E. malodoratus;
v tvrdych syrech se nejhojnéji vyskytovaly E. devriesei, E. malodoratus a E. faecalis.
V kozich syrech zrajicich pod mazem byly identifikovany E. faecalis, E. faecium,
E. durans, E. hirae a E. gallinarum (Suzzi et al., 2000). V kozim mléce byly enterokoky
stanoveny v 63,6 % vzorkl, a to E. faecalis a E. faecium (Cortes et al., 2006).
V syrovém kravském mléce byla prokazana pfitomnost enterokokti u 96 % z celkem
211 vzorkl. Pfevazné se jednalo o E.faecalis, dale pak o E. faecium, E. hirae
a E. durans. Po pasteraci byl naopak ptevazujicim druhem E. durans (McAuley et al.,
2015). V syru s plisni v tésté vyrobeném ze syrového kravského mléka identifikovali
Ladero et al. (2010) E. durans, E. faecalis a E. faecium. Dle Morandi et al. (2006) patii
tyto tfi druhy K nejpocetnéji zastoupenym druhtim ve vyrobcich z kravského mléka.

V ov¢ich syrech byly identifikovany E. faecalis, ktery tvofil celkem 81,8 % ze vsech
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izolat, E. faecium, E. hirae a E. avium, které byly pfitomny ve vyrazné¢ menSim
mnozstvi (Nieto-Arribas et al., 2011). Serio et al. (2010) izolovali z ov¢iho syru

E. faecalis a E. durans.

5.1.3 Bakterie mlécného kysani

VSechny izolaty bakterii mlééného kysani byly identifikovany jako laktobacily, ve tfech
ptipadech na urovni kmene (viz Tab. 13). V kravském mléce byl pfitomen

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, ostatni izolaty pochéazely z ov¢ich syru.

Tab. 13 Vysledky identifikace mikroorganismi izolovanych z mléka a mléénych

vyrobkil — bakterie mlé¢ného kysani

Kéd vzorku Mikrobialni druh / kmen
62 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
64 Lactobacillus acidophilus
69 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
71 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
74 Lactobacillus rhamnosus

Ve vzorcich syrového kravského mléka byly ve studii Franciosi et al. (2009)
identifikovany jako nejcastéji se vyskytujici bakterie rodu Lactococcus, dale pak
v men$ich mnozstvich Lactobacillus, Leuconostoc a Pediococcus. V syrovém kravském
mléce odebraném Vriznych regionech Ruska byly identifikovany prevazné
Lactobacillus helveticus a Lactobacillus plantarum, které celkem tvofily 39,9 % vsech
izolath. Co se tyCe rozdilnosti v zastoupeni jednotlivych identifikovanych druhd,
v piipadé L. helveticus, L. plantarum a L. acidophilus nebyly zjistény vyznamné
rozdily; naopak mnozstvi L. paracasei, L. fermentum, L. sakei a L. delbrueckii subsp.
bulgaricus se v zavislosti na geografickém ptivodu vzorku vyznamné lisila (Yu et al.,
2015). Ve studii Ricciardi et al. (2015) byla vétsina izolatt ziskanych z kravskych syri
identifikovana jako L. paracasei, L. fermentum a L. rhamnosus. Ladero et al. (2010)
identifikovali v syru splisni v tést¢ vyrobeném zkravského mléka L. brevis,
L. curvatus, L. gasseri, L. ruminis, L. buchneri, L. plantarum, L. casei; dale pak

Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris. Ve vzorcich syrového
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koziho mléka byly, dle studie Tormo et al. (2015), dominantnimi kmeny rodu
Lactococcus, konkrétné L. lactis subsp. cremoris a L. lactis subsp. lactis s procentickym
zastoupenim 74 ku 26 %. Pievahu L. lactis subsp. cremoris autofi vztahuji ke
geografickému ptvodu. Kihal et Guessas (2004) identifikovali v syrovém kozim mléce
celkem 206 izolath, znichz 91 nalezelo krodu Lactobacillus azbylé k rodim
Lactococcus a Streptococcus. V ramci laktokokd byl dominantni Lactococcus lactis
subsp. lactis. K identifikovanym laktobacilim patfily L. curvatus, L. casei, L. brevis,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paracasei a L. acidophilus. Tserovska et al. (2002)
izolovala z koziho mléka a syru Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus a L. plantarum.

5.1.4 Kvasinky

Izolaty kvasinek pochézely ze vzorki kravského a koziho mléka, kravskych a kozich
syru a kozi syrovatky. Nejéastéji izolovanym druhem byla Candida lipolytica (celkem
6 izolatt), dale pak C. guilliermondii (4 izolaty) a C. kefyr (3 izolaty). C. lipolytica byla
izolovana z kravského a ov¢iho mléka a kozi syrovatky, C. guilliermondii z kravského
balkanského syru, koziho syrovatkového syru a kravského a koziho mléka a C. kefyr

Z kravského mléka.
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Tab. 14 Vysledky identifikace mikroorganismii izolovanych z mléka a mléénych

vyrobkti — kvasinky

Kéd vzorku Mikrobialni druh
1MF Candida kefyr
2MF Candida albicans
3MF Candida albicans
14MF Candida guilliermondii
6MFA Candida guilliermondii
6MFB Candida lipolytica

10MFA Candida kefyr
10MFB Candida kefyr
15MFA Candida lipolytica
1IMK Candida lipolytica
1S Candida guilliermondii
102 Candida guilliermondii
103l Geotrichum sp.
1051 Candida lipolytica
10511 Candida lipolytica
10611 Candida lipolytica

Kosse et al. (1997) provedli analyzu jogurtl s cilem identifikace kontaminujicich
druhti kvasinek. Prokazali piitomnost Candida parapsilosis, C. glabrata, Clavispora
lusitaniae, Debaryomyces hansenii, Dekkera bruxellensis, Pichia anomala,
P. membranaefaciens, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae
a Saccharomycopsis capsularis. Ve zrajicich syrech vyrobenych ze syrového kravského
mléka identifikovali Atanassova et al. (2016) celkem 68 izolatd, a to Yarowia lipolytica
(21 izolatt), Kluyveromyces lactis (18), Debaryomyces hansenii (11), Pichia
guilliermondii (11), Pichia fermentans (4) a Sacchyromyces cerevisiae (3). Dle Callon
et al. (2006) byly nejCastéji se vyskytujicimi kvasinkami v syrech ze syrového
kravského mléka Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces

cerevisiae, Candida zeylanoides a Debaryomyces hansenii. S mensi Cetnosti byly ze
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syri izolovany Candida parapsilosis, C. silvae, C. intermedia, C. rugosa,
Saccharomyces unisporus a Pichia guilliermondii. V kravskych syrech s plisni na
povrchu byly pfitomny Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
lactis, K. marxianus, Saturnispora mendoncae a Clavispora lusitaniae (Ceugniez et al.,
2015); Viljoen et al. (2003) v syrech typu Cammembert identifikovali Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipolytica, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa,
R. minuta a rizné druhy rodu Candida se sezonni zavislosti (v zimnim obdobi bylo
identifikovano 20 rtznych druht kvasinek, zatimco v letnim obdobi 7 druhti). Corbo
et al. (2001) provedli analyzu rtiznych druht syrovych mlék, v mléce kozim a kravském
identifikovali nejcastéji  Trichosporon cutaneum (v 15,24 % ptipadd), Candida
catenulata (10,48 %) a Yarrowia lipolytica (8,57 %). Identifikaci kvasinek v riznych
mlécnych vyrobceich se zabyvali Lopandic et al. (2006), celkem izolovali 513 izolati,
mezi nimiz byly nejcastéji zastoupeny Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica a Candida zeylanoides; vétSina izolatd
pochazela z hrudkového syru. Vyskyt kvasinek v kozim mléce sledovali Fadda et al.
(2010); provedli analyzy vzorkl syrového koziho mléka z 62 farem z riznych oblasti

Sardinie a jako nejCasté&ji se vyskytujici druh kvasinky uréili Candida zeylanoides.
5.2 Testovani antimikrobialni aktivity esencialnich oleju in vitro

5.2.1 Diskova difuzni metoda

Diskovou difuzni metodou byla testovana citlivost gramnegativnich bakterii,
enterokokti, bakterii mlécného kysani a kvasinek vii¢i inhibi¢nim ucinkiim esencialnich
oleji levandule uzkolisté, tymianu obecného, Salvéje Iékaiské, skotficovniku
cejlonského, rozmarynu lékatského, medunky lékaiské a kminu kofenného. Esencialni
oleje v koncentraci 1 a 10 % byly testovany na mikroorganismech izolovanych z mléka
a mlé¢nych vyrobkl a na Cistych sbirkovych kulturdach mikroorganismt pochazejicich

z Ceské sbirky mikroorganismti (CCM) sidlici v Brné.

5.2.1.1 Gramnegativni bakterie

Citlivost izolati gramnegativnich bakterii byla testovdana spole¢né¢ se sbirkovym
kmenem Escherichia coli CCM 7929. Primérné hodnoty inhibi¢nich zon jsou uvedeny

v Tab. 15., vysledky statistickych analyz v pfilohdch 1 az 5. Zuvedenych hodnot
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a statistického zhodnoceni vyplyva, Ze proti vybranym bakteriim byla u¢inna vétSina

esencidlnich oleji. Jedinym esencidlnim olejem, ktery nemél statisticky prokazatelné

inhibi¢ni ucinky, byl EO Salvéje v 1% koncentraci.

Tab. 15 Primérné rozméry inhibi¢nich z6n aplikovanych esencialnich oleji v mm

u gramnegativnich bakterii

Koncentrace [%0]

Tes':zéany MetOH Tymian Levandule Salvgj Skorice Kmin
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Escherichia
coli CCM 9,00 11,33 12,17 9,00 9,33 9,33 10,00 13,83 17,33 9,33 11,20
7929
Escherichia
. 9,17 10,17 12,50 10,00 10,00 10,00 10,67 12,27 27,00 10,20 10,83
coli (52)
Escherichia
hermanii 9,17 11,00 19,83 9,50 10,83 9,00 9,83 11,33 1350 9550 10,17
19)
Klebsiella
pneumoniae
subsp. 10,17 1250 13,33 9,67 10,00 10,67 10,67 12,67 13,67 11,17 11,33
pneumoniae
(49)
Klebsiella
oxytoca (7J) 10,17 12,17 18,83 9,83 11,67 9,00 9,67 1050 11,67 9,33 9,50
Klebsiella
oxytoca 950 1533 26,17 10,17 1067 917 933 1167 1250 1017 10,33
(12J)
Hafnia
alvei (13J) 9,33 11,83 19,17 9,17 10,50 9,00 9,00 9,83 10,00 9,00 9,17

Vysvétlivky: MO — mikroorganismus, MetOH - methanol

Mira antimikrobidlnich vlastnosti esencialnich oleji je patrna z jejich primérného

inhibi¢niho Uc¢inku. Nejvyssi uroven antibakteridlni aktivity vykézaly EO tymianu

a skofice v obou koncentracich. V piipadé tymianu, skofice a levandule existovaly dle

statistickych analyz rozdily v G€innosti mezi jednotlivymi koncentracemi. U EO kminu

a skofice byly rozdily pozorovany také, ale nebyly vyhodnoceny jako statisticky

prokazatelné. Inhibi¢ni G¢inky na bakterie byly prokazany i v ptipadé methanolu, oproti

esencidlnim olejiim byly ale vyrazné mensi.
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Kuacinkim EO tymianu byla nejcitlivéjsi  Klebsiella oxytoca izolovana
z polotvrdého syru (7J) a naopak nejméné jim byly inhibovany E. coli CCM 7929
a E. coli izolovana z kravského mléka (52). El Bouzidi et al. (2013) testovali G¢inky
esencialnich oleju riznych druhd tymianu — volné rostoucich a péstovanych (Thymus
broussonetti Boiss., T. maroccanus Ball., T. satureioides Coss.), a to diskovou difuzni
metodou v mnozstvi 10 pl/disk (0 priméru 6 mm) mimojiné na gramnegativni
mikroorganismy, mezi které pattily Escherichia coli ATCC 25922, E. coli CCMM B4,
Enterobacter cloaceae a Salmonella sp. Inhibi¢ni zony u E. coli ATCC 25922 i CCMM
B4 se pohybovaly od 19,00 po 30,67 mm. Pfi porovnani zkouSenych mnozstvi
esencialnich oleji vyplyva, Ze v této praci testovana E. hermanii s rozmérem inhibi¢ni
z6ny 19,83 mm pii pouziti 10% EO je vyrazné citlivési.

Rusenova et Parvanov (2009) pouzili ve své studii esencialni olej tymianu pro
inhibici gramnegativnich bakterii, naptiklad Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
Enteritidis a Enterobacter aerogenes ATCC 13048. Z vysledku je patrné, ze pravé EO
tymianu patfil mezi G¢inngj$i. P¥i pouzitém mnozstvi 10 pl/disk (0 praméru 6 mm)
velmi vyznamné potlacil rust K. pneumoniae; zjistény rozmér inhibi¢ni zoény ¢inil
43,3 mm. Znatelné¢ inhiboval také E.coli (39,3 mm) a S. Enteritidis (38 mm);
E. aerogenes byl vici jeho pasobeni oproti diive zminénym bakteriim odoln&jsi —
inhibi¢ni zona dosahla pouze 22 mm. Také ve studii Sokovic¢ et al. (2010) patfil tymian
mezi rostliny s vy$§im antibakterialnim u¢inkem. V koncentraci 1 pg/disk (o pruméru
4 mm) potlacil EO tymianu nejlépe ze zkousenych bakterii S. Enteritidis, kdy inhibi¢ni
zona dosahla 24 mm, dale shodné¢ E. coli aEnterobacter cloaceae (22 mm),
S. Typhimurium (20 mm) ajako nejodolngjsi se projevila Pseudomonas aeruginosa
s rozmérem inhibi¢ni zény 16 mm. Uéinnost EO tymianu proti E. coli byla prokazana
také Lixandru et al. (2010); v tomto piipad€ inhibi¢ni zéna u E. coli ATCC 25922
dosahla 9 mm a u E. coli ATCC 35218 pouze 6 mm pii priméru disku 3 mm.

Ruiz-Navajas etal. (2012) potvrdili antibakterialni aktivitu proti Aeromonas
hydrophila — pfi pouziti 9mm diskd napusténych 40 ul esencialnich oleji tymianu doslo
k vytvofeni inhibi¢nich zén o primérech 20,5 mm v piipadé Thymus moroderi Pau
ex Martinez a 45,5 mm u EO Thymus piperella L. EO skofice nejlépe inhiboval rast
izolatu E. coli a pouze mirné ovlivnil rast Hafnia alvei izolované z ptirodniho koziho
syru.
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Esencialni olej skoficovniku c¢inského a jeho antibakterialni wcinky zkoumali
Rusenova et Parvanov (2009) a také jejich studii byly tyto vlastnosti prokazany, nebot
doslo k pomérné vyraznému potlaceni rustu E. coli ATCC 25922, kdy primér inhibi¢ni
z6ny ¢inil 35 mm, v mensi mife byl inhibovan i rust Klebsiella pneumoniae ATCC
13883 (26,7 mm). Celkové byl v této studii uc¢inek EO skofice posouzen jako mirngjsi
oproti EO tymianu. Valizadeh et al. (2015) potvrdili antibakterialni G¢inky esencialniho
oleje skotficovniku cejlonského ve vzestupné koncentraci (50, 100 a 200 pl/ml) vaci
E.coli ATCC 43894, kdy doSlo k vytvofeni inhibi¢nich zon o pramérech 14,
15818 mm (rozmér disku 6mm, obsah EO 30 pl). Kolistatické vlastnosti EO
skotficovniku byly prokazany také ve studii Nimje et al. (2013), v niz byly porovnavany
ucinky skoficovniku ¢inského a cejlonského. Bylo zjiSténo, Ze skotficovnik cejlonsky pii
vysSich pouzitych koncentracich potlacil rast E. coli ve vétsi mife nez skoficovnik
¢insky, ovSem v nejnizsi pouzité koncentraci (0,625 %) byl ucinngjsi EO skoficovniku
¢inského.

Esencialni oleje levandule, Salv&je a kminu potladovaly rdst nami zkousenych
bakterii v mens$i mife a v n¢kolika ptipadech nebyl jejich rist nijak ovlivnén (viz Tab.
15). Naptiklad esencialni olej kminu kofenného ovlivnil rist sbirkového kmene E. coli
CCM 7929 a ziskaného izolatu pouze mirng, lepsich vysledkd bylo dosazeno v 10%
koncentraci; ve studii Lixandru et al. (2010) byly jeho G¢inky priikaznéjsi — testovan byl
na sbirkovych kmenech E. coli ATCC 25922 a ATCC 35218 a v obou piipadech
dosahly inhibi¢ni zony 8 mm pii pouziti disku o priméru 3 mm. Zde byl vSak pouzit
esencialni olej koncentrovany.

Statistickou analyzou ziskanych vysledkli bylo zjisté€no, Ze v citlivosti jednotlivych
gramnegativnich bakterii vuéi esencidlnim olejim rozdil neexistuje. Celkové
nejcitlivéjsi byla Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae a naopak nejméné Hafnia

alvei.
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5.2.1.2 Enterokoky

Vysledné primérné inhibicni zéony v mm zvolenych koncentraci esencialnich oleji
testovanych na izolatech bakterii rodu Enterococcus jsou uvedeny v Tab. 16, vysledky
statistickych analyz v ptilohdch 6 az 13. Enterokoky byly obecné k plsobeni
esencialnich oleju citlivéjsi nez gramnegativni bakterie, coz souhlasi s vysledky mnoha
studii (Dorman et Deans, 2000; Erdogan et al., 2013; Gyawali et lbrahim, 2012;
Sartoratto et al., 2004; Chao et al., 2000; Lopez et al., 2005). Vyznamnéji byl jejich rust
ovlivnén také samotnym methanolem. Jak EO, tak i methanol byly statistickou analyzou

vyhodnoceny jako prokazatelné ucinné.

Tab. 16 Primérné rozméry inhibi¢nich z6n aplikovanych esencialnich oleji v mm

u enterokoku

Koncentrace [%0]

Testovany
MO Y MetoH Tymian Levandule Salvgj Skofice Kmin
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
E. faecalis
1150 1567 1733 1233 1517 1400 1933 1167 1183 1017 11,00
CCM 4224
E. f?:g)'“m 1083 1383 1617 1167 1383 1000 1367 1033 1167 1000 1067
E'fa;JC'”m 1067 1117 1283 983 1150 1000 1167 1000 1117 1000 1033
E. fa:;'“m 1117 1333 1483 1133 1550 1033 1383 1317 1800 1283 14,00
=, d”;a”sg 1117 1617 1700 1383 1600 1250 1383 1533 17,83 1050 1167
E.
solitarius 1067 105 1467 1217 1600 983 1200 1117 1300 900 9,50
9J
E.
solitarius 1017 11,67 1217 1667 1917 933 1050 1233 1317 1067 1133
10J
E.
solitarius 1117 12,67 1283 1133 1617 1050 1467 983 1017 950 10,67
(42)

Vysvétlivky viz Tab. 15

Nejsilngjsi antimikrobialni ucinky vykdzaly esencidlni oleje levandule, tymianu,
Salvéje a skotice v 10% koncentraci. Statisticky bylo prokazano, ze inhibi¢ni vlastnosti
1% EO se od 10% EO vyznamné odliSovaly. EO levandule pomérn¢é vyznamné potlacil
rast E. faecalis CCM 4224, E. durans a E. solitarius (9J, 10J a 42) — izolaty pochazejici

Z koziho pfirodniho syru, dale z goudy a syru lisovaného ze syfeniny (vyrobenych
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z kravského mléka). Inhibi¢ni zény nebyly vytvofeny pouze v piipadé E. solitarius 9J
pti pouziti 1% EO kminu. EO kminu se v tomto ptipad¢ celkové projevil jako nejslabsi
antimikrobidlni ¢inidlo.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 byl dle Lopez et al. (2005) nejucinnéji
inhibovan esencialnim olejem hiebicku a skotficovniku cejlonského. Pti pouziti diskl
0 pruméru 5 mm, které¢ byly napustény 3 pl koncentrované¢ho esencialniho oleje, bylo
dosazeno inhibi¢nich zon o priméru 15 mm. Hanamanthagouda et al. (2010) pouzili pii
testovani stejny kmen E. faecalis jako v ptedchozi studii (ATCC 29212); koncentraci
esencialniho oleje levandule (Lavandula bipinnata (Roth) Kuntze) 300 pg/ul na disk
0 praméru 6 mm byla vytvofena inhibi¢ni zéna o priiméru 10 mm. V této studii nepatiil
E. faecalis Kk nejcitlivéjsim mikroorganismim, EO vykazal a¢inngj$i potlaceni ristu
v piipadé Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus sp. a Aspergillus niger.
Levi¢ et al. (2011) testovali t€innost riznych koncentraci EO dvou druht tymidnu
(T. serpyllum, T. vulgaris) pii pouziti diskli o praiméru 6 mm, které byly napustény
10 pl EO o raznych koncentracich. Citlivost E. faecalis ATCC 14506 se zvySovala se
stoupajici koncentraci esencialnich olejt, ke koncentraci 2 pl/ml byl tento kmen odolny
v piipadé obou uvedenych EO, pii koncentraci 3,9 ul/ml nebyl potlacen pouze
esencialnim olejem T. serpyllum. Inhibi¢ni zoény o shodném priméru byly vytvoteny pii
pouzité koncentraci 7,8 ul/ml. Nejvyssitho U¢inku bylo dosaZeno koncentraci EO
500 pl/ml, kdy doslo k vytvofeni inhibi¢nich zoén o priméru 21,0 mm (T. serpyllum)
a 28,7 mm (T. vulgaris). E. faecalis je dle Sonbolia et al. (2006) citlivy i k a¢inkim EO
Salvéje. V této studii byly testovany antimikrobialni ucinky téi druht Salvéje — Salvia
mirzayanii, S. santolinifolia a S. hydrangea. Pt#i napusténi 6mm disku 30 pul
koncentrovaného esencialniho oleje doSlo k vytvofeni inhibi¢nich zén o priméru
14 mm (S. mirzayanii) a 10 mm (S. santolinifolia a S. hydrangea).

