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Uvod

Produkcia hovadzieho masa v Eurdpe prispieva k potravinovej bezpecnosti,
trvalo udrzatelnému vyuzivaniu pddy, socialno-ekonomickému blahobytu vidieckych
komunit a gastronomickym pézitkom mestskych a vidieckych spotrebitelov na celom
kontinente. Hovadzie maso je tiez vysoko hodnotnym produktom, ktory predstavuje
drahu polozku v nakupnych kosikoch doméacnosti. Spotreba hovadzieho mésa v EU je
10,9 kg.osoba.rok™!, v priemere za 28 krajin v roku 2016 (OECD 2017), so znaénymi
rozdielmi medzi Clenskymi krajinami. To je nizSie ako v krajinach Juznej Ameriky (napr.
Argentina, 46,8 kg), Severnej Amerike (napr. Spojené Staty americké, 25 kg), Australii
(21,9 kg), podstatne vysSie v porovnani s Cinou (4 kg). Spotreba vo vyspelych
krajinach vsak za poslednych 20 rokov klesla, v EU o 12 %, v Spojenych $tatoch
019 % a v Australii o 20 %. Spolu s nepriaznivou publicitou o otazkach zivotného
prostredia, zdravia, autenticity a bezpecCnosti mohla k tomuto poklesu prispiet
nekonzistentna kvalita.

Sous vide je francuzsky vyraz pre ,vo vakuu“ a varenie sous vide je definované
ako ,suroviny, ktoré sa varia za kontrolovanych podmienok, teploty a ¢asu, v tepelne
stabilnych vakuovych vreckach®. Potravinari aktivne Studuju sous vide spracovanie
od 90-tych rokov 20. storo€ia a zaujimaju sa hlavne o pouzivanie sous vide varenia
na prediZenie trvanlivosti spracovanych potravin. Zda sa, Ze tieto snahy boli Uspe$né,
kedZe neexistuju Ziadne spravy o sous vide potravinach, ktoré by mohli spdsobit
ochorenie. Séfkuchari v niektorych $pickovych svetovych restauraciach pouzivaju
varenie sous vide od 70. rokov 20. storoCia, ale az v polovici roku 2000 sa varenie
sous vide stalo vSeobecne zname; koncom 20. storocCia a zaCiatkom 2010 zaznamenali
obrovsky narast pouzivania sous vide varenia v reStauraciach a domacnostiach. Sous
vide varenie sa liSi od tradi€nych spdsobov varenia dvoma zasadnymi spésobmi:
suroveé potraviny su vakuovo uzavreté v tepelne stabilnych, potravinarskych plastovych
vreckach a jedlo je varené pomocou presne kontrolovaného ohrevu.

Pochopenie otravy, alebo kazenia potravin si vyZaduje znalosti o komplexnej
interakcii medzi mikroorganizmami a ich potravinovym ekosystémom. Meranie
spravania vSetkych baktérii vo v8etkych rastovych podmienkach nie je mozné, ale ak

su pozorované dostato¢né reakcie v rdéznych prostrediach, potom je mozné
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interpolovat a tak predpovedat, ako budu organizmy reagovat na akékofvek
podmienky v ramci environmentalnej oblasti, kde boli pozorovania uskutonené.
Mikrobiologické rizika spojené s varenim sous vide su rast sp6r tvoriacich baktérii
Clostridium botulinum patogénu a produkcia toxinov. Potravinové patogény netvoriace
spoéry v produktoch sous vide zahfhaju Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus,
Listeria a Yersinia. Tieto patogény musia byt zni¢ené pocas tepelného spracovania.
M&zu vSak ovplyvnit zdravie spotrebitelov, ak suroviny maju nizku mikrobiologicku
kvalitu, ked su sekundarne kontaminované pocas vyroby v désledku nespravnych
vyrobnych postupov. Primarna pozornost pri vyvoji technolégie vyroby sous vide by sa
preto mala zamerat na zabezpecenie mikrobiologickej bezpe&nosti produktu.

Rastlinné silice (RS) réznych rastlinnych druhov sa stali popularnymi ako
bezpeCna alternativa namiesto chemickych konzervacnych latok na kontrolu
patogénov. Vzhladom na to, Ze RS su vnimané ako alternativna ekologicka
potravinova konzervacna latka, zaujem o aplikaciu RS v potravinarskom priemysle
a baleni v poslednych rokoch vzrastol. Hlavné zdroje relevantné pre priemyselné
vyuzitie su z Celade rastlin Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae (Compositae), Lamiaceae
(Labiatae), Myrtaceae, Poaceae, Cupressaceae, Lauraceae, Pinaceae, Zingiberaceae
a Rutaceae a extrakcia sa moze uskutoCnit z réznych €asti rastlin: kvety, listy, ovocie,
semena, travy, korene, podzemKky, drevo, kéra, guma, kvety stromov, cibulky a susené
puky kvetov. RS zohravaju vyznamnu ulohu v potravinarskom sektore so Sirokou
Skalou aplikacii, najmé na prediZenie skladovatelnosti a zabranenie oxidacii. Na tento
uCel sa zhodnocuju pridavanim do potravinarskych vyrobkov bud priamym
primieSanim, alebo v jedlych a aktivnych obaloch.

Rastlinné silice sa vyznacuju svojou antimikrobialnou aktivitou a z tohto dévodu
sme sa vo vedeckej monografii snazili zistit' a vyhodnotit dobu skladovania hovadzieho
masa upraveného sous vide varenim pri réznej teplote a Case, inokulovaného
baktériou Salmonella enterica a Listeria monocytogenes v kombinacii s pouZzitim

rastlinnych silic.
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1 Suéasny stav rieSenej problematiky doma i v zahranié€i

1.1 Sous vide maso

Vakuové balenie ma niekolko vyhod: umoznuje efektivny prenos tepla z vody
(alebo pary) do jedla; zvySuje trvanlivost potravin tym, Ze eliminuje riziko
rekontaminacie pocas skladovania; inhibuje oxidaciu pachov a zabranuje stratam
prchavych latok a vihkosti odparovanim pocas varenia (Church a Parsons, 2000);
a znizuje rast aerébnych baktérii — vysledkom su obzvlast chutné a vyzivné potraviny
(Creed, 1998; Garcia-Linares et al., 2004; Ghazala et al., 1996; Lassen et al., 2002;
Schellekens, 1996; Stea et al., 2007). Presna kontrola teploty ma pre kucharov viac
vyhod ako vakuované balenie: umozniuje takmer dokonalu reprodukovatefnost);
umoznuje vacsiu kontrolu nad prepecenim ako tradi¢né spOsoby varenia; potraviny
mobzu byt pasterizované a bezpecné pri nizSich teplotach, takze nemusia byt dobre
uvarené, aby boli bezpe¢né; a tvrdé kusy masa (ktoré sa tradiCne dusili, aby boli
jemné) mézu byt jemné a stale mézu byt stredne, alebo stredne prepecené (Baldwin,
2012).

Kvalita produktu ziskaného technikou sous vide je vyrazne ovplyvnena teplotou,
Casom a tlakom aplikovanym poc¢as varenia. Tato metéda zabraruje strate vihkosti,
Zivin a prchavych latok a tiez inhibuje oxidacné zmeny spésobené varenim vo vakuu.
Okrem toho tato technika znizuje rast aerébnych baktérii a je celkom ucinna pri
prevencii opatovnej kontaminacie mrazenych potravin, ¢im sa predlZuje trvanlivost
produktov poc€as skladovania (Kehlet et al., 2017; Stringer a Metris, 2018). V roku 1991
Poradny vybor pre sous vide (SVAC) oznamil, Ze trvanlivost produktov varenych
metodou sous vide zavisi od spdsobu varenia a podmienok skladovania (Gonzalez-
Fandos et al., 2005). Rb6zne Studie tvrdia, Ze pritomnost patogénnych
mikroorganizmov v jedlach varenych metdédou sous vide po¢as konzumacie je spojena
hlavne s mikroorganizmami, ktoré existovali v surovine a prezili proces varenia.
Varenie by sa preto malo vykonavat pri urCitej teplote poCas dostatocne dihého
Casového obdobia tak, aby teplota v jadre bola vySSia ako 54,4 °C pocas priblizne
6 hodin, aby sa uplne inaktivovala Salmonella, Listeria spp. atd. (Zavadlav et al.,
2020).
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1.2 Aplikacia sous vide varenia v potravinarskom priemysle

Podfa International Fresh-Cut Produce Association je varenie sous vide (SV)
technikou minimalneho spracovania, ktora sa pouziva na varenie réznych druhov
potravinového materialu, vratane hovadzieho, bravCového, kuracieho masa, ryb,
niektorych druhov ovocia a zeleniny, ako su zemiaky, paradajky, fazufa, a pod.
Na rozdiel od inych tradi¢nych spésobov varenia si SV zachovava vysSie nutricné
a senzorické vlastnosti, ako aj zabranuje priamemu kontaktu potravin s kyslikom
(Iborra-Bernad et al., 2015). Sous vide varenie sa vSeobecne pouziva pri premenlivom
teplotnom rozsahu v zavislosti od typu potraviny, napr. v pripade zeleniny okolo 95 °C,
zatial ¢o v masovych vyrobkoch pod 70 °C (Zavadlav et al., 2020). Pomerne vySsia
teplota na varenie zeleniny je spdsobena tepelnou difuziou, ku ktorej dochadza pri
priblizne 100 °C na inaktivaciu potravinovych patogénov. Okrem toho je €as potrebny

na varenie a chladenie produktov nevyhnutny na zachovanie kvality.

1.3 Charakteristika masa

Maso je svalovina z akéhokolvek zvierata, alebo vtaka, ktoré sa pouziva ako
potrava. Kvalita masa zavisi od bunkovej Struktury vyvinutej zo svalového vlakna
a spojivoveho tkaniva. Surové maso ma neporuSenu Strukturu, ktora pozostava
z medzibunkovych medzier naplnenych vzduchom, ktoré umoZznuju vzajomné
odpajanie buniek (Hong et al., 2015). V modernom svete si spotrebitel vazi financie,
a preto spaja kvalitu masa s farbou, jemnostou, Stavnatostou a chutou. Okrem toho
su neoddelitefnou sucastou aj nutricné charakteristiky a bezpecnost produktu.
Spotrebitelia vS8eobecne vnimaju, Ze maso Cervenej farby je v porovnani s masom
hnedej farby vysoko Cerstvé. AvSak hlavné problémy spojené s Cerstvym masom su
mikrobialne kazenie, oxidacia tukov a posmrtné stuhnutie svalov. Mikrobialny rast
spbésobuje alimentarne ochorenia, zatial ¢o oxidacia tukov vedie k rozvoju pachuti,
zapachu a farby v désledku produkcie maldnaldehydu, prchavych latok odvodenych
od lipidov atd. a tiez ovplyviiuje kvalitu vyzivy (Zavadlav et al., 2020). Preto je
skladovanie Cerstvého masa na dlhSie obdobie narocné, pokial nie je spravne
spracované, zabalené a distribuované. Ziviny pritomné v mase ovplyviuji jeho
aromatické vlastnosti, zatial €o varenie vnutrosvalového tuku a obsah vody zvysSuje
chutnost masa tym, Ze Specificky prispieva k chuti, Stavnatosti a jemnosti (Hopkins
a Mortimer, 2014).
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Mastné kyseliny s rozvetvenym retazcom poskytuju dobru chut, zatial Co
koncentracia vody a tuku po vareni dodava Stavnatost. Vo varenom mase je makkost
hlavnym kritériom na posudenie kvality, ktora je spojena s deformaciou svalového
tkaniva vratane kolagénovych a myofibrilarnych proteinov. Pri aplikacii tepelného
spracovania dochadza k prasknutiu buniek, ¢o vedie k prenosu vody z cytosolu
do medzibunkovych medzier, ¢o spbésobuje zmeny v distribucii vody, denaturaciu
bielkovin, topenie tuku, vlakniny a spojivového tkaniva, zmrstovanie, alebo
solubilizaciu kolagénu, stratu odkvapkavania apod. Tieto zmeny ovplyvhuju
myofibrilarne proteiny a podporuju stuhnutie (Ismail et al., 2019). Okrem toho
dochadza k oxidacii myoglobinu a premene hémového Zeleza na nehémové Zelezo,
k skracovaniu proteinov a tvorbe kone¢nych produktov pokrocilej glykacie (AGE), ktoré
tiez ovplyvnuju nutricnu hodnotu masa (Sun et al., 2015). V masovom priemysle bolo
varenie sous vide prvykrat zavedené v 70-tych rokoch 20. storoc€ia, kedy sa maso varilo
ponorenim do vody, alebo pary, ¢im sa zabezpecil rovhomerny prenos tepla priamo
spolu s minimalnou stratou chuti (Baldwin, 2012). Na rozdiel od tradi¢nych metéd SV
varenie pri nizkych teplotach vo vakuu vytvara pretlak v désledku nasytenej pary,
a preto masovy vyrobok neprichadza do priameho kontaktu s vykurovacim médiom.
Tento jav pomaha pri zachovani bunkovej Struktury, minimalizacii interakcie protein-
protein a gélovatenia, ako aj pri zvySovani kapacity zadrziavania vody (Jeong et al.,
2018).

Pomerne intenzivna solubilizacia kolagénu prebieha pri vareni SV a vytvara
Zelatinu v porovnani s myofibrilarnym speviiovanim (Sanchez Del Pulgar et al., 2012).
Podfa sprav Souza et al. (2011) a Roldan et al. (2013), varené maso SV odhaluje jasne
viditelnu medzeru svalovych vlakien na rozdiel od inych spdsobov varenia, ako je
varenie, dusenie, vyprazanie a pod. Li et al. (2010) varili hovadzi sval pri 60 — 80 °C
a zistili intenzivnu granulaciu pri 70 °C v désledku naruSenia sarkolemy. Proteinova
Struktura sa vo vakuu denaturuje a spésobuje zmaknutie masa (Souza et al., 2011).
Vo vzorkach varenych pri 61 °C a viac sa zadrziava obsahu vody medzi medzerami
svalovych vlakien (Roldan et al., 2013). Teplota varenia, ako aj pouzity stupen vakua
vyrazne ovplyvnuju silu varenia SV (Jeong et al., 2018). Varenie SV pri nizkej teplote
po dlhu dobu spbsobuje minimalnu stratu vody, vedie k nizSej oxidacii lipidov
a bielkovin a modifikacii prchavych aromatickych zlu¢enin. Zachovava tiez biologicku
dostupnost’ aminokyselin a pozadované farebné charakteristiky. Minimalna uroven

tepelne indukovanej oxidacie tukov a bielkovin vo varenych produktoch SV podporuju
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zistenia Roldan et al. (2013); Sanchez Del Pulgar et al. (2012). Varenie sous vide
podporuje aktivaciu endogénnych enzymov (katepsin a calpin), ktoré su zodpovedné
za jemnost’ masa zvySenim rozpustnosti kolagénu (Kaur et al., 2020). Ked sa teplota
pohybuje medzi 50 a 70 °C, ukazalo sa, Ze stabilita je vySSia pre katepsin, zatial ¢o
nad 70 °C sa enzymy Uplne inaktivuju. Technika sous vide tieZ spifia ciel varenia masa
na znizenie mikrobialneho rastu, pretoze tato uprava v kombinacii s Casom a teplotou
zabija vegetativne baktérie na bezpecnu uroven. Kuracie klobasy spracované sous
vide mozno bezpecne skladovat 120 dni pri chladnejSej teplote (Naveena et al., 2017).
Sous vide sa zvycCajne pouziva v komercnych kuchyniach a Spickovych znackovych
reStauraciach na pripravu jedla na varenie a servirovanie, alebo varenie a chladenie,
kde sa jedlo rychlo chladi na 0 — 3 °C (Baldwin, 2012).

