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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effegpdanit extracts, which exhibit antimicrobial actjyibn
microbiological purity of fennel fruitfoeniculum vulgarevar. vulgare Mill.) during storage in order to
use this method in food industry. The samples dle/fiennel fruits (250 g) were treated with aqueous
extracts of carawayQarum carvilL.) and of perilla Perilla frutescensl..) and spirituous extracts:
marigold {Tagetes patulaL.), oregano Qriganum vulgarel.), caraway Carum carviL.), hemp
(Cannabis sativd..) and celandineGhelidonium majus.).

After the treating with the extracts, the fruitsrevastored for 1, 2, 3, 4, and 8 weeks. Using thsimg
method and then the plate method, the quantity ofdesnand yeasts and the total number of
microorganisms in CFU (Colony Forming UnitS)gvere evaluated. It was found that the extracisfr
the plants have inhibited the growth and proliferabf molds and yeasts in particular. The mosvact
extracts were: spirituous extract of marigold, ifpirus extract of caraway, spirituous extract ainpe
and spirituous extract of celandine.

Total number of microorganisms was significantiyited by spirituous extract of marigold, spirituous
extract of caraway and spirituous extract of hemp.

Key words: Foeniculum vulgarevar. vulgare Mill., plant extract, antimicrobial activity, patigenic
microorganisms, food industry.



UvoD

Koteni je bezesporu kazdodeénpouzivanou fisadou do jidel a dalSich potravisi@ch
produkti. Udrzet mikrobialnitistotu, a tedy i tolik dlezitou kvalitu, by nilo byt prioritou kazdého
vyrobce a zpracovatele femi. Nekteré bakterie a mikroskopické vldknité houbyZfié oznaované
jako plisit) (NEDELNIK; MORAVCOVA, 2005) totiz v napadenych potravichh prokazatek
uvoliiuji toxické metabolity, jez mohou &gobit lelsi az velmi zavazna onemdari (OSTRY, 2006).

Potraviny, roviz i koreni, je proto nutnéipd spatebou upravit tak, aby se zameziistu
a mnozeni nezadoucich mikroorganismU koreni jsou nejvyuzivaijSi metody mikrobidlni
dekontaminace sterilace vodni parou a fezani ionizujicim zfenim dovolujici zachovat
organoleptické vlastnosti keni (http:vww.safesteril.com/en/theproducts.pt2D09; MICHALOVA,
2004). Jistou alternativou je metoda aplikace imsfch extraki.

Velké mnozstvi drulnrostlin z fiznych¢eledi obsahuje antibakterialni a antifungalni ylatk
Obecrg antimikrobidlni vliv vykazuji obsahové latky jakesilice (predevSim terpenické
a fenylpropanové slozky), fisloviny, flavonoidy, ale i peptidy a alkaloidy (RICKOVA,
2009).Vyhodou extrakt z rostlin tedy je, Ze obsahuji SirSi spektrutmaych latek, nap terpenické
latky, alkaloidy, tisloviny, hdginy, saponiny, glykosidy a dalsi chemické sleniny CESKY
LEKOPIS, 2005).

Rostlinné extrakty byly hodnoceny fads studii a vyzkumi, kde byl sledovan vliv
predevsim na plisna bakterie u potravin typu mléko, syry a maso$5®U et al., 2004) nebo tisté
kultury mikroorganismi (TUCHILA et al., 2008; DAMJANOVIC-VRATNICA et al., 2008;
ROTA et al. 2004), doposud se vSak Zadna nezabiegdaimci korenicimi gipravky.

Cilem prace* bylo zhodnotit rostlinné extrakty, tefych byla potvrzena antimikrobialni
pasobnost, na plody fenyklu Féeniculum vulgarevar. vulgare Mill.), aby svymi &inky zabranily
mikrobialnimu zn&isténi v pribéhu skladovani. Jako kontrolni vzorky byly zvolenpgy fenyklu
oSetené od dodavatele parni sterilaci a néesét Pokusy byly zatieny na zji§ovani mnozstvi KTJ
(kolonie tvdici jednotky) na 1 g plodu fenyklu u vzdrloSetenych rostlinnymi extrakty a kontrolnich
vzorki po jednotlivych tydnech o&eni, nikoli vSak jiz na konkrétni determinaci mi@rganisni, jak
tomu bylo ufady jinych zahraghich studii zkoumajicich antimikrobialni vliv rdsthych extraki
a silic v potravinském od¥tvi.

