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ABSTRAKT

Diplomové prace je zamétfena na sledovani antimikrobnich ucinkd tymolu, karvakrolu,
skoficového aldehydu, eugenolu a linaloolu na bakterie s dekarboxylazovou aktivitou. Tyto
latky patfi k vyznamnym funkénim slozkam esencidlnich oleji. Pomoci mikrodilu¢ni
metody byly stanovovany minimalni inhibi¢ni koncentrace bakterii rodu Lactococcus,
Enterococcus, Proteus a Salmonella, za pouziti funkénich slozek esencidlnich oleji o
koncentraci 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 250 a 500 mg/l. Jako nejcitlivgjsi byly stanoveny
bakterie rodu Lactococcus, které vykazovaly vyrazné potlaceni rustu v prostiedi
antimiktobni latky, konkrétné skotficového aldehydu a tymolu jiz pii koncetraci 6,25 mg/I.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace se pro sledované grampozitivni bakterie pohybovala v
rozmezi koncentraci 250-500 mg/l. Gramnegativni bakterie rod Proteus a Salmonella byly
citlivé pouze na testovany skotficovy aldehyd a karvakrol v koncetracich nad 500 mg/l.

Testované funkéni slozky esencialnich olejii se osvédcily jako Gi€inné antimikrobni latky.

Klicova slova: esencialni oleje, dekarboxylazova aktivita, bakterie



ABSTRACT

The diploma thesis is focused on monitoring of the antimicrobial effects of thymol,
carvacrol, cinnamon aldehyde, eugenol and linalool on bacteria with decarboxylase
activity. These substances belong to the important functional components of essential oils.
The minimum inhibitory concentration of Lactococcus, Enterococcus, Proteus and
Salmonella were determined by the microdilution method, using the functional
components of the essential oils at a concentration of 6.25; 12.5; 25; 50; 100; 250 to 500
mg / 1. Bacteria of the genus Lactococcus were determined to be the most sensitive. They
showed a significant suppression of growth in the environment of an antimictobic
substance, namely cinnamon aldehyde and thymol, even at a concentration of 6.25 mg / L
The minimum inhibitory concentration for the monitored gram-positive bacteria ranged
from 250-500 mg / 1. Gram-negative bacteria of the genus Proteus and Salmonella were
sensitive only to the tested cinnamon aldehyde and carvacrol at concentration above 500
mg / 1. The tested functional components of essential oils have proven to be effective

antimicrobials.

Keywords: essential oils, decarboxylase activity, bacteria
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UvVOD

Esencidlni oleje zaromatickych rostlin, nebo jen samotné druhy rostlin se vyuzivaji
v potravinach, kosmetice, zemé&d¢€lstvi jiz od praddvna. Vyuzivaji se pirevazné v podobé
kofeni. Diky svym antioxida¢nim a antimikrobnim vlastnostem je vyuziti vazano i
v podob¢ konzervaénich latek. Esencialni oleje neobsahuji jen jednu latku, ale smés
slouCenin, zejména aldehydid, aminii, alkoholii, esteri, epoxidi a terpenti, které jsou
ochrannymi sloZkami rostlin pfed vnéjsi vlivy. K hlavnim aktivnim sloZkdm esencialnich
oleji prevazné patii tymol, karvakrol, eugenol, cinnamaldehyd (skoficovy aldehyd),

linalool a;.

Mikrobiélni bezpecnost potravin a bezpecnost pro spotrebitele je stale vice diskutovanym
tématem. [ pies dodrZzovani podminek v oblasti hygieny vyroby potravin, je bezpecnost
potravin stale dilezitou otdzkou v ramci vetfejného zdravi. Stale aktualnim a diskutovanym
tématem je kontaminace zpiisobujici alimentarni infekce ¢i vyskyt biogennich aminii.
S rostouci poptavkou po minimalné zpracovanych potravinach, nahrazeni pouzivanych
syntetickych konzervacnich latek latkami ptirodniho charakteru, jsou esencialni oleje stale
dalezitéjSivyvyjejici se variantou. OvSem k hlavnim omezenim v potravinach, je jejich
charakteristicka aroma doprovazejici smyslové zmény. K vyhoddm naopak natii jejich
vyznamné antibakterialni a antioxidacni Uc€inky, ptirodni charakter, mozné pouziti i pro
biopotraviny. Nejnovejsi vyvoj v pouzivani esencialnich oleji v potravinaiském pramyslu
je zapouzdreni, zaclenéni do aktivnich oballi nebo jejich kombinace s jinymi pifirodnimi

slouc¢eninami za ucelem posileni konzervac¢niho Gc¢inku a zajisténi bezpecnosti potravin.

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfirozenou slozkou vétSiny potravin.
Z nejvyznamnéjSich biogennich amintli, které mizeme v potravinach zaznamenat, jsou
histamin, tyramin, putrescin, kadaverin a agmatin. OvSem mnozstvi vyskytujici se
v potravinach zavisi na délce, zptsobu skladovani potraviny, Gpravé a vlastnim slozenim.
Pfijem vysokychhodnot biogennich aminti spojenych s konzumaci potravin na né
bohatych, mohou mit za nésledek negativni dopad na lidké zdravi. Z tohoto divodu je
kladen diraz na prevenci, kterda vede k omezeni nadmérné akumulace téchto latek

v potravinach
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA)jsou latky vznikajici dekarboxylaci volnych mastnych aminokyselin
pomoci mikrobidlnich dekarboxyldz specifickych pro dany substrat. Nachézeji se
v potravinach i v lidském organismu, jako bézné aktivni slozky prekurzorti pro syntézu
hormonti, proteind, alkaloidli, nukleotidd, které zaujimaji v organismu dulezité

fyziologické funkce. Histamin, putrescin, kadaverin, tryptofan, tyramin, spermin,

vvvvvv

[].

1.1 Charakteristika a vlastnosti biogennich amint

Biogenni aminyfadime mezi dusikaté slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti a
organickym charakterem bazi. Jsou dilezitymi slou¢eninami dusiku biologického vyznamu
v rostlinach, mikrobidlnich a Zivoc¢isnych buiikach. Jsou syntetizovany Zivymi organismy
pro jejich vlastni potfebu. BA mohou mit svou chemickou strukturu alifatickou (kadaverin,
putrescin, spermin a spermidin), aromatickou (tyramin, fenyletylamin) a heterocyklickou
(histamin, tryptamin) [2]. Do dalsi skupiny mizeme zatfadit polyaminy. Polyaminy se
vyznacuji tim, ze ve své molekule obsahuji vice nez jednu —NH; skupinu (agmatin,

kadaverin, spermin, spermidin a putrescin).

Primérni vyznam maji BA v potravinach a napojich kam ptechézeji prostiednictvim ptisad,
nebo vzniknou mikrobidlni dekarboxylaci. Pfi malych koncentracich a za normalnich

podminek nejsou BA v potravinach ¢i ndpojich pro jedince toxické [3].

V téle je mnozstvi regulovano pomoci detoxikacniho systému sloZzeného z monoamin
oxiddz, diamino oxidaz a histidin-methyl-transferaz. Monoaminoxidazy, té¢z flavoproteiny
katalyzuji skupinu s obsahem dusiku z biogennich fad a monoaminii za vzniku aldehydd,
peroxidu vodiku a amoniaku. Problém nastdva pii vysokém pii{jmu BA (nad 100mg/kg),
nebo pii absenci detoxikac¢niho systému. Vysoky obsah BA poté mlzezplsobit intoxikaci
s naslednymi symptomy, mezi nimi muZeme zaznamenat navaly, bolesti hlavy, buSeni
v potravinach jsou histamin, putrescin, tyramin, fenylethylamin a kadaverin. Je znamo, Ze
BA plsobi jako prekurzory potencionalné karcinogennich nitrosaminti. Ty se mohou

vytvaret pii reakci sekundarniho aminu s dusitanem [3, 4, 5].
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1.2 Vznik biogennich aminii a jejich u¢inky na lidsky organismus

Produkce biogennich aminli je spojovdna jak s grampozitivnimi, gramnegativnimi
bakteriemi, tak i s kvasinkami. Potencidlnimi producenty biogennich aminii je nékolik
druhit kvasinek — Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Pichia jadinii nebo

Geotrichum kandidum [4].

Ovsem pievaznd cast biogennich aminti vznika mikrobidlni dekarboxylaci aminokyselin za
ucasti enzymt, patiicich do tfidy lydz nebo oxidoreduktaz, tzv: dekarboxylédz. Pii
dekarboxylaci dochéazi k odstépovani aminoskupiny a oxidu uhli¢it¢ho z ptislusného
substratu (karboxylové skupiny) za zvySené teploty. Mezi dalsi reakce doprovazejici vznik
biogennich aminti miizeme zatfadit aminaci nebo transaminaci aldehydua a ketonii. BA jsou
velmi stabilni slouceniny, odolné vic¢i vysokym a dlouhodobym teplotdma po vytvofeni je

tedy obtizné jejich [6, 7].

Pro tvorbu BA za pomoci mikroorganismil je dilezitd dostupnost volnych aminokyselin,
pfitomnost mikroorganismu s dekarboxyldzovou aktivitou a vhodné podminky umoznujici

rust danych mikroorganismi [7].

1.2.1 Histamin

Patfi k nejvyznamnéjSim biogennim aminiim. Vznik histaminu je ovlivnén dekarboxylaci

aminoskupiny z histidinu, za pfitomnosti enzymu histidindekarboxylazy (Obrazek 1) [8].

Ve vyznamném mnozstvi se nachdzi u ryb z ¢eledi makrelovitych. K takovym rybam patii
sled¢, tunaci, makrely. Otrava histaminem muze nastat pfi konzumaci takovychto potravin,
pokud piijimané koncentrace pritomnych BA budou vyssi nez 500 ppm. Otrava se
vyznacuje dychacimi potizemi, svédénim, zvracenim, vyrdzkou, horeCkou a hypertenzi a
reakci alergenového typu. V malych mnozZstvich ovSem plsobi tento amin jako hormon,
neurotransmiter a nachazi se téméf ve vSech tkanich, kzi 1 krvinkach, kterymi je navic 1
nejvice produkovéan, takze samotny histamin pifi nizké koncentraci nemiize zpulsobit
toxicitu na nizké Urovni. OvSem pfitomnosti dalSich biogennich amind, pifevazné

putrescinu (kapitola 1.2.3) a kadaverinu (kapitola 1.2.4), zvySuje toxicitu histaminu [9, 10].
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Obrazek 1: Schema vzniku histaminu [8]

1.2.2 Tyramin

Tyramin a jeho u¢inky jsou znamé pod pojmem syrova reakce. Toxicita na tento amin byla
pozorovana jiz od pocatklti po konzumaci syrd s vysokym obsahem BA, fermentovanych
potravin a napoji. Uinky a toxicita tyraminu se vyznaduje migrénou, nevolnosti,
respiracnimi poruchami, zvySenou hladinou glukézy v krvi a zvySenym krevnim tlakem,
vdisledkuného mtize dojit k selhani srdce nebo krvaceni do mozku. Kromé téchto t€inkt
plsobi tyramin i1 na stfevni mikrobiom a umoZiiuje pfilnavost nckterych patogent na
sttevni sliznici. Na tvorb¢ tyraminu se dekarboxylaci tyrosinu (Obrazek 2) casto podile;ji

bakterie Lactobacillus a Enterococcus [11].

\O - CO, m
_—
HO NH, tyrosin— HO NH,

dekarboxylaza
tyrosin tyramin

Obrazek 2: Schéma vzniku tyraminu [12]

1.2.3 Putrescin

Putrescin patii k nejjednodussim polyamidim. V pfirozeném mnozstvi plsobi jako ristovy
faktorpodilejici se na déleni bun€k. Zdravymi zivymi buiikami je putrescin v malém
mnozstvi syntetizovan pusobenim ornitindekarboxyldzy (Obrazek 3). S nejveétsi
pravdépodobnosti ma specifickou funkci 1 na roli fyziologii kiize. Vznik putrescinu je
vazéan na prekurzor lysin a ornitin. Tento biogenni amin je pii vysokych koncentracich
povazovan spolu s kadaverinem (kapitola 1.2.4) za indikator rozkladu aminokyselin
v zivych 1 mrtvych organismech. Pfitomnost putrescinu spolu s kadaverinem ma do zna¢né

miry za nasledek zapach hnilobnych rozkladi [13].
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NH,
HoN ) -CO
2 4 2y HZN\/\/\NH2

ornitindekarboxylaza
OH

ornitin putrescin
Obrazek 3: Schéma vzniku putrescinuf14]

1.2.4 Kadaverin

Kadaverin je pfirodni polyamid podilejici se na regulaci rostlinnych procest, jako je rist a
vyvoj rostlin, bunécna signalizace, ochrana proti hmyzu. Kadaverin hraje také dulezitou
roli v pteZiti bunék pii kyselém pH a chrani buniky s nedostatkem anorganického fosfatu
pfi anaerobnich podminkach. Vznik kadaverinu je vazan na prekurzor aminokyseliny lysin
biogenniho aminu mlzeme zafadit gramnegativni bakterie, predevSim celed
Enterobacteriaceae. Sam o sob¢ kadaverin nevykazuje vysokou toxicitu, ovSem v jeho

pritomnosti se zvySujitoxickéucinky jinych biogennich amint [15].