1.4 Zmeny spojené s mikrobialnymi charakteristikami

Sous vide varenie zahfha vakuové tesnenie, pasterizaciu a rychle chladenie,
alebo mrazenie. Hlavnym problémom tykajucim sa tejto techniky je prezitie
patogénnych baktérii tvoriacich spory. Mikroorganizmy ako Clostridium botulinum,
E. coli, psychrotrofné, spoérotvorné baktérie mdzu zostat nazive pri teplote
pasterizacie, zatial ¢o iné ako L. monocytogenes a Yersinia mézu dobre rast
pri skladovacej teplote v chladniCke. Priazniva teplota pre mnoZenie mikroorganizmov
spbsobujucich kazenie sa pohybuje od -1,3 do 52,3 °C, napr. C. botulinum rastie
a produkuje toxiny pri 3 °C (Baldwin, 2012). Preto musi varenie metédou sous vide
zabezpecit' teplotu nad 54,4 °C poCas 6 hodin v strede produktu, aby sa uplne
inaktivovali E. coli, L. monocytogenes a Salmonella spp. Okrem toho bezpecnost
varenych produktov SV zavisi od rychleho chladenia a kontroly teploty pocas
skladovania. FDA (2019) odporuca zniZenie na 6,5 — 7 log' pre salmonely, 6 log™

pre L. monocytogenes a 5 log'® pre E. coli.

1.4.1 Mikrobiota masa a masovych vyrobkov

Prevladajuce baktérie, ktoré spésobuju kazenie masa a masovych vyrobkov su
B. cereus, C. perfringens, L. monocytogenes, Campylobacter spp.,
Enterobacteriaceae, E. coli, Leuconostoc spp. a Pseudomonas spp. Hodnotenie
mikrobialnej bezpecnosti je dbélezitym meradlom na urCenie ucinnosti varenia sous
vide. Mikroorganizmy pritomné vo varenych masovych vyrobkoch SV su vysoko

zavislé od patogénov pritomnych v surovine a tych, ktoré preziju po vareni.
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Varenie SV jahnacich stehien na menej intenzivne tepelné podmienky (60 °C pocas
6 hodin) zniZzuje mikrobidlnu populaciu (Enterobacteriaceae, LAB, koliformné
a psychrotrofné pocty) na menej ako 1 log KTJ.g"' (Roldan et al., 2013). Hong et al.
(2015) skumali kvalitu kuracich pfs po vareni SV (teplota jadra 61 °C pocas 35 minut)
a zaznamenali niz$i po&et koliformnych baktérii v porovnani so surovym méasom. Dalej
bol zaznamenany zniZzeny celkovy pocet Zivotaschopnych a koliformnych baktérii
so zvySenim doby skladovania, ale s nizSou rychlostou varenia masa SV, ¢o méze byt
spbésobené inhibicnym u€inkom vakuovych podmienok na anaerobny mikrobialny rast.
Kuracie klobasy varené za aerobnych podmienok pri 100 °C pocas 30 minut vykazovali
vy$Si celkovy pocet mikroorganizmov (>3 log KTJ.g') a psychrotrofny pocet
(3 log KTJ.g™") ako pri vareni SV pri 100 °C poc¢as 30 minut, ktoré malo hodnotu mensiu
ako 1 log KTJ.g '(Naveena et al., 2017). Okrem toho sa udeniny pokazia po 20 diioch
v aerobnej vzorke, zatial €o pri vareni SV bola pozorovana mikrobialna bezpecnost az
120 dni. Celkovy pocet Zivotaschopnych a koliformnych baktérii v brav€ovej Sunke
varenej pri 51 °C poc¢as 45 minut bol zaznamenany 3,67 a 0,33 log KTJ.g™, zatial ¢o
vzorky oSetrené SV (61 °C poCas 45 minut) neodhalili Ziadny rast podfa Studie
vykonanej Jeong et al. (2018). Aplikacia varenia SV na maso zveriny na inaktivaciu L.
monocytogenes ukazala, Ze hodnota D je vysoko zavisla od okolitej matrice a zistilo
sa, ze je 49,2; 14,9 a 3,7 min. pre srnCiu zver, zatial ¢o 100,2; 23,8; a 4,2 min.
pre diviaka pri teplote 50, 55 a 60 °C (Abel et al., 2020). Dizka varenia vak zavisi
od druhu vareného masového vyrobku, ale varenie SV do 60 °C je dostatoCné
na zabitie patogénu. Skumanie mikrobialnej kvality mor€acieho rezfia po vareni SV,
ktoré Studovali Biyikl et al. (2020) ukazali, Ze celkovy pocCet mezofiinych baktérii,
celkovy pocet Enterobacteriaceae a E. coli sa vyrazne zniZil o 2 log KTJ.g"' medzi
réznymi kombinaciami lie€by (65, 70 a 75 °C) — Cas (20, 40 a 60 minut). Okrem toho
medzi réznymi oSetreniami s vynimkou pri 65 °C poc¢as 20 minut mozno Listeria spp.
uplne zabit. Vo vacsine pripadov vyskumnici dosiahli varenie sous vide pri alebo
nad 60 °C pocas 45 minut ako najefektivnejSiu metddu na znizenie poctu Listeria, E.
coli a mezofiinych mikroorganizmov zodpovednych za kazenie masa a masovych
vyrobkov.

Okrem toho pouzitie prirodného extraktu, antioxidantu, alebo antimikrobialnych
extraktov spolu s varenim SV vyrazne meni krivku tepelnej inaktivacie mikroorganizmu
(Naveena et al., 2017). Tieto zlozky funguju na zaklade zmeny mechanizmu

homeostazy. Na udrzanie tohto stavu je potrebné dostatoéné mnozstvo energie a tym
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sa mikrobialna bunka stava velmi citlivou na teplo. Karyotis et al. (2017) vypocitali
tepelnu inaktivaciu L. monocytogenes a Salmonella spp. v marinovanych kuracich
prsiach spracovanych varnou metédou SV. Uviedli, Ze kyslé prostredie, ktoré poskytuje
marinovanie, podporuje citlivost patogénov. Zistilo sa, ze D hodnota pre Salmonella
bola 47,65 min. pri 55 °C a 7,48 min. pri 60 °C, zatial o pre L. monocytogenes bola
hodnota 54,81 °C a 10,39 min. pri prislusnej teplote. Cosansu et al. (2019) zistili
desiatkovy Cas redukcie v hovadzom mase uvarenom SV na zabitie vegetativnych
buniek C. perfringens ako 67,11; 17,15; 4,02 °C a 1,62 min. pri 57,5; 60; 62,5 °C
a 62,5 min. Dalej, aplikaciou varenia SV spolu s 1 % extraktom z hroznovych jadier sa
hodnota D znizila na 62,89; 13,70; 3,47 °C a 1,46 min. pri prisluSnej teplote. Juneja et
al. (2020) skamali vplyv varenia SV (55 — 62,5 °C) spolu s arginatom laurovym (LAE)
na inaktivaciu L. monocytogenes v mletom hovadzom mase. Hodnota D, ktora bola
zaznamenana v rozsahu od 33,62 do 3,22 min., klesla z 31,86 na 2,28 min. s pridanim
100 ppm LAE.

1.4.2 Mikrobialne biokonzervaéné latky na kontrolu kazenia hovadzieho

masa

Maso je produkt podliehajuci skaze. Pri porazke sa prirodzené ochranné bariéry
(napr. koza) a prirodzené obranné mechanizmy (napr. antimikrobialne peptidy) zivych
zvierat rozkladaju. Vdaka tomu mézu mikroorganizmy rychlo rast a rozkladat’ svalové
tkaniva. Zmeny spbsobené mikroorganizmami vedu k tvorba odfarbenia, pachov
a hlienu. Takéto maso sa stava pre spotrebitelov neprijatelnym a obmedzuje
trvanlivost’ produktu (Comi, 2017; lulietto et al., 2015). Hoci endogénna svalova
enzymaticka a neenzymaticka chemicka latka, reakcie a fyzické zmeny prispievaju
k znehodnoteniu svalového tkaniva, ucinok je v porovnani s pbsobenim
mikroorganizmov nepatrny (Sofos et al., 2012).

Cas pouzitelnosti ovplyviiuje kazdého v potravinovom dodavatelskom retazci.
Pre spotrebitefov, nedostato¢na trvanlivost ¢asto vedie k nespokojnosti, ktora potom
ovplyvni prijatie a predaj produktu. V désledku toho supermarkety vo vSeobecnosti
neprijimaju produkty, ktorym zostava menej ako 75 % skladovatelnosti (Robertson,
2005). Distribucia produktov na medzinarodné trhy a miestnym predajcom moéze byt
tiez obmedzena na dobu pouzitelnosti, o je sklamanim najma pre distributorov
v suCasnej ére globalizacie obchodu s potravinami. Rychlo sa kaziaca povaha masa

spbésobuje nielen znacné ekonomické straty, ale prispieva aj k dalSim globalnym
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problémom, ako je potravinova neistota a plytvanie potravinami (Odeyemi et al., 2020).
Preto sa vyrobcovia vo vSeobecnosti poku$aju maximalizovat' trvanlivost produktu,
beruc do uvahy naklady a poziadavky distributorov, maloobchodnikov a spotrebitelov
(Robertson, 2005). V sucasnosti sa mnohé potravinarske vyrobky na trhu konzervuju
viacerymi metodami. Chladiace a baliace systémy su Siroko pouzivané pre Cerstvé
maso a iné konzervacné technolégie boli vyvinuté, alebo navrhnuté ako dodatocné
procesy na kontrolu mikrobialneho rastu a prediZenie trvanlivosti produktu. Okrem toho
fyzikalna (napr. spracovanie vysokym tlakom, ionizujuce ozarovanie, a ultrazvuk)
a chemicka (napr. organické kyseliny, peroctova kyseliny a nanocCastice)
biokonzervacia sa objavila ako sflubna moznost' v oblasti technoldgie pre zvysujuci sa
dopyt spotrebitefov po metddach prirodzenej konzervacie a minimalne spracovanych
potravinach (Chen et al., 2013; Rosario et al., 2021). Biokonzervacia je zalozena
na pouziti prirodzenej, alebo kontrolovanej mikrobioty alebo antimikrobialnych
zlugenin, ktoré maju za Ulohu zvysit bezpeénost potravin a predizit trvanlivost
vyrobkov (Dikeman a Devine, 2014). Antimikrobialne zlu€eniny ktoré mozno pouzit
na biokonzervaciu (jednoducho nazyvané ako biokonzervacné latky), mézu pochadzat
z réznych zdrojov, vratane rastlin (napr. rastlinné silice), ZivoCichov (napr. chitosan)
a mikroorganizmov (napr. bakteriociny). LiSia sa vo svojej povahe a mézu sa pouzivat
jednotlivo, alebo v kombinacii (Davidson et al., 2015). Mikrobialne biokonzervacné
latky boli skumané v mnohych studiach proti beZznym patogénom prenasanym masom,
ako su Salmonella spp., shiga toxin produkujuce E. coli, S. aureus a L. monocytogenes
a preukazali velka ucinnost. AvSak k dnesSnému dnu, ich pouzitie na kontrolu
patogénych baktérii sa dostalo ovela menej pozornosti, pretoze vo vSeobecnosti
spbsobuje znehodnotenie skor ekonomické ako zdravotné rizika (Sofos et al., 2012).
Mikroorganizmy su prenasané na maso zo samotnych zvierat, pracovnikov,
z procesu a prostredia spracovania masa pocas spracovania (Zagorec a Champomier-
Verges, 2017). KedzZe Cerstvé maso sa zvyC€ajne uchovava v chlade pri teplote 1 — 4 °C,
rast mezofilnych mikroorganizmov je inhibovany. Spociatku su na mase pritomné
hlavne psychrotrofné mikroorganizmy (Sun a Holley, 2012). Rdézne psychrotrofné
mikroorganizmy mozu prispiet k znehodnoteniu Cerstvého masa. Pretoze kvasinky
a plesne su pritomné v malom mnozstve a rastu pomalSie na chladenom mase
v porovnani s baktériami, zvy&ajne nehraju dblezitu ulohu pri kazeni masa (Petruzzi et
al., 2017). Medzi bakterialne druhy najdené na pokazenom chladenom mase, ktoré su

pritomné vo vyznamnych Cislach su z rodov Acinetobacter, Brochothrix, Moraxella,
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Pseudomonas a Shewanella a Clenovia Celade Enterobacteriaceae a baktérie
mlie€neho kvasenia (BML) (Doulgeraki et al., 2012; Sun a Holley, 2012; Mills et al.,
2014; Odeyemi et al., 2020). B. thermosphacta, Pseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae a BML boli vSeobecne uznavané ako hlavné skupiny baktérii
kaziacich maso (Pennacchia et al., 2011). Acinetobacter spp. a Moraxella spp. maju
nizky potencial pri kazeni masa, a preto maju maly vyznam. Shewanella spp., hoci
maju vysoky potencial kazenia, su len hlavné kaziace organizmy v mase s vysokym
pH (pH > 6,0) (Sun a Holley, 2012).

Vyznam rbéznych kaziacich sa baktérii je rézny v zavislosti od plynného
prostredia. Maso sa skladuje aerébnych podmienkach (napr. prebalené tacky, alebo
plastové vrecka), Pseudomonas spp. prevladaju, kedze maju vyssiu afinitu ku kysliku
v dbésledku ich prisneho respiraéného typu metabolizmu a tym rychlejSie rastu
(Palleroni, 2015; Sofos et al., 2012). Ovladanie tychto aerébov mozno dosiahnut
pomocou upravy plynovej atmosféry masovych vyrobkov s vakuovym balenim (VP)
(vratane vakuového balenia do koze) a balenie v modifikovanej atmosfére (MAP), ktoré
su najbeznejSimi procesmi pouzivané na celom svete (Arvanitoyannis a Stratakos,
2012). Vo VP je maso umiestnené vo filmoch s nizkou priepustnostou pre plyny
a vzduch sa odstrani poCas zapecatenia obalu, ¢im sa vytvori anaerdbne prostredie.
V MAP je maso umiestnené do bariérovych obalovych materidlov a potom je
odstraneny vzduch nahradeny zmesou plynov (zvy€ajne kyslika, oxidu uhli¢itého
a dusika). Oxid uhliCity na urovniach vysSich ako 20 % inhibuje rast aerébnych
gramnegativnych  baktérii  (napr. Pseudomonas spp.). Presny proces
bakteriostatického ucinku nie je znamy, ale méze zahffhat zmenu membranovej funkcie
baktérii, inhibiciu aktivity enzymov a penetracia bakterialnych membran spésobujuca
intracelularne zmenu pH. SkutoCnost, Ze oxid uhli€ity sa rozpusta v potravinach
(vodna aj lipidova faza) a tvori kyselinu uhli€itu, zniZzenie pH méze tiez pésobit’ ako
prekazka pre mikrobialny rast. Oxid uhliCity sa stava €oraz rozpustnejSim s klesajucou
teplotou je jeho antimikrobialny ucinok vylepSeny v podmienkach chladenia. Kyslik je
zvyCajne aplikovany v mnozstve 70 — 80 % na Cerstvé Cervené maso, aby sa zachovala
charakteristicka jasne Cervena farba zachovanim myoglobinu okysliCeny stav
(oxymyoglobin). Dusik sa mdze pouzit ako plniaci plyn, ktory ma klesajucu teplotou
a jeho antimikrobialny ucinok je vylepSeny v podmienkach chladenia (Arvanitoyannis
a Stratakos, 2012; Kontominas, 2014; Djenane a Roncalés, 2018). Za tychto
podmienok Pseudomonas spp. suU inhibované a kazenie je spdsobené hlavne
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kazenia napriek tomu, ze su pritomné v menSom pocte. Enterobacteriaceae su tiez

pritomné v relativne malom pocte a su hlavnymi kaziacimi sa organizmami pre maso
s vysokym pH s obmedzenym mnozstvom kyslika (Sofos et al. 2012; Mills et al. 2014).