Co se tyce celkové citlivosti jednotlivych izolath enterokokii k EO, nejvyraznéji byl
potlacovan rust E. durans izolovany z Cerstvého koziho syru, dale E. faecium pivodem
z koziho mléka a E. faecalis CCM 4224. Naopak nejméné inhibovan byl E. faecium
izolovany z Cerstvého ovc¢iho syru. Mezi zminénymi E.durans a E. faecium byl

v citlivosti k esencialnim olejiim nalezen statisticky prukazny rozdil.
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5.2.1.3 Bakterie mlééného kysani

Dalsi skupinou mikroorganismi, které¢ byly pouzity pro testovani antimikrobialniho
pusobeni esencialnich oleji byly izolaty bakterii mlééného kysani. Primérné rozmeéry
inhibi¢nich z6n v mm jsou uvedeny v Tab. 17. Rust bakterii mlé¢ného kysani byl
v nékterych piipadech velmi siln€ inhibovan. Statisticky prokazatelny ucinek vici témto
bakteriim vykazovaly esencialni oleje tymianu a skofice v obou koncentracich a EO

kminu v 10% koncentraci (viz ptilohy 14 az 20).

Tab. 17 Primérné rozméry inhibi¢nich z6n aplikovanych esencialnich oleji v mm

u bakterii mlé¢ného kysani

Koncentrace [%]

Testovany

MO MetOH Tymian Salvgj Skorice Kmin

1 10 1 10 1 10 1 10

L. rhamnosus
CCM 1828
L. delbruecki
subsp. 9,00 9,00 26,17 9,00 9,00 24,17 65,00 9,00 11,00
delbruecki (69)
L. paracasei
subsp. 10,67 14,83 20,33 9,67 10,67 36,83 67,00 9,00 10,5
paracasei (62)
L. acidophilus
(64)
L. rhamnosus
(74)
L. delbruecki
subsp. lactis 12,17 16,00 33,33 1150 12,00 15,67 50,33 10,83 10,67
(1)

9,83 12,50 22,67 11,83 10,83 11,00 45,00 10,67 10,67

9,00 9,67 21,67 9,00 9,00 31,67 65,00 9,00 10,83

9,17 18,67 17,00 933 9,83 12,17 52,00 9,33 9,83

Vysvétlivky viz Tab. 15

U skofice a tymianu byl také prokdzan statisticky vyznamny rozdil v Gc¢innosti
jednotlivych koncentraci. Nejvyrazngjsi antimikrobialni u¢inky byly pozorovany u EO
skoftice, pti jehoz ptisobeni dosdhly priméry inhibi¢nich zén az 67,00 mm. Nejcitlivejsi
byl k ptsobeni EO skotice Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, ktery byl silné
inhibovan obéma pouZitymi koncentracemi. Tymidn byl u¢inny vii¢i vSem testovanym
bakteriim, s vyjimkou L. delbruecki subsp. delbrueckii pfi koncentraci EO 1 % - zde
nebyl pozorovan viditelny antibakterialni i€inek.

Inhibi¢ni UCinky esencidlnich olejii skofice a tymidnu jsou prokazany vuci
Lactobacillus bulgaricus, L. plantarum, Leuconostoc cremoris a Streptococcus
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thermophilus (Ceylan et Fung, 2004). EO salvéje a kminu potlacovaly rist testovanych
izolatd pouze v omezené mife, v nékolika ptipadech byl jejich uéinek nulovy. Shodné
Ceylan et Fung (2004) uvadi, Ze esencialni olej Salvéje neni Géinny proti L. plantarum
a L. cremoris; ovSem inhibuje rast L. bulgaricus. Rust vétSiny laktobacili nebyl téméf
ovlivnén ani pouzitym rozpoustédlem. Ze statistického pohledu nemé¢l methanol
prokazatelné ucinky na zadnou bakterii mlééného kysani. Cetin et al. (2013) pomoci
diskové difuzni metody potvrdili antimikrobidlni G¢inky esencialniho oleje tymianu
proti probiotickym bakteriim (Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus acidophilus,
L. bulgaricus, L. plantarum, L. reuteri a Streptococcus thermophilus). Rist nékterych
testovanych mikroorganismt byl znaéné potlacen, a to zejména L. bulgaricus, v jehoz
ptipadé doslo k vytvoreni inhibi¢ni zony o priméru 39,75 mm (pfi impregnaci 6mm
disku 10 pl nefedéného esencialniho oleje). Pomérné citlivé byly i Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium bifidum a Lactobacillus reuteri s primérem inhibi¢nich
z6n 34, 32 resp. 32 mm. Nejméné byl potlacen rast Lactobacillus acidophilus, u néhoz
dosahl prumér inhibi¢ni zony pouze 18,75 mm; inhibi¢ni zéna u L. plantarum ¢inila
25,75 mm. Naopak ve studii Ruiz-Navajaz et al. (2012) pii testovani citlivosti
Leuconostoc carnosum diskovou difuzni metodou nebyl inhibi¢ni uc¢inek
koncentrovanych esencialnich oleji tymianu (Thymus moroderi, Thymus piperella)
prokazan.

Co se tyce citlivosti jednotlivych bakterii, nebyl mezi nimi zji$tén statisticky
vyznamny rozdil, nejcitlivéjsi byl Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis izolovany
z ov¢iho hrudkového syru, dale byl vyznamnéji ovlivnén rust Lactobacillus rhamnosus
CCM 1828 a naopak nejméné potlacovaly esencialni oleje rust Lactobacillus

delbrueckii subsp. delbrueckii izolovaného z kravského mléka.
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5.2.1.4Kvasinky

Kvasinky byly k antimikrobialnimu puisobeni pouzitych esencialnich oleji pomérné
odolné. Statisticky prokazateln¢ ucinnymi EO s inhibi¢nimi vlastnostmi proti
kvasinkam byly rozmaryn v obou koncentracich (vyjimku tvofila pouze Candida
tropicalis CCM 8223 u 1% koncentrace), medunka a tymian v koncentraci 10 %.

Prokazatelny Gcinek byl zjistén i v piipad€é methanolu (viz pfilohy 21 az 27).

Tab. 18 Primérné rozméry inhibi¢nich z6n aplikovanych esencialnich oleji v mm

u kvasinek
Koncentrace [%0]
Testovany MO MetOH Tymian Rozmaryn Meduiika
1 10 1 10 1 10
Candida tropicalis
1 10,67 7
VIR 9,00 9,00 0,83 9,00 0,6 9,00 9,6
Saccharomyces
cerevisiae 9,67 11,00 32,33 10,33 10 11,17 11,67
CCM 8191
Ca”dl'sl"l"erfyr 1033 1150 1850 10,50 10,33 9,00 11,67
Candida kefyr
LOMEA 9,50 9,00 10,50 10,50 10,50 9,00 10,33
_ Candida 1017 900 1133 9,67 11,00 9,00 11,67
guilliermondii 1S
Candida
guilliermondii 10,83 9,00 10,67 9,33 9,83 9,00 9,00
6MFA
Candida lipolytica
LEMEA 11,50 9,00 11,50 10,50 10,67 9,00 10,50
Ca”d'dl""‘vll'lg‘)'yt'ca 1000 9,00 11,33 9,83 11,67 9,00 9,83

Vysvétlivky viz Tab. 15

EO tymianu, ktery byl v koncentraci 10 % ucinny vuci vSem kvasinkam, pusobil
v nizs§i koncentraci pouze proti Saccharomyces cerevisiae CCM 8191 a C. kefyr
izolované z kravského mléka (IMF). Podobné i meduiikovy esencidlni olej byl
v koncentraci 1 % ucinny pouze proti S. cerevisiae CCM 8191. S vyjimkou
Candida guilliermondii, jejiz rist nebyl esencialnim olejem medunky ovlivnén, byly
kvasinky timto EO alespoii mirné inhibovany. V citlivosti jednotlivych kvasinek
k esencialnim olejim nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil. Celkové nejcitlivejsi

byly Sacchyromyces cerevisiae CCM 8191 a Candida kefyr izolovana z kravského
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mléka. Naopak nejméné byl ovlivnén rast Candida guilliermondii izolované
z kravského mléka.

Rusenova et Parvanov (2009) testovali esencialni oleje mimojiné proti Candida
albicans; EO tymianu zde patfil k u¢innéj$im — pramér inhibi¢ni zony dosahl 35,3 mm
(pti pouziti 6mm disku napusténého 10 pl koncentrovaného EO). El Bouzidi et al.
(2013) pouzili EO voln¢ rostouciho a Slechténého tymianu (Thymus broussonetti,
T. maroccanus, T. satureioides) k potlaceni rastu kvasinek (C. albicans CCMM Ls,
C. krusei CCMM Lo, C. glabrata CCMM L7 a C. parapsilosis CCMM Lig) - mnozstvi
10 pl netfedéné¢ho EO/disk (o priméru 6 mm). K plisobeni esencialnich olejii byla
v piipadé Thymus broussonetti a T. maroccanus nejcitlivéjsi C. parapsilosis, praméry
inhibi¢nich z6n se pohybovaly od 50 do 53,33 mm, byla vSak nejodolnéjsi k ti¢inkiim
T. satureioides, s primérem inhibi¢ni zény 36,33 mm. Stejné tak i ostatni druhy rodu
Candida byly esencialnim olejem T. satureioides inhibovany mirnéji nez EO z ostatnich
druhti tymianu. Nejodolné€j$i ze zkousenych kvasinek byla C. krusei, snejmenSim
rozmérem inhibi¢ni zény u T. satureioides 41,00 mm a nejvétsim u T. moroccanus
50,83 mm.

(1984), ktefi zatazuji tymian spole¢n¢ s novym kofenim, skofici, hiebickem, cibuli
a dobromysli mezi rostliny s nejvyznamngj§imi inhibi¢nimi u¢inky proti 13 testovanym
druhtim kvasinek kazicich potraviny. Esencialni olej medunky byl proti testovanym
kvasinkam (Candida albicans IPA 200 a Saccharomyces cerevisiae ATCC 4226) ve
studii Abdellatif et al. (2014) vyrazné G¢inn&jSi ve srovnani s inhibici bakterialnich
druhti. Zatimco v piipadé bakterii doslo k vytvofeni inhibi¢ni zony o nejvétsim praméru
21 mm (Klebsiella pneumoniae CIP 8291), u C. albicans to bylo jiz 36 mm a v ptipadé
S. cerevisiae 38 mm (disk o priméru 6 mm napustény 35 pl netedéného EO). Dle Lopez
et al. (2005) je C. albicans citliva i vii¢i EO rozmarynu; v této studii doslo k vytvofeni
inhibi¢ni zény o priméru 14 mm (3 pl EO, disk o priméru 5 mm). Pomérné dobré
antifungélni G¢inky prokazal esencialni olej rozmarynu ve studii Serban et al. (2011)
proti C. albicans ATCC 10231; po impregnaci disku o praiméru 6 mm 5 pl EO doslo
Kk vytvofeni inhibi¢ni zony o velikosti 15 mm. Rozmaryn v tomto ptipadé pattil mezi
zkouSenymi esencialnimi oleji k G¢inngjsim. U¢inny byl také proti Candida albicans
ATCC 48274, Rhodotorula glutinis ATCC 16740, Saccharomyces cerevisiae ATCC
2365, Schizosaccharomyces pombe ATCC 60232 a Yarrowia lipolytica ATCC 16617 ve
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studii Sacchetti et al. (2005), kteti vyuzili diskovou difuzni metodu pro stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Nejcitlivéjsi k ptisobeni EO rozmarynu byla
S. cerevisiae — jeji rust byl potlacen jiz pti 0,06 mg/ml; pro ostatni zkouSené kvasinky
byly stanoveny tyto MIC: C. albicans 0,09 mg/ml, R. glutinis 0,12 mg/ml, Y. lipolytica
0,12 mg/ml a S. pombe 0,18 mg/ml. V porovnani s EO tymianu byly antifungalni
ucinky EO rozmarynu mirn¢jsi; v ptipad¢ tymianu byly hodnoty MIC pro C. albicans,
R. glutinis a S. cerevisiae 0,06 mg/ml, pro Schizosaccharomyces pombe a Yarrowia
lipolytica 0,03 mg/ml.

Pokud srovname citlivost jednotlivych skupin mikroorganismli k esencidlnim
olejim, statisticky byly vyhodnoceny jako nejméné citlivé kvasinky, dale gramnegativni
bakterie, bakterie mlé¢ného kysani a k nejsilnéjsi inhibici rastu dochazelo v ptipadé

enterokoku.

5.2.2 Metoda zied’ovani v bujénu

Sbirkové mikroorganismy (Ceska sbirka mikroorganismii, Brno) a izolaty z mléka
a mlécnych vyrobkl byly podrobeny také testovani antimikrobialni aktivity esencialnich
oleji metodou zifedovdni v bujénu. Ze sbirkovych mikroorganismli se jednalo
o0 Escherichia coli CCM 7929, Enterococcus faecalis 4224, Lactobacillus rhamnosus
CCCM 1828, Bacillus cereus CCM 2010 a Saccharomyces cerevisiae CCM 8191.
Vysledky méfeni, tj. vyvoj intenzity zakalu — ¢ili rozvoj nebo naopak potlaceni
mikrobialniho ristu, jsou shrnuty v tabulkach (Tab. 19 az Tab. 44), které jsou z divodu
objemu dat umistény vzdy za pfisluSnou kapitolou. Esencialni oleje byly testovany
v koncentraci 1 a 10 %. Esencialni oleje pochazely z nasledujicich druhti rostlin: tymian
obecny, levandule Uzkolista, Salvéj lékatska, skoficovnik cejlonsky, kmin kofenny,

rozmaryn lékatsky a meduiika lékatska.

5.2.2.1 Cisté kultury

Statistickou analyzou byl porovnan vyvoj mikroorganismi v kontrolnim vzorku (bez
ptridavku esencialniho oleje) a vzorku s ptidavkem EO ve dvou riznych koncentracich
(viz Tab. 19 az Tab. 23). Pfi sledovani ristu mikroorganismt nebo naopak jejich
inhibice bylo v pfipadé¢ EO testovanych na ¢istych mikrobialnich kulturach zjisténo,

ze se statisticky prokazatelny ucinek projevil pouze ve vzorku sEO Salvéje
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v koncentraci 10 % a skofice v koncentraci 1 a 10 %. Vysledky statistickych analyz jsou
uvedeny v piilohach 32 az 39).

V néekterych ptipadech byly Ucinné 1 jiné esencidlni oleje — napiiklad EO tymianu
vV obou koncentracich ¢asteéné potlacil rust E. coli CCM 7929 a Enterococcus faecalis
CCM 4224, ale naopak vyznamné podpofil rast Lactobacillus rhamnosus CCM 1828
a Saccharomyces cerevisiae CCM 8191. U zbylych esencialnich oleju k takto vyrazné
podpofte rustu, jako u tymianu, nedochazelo.

Celkové nejlépe potlacila rist sledovanych mikroorganisma skotfice, u niz byl
I statisticky prokazan rozdil v ucinnosti oproti ostatnim esenciadlnim olejim. Dale byl
statisticky porovndn u¢inek EO v zavislosti na jejich koncentraci — rozdil se projevil
Vv ptipadé Salvéje, ktera inhibovala rist mikroorganismi lépe v koncentraci 10 %.
Vzhledem ktomu, Ze antibakterialni ucinnost byla zkoumana v uréitém ¢asovém
rozmezi, bylo také statisticky testovano, zda se méni ucinek esencialnich olejii v Case.
Zmeéna ucinku se nepotvrdila pouze u skofice, u ostatnich EO s ¢asem jejich ucinnost
Klesala. Mén¢ pisobily testované esencialni oleje obecné na Bacillus cereus CCM 2010
a S. cerevisiae — ty byly inhibovany pouze mirné, nebo byl v nékterych piipadech jejich
rist i podpofen. Zbylé mikroorganismy byly k EO citlivéjsi, napiiklad L. rhamnosus
CCM 1828 byl inhibovan vétsinou esencialnich olej s vyjimkou tymianu, jak jiz bylo
zminéno vyse.

Ve studii Rusenova et Parvanov (2009) klesala citlivost sbirkovych kmeni
mikroorganismi k riznym EO, mezi nimiz byly testovany i EO tymiéanu, skofice
a salv¢je, v fadé Bacillus licheniformis, E. coli, Candida albicans a E. faecalis. Bacillus
subtilis a E. coli jsou dle Sokovi¢ et al. (2010) citlivé k esencialnim olejim tymianu,
levandule a Salvéje — B. subtilis patfil mezi nejcitlivejsi testované bakterie. Nejsilngjsi
antibakteridlni ucinky byly prokdzédny u tymidnu, kde se minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC, tedy minimalni koncentrace, pii niz mikroorganismus jiz nevykazuje
viditelny rtst) pohybovala mezi 0,25 a 1,5 pg/ml; naopak EO Salvéje inhiboval rast
zkouSenych bakterii az pii vysSich koncentracich, a to od 5 do 10 pg/ml. Silné
antibakteridlni u¢inky tymianu potvrzuji 1 Cetin et al. (2013) proti bakteriim rodu
Lactobacillus (u nichz se pohybovaly hodnoty MIC mezi 7,8 az 250 pg/ml) a Hammer
et al. (1999), ktefi testovali ucinnost esencidlnich oleji vic¢i vybranym
mikroorganismim, mezi néz patiily i C. albicans, E. faecalis a E. coli. Tyto tfi
mikroorganismy byly shodné nejcitlivéjsi k plisobeni EO tymianu, nasledovaly EO

82



Salvéje a levandule. Citlivost E. faecalis byla potvrzena i viaéi EO skotficovniku
cejlonského (Gupta et al., 2013).
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Tab. 19 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Escherichia coli CCM 7929

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Salvéj Skofice Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
0 0,0047 0,0000 0,0080 0,0000 0,0080 0,0000 0,0020 0,0000 0,0085 0,0000 0,0000
SMODCH 0,0013 0,0000 0,0054 0,0000 0,0019 0,0000 0,0009 0,0000 0,0053 0,0000 0,0000
2 0,0054 0,0000 0,0045 0,0000 0,0030 0,0085 0,0045 0,0000 0,0005 0,0245 0,0000
SMODCH 0,0024 0,0000 0,0021 0,0000 0,0039 0,0053 0,0032 0,0026 0,0005 0,0034 0,0000
4 0,0089 0,0075 0,0175 0,0020 0,0305 0,0085 0,0065 0,0030 0,0240 0,0070 0,0055
SMODCH 0,0011 0,0023 0,0065 0,0007 0,0031 0,0046 0,0070 0,0057 0,0014 0,0013 0,0027
6 0,0119 0,0102 0,0150 0,0560 0,0285 0,0080 0,0235 0,0030 0,0245 0,0115 0,0075
SMODCH 0,0015 0,0033 0,0100 0,0197 0,0149 0,0031 0,0205 0,0030 0,0030 0,0154 0,0025
8 0,0335 0,0280 0,0115 0,0130 0,0225 0,0400 0,0000 0,0010 0,0325 0,0285 0,0430
SMODCH 0,0089 0,0117 0,0062 0,0114 0,0222 0,0075 0,0000 0,0013 0,0037 0,0136 0,0062
24 0,0530 0,0250 0,0445 0,0165 0,1130 0,0530 0,0060 0,0170 0,0765 0,0095 0,0955
SMODCH 0,0036 0,0076 0,0280 0,0062 0,0643 0,0206 0,0065 0,0297 0,0196 0,0115 0,0422
48 0,0510 0,0155 0,05620 0,0335 0,0985 0,0640 0,0620 0,0000 0,1160 0,0375 0,2215
SMODCH 0,0112 0,0015 0,0022 0,0001 0,0248 0,0023 0,0300 0,0000 0,0023 0,0267 0,0280

Vysvétlivky: SMODCH — smérodatna odchylka méfeni



Tab. 20 Metoda zted'ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Enterococcus faecalis

