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ABSTRACT

The aim of this study was to identify antimicrobial properties of essential oils in vapor phase
from selected species of medicinal plants and their uses for protection foods.. The essential
oils, obtained from fresh plant materials by hydro-distillation, were selected according to the
etnobotanical data and their potential antimicrobial properties. The tests of antimicrobial
properties were carried out by the modified dilution method for testing of essential oils in
vapor phase. The tests were performed against 2 Gram-positive and 3 Gram-negative bacteria.
The results were expressed as minimum inhibitory concentrations (MIC) in pl/cm? of air. 13
of the 28 essential oils were active at least against one bacterial strain. The best results were
shown by horse-radish (4drmoracia rusticana, MIC 0.0083 pl/cm?) against all of the strains,
garlic (Allium sativum, 0,0083- 0,53 ul/cm?®) against all of the strains, oregano (Origanum
vulgare, 0,066-0,13 pl/cm?®) against all of the strains except P. aeruginosa, which was not
inhibited and thyme (Thymus vulgaris, 0,017-0,26 pl/cm?) except P. aeruginosa, which was
not inhibited.
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ABSTRAKT

Cilem této studie je stanoveni antimikrobialni aktivity silic v plynné fazi vybranych druht
léc¢ivych rostlin a jejich nasledné vyuziti pii konzervaci potravin. Silice byly ziskdvany
z Cerstvého rostlinného materidlu na zdkladé etnobotanickych dat a jejich potencidlnich
moznosti antimikrobidlni aktivity pomoci hydro-destilace. Testy antimikrobialni aktivity byly
provadény modifikovanou diskovou diflizni metodou pro testovani silic v plynné fazi proti 2
Gram-pozitivnim a 3 Gram-negativnim potravinovym patogennim bakteriim. Vysledky byly
vyjadfeny pomoci minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) v pl/cm?® vzduchu. Z 28
testovanych silic jich 13 vykazovalo antimikrobidlni aktivitu minimalné proti 1 bakterii.
Nejlepsi vysledky byly zaznamendny u kienu selského (Armoracia rusticana, MIC 0.0083
ul/cm?®) u vSech nami testovanych bakterii, Cesneku setého (Allium sativum, 0,0083- 0,53
ul/cm?®) u vSech nami testovanych bakterii, dobromysle obecné (Origanum vulgare, 0,066-



0,13 pl/cm?®) u vSech nami testovanych bakterii mimo P. aeruginosa, kterou neinhibovalo a
tymianu obecného (Thymus vulgaris, 0,017-0,26 ul/cm?®) u vSech nadmi testovanych bakterii
mimo P. aeruginosa, kterou neinhiboval.

Kli¢ova slova: rostliny, silice, bakterie, hydro-destilace, antimikrobialni aktivita, minimalni
inhibi¢ni koncentrace, plynna faze

UvVoD

Antimikrobidlni aktivita silic byla potvrzena mnoha studiemi (e.g. Burt 2004; Holley
and Patel 2005; Janisiewicz and Korsten 2002; Mann and Markham 1998; Tripathi and Dubey
2004), ale vétSina z nich byla provadéna v ptimém kontaktu s mikroorganismy. Tyto metody
mayji vSak své nedostatky. Nepolarni silice se Spatn¢ rozpoustéji ve vodé a proto je potieba do
zivnych médii ptidavat rizné latky jako rozpoustédla (PEG, Tween, DMSO, EtOH). Tyto
latky sice mnohdy vyfesi problém rozpustnosti, ale mohou mit negativni vliv na vysledky.
Testovani silic v plynné fazi oproti tomu vyuziva jejich tékavosti a u¢inné latky piisobi na
mikroorganismy piimo z plynné faze. Nevyhodou této metody je nedostatecnd tékavost
u¢innych latek v nékterych silicich, tzn. Ze silice ucinné v piimém kontaktu nemuse;ji
disponovat stejnou aktivitou v plynné fazi.

Studie byla provadéna u relativné znamych druht silicnatych 1é€ivych rostlin, avSak
méné Casto pouzivanou modifikovanou diskovou metodou pro testovani latek v plynné fazi
(Lopez et al. 2005). Z hlediska etnobotanického byly ptedpokladany vysledky u rostlin
vyuzivanych v lidovém Iécitelstvi pro své antimikrobidlni vlastnosti, konzervaci potravin ¢i
jako kofteni.