Vyroba bezpecného a vysokokvalitného masa a masovych vyrobkov spolu
so su¢asnym dopytom spotrebitelov po Cisto prirodnom a jasnom oznaceni je naro¢na.
Rastlinné silice (RS) preukazali pozoruhodnu antimikrobialnu uU€innost' proti kazeniu
a patogénnym mikroorganizmom v mase a masovych vyrobkoch. Aplikacia RS je
CiastoCne obmedzena z dbvodu ich intenzivnej aromy, ale je mozné kombinovat

pokrocilé technoldgie na zlepSenie mikrobialnej stability a senzorickej kvality.

1.4.3 Rastlinné silice (RS) ako potencialne antimikrobialne latky v mase

a masovych vyrobkoch

Spdsob uCinku RS naznacuje, ze antimikrobialnu aktivitu danej RS mozno
pripisat jeho hlavnym zlozkam, ako aj ich interakciu s menSimi zlozkami pritomnymi
v siliciach (Hyldgaard et al., 2012). Antimikrobialna aktivita RS je vSak dbésledne
spojena s fenolickymi zlozkami, ako su karvakrol, eugenol a tymol (Seydim a Sarikus,
2006; Barbosa et al., 2009). Pritomnost hydroxylovych skupin vo fenolovych
zlu€eninach je velmi dblezita pre ich antimikrobialnu aktivitu. Burt (2004) uvadza, ze
antimikrobialnu aktivitu RS nemozno pripisat jednému Specifickému mechanizmu.
V mikrobialnych bunkach existuje niekolko miest, alebo mechanizmov, ktoré maju byt
miestami pdsobenia zloZiek RS. Stru€ne povedané, RS mdzu degradovat’ bunkovu
stenu, narusit fosfolipidovu dvojvrstvu cytoplazmatickej membrany a poskodit
membranové proteiny, ¢o vedie k zvySenej permeabilite bunkovej membrany a strate
bunkovych zlozZiek. M6zu dalej narusat protdonovu hnaciu silu, tok elektrénov a aktivny
transport a koagulovat obsah bunky (Burt, 2004). Okrem toho moézu tieto silice
poskodit r6zne enzymové systémy vratane enzymov zapojenych do regulacie energie
a syntézy Strukturalnych zloziek (Burt, 2004) a inaktivovat, alebo znicit geneticky

material (Solomakos et al., 2008), ¢im sa posilnia ich antimikrobialne aktivity.

1.4.4 Antimikrobialna aktivita potencialnych RS v mase a masovych

vyrobkoch

Zistilo sa, Zze RS maju antibakterialne a antifungalne ucinky (Ouattara et al.,

1997) proti niekofkym mikroorganizmom spojenym s masom, vratane
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gramnegativnych a grampozitivnych baktérii (Karabagias et al., 2011). Mnoho
nedavnych $tudii sa uskuto€nilo na preskiumanie u€inkov RS ziskanych zo zdrojov,
ako je oregano, rozmarin, tymian, Salvia, bazalka, kurkuma, koriander, zazvor, cesnak,
muskatovy orieSok, klinCek, muskatovy kvet, saturejka a fenikel, ak sa pouzivaju
samostatne, alebo v kombinacii s inymi RS alebo konzervacnymi metédami s ciefom
zlepsit senzorické vlastnosti a predizit trvanlivost mésa a méasovych vyrobkov (Goulas
a Kontominas, 2007). Extrahované RS a olejové Zivice su navySe v masovom
priemysle uprednosthované pred surovym korenim kvoli ich lepSej stabilite poCas
skladovania, mikrobialnej bezpecnosti, vysokej koncentracii aromatickych zloziek,
mensiemu skladovaciemu priestoru, lahkej manipulacii, Zziadnym sezénnym zmenam
a Standardizacii (Tipsrisukond et al., 1998).

Vo vSeobecnosti mbézu tieto RS pozostavat z viac ako 60 jednotlivych
organickych zloziek (Burt, 2004) s nizkou molekulovou hmotnostou a velkymi
rozdielmi v antimikrobialnych a antioxidacnych aktivitach (Hyldgaard et al., 2012). Bolo
dobre zdokumentované, Ze biologické vlastnosti konkrétnej RS primarne pripisuju jej
hlavnym zluceninam (Bakkali et al., 2008). Okrem toho, minoritné zluCeniny konkrétnej
RS mézu mat synergické ucinky s inymi zlozkami, ¢o vedie k antibakterialnym
vlastnostiam (Marino et al. 2001; Burt 2004).

Tieto zlu€eniny RS su vo v8eobecnosti klasifikované do 2 skupin odliSného
biosyntetického pévodu. Hlavna skupina obsahuje terpény a terpenoidy, zatial ¢o
druhu tvoria aromatické zluceniny (fenylpropanoidy). Stru¢ne povedané, terpény su
uhlovodiky zloZené z niekolkych izoprénovych jednotiek a terpény obsahujuce kyslik
sa nazyvaju terpenoidy. Priklady terpénov pritomnych v RS su p-cymén, terpinén,
limonén, sabinén a pinén. Terpenoidy mozno dalej rozdelit na alkoholy, estery,
aldehydy, ketdény, étery a fenoly. Geraniol, mentol, linalool, citronellol, karvon, tymol,
karvakrol, geranylacetat, eugenylacetat, geranial, neral a 1,8-cineol su dobre zname
terpenoidy nachadzajuce sa v RS. Cinnamaldehyd, cinnamylalkohol, chavikol,
eugenol, estragol, metyleugenoly a metylcinnamat su fenylpropanoidy (Ayala-Zavala
et al., 2008; Bakkali et al., 2008; Hyldgaard et al., 2012).

1.4.5 Obmedzenia a perspektivy rastlinnych silic do buducnosti

Hoci pri mnohych RS boli pozorované dobré antimikrobialne aktivity, urcité
obmedzenia sa zistili aj pri aplikacii RS v mase a masovych vyrobkoch. Interakcia

niektorych RS s potravinovymi zloZzkami a Strukturou méze znizit ich u€innost' (Juven
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et al., 1994; Skandamis et al., 2000; Skandamis a Nychas, 2000). Okrem toho mdze
vyrazne znizena aktivita RS viest' k znehodnoteniu potravin, ako je maso a masové
vyrobky, v porovnani s vysledkami in vitro. To mozno pripisat pritomnosti tukov,
sacharidou, bielkovin a soli v takychto systémoch (Burt, 2004; Busatta et al., 2008).
Napriklad RS z maty a koriandra neboli uc¢inné proti L. monocytogenes vo vyrobkoch
s vysokym obsahom tuku, ako je pastéta a poleva na Sunku s obsahom repkového
oleja (Gill et al., 2002). Mbze byt tazké udrzat’ konzistentnost kvality (Fasseas et al.,
2008), pretoze zloZenie jednotlivych RS sa méze lisit' v désledku niekolkych faktorov
vratane Casu zberu (Naghdi Badi et al., 2004), odrody (LoZiene et al., 2003), pouZzitej
Casti rastliny a spésobu extrakcie (Burt, 2004; Hyldgaard et al. 2012). Okrem toho
Hyldgaard et al. (2012) uviedli, Ze antimikrobialna ucinnost zloZiek RS zavisi od pH,
teploty (Rattanachaikunsopon a Phumkhachorn, 2010) a urovne mikrobialnej
kontaminacie (Somolinos et al., 2010).

Pouzitie RS ako konzervacnych latok bolo v potravinach obmedzené, pretoze
su potrebné vo vysokych koncentraciach, aby sa dosiahla dostato¢na antimikrobialna
aktivita (Hyldgaard et al., 2012). Pouzivanie niektorych RS sa obmedzuje hlavne
na korenené jedla vratane masovych vyrobkov, ktoré su spojené s bylinkami, alebo
koreninami, pretoZe ovplyvriuju organolepticku kvalitu potravin (Hyldgaard et al.,
2012). Na vyrieSenie tychto problémov sa uskutocnuju studie, najma prostrednictvom
technoldgie prekazok. Niekolko autorov napriklad uviedlo, Ze lepSie vysledky mozno
dosiahnut’ zacClenenim prchavych zloziek RS do filmov, alebo jedlych obalov,
zapuzdrenim RS do polymérov jedlych a biologicky odburatelnych obalov, vrecusok,
alebo do nanoemulzii (Pelissari et al., 2009; Donsi et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et
al., 2011; Phillips a Laird, 2014). NizSie koncentracie RS mozno kombinovat' s inymi
antimikrobialnymi zlu€eninami a/alebo inymi konzervacnymi technoldgiami, aby sa
dosiahol synergicky uc€inok bez ohrozenia antimikrobialnych aktivit (Nguefack et al.,
2012).

Maso a masoveé vyrobky su vystavené mikrobialnemu znehodnocovaniu, ¢o
v kone¢nom dbsledku vedie k problémom s bezpecnostou a kvalitou, ak sa s masom
nemanipuluje a nekonzervuje spravne. V mase a masovych vyrobkoch je mozné
efektivne pouzit niekolko RS ako prirodné alternativy k syntetickym potravinovym
prisadam, najma ako ucinné antimikrobialne latky. Fenolové zlu€eniny, ako karvakrol,
eugenol a tymol, su zodpovedné hlavne za antimikrobialnu aktivitu RS na zvySenie

permeability bunkovych membran a vedu k strate bunkovych zloziek. Aplikacia RS je
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vSak CiastoCne obmedzena z dbvodu ich intenzivnej aromy, ktora mbéze sposobit
negativne organoleptické ucinky. Na zlepSenie mikrobialnej stability a senzorickej
kvality masa a masovych vyrobkov sa pouzivaju nové technoldgie, ako je zapuzdrenie
RS do nanoemulzii a pouzitie RS ako sucasti prekazkovej technologie (kombinované
procesy s MAP, nizinom, EDTA, lyzozymom a pod.) v masovom priemysle; pouzivaju
sa aj traditné metddy pridavania RS priamo do masoveého cesta pri vyrobe masovych

vyrobkov (Jayasena a Jo, 2013).

1.5 Rozmarinova silica

Rastliny sa uz dlho pouzivaju na terapeutické ucely. Rosmarinus officinalis
Linnaeus (1753, Lamiaceae), je znamy aj pod synonymami: Salvia rosmarinus Schleid.
a Rosmarinus angustifolius Mill. (The Plant List, 2018). Tento druh je celosvetovo
pestovanou rastlinou znamou pre svoju nutricnu hodnotu a farmakologické vlastnosti,
ktoré ju preslavili v miestnej a tradicnej medicine. V potravinarskom priemysle sa
pouziva ako potravinova arédma a konzervacna latka pre svoj antioxidacny
a antimikrobialny potencial. R. officinalis sa pouziva aj v kozmetickych vyrobkoch
(Borras-Linares et al., 2014).

Andrade et al. (2018) preukazali rastuci zaujem o tuto rastlinu s priemernym
poctom 120 studii rocne od roku 2010. V miestnej a tradicnej medicine sa R. officinalis
pouziva ako tinktura, alebo ¢aj z nadzemnych Casti rastliny na lieCbu zZaludo&nych
ochoreni a ochorenia suvisiace so zapalom (Datiles a Acevedo-Rodriguez, 2021).
Dalsim popularnym spdsobom pouzitia R. officinalis je jeho rastlinna silica.

Rastlinné silice su komplexné zmesi, ktoré obsahuju stovky zlucenin, prchavé
latky, monoterpény, seskviterpény, aromatické zlu¢eniny a iné derivaty (Lovkova et al.,
2001; Faixova a Faix, 2008; Begum et al., 2013). Rastlinna silica rozmarinu ziskana
parnou destilaciou z listov (do 2,5 %) je bezfarebna az svetloZlta, vo vode nerozpustna
a s charakteristickou aromou gafru. Hlavnymi zlozkami rozmarinovej silice su gafor
(5,0 - 21 %), 1,8-cineol (15 — 55 %), a-pinén (9,0 — 26 %), borneol (1,5 -5 %), kamfén
(2,5). =12 %), B-pinén (2,0 — 9 %) a limonén (1,5 — 5 %) v pomeroch, ktoré sa liSia
podla vegetativneho Stadia a bioklimatickych podmienok (Begum et al., 2013).

Co sa tyka extraktov, fytochemikalie, ktoré sa v R. officinalis vyskytuju s hlavne
kyselina rozmarinova, gafor, kyselina kavova, kyselina ursolova, kyselina betulinova,
kyselina karnosova a karnosol (Ulbricht et al., 2010). Preto sa R. officinalis sklada

hlavne z fenolovych zlu€enin, di- a triterpénov a silic (Bozin et al., 2007). V tradicnej
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medicine sa listy R. officinalis L. pouzivaju na zaklade ich antibakterialnych u€inkov
(Bozin et al., 2007), karminativnych (Begum et al., 2013) a ako analgetikum vo svaloch
a kiboch (Begum et al., 2013). Rozmarinové silice a vytazky z kvetov a listov sa tiez
pouzivaju na lieCbu drobnych ran, vyrazok, bolesti hlavy, dyspepsie, obehovych
problémov, ale aj ako expektorans, diuretikum a spazmolytikum pri renalnej kolike
(Ulbricht et al., 2010). Polyfenoly su antioxidacné chemické zluCeniny primarne
zodpovedné za sfarbenie ovocia, ktoré su klasifikované ako fenolové kyseliny,
flavonoidy a neflavonoidy (Hamuel, 2012). Okrem antioxidaCnych vlastnosti zohravaju
velmi délezitu ulohu v obrane rastlin proti bylinoZzravcom, patogénom a predatorom;
preto maju uplatnenie pri kontrole infekénych agens u ludi. U R. officinalis su
najCastejSie polyfenoly apigenin, diosmin, luteolin, genkwanina a fenolové kyseliny
(>3 %), najma kyselina rozmarinova, kyselina chlorogénova a kyselina kavova
(Wagstaff a Olmstead, 1997).

1.5.1 Biologické aktivity zlu€enin R. officinalis

Rozmarin sa Siroko pouziva nielen pri vareni na Upravu a zvyraznenie chuti, ale
aj v tradi¢nej medicine, pretoZe je vysoko cenenou lie€ivou rastlinou na prevenciu
a lieGbu prechladnutia, reumatizmu, bolesti svalov a kibov (Calvo et al. 2011; Zhang et
al. 2014) . V sucasnosti je jednym z najpopularnejSich zdrojov prirodnych bioaktivnych
zlu€enin a v skutoCnosti tato rastlina vykazuje rézne farmakologické aktivity, ako su
antibakterialne (Bozin et al., 2007), antidiabetické (You et al., 2013), protizapalové
(Takaki et al., 2008), protinadorové (Yesil-Celiktas et al., 2010) a antioxidané (Pérez-
Fons et al., 2010).

1.5.2 Protinadorova aktivita

Zlozenie fudskej stravy moze ovplyviiovat’ zvySenie rizika vzniku rakoviny a jej
zlozZky mbézu mat pozitivny, alebo negativny vplyv (Visanji et al.,, 2006).
Chemoprevencia je dlhodoba farmakologicka kontrola rizika rakoviny. V tejto suvislosti
sa niekolko rastlin spolu s ich zlu€eninami skumali na ich protinadorovy potencial
(Visanji et al., 2006). Asi 70 % liekov pouzivanych pri lieCbe rakoviny pochadza
z prirodnych zdrojov (Prasad et al., 2011). Ako uz bolo opisané, o rozmarine je zname,
Ze ma antioxida¢nu aktivitu, ¢im inhibuje genotoxicitu a chrani pred karcinogénmi,
alebo toxickymi latkami (Gonzalez-Vallinas et al., 2013). Vyrazné vedlajSie ucinky

terapeutickych metod vSak do znacnej miery brania jej uCinnosti, ¢im sa zvySuje dopyt
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po novych pristupoch v lieCbe a prevencii rakoviny (Xiang et al., 2015). Polyfenoly su
zlu€eniny schopné modulovat bunkovy rast a diferenciaciu, a tak interferovat
s vyvojom a progresiou nadoru (Kar et al.,, 2012). KedZe rozmarin je bohaty
na fenolové zluCeniny, mnohé Studie boli zamerané na protinadorovu aktivitu (asi
20 %) (Dorrie et al., 2001; Tsai et al., 2011).

