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ANTIMIKROBIALNI AKTIVITAKO  RENI
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SPICES

Olga Cwikova, Tomas Gregor, Viera Sottnikova, Hiregkova

ABSTRACT

There has been a constant and increasing searcitdéonative and efficient compounds for
food conservation, aiming at partial or total reglaent of antimicrobial chemical additives.
Spices offer a promising alternative for food saféthe aim of this work was to test the
antimicrobial activity of selected spices. The mmtrobial activity of clove, black pepper,
crushed red pepper and garlic was investigatedbitohy effect of these spices was tested
against three strains of microorganisms — coliftnaeteria, Enterococci and yeast. The disc
diffusion method was used to determine the antmhbied activity of spices. After culture of
microorganisms the inhibitoin zones around all slisere measured. Clove was found to be
the most (R0.01) effective spice against yeast dfmterococcusGarlic had the strongest
(P<0.01) antimicrobial activity against coliform badte Black pepper and crushed red
pepper were found to be lessk(R01) effective against the tested strains of naigganisms.
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UvoD

Antimikrobidlni vlastnosti keni jsou zndmy a vyuzivany po staleti, jejich vynkeSak zaal
az v osmdesatych letech devatenactého stoleti. ifidejdbyly antimikrobialni @inky
prokazany u higice, Hebicku a skdice (Hirasa, Takemasa, 1998)Hlavni antimikrobialni
sloZzkou kdeni jsou silice, jejichz dinek zavisi na druhu a koncentréCieylan, Fung, 2004)
V¢étSina antimikrobidlnich sloZzek keni jsou fenolové slaeniny obsahujici OH-skupinu.
Bylo zjistno, Ze pray OH-skupina odpovida za antimikrobialni vlastnéstieni. V sodasnée
dok® je znamo asi 3000 négrgjSich drutii silic, z nichz 300 je vyuzivano ve
farmaceutickém, potravifigkém a kosmetickém jmyslu (Bakkali et al., 2008) Jednotlivé
druhy kdeni obsahujittzné mnozstvi esencialnich d@le)vV rozmarynucini celkovy obsah
vSech silic 0,15 %, kdezZto udbicku je to az 19,94 %. Nejisi antimikrobialni ginek maji
esencialni oleje obsahujici eugenol, indwebicek (obsah silice je 19,81 %), novéi&oi
(9,33 %) a skiice (5,38 %). Skiice obsahuje navic velké mnoZstvi 8koveho aldehydu
(5,37 %) Quttara et al., 1997. Mezi dilezité antimikrobialni sloZzky keni pati také allicin
v ¢esneku, karvakrol a thymol v oreganu a tymianunaldiol v koriandru(Singh et al.,
2006)

Hlavnimi faktory, které ovlixuji antimikrobialni aktivitu kéeni, je druh, sloZeni a pouzité
mnozstvi keeni, druh mikroorganismu, sloZeni potraviny (obgadtkovin, lipida, soli,
fenolickych latek, hodnota pH) a teplota pfesi (Agaoglu et al., 2007) Antimikrobialni
acinek vykazuje keéeni wici bakteriim, plisnim i vitm, picemz rezistence jednotlivych
mikroorganisni je rozdilna, bakterie jsou v porovnani s pirenodolrgjsi. VysSi citlivost na
silice kaeni vykazuji Gram-negativni bakteri¢Pasqua et al., 2005) NejsilrgjSi
antimikrobialni aktivita byla popsana u ska®, rebicku a hdcice, stedni u nového keni,
bobkového listu, koriandru, kminu, oregana, rozmarygal¥je a tymianu, slaba terného
pepe, zazvoru gerveneé paprikyCeylan, Fung, 2004)

Cilem prace bylo ot antimikrobialni aktivitu vybranych druh kofeni na #st
indikatorovych mikroorganisin s ohledem na jejich mozZzné pouZziti v potravk&m
pramyslu k prodlouzeni trvanlivosti potravin.
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MATERIAL A METODY
V pokusu byly pouzityctyti druhy kEzné¢ pouzivaného keni, které bylo zakoupeno
v obchodni siti:

» ¢esnek Allium sativun

* hiebitek (Eugenia caryophlyllatp

e paprika palivACapsicum anuun

e pep ¢erny mlety Piper nigrun)

Pro testovani antimikrobidlni aktivitygchto drutii kofeni byly vybrany ii skupiny
mikroorganisni:

» koliformni bakterie

* enterokoky

» kvasinkaSaccharomyces cerevisiae
Enterokoky byly izolovany z fermentovanych masnyghobki, koliformni mikroorganismy
z vegového masa. Vifpad kvasinky se jednalo o kulturni km&accharomyces cerevisiae
(Fermentis, Chorvatsko).
Testovani antimikrobialni aktivity keni bylo provedeno v laborafoh UTP MZLU v Brré.