* Cely prispdvek vychazi z diplomové prace Vliv aplikace rostijish extrakh na mikrobiologickou
Cistotu plodového kieni, 2009.

MATERIAL A METODIKA

Pro pokusné &ely byl zakoupen fenyklovy plod celyFdeniculi amari fructus tofp
odpovidajici kvalitativnim poZadatkn Ceského lékopisu 2005 ve fotnpsetené parni sterilaci
od dodavatele a neofené. Plod fenyklu oSany parni sterilaci slouzil jako kontrolni vzorek,
neoseteny pro viastni aplikaci rostlinnych extraki rovréz jako vzorek kontrolni.

Na vzorky neoSé&tného plodu fenyklu byly aplikovany vodné a lihaérakty z rostlin,
jenz podle literarnich zdmbjvykazuji antimikrobialni aktivitu. # pokusech byly pouZzity tyto rostlinné
extrakty: vodny extrakt kmin kenny Carum carvilL.) - plod, vodny extrakt perilat@vita Perilla



frutescensL.) - n&’ - z perily typucervenolista a zelenolista, lihovy extrakt aksafkitrozkladity
(Tagetes patuld..) - n&’, lihovy extrakt dobromysl obecn®figanum vulgare..) - n&’, lihovy extrakt
kmin kaenny Carum carvilL.) - plod, lihovy extrakt konopi set€@nnabis sativd..) - n&’, lihovy
extrakt vlaStowinik wtSi (Chelidonium majusL.) - n&. Rostlinné extrakty byly zakoupeny
od spolénosti PRVNI JILOVSKA, a.s. - divize EXAR, vodné exkty z perily Kovité byly gipraveny
dle Ceského Iékopisu 2005imo v laboratti na Ustavu pstovani, Slecksni rostlin a rostlinolékistvi.
VSechny lihové extrakty byly vyrobeny z 35% lihu.

Za sterilnich podminek byl na zvoleny objem plodoyklu (250 g) aplikovan vzdy 100 %
vodny¢i lihovy rostlinny extrakt. Vzorky byly vysuSenysusarg s aktivni cirkulaci vzduchu po dobu
15 - 20 minut a tepl®ét50 °C a skladovany ve skigrych lahvich s uzaviratelnymékem (i teplot
20 °C a relativni vzdusné vihkosti 60 %, coz oddavpodminkam skladovani ve zpracovatelskych
podnicich.

Po 1., 2, 3., 4. a 8. tydnu od dgefi byly vzorky pi mikrobiologickém stanovovani
zpracovavany metodou oplachu s naslednym vyuzigésetthnéhaedni a kultivanim vySetenim
plotnovou metodou. Pro plisma kvasinky byla zvolena Zivndigia Chloramfenikol, pro celkovy pet
mikroorganisni PCA.

Kolonie plisni a kvasinek a celkovéhoc¢po mikroorganism byly odeitany po stanovené
inkubani dok& - pasty plisni a kvasinek ip 25 °C za 125 hodin, celkovy @&t mikroorganisr
pii 30 °C za 72 hodin - a dlgiplusnéhdedini (negastjsi hodnotyredsni byly na 10, 102 10°a 10,
vyjimeené 10° a 10°% prepasitany na hodnoty v KTJ

Vysledné hodnoty byly statisticky zpracovany vgreonu STATISTICA 8,0 CZ po 1.,
4. a 8. tydnu po oSeni jednofaktorovou analyzou variance, TukeyovymDH®stem ¢ = 0,05)
a pro grafické vyhodnoceni metodou konfidleish interval (x = 0,05) konstruovanych kolem
praméra. Déle byly porovnany pmérné hodnoty p&tu plisni a kvasinek a celkového o
mikroorganisni u vzorki po 8. tydnu oSéeni v jednotlivych variantadch s mezni hodnotou mébib
vyskytu plisni a kvasinek a celkovéhatpomikroorganism povolenou v potravinach. Mezni hodnota
pro plist a kvasinky v potravinach je 1,(ro celkovy peet mikroorganism (vyjma plisni a kvasinek)
10°(GORNER, VALIK, 2004).