Kyselina karnosova a karnosol su diterpény, ktoré predstavuju asi 5 % hmotnosti
susenych listov R. officinalis a tieto zlu€eniny maju vacsi protinadorovy vyznam.
Za poslednych 5 rokov doSlo k vefkému narastu poctu Studii tykajucich sa
protinadorovej aktivity kyseliny karnozovej, karnosolu, kyseliny rozmarinovej a kyseliny
ursolovej. Najviac skumané boli rakoviny prsnika, melaném, rakovina hrubého Creva,
karcinbm pecCene a leukémia. V skutoCnosti sa uskutoCnilo niekofko Studii in vitro
tykajucich sa cytotoxicity karnosolu a kyseliny karnozovej na ludské rakovinové bunky
(HepG2, COLO 205 a HL-60), bunky rakoviny prsnika a bunky rakoviny hrubého Creva
(Dorrie et al., 2001; Bai et al., 2010). Tieto Studie uvadzaju zniZenie Zivotaschopnosti
buniek s pouzitim kyseliny karnozovej v zavislosti od davky, vratane rezistentnych
nadorovych buniek, ¢€o naznaluje, ze tato zluCenina je komplementarnym
protinadorovym pristupom (Gonzalez-Vallinas et al., 2013). Z in vivo experimentov sa
zistilo, Ze kyselina karnosova a jej esterové derivaty su u€inné pri prevencii
zaludo¢€nych lézii v modeli zaludo&nych Iézii vyvolanych HCI/EtOH u mysi (Theoduloz
et al., 2011). Tiez lieCba rozmarinovym extraktom z 7,12-dimetylbenz[alantracénom
(DMBA) indukovanej tumorigenézy prsnika u potkanov naznacila chemopreventivny

ucinok pre experimentalnu tumorigenézu prsnika (Singletary et al., 1996).

1.5.3 Antioxidac¢na aktivita

Prirodné antioxidanty z rastlin nadobudaju ¢oraz vacsi vyznam nielen v oblasti
vyzivy (konzervacia a stabilita potravin), ale aj v preventivnej medicine (Lee
a Shibamoto, 2002). Celad Lamiaceae bola $tudovana na vyskum antioxidaénych
zlu€enin kvéli vysokému obsahu polyfenolov (Botsoglou et al., 2010). Podobne, listy
R. officinalis sa bezne pouzivaju ako korenie na dochucovanie potravin a ako zdroj
antioxida¢nych zlu€enin pouzivanych pri konzervacii potravin (Beninca et al., 2011).
Antioxidanty hraju hlavnu ulohu v prevencii a lieCbe ochoreni spojenych s oxidacnym
poskodenim, vratane rakoviny, kardiovaskularnych a neurodegenerativnych ochoreni
(Leal et al., 2003; Aherne et al., 2007). Reaktivne formy kyslika, vratane peroxidu

vodika a volnych radikalov, ako je superoxidovy anion (Oze-) a hydroxylovy radikal
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(HOe¢), sa nevyhnutne tvoria v Zivych organizmoch, ktoré su vysledkom metabolickych
procesov, alebo vonkajsich zdrojov (Botsoglou et al., 2010).

Dlhodobé vystavenie volnym radikalom v biologickych systémoch méze
spbsobit’ funkéné a Strukturalne poskodenie, starnutie a bunkovu smrt' (Gonzalez-
Vallinas et al., 2013). Bolo preskumanych niekolko studii in vitro tykajucich sa
antioxidacnej aktivity hlavnych izolovanych zlu€enin z rozmarinu, konkrétne karnosolu,
kyseliny karnozovej, rosmanolu, kyseliny rozmarinovej, kyseliny oleanolovej a kyseliny
ursolovej. Pouzitim 2,2-difenyl-1-pikrylnydrazylovej metody boli tieto bioaktivne
zlu€eniny arastlinna silica overené na ich antioxidacnu aktivitu (Lo et al., 2002;
Klanénik et al., 2009; Beretta et al., 2011). Tiez pomocou testov aktivity zachytavania
volnych radikalov kyseliny tiobarbiturovej, superoxidovych aniénov a lipidov a metéd
Rancimat (stanovenie oxidacnej stability tuku) sa uvadza, Ze bioaktivne zlu€eniny
karnosol, rosmanol a epirosmanol inhibuju peroxidaciu lipidov prostrednictvom
mechanizmu zachytavania volnych radikalov (Zeng et al., 2001; Del Bafio et al., 2003).

Tieto Studie ukazali antioxidacny potencial rozmarinovych fytochemikalii,
ktorych vlastnosti su uzko spojené s inymi biologickymi aktivitami, ako su
cytoprotektivne a protirakovinove, predovSetkym vdaka ich schopnosti neutralizovat
reaktivne formy kyslika. Pokial ide o Studie in vivo, do roku 2014 sa nasli iba tri rézne
Studie na overenie experimentalnych vysledkov in vitro s pouZitim silic a kyseliny
karnosovej. Tieto Studie sa uskutoChovali na potkanoch Wistar a hodnotili aktivity
katalazy, glutationperoxidazy, superoxiddismutazy a syntazy oxidu dusnatého, ako aj
peroxidaciu lipidov a reaktivne formy kyslika v tkanivach mozgu a srdca po pridani
silice z rozmarinu do stravy. To viedlo k zniZeniu oxida¢ného stresu, pretoze rozmarin
z potravy ma potencial zachytavat vofné radikaly, inhibovat peroxidaciu lipidov
a zlepsit’ antioxidacny stav v tkanivach potkanov (Botsoglou et al., 2010; Raskovi¢ et
al., 2014).

1.5.4 Proti-infekcéna aktivita

Vacsina rastlin produkuje antimikrobialne sekundarne metabolity bud
z normalneho priebehu rastu a vyvoja, alebo ako odpoved na stres, alebo napadnutie
patogénom. Pouzitie rastlinnych silic predstavuje novy spésob inhibicie mnoZenia
mikroorganizmov (Kacaniova et al., 2014). R. officinalis L. je dnes Siroko pouzivany
ako potravinovy konzervant a znamy pre svoju silnu antibakterialnu aktivitu (Wang et
al., 2012).
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Rastuce pouzivanie antibiotik v medicine, polnohospodarstve a chove
hospodarskych zvierat do znacnej miery prispelo k narastu mikroorganizmov
rezistentnych voci viacerym liekom. Antimikrobialna rezistencia je celosvetovym
problémom verejného zdravia a vyskumnici sa v tejto oblasti Coraz viac zapajaju
do dopytu po novych uc€innych antimikrobialnych bioaktivnych latkach (Qabaha, 2013).

Rastlinné silice maju okrem antibakterialnych vlastnosti aj insekticidne,
antiparazitické a antifungalne ucinky, ktoré su dolezité pre kontrolu fudskych choréb
mikrobialneho pévodu (Lugman et al., 2007). Od 90. rokov 20. storo€ia do roku 2014
vykazovala rastlinna silica z rozmarinu najvyssiu antimikrobialnu aktivitu so 65 % Studii
proti-infek€nej aktivity. Antimikrobialna aktivita RS bola lepSia v porovnani
s jednotlivymi zlu€eninami 1,8-cineolom a a-pinénom (Baratta et al., 1998).

Experimentalne Studie in vitro tykajuce sa MIC, minimalnej baktericidnej
koncentracie a dynamickych procesov usmrcovania v ¢ase ukazali, ze existuje mozny
synergicky ucinok medzi antimikrobialnymi zlu€eninami v RS (Lugman et al., 2007;
Swamy et al.,, 2016). Tieto Studie sa uskutoCnili testovanim kyseliny karnozovej,
karnosolu, kyseliny rozmarinovej, kyseliny oleanolovej, kyseliny ursolovej a RS proti
grampozitivnym baktériam (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
a Bacillus subtilis), trom gramnegativhym baktériam (Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli) a dvom hubam (Candida albicans a Aspergillus niger).
VSetky uvadzali vyraznu antibakterialnu a antifungalnu aktivitu (Baratta et al., 1998).
Zistilo sa tiez, ze kyselina karnosova vykazuje antivirusovu aktivitu proti ludskému

respiraCnému syncycialnemu virusu (Shin et al., 2013).

1.5.5 Protizapalové a analgetické aktivity

Rastliny su dobrym zdrojom protizapalovych latok a neustale hfadanie novych
zlu€enin, najma z rastlin s historicky dolozenymi farmakologickymi uc€inkami,
predstavuje obrovsky farmaceuticky potencial (Beninca et al., 2011). Riadenie
uvolfiovania mediatorov v zapalovom procese je hlavhym cielom protizapalovych
liekov (Da Rosa et al., 2013). Bolest a zapal suvisia s hojenim ran a produkciou
volnych radikalov, ktoré by mohli prediZit zapalovy proces (Backhouse et al., 2008).
Zapalova odpoved a oxidacné poskodenie su teda dva hlavné faktory, ktoré vyvolavaju
kardiovaskularne a neurodegenerativne ochorenia; avSak polyfenoly z niektorych

rastlin su schopné tieto problémy redukovat (Peng et al., 2007).
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V fudovom lieCitelstve je rozmarin znamy svojimi terapeutickymi vlastnostami
proti bolestiam brucha a na lie€bu zapalovych ochoreni dychacich ciest, ako je
bronchialna astma (Zanella et al., 2012). Niektoré experimentalne Studie uvadzaju
protizapalové a analgetické aktivity rastlinnej silice a biologicky aktivnych terpénov,
ako je kyselina karnosova, karnosol, kyselina ursolova a kyselina betulinova, ako aj
kyselina rozmarinova, rosmanol a kyselina oleanolova. V skuto¢nosti sa uvadza, ze
maju antinociceptivnu aktivitu a Ze kazdy jednotlivy triterpén vykazoval podobnu
ucinnost, aka bola pozorovana pri ketorolaku, nesteroidnom protizapalovom lieku
(Zanella et al., 2012).

Pokial ide o Studie in vitro, protizapalové a analgetické Studie boli zaloZzené
na hodnoteni expresie zapalovych cytokinov (IL-18, IL-6, TNF-a atd’.), COX-1/COX-2,
INOS a hodnotenie produkcie oxidu dusnatého v bunkach makrofagov RAW 264.7
(Rosenbaum et al., 2010; Kuo et al., 2011). Boli vyvinuté aj Studie tykajuce sa anti-
aterosklerotickych u€inkov rozmarinu prostrednictvom migracie a aktivacie matricovej
metaloproteinazy buniek hladkého svalstva ciev. Tieto Studie uvadzaju, ze kyselina
karnosova ma schopnost potlatat expresiu matrix metaloproteinazy-9
prostrednictvom downregulacie NF-kB, a teda zniZzovat migraciu buniek hladkého
svalstva (Yu et al. 2008; Chae et al. 2012). Je zrejmé, Ze protizapalové a analgetické
aktivity boli najviac Studované a existuje pokus vysvetlit tieto vlastnosti niekolkymi
zlu€eninami R. officinalis, pri€om najviac skumany je karnosol. Tieto in vitro Studie
ukazali potencialne vyuzitie pri prevencii zapalovych ochoreni (Kuo et al., 2011).
V predklinickych §tadiach sa rastlinna silica z rozmarinu pouzivala lokalne
pri svalovych a reumatickych bolestiach, ¢o bolo hodnotené pomocou testov zapalu
pohrudnice vyvolanej karagénanom a edému labky u potkanov vyvolaného
karagénanom. Tieto Studie naznacili, ze rastlinna silica mbze vyrazne znizit
indukovany edém za 1 — 4 hodiny a vyznamne zniZit objem pleuralneho exsudatu,
pricom pdsobi protizapalovo aj antino-ciceptivne (Lucarini et al., 2013).

Na tieto aktivity boli testované aj nové zlu€eniny olova ziskané derivatizaciou
kyseliny rozmarinovej. Najma acetylovy derivat méze znizit indukovany edém labky,
ako aj olizovanie labky, ¢o naznacCuje potencialne pouzitie tejto zluCeniny ako
protizapalového a antinociceptivneho ¢&inidla (Lucarini et al., 2013). Co sa tyka
klinickych studii na tato tému, od roku 2005 prebehlo niekolko Studii. Lukaczer et al.
(2005) skonstatovali uc€innost' ,Meta050“ (kombinacia redukovanych izo-alfa-kyselin

z chmelu, extraktu z rozmarinu a kyseliny oleanolovej) u pacientov s reumatickym
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ochorenim. Pacientom s bolestou sp6sobenou osteoartritidou, reumatoidnou artritidou
a fibromyalgiou bolo podanych 440 mg ,Meta050“ ¢o sa u vacsiny pacientov
zdvojnasobilo po 4 tyzdhoch. Tato praca uvadza signifikantny pokles bolesti
u pacientov s artritidou o 40 — 50 %, ale nie pri subjektoch s fibromyalgiou (Lukaczer
et al., 2005).

V ex vivo klinickej $tudii vykonanej Minich et al. (2007) na ufavu od bolesti pouZzili
kombinaciu podobnu ,Meta050% ale v ich praci je prezentovana ako NG440. Cielom
bolo preskumat’ klinicki bezpeénost a ufinnost NG440. V sprave sa uvadza, Ze
NG440 je bezpecny pre ludsku spotrebu a Ze toxicita pre zvierata neodhalila Ziadne
nepriaznivé Gcginky pri dennych davkach < 250 mg.kg™'. Podla tychto vysledkov moze
NG440 sluzit ako alternativa tam, kde sa tradiCne pouzivaju Specifické inhibitory
COX- 2. DalSia praca vykonana Rosenbaum et al. (2010) uviedli pouZitie triterpénoyv,
kyseliny ursolovej, kyseliny oleanolovej a kyseliny mikromérovej ako vyzivovych
doplnkov pri osteoartritide a reumatoidnej artritide. Tieto zlu€eniny (ziskané z r6znych
extraktov z listov rozmarinu) boli schopné zniZit lokalnu protizapalovu aktivitu, ¢o bolo

testované pomocou usného testu s krotonovym olejom na mysiach.

1.6 Tymianova silica

Rod Thymus z Cefade Lamiaceae obsahuje mnoZzstvo zastupcov. Tieto rastliny
pochadzajuce z oblasti Stredozemného mora sa bezne pouzivaju na potravinarske,
kozmetické a lieCebné ucely (Ghasemi et al., 2020). Tymian ziskavany z Thymus
vulgaris L. a Thymus zygis L. je najznamejSou rastlinnou latkou vo farmaceutickom
priemysle.

V sucasnosti sa na vyrobu liekov pouzivaju iba Standardizované pripravky
z tymianovej byliny a silice, ktoré spifiaju poziadavky narodnych liekopisov, alebo
Eurépskeho liekopisu X (Ph. Eur. X). Podla Ph. Eur. X definicia, tymianova bylina je
opisana ako celé listy a kvety oddelené od susSenych stoniek T. vulgaris, alebo T. zygis,
alebo ich zmes s 12 ml.kg-! minimalnej rastlinnej silice a minimalnym obsahom tymolu
a karvakrolu 40 % (Council, 2019).

Tymian RS je definovana ako produkt parnej destilacie Cerstvych kvitnucich
nadzemnych casti jedného, alebo zmesi oboch druhov s koncentraciou 37 — 55 %
tymolu a 0,5 — 5,5 % karvakrolu (EMAAR 2020). Bylina tymianu, RS a ich hlavné
prchavé zlozky — tymol a karvakrol — nasli Siroké uplatnenie na terapeutické ucely.