CCM 4224

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Salvéj Skorice Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
0 0,0055 0,0000 0,0015 0,0200 0,0080 0,0015 0,0020 0,0000 0,0055 0,0000 0,0000
SMODCH 0,0016 0,0000 0,0005 0,0130 0,0094 0,0021 0,0086 0,0000 0,0028 0,0000 0,0000
2 0,0058 0,0000 0,0060 0,0195 0,0090 0,0010 0,0000 0,0000 0,0240 0,0000 0,0000
SMODCH 0,0006 0,0000 0,0026 0,0106 0,0127 0,0037 0,0000 0,0294 0,0156 0,0000 0,0000
4 0,0104 0,0055 0,0150 0,0085 0,0240 0,0040 0,0000 0,0035 0,0280 0,0005 0,0070
SMODCH 0,0018 0,0014 0,0068 0,0083 0,0041 0,0027 0,0000 0,0047 0,0113 0,0025 0,0048
6 0,0113 0,0091 0,0105 0,0005 0,0385 0,0040 0,0050 0,0000 0,0145 0,0355 0,0070
SMODCH 0,0013 0,0025 0,0040 0,0046 0,0256 0,0010 0,0020 0,0022 0,0069 0,0293 0,0038
8 0,0066  0,0030 0,0000 0,0085 0,0365 0,0080 0,0000 0,0135 0,0190 0,0225 0,0515
SMODCH 0,0024 0,0019 0,0009 0,019 0,0273 0,0025 0,0000 0,0196 0,0143 0,0148 0,0066
24 0,0121 0,0084 0,0430 0,0200 0,1205 0,0695 0,0000 0,0425 0,1680 0,1410 0,1210
SMODCH 0,0042 0,0021 0,0095 0,0089 0,0218 0,0066 0,0000 0,0334 0,0048 0,0145 0,045
48 0,0083 0,0178 0,0935 0,0290 0,1115 0,1010 0,0225 0,0000 0,1435 0,0780 0,1645
SMODCH 0,0018 0,0027 0,0237 0,0358 0,0284 0,0071 0,0139 0,0000 0,0215 0,0130 0,0294

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19



Tab. 21 Metoda zied’ovani v bujonu — pramérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Lactobacillus rhamnosus

CCM 1828

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas mé¥eni [h] Tymian Levandule Salvéj Skorice Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
0 0,0210 0,0450 0,0000 0,0125 0,0165 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005
SMODCH 0,0333 0,0137 0,0000 0,0177 0,0165 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0017 0,0029
2 0,1220 0,2670 0,0185 0,0000 0,0000 0,0025 0,0000 0,0005 0,0020 0,0010 0,0100
SMODCH 0,0740 0,1018 0,0137 0,0052 0,0000 0,0129 0,0000 0,0008 0,0023 0,0007 0,0097
4 0,2395 04605 0,0735 0,0135 0,0000 0,0895 0,0000 0,0070 0,0160 0,0010 0,0225
SMODCH 0,0679 0,1354 0,0186 0,0077 0,0000 0,0129 0,0000 0,0042 0,0097 0,0061 0,0162
6 0,3420 0,2880 0,0940 0,0000 0,0210 0,0130 0,0030 0,0060 0,0030 0,0210 0,0340
SMODCH 0,1441 0,0536 0,0270 0,0121 0,0103 0,0042 0,0019 0,0067 0,0839 0,0152 0,0295
8 0,5695 0,8515 0,0925 0,0780 0,0020 0,0075 0,000 0,0130 0,0105 0,0325 0,0600
SMODCH 0,1322 0,1399 0,015 0,0133 0,0032 0,0116 0,0312 0,0150 0,0059 0,0059 0,0277
24 0,7275 0,9020 0,0675 0,0500 0,2685 0,0235 0,0805 0,0060 0,1015 0,5600 0,1070
SMODCH 0,1754 0,1054 0,0193 0,0461 0,1109 0,0228 0,0070 0,0197 0,0396 0,1154 0,0115
48 0,5530 0,4245 0,0905 0,0380 0,6790 05570 0,0930 0,0000 0,2630 0,4410 0,6300
SMODCH 0,1874 0,0575 0,0295 0,0147 0,1213 0,0495 0,0077 0,0000 0,0905 0,1924 0,0878

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 22 Metoda zied’'ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleju u Bacillus cereus CCM 2010

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méteni [h] Tymian Levandule Salvéj Skofice Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
0 0,0350 0,0240 0,0060 0,0000 0,0090 0,0050 0,0140 0,0000 0,0085 0,0090 0,0055
SMODCH 0,0229 0,0276 0,0088 0,0130 0,0040 0,0053 0,0202 0,0000 0,0043 0,0117 0,0055
2 0,0210 0,0000 0,0000 0,0000 0,0040 0,0000 0,0100 0,0000 0,0055 0,0005 0,0125
SMODCH 0,0067 0,0004 0,0004 0,0056 0,0026 0,0000 0,0084 0,0000 0,0023 0,0116 0,0053
4 0,0510 0,0420 0,0000 0,0080 0,0170 0,0020 0,0095 0,0000 0,0205 0,0240 0,0045
SMODCH 0,0307 0,0239 0,0017 0,0098 0,0109 0,0017 0,0021 0,0000 0,0040 0,0237 0,0011
6 0,0620 0,05630 0,0105 0,0210 0,0490 0,015 0,0025 0,0165 0,0365 0,0100 0,0230
SMODCH 0,0120 0,0376 0,0163 0,0215 0,0282 0,0219 0,0035 0,0037 0,0001 0,0193 0,0238
8 0,0530 0,0830 0,0000 0,0395 0,05675 0,0335 0,0000 0,0180 0,0230 0,0370 0,0575
SMODCH 0,0239 0,0342 0,0000 0,0260 0,0172 0,0098 0,0000 0,0187 0,0134 0,0140 0,0075
24 0,1385 0,0370 0,0000 0,0300 0,345 0,1085 0,0245 0,0000 0,0890 0,0310 0,1745
SMODCH 0,0297 0,0156 0,0000 0,0041 0,0240 0,0175 0,0315 0,0000 0,0379 0,0310 0,0667
48 0,0735 0,0770 0,0055 0,0235 0,470 0,1120 0,0040 0,0000 0,1190 0,0650 0,1145
SMODCH 0,0369 0,0138 0,0078 0,0142 0,0253 0,0161 0,0103 0,0000 0,0082 0,0304 0,0054

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 23 Metoda zied'ovani v bujonu — prumérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Saccharomyces cerevisiae

CCM 8191

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méteni [h] Tymian Levandule Salvij Skorice Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
0 0,0065 0,0000 0,0055 0,0000 0,0000 0,0265 0,0040 0,0000 0,0090 0,0000 0,0115
SMODCH 0,0060 0,0000 0,0073 0,0000 0,0328 0,0000 0,0016 0,0000 0,0076 0,0000 0,0037
2 0,0105 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,0075 0,0065 0,0000 0,0085 0,0000 0,0125
SMODCH 0,0094 0,0000 0,0039 0,0000 0,0021 0,0033 0,0027 0,0000 0,0027 0,0000 0,0027
4 0,0265 0,0400 0,0015 0,0065 0,0045 0,0275 0,0095 0,0000 0,0295 0,0080 0,0030
SMODCH 0,0060 0,0105 0,0100 0,0036 0,0049 0,0019 0,0069 0,0000 0,0033 0,0036 0,0029
6 0,0845 0,0385 0,0250 0,0100 0,0370 0,0195 0,0105 0,0125 0,0080 0,0055 0,0060
SMODCH 0,0330 0,0250 0,0075 0,0121 0,0123 0,0045 0,0074 0,0153 0,0129 0,0029 0,0026
8 0,0640 0,0550 0,0120 0,0415 0,0105 0,0045 0,0000 0,0075 0,0030 0,0020 0,0115
SMODCH 0,0241 0,0084 0,0126 0,0235 0,0025 0,0143 0,0000 0,0076 0,0007 0,0009 0,0262
24 0,0590 0,0885 0,0560 0,0000 0,0165 0,0580 0,0000 0,0000 0,0450 0,0530 0,1135
SMODCH 0,0122 0,0245 0,0306 0,0217 0,0613 0,0299 0,0000 0,0043 0,0247 0,0039 0,0054
48 0,0625 0,000 0,0350 0,0135 0,0705 0,1100 0,0045 0,0000 0,1410 0,0540 0,1115
SMODCH 0,0167 0,0104 0,0026 0,0096 0,0204 0,0101 0,0012 0,0000 0,0214 0,0139 0,0107

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19

88



5.2.2.2 Enterokoky

Citlivost enterokokl izolovanych ze syrovatky (vzorky 9, 601 a 60II) byla testovana
vuci EO tymianu, levandule a skofice, a to v koncentracich 1 % a 10 %; pramérné
hodnoty absorbance jsou uvedeny v Tab. 24 az Tab. 26. Jako statisticky prokazatelné
ucinné se projevily EO levandule v obou koncentracich a skofice v koncentraci 1 %.
Nejucinnéjsim EO se dle statistickych analyz jevi levandule v koncentraci 1 % (viz
prilohy 40 az 44). U vSech EO byly prokdzany rozdily v ucinnosti jednotlivych
koncentraci. Po pfidani vyssi koncentrace esencialnich oleju k izoldtim dochézelo vSak
v nékterych ptipadech az k podpoteni jejich ristu, coz bylo patrné zejména pii pouziti
EO tymianu v koncentraci 10 %. Tyto u¢inky byly vSak pozorovany pouze do ctvrté
hodiny méfeni — poté vétSinou néasledoval mirny pokles ristu enterokokd a na konci
pozorovani byly jiz naméfené hodnoty zdkalu nizsi ve srovnani s kontrolnim vzorkem
bez piidavku esencialniho oleje. Uvedené zmény v ptuisobeni 10% EO tymidnu byly
potvrzeny i statisticky — jeho Wuc¢inek v Case stoupal. K pisobeni zkousenych
esencialnich oleji byl nejcitlivéjsi Enterococcus sulfureus a nejméné byl potlacen rist
E. solitarius. U enterokokd nebyl zjistén statisticky prokazatelny rozdil v jejich
citlivosti k EO. E. sulfureus byl pomérné vyznamné inhibovan EO levandule
v koncentraci 1 % a EO skofice v koncentraci 10 %.

Cosentino et al. (1999) porovnavali G¢innost EO rtiznych druhd tymianu (Thymus
capitatus Hoff. et Link. a Thymus herba-barona®” Lois. sklizeného ve dvou odlignych
regionech — %everni a stiedni Sardinie) vii¢i E. faecalis ATCC 29212. Koncentrace, pii
barona? a 450 pg/ml pro T. herba-barona®. EO tymianu je dle Rusenova et Parvanov
(2009) schopen potlacit rast E. facealis ATCC 29212 jiz pti koncentraci 1 %, v ptipadé
skofice jiz v koncentraci 0,015 %. Mayaud et al. (2016) uvadi, ze izolaty enterokoki
byly inhibovany pfi koncentraci EO skofice 0,16 %, EO tymidnu o koncentraci 0,94 %
a Vv pripadé¢ levandule az pii 2,91 %. EO skotice (Cinnamomum osmophloeum Kaneh)
dosahl ve studii Chang et al. (2001) MIC vuci E. faecalis pii 250 pg/ml. Nikoli¢ et al.
(2014) testovali antibakterialni u¢inky EO rostlin z ¢eledi hluchavkovitych, mimo
jinymi i levandule uzkolisté, a to proti E. faecalis IBR E001. EO levandule nepatfil
mezi nejucinngjsi, jeho MIC byla stanovena na 608,33 pg/ml, MBC (minimalni
baktericidni koncentrace) potom na 1166,67 ug/ml. EO levandule (Lavandula bipinnata

(Roth) Kuntze) byl schopen potlacit rast sbirkového kmene E. faecalis ATCC 29212 pti
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MIC <2 pg/ul. Mezi ostatnimi testovanymi bakteriemi (E. coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus sp.) se tento kmen

fadil mezi odolngj$i, vétsSina byla inhibovana koncentraci EO 0,5-1 pg/ul

(Hanamanthagouda, 2010).
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Tab. 24 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich olejii u Enterococcus faecium (7)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Skofice Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0235 0,0735 0,0125 0,0225 0,0160 0,0265 0,0075
SMODCH 0,0418 0,0265 0,0079 0,0087 0,0049 0,0050 0,0083
2 0,0595 0,1825 0,0125 0,0680 0,0840 0,0455 0,0090
SMODCH 0,0144 0,0380 0,0132 0,0393 0,0057 0,0136 0,025
4 0,0705 0,1315 0,0245 0,0615 0,1580 0,0455 0,1090
SMODCH 0,0314 0,0229 0,0088 0,0194 0,0433 0,0101 0,1033
6 0,0605 0,0790 0,0140 0,0240 0,0320 0,0255 0,0585
SMODCH 0,0143 0,0054 0,0215 0,0099 0,0089 0,0027 0,0093
8 0,0440 0,0610 0,0170 0,0210 0,0380 0,0210 0,1290
SMODCH 0,0048 0,0120 0,0140 0,0062 0,0078 0,0023 0,0054
24 0,0600 0,1140 0,0170 0,0225 0,0560 0,0305 0,3190
SMODCH 0,0162 0,0349 0,0065 0,0136 0,0152 0,0042 0,0422

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 25 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Enterococcus sulfureus (601)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Skofrice Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0340 0,0840 0,0220 0,0250 0,0085 0,0235 0,0285
SMODCH 0,0172 0,0076 0,0127 0,0038 0,0024 0,0040 0,0264
2 0,0860 0,1895 0,0180 0,0365 0,0755 0,0285 0,0055
SMODCH 0,0175 0,0422 0,0138 0,0228 0,0125 0,0067 0,0043
4 0,0820 0,1505 0,0350 0,0705 0,0680 0,0425 0,0545
SMODCH 0,0282 0,0205 0,0054 0,0056 0,0079 0,0062 0,0145
6 0,0530 0,1190 0,0145 0,0410 0,0215 0,0265 0,0720
SMODCH 0,0296 0,0138 0,0146 0,0071 0,0288 0,0018 0,0094
8 0,0425 0,0470 0,0200 0,0405 0,0305 0,0205 0,1645
SMODCH 0,0062 0,0083 0,0050 0,0071 0,0046 0,0016 0,0150
24 0,0385 0,0785 0,0140 0,0205 0,0345 0,0260 0,2380

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 26 Metoda zied'ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Enterococcus solitarius

(6011)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0263 0,0154 0,0090 0,0110 0,0005 0,0036 0,0315
SMODCH 0,0263 0,0154 0,0090 0,0110 0,0005 0,0036 0,0315
2 0,0070 0,0011 0,0137 0,0281 0,0020 0,0111 0,0029
SMODCH 0,0070 0,0011 0,0137 0,0281 0,0020 0,0111 0,0029
4 0,0163 0,0163 0,0015 0,0018 0,0167 0,0104 0,0513
SMODCH 0,0163 00163 0,0015 0,0018 0,0167 0,0104 0,0513
6 0,0158 0,0050 0,0017 0,0075 0,0180 0,0027 0,0221
SMODCH 0,0158 0,0050 0,0017 0,0075 0,0180 0,0027 0,0221
8 0,0211 0,0103 0,0073 0,0007 0,0017 0,0008 0,0233
SMODCH 0,0211 0,0103 0,0073 0,0007 0,0017 0,0008 0,0233
24 0,0091 0,0103 0,0128 0,0145 0,0074 0,0037 0,0327
SMODCH 0,0091 0,0103 00128 0,0145 0,0074 0,0037 0,0327

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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5.2.2.3 Gramnegativni bakterie

V ramci gramnegativnich bakterii byly testovany 4 izoldty zkozi syrovatky
identifikované jako Escherichia hermanii (6), Hafnia alvei (591), Aeromonas
hydrophila (75) a Raoultella terrigena (5911). K nejvyraznéjsi, statisticky prokazatelné,
inhibici jejich rstu dochazelo po pridavku 1% EO levandule a 10% EO skofice
(viz Tab. 27 az Tab. 30). Potlaceni ristu ostatnimi esencialnimi oleji bylo méné
vyrazné. V této testované skupiné bakterii v podstaté¢ nedochézelo ani k podpote jejich
rustu. Mezi riznymi pouzitymi koncentracemi byl v jejich ucinku shledan statistickou
analyzou rozdil, a to u vSech esencialnich oleji. U 10% EO tymidnu dochazelo
Vv pribéhu sledovani ke slabnuti antimikrobialniho G¢inku, u ostatnich esencialnich olejti
takovyto trend statisticky prokazan nebyl — budto se jejich U¢inek mirné¢ zvySoval
(ovSem ne V takové mife, aby byl vysledek statisticky prikazny), nebo byl po dobu
méfeni témeéf neménny. Nejucinngji byla esencidlnimi oleji inhibovana Aeromonas
hydrophila — nejlépe na ni ptsobily EO skofice a levandule. Naopak nejodolnéjsi
Kk antimikrobialnim G¢inkim EO byla Raoultella terrigena, ktera byla nejvyrazngji
inhibovana obéma koncentracemi EO skofice a 1% EO levandule; EO tymianu v obou
koncentracich dokézal potlacit jeji rust jen velmi malo. Rozdil v citlivosti jednotlivych
bakterii vuci esencidlnim olejim vSak nebyl statisticky prukazny. Statistické
vyhodnoceni vysledkli méfeni je uvedeno v piilohach 45 az 50.

Metodou zfed’'ovani v bujonu stanovili El Bouzidi et al. (2013) minimdalni inhibi¢ni
koncentraci pro E. coli ATCC 25922 a E. coli CCM B4 a izolat Enterobacter cloaceae
po pridavku esencialnich oleju volné rostoucich a péstovanych druhd rodu Thymus
(Thymus maroccanus, Thymus broussonetii a Thymus satureioides). Po 24 hodinach
kultivace byl rist testovanych bakterii potlacen shodné jiz pii koncentraci EO
0,46 mg/ml — a to v ptipadé EO volné rostouciho T. maroccanus, péstovana varianta
inhibovala rtust az pifi koncentraci 0,96 mg/ml. Nejodolnéjsi k plisobeni téchto druht
tymianu byl E. cloaceae — jeho rezistence byla vyssi u péstované formy T. broussonetii
(MIC 1,82 mg/ml) a u obou forem T. satureioides (MIC volné rostouciho tymianu
1,78 mg/ml, MIC péstovaného 3,60 mg/ml).

Utinky EO tymianu obecného byly stanoveny pomoci mikrodiluéni metody i ve
studii Sokovi¢ et al. (2010) spolecné s EO levandule tuzkolisté, a to vaci E. coli
O157:H7 a Enterobacter cloaceae. Zde byla zjistovana nejen MIC, ale také MBC —

minimalni baktericidni koncentrace. Vyrazné antibakteridlni U¢inky vykazal tymidn
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s hodnotami pro MIC, resp. MBC 1,0 pg/ml, resp. 1,5 ug/ml shodné pro E. coli
I E. cloaceae. EO levandule mél jiz Géinky o poznani mirné&jsi, hodnoty MIC i MBC
u né&j dosahly pro E. coli shodné 6,0 ug/ml a pro E. cloaceae 6,0 ug/ml, resp. 7,0 pg/ml.
Antibakterialni ucinky esencialniho oleje levandule proti E. coli byly testovany
I Varona et al. (2013), kdy byl sledovan vliv 11 po sobé nasledujicich koncentraci
esencialniho oleje na rist bakterie. Vyznamného antibakteridlniho t¢inku dosahovala
jiz koncentrace 0,007 mg/ml, kdy se jednalo o témét 60% potlaceni. PIné inhibice bylo
dosazeno az pii nejvyssi pouzité koncentraci — 7,117 mg/ml.