OH
NP2 - NN
o” 2 -COp  yp ",
NH 2 lysindekarboxylaza

lysin kadaverin
Obrazek 4: Schéma vzniku kadaverinu [16]

1.2.5 Tryptamin

Tryptamin patii mezi piirodni alkaloidy pfirozené¢ se vyskytujici v houbach. Vznika
dekarboxylaci tryptofanu (Obrazek 5) za pfitomnosti pyridoxalfosfatu a je naslednym
pfedchidcem neurotransmiteru, serotoninu, ktery pusobi na centrdlni nervovy systém a
GIT. Tryptamin miZeme najit v ovoci, zelenin€, masu, syrech, ndpojich alkoholickych 1

nealkoholickych, ¢okoladé a v n€kterych fermentovanych vyrobceich [17, 18].
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OH
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N NH, tryptofandekarboxylaza N
H H
tryptofan tryptamin

Obrazek 5: Schéma vzniku tryptaminu [19]

1.3 Faktory ovliviiujici dekarboxylazovou aktivitu

Bakterie, kvasinky a houby jsou nejCastéjSimi ptivodci mikrobidlni kontaminace
potravinatskych vyrobki. Velka vétsina téchto mikroorganismti ma za nasledek nezadouci
reakce zhorSujici chut, viini, barvu a texturni vlastnosti. Rlst mikroorganismi
v potravinach je ovlivnén tfadou vnitinich faktord, jako je pH, aktivita vody a pfitomnost
kysliku, tak 1 fadou faktorti vnéjSich, které jsou spojené s podminkami skladovani, véetné

teploty, ¢asu a relativni vlhkosti [20].

V potravinach za urcitych podminek dochazi ke vzniku biogennich amint. Aby

doslok produkci BA v potravinach, jsou nezbytné nésledujici podminky:
Hlavni faktory ovliviiyjici vznik BA mzeme rozdélit do 3. skupin [20]:
e suroviny — slozeni, pH iontova sila aj.
e pfitomnost dekarboxylaza aktivnich mikroorganismi
e podminky skladovani a zpracovani — Cerstva, fermentovana, chlazena aj.

Tyto faktory plsobi kombinované a vyznamné ovliviiuji rychlost akumulace BA.
Diulezitym krokem je vybér vhodné, kvalitni vstupni suroviny k omezeni pfitomnosti BA
v kone¢ném produktu. Pfitomnost zkvasitelnych cukrti v rozmezi (0,5 — 2 %) podporuje
intenzitu ristu mikroorganismil a tim i jejich dekarboxyldzovou aktivitu. Pfi hodnotach
vétsich jak 3 % dochazi k inaktivaci mikroorganismi a jejich dekarboxylazové aktivity.
Podobné tomu je i se zvySujici se koncentraci soli. Zejména u gramnegativnich bakterii.
Dal8im dulezitym faktorem je pH prostfedi. V kyselejSim prostiedi pii hodnotach pH 4,5 je
dekarboxyldazova aktivita u vétSiny mikroorganismii nejvyssi. Bakterie v tomto prostfedi
produkuji enzymy jako disledek obranného mechanismu proti okyseleni. Podminky
skladovani findlnich produktdi jsou kritickymi pifi tvorbé BA. Pfi nizkych mrazicich

teplotdch dochézi k inhibici mikroorganismli i biogennich aminti. Pokud jsou teploty



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

skladovani vyssi nez 5 °C, dochazi k postupné produkci BA. Kyslik pii skladovani mtze
vyrazné ovlivnit produkci BA. Pokud se koncentrace kysliku snizi, aplikaciochranné
atmosféry nebo vakuového baleni, zabrani se rast nékterych mikroorganismi, které mohou

mit vliv na produkci BA [21, 22].

Kombinace téchto faktord, spolu s aromatickymi ptisadami, zvySuje piekazkovy systém
v potravinach a zvelké ¢asti snizuje mnozstvi mikroorganismii v dané¢ potraving.
Antibakterialni aktivita eugenolu, ktery se pfirozen¢ nachéazi v hiebicku, by pfi aplikaci na
ryby, mohla mit pozitivni dopad na zabranéni tvorby BA produkovan¢ho bakterii
Enterobacter aerogenes. Obecné se antimikrobni ucinek esencidlnich oleji zvySuje se
hydrofobnost esencialnich oleji zvysSuje, coz umoznuje v lipidech snadnéj$i rozpousténi
bunééné membrany danych mikroorganismi. U oregana a tymianu se u¢innost zvysSuje,

zvySenim procenta cukrii na hodnotu 2,3 % [23].

1.4 Vyskyt biogennich amint v potravinach

Tvorba biogennich aminli v potravinach a jejich zvySujici se obsah je uzce spjat
s mikrobidlni aktivitou a jejich mnozstvi lze pouzit jako mozny ukazatel kazeni nebo
cerstvosti. V nizkych koncentracich se BA pfirozené vyskytuji v Cerstvych potravinach,
ovSem vysoké koncentrace BA obsazenych v potravinach mzou ménit chut’ vyrobku a
mohou naznacovat problémy s bezpecnosti potravin. NejcastéjSimi zastupci vyskytujicich
se v potravinach jsou tyramin a histamin, které¢ se navic povazuji za nejvice nebezpecné.
Pti Cast¢ konzumaci potravin s vysokym obsahem téchto aminti miize dochazet k
poskozeni nervového, kardiovaskularniho systému ¢&lovéka [24]. Casty vyskyt je
predevsim v potravinach ziskanych ze surovin s vysokym obsahem bilkovin (viz Tabulka
1). Mezi takové potraviny muizeme zafadit ryby, rybi vyrobky, fermentované potraviny,
jako jsou syry, saldmy, suché klobasy a mlé¢né vyrobky. Z rostlinnych produktt je diraz
kladen na vino, pivo, ovoce, zeleninu a ofechy [25].

Ptestoze pritomnost BA v potravinach je castym tématem a piedstavuji pro lidské zdravi
hrozby, jsou stanoveny maximalni zakonné limity pouze pro nékteré. Legislativni limit pro
histamin, ktery je dle Evropského tfadu pro bezpecnost potravin (The European Food
Safety Authority, EFSA) povazovany za jeden znejvice nebezpeCnych je stanoven
maximalni limit u ryb z ¢eledi makrelovitych 200 mg/kg a rybich produktii 400 mg/kg. Pro

tyramin jsou navrzené pouze doporucené limity [26].
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1.4.1 Biogenni aminy v rostlinnych napojich

BA jsou pfirozené pritomny ve vSech druzich vin a jejich koncentrace se pohybuje od
n¢kolika miligramt na litr aZ po 50 mg na litr. Variabilitu obsahu BA 1ze posoudit riznymi
faktory, jako je obsah dusiku v hroznech, kvalita surovin, obsah aminokyselin v po¢ate¢ni
a konec¢né fazi alkoholového kvaSeni, doba kontaktu vina s kvasinkami nebo vinifika¢ni
proces. Z mikroorganismii se na produkci biogennich amint podileji Pediococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc a Oneococcus, ktery vyznamné prispiva k celkovému mnozstvi
BA [27, 28]. V pivu mnozstvi biogennich amini zavisi na kvalit€¢ vstupnich surovin,
technologickém postupu, mikrobidlni kontaminaci b&hem kvaSeni a podminkach
skladovani. Vysoké koncentrace agmatinu, putrescinu, sperminu a spermidinu jsou
pfitomné ve sladu, spolu s malym mnoZstvim histaminu, tryptaminu a kadaverinu. BEhem
fermentace dochazi k dalsi produkci BA a to ptfevazné z disledku kontaminace mladiny
bakteriemi mlééného kvaseni, pfedevSim bakteriemi Pediococcus spp. a Lactobacillus
brevis [29].

V nealkoholickych népojich je obsah biogenni aminid nad wuritymi hodnotami
jednoznaénym ukazatelem kvality potravin, Cerstvosti a bezpecnosti dan¢ho produktu.
Mikroorganismy se tedy v napojich mohou vyskytovat kviili nedostatecnym hygienickym
podminkam jako kontaminanty. OvSem existuji vyjimky. V nédpojich se ptfitomnost BA
nemusi nutné ptipisovat nezadouci aktivit¢ mikroorganismu. BA vznikaji v napojich také
pomoci proteolytickych enzymt konkrétni, ptirozené pfitomné mikrobialni flofe pouzitych
surovin nebo pomoci startovacich kultur. K nejcastéjSim BA pfirozené se vyskytujicich
v napojich patifi endogenni polyaminy. U nealkoholickych napoji z ovoce/zeleniny jsou
pritomné napi: spermiové a spermidinové polyaminy, které jsou soucasti rostlin spolu

s prekursorem putrescinu [30].

1.4.2 Biogenni aminyZivociSnych produktech

Vznik biogennich aminl v rybach je druhové specificky. VyS$8i mnozstvi 1ze ocekavat u
ryb bohatych na histidin, ryby s tmavou svalovinou. U téchto ryb se jako indikator kvality/
kaZeni vyuziva mnoZstvi BA histaminu. MnozZstvi je stanoveno Nafizenim komise (EU) ¢.
1019/2013 ze dne 23. fijna 2013, kterym se méni piiloha I natizeni (ES) ¢. 2073/2005
[31], pokud jde o histamin v produktech rybolovu. U ryb se svétlou svalovinou, m&kkysu a

fermentovanych vyrobki z moiskych plodi se jako indikator kvality/kazeni vyuziva
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prevazné mnozstvi putrescinu a kadaverinu. Ryby, ve kterych se nachazi nejvice BA, patii
prevazné do &eledi makrelovitych dalsichdruhd dale sardinky, sardely, sledé aj. Cerstvé

ryby obsahuji méné€ nez 0,1 mg/kg histaminu, coz je zanedbatelné¢ mnozstvi [32, 33].

Koncentrace biogennich amin zavisi pfevazné na mikrobidlnim rustu, okyseleni a
proteolyze. V navaznosti jsou i kone¢né podminky béhem zpracovani, hodnota pH, aktivita
vody nebo teplota, které mohou podpofit rust bakterii a aktivitu mikrobidlnich
dekarboxylaz. K nej€astéjSim biogennim aminim, které se v mase a masnych vyrobcich
nachazeji, miiZzeme zatfadit kadaverin, putrescin, tyramin 1 histamin. V zavislosti na daném
vyrobku je koncentrace téchto aminti riznoroda. Napiiklad maso ma kvantitativné nizsi
koncentraci histaminu, nez je tomu u ryb. Z koncentrace biogennich aminli Ize poznat,
v jaké fazi se maso nachazi. Koncentrace BA sperminu a spermidinu se béhem skladovani
snizuje, zatimco tyramin, kadaverin, putrescin se s délkou skladovani a mikrobialnich

.....

[34].