Rozsah medicinskeho pouzitia, predklinicke a klinické udaje, ako aj chemické zlozenie
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tymianovej byliny a RS zhrnul a zverejnil Vybor pre rastlinné lieky (HMPC) Eurdpske;j
liekovej agentury (EMA) ako zodpovedajuce hodnotiace spravy a monografie
(EMAAR, 2020). Pri diskusii o chemickom zloZeni a aktivite tymianovej byliny a jej
hydroalkoholovych extraktov by sa okrem prchavej frakcie mali brat do uvahy aj
neprchavé zlozky, ako su flavonoidové glykozidy, oligoméry kyseliny kavovej,
jednoduché fenolové kyseliny, derivaty hydrochinénu a terpenoidy. Podrobné
informacie o tychto komponentoch mozno najst v literature (Bendif et al., 2020;
Kosakowska et al., 2020; Tohidi et al., 2020).

Zlu€eniny rastlinnej silice tymianu patria do réznych chemickych skupin vratane
monoterpénov, monoterpénovych alkoholov, fenolovych derivatov, keténov, aldehydov,
éterov a esterov. V ramci druhu T. vulgaris existuje aj mnozstvo chemotypov, ktoré sa
lisSia hlavnou zlozkou RS, ale v Europskom liekopise je uvedeny iba ,tymolovy typ”
s tymolom ako hlavnou zlozkou. Hlavnymi zlozkami RS tymianu su izomérne fenolove
monoterpény: tymol (2-izopropyl-5-metylfenol) a karvakrol (2-metyl-5-(propan-
2-yl)fenol). Oba tieto monoterpény sa biosyntetizuju hydroxylaciou p-cyménu
po aromatizacii y-terpinénu na p-cymén (Tohidi et al., 2020).

Tymol je bezfarebna krystalicka zluCenina s charakteristickymi vlastnostami
vratane silného zapachu a rozpustnosti v alkohole a inych organickych rozpustadlach,
ale vo vode je len malo rozpustna (PubChem, 2020). Na druhej strane karvakrol je
bezfarebna az svetlozlta kvapalina, nerozpustna vo vode, ale vysoko rozpustna
v etanole, acetone a dietyléteri a s tymolovym zapachom (Sharifi-Rad et al., 2018).
Tymol sa po peroralnom podani rychlo absorbuje a pomaly eliminuje priblizne
v priebehu 24 hodin. Nachadza sa vo forme tymolsulfatu v plazme a dva konjugaty
fazy Il — tymolsulfat a tymolglukuronid — mozno najst v moci. Tvorba glukuronidu sa
pozorovala len pri vy$Sich davkach. Peroralna biologicka dostupnost oznaCovana ako
tymolsulfat je priblizne 16 % a plazmaticky polc€as je priblizne 1,5 hodiny (Kohlert et al.,
2002; Nagoor Meeran et al., 2017). Bioaktivitu a toxikologické ucinky karvakrolu boli
opisané v praci Sharifi-Rad et al. (2018).

Tymian a jeho rastlinna silica sa uz dlho pouzivaju na lieCbu infekcii hornych
dychacich ciest, symptomov bronchitidy, parazitarnych infekcii, svrbenia spojeného
s dermatitidou, modrin a vyvrtnuti. V sucCasnosti sa vSeobecne pouziva ako
expektorans pri kasli spojenom s prechladnutim a tiez v zubnom lekarstve ako
dezinfekCny prostriedok (Thosar et al.,, 2013). Ma antibakterialny ucinok

na grampozitivne a gramnegativne baktérie a ma antivirusovu (virus herpes simplex
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typu |, fudské rinovirusy a virusy chripky), antimykoticku, antioxidacnu, protizapalovu
a spazmolyticku aktivitu. Hoci tymianova rastlinna silica ma vo vysokych
koncentraciach cytotoxické vlastnosti a pri peroralnom podavani moéze spdsobit
poskodenie Crevnych buniek, pri beZzne pouzivanych davkach nebola zaznamenana
Ziadna toxicita a mozZno ho povazovat za bezpecny liek. Podanie vysokych
koncentracii na pokozku méze spbsobit podrazdenie. V zriedkavych pripadoch sa
mdze vyskytnut alergickd reakcia prejavujuca sa ako kozna vyrazka,
bronchospazmus, astmaticky zachvat a anafylaxia. Preto je tato RS kontraindikovana
u 0s6b alergickych na tymian, alebo iné rastliny z Celade Lamiaceae z dévodu moznej
skrizenej reaktivity (Walther a Schmidtke, 2020). Ukazalo sa, Ze tymol, ako hlavna
aktivna zlozka zodpovedna za aktivitu tymianovej RS, ma antiseptické, antibakterialne,
antifungalne, anthelminticke, antivirusove, antioxidacne, expektoracne,
antispazmodicke, karminativne, diaforetické, sedativne, antireumatické a dokonca aj
antirakovinové, antihyperlipidemické a antihyperglykemické pdsobenie (Salehi et al.,
2018; Tariq et al., 2019). Vyskum latok s novymi biologickymi a farmakologickymi

aktivitami zahfha bezne zname prirodné latky vratane tymolu a tymianovej RS.

1.6.1 Aktivita proti mikrobialnym biofilmom

Antibioticka rezistencia v sucasnosti pouzivanych a ¢€asto naduzivanych
antibiotik je rastucim problémom farmakoterapie bakterialnych infekcii. Preto je velmi
dolezité hladat nové latky, vratane latok prirodného povodu, ktoré mozno pouZit na
boj proti patogénom (Memar et al., 2017; Zhang et al., 2018). Odolnost baktérii a hub
voCi antibiotikam a dezinfekénym prostriedkom suvisi s ich schopnostou vytvarat
biofilm, ktory zabraruje prenikaniu antibakterialneho €inidla do miesta infekcie. Biofilm
je definovany ako skupina mikroorganizmov spojenych bezbunkovou polymérnou
matricou zloZzenou hlavne z polysacharidov, proteinov a DNA. Tato Struktura vykazuje
prilnavost’ k pevnym povrchom, zvy€ajne vnutornym implantatom, chlopniam, alebo
katétrom. Patogénne baktérie a huby su chranené silnou vrstvou polysacharidu proti
Skodlivym faktorom, ako su imunitné bunky, oxidacny stres a antimikrobialne latky.
Tieto mikroorganizmy su tisickrat odolnejSie voci antimikrobialnym latkam ako
planktonové formy. Je to spdsobené fyziologickymi rozdielmi buniek, ktoré tvoria
biofilm — ich rychlost metabolizmu a spotreba kyslika a Zivin su znizené. Tieto
mechanizmy vedu k zvySenej tolerancii na bezne pouzivané antibiotika a k exacerbacii

infekCnych procesov (Al-Shuneigat et al., 2014; Bazargani a Rohloff, 2016).
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Okrem toho pritomnost’ biofilmu ulah€uje komunikaciu baktérii a hub pomocou quorum
sensing (QS). Ide o komunikacny systém medzi bakteridlnymi bunkami, ktory
ovplyvriuje regulaciu génovej expresie v reakcii na hustotu mikrobialnych populacii.
QS ma osobitny vyznam pri kolonizacii novych uzemi baktériami. Specifikuje
podmienky, na ktoré sa moézu jednotlivé mikroorganizmy adaptovat (Singh et al., 2017;
Hayat et al., 2019). Odhaduje sa, Ze 65 — 80 % vSetkych infekcii je spdsobenych
mikroorganizmami suvisiacimi s biofilmom, €o je hlavnou pri€inou neucinnosti lieCby
(Van Acker et al., 2014).

Podfa WHO med zi prioritné baktérie, ktoré su tiez schopné vytvarat' biofilm,
patria P. aeruginosa — rezistentné na karbapeném, S. aureus — najma rezistentné
na meticilin (MRSA) — a Enterobacteriaceae tretej generacie rezistentné
na cefalosporin (Tacconelli et al., 2018). Zavaznym problémom modernej
farmakoterapie su infekcie sposobené vySSie uvedenymi mikroorganizmami pre ich
schopnost produkovat faktory virulencie. Na zaklade Spravy o rezistencii na antibiotika
z roku 2019 sa v USA kazdy rok vyskytne viac ako 2,8 milibna infekcii baktériami
rezistentnymi na antibiotika, ktoré spdsobuju smrt’ viac ako 35 000 ludi (Centers for
Disease Control a Prevention (U.S.), 2019). DalSou vyzvou pre modernd antibioticki
terapiu je vysoka toxicita v sucCasnosti pouzivanych antimikrobialnych liekov
a nasledne aj zavazné vedlajSie ucinky, ktoré spdsobuju. Terapeutické davky su ¢asto
prilis cytotoxické na pouzitie v lie€be (Qaralleh, 2019). Vyskum naznacuje, Ze prirodné
baktericidy mézu byt ucinnou alternativou k bezne pouzivanym syntetickym, alebo
polosyntetickym antimikrobialnym liekom.

Antimikrobialna aktivita tymianovej RS zavisi od percentualneho zloZenia jeho
hlavnych zloziek (Kryvtsova et al.,, 2019). RS s vysokym percentom fenolickych
monoterpénov, predovSetkym tymolom, maju najsilnejSie antibakterialne vlastnosti
spojené s ich Strukturou. Malé a lipofobne Eastice mdzu lahko prekonat lipidové bariéry
(Perez et al., 2019). Bunkova membrana patogénov je vdaka svojmu hydrofébnemu
zloZeniu cielom zli&enin RS. Studie o mechanizme antibakterialnej aktivity tymolu
naznacuju, ze jeho schopnost' integrovat’ sa do lipidovej vrstvy bunkovej membrany
zvysSuje zakrivenie povrchu. Hydrofilna ¢ast molekuly interaguje s polarnou Castou
membrany, zatial ¢o hydrofobny benzénovy kruh a alifatické bo¢né retazce sa ponoria
do vnutornej Casti biologickej membrany. To spdsobuje velké zmeny v Strukture
membrany destabilizaciou lipidovej vrstvy, znizenim elasticity a zvySenim tekutosti.

Tento proces vedie k zvySenej priepustnosti pre iony draslika a vodika. Ovplyviuje tiez
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aktivitu vnuatornych membranovych proteinov, ako su enzymy a receptory.
Po inkorporacii do bunkovej membrany tymol interaguje so svojimi zabudovanymi
proteinmi prostrednictvom réznych ne$pecifickych mechanizmov, ktoré vedu
k zmenam v konformacii a aktivite vnatornych a membranovych proteinov. Napatie
a destabilizacia bunkovej membrany teda méze byt vyvolana pritomnostou tymolu.
Karvakol pdsobi na bakterialnu membranu podobnym spésobom ako tymol. Izolované
zlu€eniny maju silnejsie destruktivne uc€inky ako RS, ktory ich obsahuje (Liolios et al.,
2009; Nazar et al., 2019; Ahmad et al., 2011).

Kryvtsova et al. (2019) Studovali uCinok T. vulgaris RS na rbzne typické
bakterialne kmene, vratane (MRSA) meticilin-rezistentného S. aureus izolovaného
z ustnej dutiny pacientov trpiacich parodontitidou a faryngitidou. Test aktivity
antibiofilmu ukazal, Ze bakterialny biofilm sa znizil o 53 % po vystaveni najnizSe;j
koncentracii tymianovej RS (0,01 % v.v''). Pouzitie vy$8ej koncentracie (0,05 % v.v''")
Streptococcus pyogenes a Escherichia coli. Hlavnymi zloZkami prchavého oleja
pouzitého v tomto vyskume boli fenolické monoterpény vratane tymolu. Tohidpour et
al. (2010) tiez skumali u€inok T. vulgaris a Eucalyptus globulus Labill. RS na klinicky
izolovanej MRSA. Zistilo sa, Zze tymianova RS, ktora obsahovala tymol ako hlavnu
zloZku, vykazovala pre tieto mikroorganizmy lepSie vlastnosti inhibujuce rast ako
eukalyptusova RS. Yuan et al. (2020) hodnotili aj u€inok tymolu na biofilm MRSA
a potencialnu synergiu tymolu s vankomycinom, ktory je antibiotikom volby pre tuto
patogénnu infekciu. Thymol preukazal schopnost inhibovat tvorbu biofilmu
a eliminovat zrely biofilm MRSA inhibiciou syntézy délezitych zloziek biofiimu tychto
baktérii, ako je polysacharidovy intercelularny adhezin (PIA) a extracelularna DNA
(eDNA), o je dblezity mechanizmus pre tvorba Staphylococcus aureus biofilmu. Tieto
Struktury su zodpovedné okrem inych funkcii za podporu bunkovej agregacie
a adhézie k neutralnym pevnym povrchom, ¢o podmiefuje antibioticku rezistenciu
(Okshevsky et al., 2015; Kostoglou et al., 2020). Ani tymol ani vankomycin aplikované
na kolonie MRSA v biofilme v pouzitych koncentraciach nepreukazali uplnu eliminaciu
baktérii; v kombinacii tychto zluCenin sa vSak percento zivych bakteérii vyrazne znizilo,
¢o naznacuje, ze tymol je ucinny pri podpore terapeutického u€inku vankomycinu
na biofilmy MRSA. Kerekes et al. (2013) Studovali potencialnu antimikrobialnu inhibiciu
tvorby biofilmu a mechanizmus snimania kvéra (QS) Skoricovnikovej cejlonskej