Antimikrobidlni u¢inky esencialnich olejii tymianu, skofice a levandule testovali
Mayaud et al. (2016) mimojiné proti skupiné enterobakterii, mezi které pattily E. coli,
E. cloaceae, Hafnia alvei, Klebsiella sp. a Aeromonas hydrophila. Celkové nejlepsich
inhibi¢nich Gc¢inki dosdhl esenciélni olej skofice, jehoz MIC byly pro testované bakterie
nasledujici: E. coli 0,07 %, E. cloaceae 0,1 %, H. alvei 0,08 %, Klebsiella sp. 0,1 %,
A. hydrophila 0,03 %. U¢inné rist zkoumanych bakterii potla¢oval také EO tymianu,
hodnoty MIC jsou pro E. coli 0,38 %, E. cloaceae 0,39 %, H. alvei 0,31 %, Klebsiella
sp. 0,47 % a A. hydrophila 0,14 %. Esencialni olej levandule uz pusobil ve zkousenych
koncentracich pouze na nékteré z bakterii, a to na E. coli, E. cloaceae a A. hydrophila,
unichz se MIC pohybovala v hodnotach 6,88 %, 10 %, resp. 0,94 %; u H. alvei
a Klebsiella sp. nebyla pouzita 10% koncentrace dostate¢na pro potlaceni jejich rastu.
Jak je z uvedenych hodnot patrné, mezi citlivéjsi bakterie se tadily E. coli, H. alvei

a A. hydrophila.
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Tab. 27 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Escherichia hermanii (6)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Skofrice Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0250 0,0250 0,0285 0,0290 0,0090 0,0205 0,0005
SMODCH 0,0123 0,0117 0,0074 0,0095 0,0045 0,0034 0,0005
2 0,0640 0,0150 0,0230 0,0695 0,0495 0,0390 0,0445
SMODCH 0,0071 0,0017 0,0013 0,0104 0,0179 0,0063 0,0386
4 0,1025 0,0555 0,0380 0,1095 0,0550 0,0305 0,0740
SMODCH 0,0269 0,0271 0,0019 0,0207 00114 0,0018 0,0251
6 0,0725 0,0740 0,0125 0,0635 0,0190 0,0285 0,1065
SMODCH 0,0117 0,0022 0,0028 0,0331 0,0131 0,0018 0,0335
8 0,0715 0,0795 0,0550 0,0630 0,0390 0,0240 0,1610
SMODCH 0,0123 0,0125 0,0345 0,0326 0,0166 0,0023 0,0108
24 0,0375 0,0790 0,0130 0,0280 0,0295 0,0245 0,2520
SMODCH 0,0199 0,0116 0,0055 0,0043 0,0021 0,004 0,0117

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 28 Metoda zfed'ovani v bujonu — pramérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Aeromonas hydrophila

subsp. hydrophila (75)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Skorice Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0515 0,0270 0,0170 0,0240 0,0050 0,0170 0,0010
SMODCH 0,0424 0,0243 0,0087 0,0090 0,0013 0,0058 0,0007
2 0,0690 0,0540 0,0215 0,0570 0,0345 0,0305 0,0080
SMODCH 0,0138 0,0035 0,0035 0,0059 0,0082 0,004 0,0204
4 0,0570 0,0460 0,0350 0,0710 0,0530 0,0305 0,0530
SMODCH 0,0171 0,0159 0,0045 0,0023 0,0137 0,0054 0,0029
6 0,0580 0,0680 0,0180 0,0600 0,0140 0,0280 0,0940
SMODCH 0,0084 0,0069 0,0041 0,0133 0,0030 0,0014 0,0115
8 0,0835 0,1265 0,0195 0,0200 0,0265 0,0185 0,1400
SMODCH 0,0086 0,0497 0,0043 0,0105 0,0345 0,0047 0,0041
24 0,0430 0,0545 0,0130 0,0315 0,0235 0,0225 0,2240
SMODCH 0,0123 0,0025 0,0074 0,0067 0,0023 0,0059 0,0475

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 29 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Hafnia alvei (591)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0365 0,0235 0,0190 0,0140 0,0120 0,0175 0,0010
SMODCH 0,0083 0,0072 0,0334 0,0023 0,0023 0,0021 0,0007
2 0,0550 0,0290 0,0185 0,0685 0,0620 0,0235 0,0080
SMODCH 0,0201 0,0175 0,0447 0,0043 0,0297 0,0037 0,0204
4 0,0645 0,0560 0,0480 0,0685 0,0835 0,0275 0,0530
SMODCH 0,0164 0,0073 0,0117 0,0088 0,0425 0,0031 0,0029
6 0,0715 0,0875 0,0185 0,0445 0,0140 0,0275 0,0940
SMODCH 0,0473 0,0190 0,0123 0,0145 0,0196 0,0022 0,015
8 0,0565 0,0680 0,0220 0,0255 0,0205 0,0190 0,1400
SMODCH 0,0027 0,0133 0,0033 0,0179 0,0117 0,0038 0,0041
24 0,0415 0,0880 0,0330 0,0380 0,0305 0,0255 0,2240
SMODCH 0,0068 0,0196 0,0081 0,0095 0,0084 0,0011 0,0475

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 30 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleju u Raoultella terrigena (5911)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méfeni [h] Tymian Levandule Skorice Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
0 0,0440 0,0580 0,0235 0,0335 0,0320 0,0340 0,0045
SMODCH 0,0071 0,0394 0,0126 0,0209 0,0080 0,0216 0,0264
2 0,1120 0,0726 0,0365 0,0705 0,0280 0,0190 0,0205
SMODCH 0,0050 0,0245 0,0049 0,0115 0,0029 0,0049 0,0279
4 0,1220 0,1200 0,0430 0,0765 0,0430 0,0235 0,1005
SMODCH 0,0091 0,0083 0,0216 0,0029 0,0086 0,0024 0,0295
6 0,0545 0,1010 0,0175 0,0370 0,0150 0,0225 0,2400
SMODCH 0,0035 0,0072 0,0008 0,0039 0,0127 0,0011 0,0122
8 0,0670 0,0770 0,0250 0,0370 0,0135 0,0125 0,2315
SMODCH 0,0136 0,0095 0,0080 0,0017 0,0031 0,0016 0,0148
24 0,0565 0,0565 0,1150 0,0355 0,0285 0,0275 0,1690
SMODCH 0,0094 0,0172 0,0058 0,0008 0,0068 0,0029 0,0459

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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5.2.2.4 Bakterie mlécného kysani

Pro posouzeni antimikrobialnich uc¢inkti vu¢i této skupin€ bakterii byly pouzity
Lactobacillus. paracasei subsp. paracasei (62), L. acidophilus (64), L. delbrueckii
subsp. delbrueckii (69), L. delbrueckii subsp. lactis (71), L. rhamnosus (74),
L. rhamnosus CCM 1828. Bakteric mlééného kysani nebyly vyznamné potlaceny
zadnym zkouSenym esencialnim olejem (viz Tab. 31 az Tab. 36). V piipadé pouziti
nizsich koncentraci EO se pohybovaly namétené hodnoty zakalu na stejné hladiné jako
u kontrolnich vzorkt. Po pfidavku esencialnich oleji v koncentraci 10 % byl rast
bakterii naopak podpoten, a to zejména V ptipad¢ esencialniho oleje tymidnu, kde ihned
po piidavku doslo k pomnozeni bakterii; jejich rtst pokracoval az do ¢tvrté ¢i Sesté
hodiny pozorovani a nasledné¢ dochazelo ke snizovani hodnot zéakalu ¢ili k poklesu
rustu. I pfes tento pokles vSak byly u kontrolniho vzorku naméteny hodnoty nizsi —
antimikrobidlni uc¢inek u nich tedy nebyl pozorovan ani s postupujicim cCasem.
Statistickou analyzou bylo prokazano, Ze existuje vyznamny rozdil mezi obéma
pouzitymi koncentracemi u vSech esencidlnich olejl, a Ze pridavek esencidlnich olejit
Vv koncentraci 10 % podpofil rist vSech pozorovanych bakterii mlééného kysani (viz
ptilohy 51 az 58).

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity esencialniho oleje tymianu (Thymus sipyleus
subsp. rosulans) vici skupiné bakterii mlééného kysani pouzili Cetin et al. (2013)
vzestupnou fadu koncentraci v rozmezi od 7,8 do 500 ug/ml. Ze stanovenych hodnot
MIC vyplyva, ze nejcitlivéjsi z testovanych bakterii je Lactobacillus reuteri, ktery byl
esencidlniho oleje, tedy 500 pg/ml, potlacila rust Bifidobacterium bifidum
a Lactobacillus plantarum. Ostatni zkouSené bakterie byly inhibovany pii téchto
koncentracich: L. bulgaricus — 62,5 pg/ml, L. acidophilus — 250 ug/ml, Streptococcus
thermophilus — 250 pg/ml.

Esencialni oleje levandule tzkolisté a Salvéje levandulolisté byly zkouseny proti
L. acidophilus a Streptococcus salivarius. Pomoci mikrodiluéni metody byly opét
stanoveny hodnoty MIC. Rust L. acidophilus byl vice potlacen esencialnim olejem
salvéje, u néhoz pro inhibici bakterialniho ristu postacovala koncentrace 306,67 pg/ml,
u levandule 1116,67 pg/ml. Naopak v pripade¢ S. salivarius byl u¢inngjsi EO levandule,

ktery pusobil inhibi¢né jiz pii koncentraci 160 pg/ml, EO Salvéje pii 293,33 ug/ml
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(Nikoli¢ et al., 2014). Lactobacillus sakei byl inhibovan esencialnimi oleji skofice
¢inské a tymidnu obecného, a to v koncentracich 500, resp. 4000 ppm, z ¢ehoz je patrné,
ze k ptisobeni tymidnu byl v porovnani s EO skotice pomémné odolny (Turgis et al.,
2012). U¢inky esencialniho oleje skofice potvrzuji ve své studii i Miller et al. (2014)
proti L. acidophilus. Naopak Kivang et al. (1991) uvadi, Ze esencidlni olej kminu
v koncentracich 0,5 %, 1 % a 2 % podpofil rast iprodukci kyseliny mlécné
uL.plantarum a Leuconostoc mesenteroides. AvSak pii  vySSich pouzitych
koncentracich (300 a 600 ppm) jiz doslo k inhibici L. plantarum. Ve studii byl testovan
také esencidlni olej dobromysli, ktery ve vSech pouzitych koncentracich rist obou druhti
bakterii potlacil.

Gunn (2013) ve své studii hodnotila ucinky esencialnich olejli skocice a tymidnu
proti skupin¢ bakterii mlééného kysani — Pediococcus acidilactici ATCC 8042,
P. damnosus ATCC 11308, Leuconostoc citrovorum ATCC 23065, L. mesenteroides
ATCC 8293, Lactobacillus buchneri ATCC 9460, L. brevis ATCC 367, L. fermentum
ATCC 8289, L. fructivorans ATCC 8288 a L. plantarum ATCC 4008. Pro stanoveni
hodnot MIC byla pouzita metoda zfed’ovani v agaru. Celkové byl u¢innéjsi EO skotice
— pro potlaceni ristu vétSiny sledovanych mikroorganismt postacila nizsi koncentrace
nez v ptipadé¢ EO tymianu. Hodnoty MIC pro vySe zminén¢ bakterie jsou tyto (v poradi
EO skofice, EO tymianu): P. acidilactici — 0,2 a 0,2 %, P. damnosus — 0,05 a 2 %,
L. plantarum — 0,1 a 0,2 %, L. buchneri — 0,05 a 2 %, L. fermentum — 0,1a 0,1 %,
L. brevis — 0,1 a 0,2 %, L. fructivorans — 0,05 a 0,1 %, L. mesenteroides — 0,2 a 0,1 %,
L. citrovorum —0,1a 0,1 %.
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Tab. 31 Metoda zfed’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Lactobacillus paracasei

subsp. paracasei (62)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Skofice Salvéj Kmin Kontrola riistu
1 10 1 10 1 10 1 10
2 0,0425 0,6470 0,0360 0,1660 0,0725 0,2180 0,0555 0,5610 0,0120
SMODCH 0,0082 0,030 0,0184 0,0435 0,0062 0,0359 0,180 0,0605 0,0066
4 0,0520 1,4050 0,0210 0,6435 0,0540 0,3700 0,0220 0,5475 0,0265
SMODCH 0,0212 0,0606 0,0151 0,0365 0,0242 0,0721 0,0081 0,0087 0,0048
6 00515 12375 00815 07230 00515 04980 00300  0,5405 0,0145
SMODCH 0,0070 0,0452 0,0109 0,0622 0,0167 0,0543 0,0064 0,828 0,0000
8 0,0595 1,1175 0,1185 0,8560 0,0565 0,3890 0,0385 0,8215 0,0470
SMODCH 0,0217 0,1038 0,180 00683 0,0180 0,079 00181 0,281 00072
24 0,0800 0,7865 0,1470 1,1925 0,0570 0,4340 0,0200 0,9005 0,4310
SMODCH 00128 00259 0,0054 0,0956 0,0014 0,0076 0,0019 0,0466 00654

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 32 Metoda zfedovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleju u Lactobacillus

acidophilus (64)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Skorice Salvéj Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10
2 0,0485 0,2785 0,0350 0,1875 0,0680 0,2905 0,0275 0,3770 0,0025
SMODCH 00132 0,0049 0,0207 0,0056 0,0044 00128 0,018 00721 0,0069
4 0,0700 0,5635 0,0450 0,4470 0,0680 0,1815 0,0255 0,4545 0,0215
SMODCH 00214 0,1177 00113 0,0432 0,0200 0,0607 00107 01171 0,0051
6 0,0765 1,1265 0,0735 0,4500 0,0475 0,3220 0,0595 0,6495 0,0395
SMODCH 00135 0,0334 00247 0,039 0,0060 00117 0,078 0,0542 0,0156
8 0,0860 1,0855 0,1150 0,4620 0,0720 0,5390 0,0275 0,5845 0,0425
SMODCH 00142 0,0437 00162 0,0818 00121 0,392 0,0063 0,1069 0,0039
24 0,0895 0,6995 0,1495 1,4885 0,0560 0,3830 0,0260 0,8460 0,0710
SMODCH 0,0063 0,0466 0,001 0,0194 0,0094 0,085 0,073 0,0631 0,0022

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19

103



Tab. 33 Metoda zfed’'ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Lactobacillus delbrueckii

subsp. delbrueckii (69)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méteni [h] Tymian Skofice Salvéj Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10
2 0,0675 0,5805 0,0165 0,2255 0,0700 0,3480 0,0215 0,3570 0,0760
SMODCH 00116 0,1007 0,0116 0,0502 0,0023 0,0707 0,0070 0,063 0,0254
4 0,0535 1,2325 0,0395 0,3970 0,0495 0,3355 0,0195 0,4700 0,0535
SMODCH 00233 01150 0,0096 0,0524 0,0076 0,0410 00133 0,1079 00177
6 0,0645 1,1370 0,0515 0,5695 0,0605 0,3780 0,0375 0,4555 0,0430
SMODCH 0,0086 00323 0,0161 00579 0,0049 0,0491 0,0054 0,0678 0,0027
8 0,1110 1,0845 0,0950 0,7860 0,0885 0,4435 0,0490 0,4950 0,0790
SMODCH 00127 0,0160 0,0074 0,1081 00251 0,0803 0,187 0,185 0,005
24 0,0995 0,7225 0,1800 1,3085 0,0555 0,4815 0,0180 0,5690 0,0970
SMODCH 0,0420 0,0386 0,113 0,1088 0,0090 0,0892 0,0029 0,0035 00163

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19

104



Tab. 34 Metoda zfed’'ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Lactobacillus delbrueckii

subsp. lactis (71)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méteni [h] Tymian Skofice Salvéj Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10
2 0,0840 0,5480 0,0050 0,1635 0,0560 0,5325 0,0400 0,5720 0,0000
SMODCH 00163 01373 0,0065 0,623 0,0054 0,0700 0,0008 0,0487 0,0074
4 0,0500 1,0255 0,0365 0,4365 0,0425 0,5605 0,0300 0,4940 0,0460
SMODCH 00278 00374 0,0079 01220 00146 0,0915 00123 0,069 0,0144
6 0,0955 1,1725 0,0540 0,6185 0,0665 0,3315 0,0430 0,5175 0,0430
SMODCH 00193 00154 0,0154 01553 0,0090 0,0062 0,0069 0,0590 0,0067
8 0,0890 1,1000 0,1590 0,7830 0,0660 0,4870 0,0270 0,5295 0,0760
SMODCH 00315 0,0054 0,0158 01126 00270 01212 0,0060 0,0687 0,0009
24 0,1115 0,7340 0,1340 1,2095 0,0560 0,5315 0,0160 0,8195 0,3825
SMODCH 0,0438 00238 0,0114 04194 0,0164 0,0864 0,0026 0,0175 0,0549

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 35 Metoda zied’'ovani v bujonu — pramérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich olejti u Lactobacillus rhamnosus

(74)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méteni [h] Tymian Skofice Salvéj Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10
2 0,0915 0,6335 0,0350 0,3600 0,0365 0,3520 0,0625 0,5180 0,0000
SMODCH 00124 0,0980 0,0228 0,0900 00133 0,0385 00141 0,1695 0,0108
4 0,0435 1,2790 0,0435 0,4405 0,0800 0,4015 0,0425 0,6620 0,0240
SMODCH 0,0076 00743 0,0070 02625 00111 0,0204 0,0094 0,0427 0,0030
6 0,0945 1,1345 0,0440 0,5980 0,0475 0,2150 0,0525 0,6385 0,0350
SMODCH 0,0079 00210 0,0090 0,0609 00214 0,0523 0,0089 0,0991 0,0068
8 0,1035 1,0800 0,0510 0,6975 0,0475 0,4405 0,0355 0,9210 0,0635
SMODCH 0,0082 0,0068 0,0051 0,180 0,0194 0,0382 0,0237 0,1282 00122
24 0,1105 0,7295 0,1915 1,5040 0,0210 0,6740 0,0440 0,8570 0,6510
SMODCH 0,0007 0,0302 0,0210 01762 00142 0,0826 0,0019 0,0641 0,1062

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 36 Metoda zied’ovani v bujonu — pramérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich olejii u Lactobacillus rhamnosus

CCM 1828

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méteni [h] Tymian Skofice Salvéj Kmin Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10 1 10
2 0,1125 0,6210 0,0090 0,4170 0,0570 0,3530 0,0635 0,4600 0,0180
SMODCH 0,0002 0,1006 0,0169 0,0560 00243 0,1335 00125 0,0261 0,0084
4 0,0325 1,3100 0,0280 0,4615 0,0485 0,2525 0,0220 0,5760 0,0290
SMODCH 00168 0,1101 0,0067 00770 00272 0,0389 0,0069 01500 0,101
6 0,0950 1,2075 0,0330 0,6360 0,0240 0,2890 0,0405 0,5550 0,0385
SMODCH 0,0089 00117 0,0033 00550 00127 0,0730 0,075 0,0031 0,0060
8 0,0980 1,0925 0,0725 0,5505 0,0245 0,0000 0,0485 0,6220 0,0365
SMODCH 0,0009 00225 0,0186 0,0349 00135 0,0429 0,0164 0,0590 0,0022
24 0,1255 0,7570 0,1890 1,5595 0,0180 0,4185 0,0225 0,8680 0,1870
SMODCH 0,0089 0,0201 0,0126 01614 0,0050 0,0391 0,0003 0,0647 00775

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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5.2.2.5 Kvasinky

Utinnost EO proti kvasinkam byla testovana viéi sbirkovému kmeni Saccharomyces
cerevisiae CCM 8191 a nasledujicim izolatim: Candida kefyr (1MF), C. lipolytica
(IMK), C. kefyr (10MFA), C. lipolytica (15MFA), C.tropicalis CCM 8223,
C. guilliermondii (1S a 6MFA). Pii testovani citlivosti kvasinek viaci esencialnim
olejim byl zjistén statisticky pritkazny rozdil v naméfenych hodnotach mezi kontrolnim
vzorkem a vzorkem s piidavkem esencidlnich oleji tymianu v obou koncentracich,
tl.1a 10 %, a 10% EO medunky. Ve vétsiné piipadi byl tento vysledek ovSem
Vyjimkou byl 1% EO tymianu pouzity proti C. kefyr izolované z kravského mléka
(IMF), 10% EO meduiiky pouzity proti téze kvasince a 1% i 10% EO tymianu
a 10% EO medunky pozity proti S. cerevisiae CCM 8191, kdy doslo k potlaceni ristu
sbirkového kmene, ovSem az po 6 hodinach inkubace. V této ¢asti experimentu nebyly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v cinnosti jednotlivych koncentraci
esencialnich oleji. Ze zkouSenych esencidlnich oleji nejméné podporoval rist olej
rozmarynovy, a to obé jeho koncentrace. Ojedinéle rist kvasinek 1 potlacil. Mezi G¢inky
tymianového arozmarynového EO byl provedenym statistickym hodnocenim zjistén
rozdil, a to u obou pouzitych koncentraci. Tento rozdil byl zjistén také pii porovnani
uc¢inku EO rozmarynu a meduiky, s vyjimkou dvojice jednoprocentnich oleji.
V citlivosti kvasinek k uc¢inkim esencianich oleju rozdil prokazan nebyl. Vysledky
statistickych analyz jsou uvedeny v ptilohach 59 az 65.

El Bouzidi et al. (2013) testovali Gi¢innost esencialnich oleju riznych druhd volné
rostoucich a péstovanych tymianti i proti né€kolika zastupcim rodu Candida —
C. albicans CCMM Ls, C. krusei CCMM Lo, C. glabrata CCMM Ly a C. parapsilosis
CCMM Lig. VSechny druhy byly kpisobeni EO stejné citlivé s vyjimkou
C. parapsilosis v kombinaci s EO Thymus satureioides — k jeho plsobeni byla zna¢né
odolné&jsi nez ostatni testované druhy kvasinek; stanovena MIC dosahovala az 1,78,
resp. 1,8 mg/ml u volné rostouci, resp. péstované formy, oproti 0,89 a 0,90 mg/ml
U ostatnich druhti. Dalsi pouzité EO pochazely z Thymus maroccanus a Thymus
broussonetii. K jejich acinkiim byly kvasinky jiz citlivéjsi, potifebné MIC se pohybovaly
od 0,45 mg/ml (volné rostouci T. broussonetii) do 0,48 mg/ml (péstovany
T. maroccanus). Rusenova et Parvanov (2009) stanovili jako MIC esencialniho oleje

tymianu (Thymus vulgaris) pro izolat C. albicans koncentraci 0,5 %.
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Budzynska et al. (2013) pouzili pro potlaceni ristu rodu Candida (C. albicans
ATCC 10231, C. albicans ATCC 90028 a 50 izolatt tohoto rodu) mimo jiné esencialni
oleje tymianu (T. vulgaris), rozmarynu (R. officinalis) a medunky (M. citrata indica).
Ze zminénych EO inhiboval kandidy nejlépe EO meduiiky; MIC pro sbirkové kmeny
C. albicans ATCC 10231 a 90028 byla shodn¢ 0,097 %, pro izolaty se MIC pohybovaly
od 0,048 % po 1,56 %. Pii koncentraci EO meduiiky odpovidajici MIC sbirkovych
kment doslo k redukci mnozstvi C. albicans ATCC 90028 o 99 % za 4 hodiny, pii
koncentraci 2x vys§i za 1 hodinu, u C. albicans ATCC 10231 tomu tak bylo za 6,
respektive za 2 hodiny. Antifungalni vlastnosti medunky posuzovali i Abdellatif et al.
(2014), a to zted'ovaci metodou v agaru. Vzestupnou fadou koncentraci EO od 0,1 po
50 ul/ml testovali citlivost Candida albicans IPA 200 a Saccharomyces cerevisiae
ATCC 4226. Pro C. albicans byla MIC 3 ul/ml, S. cerevisiae byla citlivéjsi, G¢inna byla
jiz koncentrace 2 pl/ml.