Studie byla zaméfena na potravinové patogeny, nebot’ i pies neustalé zvySovani
hygienickych norem pfti produkci zemédélskych produkti a potravin se odhaduje, ze cca. 30%
obyvatel vyspélych zemi trpi kazdorocné chorobami pfenaSenymi potravou. Soucasné ve
vyspélych zemich roste poptavka po tzv. zelenych potravinach obsahujicich méné
syntetickych latek pii sou¢asném zvyseni jejich bezpecnosti, kvality a trvanlivosti (Bautista-
Banos et al. 2006). Jednou z moznosti, jak vyhovét t€émto pozadavkim, je vyuziti silic
lécivych a kotfeninovych rostlin jako antimikrobidlnich prostiedkd pti vyrobé, skladovani a
zpracovani zeméd¢lskych produktt a potravin (Burt 2004).

Cilem této studie je stanoveni antimikrobidlni aktivity silinatych lécivych rostlin
s diirazem na jejich aktivitu v plynné fazi a potvrzeni hypotéz o antimikrobidlni aktivité silic
lé¢ivych rostlin vychézejicich jak z hlediska etnobotanického tak mnoha védeckych studii.

MATERIAL A METODY

Rostlinny material a izolace silic: Kriterium pro vybér rostlinného materidlu bylo
jeho uziti v indikacich, které ptfitomnost antimikrobidlnich vlastnosti naznacuji (vyuziti pii
konzervaci potravin, jako koteni ¢i ochucovadla). Také byly vybirany rostliny, u nichz byl



predpokladan obsah tekavych latek disponujicich antimikrobidlni aktivitou. Silice byly
ziskavany pomoci hydro-destilace v Clavengerové pfistroji z Cerstvych rostlin, pfi jejichz
sbéru byla zaznamenana teplota, hodina, datum a momentélni pocasi.

Nasledovalo nasekani 300g Cerstvého rostlinného materidlu pomoci nozového mlynku
a jeho vlozeni do sklenéné 4 litrové baiky. Rostlinny material byl poté zalit 1500 ml
destilované vody a pfiveden k varu. Pisobenim vysoké teploty se oddélily silice, které byly
unaseny vodni parou. Po ukonceni hydro-destilace, kterd probihala 3 hodiny, byla silice
odebrana a zméteno jeji mnozstvi.

Mikrobidlni kultury: Pro nami provadéné testy antimikrobidlni aktivity byly
vybrany nasledujici potravinové patogeny: Gram-pozitivni bakterie Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus a Gram-negativni bakterie Eschericia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritids. Pro ptipravu inokula byly bakterie kultivovany po dobu 18 hodin pfi
teploté 37 °C v tekutém mediu Muller-Hinton (MH).

Testovany material: Cesnek sety - Allium sativum L. (Alliaceae), fenykl obecny -
Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae), febiicek obecny - Achillea millefolium L., pelynék
pravy - Artemisia absinthium L., pelynék estragon - Artemisia dracunculus L., pelynck
cernobyl - Artemisia vulgaris L. (Asteraceae), kien selsky - Armoracia rusticana Gaertn.
Mey. & Scherb. (Brassicaceae), tiezalka teCkovana - Hypericum perforathum L. (Clusiacae),
marulka Santovitd - Calamintha nepeta Savi, yzop lékatky - Hyssopus officinalis L.,
levandule 1¢ékatskd - Lavandula angustifolia Mill., méta peprna — Mentha x piperita L., mata
hunata - Mentha villosa Huds., Santa koCi¢i - Nepeta x faassenii Bergmans, Santa velkokveéta -
Nepeta grandiflora Benth., bazalka pravd - odrida ,Bild vysokd*“ - Ocimum basilicum
var. “Grant verte L., bazalka pravd - odrida “Purpurovy opal” - Ocimum basilicum
var. “Purple opal“ L., majoranka zahradni - Origanum majorana L., dobromysl obecna -
origanum vulgare L., perovskie lebedolistd - Perovskia atriplicifolia Benth., Salv¢j 1ékatska -
Salvia officinalis L., saturejka horska - Satureja montana L., matetidouska vejcitd - Thymus
pulegioides L., matetidouska tzkolistd - Thymus serphyllum L., tymian obecny - Thymus
vulgaris L. (Lamiaceae), routa horskd - Ruta montana Mill. (Rutaceae), ofechkiidlec
klandonsky - Caryopteris x clandonensis Hort. (Verbenaceae)

Antimikrobialni testy: Testy antimikrobidlni aktivity byly provedeny in vitro
modifikovanou diskovou metodou pro testovani latek v plynné fazi. Do umélohmotnych
Petriho misek a zaroven do jejich vicek bylo nalito dohromady 20 ml MH agaru.Ve vickach
Petriho misek byl agar pecliveé rozlit po celé ploSe vicka tak, aby mohl byt pozdéji ptitisknut
k misce, kterou pak hermeticky uzaviel. Byl kladen diraz na to, aby byl agar rozlit po celém
povrchu vicka a nedochézelo tak k unikim silic v plynné fazi z misky ven.