(Cinnamomum zeylanicum Blume), majoranovej (Origanum majorana L.) a tymianovej
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(T vulgaris) RS a tri hlavné vybrané zluCeniny z nich — trans-cinnamaldehyd, terpinén-
4-ol a tymol. Spomedzi nich tymol vykazoval najsilnejSiu aktivitu proti jednodruhovym
biofilmom E. coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas putida a S. aureus. V studii
na kulturach polymikrobialnych baktérii preukazala T. vulgaris RS silny uc€inok
na znizenie biofilmu na E. coli a L. monocytogenes v koncentracii 0,5 —4 mg.ml-".
Na dvojdruhovom (L. monocytogenes so S. aureus) biofilme tymianova RS spbsobila
zniZzenie rastu pri koncentracii 0,2 — 1,5 mg.ml”' a smrt’ baktérii pri koncentracii
0,2 mg.ml'. Destruktivny ucinok tymianovej RS a tymolu na E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes a P. putida bol pozorovany aj v Studii s pouzitim elektrénového
mikroskopu (SEM). Vyskum uskutoCneny Qaralleh (2019) preukazal silny ucinok T.
capitata L. RS na znizovanie biofilmu u P. aeruginosa, ktory pravdepodobne suvisel aj
s pritomnostou tymolu ako hlavnej zlozky RS. Znizenie biofilmu o 44,8 % a 49,8 % sa
dosiahlo pri koncentracii 0,0046 % (v.v''), zatial ¢o 99,6 % a 98,4 % zniZenie
(v zavislosti od kmena P. aeruginosa) sa pozorovalo pri koncentracii 0,041 % (v.v'").
Klebsiella pneumoniae z Celade Enterobacteriaceae je pri¢inou mnohych
chronickych nemocniénych infekcii s vysokou mortalitou a predizenou hospitalizaciou
v dosledku vysokej virulencie tohto patogénu, dynamicky sa rozvijajucej rezistencie na
antibiotika a obmedzenych lieCebnych metéd (Navon-Venezia et al., 2017). V studii
Mohamed et al. (2018) na kmenoch K. pneumoniae tvoriacich biofilm bola preukazana
schopnost eradikacie biofilmu od 80,1 do 98 % RS tymianu v réznych koncentraciach.
Hlavnou zloZkou zodpovednou za tieto antibakterialne vlastnosti bol tymol. Cisty tymol
(5 ug.mlI") bol tiez testovany a bola potvrdena jeho schopnost znizovat biofilm.
Schopnost znizit Zivotaschopnost patogénu vSak nebola preukazana. Silny
synergizmus v poésobeni na ZzZivotaschopnost buniek sa pozoroval pri pouziti
tymianovej RS a tymolu s ciprofloxacinom. Pouzitie RS umoznilo znizenie davky
antibiotika v bunkach tvoriacich biofilm aj v plankténovych bunkach. Vysledky Studie
naznacuju, ze kombinacia tymianovej RS a tymolu s tymto antibiotikom by mohla znizit

jeho mozné toxické ucinky a naklady na lieCbu.
1.6.2 Antifungalna aktivita

Aktivita tymolu pri kryptokokéze

Kryptokokdza je systémova mykoza spdsobena hubami rodu Cryptococcus,

najCastejSie druhom C. neoformans (Virella, 1999). V poslednom desatroli sa
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percento infekcii C. gattii zvysilo, zatial' Co infekcie druhmi C. albidus a C. laurentii su
zriedkavé (Zavala a Baddley, 2020). Tento patogén napada najma dychaci a nervovy
systém, spbdsobuje zapal pfuc, alebo meningitidu (Virella, 1999; Rohatgi a Pirofski,
2015). Toto ochorenie postihuje najma imunokompromitovanych pacientov, najma
pacientov s AIDS (Quintero et al., 2019). Kazdy rok sa na celom svete vyskytne viac
ako 223 000 pripadov kryptokokovej meningitidy, z ktorych priblizne 181 000 je
smrtefnych (Zavala a Baddley, 2020). Tato infekcia je Casto spojena s katetrizaciou
pacienta, umelymi srdcovymi chlopriami, alebo dialyzou (Ajesh a Sreejith, 2012;
Martinez a Casadevall, 2015). LieCba takéhoto invazivneho ochorenia je
problematicka kvéli schopnosti C. neoformans a C. laurentii produkovat’ extracelularnu
matricu biofilmu bohatu na polysacharidy. Vdaka tomu su kryptokokové bunky odolné
voCi Standardnej lieCbe, ako su azolové antifungalne latky. Amfotericin B je ucinny
pri lieCbe Cryptococcus spp. infekcie, ale koncentracie proti hubovym biofilmom
prekracuji maximalne davky, ¢o mbze viest k toxickym symptdmom, najma
k posSkodeniu obli€iek. Bunky hub asociované s biofimom su chranené pred
fagocyt6zou makrofagov, €o zvySuje ich odolnost. Preto je dblezité hfadat noveé ucinné
latky proti kmeniom Cryptococcus. Kumari et al. (2017) skumali antifungalnu aktivitu
réznych zloziek Lamiaceae RS proti planktonickym bunkdm C. neoformans a C.
laurentii. Pouzilo sa Sest ucinnych latok: tymol, karvakrol, eugenol, citral,
cinnamaldehyd a mentol. Ukazalo sa, ze najlepSi antifungalny uc€inok ma tymol
a karvakrol, ktory inhiboval planktonické bunky druhov Cryptococcus, tvorbu biofilmu
a rast. Vysledky tejto Studie sa porovnavali so Standardnou lie€bou amfotericinom B,
nystatinom a flukonazolom. Tieto lieky vykazovali antifungalnu aktivitu proti
planktonickym formam Cryptococcus v nizSej minimalnej inhibi¢nej koncentracii (MIC)
v porovnani s tymolom a karvakrolom. Koncentracie tychto liekov na eradikaciu
biofilmu v8ak boli 32 — 64 krat vysSie ako MIC pre planktonické formy, zatial ¢o tymol
a karvakrol boli u€¢inné na zniZenie biofilmu pri koncentraciach 4 — 8 vyssich ako MIC.
Preto sa dospelo k zaveru, ze biofilm C. neoformans a C. laurentii boli ovela citlivejSie
na tymol, alebo karvakrol v porovnani so $tandardnymi terapiami. Studia tiez odhalila,
Ze biofilm C. laurentii bol citlivejSi na aktivne zlozky RS v porovnani s C. neoformans.
Toto bolo potvrdené elektrénovym mikroskopom na koléniach hub oSetrenych
tymolom. Vyrazné znizenie poctu buniek spolu s deformovanou a perforovanou
vonkajSou bunkovou membranou spdsobené prienikom tymolu do vonkajsSej vrstvy

bunkovej membrany vedie k expanzii dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC). To zniZuje
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elasticitu membrany a narusa lipidovu vrstvu, ¢o spdsobuje bunkovu smrt’ rychlym

odtokom intracelularnych zloZiek (Ferreira et al., 2016).

1.6.3 Dalsie antifungalne vlastnosti

Ergosterol je jedine€ny sterol nachadzajuci sa iba v bunkovej membrane hub,
dolezity pre ich spravny rast a fungovanie. Preto zluCeniny ovplyviujuce jeho hladinu
mdbzu mat antifungalnu aktivitu. Pravdepodobny antifungalny mechanizmus tymolu je
zaloZeny na ucinku metabolizmus mastnych kyselin vratane ergosterolu v bunke huby.
Vedie okrem iného k zvySenej koncentracii reaktivnych foriem kyslika a oxidaCnému
stresu, o spésobuje pokles extracelularnej polymérnej matrice (EPS) a kapsularneho
polysacharidu. Znizenie ergosterolu bolo pozorované v bunkovych membranach
Candida a Cryptococcus lieCenych tymolom, €o spésobilo naruSenie integrity
membrany, poruchy enzymov spojenych s membranou, rozsiahle poskodenie
a v dosledku toho bunkovu smrt’ (Sokovi¢ et al., 2009; Kumari et al., 2019). Al-Shahrani
et al. (2017) Studovali antifungalnu aktivitu T. vulgaris RS na klinickych kmeroch
Fusarium spp., Aspergillus spp. (A. flavus, A. niger) a Candida spp. (C. albicans, C.
glabrata, C. kefyr a C. parapsilosis). Vysledky potvrdili, Ze tato RS ma silné
antifungalne vlastnosti proti vSetkym kmenom v koncentraciach v rozmedzi od 0,5
do 10 mg.mlI'. Preto méze byt udinnou alternativou k sucasne pouzivanym
antimykotickym liekom, ako je amfotericin B, ktoré maju vysoky toxicky potencial.

Kyselina kaprylova je jednou z mnohych nasytenych mastnych kyselin, ktoré sa
nachadzaju v lipidoch rastlinného a ZivoCiSneho pdvodu. Tymol, alebo karvakrol
v kombinacii s kyselinou kaprylovou ma synergicku antifungalnu aktivitu (Pohl et al.
2011). Mechanizmus antifungalnej aktivity je spojeny so schopnostou kyseliny
kaprylovej zabudovat sa do lipidovej vrstvy, ¢o zvySuje tekutost bunkovej membrany
huby, naru$a jej Strukturu a funkciu a spésobuje konformacné zmeny membranovych
proteinov, uvolhovanie intracelularnych zloziek a dezintegraciu buniek (Avis
a Beélanger, 2001). V studii Bae a Rhee (2019) sa eliminacia C. albicans dosiahla
poCas niekolkych minut expozicie kyseline kaprylovej (1 — 1,5 mM) s tymolom, alebo
karvakrolom (0,5 — 1,5 mM). Tato kombinacia umoznila znizit davku kyseliny
kaprylovej, a tym aj mozné toxické ucCinky. Synergizmus tychto kombinacii méze
spbsobit zvySeny prechod tychto fenolickych monoterpénov do bunky ako rozrusenie
hubovej membrany vyvolané kyselinou kaprylovou. Tento druh kombinacie by sa teda

mohol pouzit pri lie€be pleshovych infekcii spdsobenych C. albicans.
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2 Ciel prace

Cielom vedeckej monografie bola mikrobiota hovadzieho méasa spracovaného
sous vide metdédou po aplikacii rozmarinovej atymianovej rastlinnej silice
a patogénnych mikroorganizmov druhu Listeria monocytogenes a Salmonella
enterica.

Vo vedeckej monografii sme sa zamerali na hodnotenie:

- poctu koliformnych baktérii,

- celkového poctu mikroorganizmov,

- baktérie Listeria monocytogenes,

- baktérie Salmonella enterica za pouZitia klasickych mikrobiologickych metdd.
Cisté kultry izolovanych baktérii boli identifikované hmotnostnou

spektrometriou MALDI-TOF MS Biotyper a nasledne percentualne spracované

do tabuliek a obrazkov.
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3 Metodika prace

3.1 Rastlinné silice, pouzité mikroorganizmy, hovadzie maso

Na sledovanie antimikrobialnej aktivity bola pouzitd rozmarinova (Rosmarinus
officinalis) a tymianova (Thymus zygis) silica, ktoré boli zakupene od firmy Hanus s.r.o.
(Nitra, Slovensko). Rastlinné silice sa zmieSali so slnecCnicovym olejom, volne
dostupnom v obchodnej sieti, v koncentracii 2 %.

Na mikrobialnu kontaminaciu vzoriek hovadzieho masa zo svieCkovej (muscles
psoas major) bola pouzita bakterialna kultura Salmonella enterica subsp. enterica
(CCM 4420) a Listeria monocytogenes (CCM 4699) s koncentraciou 0,5 McFarlanda
(1,5x108) (Ceskéa zbierka mikroorganizmov, Brno). Bakterialne kultury boli pripravené
v tekutom zivnom médiu Muller Hinton bujén a kultivovali sa cez noc pri teplote 37 °C.

V obchodnej sieti bolo zakupené hovadzie maso zo svieCkovej, priblizne 1 kg,

ktoré bolo pouzité na analyzu. Maso bolo zo slovenskej produkcie.

3.1.1 Priprava vzorky

Hovadzie maso zakupené v obchodnej sieti bolo spracované na pouZitie
v laboratoriu aplikovanej bakterioldgie vo vyskumnom centre AgroBioTech, SPU Nitra.

Na odobratie vzorky sa pouzili: sterilny kuchynsky néz, sterilna silikonova
podlozka na krajanie, taktiez sterilna pinzeta, steriiné Petriho misky. Sterilnym
kuchynskym nozom sa odoberali priblizne rovnako velké kusky vzorky o hmotnosti 5 g
(0.1 g). Potom sa vzorky masa odvazili na digitalnych vahach, ktoré sa pred pouzitim
povrchovo dezinfikovali etanolom. Nasledne sa takto pripravené vzorky o poZzadovanej
hmotnosti vlozili pinzetou do vopred pripraveného Specialneho vrecka uréeného
na vakuovanie a pripravené na sous vide, v ktorom sa vzorka varila vo vodnom kupeli,
kde bola nastavena teplota a ¢as varenia.

Takto sa pripravilo spolu 128 vreciek, s ktorymi sa dalej pracovalo. V laboratériu
sa vrecka rozdelili na 2 skupiny po 64 vreciek a kazda skupina sa oznacila, akym
spésobom bola oSetrend, a to teplota a ¢as pouzité pri vareni sous vide. Vzorky sa
rozdelili a oznacili podla silice, baktérie, teploty a Casu. Do vreciek okrem kontroly sa
pridalo 100 pl pripravenej bakterialnej kultury pomocou mikropipety a hned sa vakuovo
uzavreli pomocou vakuovej baliCky. Do vreciek so vzorkami sa pridalo 100 pl
bakterialnej kultury a 100 pl rastlinného oleja zmieSaného s rastlinou silicou

v pozadovanej koncentracii taktiez sa hned uzavreli pomocou vakuovej baliCky.
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Uzavreté vrecka sa odlozili na 24 hodin do chladnicky pri teplote 4 — 6 °C.

Schéma pripravy vzoriek je uvedena v nasledovnej kapitole.

3.2 Priprava sous vide vzoriek

Varenie vakuovo zabalenych vreciek so vzorkami prebiehalo vo vodnom kupeli
(Memmert WNB?7),

na pozadovanu pociato¢nu teplotu. Vrecka so vzorkami sa vkladali do vodného kupela

ktory sa pred samotnym varenim nechal temperovat
naraz, podla schémy v Tab. 1 a Tab.2, podla pouzitej silice a mikroorganizmu.
Zacinalo sa varit pri teplote 50 °C a pokraCovalo sa az na teplotu 65 °C po dobu
5 az 25 min. Vodny kupel sa temperoval za kazdym na teplotu a ¢as uvedenu
v schéme tabuliek. V momente vlozZenia vreciek do vodného kupela sa zacal sledovat
Cas na stopkach. Po uplynuti stanoveného €asu sa vrecka so vzorkami ihned vybrali
a vlozili do misy so studenou vodu na schladenie. V kazdom variante bola pouzita
jedna vzorka, ako kontrola Cerstvého hovadzieho masa, bez pouZzitia mikroorganizmu

a rastlinnej silice.

Tabulka 1. Schéma oznacovania vzoriek hovadzej svieCkovej a podmienky tepelného spracovania

metoddou sous vide

~

Cas
5 min. 15 min. 20 min. 25 min.
eplota

Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

50 °C Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
enterica + | enterica + | enterica + | enterica +
rozmarinova rozmarinova rozmarinova rozmarinova
RS RS RS RS
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

55 °C Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
enterica + | enterica + | enterica + | enterica +
rozmarinova rozmarinova rozmarinova rozmarinova
RS RS RS RS
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

60 °C Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
enterica + | enterica + | enterica + | enterica +
rozmarinova rozmarinova rozmarinova rozmarinova
RS RS RS RS
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

65 °C Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
enterica + | enterica + | enterica + | enterica +
rozmarinova rozmarinova rozmarinova rozmarinova
RS RS RS RS
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Tabulka 2. Schéma oznacovania vzoriek hovadzej svieCkovej a podmienky tepelného spracovania

metddou sous vide

~

Cas
5 min. 15 min. 20 min. 25 min.

eplota
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

50 °C Listeria Listeria Listeria Listeria
monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes
+ tymianova | + tymianova | + tymianova | + tymianova
RS RS RS RS
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

55 °C Listeria Listeria Listeria Listeria
monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes
+ tymianova | + tymianova | + tymianova | + tymianova
RS RS RS RS

60 °C Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
Listeria Listeria Listeria Listeria
monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes
+ tymianova | + tymianova | + tymianova | + tymianova
RS RS RS RS
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

65 °C Listeria Listeria Listeria Listeria
monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes | monocytogenes
+ tymianova | + tymianova | + tymianova | + tymianova
RS RS RS RS

3.3 Priprava vzoriek na desiatkové riedenie

3.3.1 Priprava fyziologického roztoku s peptonom

Fyziologicky roztok potrebny pre pripravu riedenia bol vyrobeny z 9,5 g NaCl,
kazeinovych peptonov rozpusteny v jednom litri destilovanej vody. NaCl sa dokladne
zamieSalo a varilo po€as doby jednej minuty za intenzivneho mieSania, az pokym sa
uplne neroztopilo. Nasledne sa prelialo do pripravenych nadob a sterilizovalo
v autoklave po dobu 15 minuat pri 121 °C. Ziskany fyziologicky roztok sa skladoval
pri teplote 2 — 8 °C. Vysledna hodnota pH pripraveného fyziologického roztoku pri
teplote 25 °C je 7,040,2.

ZloZenie fyziologického roztoku :
. chlorid sodny 8,5 g,
. kazeinové peptény 1 g,

. destilovana voda 1000 ml.