VYSLEDKY A DISKUZE

Vzorky oSetené rostlinnymi extrakty byly rozteny do 3 pokusnych variantiipemz
u kazdé varianty bylo porovnani s kontrolnimi vagrkj. neoSeeny plod fenyklu a oSiny plod
fenyklu parni sterilaci od dodavatele.

Statistické zhodnoceni vyslednych dat ukazuje, Bzirednotlivymi vzorky, které byly
oSetené rostlinnymi extrakty, jsou v pokusnych vardat statisticky nefikazné az statisticky vysoce
prikazné rozdily. Statisticky nejkazné rozdily byly mezi oSenymi vzorky napp u 2. pokusné
varianty v 1. tydnu po oSeni u plisni a kvasinek vi@raf 1i u celkového p&u mikroorganism
(CPM) viz Graf 2 Statisticky vysoce fikazné rozdily byly zji®#ny mezi oSéenymi vzorky
pti hodnoceni celkového ptu mikroorganisrd u 3.varianty v 8. tydnu po o$ehi viz Tabulka 1
Graf 3, avSak pedevSim se statisticky vysocetkazné rozdily tykaly vzork které v pabchu
skladovani zplesniély chybou nap nedokonalého vysuSeni vzorku po aplikaci rosélirm extraktu
viz Tabulka 2 Graf 4.



Graf 1 Primerny paet plisni a kvasinek v tis. KTJ.g-1 ve vzorcichlptydnu oSeéeni - 2. pokusna
varianta*
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* vzorek oSateny a neosétny jsou kontrolni vzorky

Graf 2 Primeérny pa‘et CPM v tis. KTJgve vzorcich pol. tydnu o&eti - 2. pokusna varianta
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Tab. 1 Pimérmné hodnoty CPM v tis. KTJ'y 8. tydnu o$éeni - 3. pokusna varianta

Faktor CPM

oSeteny 0,54 a

neoSeateny 9,86 a

aksamitnik lihovy 2,84 a

OSeteni -

kmin lihovy 2,16 a

konopi lihovy 119 a
perilagervena vodny 67,42 b

Graf 3 Primeérny pa‘et CPM v tis. KTJ§ve vzorcich po 8. tydnu ofei - 3. pokusna varianta

Poget CPM (tis. KTJ.g™) ve vzorcich
po 8. tydnu po oSetfeni
interval spolehlivosti 0,95

100 T
90 r
80 r
70 r
60 r
50 r
40
30 r
20 r

CPM

10 +

-10 +
20

30 | i i i |
oSetfeny aksamitnik lihovy konopi lihovy
neoSetreny kmin lihovy perilla ¢ervena vodny
néazev vzorku

Tab. 2 Primérné hodnoty pétu plisni a kvasinek v tis. KT3.g 8. tydnu o$éeni - 1. pokusna varianta

Faktor Plisné a kvasinky
oSeteny 0,122 a
neoSeteny 19,780 ¢
Oseteni kmin vodny 5000 b
perilagervena vodny 0,694 a
perila zelena vodny 5000 b




Graf 4 Pmimerny pa’et plisni a kvasinek v tis. KTd.ge vzorcich po 8. tydnu oeni - 1. pokusna
varianta

Poget plisni (tis. KTJ.g™) ve vzrocich
po 8. tydnu po oSetteni
intervaly spolehlivosti 0,95

6000

5000 r

4000

3000 r

2000 r

plisné (tis. KTJ.g™)

1000

-1000

oSetfeny perilla zelena vodny kmin vodny
neoSetfeny perilla ¢ervena vodny

nézev vzorku

Pri porovnani hodnot po 8. tydnu po d&eti s meznimi hodnotami Apro plisr a kvasinky a 10
pro celkovy poéet mikroorganisma - CPM - (vyjma plisni a kvasinek) povolenych vrgetndstvi tento
mikrobiologicky limit sphovaly vSechny vzorky o&ené rostlinnymi extrakty mimo vzorky: vodny
extrakt perila kovita typucervenolista u plisni a kvasinek v@raf 5a CPM u 3. varianty, lihovy
extrakt konopi seté u CPM u 3. varianty @raf 6 a vzorky zplesniglé (vodny extrakt kmin Kenny,
vodny extrakt perila #ovita typu zelenolistd u 1. varianty, lihovy extrakksamitnik rozkladity
u 2. varianty).