Po zatuhnuti agaru byla kazda miska inokulovéana 10 pl bakterialni suspenze o hustoté
10" CFU/ml. Poté byl do vitka kazdé misky vlozen disk, na ktery byla nanesena konkrétni
koncentrace jednotlivych silic. Testovani bylo provedeno v 8 koncentracich v polovi¢nim
fedéni od 0,53 do 0.0083 ul/cm’ vzduchu.



Nasledné byla Petriho miska neprodysné uzaviena vickem a vlozena do kultivatoru, kde
byla ponechdna 18 hodin pii teploté¢ 37°C. Po vyjmuti Petriho misek z kultivatoru bylo
provedeno o¢ni vyhodnoceni.

VYSLEDKY

Z uvedenych vysledka (tab.c.1) vyplyva, Ze co se tyce sledovanych potravinovych
patogennich bakterii, je v0¢i antimikrobidlnim ucinkiim rostlinnych silic nejcitlivejsi
Staphylococcus aureus, dale pak Eschericia coli, Listeria monocytogenes a Salmonella
enteritids. Naopak nejvyssi rezistenci vykazuje Pseudomonas aeruginosa.

Aplikovano bylo 28 druhi rostlinnych silic v koncentracich od 0,53 do 0.0083 pl/cm’
vzduchu. Z tohol5 druhii nejevilo Zadnou antimikrobidlni aktivitu ani v nami testované
nejvyssi koncentraci.

Nizkou antimikrobidlni aktivitu vykazuji silice Caryopteris x clandonensis, Hyssopus
officinalis., Mentha villosa, Nepeta x faassenii, Ocimum basilicum var. “Grant verte“ které
v koncentraci 0,53 pl/em’ inhibovali pouze S. aureus, presto se da u téchto silic o
antimikrobialni aktivité¢ hovofit a je pfedmétem dalSitho zkoumani. Origanum majorana
kromé S. aureus v koncentraci 0,53 pl/cm’ inhibuje i E. coli a to v koncentraci 0,26 pl/cm’.

Stiedni antimikrobidlni aktivitou vii¢i potravinovym patogennim bakteriim disponuji
Thymus serphyllum, Satureja montana, Thymus pulegioides a Thymus vulgaris, které dokazi
inhibovat S. aureus a E. coli jiz v koncentracich 0,017-0,033 pl/cm’. Kromé P. aeruginosa
byly ostatni testované bakterie inhibovany v koncentracich 0,26-0,53 pl/em’, jen Thymus
serphyllum neinhiboval S. enteritidis ani v nami nejvyssi sledované koncentraci.

Vysokou antimikrobialni aktivitu nami sledovanych silic ma Origanum vulgare,
Allium sativum a Armoracia rusticana. O. vulgare inhibuje S. aureus jiz pti koncentraci 0.017
ul/em®, L. monocytogenes a E. coli pii koncentraci 0,066 ul/cm® a S. enteritidis pii
koncentraci 0,13 pl/cm’.

V koncentraci 0.0083 pl/cm’ inhibuje Gram-pozitivni bakterie silice Allium sativum a
Armoracia rusticana. Armoracia rusticana inhibuje vSechny sledované potravinové patogeny
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bakterie pii koncentracich podstatng vyssich (0,26-0,53 pl/cm?).

DISKUSE

Antimikrobidlni aktivita silic v plynné fazi byla demonstrovana v n€kolika studiich,
avSak vysledky jsou obtizn¢ srovnatelné, nebot’ neexistuje standardizovand metoda pro
testovani silic v plynné fazi. Antimikrobidlni aktivita kienové silice, ktera obsahuje cca. 90%
allyl izotiokyanatu, byla ovéfena v plynné fazi proti S. typhimurium, L. monocytogenes , E.
coli, S. aureus (Ward et al. 1998). MIC, kterych bylo dosazeno ve této studii jsou
porovnatelné s naSimi, prestoze v ni byla k testovani pouzita jind modifikace této metody s
vetsim objemem vzduchu.



Ackoli silice Allium sativum a jeji obsahové latky (mj. allicin a jeho derivaty.) disponuji
antimikrobialni aktivitou (Harris et al. 2001), nebyly nalezeny informace o jeji
antimikrobialni aktivit¢ v plynné fazi.