Syry spolu s dal§imi mléénymi vyrobky patii k dilezitym potravindm v rdmci vyZzivy.
Bohuzel i tyto potraviny podléhaji vysoké akumulaci biogennich aminii. Pievazné syry
v sobé¢ mohou BA kumulovat nad koncentrace vyssi nez 1000 mg/kg. Z tohoto diivodu je
dalezité snizovani téchto latek v syrech a mlécnych vyrobcich [35]. K hlavnim bakteriim
produkujici BA v syrech patii zejména grampozitivni bakterie mlé¢ného kvaSeni podilejici
se na produkci histaminu a tyraminu. N¢které kmeny bakterii rodu Eterococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc a Streptococcus jsou popsany jako producenti biogennich
amind. Ve vyrobcich se tyto bakterie nachazeji z n€kolika riznych pricin. Mohou byt
pritomny v ptvodni surovin€, nebo se mohou do vyrobku dostat jakokontaminanty pted
zpracovanim nebo béhem zpracovani. Vybrané kmeny mohou tvofit soucést startérovych
¢i dopliikovych kultur pro vyrobu pozadovaného vyrobku. Z kontaminujici mikroflory lze
produkci biogennich amintl, pfevazné putrescinu a kadaverinu pfipisovat gramnegativnim
bakteriim, zejména cCeledi Enterobacteriaceae. Dilezitym krokem ke snizeni moznych
biogennich amint je 1 vybér kvalitni vstupni suroviny. Vstupni surovina obsahujici velké
mnozstvi enterokokit mize vést k nadmérné produkci tyraminu v syru. DalSim dilezitym
faktorem v produkci BA je proteolyza probihajici béhem zrani syrt. Pfi ni dochézi
k uvoliovani aminokyselin a tim vznika dal$i substrat pro vznik BA. K nejucinngj$im
kroklim v moZném sniZeni biogennich amint lze zafadit fizeni teploty skladovani, pfidani

NaCl do vstupni suroviny [35, 36].
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Tabulka 1: Dekarboxylaza pozitivni MO v potravindach v [37]

Potravina/ napoj

Biogenni amin

Mikroorganismy

histamin, tyramin,

Morganella morganii, Klebsiella

pneumonia, Proteus mirabilis,

Ryby Enterobacter cloacae, Serratia fonticola,
kadaverin, spermidin ) .. ..
p Citobacter freundii, Clostridium sp.,
Pseudomonas fluorescens
histamin, Lactobacillus buchneri, Enterococcus
Syry tyramin, tryptamin, faecalis, E. faecium, E. durans,
putrescin Lactobacillus brevis, L. curvatus
] ] Enterococcus, Lactobacillus curvatus, L.
histamin,
Maso . . brevis, L. sakei, Staphylococcus
tyramin, tryptamin,
) ) epidermidis
putrescin, kadaverin
Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii,
Vi kadaverin. histamin L. brevis, L. hilgardii, L. plantarum, L.
ino ’ ’
tyramin, putrescin zeae, Pediococcus parvulus, Leuconostoc
mesenteroides, Enterococcus faecium,
Pivo

histamin, tyramin

Lactobacillus plantarum, L. brevis,
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2 ESENCIALNI OLEJE

Esencidlni oleje (EO) jsou zndmé svymi antibakteridlnimi, antivirovymi, antimykotickymi,
antioxida¢nimi a insekticidnimi vlastnostmi jiz dlouhou dobu. Diky témto vlastnostem jsou
vyuzivany jak v medicing, tak i v potravinaiském prumyslu, kde vykazuji slibné ucinky

proti patogenim vyskytujicich se v potravinach [38].

2.1 Charakteristika a vlastnosti esencialnich oleji

Esencialni oleje patfi k t€kavym aromatickym kapalinam, ziskavanych z rostlinného
materidlu. SloZky oleji vykazuji rozmanitou skupinu organickych slou€enin s velkymi
rozdily ve své antimikrobidlni aktivit€¢ a nizkou molekulovou hmotnosti. Dobie se
rozpoustéji v alkoholu, etheru, ve vodé rozpustné nejsou. V rostlinach se nachazeji v
bunkach listi nebo stoncich. Obvykle se ale tyto latky koncentruji jen v jedné, konkrétni
¢asti, jako kura, listy, kvét nebo plod — ovoce. Z rostlin se ziskavaji destilaci vodni parou

nebo mechanickymi procesy [38, 39].

Zpusob ziskavani a druh materialti pouzitého pro vyrobu esencialniho oleje mtize ovlivnit
vysledné slozeni daného oleje a jeho mnozstvi. Tyto parametry jsou rozhodujici
v naslednych biologickych a charakteristickych vlastnostech. Esencialni oleje mohou tvofit
az 100 riznych sekundéarnich metabolit, zafazujicich se do nékolika chemickych tfid. Dle
struktury je mozné je rozdélit do 4 skupin: terpenoidy, fenylpropeny, terpeny a ,,ostatni‘.
Skoticovy aldehyd, citral, karvakrol, tymol nebo eugenol patii k EO obsahujici ve své
molekule jako hlavni slozku fenoly nebo aldehydy. Tyto EO vykazuji nejlepsi
antibakterialni Gc¢innost. Esencialni oleje obsahujici ve své molekule terpenové alkoholy
maji antibakteridlni u¢inek nizsi, ale ne zanedbatelny. U¢inky se dale snizuji se skupinou
ketonu nebo esteru. K takovym patii naptiklad f—myrcen, o—thujon nebo geranylacetat.

Oleje obsahujici terpenové uhlovodiky, byvaji obvykle neaktivni [38,40].

Vyznamnym znakem je, Ze v nékterych pfipadech ma hlavni molekula lepsi aktivitu nez
esencialni olej. Tento znak je mozné pozorovat u karvakrolu, eugenolu ziskané¢ho z oleje
hebicku, nebo terpin—4—olu nachéazejiciho se v oleji cajovniku vykazuji vyssi Gi¢innost nez
konkrétni olej. Téchto ucinkid dosahuji esenciadlni oleje diky riznym terpenoidnim
slozkam, které mezi sebou interaguji za uUCelem sniZzeni nebo naopak zvySeni
antimikrobidlnich ¢innosti. Celkové mizeme interakce mezi sebou vést ke Ctyfem typim

ucinku: aditivni, antagonisticky, indiferentni a synergicky [41].
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e Aditivni ucinek nastava v piipadé, kdy soucet jednotlivych efektli je roven

kombinovanému uéinku.

e Antagonisticky ucinek vznika v ptipad¢, kdy ucinek jedné nebo vice sloucenin je

mensi, nez by tomu bylo pfi aplikaci kazdé latky zvIast.
e U indiference dochazi k absenci interakce.

e Synergicky tc¢inek nastava v ptipade€, kdy soucet jednotlivych Gc¢inkll je mensi nez

ucinek kombinovany.

Tymol a karvakrol vykazuji silné antioxida¢ni uCinky. Antioxidanty se vyznacuji
schopnosti vychytavat volné radikaly. Tvorba volnych radikali je zptisobena oxida¢nim
stresem vedouci napi: k bunééné nerovnovaze. Antioxidaéni U¢inky vykazuji fenolické
slozky, terpenoidy a flavonoidy. Pofadi ucinnosti antioxida¢ni kapacity mezi riznymi
esencialnimi oleji z kofeni, miiZzeme sefadit v pofadi: hiebi¢ek > tymidn > skofice >
bazalka > oregéno. Diky svym antioxidacnim vlastnostem muze byt béhem zpracovani

potravin tohle kotfeni vyuzito 1 k fizené oxidaci lipida [42].

Eugenol je pfiblizné z 85 % hlavni slozkou hiebickového oleje. Patii k dilezitym
bioaktivnim fytochemikaliim s riznymi farmakologickymi ucinky. Eugenol se vyuziva
v potravinafstvi, farmacii a kosmetice. Pfi konzervaci potravin byva vyuzivan kvili své
Sirokospektralni antibakteridlni aktivité. OvSem pouziti samotného eugenolu se vyznamné
omezuje z divodu vysoké tékavosti a citlivosti na pritomnost svétla, kysliku a tepla.
Metodou pro kontrolu téchto problémil je napi: vyuziti antibakteridlniho filmu pti baleni,

kdy dochazi k zaClenéni eugenolu do polymerni matrice [43].

Linalool patfi khlavni sloZzce nékolika aromatickych esencidlnich  oleja.
K nejvyznamnéj$im patifi olej z oregana, levandule, bazalky a koriandru. Evropskym
ufadem pro bezpecnost potravin (European Food Safety Autority — EFSA) byl uznén jako
aromaticka latka, kterd mize byt vyuzivand v potravinach. Vyhodou je stabilita pfi vyssich
teplotach. Potencidl se jevi v zaclenéni linaloolu do polymerl s naslednym vyuZitim jako

antimikrobni latka v obalovém materialu [38, 44].

Skofice patii k celosvétové pouzivanému kofeni. Ziskdva se zkiry stromid rodu
Cinnamomum a obsahuje z hlavnich sloZzek kyselinu skoficovou a cinnamaldehyd neboli
skoficovy aldehyd, ktery je pfevazné hlavni slozkou skoficového oleje. Spolu se

skoficovym aldehydem se v oleji nachazeji i1 latky eugenol, linalool a 1,8—cineol.
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Skoficovy aldehyd se vyznacuje fungicidnimi a antibakteridlnimi Gc¢inky. Inhibuje tedy

rist grampozitivnich, gramnegativnich bakterii i hub [45, 46].

2.2 Vyuziti esencialnich oleju v potravinarstvi

S rostoucim z&jmem o potravindiské piirodni latky a obavy spotiebitelti z chemickych
konzervacnich latek, vedlo ktomu, Ze esencidlni oleje v potravinaiském primyslu
nachazeji ¢im dal vétsi uplatnéni. V této souvislosti se uplatiiuji ve formé aromatickych ¢i

biokonzervacnich latek, k prodlouzeni trvanlivosti potravin [23].

Diky svym funkénim vlastnostem snizuji ¢i odstraiuji patogenni bakterie a dile omezuji
oxidaci lipidi. Tim zvysuji kvalitu potravinafskych vyrobkl. Pouziti esencidlnich oleju
v potravinafstvi, je ovSem limitovano mnozstvim a formou. Vysokd tékavost, nizka
rozpustnost ve vode, citlivost na kyslik, svétlo, teplo a interakce Cistych esencialnich oleji
s matrici potravin, ztézuje vyuziti téchto latek v jejich Cisté formé. I presto, Ze jsou
celosvétové uznavané jako bezpecné (Generally Recognized as Safe, GRAS), z divodu
svych ptichuti a pachi mohou vést k piekroceni pfijatelné organoleptické urovné, ktera by
meéla dopadna zménu piirozené chuti potravin. Z tohoto divodu je v poslednich letech
poptavka o znalostech jejich minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). Znalost MIC nédm
umoziuje stanovit rovnovahu mezi mnoZzstvim pouzitého oleje v potraviné a smyslovou
piijatelnosti [47].

Antimikrobialni u¢inek esencidlnich oleji zavisi na bakteridlni zatézi. V potravinatrskych
oleje mohou byt vyuzity spolecné s dalsimi konzerva¢nimi postupy, jako prostiedek ke
zvySeni prekdzky ve vyrobcich. Nejslibnéji se jevi kombinace esencialnich oleji
s vysokym tlakem, chemickymi konzervanty nebo tepelnym oSetfenim. Studie
v poslednich letech ukazaly, Ze rostlinné extrakty, konkrétnéji tymianovy olej a hiebicek,
maji pfiznivé dopady na redukci patogenu Listeria monocytogenes. Jednd se o dilezity
potravinaisky patogen, ktery je v pfirod¢ vSudypfitomny. Nachazi se ve vodé, pidé a je
hlavnim moZnym problémem pii kiizové kontaminaci v masném primyslu. V potravinach
je tento patogen schopny rist v Sirokém rozmezi teplot, pH, aktivit¢ vody nizsi nez 0,93 a
v pfitomnosti soli. Nejvyznamnéjsi odlisSnost od jinych potravinarskych patogend, jako
Salmonella spp. a Escherichia coli O157:H7 je ve vysoké imrtnosti a velmi nizké infekéni

davce [48].
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Senzoricky prah pfijatelnosti je relativné vysoky u kofenitych jidel. Z tohoto divodu je
nejsnadnéjsi metodou zaclenéni EO do potravin spolu s bylinkami nebo kofenim.
V této kombinaci miize dojit k synergismu a pozadovany biologicky ucinek vyvolany
koncentraci, nezplisobi nezddouci zmény v pfichuti. Z pramyslovych aplikaci se
s nejvetsim potencionalem jevi pouzivani majorankového oleje pro zvySeni trvanlivosti
potravin. Ten v dané publikaci pro pridavek majoranky do cerstvych klobas vykazoval
bakteriostaticky ucinek pii koncentracich niZSich nez nejvyssi MIC. Inhibi¢ni u¢inek byl
s nejvyssi pravdépodobnosti zplisoben slouceninou terpin—4—ol. Bakteriocidniho ucinku
bylo dosazeno pii koncentracich vysSich nez dana MIC a potravina byla doprovazena
zménami chuti. VyvaZeného vyrobku s vyhovujicimi antimikrobnimi 1 chutovymi

vlastnostmi by bylo mozné dosdhnout sniZenim koncentrace kofeni béhem formovani [49].

Esencialni oleje jako ptidatné latky se osvédCily diky svym antioxida¢nim vlastnostem pii
aplikaci na maso a masné vyrobky s vy$§im obsahem lipidi. Pozoruhodny Gcinek vykazuji
oleje z bazalky, ¢erného pepte, hiebicku, majoranky, oregana, Salvéje, tymidnu a zazvoru.
Antioxidacni kapacita je pfipisovana eugenolu, karvakrolu a tymolu, coz jsou fenolické

slozky danych oleji [50].