DOI: https://doi.org/10.15414/2023.9788055226583 37



https://doi.org/10.15414/2023.9788055226583

3.3.2 Priprava vzoriek hovadzieho masa na mikrobiologicku analyzu

Pracovné nastroje pouzité pri pokusoch, ako kovovy skalpel, Petriho misky,
pinzetu, silikénovu podlozku, 100 ml odmerné banky, digitalne vahy, boli sterilizované
etanolom. Vakuovo zabalené vrecka so vzorkami sa postupne, opatrne otvarali
skalpelom na silikonovej podlozke. Z vreciek sa pomocou pinzety, opalenej v plameni,
vybrali vzorky na Petriho misku. Pomocou skalpela, sa odobrala a navazila
na digitdlnych vahach 50,1 g vzorky a pinzetou sa preniesla do pripravenych,
umytych, sterilnych odmernych baniek, ktoré sa oznadcili rovnako, ako vrecko.
Po kazdom jednom odobrati vzorky sa nastroje dezinfikovali etanolom, resp. kovovy
skalpel a pinzeta sa vypalila v plameni kahana. Opakovanym postupom sa pripravilo
36 baniek so vzorkami.

Do kazdej banky s 5 g vzorky sa pridalo 45 ml fyziologického roztoku pomocou
pipety, ¢im sa dosiahlo riedenie 10-'. Nasledne sa banky so vzorkami umiestnili

na 30 minut do trepacky na premieSanie.
3.4 Priprava kultivaénych médii

3.4.1 XLD agar

XLD agar (Xylose-Lysine Deoxycholate Agar (SigmaAldrich®, St. Louis, USA))
je selektivne médium a odporuc€a sa na izolaciu a vycCislenie Salmonella typhi a inych
druhov Salmonella.

Priprava: rozpustilo sa 55,43 g v 1000 ml destilovanej vody, zahrievanim
s Castym mieSanim, pokym médium nevrie. Médium sa neautoklavuje. OkamzZite sa
prenesie do vodného kupefla pri teplote 50 °C. Po ochladeni sa naleje do sterilnych
Petriho misiek.

Na pripravu, nam postacujuceho mnozstva agaru, sa pouzilo 500 ml destilovanej vody

a polovi¢ny navazok agaru a vysledné pH bolo 7,4+0,2 (pri 25 °C).

Zlozenie: g.I"

. kvasnicny extrakt 3,00
. laktoza 7,50
J sachar6za 7,50
) xyléza 3,75
. L-lyzin hydrochlorid 5,00
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. chlorid sodny 5,00

. citrat amonno-zelezity 0,80
. tiosiran sodny 6,80
. deoxycholat sodny 1,00
. fenolova Cervena 0,08
. agar 15,00

Tvoria sa na iom koldénie pri teplote 37 °C. STN EN ISO 9308 — 1. Na stuhnutu

a vychladnutu Zivnua pédu v Petriho miske sa pomocou mikropipety napipetuje po 1 ml

suspenzie a rozotrie L- ty€inkou. Rovnako sa postupuje s dalSimi Petriho miskami,

pricom sa vzdy pouzije nova SpiCka na mikropipetu a nova L-ty€inka na rozotieranie.

Kazda Petriho miska sa oznaci rovnako ako banka, z ktorej sa pipetovalo.

Petriho misky sa inkubuju v termostate pri teplote 3711 °C pocCas 48 hodin.
Po skoncCeni kultivacie sa na agare sleduju vyrastené kolonie.

Na ostatné druhy agarov (TSA, TSI a XLD) sme mikroorganizmy ockovali

a inkubovali rovnako. Po stanovenom cCase kultivacie baktérii v inkubatore sa

vyrastené koldnie baktérii spocitaju.

3.4.2 Oxford agar

Na kultivacii listerii sa pouzil Oxford agar. Selektivne a diagnostické médium
na detekciu Listeria monocytogenes, sa pripravuje z Listeria Selective Agar Base
a Listeria Selective Supplement SR0140, alebo Modified Listeria Selective Supplement
(Oxford) SR0206.

Priprava: rozpustili sme 27,75 g selektivneho agarového zakladu Listeria
(Oxfordska formulacia) v 500 ml destilovanej vody. Jemne sa priviedol agar do varu,
aby sa rozpustil. Sterilizovali sme ho v autoklave pri 121 °C poc€as 15 minut. Ochladili
sme ho na 50 °C a asepticky pridali obsah jednej injekCnej liekovky Listeria Selective
Supplement (Oxford Formulation), alebo Modified Listeria Selective Supplement
(Oxford) SR0206, SR0140 rekonstituovanej s 5 ml 70 % etanolu. Dobre sme premiesali
a naliali ho do sterilnych Petriho misiek. Kone¢né pH by malo byt pH 7+0,2.

Zlozenie: g.I"!
e columbia Blood Agar Base 39.0

e aesculin 1.0
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e citran zelezito-amdnny 0,5
e chlorid litny 15,0

Potravinova infekcia L. monocytogenes vyvolala zvySeny zaujem o detekciu tohto
organizmu v potravinach, v zivotnom prostredi a v patologickych vzorkach od fudi aj
zvierat. L. monocytogenes hydrolyzuje aeskulin, priCom vytvara Cierne zény okolo
koldnii v désledku tvorby Ciernych fenolickych zlu¢enin Zeleza odvodenych z aglukénu.
Gramnegativne baktérie su uplne inhibované. Vaésina neziaducich grampozitivnych
druhov je potlaCend, ale niektoré kmene enterokokov su inhibované a vykazuju slabu
aeskulinovu reakciu, zvy€ajne po 40 hodinach inkubacie. Niektoré stafylokoky mézu
rast ako aeskulin-negativne koldnie. Typické koldnie L. monocytogenes su takmer
vzdy viditelné po 24 hodinach, ale inkubacia by mala pokraovat dalSich 24 hodin,

aby sa zistili pomaly rastuce kmene.

3.4.3 VRBL agar

VRBL agar je selektivne médium na izolaciu a stanovenie poctu koliformnych
baktérii vo vode, mlieku a inych mlie€nych vyrobkov, mliekarenskych zariadeni a inych
potravin.

Priprava: zlozky, dehydrovany prasok, sa suspenduje vo vode (39,5 g v1 |
destilovanej vody). Médium sa vari niekolko sekund, kym sa zlozky uplne nerozpustia.
Zivny agar sa neutoklavuje. Ochladi sa na 47 °C a naleje do Petriho misky. Kone&né
pH by malo byt 7,5+0,2.

ZloZenie: g.I"
o peptén 7,00
. chlorid sodny 5,00
. kvasnicovy extrakt 3,00
. ceutralna Cervena 0,03

J ZlCove soli 1,50

. kryStalova violet 0,002

Mikroorganizmy, ktoré rychlo fermentuju laktézu, vytvaraju fialové kolonie

obklopené fialovymi plochami (v pripade silného okyslenia spojeného s pouzitim
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laktézy). Mikroorganizmy, ktoré nefermentuju laktézu, alebo neskoro, davaju bledé
koldnie so zelenkastymi plochami.

Koliformné baktérie su vSeobecne definované svojou schopnostou rychlo
fermentovat’ laktozu, produkovat kyselinu a plyn, zvyCajne do 24 hodin. Rody,
o ktorych sa vSeobecne predpoklada, Ze patria do tejto skupiny su Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter a najmé Escherichia coli. AvSak druhy v inych rodoch, napr.
Erwinia a Serratia mézu tiez fermentovat’ laktézu, aj ked pomaly, a niektoré kmene
Citrobacter a Klebsiella, ako aj Salmonella arizonae a Hafnia alvei sa prejavuju

oneskorene, alebo variabilne.

3.4.4 PCA agar
PCA agar, alebo Plate Count Agar (SigmaAldrich®, St. Louis, USA) je

neselektivne médium pre celkovy poc€et mikroorganizmov (CPM) v mlieku, inych
mlieCnych vyrobkoch, potravinach, vode a odpadovej vode.

Priprava agaru: RozmieSalo sa 17,5 g v 1 | destilovanej vody a rozpustilo sa
varenim s ¢astym mieSanim, nasledne sa premiesalo a rozdelilo do kone¢nych nadob.
Sterilizacia média prebehla autoklavovanim pri teplote 121 °C pocCas 15 minut.
Na pripravu, nam postacujuceho mnoZzstva agaru, sa pouzilo 500 ml destilovanej vody
a polovi¢ny navazok agaru. Vysledné pH je (pri 25 °C) 7,0+0,2.

ZlozZenie: g.I"!
. trypton (enzymaticky kazeinovy hydrolyzat) 5,00
. kvasnicovy extrakt 2,50
. dextréza 1,00
. agar 9,00

Celkovy pocet mikroorganizmov (CPM) sa stanovuje pouzitim PCA agaru.
Tvoria sa v hom typické kolonie pri teplote 30 °C. STN 4833 — 1.

Do pripravenych sterilnych Petriho misiek sme nalievali 15-20 ml sterilného
zivného média a kruhovym pohybom sme zabezpecili, aby bolo rovnhomerne rozliate
po celej ploche Petriho misky. Agar v takto zaliatych Petriho miskach sme nechali
vychladnut' niekolko minut. Na vychladnuté a stuhnuté kultivatné médium sme
pomocou mikropipety napipetovali 1 ml suspenzie (pokial mozno bez vacsich Casti

masa) z pretrepanych baniek a rozotreli L- tyCinku po celom povrchu zivnej pody.
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Rovnako sme postupovali pri dalSich Petriho miskach, pricom sme vzdy pouZili novu
Spicku na mikropipetu a novu L-ty€inku na rozotieranie. Kazdu Petriho misku sme
oznadili rovnako ako banka, z ktorej sme pipetovali. NaoCkované Petriho misky sme

inkubovali pri teplote 3 °C 48 hodin.

3.4.5 TSA agar

Tryptonovy agar, alebo Tryptone Soya agar (HiMedia®, India), je univerzalne
médium pouZzivané na kultivaciu Sirokej Skaly mikroorganizmov a na testovanie sterility
vo farmaceutickych postupoch.

Priprava: rozpustilo sa 45 g v 1 | destilovanej vody. Médium sa uplne rozpusti
pocCas zahrievania. Sterilizacia autoklavovanim pri 121 °C pocas 15 minut. Médium sa
ochladi na 45 az 50 °C, dobre sa premieSa a naleje do sterilnych Petriho misiek.

Na pripravu, nam postacujuceho mnozstva agaru, sa pouzilo 500 ml destilovanej vody

a polovi¢ny navazok agaru. Vysledné pH (pri 25 °C) je 7.3+0.2.

Zlozenie : g.l"

. trypton 15,00
. séjovy peptdn 5,00
. chlorid sodny 5,00
. agar 15,00

3.5 lzolacia a identifikacia mikroorganizmov

Vybrané kolénie z celkového poctu baktérii a z ostatnych agarov boli dalej
potvrdené pomocou MALDI-TOF MS Biotyper. Vybrané, vyrastené koldnie
z jednotlivych Petriho misiek boli kultivované na TSA agare (Tryptone Soya Agar)
spbsobom, ze kazda Petriho miska s TSA agarom bola rozdelena na 8 €asti. Na kazdu
jednu Cast Petriho misky bola prenesena bakterialna kultira pomocou
bakteriologického oCka. Takto naoCkované Petriho misky sme inkubovali v inkubatore
pri teplote 37 °C a 24 hodin.

Izolované druhy mikroorganizmov sme identifikovali pomocou hmotnostnej
spektrometrie MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of
Flight).

Jednym z prvych krokov identifikacie mikroorganizmov je vyuzitie metédy

extrakcie pomocou etanolu (99,8 %) a kyseliny mravéej (70 %).
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Kultury mikroorganizmov sme identifikovali hned po stanovenej dobe kultivacie.
Vyberali sme kultury, ktoré vyrastli v ohrani€enej Casti a neprerastli cez viacero Casti
Petriho misky. Na odoberanie kultur mikroorganizmov z Petriho misiek sme pouZili
bakteriologické ocCka, ktoré sme po kazdom odobrati bakterialnej kultury vypalili
(sterilizovali) v plameni kahana.

Pomocou bakteriologického otka sme odoberali malé mnoZstvo vyrastenej
kolonie, ktoré sme rozmieSali v Ependorfke s 300 pl ultra Cistej vody. K tomuto obsahu
sme potom napipetovali 900 pl absolutneho etanolu (99,8 %). Takto pripravené vzorky
sme nasledne centrifugovali pri maximalnych otackach (12 000 xg) po dobu 2 minut.
Po 2 minutach v centrifige sme kvapalnu c&ast (supernatant) opatrne zliali
do pripravenej kadi¢ky na odpad a zvy$né mnozstvo etanolu sme jemne oklepali
na Cisty filtracny papier. Pelet, ktory zostal na dne Ependorfky sme nechali susit’ kratky
Cas pri laboratérnej teplote. K uschnutému peletu sme napipetovali stanoveny objem
kyseliny mravc€ej (70 %) pomocou mikropipety, ktory sme rozmie$ali s peletom,
a nasledne sme pridali novou miktopipetou rovnaky objem acetonitrilu (100 %) a znova
premiesali pipetovanim. Pri vzorkach sme pouzili 30 yl kyseliny mravCej a rovnaké
mnozstvo, teda 30 pl acetonitrilu. Takto upravené vzorky sme vlozili znova
do centrifugy a nechali centrifugovat opat, pri najvy$sich otackach (12 000 xg) po dobu
2 minut. Zo supernatantu, kvapalnej Casti, sme mikropipetou opatrne napipetovali 1 pl
na Cistu, ocefovu MALDI platniCku. Davali sme pri tom pozor, aby sa nam jednotlivé uz
napipetované mnozstva supernatantu na MALDI platniCke nezlievali. PlatniCku sme
nechali volne uschnut pri laboratornej teplote. Po zaschnuti sme vzorky prekryli 1 pl
nasytenym roztokom Kkyseliny a-kyano-4-hydroxysSkoricovej (MALDI matrica).
Po zaschnuti matrice bola vzorka pripravena na okamzitu identifikaciu hmotnostnym
spektrometrom. Flex control (verzia 3.4) je zakladny program pomocou ktorého boli
hmotnostné spektra merané v realnom Case. Novy projekt identifikacie sme zadavali
cez softvér Real-time classification (verzia 3.1). V tomto kroku bola zvolena prislusna
databaza mikroorganizmov (Bruker taxonomy), s ktorou sme porovnavali jednotlivé
hmotnostné spektra nasich vzoriek.

VSetky merania boli vykonavané prostrednictvom pristroja hmotnostného

spektrometra MALDI-TOF Microflex™ LT od nemeckej spolo¢nosti Bruker Daltonics.
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3.6 Statistické vyhodnotenie vysledkov

Na Statistické vyhodnotenie vysledkov sa pouzil program Excel. Vyhodnotené
boli vysledky vo forme aritmetického priemeru, Standardnej odchylky a medzi

jednotlivymi skupinami, boli vypocCitane Statisticky vyznamné rozdiely t-tesom.
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Mikrobiologicka analyza sous vide hovadzieho masa po aplikacii
rozmarinovej rastlinnej silice a baktérie Salmonella enterica

Produkty pripravené varenim sous vide maju niekofko vyhod. Ekonomicke
vyhody pripravy produktov pomocou varenia sous vide su efektivnejSie vyuzitie prace
a vybavenia vdaka centralizovanej vyrobe a prediZeniu trvanlivosti produktu vdaka
vakuovému baleniu (Hyytia-Trees et al., 2000). Sous vide varenie mbéze byt dobrym
rieSenim na znizenie potravinového odpadu v podnikoch verejného stravovania, kde
nie je mozné predvidat’ dopyt po konkrétnych polozkach jedalneho listka (Gtuchowski
et al., 2020). V produktoch sous vide je rast aerébnych baktérii obomedzeny a riziko
kontaminacie produktu je znizené. Tiez je optimalizovany prenos tepla do produktov
vo vakuovom baleni. Varenim sous vide sa mobzu vyrabat potravinové produkty
s konstantnymi, spolahlivymi a reprodukovatefnymi organoleptickymi vlastnostami.
Plastova félia zabranuje strate prchavych chuti a vody po€as varenia v rezime sous
vide, ¢im sa zlepSuje organolepticka kvalita, podporuje Stavnatost a jemnost masa
a zvySuje sa vytaznost produktu. Spracovanie sous vide varenie zachovava nutricnu
hodnotu produktov. Minimalizuje obsah Skodlivych chemikalii, ktoré vznikaju
pri nedokonalom spalovani, alebo pyrolyze organickych latok a koncentruju sa v mase
pri vyprazani, grilovani a udeni (Kilibarda et al., 2018).