Antikandidéalni ucinky EO rozmarynu z riznych oblasti Turecka byly testovany
Celiktas et al. (2007). MIC se pohybovala v zavislosti na ptivodu rostlin a dobé sklizné
od 2,5 mg/ml az po 10 mg/ml, pficemz byla prokazana sezénnost obsahu u¢innych
jafe. Antifungalni G¢inky rozmarynového esencialniho oleje se zlepSuji v kombinaci
s EO hiebicku (Syzygium aromaticum). Pti pouziti samotného EO rozmarynu byla jeho
MIC vuci C. albicans ATCC 10231 0,25 %, po ptidani EO hiebicku do smési se MIC
snizila az na 0,062 %. Lepsich inhibi¢nich U¢inkd bylo dosazeno, pokud smés

esencialnich olejii obsahovala vyssi poméry hiebicku (Fu et al., 2007).
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Tab. 37 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Candida kefyr (LMF)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Medurika Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
2 0,0370 0,0880 0,0520 0,1150 0,0270 0,0685 0,0590
SMODCH 0,0087 0,0161 0,0086 0,0131 0,0182 0,0233 0,0461
4 0,0465 0,0440 0,0000 0,0490 0,0000 0,0600 0,0825
SMODCH 0,0215 0,0157 0,0004 0,0168 0,0035 0,0195 0,0226
6 0,0445 0,1165 0,0565 0,1100 0,0825 0,1020 0,0190
SMODCH 0,0156 0,0307 0,0230 0,0092 0,0075 0,0314 0,0125
8 0,0405 0,0945 0,0485 0,0405 0,0295 0,0455 0,0790
SMODCH 0,0130 00138 0,0035 0,0067 0,0059 0,0075 0,0174
24 0,0330 0,1185 0,1075 0,0565 0,0375 0,0395 0,1490
SMODCH 0,0077 0,0315 0,0088 0,0095 0,0218 00132 0,0177

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 38 Metoda zied'ovani v bujonu — prumérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Saccharomyces cerevisiae

CCM 8191

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Medurika Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
2 0,0070 0,0875 0,0365 0,0405 0,0205 0,0405 0,0075
SMODCH 0,0314 0,0204 0,0031 0,0302 0,0152 0,0301 0,0176
4 0,0545 0,0685 0,0175 0,0170 0,0000 0,0695 0,0325
SMODCH 0,0170 0,0085 0,0302 0,0209 0,0069 0,0120 0,0176
6 0,1400 0,1345 0,1525 0,0110 0,1295 0,1525 0,0320
SMODCH 0,0091 0,0476 0,0186 0,0047 0,0150 0,0295 0,0128
8 0,0915 0,1135 0,0340 0,0760 0,1575 0,0620 0,1615
SMODCH 0,0283 0,0129 0,0065 0,0314 0,0237 0,0288 0,0900
24 0,0910 0,1005 0,1315 0,0170 0,0720 0,0730 0,1615
SMODCH 0,0243 0,0230 0,0242 0,0055 0,0139 0,0328 0,0131

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 39 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Candida lipolytica (IMK)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Meduiika Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
2 0,0800 0,1550 0,0195 0,0490 0,0435 0,1380 0,0440
SMODCH 0,0089 0,0617 0,0034 0,0425 0,0282 0,1043 0,0597
4 0,1465 0,0960 0,0455 0,0170 0,0000 0,1000 0,0110
SMODCH 0,1677 00173 0,0839 0,0041 0,0520 0,0118 0,0037
6 0,1065 0,0485 0,1095 0,0195 0,1205 0,1275 0,0045
SMODCH 0,0200 0,0367 00113 0,0087 0,0072 0,0206 0,0029
8 0,0825 0,1005 0,0245 0,0465 0,1170 0,0945 0,0020
SMODCH 0,0096 0,0441 0,0022 0,0082 0,0166 0,0213 0,0026
24 0,0800 0,0945 0,1140 0,0510 0,1310 0,0365 0,1755
SMODCH 0,0248 0,0207 0,0290 0,0135 0,0093 0,0230 0,0089

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 40 Metoda zted’ovani v bujonu —

prumérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Candida kefyr (10MFA)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Medurika Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
2 0,0500 0,0795 0,0190 0,0245 0,0895 0,1230 0,0550
SMODCH 0,0142 0,0184 0,0103 0,0180 0,0222 0,0286 0,0301
4 0,0380 0,1050 0,0425 0,0240 0,0000 0,0985 0,0055
SMODCH 0,0460 0,0089 0,0184 0,0076 0,0026 0,0217 0,0018
6 0,1635 0,0270 0,0980 0,0225 0,1375 0,1355 0,0135
SMODCH 0,0244 0,0172 00176 0,0072 00226 0,0197 0,0134
8 0,0960 0,1985 0,0260 0,0135 0,1085 0,1165 0,0315
SMODCH 0,0102 0,0212 0,0019 0,0142 00176 0,0099 0,0228
24 0,0660 0,1215 0,2000 0,0100 0,0795 0,0390 0,1615
SMODCH 0,0078 0,0395 0,0371 0,0040 0,0163 0,0113 0,0035

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 41 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich olejii u Candida lipolytica (15MFA)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%o]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Medurika Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
2 0,0675 0,0265 0,0005 0,0280 0,0315 0,0565 0,0180
SMODCH 0,0301 0,0167 0,0021 0,0307 0,0129 0,0287 0,0222
4 0,0405 0,0985 0,0005 0,0295 0,0310 0,0620 0,0010
SMODCH 0,0050 0,0327 0,0021 0,0045 0,0055 0,0091 0,0017
6 0,1725 0,0620 0,0720 0,0000 0,1440 0,1105 0,0030
SMODCH 00113 0,0155 0,0058 0,0004 00145 0,0209 0,0150
8 0,1675 0,1680 0,0260 0,0470 0,1350 0,1350 0,0000
SMODCH 0,0332 0,0264 0,0024 0,0528 0,0302 00170 0,0056
24 0,1175 0,0525 0,0340 0,0075 0,0315 0,0635 0,0125
SMODCH 0,0272 0,0199 0,0072 0,0038 0,0256 0,0053 0,0136

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 42 Metoda zfed'ovani v bujonu — prumérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Candida tropicalis

CCM 8223

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Meduiika Kontrola ristu
1 10 1 10 1 10
2 0,0760 0,0870 0,0070 0,0290 0,0385 0,0425 0,0030
SMODCH 0,0013 0,0291 0,0061 01284 0,0041 0,0280 0,0090
4 0,1015 0,1010 0,0355 0,0365 0,0320 0,0700 0,0050
SMODCH 0,0728 0,0196 0,0300 0,0089 0,0067 0,0157 0,0019
6 0,2125 0,0760 0,0695 0,0075 0,1185 0,1400 0,0065
SMODCH 0,0205 0,0298 0,0033 0,0069 0,0148 00188 0,0153
8 0,1435 0,1345 0,0285 0,0210 0,1550 0,1010 0,0185
SMODCH 0,0409 0,0390 0,0097 0,0030 0,0267 00153 0,0064
24 0,0925 0,0410 0,0950 0,0660 0,1030 0,0680 0,1585
SMODCH 0,0461 0,0100 0,0276 0,0249 0,0108 0,0072 0,0092

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 43 Metoda zied’ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleju u Candida guilliermondii (1S)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Medurika Kontrola ristu
1 10 10 10
2 0,0985 0,1135 0,0500 0,0870 0,0405 0,1090 0,0930
SMODCH 0,0108 0,0374 0,0450 0,0957 0,0034 0,0767 0,0837
4 0,0700 0,1060 0,0060 0,0360 0,0310 0,0885 0,0050
SMODCH 0,0300 0,0201 0,0209 0,0090 00148 0,0093 0,0073
6 0,1525 0,0870 0,0505 0,0195 0,1440 0,1105 0,0000
SMODCH 0,0256 0,0146 0,0038 0,0076 00616 0,0263 0,0000
8 0,1505 0,0770 0,0105 0,0370 0,0500 0,0885 0,0040
SMODCH 0,0818 0,0204 0,0142 0,0065 0,0186 0,0137 0,0049
24 0,1305 0,0880 0,0750 0,0280 0,1160 0,0520 0,1800
SMODCH 0,0569 0,0303 0,0205 0,0175 00143 0,0073 0,0156

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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Tab. 44 Metoda zied'ovani v bujonu — primérné hodnoty absorbance pro testované koncentrace esencialnich oleji u Candida guilliermondii

(6MFA)

Druh a koncentrace esencialniho oleje [%]

Cas méfeni [h] Tymian Rozmaryn Meduiika Kontrola ristu
10 1 10 1 10
2 0,0775 0,1215 0,1215 0,2075 0,0485 0,1100 0,1475
SMODCH 0,0133 0,0266 0,1513 0,1360 0,0752 01319 0,0369
4 0,0255 0,0910 0,0000 0,0195 0,0335 0,0770 0,0010
SMODCH 0,1398 0,0204 0,0000 0,0090 0,0527 0,0102 0,0110
6 0,1745 0,0610 0,0415 0,0205 0,2285 0,1060 0,0000
SMODCH 0,0651 0,0196 0,0121 0,0051 0,2433 0,0094 0,0000
8 0,1110 0,0735 0,0125 0,0020 0,0595 0,1085 0,0015
SMODCH 0,0367 0,0106 0,0034 0,0037 0,0201 0,0362 0,0049
24 0,1235 0,0690 0,0565 0,0000 0,0960 0,0460 0,0470
SMODCH 01127 0,0285 0,0822 0,0065 0,0268 0,0074 0,0346

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny v Tab. 19
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5.2.3 Priidavek esencialnich oleji a vyluhi z rostlin do syrovatky

Ve tieti fazi sledovani antimikrobidlniho ptsobeni G¢innych latek z rostlin byly tyto
pridavany ve form¢ esencialnich oleju (prvni varianta se tfemi diléimi experimenty)
a vodnych vyluhti (druha varianta se tfemi dil¢imi experimenty) pifimo do syrovatky,
vV niz byla nasledn¢ sledovana dynamika vyvoje mikrobialniho spolecenstva. Mezi
rostliny, ukterych byly sledovany antimikrobialni u¢inky obsahovych latek, pattily
skoficovnik cejlonsky, tymidn obecny, levandule Uzkolista, fenykl obecny a anyz
vonny. Ve vzorcich syrovatky byly sledovany nésledujici skupiny mikroorganismii:
koliformni  bakterie, enterokoky, termorezistentni aerobni  mikroorganismy,
termorezistentni anaerobni mikroorganismy, bakterie mlécného kysani, celkovy pocet

mikroorganismi, kvasinky, plisn€ a psychrotrofni mikroorganismy.

5.2.3.1 Skoiicovnik cejlonsky

Béhem prvniho experimentu (viz Obr. 1) byl po pfidavku esencialniho oleje skofice
pozorovan statisticky prikazny rozdil pouze v poctech psychrotrofnich mikroorganismi
(viz ptiloha 69). Nedoslo u nich vSak k inhibici, ale naopak se jejich mnozstvi oproti
kontrolnimu vzorku (Gisté syrovatce) zvysilo. K jejich nejvyraznéj$imu narustu doslo
béhem druhého tydne pozorovani.
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Obr. 1 Graf vyvoje poéti mikroorganismti po piidavku EO skofice do syrovatky,
I. experiment

Vysvétlivky:

Koli — koliformni bakterie; syrovatka s ptidavkem EO

Ent — enterokoky; syrovatka s ptfidavkem EO

TMR an — termorezistentni mikroorganismy anaerobni; syrovatka s ptidavkem EO
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TMR ae — termorezistentni mikroorganismy aerobni; syrovatka s ptidavkem EO

BMK - bakterie mlééného kysani; syrovatka s pfidavkem EO

CPM - celkovy pocet mikroorganismi; syrovatka s ptidavkem EO

Kv — kvasinky; syrovatka s pfidavkem EO

Pl — plisnég; syrovatka s piidavkem EO

PS — psychrotrofni mikroorganismy; syrovatka s pfidavkem EO

Zkratka skupiny mikroorganisml s pismenem ,,s°“ — sledovand skupina mikroorganismi v kontrolnim

vzorku syrovatky

Potlaceni ristu bylo zaznamenano u celkového poctu mikroorganismi (CPM)
a bakterii mlécného kysani (BMK), a to témét po celou dobu pozorovéani. Rozdil oproti
kontrolnimu vzorku vSak nebyl statisticky prikazny.

Béhem druhého experimentu inhiboval EO skofice prokazatelné rist enterokoku
(Ent) — po celé Ctyfi tydny se jejich pocty pohybovaly az o polovinu logaritmického
fadu niZe nez v kontrolnim vzorku; viz Obr. 2, pfiloha 70.
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Obr. 2 Graf vyvoje poéti mikroorganismt po piidavku EO skofice do syrovatky,

I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1
Kromé enterokokid byl potlacen 1 rilst termorezistentnich anaerobnich

mikroorganismti (TMRan), BMK a PS, tyto rozdily jiz ale nebyly statisticky prukazné

a jednalo se spise o kratkodobou inhibici.

119



Pii tfetim experimentu nebyl prokazan statisticky rozdil u zadné skupiny
mikroorganisma (viz Obr. 3, ptiloha 71). Ke snizeni po¢tu doslo u koliformnich bakterii

(Koli), BMK, CPM a PS.
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Obr. 3 Graf vyvoje poéti mikroorganismt po piidavku EO skofice do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

U psychrotrofnich mikroorganismii byl rozdil mezi vzorky nejpatrnéjsi, zvysené
mnozstvi bylo pozorovano pouze v prvnim tydnu a ndsledné kleslo az o dva
logaritmické fady pod uroveni kontrolniho vzorku. U ostatnich skupin mikroorganismi
doslo naopak k jejich naristu.

Pti druhé varianté pokusu, tedy oSetfeni syrovatky vodnym vyluhem skofice, doslo
pfi prvnim experimentu ke statisticky prikaznému zvyseni poc¢tu koliformnich bakterii
(viz Obr. 4, ptiloha 93). Zvyseni bylo patrné pfedev$im béhem prvniho tydne méfeni.
Rozdil mezi vzorkem sobsahem vyluhu a kontrolnim vzorkem byl pfiblizné

roMr

2,2 logaritmické tady.
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Obr. 4 Graf vyvoje poc¢ti mikroorganismi po piidavku vyluhu skofice do syrovatky,
I. experiment

Vysvétlivky:

Koli — koliformni bakterie; syrovatka s pfidavkem vodného vyluhu

Ent — enterokoky; syrovatka s pridavkem vodného vyluhu

TMR an — termorezistentni mikroorganismy anaerobni; syrovatka s ptidavkem vodného vyluhu

TMR ae — termorezistentni mikroorganismy aerobni; syrovatka s pfidavkem vodného vyluhu

BMK — bakterie mlécného kysani; syrovatka s ptidavkem vodného vyluhu

CPM - celkovy pocet mikroorganismi; syrovatka s ptidavkem vodného vyluhu

Kv — kvasinky; syrovatka s pfidavkem vodného vyluhu

Pl — plisng; syrovatka s pfidavkem vodného vyluhu

PS — psychrotrofni mikroorganismy; syrovatka s pfidavkem vodného vyluhu

Zkratka skupiny mikroorganismi s pismenem ,,s — sledovana skupina mikroorganismt v kontrolnim

vzorku syrovatky

K vyznamnéjsi inhibici doslo u bakterii mlééného kysani, kvasinek a celkového
po¢tu mikroorganismt. Tyto zmény v mikrobidlnim rastu jiz ale nebyly statisticky
prukazné. Celkovy pocet mikroorganismi ve vzorku s obsahem skoticového vyluhu byl
po celou dobu pozorovani pomérné konstantni na rozdil od kontrolniho vzorku, u néjz
doslo ve tfetim tydnu k jejich vyraznéjSimu nartustu. Pocet bakterii mlécného kysani byl
ve vzorku oSetfeném vyluhem po celé Ctyfi tydny nejméné o 3 desetiny logaritmického
fadu nizsi nez v kontrolnim vzorku, U kvasinek o 1,7 az 3,3 logaritmického fadu.

Pii druhém experimentu sledovani antimikrobidlnich U¢inkti skoficového vyluhu
nebyly zjiStény statisticky prikazné rozdily v poétech mikroorganismt mezi vzorkem

s obsahem vyluhu a kontrolnim vzorkem; viz Obr. 5, ptiloha 94.
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Obr. 5 Graf vyvoje poc¢ti mikroorganismi po piidavku vyluhu skofice do syrovatky,

I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

S vyjimkou bakterii mlééného kysani a plisni vSak doSlo alespoit k mirnému
potlaceni rlGstu mikroorganismii. Nejvyraznéj$i bylo snizeni poctu kvasinek
a koliformnich bakterii. Rust kvasinek byl potla¢en od druhého do Ctvrtého tydne
pozorovani a oproti kontrolnimu vzorku byl snizen az o 2,8 logaritmického fadu. Pocet
koliformnich bakterii byl sice také pomérné vyrazné snizen, ale pouze kratkodobé — ve
druhém tydnu bylo jejich mnozZstvi téméf o 2,5 logaritmického tadu nizsi ve vzorku
s obsahem vyluhu, ale ve tietim tydnu doslo k jejich naristu, ¢imz bylo dosazeno
vyss§iho poctu nez v kontrolnim vzorku. Ostatni sledované mikroorganismy byly
vyluhem potlaceny pouze mirné a kratkodobé.

Ve tietim experimentu opét nedoslo osetfenim syrovatky vodnym vyluhem skoftice
ke statisticky prokazatelnému ovlivnéni riistu sledovanych mikroorganismu (viz piiloha
95). 1 ptesto byly nékteré skupiny mikroorganismt inhibovany béhem celé doby
pozorovani (viz Obr. 6). Jedna se o CPM, BMK, enterokoky a psychrotrofni

mikroorganismy.
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Obr. 6 Graf vyvoje poc¢ti mikroorganismi po piidavku vyluhu skofice do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

Pocty koliformnich bakterii a aerobnich i anaerobnich termorezistentnich
mikroorganismt byly nejprve oproti kontrolnimu vzorku niz$i, ale mezi druhym
atietim tydnem dos§lo shodné k narGstu a zvySeni jejich mnozstvi vici kontrole.
Céste¢né inhibovan byl také riist kvasinek, a to béhem druhého a tietiho tydne.

Rada studii referuje o pisobeni esencidlnich olejii nebo vyluhti z rostlin proti
riznym mikroorganismiim v mléce ¢i mléénych vyrobcich. Cava-Roda et al. (2012)
testovali antibakteridlni vlastnosti vanilinu a jeho smési S esencialnimi oleji hiebicku
a skofice proti Listeria monocytogenes Scott A a Escherichia coli O157:H7. Pokus byl
proveden nejen v Zivném bujonu, ale také v polotu¢ném mléce inkubovaném 7 az 14 dni
pii 7 °C. Kombinace vanilinu a esencialniho oleje skofice vykazovala synergisticky
efekt a v nékterych kombinacich piislusnych koncentraci a doby inkubace byly
zaznamenany vuéi populaci L. monocytogenes a E. coli baktericidni G¢inky. Ve své
piedchozi studii Cava-Roda et al. (2007) uvadi, ze pti kultivaci vySe zminénych bakterii
V polotu¢ném mléce byly pii riznych podminkach (7 °C po dobu 14 dni nebo 35 °C po
dobu 24 hodin) zjistény hodnoty MIC 500 ppm. Se zvySujici se koncentraci Stoupal
I inhibi¢ni G¢inek EO a MBC byla dosazena pti 3 000 ppm.

Ve vzorcich plnotucného a odsttedéné¢ho mléka byl zjistovan vliv obsahu mlé¢ného
tuku na antimikrobidlni ucinky skofice. V mléce s vy$§im obsahem tuku byly ucinky
EO snizeny. Mozny synergisticky efekt oSetfeni pomoci technologie pulzniho

elektrického pole a ptidavku esencialniho oleje skofice viaci Salmonella Typhimurium
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byl zkouméan v odstfedéném mléce. Tyto dva zédsahy byly testovany V rtiznych
vzajemnych pomeérech, pficemz bylo zjisténo jejich synergistické ptisobeni. Nejvyssiho
synergistického efektu bylo dosazeno pii 10 kV/cm a koncentraci EO 5 %
a nejvyraznéjsi inaktivace bakterie pii 30 kV/cm a koncentraci EO 5 % (Pina-Pérez
etal., 2012).

Schopnost esencialniho oleje skofice potlacit rust Staphylococcus aureus ATCC
25923 ve vzorcich mléka zaznamenali ve své studii Cui et al. (2016). Vysledky
prokazaly vyznamné inhibi¢ni G¢inky EO — proti kontrolnim skupindm vzorka bylo
béhem 48 hodin snizeno mnozstvi S. aureus 0 95,3-97,7 %. Koncentrace EO, ktera byla
potiebna k inihbici S. aureus ve vzorcich mléka je vyssi nez MIC v zivném bujonu, coz
je ziejmé& zpusobeno snadno piistupnymi zivinami v mléce a ochrannym plsobenim
tuku.