Priprava ethanolového maceratu

10 g kdeni bylo zalito 160 ml 96 % ethanolu a tatoésrbyla macerovana 5 dnii peplo€
23 °C bez fistupu s¥tla. Ziskané maceraty bylygfiltrovany ges filtraini papir (No. 390) a
odpdeny na vakuové rotai odparce (RV 05-ST, &inecko) i 40 °C.

Ke kazdému do sucha odpaému ethanolickému extraktu byldidano 50 ml srési
chloroform/destilovan& voda v pénu 1:1. Po dkladném pratepani doslo vdici nalevce k
roz&kleni snmési na vrstvu vodni a chloroformovou. K vodni vestiylo pidano 50 ml
ethylacetatu. Poté byla tato &nogt dikladn® promichana a vdici nalevce rozéena na
podil vodniho acetatu a podil ethylacetatovy. Obdily byly odpa@eny na vakuové rotai
odparce @i 40°C.

K chloroformoveé fazi bylo po odpeni gidano 50 ml srési ethanol/petrolether v pamu 1:1

a 25 ml destilované vody. Po pfepani a odéeni fazi byly ziskany dalSi dva podily:
ethanolovy a petroletherovy, které byly othyay na vakuové rotai odparce p 40°C. Od
kazdého druhu keni byly takto ziskanytyii podily: podil vodniho acetatu, ethylacetatovy,
methanolovy a petroetherovy podil. Tyto podily bplgstupg rozpusény v 5, 10 a 20 ml
ethanolu/Gregor, 1999)

Priprava suspenze testovanych skupin mikroorganisin

Mikrobialni kultury koliformnich bakterii a enteroka a kvasinek byly izokn¢ preatkovany

a poté pomnozeny za vhodnych podminek v peptonove& \(koliformni bakterie a
enterokoky pi 37 °C/24 hod, kvasinkyip30 °C/24 hod. Ziskané suspenze bylyeabny
sterilnim fyziologickym roztokem na hustotu, kteo@lpovidala standardu 0,5 dle Mc
Farlandovy zékalové stupnice (tj. 1 - 3 X bdinsk/ml). Touto suspenzi (objem inokula: 0,1
ml) byl nagkovan agar, vhodny proist daného mikroorganismu. Prast koliformnich
bakterii byl pouzit VRBL agar (Noack, Francie), moterokoky Compass enterococcus agar
(Noack, Francie), pro kvasinky Plate Count Agar gblq Francie). Na taktorfipraveny agar
byly poloZeny sterilni disky filtkaniho papiru (No.388) o iméru 0,9 mm napushé 10-tipl
piislusného roztoku maceraturkoi rozpudtného v 5, 10 a 20 ml ethanolu, kontrolni disk byl
napusn 10-ti Il 96% ethanolu. Kultivace n&kovanych misek prainla za podminek
stanovenyctCSN 1SO 4832 &SN ISO 4833. Enterokoky byly kultivovanyipeplo® 37 °C

po dobu 24 hodin.
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Stanoveni inhib&niho Géinku

Pro stanoveni inhibniho Einku koreni byla pouzita diskova difuzni meto@yskova et al.,
1997, Podstatova, 2001)Po kultivaci byly méteny inhib&ni zény (mm) vzniklé v okoli
diska.

Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci pragra Unistat 5.5. Byla pouZzita metoda
tiifaktorové analyzy variance a analyzy rozptylu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Inhibi éni U¢inek koreni na koliformni bakterie

Cesnek vykazoval vy3si €B,01) inhibEni &inek na koliformni bakterie neZ paprika a pep
mezi ostatnimi druhy Keni statisticky pikazny rozdil v antimikrobialni aktivit vaci
koliformnim bakteriim zji&n nebyl. Inhibéni z6na okolo disku napu$ieho pouze
ethanolem zjigha nebyla. Nagtené hodnoty velikosti inhibnich zon jsou uvedeny
v tabulceg. 1.