Z antimikrobnich vlastnosti pro prodlouzeni doby skladovani driibeziho masa, se jevi jako
vhodna metoda marinovani masa s obsahem ucinnych latek tymolu a karvakrolu
v marinad¢. Z predchozich studii se pro zvyseni u¢inki marinad pro aplikaci na maso a
rybi vyrobky vyuzivaly EO skofice, oregana a tymianu. Kombinaci piijatelného mnozstvi
(0,2-0,6 %) EO spolu dalSimi konzerva¢nimi metodami, jako je baleni s modifikovanou
atmosférou nebo vakuové baleni pii nizkych teplotach lze zpomalit rGst bakterii a
prodlouzit dobu skladovani marinovanych vyrobki. U EO skofice se zaznamenala

schopnost inhibice plisni na mase a rybach [51, 52].

V poslednich letech bylo zjiSténo, Ze by dosavadni konzervacni latky jako benzoat sodny
mohl byt nahrazen tymolem a karvakrolem, ptfevazn¢ v so6jovych omackach. Vysoka
koncentrace NaCl, nizké pH a dalsi slozky nachazejicich se v s6jovych oméackach plsobi
synergicky stymolem a karvakrolem. Synergicky ucinek ma za nasledek zvySeni
antibakterialni aktivity a také zvySeni prodlouZeni trvanlivosti. Mozna pfichut EO nebo
aktivnich slozek tymolu a karvakrolu by vtomto pfipadé mohla byt s nejvétsi

pravdépodobnosti maskovana pfirozenou chuti s6jové omacky [53].

Kofeni svymi vlastnostmi ovliviiuje i produkci BA v potravinach. Tvorba téchto amint

mize byt znacn€ zpomalena pii aplikaci karvakrolu do potravin, v zavislosti na
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koncentraci a pfedpoklddaného druhu bakterie. Karvakrol pisobi pfevazné na bakterie
prendsené potravinami, vcetné E. coli, E. faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes a rod Salmonella. Pti
pouziti tymidnové rostliny Zataria multiflora, pattici do ¢eledi Lamiaceae, obsahujici jako
hlavni slozkou karvakrol a tymol, pfimo do tvarohu pro vyrobu syru Gouda, muze dojit
k vyznamnému snizeni obsahu BA tyraminu a histaminu v kone¢ném produktu. Tato
rostlina se vyuziva i pti vyrobé aromatickych jogurtli a diky vybornym antioxida¢nim a
antibakteridlnim vlastnostem je vhodna jako bylina pro kulindrni Gipravu v potravinaiském

prumyslu [54, 55].

Ochucené méekké syry na bazi smetanového syra s obsahem oreganového a rozmarynového
esencidlniho oleje vykazuji lepsi antioxidacni vlastnosti a fermentacni stabilitu. Pfidanim
téchto olejti se prodluzuje trvanlivost vyrobku. Mnozstvi 0,2 g EO na 100 g syra mlze mit

vliv na piijatelnost produktu pro spotiebitele [56].

Z dalsich vyznamnych moZnosti je aplikace kminu, bud v praskové formé, nebo jako
¢tericky olej. Pro svou specifickou, silnou charakteristickou chut se vyuziva
v potravinafstvipo celém svété, pro ochuceni potravin, napoju a likéra. Kofeni kmini a
jeho éterické oleje jsou pouzivany jako konzervacni latky. Svymi antioxida¢nimi a
antimikrobnimi vlastnostmi pfispivaji ke zlepseni, prodlouzeni trvanlivosti potravin a jsou
zabezpeCuje minimalizaci oxida¢niho Zluknuti potravin v disledku pfitomnosti
vyznamnych antioxidacnich latek, k nimz patfimonoterpenové alkoholy, linalool,
karvakrol, flavonoidy a dalSich polyfenolické slouceniny. Bylo prokazano, ze EO z kminu
snizuje poskliziiovy rozpad jahod a ma 100% uc€inek na inhibici plistiového napadeni
skladovaného hrachu. Inhibice Aspergillus flavus a Aspergillus niger vykazuje vyhody

aplikace kminového oleje jako konzervacniho prostredku [57].

Esencialni oleje z rtiznych druhli kofeni na bédzi ovoce, jsou klicovymi slozkami
koncentrat pro vyrobu nealkoholickych napojl. Pro vyrobu se vyuzivaji EO piedev§im z
téchto aromatickych rostlin: rudodiev koka (Erythroxylum coca); skoticovnik
(Cinnamomum); muskatovnik pravy (Myristica fragrans); koriandr sety (Coriandrum
sativum); neroli — pomeranovnik hotky (Citrus aurantium), citron — citrus liminovy
(Citrus limon); sladkéd limeta — citrusova limeta (Citrus limetta); pomerancovnik ¢insky
(Citrus sinensis); a vanilka —vanilovnik plocholisty (Vanilla planifolia). Citrusovy olej je

souhrnny nazev pro oleje citronové, limetkové, pomeran¢ové a neroli. V pramyslu jsou EO
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zaclenény do koncentratl, které se ptivadéji béhem vyroby. Koncentrat Cola obsahuje EO
z listt koky, skofice, muskatového ofisku, semen koriandru, neroli, citronové kury,
limetové kiiry, pomerancové kiiry a vanilky. Koncentraty citronovo — limetové obsaji EO z
citrusovych plodi. V pfipad¢ citronovo — limetkové sody vcetné neroli. Pomerancova
limonada obsahuje jako hlavni slozku pomerancovy olej. Ten mize byt ve smési spolu se

slozkami citronovych a limetovych oleji nebo bez nich [58].

Pro vyuziti kofeni, EO nebo jejich funkénich sloZzek, nikoli jako pfisad do samotnych
produktd, se jevi jedna z moznosti vyuziti v aktivnich obalech. Aktivni obaly vznikly
scilem pro uspokojeni pozadavkl spotiebiteli na minimaln¢ zpracované potraviny,
prisnéjsi pozadavky na bezpecnost potravin a zdravi spotiebitelti. Podstatou jezabudovani
esencidlniho oleje v jedlych polymerech ¢i biologicky rozlozitelnych saécich, povlacich.
Ty zajist'uji pozvolné uvoliovani zaobalenych EO napovrch potraviny, nebo do volné ¢asti
obalii. Vyhodou takovéhoto pouziti je udrzeni uc¢inné latky v prostoru dlouhou dobu.
Biologicky rozlozitelnd obalova folie na bazi biopolymeru fukcionalizované o esencialni
oleje jsou vhodnou ekologickou, udrzitelnou a nakladové efektivni alternativou k tradi¢nim
plastovym obalovym materialim [59]. Pro mnoho aplikaci se jevi jeden z dulezitych a
nejpouzivanéjSich oleji pravé skoficovy esencialni olej, olej z hiebicku a tymianu.
Zapouzdieni EO v materidlnu zlepSuje GCinnost v daném systému pro baleni potravin.
Zivotaschopnou moznosti pro enkapsulaci napi: skoficového oleje jsou nanoéastice,
chitosanové mikrokapsle nebo cyklodextriny. Po zapouzdieni EO nebo jinych tékavych
latek zlepSuji jejich rozpustnost ve vodé€. Dalsi vyhodou je, ze nejsou toxické a nékteré jsou

schvalené jako nové potraviny Ci potravinarské ptidatné latky [60, 61].

Pro minimalizaci moZnych organoleptickych vlastnosti jsou vyvijeny dale nové
technologie. Novou, platnou a G¢innou strategii k ptekonani vSech piekazek vykazuji
nanokapsle s EO na bazi polymeru. Tyto nanosystémy jsou potencionalnimi moznostmi
pro potravindisky primysl. Pii prevenci Sifeni nemoci pfenaSené potravinami by mohli
predstavovat alternativu k chemickym konzerva¢nim metoddm. Tato technika by méla
snizit tékavost, interakci se slozkami potravin a zlepsit biologickou dostupnost EO.
Nanokapsle piisobi jako rezervodr s fizenym systémem uvoliiovani do bakteridlni bunky

[62].
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Tabulka 2: Prehled EO a jejich slozek v obalovych systéemech [63]

Antimikrobni latka | Obalovy material a proces Druh potraviny
zaclenéni do kopolymeru syr
piimé zaclenéni a rozpusténi ve filmech balené pecené kute
zaclenéni mikrenkapsulovanych G€innych
karvakrol o . chlazené Cerstvé
latek v biaxitalné orientovanych
g ryby a maso
polyesterovych foliich
pfimé zaclenéni rozpusténim v chitosanu maso
skoficovy aldehyd | pfimé zaclenéni rozpusténim ve filmech na _ ]
o . olivovy olej
bazi sdjoveého proteinu
skotice zaclenéni do polypropylenu pekatské produkty
_ _ zaclenéni do povlaku aktivniho papiru na '
ktra, listy skofice cherry rajcata

bazi parafinu

skoticovy EO povlak papirového obalu jahody, broskve
piimé zaClenéni rozpusténim v rybi Zelatiné¢ | ryby
hiebickovy olej zaclenéni do povlaku aktivniho papiru na .
‘ cherry rajcata
bazi parafinu
piimé zaClenéni rozpusténim v jedlych Cerstvé mleté
filmech ze s6jovych bilkovin hovézi placky
oregano
zaclenéni do povlaku z aktivniho papiru na ‘
' cherry rajcata
bazi parafinu
linalool zaclenéni do kopolymeru tvrdy syr, cedar
zaclenéni mikroenkapsulovanych ¢inidel ve | chlazené Cerstvé
foliich ryby a maso
tymol piimé zaclenéni rozpusténim ve filmech na

bazi s6jového proteinu

olivovy olej
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2.3 Antimikrobni u¢inky esencidlnich oleji

K nejkvalitnéjsim a nejucinnéjsim druhtim esencialnich oleji s antimikrobnimi vlastnostmi
se fadi tymian, oregano, Cajovnik, skofice, citronova trava, hiebicek a olej z rizového
dreva. Tyto oleje jsou aktivni pfi koncentracich <1 % obj. K inhibici ristu Escherichia coli
jsou vhodnymi oleji hiebicek, citronova trava, oregano, tymian. Pro Staphylococcus aureus
je vhodné pouziti koncentrace <0,05 % tymian, bobkovy olej, hiebicek, citronova trava.
Bazalka a eukalyptovy olej inhibuji Staphylococcus aureus pii pouziti 1 % koncentrace.
Esencialni oleje z rostlin vykazuji inhibi¢ni aktivitu ke grampozitivnim i1 gramnegativnim
bakteridlnim patogenim. U nékterych olejii a mikroorganismti se antibakteridlni uc¢inek
muZe ale znacné lisit. K olejim majici vysokou aktivitu jen ke grampozitivnim bakteriim
muzeme zatadit olej z manuky, ziskanych z nektaru Leptospermum scoparium, olej vetiver

nebo santalové dievo [40].

I ptesto Ze esencidlni oleje vykazuji antibakteridlni ucinek jak ke grampozitivnim, tak i ke
gramnegativnim bakteriim, je dileZité zminit, Ze ke grampozitivnim bakteriim je jejich
pusobeni aktivnéjsi. To je zplsobeno s nejvétsi pravdépodobnosti diky peptidoglykanu,
spolu s kyselinou teikovou a proteiny, které jsou soucdsti bunécné stény. EO se svym
pievazné hydrofobnim charakterem interaguji s membranou a snadnéji prochazeji do
cytoplazmy. Gramnegativni bakterie jsou méné citlivé na plsobeni oleji z divodu
nabitému hydrofilnimu lipopolysacharidu, ktery omezuje difuzi hydrofobnich sloucenin.
Lipopolysacharidova membrana nachazejici se na vnéjsi stran¢ bunécné stény a tenka
vrstva peptidoglykanu ve vnitini strané¢ se spojuji pomoci Braunovych lipoproteini.
Ptitomnost vnéj$i membrany je jeden z rozdil mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi. Lipopolysacharidy tvoiené z lipidu A, jaderného polysacharidu, O — fetézce (O

— antigenu) poskytuji ochranu bakterii proti pfirodnim extraktiim, antibiotikim aj [38, 64].

Utinek esencialniho oleje na mikroorganismus spo¢iva v destabilizaci membrany. V buiice
dochézi k reakci EO s mastnymi kyselinami, polysacharidy a fosfolipidy. Interakce vede
k tomu, Ze se membréna stane propustnéj$i a zatne dochazet ke ztrat¢ iontd, redukci
potencialua tim kolapsu iontové pumpy s naslednymvycerpanim ATP. Z dalSich moznych
zpusobil je denaturace proteintl, inaktivace bunéénych enzymil a nésledné smrti bunck.
V eukaryotickych bunikach plsobi esencidlni oleje nebo jeho funkéni slozky na
mitochondrialni membréany. Jeji destabilizaci ovliviiuji Ca®" ionty. Vnitfni pH buiky

sepoté snizuje, tim dochdzi k ovliviiovani protonové pumpy a vycerpavani ATP. V takto
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narusené¢ membran¢ dochézi az k abnormalni propustnosti a uniku radikald, cytochromu,
Ca?" iontl a protein{i ven z buriky. Tyto jevy zpiisobuji apoptdzu, nekrézu a smrt bungk.