Moritz et al. (2012) zjistili inhibi¢ni G¢inky EO skofice u Lactobacillus rhamnosus
ATCC 9595 a termofilni jogurtové kultury, které byly zaockovany do obnoveného
odstfedéného mléka s ptidavkem 10 % cukru. Béhem experimentu nebyl zaznamenan
rust bakterii, a to ani pfi nejniz8i pouzité koncentraci, z ¢ehoz vyplyva, ze MBC byla
niz8i nez 0,025 %. Naproti tomu, jak uvadéji Guler et Seker (2009), piidavek
esencialniho oleje skofice nevykazal inhibi¢ni ucinky proti Bacillus cereus v mléce
skladovaném pii 4 °C, ovSem vyznamné snizil jeho pocty pii 25 °C. Se zvySujici se
koncentraci EO (od 0,5 % do 1 %) se zvySoval umérn¢ i antibakterialni vliv skofice,
avSak pouze na zacatku pozorovani, s postupujicim Casem se jeji uc¢inek zmenSoval.
Rovnéz Pina-Pérez et al. (2009) testovali antimikrobidlni ptisobeni EO a zjistili, Ze
z testovanych esencidlnich oleji dosdhl EO skofice nejlepSich inhibi¢nich 0€inkd.
Michany népoj obsahujici mléko a vejce byl zamérmné inokulovan B. cereus. Pfidany
skoficovy EO pak inhiboval jeho rist v pribéhu skladovani napoje pii 10 °C po dobu
15 dnd. V nasledujici studii testovali Pina-Pérez et al. (2013) opét ti¢innost esencialnich
oleji vici B. cereus, vtomto piipad¢ jiz v riznych koncentracich (1, 2,5 a 5 %).
EO skofice se opét projevil jako silné antibakterialni ¢inidlo s nejsiln€j$imi G€inky v 5%
koncentraci béhem skladovani pii 5 °C.

Také vodné vyluhy skofice vykazuji urCité antimikrobidlni ucinky. U vodného
vyluhu skofice v koncentraci 10 % doslo v zivném médiu k vyznamné inhibici
Staphylococcus aureus izolovaného z kravského mléka, ale v mléce tentyz efekt jiz
pozorovan nebyl. Antibakterialni vliv nebyl prokdzan ani po ptidavku vyluhu do jogurtu
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v koncentraci 0,3 % — béhem tfidenniho pozorovani nedoslo k ovlivnéni ristu S. aureus,
jeho pocty byly ve vzorku s ptidavkem vyluhu shodné se vzorkem kontrolnim. Nulové
ucinky vodného vyluhu skofice v mléce a jogurtu jsou pfisuzovany pufracni kapacité
mléka, kterd neutralizuje kyselost vyluhu, ktery tak pozbyva svych inhibi¢nich ucinki
(Hammad, 2016). Shan et al. (2011) uvadi, ze extrakt skofice byl u¢inny proti Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus a Salmonella enterica pii skladovani za
pokojové teploty. Choi et al. (2016) testovali antimikrobiadlni aktivitu methanolového
a ethanolového extraktu skofice spole¢né s u¢inky Lactobacillus sakei ALI033 v jogurtu
skladovaném pii 4 °C po dobu 28 dnu. Extrakty skofice a L. sakei potlacili béhem
skladovani rust mikroorganismil; v kontrolnim vzorku dosahoval celkovy pocet
mikroorganismt 4x10° KTJ/ml, ve vzorcich s obsahem extraktii skofice a L. sakei byl
jejich obsah snizen shodné na troven 1x10® KTJ/ml. Vliv vodného vyluhu skofice na
bakterie mlééného kysani (Lactobacillus subsp. a Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus) v jogurtu zkoumali Shori et al. (2012). Sledovani po¢tu mikroorganismu
probihalo po dobu 21 dnd, béhem nichz doSlo pouze k mirnému ovlivnéni ristu

zminénych bakterii — v obou ptipadech k podpofte jejich ristu.
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5.2.3.2 Tymidan obecny

Dalsim z testovanych esencialnich oleji byl esencidlni olej tymianu. V rdmci prvni
varianty béhem prvniho experimentu statisticky prukazné snizil oproti kontrolnimu
vzorku pocty koliformnich bakterii, enterokoku a bakterii mlécného kysani (viz Obr. 7,
ptiloha 78). Nejvyraznéji byly potlac¢eny koliformni bakterie (kromé tietiho tydne),
rozdil mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem s obsahem esencialniho oleje €inil az Ctyfi
logaritmické fady.
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Obr. 7 Graf vyvoje pocti mikroorganismt po piidavku EO tymianu do syrovatky,
I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

U kvasinek byl naopak pomoci statistickych analyz zjistén prikazny narGst jejich
poctu. U ostatnich sledovanych skupin mikroorganismii doslo k mirnému, jiz ne
statisticky vyznamnému, snizeni jejich poctu.

Béhem druhého experimentu nebyl zjistén mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem
syrovatky s ptidavkem EO u Zadné skupiny mikroorganismi statisticky prikazny rozdil

(viz Obr. 8, priloha 79).
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Obr. 8 Graf vyvoje pocti mikroorganismt po pfidavku EO tymidnu do syrovatky,

I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

Vyznamné vSak bylo snizeno mnozstvi koliformnich bakterii, a to v prub¢hu celého
pozorovani. Byl zaznamenan také rozdil v poétech enterokoku, a to kolem jednoho
logaritmického fadu; méné jich bylo ptfitomno v syrovétce oSetiené esencialnim olejem.
S vyjimkou kvasinek a psychrotrofnich mikroorganismi doslo vlivem aplikovaného EO
k mirnému potlaceni rustu i u ostatnich skupin mikroorganismd.

Pii tfetim experimentu byl zaznamenan statisticky prokazatelny nartst enterokoki,
u dalsich skupin nebyly rozdily mezi vzorky tak vyrazné (viz Obr. 9, pfiloha 80).
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Obr. 9 Graf vyvoje pocti mikroorganismt po piidavku EO tymidnu do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1
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S vyjimkou kvasinek doslo u vSech sledovanych skupin mikroorganismti béhem
pozorovani ptevazné ke zvyseni jejich poctu.

Po oSetfeni syrovatky vodnym vyluhem tymidnu byly pii prvnim experimentu
statisticky ~ prokadzany  rozdily v zastoupeni  aerobnich  termorezistentnich
mikroorganismd, bakterii mlé¢ného kysani a celkového poctu mikroorganismu (viz Obr.
10, priloha 90).
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Obr. 10 Graf vyvoje poéti mikroorganismi po pfidavku vyluhu tymianu do syrovatky,

I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

Ve vSech téchto pfipadech Slo vSak o navySeni jejich mnoZstvi oproti kontrolnimu
vzorku. Nejvyraznéj$i narGst byl pozorovan u termorezistentnich aerobnich
mikroorganismi (TMRae), a to ve ¢tvrtém tydnu az o téméf 3 logaritmické fady. Po
celou dobu pozorovani byly zvySené také pocty kvasinek, termorezistentnich
anaerobnich mikroorganismt a enterokoku; v téchto pfipadech jiz ale nebyly rozdily
mezi vzorky statisticky prikazné. Inhibovany byly c¢astecné koliformni bakterie
a psychrotrofni mikroorganismy. Slo viak pouze o inhibici kratkodobou.

Pfi druhém experimentu nebyl po pfidavku vyluhu tymianu do syrovatky pozorovan
zadny statisticky prokazatelny vliv na rist mikroorganismu (viz Obr. 11, ptiloha 91).
U vétsSiny sledovanych skupin doslo ke zvySeni jejich mnozstvi, a to alespon kratkodobé

V ramci jednoho nebo dvou tydnt.
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Obr. 11 Graf vyvoje pocti mikroorganismut po ptidavku vyluhu tymianu do syrovatky,

I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

Pouze velice mirné byl potlacen rist bakterii mlééného kysani a celkového poctu
mikroorganismi — jednalo se o snizeni jejich poctu ptiblizné o polovinu logaritmického
radu.

Ve tfetim experimentu byly po ptidavku vodného vyluhu tymidnu zjistény
statistickou analyzou dva vyznamné rozdily v zastoupeni mikroorganismu (viz Obr. 12,
ptiloha 92).
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Obr. 12 Graf vyvoje poéti mikroorganismi po ptidavku vyluhu tymianu do syrovatky,
I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4
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Jednalo se o trvalé zvySeni poctu bakterii mlééného kysani, které bylo nejvyraznéjsi
ve Ctvrtém tydnu experimentu, kdy rozdil dosahoval piiblizné 1,5 logaritmického fadu;
a naopak prokazateln¢ niz$i byl v syrovatce s obsahem vyluhu pocet kvasinek. Rust
kvasinek byl castecné potlacovan po celou dobu pozorovani. NejvétSiho rozdilu bylo
dosazeno ve tietim tydnu, a to vice nez 3 logaritmickych tadu. U ostatnich sledovanych
skupin mikroorganismi doslo po pfidavku vyluhu spise ke zvySeni jejich mnozstvi,
i kdyz pfechodnému.

O ucincich esencialniho oleje tymidnu na mikroorganismy referuji mnohé studie.
Gutierrez et al. (2009) sledovali antimikrobialni €inky esencidlniho oleje tymianu vuci
Listeria monocytogenes a Pseudomonas fluorescens ve smési suseného odstiedéného
mléka s zivnhym médiem. Hodnoty MIC dosahly ve vzorku na bédzi mléka az
desetinasobnych hodnot ve srovnani s kontrolnim vzorkem (zaockované zivné
médium). K ptisobeni EO byla citlivéjsi L. monocytogenes, zjisténa hodnota MIC byla
3000 ppm, u P. fluorescens dosahla 20 000 ppm.

Vliv na celkovy pocet mikroorganismi ve velbloudim mléce oSetieném piidavkem
esencialniho oleje tymianu v koncentraci 0,03, 0,06 a 0,09 ml/I sledovali Maaroufi et al.
(2015). Béhem pétidenniho skladovani pii teplot¢ 4 °C doslo k vyznamnému
Ctyfnasobnému snizeni CPM oproti kontrolnimu vzorku. Selim (2011) zjistoval
antibakterialni vliv esencialniho oleje tymianu na vankomycin-rezistentni enterokoky
(VRE) a Escherichia coli O157:H7 v syru feta po dobu skladovani 14 dni pfi teploté
7 °C. EO tymianu byl pouzit v koncentraci 0,5 a 1 %. VRE i E. coli byly tymidnem
vyrazn¢ inhibovany po celou dobu pozorovani, V ptipadé pfidavku 1% EO tymidnu
doslo shodné po 7 dnech k eliminaci VRE i E. coli. Pti poslednim stanoveni bakterii byl
rozdil mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem s EO az 108 KTJ/g.

Podobné i Govaris et al. (2011) sledovali vyvoj populace E. coli O157:H7 a Listeria
monocytogenes V syru feta béhem 36 dni po oSetfeni syru EO tymianu a skladovani pti
4 °C v modifikované atmosfére s obsahem dusiku (50 %) a oxidu uhli¢itého (50 %). Jak
ve vzorku oSetteném EO, tak i1 ve vzorku kontrolnim se pocty bakterii postupné
snizovaly, ve vzorcich s obsahem EO ustal jejich rtst shodné o 10 dni dfive (u E. coli ve
24. dnu, u L. monocytogenes ve 20. dnu). V syru feta byl také testovan vliv esencialniho
oleje tymianu na Staphylococcus aureus. Po 168 hodinach doslo k redukci mnozstvi
S.aureus o 2 a 4 logaritmické tady pti koncentraci EO 0,1 a 0,2 % (Bonyadian
et Moshtaghi, 2007).
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Antibakterialni G¢inky tymidnu byly potvrzeny i v labnehu, ktery byl oSetfen tfemi
riznymi koncentraceni EO (0,2, 0,5 a 1 ppm). Jako uU¢inna se ukazala byt jiz
koncentrace 0,2 ppm, kdy doslo k silnému potlaceni rastu kvasinek, plisni, koliformnich
a sporuluyjicich bakterii. Naopak celkovy pocet mikroorganismii a mnozstvi
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus v osetfeném labnehu béhem skladovani (po dobu 21 dni pii 5 °C) vzrostlo
(Otaibi et al., 2008).

Posouzeni moznosti prodlouzit trvanlivost Cerstvého syru Fior di Latte piidavkem
esencialniho oleje tymidnu je uvedeno ve studii Gammariello et al. (2008). Kontrolni
vzorky a vzorky osetiené EO byly skladovany 6 dni pfi teploté 10 °C. Antimikrobiélni
ucinky byly zjistovany viaci Pseudomonas sp., koliformnim bakteriim, bakteriim
mlécného kysani a kvasinkam. Nejlépe byl EO schopen potladit rust Pseudomonas sp.
apouze mirn¢ inhiboval koliformni bakterie; proti bakteriiim mlééného kysani
a kvasinkdm zadny ucinek pozorovan nebyl.

Esencialni olej a vodny extrakt tymianu testovali Libran et al. (2013) proti E. coli
CECT 4201 a Clostridium tyrobutyricum CETC 4011, a to v obnoveném odstfedéném
suseném mléce. Esencialni olej byl pouzit v koncentraci 0,02-200 ul/ml, vodny extrakt
v koncentraci 20-1000 pl/ml. Schopnost potlacit rist E. coli vykazal pouze esencialni
olej tymidnu, u vodného extraktu vliv na rlst bakterie prokdzan nebyl. Rust
C. perfringens nebyl schopen inhibovat ani vodny extrakt, ani esencialni olej. Nikjooy
et Hashemi (2015) pouzili vodny extrakt tymidnu pro sledovéni jeho vlivu na
Lactobacillus casei v jogurtu béhem skladovani po dobu 21 dnu pii teploté 4 °C.
V prubéhu sledovani doslo k vyznamnému nardstu L. casei, a to do 14. dne pozorovani
a dale nasledoval mirny pokles mnoZstvi stanovované bakterie.

Hailemariam et Emire (2013) prokazali antimikrobialni 0Géinnost ethanolového
extraktu tymianu, ktery pouzili pro oSetfeni masla, a to v koncentraci 0,1 a 0,2 %. Po
tiech tydnech skladovani pii 4 °C bylo zjisténo, ze ob¢€ koncentrace extraktu statisticky
prikazné potlaily rist aerobnich mikroorganismi, pfi¢emz pifi pouziti vyssi

koncentrace byla jejich inhibice vyznamnéjsi.
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5.2.3.3 Levandule izkolista

Pti prvni varianté¢ pokusu, tedy sledovani antimikrobidlnich G¢inkli esencidlniho oleje
levandule na mikroorganismy pfitomné v syrovatce bylo V prvnim experimentu zjisténo,
ze piidavek tohoto EO statisticky prikazné ovlivnil rust kvasinek (viz pfiloha 75); doslo

zde ovsem K jejich vyznamnému nardstu oproti kontrolnimu vzorku (viz Obr. 13).
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Obr. 13 Graf vyvoje pocti mikroorganismt po pfidavku EO levandule do syrovatky,

I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

Vyssich poctli dosahly v oSetfené syrovatce také psychrotrofni mikroorganismy,
ale vtomto piipadé byl jejich narist velmi mirny. U ostatnich sledovanych skupin
mikroorganismut bylo zaznamenano snizeni jejich poctu.

Pfi druhém experimentu jiz rozdil v poctech sledovanych mikroorganismi

statisticky zjistén nebyl (viz Obr. 14, ptiloha 76).
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Obr. 14 Graf vyvoje pocti mikroorganismi po piidavku EO levandule do syrovatky,

I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

Béhem 4 tydni vyrazné kolisalo mnozstvi celkového poc¢tu mikroorganismd;
K jejich napadnému nartstu doSlo ve druhém tydnu, poté jejich poéty klesaly, a ve
¢tvrtém tydnu nebyly detekovany. Naproti tomu v kontrolnim vzorku se jejich mnozstvi
postupné snizovalo. Mirné vzrostlo mnozstvi kvasinek ve vzorku s pridavkem

esencidlniho oleje, u ostatnich sledovanych skupin bylo mnozstvi mikroorganismu

ptidavkem EO sniZeno.

Béhem tietiho experimentu doslo ke statisticky prikaznému ovlivnéni rdstu

u enterokokd a plisni (viz Obr. 15, ptiloha 77).
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Obr. 15 Graf vyvoje pocti mikroorganismt po pfidavku EO levandule do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1
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V obou piipadech byly jejich pocty vyssi ve vzorku s obsahem esencialniho oleje.
K navySeni poctu, ne vsak jiz statisticky prikaznému, doslo i u ostatnich sledovanych
skupin mikroorganismu.

Pii prvnim experimentu oSetfeni syrovatky vodnym vyluhem levandule doslo
k vyraznému a statisticky prikaznému zvySeni poctu u témét vSech sledovanych skupin
mikroorganismii — koliformnich bakterii, bakterii mlé¢ného kysani, aerobnich
| anaerobnich termorezistentnich mikroorganismi a celkového po¢tu mikroorganismu

(viz Obr. 16, ptiloha 87).
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Obr. 16 Graf vyvoje po¢tli mikroorganismu po ptidavku vyluhu levandule do syrovatky,

I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

Z vyse uvedenych skupin mikroorganismi byl zaznamenan nejvyraznéj$i narist
v piipadé BMK (o vice neZ 5 logaritmickych fadi) a obou skupin termorezistentnich
mikroorganismii (o vice nez 2,5 logaritmického fadu). Rust poctu mikroorganismu byl
zaznamenan i1 u psychrotrofnich mikroorganismu, ale zde se jednalo o mirngjsi,
statisticky nepriikazné zmény. Rust enterokokt a plisni nebyl ve vzorcich detekovan.

Béhem druhého experimentu bylo po piidavku levandulového vyluhu zjisténo
¢astecné potlaceni ristu CPM, bakterii mlécného kysani a kvasinek, které bylo u vSech
zminénych skupin v podstaté trvalé, nebylo vSak statisticky prukazné (viz Obr. 17,

ptiloha 88).
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Obr. 17 Graf vyvoje po¢tti mikroorganismu po ptidavku vyluhu levandule do syrovatky,
I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

U dalsich skupin mikroorganismi doSlo k mirnému, statisticky neprikaznému,
zvyseni poc¢tu. Nejvyssi narast byl zaznamenan u psychrotrofnich mikroorganismd, a to
az o 3 logaritmické rady.

Pfi tretim experimentu byl zaznamenan statisticky prokazatelny rozdil pfi stanoveni
bakterii mlééného kysani — oproti kontrolnimu vzorku doslo k jejich nartistu v prubéhu
celych ¢ty tydnu (viz Obr. 18, ptiloha 89).
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Obr. 18 Graf vyvoje po¢tti mikroorganismu po piidavku vyluhu levandule do syrovatky,
I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4
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Kvyraznému navySeni mnozstvi doSlo také wu aerobnich 1 anaerobnich
termorezistentnich mikroorganismu, ale rozdil oproti kontrolnimu vzorku jiz nebyl
statisticky prikazny, stejné jako u ostatnich sledovanych skupin mikroorganismu.
K vyznamnéjsi inhibici a snizeni poc¢tu mikroorganismua doslo pouze u kvasinek, a to ve
druhém a tfetim tydnu pozorovani (o vice nez 1,5 logaritmického fadu).

Také levandule byla predmétem zkoumdéni v fadé studii. Libran et al. (2013)
testovali v obnoveném odtuénéném mléce antibakterialni uc¢innost vodnych extrakt
a esencialnich oleji dvou druhd levandule (Lavandula angustifolia Mill. a L. hybrida
Reverchon) vuci Clostridium tyrobutyricum a E. coli. Pomoci rostoucich stupnic
koncentraci (pro esencialni oleje 0,2 az 200 pl/ml, pro vodné extrakty 20 az 1000 pl/ml)
zjistili, ze ze zkoumanych esencialnich oleji byly pouze EO levandule (obou druhti)
schopny inhibovat rist jak E. coli, tak i C. tyrobutyricum (v pfipadé E. coli byla potieba
vy$8i  koncentrace). C. tyrobutyricum bylo inhibovano ivodnym extraktem
L. angustiflia Mill., avsak az pii vyrazn¢ vyssi koncentraci nez pii pouziti esencialniho
oleje.

Antimikrobialni u¢inky esencialniho oleje L. angustifolia Mill. byly posouzeny také
pti oSetieni podmasli (Momtaz et al., 2011 in Ali Sahari et Asgari, 2013). Pti riznych
koncentracich EO (0,2, 0,25 a 0,15 %) byl sledovan vyvoj Staphylococcus aureus,
E. coli a koliformnich bakterii, kvasinek a plisni, a to béhem Sedesati dnti skladovani.
Pfi porovnani s kontrolnim vzorkem bylo zjis$téno, Ze pfidavek EO uspé$né potlacil rist
vSech sledovanych skupin mikroorganismdi.