Tabulka 1 Velikost inhibiénich zén v mm vzniklych kolem digknapu&nych extrakty
koreni o fiznych koncentracich, testovaci mikroorganismusfdohni bakterie

Mnozstvietanolu | Druh kofeni, velikost inhibiéni zény v mm
(ml) na rozpusténi | PFislusny podil
maceratu extraktu Pepr ¢erny | Cervend paprika| Hiebiek Cesnek
Vodni 1 1 3 3
5 Ethylacetatovy 1 2 2 3
Ethanolovy 3 1 3 3
Petroetherovy 1 2 2 3
\Vodni 1 1 2 1
10 Ethylacetatovy 0 1
Ethanolovy 1 0 1 1
Petroetherovy 1 2 1 2
Vodni 0 0 1 1
20 Ethylacetatovy 0 0 0 2
Ethanolovy 1 0 1 1
Petroetherovy 0 1 0 2

Antimikrobidlni aktivitu ¢esneku wuci koliformnim bakteriim, respE. coli 0157 : HY

sledovali Leuschner a Zampariny (2002) ktefi zjistili, Ze pidavek 1 %c¢esneku do
majonézy ma bakteriostaticky a baktericidni eféktibicni icinek ¢esneku nd&. coli 0157 :

H7 testovali takélndu et al. (2006) Jejich studie potvrzuji, Ze¢esnek ma vysokou
antimikrobialni aktivitu wc¢i tomuto druhu mikroorganismu. Nositelem infgitiho (Einku

cesneku je allicin. Hlavni sloZk§esneku, diallyl sulfid a diallyl polysulfid, nevykaji podle

Hirasa a Takemasa(1998)zadnou antimikrobialni aktivitu.

Inhibi ¢ni G¢inek koieni na enterokoky

Hiebicek m& ve srovnanicervenou paprikou vyssi €B,01) inhibEni (&inek na enterokoky.
Mezi ostatnimi druhy ki@ni statisticky pikazny rozdil v antimikrobidlni aktivit vici
enterokokm zjis€n nebyl. Inhibéni zéna okolo disku napu$ieho pouze ethanolem zfiga
nebyla. Nansiené hodnoty velikosti inhiémich zon jsou uvedeny v tabulée2.
Antimikrobialni &inek hebicku a cervené papriky na enterokoky, respnterococcus
faecium,testovaliAgaoglu et al.(2007) kteri zjistili, Ze Hebicek vykazuje dobry inhilsni
efekt na tento druh mikroorganismu, zatinteovena paprika ne¢ta zadny antimikrobialni
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Gcinek. Marcin éak et al. (2008) testovali antioxid&ni a antimikrobialni &inek extraki
rostlin gidanych do hotziho masa. Nejvyrazysi inhibicni inek na celkovy peet
mikroorganisni byl zaznamenénippouZziti extraktu kebicku.

Tabulka 2 Velikost inhibiénich zén v mm vzniklych kolem digknapu&nych extrakty
koreni o fiznych koncentracich, testovaci mikroorganismusrekbky

Mnozstvietanolu | Druh ko¥eni, velikost inhibiéni zény v mm
(ml) na rozpusténi | PFislusny podil
maceratu extraktu Pepr ¢erny | Cervena paprika| Hiebitek Cesnek
Vodni 3 2 4 3
5 Ethylacetatovy 3 2 4 2
Ethanolovy 2 3 3 5
Petroetherovy 1 2 5 3
Vodni 2 1 3 1
10 Ethylacetatovy 2,5 2 2 2
Ethanolovy 1 1 2,5 4
Petroetherovy 1 0 3 2
\Vodni 1,5 0 2,5 1
20 Ethylacetatovy 1 0 1 1
Ethanolovy 1 1 1 3
Petroetherovy 0 0 1 1

Inhibi ¢ni G¢inek koieni na kvasinky

Hiebitek ma na kvasinkusaccharomyces cerevisiag/Ssi (R0,01) inhibEni efekt nez
cervena paprika a pep Mezi ostatnimi druhy Keni statisticky pikazny rozdil
v antimikrobialni aktivi¢ vici Saccharomyces cerevisia@sttn nebyl. Inhibéni zéna okolo
disku napu&ného pouze ethanolem z{iga nebyla. Nagtené hodnoty velikosti inhitmnich
z6n jsou uvedeny v tabul¢e 3.