Mimo to miize dochazet k poskozeni lipidi, proteind a koagulaci cytoplazmy [65].

Pokud nejsou pozorovany zadné ucinky na bunécnou sténu a membranu, mize byt misto
pusobeni intracelularni. Mistem pulsobeni jsou v tomto pfipadé enzymy, proteiny nebo
procesy biosyntézy. Nekteré slouceniny maji vice mist pisobeni a je nékdy obtizné zjistit,
ktera je odpovédna za bunécnou smrt. Sloucenina ovlivilujici propustnost membrany, mize
ovlivilovat 1 membranovy potencial a tim i energii bunééného dychéni. U tohoto ptikladu

je obtizné rozlisit €inek pfimy (tvorba energie) od neptimého (u¢inky membrany) [66].
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3 CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH MIKROORGANISMU
S DEKARBOXYLAZOVOU AKTIVITOU

3.1 Rod Lactococcus

Bakterie rodu Lactococcus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici,
mezofilni bakterie mlééného kvaseni. Bunky tvofi koky, spojujici se do kratkych fetizki
(Obrazek6) sférického nebo vejéitého tvaru s délkou 1,0 — 1,5 pm. Taxonomicka
klasifikace dle fenotypovych vlastnosti je zalozena na rozdilu riistové teploty, snasenlivosti
soli a vyuziti argininu. L. lactis subsp. lasctis je schopny rist ve 4 % NaCl, pfi teloté 40 °C
a pH 9,2. Dale ma schopnost degradovat arginin, narozdil od L. lactissubsp. cremoris ktery

tyto funkce nesdili [67, 68].

Obrazek 6: Lactococcus [69]

L. lactis je jeden znejznaméjSich laktokokovych druhli, nejvice pouZivany
v mlékarenskych priimyslech. Kmeny téchto poddruht jsou hlavnimi slozkami smési pro
vyrobu kysanych mléénych produktl, pfevazné syrii. Hlavni znakem téchto kment je
produkce kyseliny mlé¢né, degradace mlécného kaseinu, coZ ma za nasledkem specifickou
chut’, strukturu kone¢ného vyrobku L. lactis je vzhledem k potravinéfstvi zapojen do
mikrobidlni bezpecnosti. Kromé vysoké produkce kyseliny mlééné produkuje i
antimikrobialni latky tzv. bakteriociny. Bakteriociny mohou byt vyuZity jako konzervacni
latky. Pasobi negativné na kmeny zplsobujici kaZeni potravin a jinych patogent. Tim

zlepSuji mikrobidlni bezpecnost fermentovanych mléénych produkti [70, 71].
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3.2 Rod Enterococcus

Rod Enterococcus patii ke grampozitivnim, fakultativné anaerobnim bakteriim vyskytujici
se samostatn¢, v parech, nebo mohou tvoftit kratké ftetizky ¢i skupiny (Obrazek 7).
Ptirozené se vyskytuji ve sttevnim mikrobiomu lidi i zvifat. Objevuji se i nové druhy, které

1ze ziskat jak z vody, ptdy i rostlin [72].

Obrazek 7: Enterococcus [73]

Rod FEnterococcus zahrnuje nékolik druhiti, znichz E. faecalis a E. faecium jsou
povazovany za indikatory fekalniho znecisténi. Nékolik kmenti je pticinou riznych infekci

mocovych cest, meningitidy a endokartidity [74]

Enterococcus durans ve stfevnim mikrobiomu zaujima ¢ast mensi. V potravinaiskych
produktech se vyskytuje zejména v mléce a syrech. Ve fermentovanych potravinach je
puvodcem BA tyraminu, ktery vznikd jako odpovéd’ organismu na neptiznivé podminky,

prevazné kyselé prostredi [75].

Rod Enterococcus jsou rezistentni vici vetSin€ antibiotik. Pokud jde o riziko pfenosu
antibiotickych vlastnosti, neni tento rod povazovan za zcela bezpecny. Nékolik kmenil
Enterococcus se staly znepokojivymi kvili moznym nozokomidlnim ndkazdm a rostouci
obavé o bezpecnost kmenli vhodnych pro potraviny. VSechny kmeny ovSem nejsou
Skodlivé. Specifické kmeny E. faecium s E. faecalis patii ke kmentim, které jsou vyuZzivané

jako doplikové latky nebo probatika [76].

Enterokoky zaujimaji dalezitou ¢ast pii vyrobé potravin, ovSem vybér enterokokil pro

potraviny je obtizny. Pfi vyrob& syri, jako slozky startovacich kultur byly pouzity kvili
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schopnosti pfezit neptiznivé podminky a mohou urychlit proteolyzu, lipolyzu a zrani syrt.
Maji za nésledek rozpad citratu a tvorbu aromatickych latek, tim dochazi ke zlepSeni chuti
a vun¢ vyrobku. Nekteré druhy enterokokti pro vyrobu mléénych vyrobkli maji schopnost
produkce bakteriocinii (enterocinl) stejné€ jako rod Lactococcus. Bakteriociny enterokokil
inhibuji rozvoj patogennich bakterii, z nichz nejvyznamnéjsi jsou Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus a Vibrio cholerae. Kromé toho maji nékteré kmeny enterokokt

probiotické vlastnosti a tim ptiznivé G¢inky na lidsky organismus [77, 78].

3.3 Rod Salmonella

Salmonely jsou gramnegativni bakterie ve tvaru tyC€inek, patfici do celedi
Enterobacteriaceae  (Obrazek 8). Jsou to fakultativn€ anaerobni, biCikovité
mikroorganismy s délkou 2 — Sum a velikosti priméru 0,7 — 1,5um. Salmonely jsou

vSudypftitomné lidské i1 zvifeci patogeny vyvolavajici onemocnéni, salmoneldzu [79].

Obrazek 8:Salmonella [80]

Zdrojem infekce byva maso, vejce, syrové nepasterizované mléko nebo produkty z tohoto
mléka vyrobené. Mimo jiné se tento potravinovy patogen nachdzi i v bylinach a koteni,
které je dalezitym zdrojem salmonelozy. Jedna se pfedevs§im o kotfeni dovaZené. Znacné
zdravotni riziko pfedstavuje vyskyt bakterie Salmonella v koteni. Kviili schopnosti piezit

v susenych vyrobcich dlouhou dobu, a pfitom ziistat infekcni [81, 82]
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3.4 Rod Proteus

Proteus patiici do Celedi Enterobacteriaceae je pohybliva, gramnegativni, fakultativné
anaerobni bakterie s bi¢iky po celém téle (Obrazek 9). Charakteristickou vlastnosti jsou
jeho vyrazné proteolytické a heterotrofni ucinky. Optimalni teplota pro rust je 34-37 °C
[83].

Obrazek 9: Proteus [84]

Proteusspp. je nejvice znam jako oportunni lidsky patogen, zplisobujici pfevazné infekci
mocovych cest a ran. Ve stievech je mozné tuto bakterii u jedincti nalézt jako soucast
piirozené mikroflory, ale ve vétSin€ piipada je pritomnost bakterie Proteus ve stievech
nezadouci s naslednymi prijmy. Tyto bakterie se vyznacuji vyjime¢nymi metabolickymi
vlastnostmi. Ty jim umoziuji adaptaci na rizné podminky prostiedi, proto je mozné

detekovat Proteus i napi: ve slané vod¢ [85].

V poslednich letech bylo zaznamenano po konzumaci kontaminovanych potravin, masa,
zeleniny, motskych plodi né¢kolik desitek ptfipadi otravy jidlem zplsobené bakterii

Proteus mirabilis [86].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIL EXPERIMENTALNI PRACE

Cilem diplomové prace bylo:

e vexperimentalni ¢asti  otestovat S vybranych, hlavnich funkénichslozek
esencialnich oleji, z divodu ze vétSinou vykazuji vys$s$i aktivitu nez samotny

esencialni olej,

e stanovit minimalni inhibi¢ni koncentracivybranych latek u grampozitivnich a

garmnegativnich bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou,

e vyhodnotit vysledy s naslednou diskuzi a formulaci zavéru.
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Testované mikroorganismy

V diplomové praci byl testovan vliv jednotlivych aktivnich slozek nachézejicich se v
esencialnich olejich na vybrané grampozitivni a gramnegativni bakterie. Deset zvolenych
bakterii byly jiz dfive oznaceny za dekarboxyldza pozitivni, tedy produkujici biogenni

aminy [35].

Testované bakterie byly ziskdny ze Sbirky mlékatrskych mikroorganismi Laktoflora a

z Ceské sbirky mikroorganismil.

Lactococcuslactis subsp. lactis CCDM 48

Lactococcuslactis subsp. lactis CCDM 141

Lactococcuslactis subsp. lactis CCDM 1004
Lactococcuslactis subsp. cremoris CCDM 824
Lactococcuslactis subsp. cremoris CCDM 946

Enterococcus durans CCDM 53

Enterococcus faecalis CCM 2665

Enterococcus faecalis CCM 4224

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420

Proteus mirabillis CCM 7188

5.2 Pouzité kultiva¢ni piady dle CSN EN ISO 11133 [87]

5.2.1 Kaultivaéni piida M17 Broth pro zvolené bakterialni kmeny:

e Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 141, CCDM 1004
e Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, CCDM 946

e FEnterococcus durans CCDM 53



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

e Enterococcus faecalis CCM 2665, CCM 4224

Pipravena ptida M17 Broth (HiMedia) dle normy CSN EN ISO 11133 byla pipetovéana o
objemu 4 ml do pripravenych zkumavek a nasledné uzaviena a autoklavovana 20 minut pii

teploté 121 °C.

Pro ptipravu pevné pidy byla pouzita pida M17 Broth (HiMedia) spolu s agarem (Agar
Agar Type I; HiMedia) pro zaji§téni ztuhnuti. Rozpusténa pfipravena puda dle normy CSN
EN ISO 11133 byla autoklavovana 20 minut pii teploté 121 °C. Sterilni ptida byla poté

rozlita do ptipravenych sterilnich Petriho misek

Ptipravené pidy byly vyuZity na kultivaci danych bakterii. Pro rod Lactococcus byla

zvolena teplota 30 °C. Pro rod Enterococcus 37 °C.

5.2.2 Kultivaéni piida NB — Nutrient Broth a PCA —Plate Count Agar pro zvolené

bakterialni kmeny:

e Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
e Proteus mirabillis CCM 7188

Ptida NB — Nutrient Broth (HiMedia) byla ptipravena dle normy CSN ENISO 11133 a dale
pipetovana o objemu 4 ml do pfipravenych zkumavek. Pfipravené zkumavky byly

uzavieny a sterilovany 20 minut pii teploté 121 °C.

PCA — Plate Count Agar (HiMedia) byl pfipraven podle normy CSN EN ISO 11133.
Ptipraveny roztokbylautoklavovan 20 minut pii teplot¢ 121 °C. Sterilni pida byla poté

rozlita do pfipravenych sterilnich Petriho misek.

Ptipravené pudy byly vyuZity na kultivaci danych bakterii pii teploté 37 °C.
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5.2.3

Funkéni slozky esencialnich oleju

Tymol (MERCK, Némecko) — Hlavnifenolovd sloucenina esencialniho oleje

extrahovaného z 1€¢ivé rostliny Thymus vulgarit.

Karvakrol (MERCK, Némecko) — Jedna se o hlavni slozku, kterd se bézné
vyskytuje ve frakcich esencialniho oleje oregana a tymianu. Jedna se
o monoterpenickyfenol se Stiplavym zapachem. Tato slozka muze hrat roli

antimikrobialni latky.

Eugenol (MERCK, Némecko) — Hlavni slozka hfebickového oleje se slou¢eninou

fenolu. Piisobi jako antibakterialni a fungicidni latka.

Linalool (MERCK, Neémecko) — Zdkladni monoterpenovd slozka pfitomna

v mnoha aromatickych druhti esencidlnich olejt.

Cinnamaldehyd- skoricovy aldhyd (MERCK, Némecko) — Nenasyceny

aromaticky aldehyd. Jedna se o hlavni aromatickou sloZzku skoticového oleje.

Pro experimentalni ¢ast bylo pouzito pét zdsobnich roztoka vybranych slozek esencialnich

oleji o koncentraci 5 %. Kazdé slozka byla testovana o koncentracich 6,25; 12,5; 25; 50;

100; 250; 500 mg/l. Pro ptipravu pozadované koncentracebylo do kultivacni pudy ptidano

ptislusné mnozstvi 5% zasobniho roztoku funkéni slozky v etanolu. 5% zasobni roztok byl

piipraven smichanim 0,5g pfislusné slozky EO s 9,5ml etanolu.