Ghalem et Zaoui (2013) sledovali mikrobiologickou kvalitu tradi¢niho alzirského
mlécného vyrobku, ktery je ziskan zakysanim pasterované a homogenizované smési
pasterovaného mléka, suSeného mléka a cukru a naslednym zahtatim na 45 °C s vydrzi
2 az 3 hodiny. Pfed kone¢nym zahievem byl ke smési pfidan esencidlni olej levandule
(Lavandula sp.) v riznych koncentracich (0,14, 0,21, 0,29 a 0,39 g/I). Ve druhém,
sedmém a dvacatém dnu skladovani byl sledovan vyvoj poctu koliformnich bakterii,
S. aureus, Salmonella sp., kvasinek a plisni. Autofi studie uvadi, ze EO levandule
v koncentraci 0,29 a 0,39 g/l uspésné potlacil rist vSech sledovanych mikroorganismt;

Vv niz8ich koncentracich nedoslo k inhibici pouze u koliformnich bakterii.
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5.2.3.4 Fenykl obecny

Ve vzorku syrovatky doslo po prvnim experimentu osetfeni esencialnim olejem fenyklu
ke statisticky prikaznému zvySeni poCtu enterokoktl a také u dalSich sledovanych
skupin mikroorganismu byl oproti kontrolnimu vzorku zaznamenan jejich narust, ktery
vSak nebyl tak vyrazny a statisticky prukazny (viz Obr. 19, ptiloha 72). Velmi mirny
pokles rtstu byl pozorovan pouze u CPM.
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Obr. 19 Graf vyvoje po¢ti mikroorganismt po piidavku EO fenyklu do syrovatky,
I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1
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Pfi druhém experimentu byl taktéZ zaznamenan statisticky vyzamny rozdil v poétech
enterokoki ve vzorku kontrolnim a osetfeném esencialnim olejem fenyklu (viz Obr. 20,
ptiloha 73). V tomto piipadé vSak doSlo Kk potlaceni jejich rastu béhem celého
pozorovani.
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Obr. 20 Graf vyvoje pocti mikroorganismi po pfidavku EO fenyklu do syrovatky,
I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

Podobné, pouze méné vyrazn€, byl snizen celkovy pocet mikroorganismi, kromé
tretiho tydne i1 koliformni bakterie a psychrotrofni mikroorganismy, jejichz pocet se
zvysil az ve ¢tvrtém tydnu. O vice nez jeden logaritmicky fad byl sniZen pocet bakterii
mlécného kysani, avSak pouze ve ctvrtém tydnu. ZvySeno bylo oproti kontrolnimu
vzorku mnozstvi plisni, a to ve druhém tydnu, kde byl jejich po€et navysen o vice nez
2 logaritmické tady; pfi analyze ve tfetim tydnu jiz jejich pocet klesl pod troven plisni
Vv kontrolnim vzorku (rozdil vice nez jednoho logaritmického tadu).

Béhem tfetiho experimentu jiz statistickou analyzou nebyly zjistény vyznamné

rozdily oproti kontrolnimu vzorku (viz Obr. 21, ptiloha 74).
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Obr. 21 Graf vyvoje po¢ti mikroorganismt po piidavku EO fenyklu do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

V pribéhu skladovani doslo béhem druhého a tfettho tydne k navySeni poctu
bakterii mlécného kysani, v prvnim a tfetim tydnu k nartstu kvasinek a mirnému
zvySeni poctu koliformnich bakterii a psychrotrofnich mikroorganismi. Naopak byly
pomérné vyznamné sniZzeny pocty enterokokt, které byly inhibovany béhem celé doby
skladovani, inhibovany byly dlouhodobéji i termorezistentni mikroorganismy, plisné
a celkovy pocet mikroorganismitl.

V prvnim experimentu po ptidavku vodného vyluhu fenyklu nebylo statisticky
zaznamenano ovlivnéni rustu mikroorganismi (viz Obr. 22, piiloha 84). U vsech
sledovanych skupin (s vyjimkou plisni, které nebyly ani v jednom ze vzorkl zjiStény)
doslo k trvalému zvyseni poctu mikroorganismi ve vzorku s pfidavkem vyluhu oproti

kontrolnimu vzorku.
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Obr. 22 Graf vyvoje poéti mikroorganismt po piidavku vyluhu fenyklu do syrovatky,
I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

Rozdily v zastoupeni jednotlivych skupin mikroorganismii mezi vzorky byly
v nékterych ptipadech pouze mirné, avsak naptiklad u bakterii mlé¢ného kysani dosahl
rozdil v tfetim tydnu 2,8 logaritmického ftadu. Vyznamnéji se liSily i1 pocty
termorezistentnich (aerobnich i anaerobnich) a psychrotrofnich mikroorganismii.

Po piidavku vodného vyluhu pti druhém experimentu opét nebyl zjistén statisticky
prikazny rozdil mezi syrovatkou s pfidavkem vyluhu a kontrolnim vzorkem (viz Obr.
23, priloha 85). K trvalému snizeni poctu mikroorganismi doSlo pouze v piipadé
kvasinek.
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Obr. 23 Graf vyvoje poéti mikroorganismu po piidavku vyluhu fenyklu do syrovatky,
I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4
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Po dobu tii tydni byl ¢asteCné potlacen také rist bakterii mlééného kyséani, ve
ctvrtém tydnu bylo ale jejich mnoZzstvi v syrovatce s pfidavkem vyluhu jiz o vice nez
dva logaritmické fady vyssi nez v kontrolnim vzorku. U ostatnich sledovanych skupin
mikroorganismui do§lo béhem pokusu ke stiidavému naristu a ¢aste¢nému potlaceni.

Pfi tfetim experimentu bylo po oSetieni syrovatky vyluhem fenyklu zjisténo
statisticky prikazné navySeni poctu anaerobnich termorezistentnich mikroorganismu
a bakterii mlé¢ného kysani (viz Obr. 24, piiloha 86).
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Obr. 24 Graf vyvoje poéti mikroorganismu po pridavku vyluhu fenyklu do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

V ptipadé¢ bakterii mlécného kysani byl narlist oproti kontrolnimu vzorku pozorovan
po celé ctyfi tydny; mnozstvi anaerobnich termorezistentnich mikroorganismt bylo do
tietiho tydne vyssi az o 2,7 logaritmického tadu, avsak ve ¢tvrtém tydnu doslo k jejich
vyznamnému narustu v kontrolnim vzorku. Diky tomuto navySeni byl pfesaZen pocet
TMRan ve vzorku s vyluhem. K obdobné situaci doslo u termorezistentnich aerobnich
mikroorganismu, zde vSak jiz zmény v rustu nebyly statisticky prukazné, stejné jako
u ostatnich sledovanych skupin mikroorganismi. K vyznamné&jSimu potlaceni rustu,
i kdyz pouze castetnému, doslo u psychrotrofnich mikroorganismt, koliformnich
bakterii a zejména u kvasinek — jejich mnozstvi bylo pfidavkem vyluhu sniZeno béhem
druhého az ctvrtého tydne, a to az o vice nez dva logaritmické fady.

Caleja et al. (2015) sledovali kvalitu syru cottage po ptidavku vodného extraktu
fenyklu v mnozstvi 0,35 mg/ml, a to v pribéhu 14 dnl pfi teploté skladovani 4 °C.

Ptimo v syru vSak sledovali pouze vliv fenyklu na barvu a nutri¢ni vlastnosti a také jeho
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antioxidacni Gc€inky. Mikrobiologické analyzy byly provedeny in vitro zjisténim MIC,
ato vaci E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Enterobacter
cloaceae, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Listeria
monocytogenes, Aspergillus sp., Penicillium sp., Trichoderma viridae. Antimikrobialni
vlastnosti fenyklu byly prokazany vici vSem testovanym mikroorganismim; jako
nejcitlivejsi se k jeho ptsobeni jevily S. Typhimurium a B. cereus, naopak nejméné byly
inhibovany Aspergillus sp. a Penicillium sp.

Ayana et El Deen (2011) zjist'ovali vliv esencidlniho oleje fenyklu na vlastnosti syru
Labneh. Esencialni olej byl pfidan do koziho mléka pted jeho zaockovanim, a to
v mnozstvi 1 ml/l. Vzorky syru byly nasledné uchovavany pii teploté¢ 6-8 °C po dobu
30 dnd, béhem niZz byly opakované analyzovany. Sledovan byl celkovy pocet
mikroorganismd, sporulujici mikroorganismy, koliformni bakterie, psychrotrofni
mikroorganismy, kvasinky, plisn¢, Staphylococcus sp., Bifidobacterium bifidum,
Lactobacillus acidophilus a Streptococcus thermophilus. Pozitivné byly pfidavkem
ucinnych latek fenyklu ovlivnény B. bifidum, L. acidophilus a S. thermophilus, jejichz
pocet byl ve vzorku s obsahem EO oproti kontrolnimu vzorku béhem celé doby
skladovani vyssi. Naopak mirné snizen byl celkovy pocet mikroorganismi a potlacen
byl také rust kvasinek a plisni. VIiv EO na sporulujici mikroorganismy nebyl prokazan,
ostatni skupiny mikroorganismil nebyly béhem skladovani ve vzorcich detekovany.

Ptidavkem fenyklového medu v riznych koncentracich (5, 10 a 15 %) do buvoliho
bio jogurtu se zabyvali Bakr et al. (2015). Vzorky jogurtu byly uchovavany po dobu
14 dna pfii teploté 6 °C. B&hem skladovani byly provedeny mikrobiologické analyzy, pii
kterych byl stanoven celkovy pocet mikroorganismli, mnoZzstvi Streptococcus
thermophilus, Bifidobaterium bifidum, kvasinek a plisni. U vSech uvedenych
mikroorganismi doslo béhem skladovani k postupnému nérlstu, coz se znatelnéji
projevilo u nizSich koncentraci; pouze pii koncentraci fenyklového medu 15 % bylo

mnozstvi mikroorganismu oproti kontrolnimu vzorku sniZeno.
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5.2.3.5 Anyz vonny

V prvnim experimentu nebyl po piidavku EO anyzu u sledovanych skupin
mikroorganismil zjiStén statisticky prikazny rozdil v jejich poctech (viz piiloha 66).
U nékterych skupin doSlo k mirnému narastu, a to naptiklad u koliformnich bakterii

nebo celkového poctu mikroorganismi (viz Obr. 25).
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Obr. 25 Graf vyvoje pocti mikroorganismu po pfidavku EO anyzu do syrovatky,
I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

Ani v jendom z ptipadit nebylo mnozstvi zminénych mikroorganismi zvysené po
celou dobu pozorovani. Caste¢né (béhem tietiho a &tvrtého tydne) bylo zaznamenano
sniZzeni mnozstvi psychrotrofnich mikroorganismi.

Pfi druhém experimentu — oSetfeni syrovatky EO anyzu taktéz nebyly pozorovany

statisticky vyznamné rozdily v rozvoji mikroorganismu (viz Obr. 26, piiloha 67).
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Obr. 26 Graf vyvoje pocti mikroorganismi po piidavku EO anyzu do syrovatky,
I1. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1

S vyjimkou kvasinek a TMRan byly vSak v priméru alespoil mirn¢ potlaceny
vSechny sledované skupiny mikroorganismi. Nejvice patrné bylo snizeni poc¢tu bakterii
mlécného kysani a celkového poctu mikroorganismda.

Ani pii tfetim experimentu nebyl po ptidavku esencialniho oleje anyzu pomoci
statistické analyzy prokazan vyznamny rozdil v poctech sledovanych skupin
mikroorganismu (viz ptiloha 68).
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Obr. 27 Graf vyvoje poctd mikroorganismi po pifidavku EO anyzu do syrovatky,
I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 1
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Potlacen byl pouze rist kvasinek a psychrotrofnich mikroorganismi, ostatni
mikroorganismy byly v pribéhu pozorovani naopak ve vétsiné pripadi V ristu
podpofeny.

Po piidavku vodného vyluhu anyzu Vv prvnim experimentu byly statistickou
analyzou zjistény rozdily v poctech nékolika sledovanych skupin mikroorganismu, a to
u koliformnich bakterii, aerobnich termorezistentnich mikroorganismi a bakterii
mlééného kysani (viz Obr. 28, ptiloha 81).
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Obr. 28 Graf vyvoje po¢tl mikroorganismt po ptidavku vyluhu anyzu do syrovatky,

I. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

U zminénych skupin mikroorganisma doslo k navyseni jejich mnozstvi v syrovatce
s pfidavkem vodného vyluhu oproti kontrolnimu vzorku. U koliformnich bakterii
a bakterii mlééného kysani se jednalo o pomérné konstantni rozdily v prubéhu celého
experimentu, Vv pfipadé termorezistentnich aerobnich  mikroorganismi  byly
zaznamenany nejvyraznéjsi rozdily ve tfetim a Ctvrtém tydnu — pocty se liSily téméf
o tfi logaritmické fady. U ostatnich mikroorganismi byl téz pozorovan jejich nardst
Vv syrovatce s piidavkem vyluhu, ale nebyl jiz statisticky prikazny. Pomérné vyrazné se
zvysil celkovy pocet mikroorganismi a mnoZstvi psychrotrofnich mikroorganismi
béhem druhého a tfetiho tydne, u kvasinek byl nérlst pozorovan zejména v prvnim
a druhém tydnu.

Béhem druhého experimentu doslo po ptidavku vodného vyluhu anyzu ke statisticky

prukaznému poklesu u celkového poc¢tu mikroorganismi (viz pfiloha 82). Snizeni
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mnozstvi CPM bylo pozorovano béhem celych ¢ty tydni, nejvyraznéjsi rozdil byl pak

zaznamenan ve tietim tydnu, kdy ¢inil vice nez 1,5 logaritmického fadu (viz Obr. 29).
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mikroorganismt po pfidavku vyluhu anyzu do syrovatky,

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

Po celou dobu experimentu byl potlacen také rust bakterii mlééného kysani, ktery

v8ak jiz nebyl prokdzan statisticky. U ostatnich skupin mikroorganismti dochézelo

v pribéhu experimentu ke kratkodob¢&jsimu snizeni nebo naopak zvyseni jejich poctu ve

vzorku syrovatky s vyluhem oproti kontrolnimu vzorku. Tyto zmény v mikrobialnim

sloZeni vzorkil nebyly statisticky prukazné.

Béhem tietiho experimentu byl ve vzorku s piidavkem vodného vyluhu anyzu

zaznamenan Statisticky prikazny nardst bakterii mlééného kysani (viz piiloha 83).

Zvyseni jejich poctu bylo zaznamenano zejména ve tfetim a ¢tvrtém tydnu.
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Obr. 30 Graf vyvoje po¢ti mikroorganismu po pfidavku vyluhu anyzu do syrovatky,

I11. experiment

Vysvétlivky zkratek jsou uvedeny u Obr. 4

U dalSich skupin mikroorganismti nebyly zmény v poctech sledovanych skupin
mikroorganismi Vv syrovatce s pfidavkem vyluhu anyzu statisticky prukazné.
Vyznamnéj$i rozdily mezi vzorky byly zaznamenany u aerobnich i anaerobnich
termorezistentnich mikroorganismii — vysSSich pocth bylo dosazeno ve vzorku
s ptidavkem vyluhu, a to zejména ve tfetim tydnu (rozdil v poctech zde piesahl
3 logaritmické rady).

Ehsani et al. (2011) oSetfili pomoci esencialniho oleje anyzu iransky bily syr
a béhem jeho zrani sledovali vliv riznych koncentraci EO na rozvoj populace Listeria
monocytogenes. Nejvyznamnéji potladila rist L. monocytogenes nejvyssi pouzita
koncentrace (0,2 %). Statisticky prokazatelné¢ inhiboval esencialni olej anyzu
v iranském bilém syru také rist E. coli, a to nejlépe v koncentraci 3000 ppm (Ehsani
et Mahmoudi, 2012).

V riznych koncentracich (0,1 az 1,0 g/l) byl také testovan piidavek esencialniho
oleje anyzu do jogurtu vyrobeného z buvoliho mléka. Jeho mikrobialni kvalita byla
sledovana po dobu 20 dnl skladovani pfi 4 °C. Ve studii bylo prokazano,
ze koncentrace EO 1,0 g/l je G¢inna pii kontrole ristu kontaminujicich mikroorganismu
(Singh et al., 2011).

Antibakterialni uc¢innost vodného extraktu a esencialniho oleje anyzu byla testovana
I vic¢i rustu a rozvoji Escherichia coli a Clostridium tyrobutyricum v obnoveném

odtu¢néném mléce. Vodny extrakt i esencidlni olej byly pouzity v riznych
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koncentracich — vodny extrakt od 20 do 1000 pl/ml, EO od 0,2 do 200 ul/ml. Inhibi¢ni
ucinky vSak v tomto pfipadé nebyly prokazany ani u jedné z pouzitych koncentraci

vodného extraktu ¢i esencialniho oleje (Libran et al., 2013).
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6 ZAVER

V experimentalni Casti diserta¢ni prace byl sledovan vliv pfirodnich bioaktivnich latek
Z vybranych rostlin na mikroorganismy pfitomné v mléce a mléénych vyrobcich. Po
izolaci a nasledné identifikaci mikroorganismid byly provedeny testy in vitro
s esencialnimi oleji levandule tuzkolisté, tymidnu obecného, Salvéje 1ékarské,
skoficovniku cejlonského, rozmarynu Iékaiského, medunky Iékaiské a kminu
kofenného; model in vivo byl poté pouzit pro zjiSténi antimikrobialnich wU¢inku
esencialnich oleji a vodnych vyluhl ztymidnu obecného, levandule uzkolisté,
skoticovniku cejlonského, anyzu vonného a fenyklu obecného. U¢innost bioaktivnich
latek se obecné mezi témito modely Casto vyznamné lisi, coz je ziejme dano vnéjSimi
| vnitinimi faktory, mezi které muzZe byt zatazena dostupnost zivin, ptipadné ochranny
vliv nékterych z nich na buiikky mikroorganismii i struktura pouzitého zivného média ¢i
potraviny. Vliv na G¢innost ma samoziejme i pouzita forma antimikrobialni latky a jeji
koncentrace.

Z mléka a mlécnych vyrobki byly izolovany gramnegativni bakterie, enterokoky,
bakterie mlé¢ného kysani a kvasinky. Identifikované mikroorganismy piedstavovaly
v souladu s literaturou béznou mikrofléoru mléka a mléénych vyrobkt. V modelu in vitro
pfi vyuziti diskové difuzni metody byla proti vybranym izoldtim uCinnd vétSina
pouzitych esencidlnich olejl, nejlepSich vysledkl bylo ov§em dosazeno po pouziti EO
tymianu a skofice, kde doslo Vv ptipadech nejcitlivéjSich mikroorganismi k vytvoreni
inhibi¢nich zon o pruméru az 33,33 mm (EO tymianu v koncentraci 10 %, skupina
bakterii mlééného kysani) a 67 mm (EO skofice v koncentraci 10 %, taktéz skupina
BMK); u ostatnich EO vyznamné inhibi¢ni G¢inky zjistény nebyly. Skofice vykazala
antimikrobidlni GU€inky 1 po pfidavku do Zivného bujonu pii méfeni intenzity
mikrobialniho zakalu, kdy inhibovala rtst zkousenych mikroorganismu alespon v jedné
z pouzitych koncentraci. Vyznamnéjsi vliv na potla¢eni mikrobialniho ristu byl zjistén
také u EO levandule. Esencialni olej tymianu vykazal v této Casti experimentu proti
nékterym mikroorganismiim také jisté inhibi¢ni ucinky, ale Vv pfipadé kvasinek
a bakterii mlééného kysani naopak jejich rist podpofil (predev§im u BMK). Podpora
ristu byla zaznamenéna 1 v ptipadé n€kterych dalSich esencidlnich oleji, napiiklad EO

kminu, Salvéje nebo medunky.
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Po pfidani esencidlnich oleji pfimo do syrovatky bylo zaznamendno pomérné
vyrazné snizeni uCinnosti. Skofice, ktera in vitro inhibovala téméf vSechny
mikroorganismy, jiz vyznamné¢ji snizila pouze pocty enterokokd v jednom ze tii
experimentti a Ve dvou experimentech snizila mirné celkové poéty mikroorganismi,
bakterie mlééného kysani a psychrotrofni mikroorganismy; psychrotrofni
mikroorganismy byly ale v rstu v jednom z experimentt i vyrazn¢ podpofeny. Vodny
vyluh dle statistickych analyz u¢inny nebyl, pravé naopak v prvnim experimentu zvysil
pocet koliformnich bakterii. Doslo také k mirnému potlaceni ristu predevsim u BMK,
CPM a kvasinek. V piipad¢ piidavku EO tymianu do syrovatky jiz nebyla pozorovana
podpora rustu bakterii mlécného kysani. V prvnim experimentu byly vyznamné
inhibovany, stejné jako koliformni bakterie a enterokoky (ve tfetim experimentu ale jiz
u enterokokii doslo k vyznamnému nartstu). Prokazatelné se vSak po piidavku EO
tymianu zvysilo pfi prvnim experimentu mnozstvi kvasinek. K mirnéj§imu nardstu
kvasinek doSlo také po pifidavku vyluhu tymianu a ve dvou experimentech
i kK vyznamnému navySeni poctu bakterii mlé¢ného kysani. Pfesto, ze u levandule byly
pfi méfeni zdkalu zaznamenany pomérné vyrazné inhibi¢ni G¢inky, po ptidavku EO
nebyly prokazany a po oSetfeni vyluhem bylo pozorovano pouze mirné snizeni CPM,
BMK a kvasinek, u ostatnich sledovanych skupin mikroorganismii bud’ nedoslo
Kovlivnéni rGstu, nebo byl jejich rist levanduli podpofen. Vyrazngjsich
antimikrobidlnich G¢inkl nebylo v syrovatce dosaZeno ani po pifidavku esencialnich
oleji a vyluhti anyzu a fenyklu.