Graf 5 Graf primernych hodnot plisni a kvasinek u vabgo 8. tydnu o3é¢ni v porovnani s hratmi
hodnotou 105 -3. varianta
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Pozn. Mezni hodnota 1¢e ozn&ena modrou fimkou.



Graf 6 Graf peimérnych hodnot CPM u vzoikpo 8. tydnu o3&tni v porovnani s hratii hodnotou
10*- 3.varianta
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Pozn. Mezni hodnota 4¢e ozn&ena modrou fimkou.

Prace se zabyvala i ekonomickym zhodnocenim metptilyace rostlinnych extraiktoproti
b&zng uzivanym metodam slouzicim k od#iwaéni stavajici mikrobialni kontaminace a braniiiku
nové.

Cena za oS#&ni plodového ki@ni parni sterilaci se pohybuje v zavislosti naonstvi
odebraného materialu v rozmezi od 1,00 do 1,50 € k@, coz i sowasném kurzweské ndny
odpovida 25,90 - 38,90%za 1 kg.

Mikrobialni dekontaminace u celych pilodfenyklu oz#@ovanim ionizujicim z&nim
standardni davkou 3 - 7 kGy stoji, podle udapol&nosti ARTIM spol. s r.o0., 8,90 Kza 1 kg
(http:/Mww.artim.cz/?Ing=cz&pid=6£2008).

Spol&nost PRVNI JILOVSKA, a.s. - divize EXAR, vyrdfici rostlinné extrakty, uvadi,
Ze se vySe ceny rostlinnych extralddviji od koncentrace pouZzitého rozp&d& a obsahu susSiny.
Aktualni cenik extrakt platny od 1. 1. 2008 nabizi rostlinné extraligy, byly pouZzity pro pokusné
Ggely v této praci, v cenové relaci: Aksamitnik raakty na - lihovy extrakt - 210 K za 1 kg;
Dobromysl obecna tia- lihovy extrakt - 115,00 K za 1 kg; Kmin ktenny plod — lihovy
extrakt — 145 K za 1 kg; Kmin k&enny plod - vodny extrakt - 105¢kza 1 kg; Konopi technické seté
na’ - lihovy extrakt - 200,00 Kza 1 kg; Vlastowinik wtSi na’ - lihovy extrakt - 135,00 Kza 1 kg.
Pti Gvaze 257 ml jako gmeérné spateby rostlinného extraktu na 1 kg plodu fenyklu bydma oS&eni
-vizTab. 3

Tab. 3 Ekonomické porovnani jednotlivych metodi-egékaeni

Zpiusob Gpravy kakeni Cena v K na 1 kg plodi fenyklu
sterilace vodni parou 25,90 - 38,90
ozarovani ionizujicim z&enim 8,90
aplikace extrakti rostlin
aksamitnik rozkladity na- lihovy extrakt 54,0
dobromysl obecna ria lihovy extrakt 28,80
kmin ka‘enny plod - lihovy extrakt 37,30
kmin ka‘enny plod - vodny extrakt 27,0
konopi technické seté fidihovy extrakt 51,40
vlaStoviEnik wétSi na’ - lihovy extrakt 34,70




Udaje o ced rostlinného extraktu perilyikvité formy cervenolista a zelenolistd nejsou
k dispozici, protoZe rostliny byly ziskany od sowhkého pgstitele zdarma a samotny extrakt byl
piipraven na Ustavugstovani, Sleckni rostlin a rostlinolékistvi.

ZAVER

Uginnost rostlinnych extrakt na mikroorganismy v fibshu 8 tydenniho sledovani
u jednotlivych variant kolisala, nicm&praci bylo potvrzeno, Ze rostlinné extrakty vyznamiasobily
na plist a kvasinky, a to tim Zgobem, Ze po 8 tydnech od d8ef byla pimérna hodnota KTJ:y
plisni a kvasinek pod mezni hodnotol p@volenou v potraviritvi, vyjma vzork, které v pibshu
skladovani zplesniély chybou nap nedokonalého vysuSeni po aplikaci rostlinnéhoagkt. Jediny

vzorek, ktery limit 16 nesplinil, byl vzorek o3&ny vodnym extraktem z perilyidvité typu
cervenolista u 3. varianty.