5.3 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Analytické vahy A&D GH-200 BC
Termostat Memmert

Biohazard box Telstar tfidy 11

AutoklavSystec 2540EL, Varioklav H+P
Spektrofotometr TecanSunrise TW/TC
Davkovaci nastavec Disp — X BottleDispenser

Mikropipety, sterilni $picky, sterilni klicky, mikrotitrani desticky pro 96 jamek

Vekron, folie, laboratorni sklo, Petriho misky sklenéné/plastové, zkumavky

kahan
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6 METODIKA

6.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace mikrodilu¢ni metodou

Pfed zahdjenim prace byla pfipravena suspenze. Mikroorganismy bylyzaockovany do
prislusnych bujont a po dobu 24 hodin inkubovany. Narostené mikroorganismy byly 100x
ziedény. Do 2,7ml bujonu bylo nepipetovano 0,3ml bujonu s mikroorganismy. Takto
nafedény roztok s kulturou se dale pouzival pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

(MIC).

Stanoveni MIC bylo provedeno pomoci mikrotitraéni desticky. Pro kazdou fukéni slozku
esencidlniho oleje bylo pouzito 10 bakterii s dekarboxyldzovou aktivitou. Mikrotitracni
desticka s 96-ti jamkami (Vekron) byla zaoCkovana zpusobem uvedenym v tabulce 4.
Kromé pozitivni a negativni kontroly byl zptisob zaoCkovani nésledujici. Do kazdé jamky
bylo napipetovano 200 pl bujénu s prislusnou koncentraci ucinné latky a 5 ul suspenze
s bakteriemi. V desticce obsahujici 96 jamek bylo sledovdno 5 riznych bakterii a jedna
funk¢ni slozka EO pii koncentracich 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 250; 500 mg/l (w/v). Kazda

bakterie byla testovdna 2x na jednu koncentraci.

Tabulka 3: Jednotlivé vzorky v 96-ti jamkové mikrotitracni desticce

I |2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NK |NK |PK |[PK |PK |PK |PK |[PK |PK |[PK |PK |PK

NK |NK |6,25 [6,25 | 6,25 | 6,25 | 6,25 | 6,25 | 6,25 | 6,25 | 6,25 | 6,25

NK |NK | 12,5 [ 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5

NK |NK |25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

NK |NK |50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

NK |NK | 100 |100 |100 | 100 | 100 | 100 | 100 |100 |100 | 100

NK | NK |250 [250 |250 |250 |250 |250 |250 |250 |250 |250

T Q| ™ m| Ol O W »

NK |NK |500 |[500 |500 |500 |500 |500 |500 |500 |500 |500

Negativni kontrola (NK) — ve sloupci 1 a 2 byla nechéna na kontrolu sterility ptdy. Do
jednotlivych jamek bylo nepipetovano 200 pl bujonu obohaceného o piislusné koncentrace

jednotlivych testovanychlatek, bez bakterii.

Pozitivni kontrola (PK) — do kazdé¢ jamky A3 — A12 bylo nepipetovano 200 pl bujonu a 5

ul dané bakterie. Kontrola pro zjisténi ristu bakterii.
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U takto pfipravené desticky byla sledovdna opticka denzita (OD) pomoci fotometru
TECAN Sunrise TW/TC testovanych bakterii pfi vinové délce 600 nm v Casech 0, 24, 48
hodin. Mezi jednotlivymi Casy byla desticka s bakteriemi kultivovana v termostatu pfi

30 °C a 37 °C, dle druhu kultivované bakterie a pted kazdym méfenim protiepana.
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7 VYSLEDKY

7.1 Vliv aktivnich sloZek esencialnich oleji na bakterie rodu

Lactococcus

U bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Obrazek 10, bylo zjisténo, ze
nejvyssi testovana koncentrace 500 mg/l vyrazné prodlouzila lag fazi testované bakterie.
Z grafu je také patrné Ze pfi Sirokém rozmezi (ale 1 nizkych) koncetracich (6,5-250 mg/1)
jsou laktotokoky inhibovany. Koncentrace 500 mg/l vykazovala po 24. hodinovém

testovani jednoznac¢ny inhibicni uc¢inek

22
2
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S
20,8
C 06
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0 12 24 36 48
t (h)
s () e 6 0 5 12,5 25 e 5() e 1 () 250 500 mg/1

Obrazek 10: Vliv karvakrolu na Lactococcuslactissubsp.lactis

CCDM 48

U bakteridlntho kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace tymolu 500 mg/l, Obrazek 11, hlavni slozky esencidlniho
oleje z oregana. Z grafu lze vidét, Ze 1 nejnizsi koncentrace 6,25 mg/l znatelné zpomalovala
rust laktokokti v prvnich dni. Po 48. hodinach jiz rozmezi koncentraci 6,25-250 mg/l

znateln€ neovliviioval rust laktokokd.
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Obrazek 11: Viiv tymolu na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

Z obrazku 12 bylo zjiSténo, ze skoticovy aldehyd pii koncentraci 500 mg/l, prodlouzil
dobu lagu u bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 o zhruba 20 hodin.
Koncentrace 250 mg/l méla vyrazné inhibi¢ni U€inky jiz v prvich hodinach. Vsechnyt
estované koncentrace skoficového aldehydu vyrazné zpomalily rist bakterie a po 24.
hodinov¢ kultivaci byl jednoznac¢ny inhibi¢ni €inek na Lactococcus lactis CCDM 48 1 pii

nejnizsi konecntarci 6,25 mg/l1.
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Obrdazek 12: Vliv skoricového aldehydu na Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 48

U bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, na obrazku 13, nebyla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace pro eugenol. Nejvyssi testovand koncentrace 500 mg/l
prodlouzila adaptaci dané bakterie na nové prostredi v fadu hodin. Koncentrace 250 mg/1

snizila bakteridlni populaci o polovinu oproti prostfedi bez inhibi¢ni latky.
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Obrazek 13: Vliv eugenolu na Lactococcus lactis subsp. lactis

CCDM 48

Testovany mikroorganismus Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byl nejvice
vnimavy na skoficovy aldehyd, ktery je hlavni slozkou skoficového EO. Koncentrace
250 mg/l méla vyrazny inhibi¢ni u¢inek. MIC 500 mg/l bylo dosaZeno pti pouziti tymolu.
Karvakrol v koncentraci 500 mg/l vykazoval inhibi¢ni ucinek v prvnich 24. hodinach.
Eugenol puasobil na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 v omezené mire. Pouze
koncentrace 500 mg/l prodlouzila dobu lag faze v iadu hodin. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace nebylo dosazeno u linaloolu. Pro inhibi¢ni ucinky linaloolu jsou potifebné

vyssi koncentrace [96].

Z obrazku 14 je patrné, ze tymol ve vSech koncetracich vyrazné ptisobil v prvnich 24
hodinach na zpomaleni rustu Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141. Pii pouziti
nevyssi koncentrace 500 mg/l byl rist zpomalen o 65 % oproti testovani bez ptidané
antimikrobni latky. Po 48. hodinové kultivaci byl zaznamenan exponencialni nartst

laktokokt. Pro zjisténi zcela inhibi¢nich koncentraci, je tfeba vySSich koncentraci tymolu.
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Obrazek 14: Vliv tymolu na Lactococcus lactis subsp. lactis

CCDM 141

Pti pouziti skotficového aldehydu na bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
nebyla zjiSt€éna minimalni inhibi¢ni koncentrace (Obrazek 15). OvSem nejvyssi testovana
koncentrace potl¢ila rist v prvnich 24. hodinach o pfiblizné 75 % oproti testovani bez
piidané latky. Koncentrace 250 mg/l zbrzdila rist laktokokt o polovinu v prvni fazi

meéreni.

OD 600 nm
SO0 H———— NN

[SIEY N NLENSENC TN N
|

0 12 24 36 48
t(h)

0 6,25 12,5 25 w50 =100 250 500 mg/l

Obrazek 15: Vliv skorFicového aldehydu na Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 141

Mikrodiluéni metodou nebyla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace pro bakterii
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 u testovanych latek. Skoticovy aldehyd a

tymol v prvnich 24. hodinach vykazovaly vyrazné omezeni ristu.

U bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004, na obrarku 16, byla stanovena

minimalni inhibi¢ni koncentrace karvakrolu pfi koncentraci 500 mg/l. U druhé nejvyssi
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testované koncentraci 250 mg/l je vidét, Ze ihibice bylo dosazeno po 24. hodinovém
pusobeni. Po 48. hodinach nebyl zaznamenan zadny nartst Lactococcus lactis CCDM
1004. Zbylé testované koncentrace pusobily v prvnich hodinich ke zpomaleni rustu, ale
s naslednym exponencidlnim ristem bylo po 48. hodinach dosazeno stejného ucinku jako

v prostiedi bez pouziti karvakrolu.
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Obrazek 16: VIiv karvakrolu na Lactococcus lactis subsp. lactis

CCDM 1004

Z obrazku 17 vyplyva, ze inhibi¢niho ucinku na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004 bylo docileno pouzitim tymolu v nejvyssi testované koncentraci 500 mg/l.
Koncentrace 250 mg/l vyrazné zpomalila rust dané bakterie ve 24. hodinach. VSechny
koncentrace 6,25-100 mg/l ptispély k vyraznému snizeni mnoZeni Lactococcus lacti

ssubsp. lactis CCDM 1004 s naslednou inhibici po 24.hodinové kultivaci.
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Obrdazek 17: Vliv tymolu na Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004
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Podle obrazku 18, byla zjiSténa inhibicni koncentrace skoficového aldehydu pro
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004. MIC byla v nejvyssi testované koncentraci
500 mg/l. Koncentrace 250 mg/l ptispéla ke zpomalenému mnozeni Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 1004 o zhruba 60 % oproti kultivaci bez inhibi¢ni latky. Kazda

koncentrace alesponl v néjaké mife omezila rast.

1,8

OD 600 nm

t (h)

— ) 0,25 12,5 25 =50 =100 250 500 mg/l

Obrazek 18: Vliv skoricoveho aldehydu na Lactococcus lactis subsp.

lactis CCDM 1004

Mikroorganismus Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 vykazoval nejvétsi citlivost
na testované latky. Karvakrol, tymol a skoficovy aldehyd pii koncentraci 250 mg/l vyrazné
zpomalily rast a adaptaci na dané prostiedi. U tymolu byla zaznamenana vyrazna aktivita
omezeni rustu i pfi nejnizsi koncentraci 6,25 mg/l. Pfi koncentraci 500 mg/1 byla stanovena
MIC karvakrolu, tymolu i skoficového aldehydu. Jiz v prvnich hodinach byl znatelny
inhibi¢ni ucinek.

Pti pouziti karvakrolu o koncentraci 500 mg/l (Obrazek 19), mélo za nasledek vyrazného
inhibi¢niho ucinkukarvakrolu na Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 po dobu
24 hodin. Zbylé koncentrace karvakrolu ovlivnily rast Lactococcus lactis CCDM 824 jen
z ¢asti. Po 48. hodinach byla populace laktokokli srovnatelnd mezi pouzitymi

koncentracemi 6,25-250 mg/1.
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Obrazek 19: Viiv karvakrolu na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 824

Z nazornéni na obrazku 20 je pomoci tymolu o koncentraci 500 mg/l dosazeno podobného
ucinku na Lactococcu slactis subsp. cremoris CCDM 824 jako pii aplikaci karvakrolu.
V prvnich 24 hodinach  plsobil tymol bakteriostaticky. VSechny testvané
koncentracevyrazné¢ zpomalily rist dané bakterie. JiZ nejniZ§i koncentrace 6,25 mg/l
zpomalila rlst o zhruba 45 % oproti ristu bez pouziti tymolu. Po 24. hodinové kultivaci

byl zaznamenan bateriosaticky uc¢inek tymolu v koncentracich 6,25 — 100 mg/I.
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Obrdazek 20: Vliv tymolu na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 824

Z obrazku 21 je patrné, Ze v prvnim dni bylo dosazeno inhibi¢niho uU€inkupii pouZiti
skoficového aldehydu v koncentraci 500 mg/l. Druhy den byl zaznamenin mirny rist
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, ale stile pfetrvaval vyrazny inhibi¢ni

ucinek. Z grafu je patrné, ze pii pouziti skotficového aldehydu o koncentraci 6,25 mg/Imél
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za nasledek ovlivnéni ristu po celou dobu testovani o pfiblizn¢ CEtvrtinu ve srovnani

s bakteridlnim riistem bez inhibi¢ni latky.
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Obrazek 21: Vliv skoricového aldehydu na Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 824

Rast testovaného mikroorganismus Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 byl
potacen karvakrolem, tymolem a skoficovym aldehydem pii koncentraci 500 mg/l
v prvnich 24. hodinach testovani. Druhy den byl rlst z vétsi Casti potlaten v pritomnosti
skotficového aldehydu. Naopak u karvakrolu a tymolu, byl jiz zaznamendn rust
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. V praci Inouye, S, (2003) byl testovan
linalool na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus se zjisténou MIC 3200 mg/1 [96].
Je pravdépodobné, ze pii pouziti 5x vyssi koncentraci v této praci by mohla byt inhibice
ovlivnéna.