Nami zjiséné vysledky koresponduji s vysledidrora a Kaur (1999) ktei testovali
citlivost kvasinek k extrakim riznych druli koreni. Zjistili, Ze pra¥ extrakt Kebitku je
schopny inhibovatist rekterych kvasinek rodandidaa takéSaccharomyces cerecisiae
(Souza et al., 2005)Urcitou antifungalni aktivitu peje ¢erného i A. niger a C. albicans
uvadi ve své studiertirk (2006) Dobry antimikrobialni ginek vic¢i kvasinkam a plisnim.
vykazuji podleCeylan, Fung (2004)i extrakty ¢esneku, které inhibujitist kvasinek rotl
Candidg Cryptococcus Rhodototula, Torulopsisa Trichosporon Antifungalni aktivita
cesneku se vSak vyragrsniZzuje s rostoucintasem a zvysujici se teplotou (37°C a vyssi;
Ceylan, Fung, 2004)
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Tabulka 3 Velikost inhibinich zén v mm vzniklych kolem digknapu&nych extrakty
koreni o fiznych koncentracich, testovaci mikroorganismusclsaomyces cerevisiae

Mnozstvietanolu | Druh kof¥eni, velikost inhibiéni zény v mm
(ml) na rozpusténi | PFislusny podil
maceratu extraktu Pepr ¢erny | Cervena paprika Hrebi¢ek Cesnek
Vodni 2 2 6 1
5 Ethylacetatovy 2 1 4 3
Ethanolovy 1 3 3 4
Petroetherovy 2 1 2 2
Vodni 1 0 3,5 0,5
10 Ethylacetatovy 1 2 2 2
Ethanolovy 0,5 2 2 3
Petroetherovy 1 1 1 1
Vodni 0 0 2,5 0,5
20 Ethylacetatovy 0 1 1 0
Ethanolovy 0 0 1 2
Petroetherovy 1 0 1 1
ZAV ER

V souasné dob je provadna celarada vyzkuni, které jsou zagteny na antimikrobialni
aktivitu koreni, a to zejména ve spojitosti s prodlouzenimniivasti potravin. Nami zjig&né
vysledky koresponduji se z&ty mnoha studii, zabyvajicich se antimikrobialniiatou
koreni. Z naSich vysledk je Zejmé, Ze pray hiebicek a ¢esnek vykazuji dobrou
antimikrobialni aktivitu oproti paprice a p@pU hiebicku byly zjiS€ny statisticky pitkazre
vétsSi (<0,01) velikosti inhibinich zén u misek inokulovanych kvasink@accharomyces
cerevisiaea kulturou enterokak Na koliformni mikroorganismy #h nejvyssi (R0,01)
inhibi¢cni  &inek cesnek. Paprika a pepnevykazovaly dle naSich vysleidkvyrazny
antimikrobialni @inek na testované skupiny mikroorganisnNa zaklad nami zjiS€nych
vysledki Ize konstatovat, Ze inhifni (Cinek kareni na jednotlivé skupiny mikroorganiém
nezavisi na jednotlivych podilech flemi (podil vodniho acetatu, ethylacetatovy podil,
ethanolovy podil a petroletherovy podil), ale nauftych koncentracich. V nejvysSi
koncentraci, tj rozpudhi maceratu v5 ml ethanolu, vykazujeiéwi nejvyssi (R0,01)
inhibicni &inek, resp. byla na#éiiena nej¢tsSi velikost inhibénich z6n, a to u vSech
testovanych druhkoieni.

Pouziti kdeni jako inhibitoru mikrobialnihoustu v potravinach je vSakasto limitovano
senzorickymi pozZadavky, protoZze antimikrobialni kvwnize gevySovat organolepticky
piijatelnou Urové. Nicméré, kombinace kieni a dalSich antimikrobialnich bariéribe
zvysit trvanlivost a bezgeost potravin, coz by mohlo igSit stale ¥tSi poptavku po tzv.
zelenych potravinach obsahujicich mégntetickych latek. Kieeni a jeho derivaty mohou byt
tedy vhodnou alternativou pro pouziti v potravinovéonzervanim systému a mohou
pusobit jako hlavni nebo pomocna antimikrobialni kkz
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