U celkového p&tu mikroorganismi (CPM) byla po 8 tydnech od oEeni u vzork, na které
byly aplikovany rostlinné extrakty, ¢kolikanésobi prekrasena hrarini hodnota 19 stanovena
pro potraviny, tudiz se staly pro potravisi&i nevyhovujici. Vyjimka byla pouze u 3. varianty
v 8. tydnu po oSéeni, kdy vzorky kmin lihovy a aksamitnik lihovy hybod mezni hodnotou.

Hranini hodnoty 18 pro plisié a kvasinky a 10 pro celkovy péet mikroorganisra byly
prevzaty od autdr GORNER, VALIK, 2004, kt& je uvadi jako mikrobiologické limity pro keni
ve statech EU. \eské republice ifve mikrobiologické normy pro keni stanovovala vyhlaska
Ministerstva zdravotnictvé. 132/2004 Sbo mikrobiologickych pozadavcich na potravinyigpbu
jejich kontroly a hodnoceniPo zruSeni této vyhlasky bylo &anéno do ¢eskych pravnich norem
Natizeni komise (ESJ. 2073/2005% mikrobiologickych kritériich pro potraviny, jenz kmbbiologické
limity pro kofeni nestanovuje. PGeskou republiku viak existuje plattiéska technicka normaCGSN
569609 z Unora 2008 Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe - Miimogicka kritéria
pro potraviny. Principy stanoveni a aplikaeabyvajici se i kienim. Normy vSak nejsou zavazné
a dodrzovani jimi stanovenych kritérii je dobrovlrZza zdvazné se povazuji pouze tehdy, pokud
na re zakon nebo vyhlaska odkazuje (DRASNAROVA, BUCHTQ\2804).

Za nej&inngjsi rostlinné extrakty na pligna kvasinky, eventuainza dolie a stabila
pasobici rostlinné extrakty, by se na zaklag/sledki z pokus mohly povazovat: lihovy extrakt
aksamitniku rozkladitého (u 3. varianty se zagiiém problémy nebyly), lihovy extrakt kminu
kotenného, lihovy extrakt konopi setého a lihovy ektralastoviniku wtSiho. Celkovy peet
mikroorganisni vyznamrji omezovaly lihové extrakty z aksamitniku rozkligdio, kminu kéenného
a konopi setého.

Podle vysledk tedy lihové extrakty dosahovaly vyznamné antimiiaini efektivnosti.
V Gvahu se ovSem v tomtdipadt musi brat nejenisobnost rostlinného extraktu, ale i konzénia
schopnost samotného lihu. VSechny rostlinné extrakdy pripraveny z 35 % lihu, nicménpodle
zvyklosti mé lih sterikéni pisobnost aZ od 70 % (ZICKOVA, 2009).

Co se tykd ekonomického zhodnoceni metody aplikeastlinnych extrakt jedna

se o metodu finamé narangjsi. Do naklad byly zap@itany pouze ceny extraktnikoli vSak jiz dalSi



dulezité polozky, které by cenu za aplikaci fefavySily. Pimérna cena za oSeni se pohybovala
kolem 38,90 K za 1 kg plodového Kkeni.

Finartné nejvyhodijSi by podle pizkumu bylo oSéeni kdeni ozdéenim ionizujicim
z&enim (8,90 K.kg' od spolénosti ARTIM spol. s r.0.). Tento #gob o3geni ale vyvolava
u spotebiteli jisté pochybnosti o kvalita nezavadnosti takto upravenych potravin.

Praci tedy bylo potvrzeno, Ze vybrané rostlinnérad&ty maji antimikrobiélni &nky
a samotnou metodu aplikace rostlinnych exfrgito udrzeni mikrobiélngistoty plodového kieni
by bylo mozné v potravirtétvi plnohodnoté vyuzit po provedeni dalSich studi.
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