V nasledujicim obrazku ¢. 22 je ziejmé, Ze vyznamného ucinku karvakrolu na Lactococcus

lactis subsp. cremoris CCDM 946 se dosahlo az pii koncentraci 500 mg/l. Prvnich 24

hodin byl mikroorganismus ovlivnén nejvice a nedochazelo k zddnému ristu.
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Obrazek 22: Vliv karvakrolu na Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946

Z nasledujiciho grafu ¢.23 je ziejmy inhibi¢ni G¢inek skotficového aldehydu. MIC byla
stanovena pii nejvySS$i testované koncentraci. Koncentrace 250 mg/l po prvnich
24. hodinach jiz zpomalila rGs bakteridlniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946 na negzjistitelnou troven. Ve srovnani s prostfedim bez skoticového aldehydu

bylo dosazeno 60% omezeni riistu.
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Obrdazek 23: Vliv skoricového aldehydu na Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 946

Dilu¢ni metodou byla sledovana inhibice u Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
946. Pii pouziti koncentrace 500 mg/l skoficového aldehydudosslo k inhibiénimu uG¢inku
zcela okamzité. Druhd nejvyssi koncentrace zastavila rist po 24. hodinach. Koncentrace

500 mg/1 karvakrolu ptisobila inhibi¢né jiz od zacatku.
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7.2 Vliv aktivnich sloZek esencialnich olejii na bakterie rodu
Enterococcus
Inhibi¢ni G¢inek na Enterococcus durans CCDM 53 (Obrazek 24) byl prokazan v prvni

Casti testovani pii pridani karvakrolu o koncentraci 500 mg/l do zivného média. Pouzitim

koncentrace 25 mg/l byl riist omezen zhruba o tfetinu.
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Obrazek 24: Viiv karvakrolu na Enterococcus durans CCDM 53

Vyrazného potlaceni riistu Enterococcus durans CCDM 53 (Obrazek 25) bylo docileno pii
pouziti skotficového aldehydu o koncentraci 250 mg/l, pti niz byl E. durans omezen v ristu
0 66 %. Koncentrace 500 mg/l vykazovala viditelnou inhibici po 24. hodinach. Ke snizeni

doslo o 73 % oproti riistu v samotném bujonu.

2,4
22
¥
E 16
S 14
212 —
a1
o 0,8 /
0,6 p
0,4 i
0,2 I
0
0 12 24 36 48
t(h)
0 6,25 12,5 25 =50 = 100 250 500 mg/1

Obrazek 25: Vliv skoricového aldehydu na Enterococcus durans

CCDM 53

Vyznamného inhibi¢niho u¢inku u Enterococcus durans CCDM 53 bylo docileno pouZzitim

karvakrolu o nejvyssi testované koncentraci 500 mg/l. Pfi této koncentraci doslo k inhibici
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ristu v prvnich 24 hodinach testovani. Skoficovy aldehyd v koncentraci 250-500 mg/I
potlacil rist o vice nez 50 % oproti ristu bez pouziti aktivni slozky ze skoficového
esencialniho oleje. Inhibi¢ni G¢inek nebyl pozorovan u eugenolu a linaloolu. Koncentrace
potiebné pro inhibi¢ni ucinek linaloolu a eugenolu jsou vyssi nez 500 mg/l, nebo je dle
Garcia, Rebeca a kol. (2019), mozné snizit koncentraci pomoci synergického ucinku

funkénich slozek (viz diskuze).

Z obréazku 26 je ziejmé, Ze pouZzité mnozstvi karvakrolu o koncentraci 500 mg/1 ovlivnilo a
potlacilo rust bakterialni populace Enterococcus faecalis CCM 2665 pouze v prvnich 24.
hodinach testovani. Po 48. hodinach byl zaznamenan exponencidlni rist. Ostatni testované
koncentrace nemély vyznamny vliv na omezeni rtstu. V testovanych koncentracich bylo

po 48. hodinach zjisténo srovnatelné mnozstvi E. faecalis jako v bujonu samotném.
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Obrazek 26: Viiv karvakrolu na Enterococcus faecalis CCM 2665

U bakterie Enterococcus faecalis CCM 2665 byla stanovena MIC pro tymol 500 mg/l
(Obrazek 27). Inhibice byla dosazena od zacatku. Koncentrace 250 mg/l zpomalila rlst
dané bakterie v prvnich 24 hodinach o 60 % oproti kultivaci bez func¢ni slozky EO. Po 48.

hodinéach byl index rustu bakterii srovnatelny s prostfedim bez obsahu tymolu.
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Obrazek 27: Viiv tymolu na Enterococcus faecalis CCM 2665

Skoticovy aldehyd o koncentraci 500 mg/l plisobil inhibi¢én€¢ na testovany kmen
Enterococcus faecalis CCM 2665 jiz od zaCatku (obrazek 28). Nejnizsi testovana
koncentrace 6,25 mg/l neméla vyznamny vliv na potlaceni rlstu testované bakterie.

Koncentrace 250 mg/1 potlacila riist o 70 % oproti koncentraci 6,25 mg/I1.
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Obrdazek 28: Vliv skoricového aldehydu na Enterococcus faecalis CCM
2665

Tymol a skoficovy aldehyd inhibovaly rist Enterococcus faecalis CCM 2665 v nejvyssi
testované koncentraci. Karvakrol vykazoval inhibi¢ni aktivitu v prvnich 24. hodinach
testovani, poté doSlo k adaptaci dané bakterie a exponencidlnimu nérGstu, ktery byl

zaznamenan po 48. hodinach.

Z obrazku 29 je patrné, Ze karvakrol o pouZité koncentraci 500 mg/l prodlouzil dobu
adaptace Enterococcus faecalis CCM 4224 o zhruba 24 hodin. Po 48. hodinach byl vidét

exponencialni rist bakterie v daném prostfedi. Pfevazné v prvnich hodinach méla kazda
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koncentrace vliv na rist a mnozeni E. faecalis CCM 4224. Na konci testovani jiz ovSem
nebyl viditelny vliv na mnozeni E. faecalis v prosttedi karvakrolu.
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Obrazek 29: Viiv karvakrolu na Enterococcus faecalis CCM 4224

Tymol plsobil nabakterie Enterococcus faecalis CCM 4224 ze vSech latek nejvice.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla zjisténa od zacatku jiz pti pouzité koncentraci 250

cvwr

konci testovani byl velmi vyznamny. Inhibice bakterie E. faecalis byl 64 %.
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Obrdazek 30: Vliv tymolu na Enterococcus faecalis CCM 4224

Skofticovy aldehyd byl bakterii E. faecalis CCM 4224 vniméan nejméné (Obrazek 31). K
inhibici doslo do 24 hodin testovani pouze u skoficového aldehydu o koncentraci 500 mg/1
pfidaného do Zivného média. Koncentrace 250 mg/l méla vyznamny dopad na potlaceni
ristu mikrobialni populace do 24 hodin. Poslednim métenim jiZ ovSem nebyl zaznamenan

vyrazny vliv na riist bakterie oproti kultivaci bez obsahu aktivni latky.
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Obrazek 31: Vliv skoricového aldehydu na Enterococcus faecalis CCM
4224

Dilu¢ni metodou testovand bakterie Enterococcus faecalis CCM 4224 vykazovala nejvetsi
inhibi¢ni aktivitu k tymolu, ktery se nachdzi v pfevazné vétSin€ v esencidlnim oleji
z tymianu. Ten jiz pii koncentraci 250 mg/1 viditelné zastavil rast. Tymol viditeln€ ptsobil
pusobil na testovany kmen jen v omezené mife a o pii nejvyssi testované koncentraci.

Eugenol ani linalool nevykazovaly vyznamny inhibi¢ni u¢inek.

7.3 Vliv aktivnich sloZek esencidlnich oleji na bakterie rodu Salmonella

Pro bakterialni kmen Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
(Obrazek 32) byla zjisténa minimalni inhibi¢ni koncentrace pii plsobeni karvakrolu o
pouzité koncentraci 500 mg/l. Z grafu je patrné, ze inhibice nastala jiz od zacatku.
Karvakrol pii koncetraci 100 mg/l ovlivnil rist zhruba tietinu s naslednym zastavenim

rastu.
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Obrazek 32: Vliv karvakrolu na Salmonella enterica subsp. enterica

ser. Enteritidis CCM 4420

Pti pouziti skotficového aldehydu na gramnegativni bakterii Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Enteritidis CCM 4420 nebyl pii koncentraci 6,25-100 mg/l zaznamenan
ucinek ovliviiujici snizeni koncentrace bakteridlni populace (Obrazek 33). Koncentrace
skoficového aldehydu 500 mg/l u€inn€ zpozdil rist bakterii o 24 hodin. Poté nésledoval

exponencialni rist.
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Obrdazek 33: Vliv skoricového aldehydu na Salmonella enterica subsp.

entericaser. EnteritidisCCM 4420

U gramnegativni bakterie Salmonella enterica subsp. entericaser. Enteritidis byla
zaznamenana inhibi¢ni koncentrace 500 mg/1 pti pouziti karvakrolu. PouZitim skoficového
aldehydu o nejvyssi testované koncentrace byla prodlouZena lag faze, po které nasledoval
rychly, exponencidlni riist. Jiné testované latky nevykazovaly inhibi¢ni G¢inek z diivodu

potfebnych vyssich koncentraci na inhibici gramnegativnich bakteri.
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7.4 Vliv aktivnich sloZek esencialnich oleji na bakterie rodu Proteus

Na bakteridlni kmen Proteus mirabillis CCM 7188 (Obrazek 34) pusobila pozitivné
koncentrace karvakrolu 500 mg/l. Nejvyssi testovand hodnota zpozdila rist bakterie o 1
den, proti ostatnim testovanym koncentracim. Z grafu je patrné, ze Siroké rozmezi
koncentraci (6,25-250 mg/l) mély vliv na adaptaci Proteus mirabillis. Index rustu prvnich
24 hodin méfeni vykazoval urcité ovlivnéni zpisobené karvakrolem. Po 48. hodinach jiz

nebyl detekovan zadny tcinek karvakrolu.
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Obrazek 34: Viiv karvakrolu na Proteus mirabillis CCM 7188

Ze vSech testvanych latek byl Proteus mirabillis CCM 7188 vnimavy pouze na ucinek
karvakrolu v prvnim dni testovani. Koncentrace 500 mg/l omezila rast s naslednym
exponencialnim rastem. Eugenol nevykazoval inhibi¢ni koncentraci pro gramnegativni
bakterie. V koncentracich 6,25-500 gm/l. Pii testovani vysSich koncentraci 1000—1500
mg/l by mélo byt dosazeno inhibice. V literaturé Devi, K a kol. (2013) bylo dosazeno MIC

u bakterie Proteus mirabillis pii koncentraci 1250 mg/1 [97].
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8 DISKUSE

Esencidlni oleje spolu s hlavnimi funkénimi slozkami jsou ¢im dal Castéji zkoumény pro
dalsi vyuziti v potravinarském primyslu. Aplikaci v potravinach vykazuje zlepSeni
trvanlivost vyrobkt, prevazné téch, podléhajicich rychlé zkaze nebo oxida¢nim procestim.
Esencialni oleje jsou sekundarni metabolity rostlin. Jsou studovany kviili jejich chuti, vini
a antimikrobidlnimvlastnostem. Vyuziti téchto latek jako stabilizatorti, konzervanti nebo
antioxidantl ma velky potencial v potravinaiském a farmaceutickém ¢i kosmetickém
prumyslu. V Evropé jsou nasledujici latky piijaty a pouzivany jako latky aromatické.
Linalool, tymol, eugenol, karvakrol, skotficovy aldehyd, vanilin, citral a limonen jsou navic
zatazené jako latky GRAS, a tudiz nepiedstavuji pro spottebitele Zadné zdravotni riziko

[39].