V této praci byly potvrzeny inhibi¢ni ucinky nékterych antimikrobidlnich latek
pfitomnych v rostlinach. Mezi jednotlivymi metodami byly ov§em zaznamenany casto
vyznamné rozdily; pfedev§im u tymianu mezi diskovou difuzni metodou a metodou
méteni zdkalu u BMK a kvasinek. Pfi pfidavku antimikrobidlnich latek do syrovatky
byla ve vétsin¢ ptipadil ze senzorickych divoda a pripadné zjisténé intenzity ucinnosti
zvolena odlisna koncentrace nez v modelech in vitro. To je z¢asti divod niz$i ucinnosti
téchto latek. Pokud ovSem porovname naptiklad uéinky esencialniho oleje levandule,
ktery byl i v syrovatce pouzit vV koncentraci 1 %, je dobie patrné, Ze i tak existuje
vyznamny rozdil v jeho G¢innosti. AvSak napiiklad u esencialniho oleje skofice i pies
jeho nizkou koncentraci doslo alespon k mirné inhibici mikroorganismd, a to i v ptipadé
BMK, jejichz rist byl pfi méfeni zakalu esencialnim olejem podpoten v koncentraci
10 %. Divodem nizS§i ucinnosti vodnych vyluhli je pravdépodobné i pouzité
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rozpoustédlo a technika ziskani ucinnych latek. Lepsi vytéznosti a tim i ucinnosti by
bylo patrné dosazeno jinymi metodami. V této praci bylo ovSem cilem zjistit
antimikrobialni aktivitu rostlinnych vytazka, jenz by mohly byt snadno ziskany
drobnymi péstiteli 1écivych rostlin a drobnymi zpracovateli mléka.

Bioaktivni latky obsazené v rostlinach maji pro budouci zpracovani potravin velky
vyznam. Jejich rozmanitost, rizné kvalitativni i1 kvantitativni zastoupeni v jednotlivych
rostlindch, mozny synergismus i rizné mechanismy pusobeni jsou divodem pro jejich
neustalé zkoumani. Maji nejen dilezity potencidl zpomalit ¢i zastavit kazeni potravin
zamezenim rustu nezddoucich mikroorganismd, ale také ochranit zdravi konzumentl
inhibici patogennich mikroorganismti a piipadné i ovlivnit ziskdvdni mikrobidlni
rezistence. Ve vyzkumu antimikrobialniho pasobeni rostlinnych latek tak stale zbyva
mnoho prostoru pro zjisténi, jak nejlépe tyto zdroje vyuzit pro uplatnéni nejen

V potravinatském primyslu.
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7 SUMMARY

In the experimental part of the dissertation thesis, influence of bioactive compounds
isolated from selected plants was tested on microorganisms contained in milk and dairy
products. After isolation and identification of microorganisms, in vitro tests with
lavender, thyme, sage, cinnamon, rosemary, lemon balm and caraway seeds essential
oils and in vivo tests with lavender, thyme, cinnamon, anise and fennel essential oils
and agueous extracts were carried out to evaluate effects of natural antimicrobial agents.
Efficacy differs between in vitro and in vivo tests, in general. It can be given by inner
and outer factors, for example availability of nutrients, protective effect of some food
components, or structure of used nutrient medium or food.

Gramnegative bacteria, enterococci, lactic acid bacteria and yeasts were isolated
from milk and dairy products. Identified microorganisms represent common microflora
of milk and dairy products, according to literature. For in vitro assays, disc diffusion
method and broth dilution method were used. In the case of disc diffusion method,
the most of all essential oils were effective but the best inhibitory activity was observed
at thyme and cinnamon essential oils. Diameters of inhibition zones were up to
33.33 mm (thyme essential oil in concentration of 10 % against lactic acid bacteria) and
67 mm (cinnamon essential oil in concentration of 10 % against lactic acid bacteria).
Cinnamon essential oil was effective in broth dilution method, as well. It inhibited
growth of microorganisms at least in one of the used concentrations. Some
antimicrobial effects were observed at thyme essential oil in broth dilution method.
However, growth of yeasts and lactic acid bacteria was supported. Stimulating effects
were observed also at caraway seed, sage and lemon balm essential oils.

Within in vivo assays, the addition of essential oils or aqueous extracts into the whey
was used. Three particular experiments were carried out for each essential oil / aqueous
extract. After the addition of essential oils into whey, considerable decrease of efficacy
was observed. Cinnamon essential oil was able to inhibit enterococci in one of three
experiments, and also total plate count, lactic acid bacteria and psychrotrophic
microorganisms in two of three experiments. However, growth of psychrotrophic
microorganisms was strongly stimulated in one experiment. Cinnamon aqueous extract
was not too effective. It inhibited moderately lactic acid bacteria, total plate count and

yeasts, but supported growth of coliform bacteria. Thyme essential oil did not support
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the growth of lactic acid bacteria, contrary to broth dilution method. In the first
experiment, lactic acid bacteria, coliform bacteria and enterococci were significantly
inhibited. Growth of enterococci was stimulated in the third experiment. Yeasts were
supported in their growth in first experiment. Within thyme aqueous extract addition,
yeasts were moderately stimulated and lactic acid bacteria were promoted. Although the
lavender essential oil inhibited growth of microorganisms in broth dilution method,
antimicrobial effects were not observed after addition of essential oil in whey. Lavender
aqueous extract moderately decreased number of total plate count, lactic acid bacteria
and yeasts. The rest of the observed microorganisms was not affected or was supported.
Essential oils and aqueous extracts of anise and fennel did not show significant
antimicrobial effects.

Inhibitory effects of some antimicrobial plant agents were proven in this dissertation
thesis. Between used methods, there were observed significant differences. Efficacy
of thyme essential oil / aqueous extract differs between disk diffusion method and broth
dilution method to suppress lactic acid bacteria and yeasts. Lower concentration
of antimicrobial agents was used for whey treatment due to sensory properties and due
to ascertained intensity of efficacy. Reduction in aqueous extracts concentration could
be the reason for their lower efficacy. It is evident that effects of 1% lavender essential
oil are significantly different between in vitro and in vivo methods. In contrary,
cinnamon essential oil moderately inhibited growth of microorganisms at low
concentration and it was observed also at lactic acid bacteria, which were stimulated in
broth dilution method at its 10 % concentration. Reasons for lower efficacy of aqueous
extracts are probably used solvent and technique of active compounds extraction.
Greater yield and thereby better efficacy could be reached by different methods of
extraction. In this dissertation thesis, the aim was to determine the antimicrobial activity
of plant extracts, which could be easily obtained by small growers of medicinal herbs
and small milk manufacturers.

Bioactive compounds contained in plants have great importance for the future food
processing. Their diversity, various qualitative and quantitative presence in particular
plants, synergism and various mechanisms of their action are reasons for their
permanent research. They have important role to slow or stop food spoilage

and to protect consumer’s health by inhibition of pathogenic microorganisms
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and influence the possibility of microbial resistance development. A lot of space still

remains to ascertain how to utilize these sources, not only in food production.
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11 SEZNAM ZKRATEK

ATCC americka sbirka mikroorganismti

ATP adenosintrifosfat

CCM ceska sbirka mikroorganismu

DNA deoxyribonukleova kyselina

EAAE enzymove asistovana vodna extrakce
EACP enzymove asistované lisovani za studena
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EO esencialni olej

KTJ kolonie tvorici jednotka

MBC minimalni baktericidni koncentrace

McF MacFarland

MetOH methanol

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MO mikroorganismus

SMODCH smérodatna odchylka

TPF trifenylformazan

TTC trifenyltetrazolium chlorid

UHT vysokoteplotni uprava

VRE vankomycin-rezistentni enterokoky

Koli koliformni bakterie

Koli s koliformni bakterie obsazené v kontrolnim vzorku syrovatky
Ent enterokoky

Ents enterokoky obsazené v kontrolnim vzorku syrovatky
TMRae termorezistentni mikroorganismy aerobni
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TMRae s termorezistentni mikroorganismy aerobni obsazené v kontrolnim vzorku

syrovatky

TMRan termorezistentni mikroorganismy anaerobni

TMRan s termorezistentni mikroorganismy anaerobni obsazené v kontrolnim vzorku
syrovatky

CPM celkovy pocet mikroorganismui

CPMs celkovy pocet mikroorganismil obsazeny v kontrolnim vzorku syrovatky

BMK bakterie mlécného kysani

BMK s bakterie mlé¢ného kysani obsazené v kontrolnim vzorku syrovatky

Kv kvasinky

Kvs kvasinky obsazené v kontrolnim vzorku syrovatky

Pl plisné

Pls plisn€ obsazené v kontrolnim vzorku syrovatky

PS psychrotrofni mikroorganismy

PSs psychrotrofni mikroorganismy obsazené v kontrolnim vzorku syrovatky

12 PRILOHY

Ptilohy prace jsou uvedeny na ptilozeném CD.

Priloha 1 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule, skofice, Salvéje a kminu na gramnegativni
bakterie — prokazani inhibi¢niho u¢inku testem priméra vici referenéni konstanté

Priloha 2 Vliv esencialnich oleju skofice a Salvéje na gramnegativni bakterie — prokazani
inhibi¢niho G¢inku znaménkovym testem

Ptiloha 3 Vliv esencialnich oleji tymianu, levandule, skofice, Salvéje a kminu na gramnegativni
bakterie — porovnani citlivosti mikroorganismu

Ptiloha 4 Vliv esencidlnich oleji tymidnu, levandule a kminu na gramnegativni bakterie —
rozdily v u¢innosti riiznych koncentraci EO; T-test

Ptiloha 5 Vliv esencidlnich oleji Salvéje a skofice na gramnegativni bakterie — rozdily
Vv ucinnosti riznych koncentraci; znaménkovy test

Ptiloha 6 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule, skofice, Salv&je a kminu na enterokoky —
prokazani inhibi¢niho u¢inku testem prumeéri vici referencni konstanté

Piiloha 7 Vliv esencialniho oleje Salvéje na enterokoky — prokazani inhibi¢niho uéinku
znaménkovym testem

Ptiloha 8 Popisna statistika pro ucinky esencidlniho oleje Salvéje — ucinek EO

Ptiloha 9 Vliv esencialnich oleji tymianu, levandule, skofice, Salvéje a kminu na enterokoky —
porovnani citlivosti mikroorganismu
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Ptiloha 10 Vliv esencidlnich oleji tymianu, levandule, skoftice, Salv&je a kminu na enterokoky —
zji$téni mikroorganismu s prokazatelné odlisnou citlivosti

Priloha 11 Vliv esencialnich olejii tymianu, levandule, skofice a kminu na enterokoky — rozdily
v ucinnosti riiznych koncentraci EO; T-test

Priloha 12 Vliv esencialniho oleje Salvéje na enterokoky — rozdily v 0U¢innosti riznych
koncentraci EO; znaménkovy test

Ptiloha 13 Popisna statistika pro G¢inky esencialniho oleje Salvéje — Gcinek EO

Ptiloha 14 Vliv esencidlnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na bakterie mlééného
kysani — prokazani inhibi¢niho U¢inku testem pruméra viici referencni konstanté

Ptiloha 15 Vliv esencialniho oleje kminu na bakterie mlééného kysani — prokazani inhibi¢niho
ucinku znaménkovym testem

Ptiloha 16 Popisna statistika pro ucinky esencialniho oleje kminu — u¢inek EO

Priloha 17 Vliv esencialnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na bakterie mlécného
kysani — porovnani citlivosti mikroorganismu

Priloha 18 Vliv esencialnich oleju tymianu, skofice a Salvéje na bakterie mlécného kysani —
rozdily v u¢innosti riiznych koncentraci EO; T-test

Priloha 19 Vliv esencialniho oleje kminu na bakterie mlééného kysani — rozdily v G¢innosti
ruznych koncentraci EO; znaménkovy test

Ptiloha 20 Popisna statistika pro ucinky esencialniho oleje kminu — u¢inek EO

Ptiloha 21 Vliv esencialnich oleji rozmarynu, meduiiky a tymidnu na kvasinky — prokdzani
inhibi¢niho uc¢inku testem priomért vici referencni konstanté

Ptiloha 22 Vliv esencidlnich oleji tymidnu a meduiiky na kvasinky — prokazéani inhibi¢niho
ucinku znaménkovym testem

Ptiloha 23 Popisné statistiky pro ti€inky esencialniho oleje tymianu a meduiiky — u¢inky EO

Priloha 24 Vliv esencialnich oleji tymianu, rozmarynu a meduiiky na kvasinky — porovnani
citlivosti mikroorganismii

Pfiloha 25 Vliv esencialnich olejii rozmarynu na kvasinky — rozdily v ucinnosti riznych
koncentraci EO; T-test

Ptiloha 26 Vliv esencialnich oleji tymianu a medunky na kvasinky — rozdily v uc¢innosti
ruznych koncentraci EO; znaménkovy test

Ptiloha 27 Popisné statistiky pro ucinky esencidlnich olejii tymidnu a medutiky — u€inky EO

Ptiloha 28 Vliv esencialnich olejii tymidnu, levandule, skofice, Salv€je, kminu, rozmarynu a
medunky na sledované skupiny mikroorganismil — porovnani citlivosti

Ptiloha 29 Vliv esencialnich oleju tymianu, levandule, skofice, Salvéje, kminu, rozmarynu a
medunky na sledované skupiny mikroorganismi — zjisténi skupin s prokazateln¢ odlisnou
citlivosti

Ptiloha 30 Vliv esencialnich oleji tymianu, levandule, skofice, Salvéje, kminu, rozmarynu a
medunky na sledované skupiny mikroorganismii — zjisténi rozdilt v ti€innosti jednotlivych EO
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Ptiloha 31 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule, skofice, Salvéje, kminu, rozmarynu a
medunky na skupiny mikroorganismu — zjisténi dvojic EO s prokazateln¢ odliSnym G¢inkem

Ptiloha 32 Vliv esencialnich oleji tymianu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na Cisté kultury
— prokazatelnost inhibi¢nich u¢inka

Ptiloha 33 Vliv esencialnich olejii tymianu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na ¢isté kultury
— porovnani ucinnosti jednotlivych koncentraci EO

Ptiloha 34 Vliv esencialnich olejii tymianu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na ¢isté kultury
— zmé&na ucinku v Case

Ptiloha 35 Vliv esencialnich olejii tymianu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na ¢isté kultury
—rozdil v t¢innosti jednotlivych EO

Ptiloha 36 Vliv esencialnich olejii tymidnu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na ¢isté kultury
— stanoveni dvojic EO s odlisnymi u¢inky na MO

Ptiloha 37 Vliv esencialnich olejii tymidnu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na Cisté kultury
— mira citlivosti jednotlivych mikroorganismi vici EO

Ptiloha 38 Vliv esencialnich olejii tymidnu, levandule, Salvéje, skofice a kminu na Cisté kultury
— zjisténi dvojic s odlisnou citlivosti vii¢i EO

Ptiloha 39 Vliv esencialnich oleji tymianu, levandule a skofice na enterokoky — prokazatelnost
inhibicnich ucinkt

Ptiloha 40 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule a skofice na enterokoky — porovnani
ucinnosti jednotlivych koncentraci EO

Ptiloha 41 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule a skofice na enterokoky — zména ucinku v
Case

Ptiloha 42 Vliv esencidlnich oleji tymidnu, levandule a skofice na enterokoky — rozdil
V ucinnosti jednotlivych EO

Priloha 43 Vliv esencidlnich oleji tymidnu, levandule a skofice na enterokoky — stanoveni
dvojic EO s odlisnymi uc¢inky na MO

Ptiloha 44 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule a skofice na enterokoky — mira citlivosti
jednotlivych MO vici EO

Priloha 45 Vliv esencidlnich oleji tymianu, levandule a skofice na gramnegativni
mikroorganismy — prokazatelnost inhibi¢nich G¢inkt

Priloha 46 Vliv esencidlnich oleji tymianu, levandule a skofice na gramnegativni
mikroorganismy — porovnani u¢innosti jednotlivych koncentraci EO

Priloha 47 Vliv esenciadlnich oleji tymianu, levandule a skofice na gramnegativni
mikroorganismy — zména ucinku v ¢ase

Ptiloha 48 Vliv esencialnich oleji tymidnu, levandule a skofice na gramnegativni
mikroorganismy — rozdil v u¢innosti jednotlivych EO

Ptiloha 49 Vliv esencidlnich oleji tymianu, levandule a skofice na gramnegativni
mikroorganismy — stanoveni dvojic EO s odlisnymi G¢inky na MO
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Ptiloha 50 Vliv esencidlnich oleji tymianu, levandule a skofice na gramnegativni
mikroorganismy — mira citlivosti jednotlivych MO vii¢i EO

Priloha 51 Vliv esencialnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na BMK — prokazatelnost
inhibi¢nich u€inkl; znaménkovy test

Ptiloha 52 Vliv esencialniho oleje Salvéje na BMK — prokazatelnost inhibi¢nich ucinkd; T-test

Ptiloha 53 Vliv esenciélnich oleji tymidnu, skofice a kminu na BMK — porovnani ucinnosti
jednotlivych koncentraci EO

Ptiloha 54 Popisna statistika pro tymian, skofici, kmin — u€innost esencidlnich olejii tymianu,
skofice a kminu

Ptiloha 55 Vliv esencidlnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na BMK — zména u¢inku v
Case

Ptiloha 56 Vliv esencialnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na BMK - rozdil
V ucinnosti jednotlivych EO

Ptiloha 57 Vliv esencialnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na BMK — stanoveni dvojic
EO s odlisnymi uc¢inky na MO

Priloha 58 Vliv esencialnich oleji tymianu, skofice, Salvéje a kminu na BMK — mira citlivosti
jednotlivych MO vici EO

Ptiloha 59 Vliv esencialnich oleji tymianu, rozmarynu a meduniky na kvasinky — prokazatelnost
inhibi¢nich u€inkl; znaménkovy test

Ptiloha 60 Vliv esencialniho oleje tymianu na kvasinky — prokazatelnost inhibi¢nich uc¢inkt; T-
test

Priloha 61 Vliv esencialnich oleji rozmarynu a medunky na kvasinky — porovnani G¢innosti
jednotlivych koncentraci EO

Ptiloha 62 Vliv esencidlnich oleji tymianu, rozmarynu a medunky na kvasinky — zména ucinku
v Case

Priloha 63 Vliv esencialnich olejii tymianu, rozmarynu a meduniky na kvasinky — rozdil v
ucinnosti jednotlivych EO

Ptiloha 64 Vliv esencialnich olejii tymianu, rozmarynu a medunky na kvasinky — stanoveni
dvojic EO s odlisnymi u¢inky na MO

Ptiloha 65 Vliv esencialnich oleji tymianu, rozmarynu a meduiiky na kvasinky — mira citlivosti
jednotlivych MO vuci EO

Piiloha 66 Uginnost esencialniho oleje anyzu na mikroorganismy piitomné v syrovétce; prvni
experiment

Piiloha 67 Uéinnost esencialniho oleje anyzu na mikroorganismy ptitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 68 Utinnost esencialniho oleje anyzu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; teti
experiment

Ptiloha 69 Ucinnost esencialniho oleje skotice na MO pfitomné v syrovatce; prvni experiment
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Piiloha 70 Uéinnost esencialniho oleje skofice na mikroorganismy piitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 71 Uginnost esencialniho oleje skofice na mikroorganismy piitomné v syrovatce; tieti
experiment

Piiloha 72 Uginnost esencialniho oleje fenyklu na mikroorganismy p¥itomné v syrovatce; prvni
experiment

Piiloha 73 Uginnost esencidlniho oleje fenyklu na mikroorganismy pfitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 74 Uéinnost esencidlniho oleje fenyklu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; treti
experiment

Ptiloha 75 Ucinnost esencidlniho oleje levandule na mikroorganismy piitomné v syrovatce;
prvni experiment

Piiloha 76 Uginnost esencialniho oleje levandule na mikroorganismy piitomné v syrovatce;
druhy experiment

Piiloha 77 Uginnost esencialniho oleje levandule na mikroorganismy ptitomné v syrovatce; tieti
experiment

Piiloha 78 U¢innost esencidlniho oleje tymianu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; prvni
experiment

Piiloha 79 Uginnost esencialniho oleje tymianu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 80 Uginnost esencialniho oleje tymidnu na mikroorganismy p¥itomné v syrovatce; tieti
experiment

Piiloha 81 Uginnost vyluhu anyzu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; prvni experiment
Piiloha 82 U¢innost vyluhu anyzu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; druhy experiment
Piiloha 83 Uginnost vyluhu anyzu na mikroorganismy piitomné v syrovétce; tieti experiment
Piiloha 84 U¢innost vyluhu fenyklu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; prvni experiment

Piiloha 85 Ug¢innost vyluhu fenyklu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 86 Uginnost vyluhu fenyklu na mikroorganismy piitomné v syrovétce; tieti experiment

Piiloha 87 Utinnost vyluhu levandule na mikroorganismy piitomné v syrovatce; prvni
experiment

Piiloha 88 Uginnost vyluhu levandule na mikroorganismy piitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 89 Ug¢innost vyluhu levandule na mikroorganismy pfitomné v syrovatce; tfeti
experiment

Piiloha 90 U&innost vyluhu tymianu na mikroorganismy pfitomné v syrovatce; prvni
experiment
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Piiloha 91 Uginnost vyluhu tymidnu na mikroorganismy piitomné v syrovatce; druhy
experiment

Piiloha 92 Uéinnost vyluhu tymianu na mikroorganismy p¥itomné v syrovatce; tfeti experiment
Piiloha 93 Uginnost vyluhu skofice na mikroorganismy piitomné v syrovétce; prvni experiment
Piiloha 94 Uginnost vyluhu skofice na mikroorganismy piitomné v syrovétce; druhy experiment

Piiloha 95 Uéinnost vyluhu skofice na MO piitomné v syrovatce; tieti experiment
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