Inouye et al. (2001) testovali v plynné fazi silici tymianu a levandule proti S. aureus a
E. coli. Zatimco v pripadé¢ Thymus vulgaris jsou jejich dosazené vysledky témét identické s
nasimi (MIC 0,0125 pl/em®), v ptipadé Lavandula angustifolia byla zaznamenana také
relativng vysoka aktivita proti S. aureus (0,1 pl/cm’) na rozdil od nasich testd, v nichz silice
Lavandula angustifolia 0¢inna nebyla. Rozdilné vysledky mohou byt zpisobeny rozdilnym
slozenim silice.

V testech provedenych Lopezem et al. (2005) silice bazalky Ocimum basilicum
nejevila v plynné fazi zddnou aktivitu proti S. aureus, E. coli, L. monocytogenes, S. enteritids
a P. aeruginosa. V naSich testech vykéazala znamky antimikrobidlni aktivity var.“Grant
verte, ovsem ve vys$si koncentraci nez ji testovali tito autofi.

Ackoli silice Allium sativum a jeji obsahové latky (mj. allicin a jeho derivaty.)
disponuji antimikrobidlni aktivitou (Harris et al. 2001), nebyly nalezeny informace o jeji
antimikrobidlni aktivité v plynné fazi.

U ostatnich druht, dle ndm dostupné literatury, nebyla antimikrobialni aktivita silic
v plynné fazi testovana. Byly provadény pouze testy antimikrobidlni aktivity v pifimém
kontaktu. Z druhii, které v naSich testech vykéazaly antimikrobidlni aktivitu, nebyly v literatufe
nalezeny Zzadné vysledky testovani antimikrobidlni aktivity u druhtt Caryopteris x
clandonensis a Nepeta x faassenii.

ZAVER

Zjisténé vysledky potvrdily piedpokladané hypotézy o antimikrobidlni aktivité
testovanych silic. Z fytochemického hlediska dosahly vybornych vysledkt rostliny obsahujici
sirné slouceniny (Armoracia rusticana, Allium sativum), tymol a karvakrol (Thymus vulgaris,
Thymus pulegioides, Thymus serphyllum, Satureja montana, Origanum vulgare), coz
odpovida rostlinam vyuzivanym pro své antimikrobidlni vlastnosti v lidovém IécCitelstvi.
Pouzita metoda se ukazala jako vyhovujici pro rychly screening velkého poctu vzorkd.

Tento screning antimikrobidlni aktivity silic je prvnim krokem pfi vyuzivani
antimikrobidlnich vlastnosti silic pii konzervaci potravin. V dalSich krocich bude nasledovat
testovani antimikrobidlni aktivity silic pfimo na modelovych potravinach.



Tab. 1 Minimalni inhibiéni koncentrace 28 rostlinnych silic (ul/cm?® vzduchu)

vytéznost Gram-

silic v % positivni Gram-negativni
Druhy rostlin CH LM  SA EC PA SE
Allium sativum 0.33 0.0083 0.0083 0.53 0.53 0.26
Achillea millefolium 0.07 - - - - -
Armoracia rusticana 0.03 0.0083 0.0083 0.0083 0.0083 0.0083
Artemisia absinthium 0.33 - - - - -
Artemisia dracunculus 0.90 - - - - -
Artemisia vulgaris 0.03 - - - - -
Calamintha nepeta 0.38 - - - - -
Caryopteris x clandonensis 0.15 - 0.53 - - -
Foeniculum vulgare 0.73 - - - - -
Hypericum perforathum 0.08 - - - - -
Hyssopus officinalis 0.16 - 0.53 - - -
Lavandula angustifolia 0.50 - - - - -
Mentha piperita 0.10 - - - - -
Mentha villosa 0.83 - 0.53 - - -
Nepeta x faassenii 0.33 - 0.53 - - -
Nepeta grandiflora 0.07 - - - - -
Ocimum basilicum var. “Grant verte 0.08 - 0.53 - - -
Ocimum basilicum var. “Purple opal “ 0.07 - - - - -
Origanum majorana 0.53 - 0.53 0.26 - -
Origanum vulgare 0.80 0.066  0.017 0.066 - 0.13
Perovskia atriplicifolia 0.38 - - - - -
Ruta montana 0.13 - - - - -
Salvia officinalis 0.15 - - - - -
Satureja montana 0.28 0.26 0.033 0.033 - 0.26
Thymus pulegioides 0.15 0.26 0.033 0.033 - 0.26
Thymus serphyllum 0.27 0.53 0.033 0.033 - -
Thymus vulgaris 0.23 0.26 0.017 0.033 - 0.033

LM - Listeria monocytogenes; SA - Staphylococcus aureus; EC - Escherichia coli; PS -
Pseudomonas aeruginosa; SE - Salmonella enteritidis;

CH-¢&erstva hmota
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