Na slozeni esencidlnich oleju a mnozstvi jednotlivych slozek méd vyznamny vliv genotyp
rostlin, obdobi sklizné a geografické pasmo. Bylo zjiSténo, Zze EO ziskané z bylin
sklizenych bezprostiedné po rozkvétu vykazuji nejlepsi slozeni v rdmci antimikrobni

aktivity.

Z publikovanych praci je znamo, Ze esencialni oleje, nebo jejich slozky, ptsobi na
gramnegativni bakterie rozdiln¢ nez na bakterie grampozitivni. Grampozitivni bakterie,
jako je Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes a Bacillus cereus, jsou citlivéjsi k
EO nez gramnegativni bakterie, jako je Escherichia coli a Salmonella Enteritidis. Za
nejodolnéjsi bakterie jsou uvadény bakterie Pseudomonas aeruginosa a Proteus mirabilis
[40, 67]. V této diplomové praci bylo docileno vyraznéjsi inhibice u grampozitivnich
oproti gramnegativnim bakteriim a dale potrvzeno a srovndno s praci od Calo a kol.
(2015), kde byl objasnén mechanismus ucinku proti jednotlivym bakteriim. Fenolové
sluceniny, jako karvakrol a tymol plsobi na dezintegraci vnéj§i membrany

gramnegativnich bakterii s ndslednym uvolfovénim lipopolysacharidli (LPS) a zvySeni

propustnosti cytoplazmatické membrany k ATP [86].
Ze studovanych latek patii karvakrol, tymol a skoficova aldehyd k nejucinnéjSim.

Kavrvakrol pilisobil nejvice na testovany kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004, kdy spolu stymolem a skoficovym aldehydem vyrazn€¢ zpomalily rist jiz
v koncentraci 250 mg/l. Na bakteridlni kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48,
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, CCDM 946 pusobila koncentrace 500

mg/l v souvislosti s minimdlni inhibi¢ni koncentraci v prvnim dni testovani. Potlaceni
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rustové faze pro nejvyssi testovanou koncentraci vykazoval v prostiedi karvakrolu i
Enterococcus durans CCDM 53 a rist Enterococcus faecalisCCM 2665. Plsobeni
karvakrolu na Enterococcus faecalis CCM 4224 mél po 48. hodinach testovani
zanedbatelny vliv. Z gramnegativnich bakterii byl vnimavy na karvakrol Proteus mirabillis
CCM 7188 ve 24. hodinachtestovani. Koncentrace 500 mg/l zpomalila riist s naslednym
exponencialnim rustem. Touto latkou byla zaznamendana inhibice i u bakterie Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis pii pouziti karvakrolu o koncentraci 500 mg/I.
Porovnanim se studii Gill a Holleye (2006), byla zjisténa koncentrace karvakrolu a
eugenolu pifi niz doSlo k okamzitému baktericidnimu ucinku u E. coli, Listeria
monocytogenes a Lactobacillus sakei. Koncentrace byla u¢inna v rozmezi 750—-1500 mg/I1.
Koncentrace 200 mg/1 karvakrolu nebo tymolu ve studované praci XU, J. a kol. vyznamné
inhibovala gramnegativni bakterii [88]. Koncentrace k uplné inhibici jsou v Sirokém
rozpéti v zavisloti na mikroorganismu a prostfedi. Nami testované bakterie z vétSiny
vykazovaly inhibici pfi nejvySsi testované koncentraci. Tato koncentrace je blizka

koncentracim ze studie Gill a Holleye (2006).

Pouzité koncentrace tymolu vykazovaly vyrazného inhibi¢niho uc¢inku na testované
laktokoky. Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 1004 byly zcela inhibovany
pii koncentraci 500 mg/l. Zbylé testované mikroorganismy byly potlaceny v prvnich 24.
hodinach testovani. Enterococcus faecalis CCM 4224 vykazoval nejvétsi inhibicni aktivitu
k tymolu, ktery se nachazi v pfevazné vétsiné v esencialnim oleji z tymianu. Ten jiz pii
koncentraci 250 mg/l viditelné zastavil rast. I v nejnizsi testované koncentraci byl
zaznamenan vyrazny inhibicni ucinek. V praci Calsamiglia, S a kol. (2007) se uvadi, ze
nejlépe prostudovanou slozkou esencialniho oleje z tymianu a oregana je tymol, u kterého
byly stanoveny optimélni davky v rozmezi 50-500 mg/1 [89]. Testované mikroorganismy
vykazovaly nejvétSi omezeni riistu pti koncentracich 250-500 mg/l. Ze studie bylo také
zjisté€no, Ze ucinky tymolu jsou zavislé na pH. Se snizujicim se pH G¢innost pfevazné roste
[89]. Snizenim pH by tedy pravdépodobné mohlo dojit k podpoieni G€inku funkéni slozky
a sniZeni potfebné koncentrace k inhibici. Ale i bez sniZzeni pH byly naSe vysledky

adekvatni k rozsahu stanovenym z prace Calsamiglia, S a kol. (2007).

Na skoficovy aldehyd byl nejvice vnimavy Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004. 1
pfi nejnizsi koncentraci 6,25 mg/l byl zaznamenan nejvyssi inhibi¢ni G¢inek ze vSech
testovanych bakterii a pfi koncentraci 500 mg/1 byla stanovena MIC. U Lactococcus lactis

CCDM 48 bylo pti koncentraci 250 mg/l dosazeno vytazného inhibi¢niho uc¢inku.
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V prvnich 24. hodindch testovani pusobil skoficovy alehyd pozastavenim rlstu i na
Lactococcus lactis CCDM 141. Koncentrace 500 mg/l pisobila inhibicné na kmeny
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Na gramnegativni bakterie piisobil jen v omezeném
Case a jen na bakterii Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis, kde byla
zaznamenana lag faze. Aplikace skoficového oleje na bakterii Salmonella spp. byla
studovéana Valverde a kol. (2010). Mozstvi pouzitého oleje v tekutych vejcich, ke snizeni
bakteridlni zatéze o 10> CFU/g bylo 7000 mg/l [90]. Porovnani s dal§im vykumem od
Siddiqua, S. a kol. (2015) bylo zjiSténo, Ze inhibice potravinaiskych patogentl, prevazné E.
coli a Y. enterocolitica bylo inhibi¢niho ucinku dosazeno pii koncentraci 4500 mg/l pro
hiebickovy olej a 5000 mg/l pro skoficovy aldehyd [91]. Na inhibici gramnegativnich
bakterii jsou tedy koncentrace olejii nebo jednotlivych latek mnohem vys§i nez nami
testované. V porovnani s naSi nevyssi koncentraci a koncentraci z pfedchozich studii, je

pravdépodobné, ze pii 10x zvySené koncentraci by mohl nastat aplny inhibi¢ni u€inek.

V testovanych koncentracich u eugenolu a linaloolu nebyl zaznamendn vétsi inhibicni
ucinek na testované grampozitivni a gramnegativni bakterie. Tyto vysledy se shoduji
s pracemi Garcia, Rebeca a kol. (2019), kde byly sledovany tc¢inky esencialnich oleji a
jejich slozek. Bylo zjisténo vyznamného synergického tcinku mezi karvakrolem, tymolem
a eugenolem pfi zjiStovani inhibi¢niho ucinky proti Listeria innocua. Autoti uvadi, ze prti
pouziti karvakrolu, tymolu a eugenolu v koncentraci 150, 250, 450 mg/l vykazuji latky
minimalni baktericidni koncentraci na Listeria innocua. Synergickym u¢inkem k tplné
inhibici je dostaCujici pouzit smés 62,5 mg/l tymolu a 75 mg/l karvakrolu, nebo 56,25
mg/l, tymol a 125 mg/l, eugenolu. Konbinaci vSech tfi slozek mizeme pouzit smés
v poméru 75, 31,25 a 56,25 mg/l karvakrol — tymol — eugenol [92]. Eugenol spolu se
skoficovym aldehydem pisobi proti ¢tyfem potravinaiskym patogenim. Bylo popséano, Ze
olej z bazalky piisobi u¢innéji nez jeho hlavni slozka linalool sama o sobé na Lactobacillus
curvatus a Saccharomyces cerevisce [93]. Testovani koncentraci na grampozitivni a
gramnegativni bakterie v praci Gang-Joon a kol. (2019) se ukazalo, Ze eugenol plisobi
vyrazn€ji na gramnegativni bakterie, a to vrozmezi koncentraci 1250-5000 mg/l.
Grampozitivni rod Lactococcus a Streptococcus byl vnimavy aZz mezi koncentracemi
2 500-5 000 mg/l [98]. V diplomové praci nelze srovnat tvrzeni od Gang-Joon (2019)
z divodu nizkych testovanych koncentraci, nez které se uvadéji v clanku. Pfi testovani
eugenolu na gramnegativni bakterii Proteus mirabillis v praci Devi, K. a kol. (2013) byla

zjiSténa inhibice pii koncentraci 1 250 mg/1 [97]. Ve srovnéni s testovanymi koncentracemi
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v diplomové praci je pravdépodobné, Ze pfi navysSeni koncentrace o zhruba 100-200 %, by

mohlo dojit k inhibici gramnegativnich bakterii.

Ve studované praci K. Fishera a kol. (2008) bylo zjisténo, ze linalool pasobi na
Campylobacter jejuni, E. coli O157, L. monocytogenes, Bacillus cereus a S. aureus.
Ptijatelnd MIC byla stanovena v rozmezi 600—1 250 mg/l dle mikroorganismu [94]. Od
Inouye. (2003) bylo zjisténo, ze koncentrace linaloolu pro inhibici grampozitivni bakterii
Staphylococcus aureus je 3 200 mg/l [96]. Ve srovnami se studovanymi koncentracemi
linaloolu v ptedkladané praci je zfejmé, Ze je tieba pouzit pii testovani vyssi koncentrace a

proc¢ linalool v testovanych koncentracich nebyl u¢inny.

Burt (2004) ve své praci prokdzal antibakterialni aktivitu esencialnich olejii. Testem in
vitro stanovil MIC karvakrolu, eugenolu, tymolu a kyseliny skoficové v rozmezi
50-5 000 mg/l. Pro dosaZeni inhibi¢niho uc¢inku v potravinach jsou ovSem nutné
koncentrace vyss§i. Pfedpoklada se, Ze bilkoviny nebo tuky chrani bakterie v potravinach
pfed pisobenim EO. Obecne lze fici, Ze koncentrace potfebné pro inhibici bakterii
v potravinach je zhruba 500-20 000 mg/l. Pro aplikaci na ovoce nebo zeleninu

100-10 000 mg/1 [95].
Antimikrobni ucinky jednotlivych latek nebo esencidlnich olejii nejsou zanedbatelné.
Velky potencidl se jevi v jejich dalSim testovani a pievazné v jejich synergickych ucincich

pro zajisténi co mozna nejnizsi koncentrace pro dalsi vyuziti.
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ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na ovéfeni antimikrobnich vlastnosti
karvakrolu, tymolu, eugenolu, skoficového aldehydu a linaloolu v sedmi koncentracich na
grampozitvi bakterie roku Lactococcus, Enterococcus a gramnegativni bakterie rodu
Proteus a Salmonella. Tyto latky byly vybrany jakohlavni funkéni slozky esencidlnich
oleji. V mnoha ptipadech tyto soucasti olejii vykazuji lepsi antimikrobni vlastnosti nez

samotné esencialni oleje.

Nevyssi antimikrobni ucinek vykazoval skoficovy aldehyd na testované laktokoky. Rust
bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byl vyrazné omezen i pii nejnizsi
testované koncentraci 6,25 mg/1. U enterokoktl byl zaznamenéan vyznamny inhibi¢ni uc¢inek

pii koncentraci 250 a 500 mg/1.

Zcela inhibi¢ni U¢inek mél tymol v koncentraci 500 mg/l na bakterie Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 48, CCDM 1004. Dale koncentrace 250 mg/l zcela inhibovala bakterii
Enterococcus faecalis CCM 4224. Karvakrol ptsobil inhibi¢e na testované bakterie pouze
po dobu 24 hodin. Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 pattil k nejcitlivéjSim

testovanym kmeniim.

Skupina gramnegativnich bakterii byla ciliva pouze na funkcni latku esencidlnich oleja
karvakrol a skoficovy aldehyd. V nejvyssi testované koncentraci byl zaznamendn

bakteriostaticky uc¢inek v prvnich 24. hodinéch.

Tyto funk¢ni latky pasobily inhibi¢né na sledované skupiny mikroorganismu. Obecné lze
fici, ze jsou vhodnymi variantami pii aplikaci v potravinaiském pramyslu a potravinach.
Velky potencial se jevi pii hledani novych alternativ vyuziti téchto funk¢nich slozek ¢i

esencialnich olejl.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EO  Esencidlni olej
BA  Biogenni amin
NK  Negativni kontrola
PK  Pozitivni kontrola

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
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