Ciefom naSej prace bolo sledovanie mikrobiologickej kontaminacie sous vide
hovadzieho masa po aplikacii rozmarinovej rastlinnej silice v kombinacii s baktériou S.
enterica. V praci sme sa zamerali na sledovanie celkového poc¢tu mikroorganizmov,
koliformnych baktérii a baktérii S. enterica poCas 5, 15, 20 a 25 minut pri teplote
varenia 55, 60 a 65 °C po dobu 1 az 12 dni.

Tabulka 3 uvadza vysledky celkového poctu mikroorganizmov. Vyhodnotenim
silica v kombinacii s S. enterica pri teplote 65 °C pocas 20 min. a najvyssi pocet bol
v kontrolnej skupine bez oSetrenia pri teplote 50 °C poc€as 5 min., potom nasledovala
vzorka vakuovo balena, oSetrena rozmarinovou silicou s aplikaciou S. enterica
pri teplote 50 °C pocas 5 min. Porovnanim vzoriek kontrolnych a oSetrenych sme zistili,
ze celkovy pocet mikroorganizmov pocas prvého dna vyssi v kontrolnych skupinach.

Pri pouziti teploty 65 °C po€as 15 a 20 min. celkové pocty boli nulové v obidvoch
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skupinach. Pocet koliformnych baktérii bol zaznamenany len v skupine, ktora bola
oSetrena baktériou S. enterica a rozmarinovou silicou pri teplote 50 °C pocas 5, 10, 15
a 20 min. (obr. 1). S. enterica sa vyskytovala rovnako v tej istej skupine ako koliformné

baktérie a jej poCet klesal s teplotou a ¢asom (obr. 2).

Tabulka 3. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou
RS a S. enterica (log KTJ.g") pocas 1. diia

Osetrenie Teplota (°C)  Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 3,71 0,07
HMSERS 50 5 3,34 0,18
K 50 10 3,69 0,14
HMSERS 50 10 2,90 0,10
K 50 15 3,47 0,19
HMSERS 50 15 2,65 0,08
K 50 20 3,44 0,11
HMSERS 50 20 2,54 0,11
K 55 5 3,26 0,04
HMSERS 55 5 2,51 0,04
K 55 10 3,15 0,03
HMSERS 55 10 2,25 0,10
K 55 15 3,10 0,01
HMSERS 55 15 2,21 0,11
K 55 20 2,88 0,09
HMSERS 55 20 1,93 0,06
K 60 5 2,66 0,06
HMSERS 60 5 1,71 0,08
K 60 10 2,57 0,05
HMSERS 60 10 1,59 0,05
K 60 15 2,38 0,06
HMSERS 60 15 1,31 0,10
K 60 20 2,23 0,09
HMSERS 60 20 1,19 0,04
K 65 5 2,03 0,06
HMSERS 65 5 1,05 0,04
K 65 10 1,31 0,04
HMSERS 65 10 1,01 0,01

K — kontrola; HMSERS — hovéadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou

Po tepelnom spracovani sa celkovy pocCet aerdbnych mikroorganizmov znizil asi
0 2 logaritmy a pohyboval sa od 1,10 do 2,01 log KTJ.g"'. Fekalna mikrobiota,
Enterobacteriaceae a koagulaza-pozitivne stafylokoky boli v populacii stanovené

na urovni <1 log KTJ.g™"'. Vysledky ziskané vo vyskume naznaduju, Ze pouzité
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parametre spracovania sous vide boli dostatocné na znizenie mikrobioty v brav€éovom
karé. Inaktivacné ucinky gramnegativnych baktérii Enterobacteriaceae su obzvlast

e

uspokojivé (Kurp et al., 2022). Ini autori tiez dosiahli zniZzenie populacie
Enterobacteriaceae v bravéovom karé na <1 log KTJ.g™" (Diaz et al., 2008). V studii
Jeong et al. (2018) uviedli ucinnost lie€by sous vide vo vztahu k fekalnej mikroflore,

pricom bola stanovena len €ast’ koliformnych baktérii Celade Enterobacteriaceae.

50 °C 5 min 50 °C 10 50 °C 15 50 °C 20 55 °C 5 min
min min min
Teplota a ¢as ostrenia

Obrazok 1. Pocet koliformnych baktérii v skupine oSetrenej rozmarinovou RS a S. enterica
(log KTJ.g ") pocas 1. diia

Log KTJ.g"'

50 °C 5 min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min
Teplota a ¢as oSetrenia

Obrazok 2. Pocet buniek S. enterica v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou po€as 1. dia
v log KTJ.g™
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Ako ukazuje literatura, rozsahy teplotnych a ¢asovych rezimov aplikovanych aj
na rovnaké kusy masa su velmi Siroké, ¢o znacne stazuje praktické vyuZitie tejto
techniky. NavySe, dbéraz na dlhé Casy varenia na zabezpelenie mikrobiologickej
bezpeénosti masa robi tuto techniku ¢asovo a energeticky naroénou. Okrem toho su
kombinované vedecké udaje o fyzikalno-chemickych a mikrobiologickych
vlastnostiach, ako aj o senzorickych vlastnostiach masa vareného metédou sous vide

vzacne (Kurp et al., 2022).

Tabulka 4. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou

RS a S. enterica (log KTJ.g™") pocas 3. diia

Osetrenie Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 3,83 0,17
HMSERS 50 5 3,66 0,10
K 50 10 3,74 0,17
HMSERS 50 10 3,20 0,07
K 50 15 3,48 0,19
HMSERS 50 15 3,12 0,03
K 50 20 3,37 0,17
HMSERS 50 20 3,02 0,06
K 55 5 3,21 0,18
HMSERS 55 5 2,84 0,14
K 55 10 3,15 0,07
HMSERS 55 10 2,58 0,06
K 55 15 3,14 0,07
HMSERS 55 15 2,16 0,01
K 55 20 2,93 0,06
HMSERS 55 20 2,06 0,03
K 60 5 2,88 0,10
HMSERS 60 5 0,00 0,00
K 60 10 2,69 0,22
HMSERS 60 10 0,00 0,00
K 60 15 2,49 0,22
HMSERS 60 15 0,00 0,00
K 60 20 2,43 0,51
HMSERS 60 20 0,00 0,00
K 65 5 1,77 0,28
HMSERS 65 5 0,00 0,00
K 65 10 1,42 0,30
HMSERS 65 10 0,00 0,00

K — kontrola; HMSERS — hovadzie méaso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou
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2,82_2'77

Log KTJ.g*

1'27__—1,34

50°C5min  50°C10min 50°C15min 50 °C20 min 55°C5 min
Teplota a €as oSetrenia

= =K = =—HMSERS

Obrazok 3. Pocet koliformnych baktérii v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou RS

a S. enterica (log KTJ.g") pocas 3. diia

K — kontrola; HMSERS — hovadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou

50 °C 5 min 50°C10 min 50°C15min 50 °C 20 min 55 °C5 min

Teplota a cas osSetrenia

Obrazok 4. Pocet buniek S. enterica v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou pocas 3. dia
v log KTJ.g"

V tabulke 4 uvadzame vysledky celkového pocCtu mikroorganizmov.
Vyhodnotenim vysledkov sme zistili, Ze najnizSi poc€et bol v kontrolnej skupine, kde
bola pouzita teplota 65 °C poc€as 20 min. a najvyssi pocet bol v kontrolnej skupine bez
oSetrenia pri teplote 50 °C po€as 5 min., potom nasledovala vzorka vakuovo
balena, oSetrena rozmarinovou silicou s aplikaciou S. enterica pri teplote 50 °C pocas

5 min. Porovnanim vzoriek kontrolnych a oSetrenych sme zistili, Ze celkovy pocet
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mikroorganizmov pocCas tretiecho dna vysSi v kontrolnych skupinach a v skupine
oSetrenej rozmarinovou silicou a baktériou S. enterica pri teplote 60 °C sa uz baktérie
nevyskytovali. PoCet koliformnych baktérii bol zaznamenany v obidvoch skupinach
pri teplote 50 °C pocas 5, 10, 15 a 20 min. a 55 °C pri 5 min (obr. 3). S. enterica sa
vyskytovala v skupinach, ktoré boli oSetrené rozmarinovou silicou pri teplote 50 °C
a 55 °C pocas 5 min. (obr. 4).

Tabulka 5. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou

RS a S. enterica (log KTJ.g™") pocas 6. diia

Osetrenie  Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 3,95 0,07
HMSERS 50 5 3,84 0,12
K 50 10 3,79 0,61
HMSERS 50 10 3,59 0,23
K 50 15 3,57 0,09
HMSERS 50 15 3,57 0,07
K 50 20 3,56 0,11
HMSERS 50 20 3,34 0,10
K 55 5 3,48 0,05
HMSERS 55 5 3,29 0,23
K 55 10 3,24 0,08
HMSERS 55 10 2,91 0,06
K 55 15 3,39 0,26
HMSERS 55 15 2,53 0,14
K 55 20 3,46 0,32
HMSERS 55 20 2,38 0,15
K 60 5 3,22 0,24
HMSERS 60 5 0,00 0,00
K 60 10 3,20 0,06
HMSERS 60 10 0,00 0,00
K 60 15 3,14 0,93
HMSERS 60 15 0,00 0,00
K 60 20 2,88 0,10
HMSERS 60 20 0,00 0,00
K 65 5 2,72 0,07
HMSERS 65 5 0,00 0,00
K 65 10 2,38 0,07
HMSERS 65 10 0,00 0,00
K 65 15 2,10 0,02
HMSERS 65 15 0,00 0,00
K 65 20 1,63 0,17
HMSERS 65 20 0,00 0,00

K — kontrola; HMSERS — hovadzie méaso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou
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T 242 2,15

2,34 219

2,15

Log KTJ.g"

50 °C 5min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min 55 °C 5 min
Teplota a ¢as oSetrenia

- —K — —HMSERS

Obrazok 5. Pocet koliformnych baktérii v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou RS

a S. enterica (log KTJ.g") pocas 6. diia

K — kontrola; HMSERS — hovadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou

50 °C 5 min 50°C 10 min 50°C 15 min 50 °C 20 min 55 °C5 min
Teplota a cas osetrenia

Obrazok 6. Pocet buniek S. enterica v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou pocas 6. dia
v log KTJ.g"

Tabufka 5 uvadza celkovy poc€et mikroorganizmov po 6. dni skladovania.
Najvyssi pocet bol zisteny v kontrolnej skupine, ktora bola oSetrena metdédou sous vide
pri teplote 50 °C pocas 5 min. PocCet koliformnych baktérii pri teplote 50 a 55 °C pocas
5 min. bol vy8Si v skupine oSetrenej rozmarinovou silicou a baktériou S. enterica

(obr. 5). Pocet buniek sa oproti prvému a tretiemu driu zvysSil (obr. 6).
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Tabulka 6. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou

RS a S. enterica (log KTJ.g™") pocas 9. diia

Osetreni Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 4,15 0,07
HMSERS 50 5 3,96 0,17
K 50 10 3,98 0,10
HMSERS 50 10 3,74 0,11
K 50 15 3,87 0,08
HMSERS 50 15 3,63 0,17
K 50 20 3,62 0,16
HMSERS 50 20 3,44 0,07
K 55 5 3,51 0,05
HMSERS 55 5 3,41 0,31
K 55 10 3,19 0,13
HMSERS 55 10 2,91 0,06
K 55 15 3,27 0,14
HMSERS 55 15 3,07 0,08
K 55 20 3,63 0,33
HMSERS 55 20 2,81 0,12
K 60 5 3,31 0,20
HMSERS 60 5 0,00 0,00
K 60 10 3,22 0,11
HMSERS 60 10 0,00 0,00
K 60 15 3,15 0,07
HMSERS 60 15 0,00 0,00
K 60 20 3,05 0,07
HMSERS 60 20 0,00 0,00
K 65 5 2,82 0,23
HMSERS 65 5 0,00 0,00
K 65 10 2,41 0,08
HMSERS 65 10 0,00 0,00
K 65 15 2,21 0,21
HMSERS 65 15 0,00 0,00
K 65 20 1,74 0,06
HMSERS 65 20 0,00 0,00

K — kontrola; HMSERS — hovadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou

Skazenie vakuovo baleného hovadzieho masa je jednou z hlavnych vyziev,
ktorym Celi masovy priemysel. Vakuové balenie hovadzieho méasa sa pouZiva
na zabranenie aerébneho znehodnocovania obalov tym, Zze zabezpecuje rychlu
premenu akéhokolvek zvySkového O2 na COz(Sarantépoulos et al., 2002). Vysledkom
je anaerdbne prostredie, ktoré predlzuje trvanlivost hovadzieho masa pocas prepravy

(Zwirzitz et al., 2019). Kaziace baktérie na hovadzom mase vsak prispievaju k zmenam
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v Strukture masa, farbe a chuti, o ho robi neprijatelnym pre ludsku spotrebu (Mills et
al., 2014). Pévodne pritomné mikroorganizmy na ¢erstvom mase zavisia od viacerych
zdrojov kontaminacie, ako su zivé zvierata, porazka a uUprava az po kontaminaciu
jato€nych tiel a rezov steakov (Moschonas et al., 2011a).

V tabulke 6 uvadzame celkovy pocet mikroorganizmov vo vzorkach hovadzieho
masa na 9. den. Najvyssi pocCet bol zaznamenany v kontrolnej skupine pri teplote
50 °C pocas 5 min., rovnako ako to bolo v predchadzajucich dfioch skladovania. Pocet
koliformnych baktérii sa znizoval vplyvom teploty a Casu pésobenia a vySSi bol
v skupine oSetrenou rozmarinovou silicou a baktériou S. enterica (obr. 7). Pocet
buniek S. enterica bol podobny ako v predchadzajucich drioch len s vyS§Simi hodnotami
(obr. 8).

4,59\2’83\

24 - —2,26—— 2.2

Log KTJ.g"

50°C5min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min 55 °C 5 min
Teplota a ¢as oSetrenia

- =K HMSERS

Obrazok 7. Pocet koliformnych baktérii v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou RS
a S. enterica (log KTJ.g ") poc¢as 9. dna

K — kontrola; HMSERS — hovadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou
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Obrazok 8. Pocet buniek S. enterica v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou po€as 9. dna
vlog KTJ.g™"

Tabulka 7 uvadza celkovy poc€et mikroorganizmov po 12 drfioch. Najvy$si pocet
mikroorganizmov bol zaznamenany v kontrolnej skupine pri oSetreni teplotou 50 °C
pocCet mikroorganizmov v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou od teploty
60 °C bol nulovy. Pocet koliformnych baktérii (obr. 9) bol niZSi v kontrolnej skupine
a pocCet buniek S. enterica sa zvySoval v zavislosti od dfia skladovania ale len
pri teplote 50 a 55 °C poc¢as 5 min. (obr. 10).

Hovadzie steaky boli jednotlivo vakuovo uzavreté a varené sous vide pri 46,1,
51,6 a 54,4 °C. Minimalny ¢as namerany pre znizenie o 5 log pri 51,6 a 54,4 °C bol
150 a 64,5 min., v tomto poradi (P < 0,01). Okrem toho sa kone¢na redukcia 7,28 log
dosiahla pri 51,6 °C po 322,5 min. (P < 0,01). AvSak teplota 46,1 °C bola schopna
dosiahnut konecné znizenie 0 2,01 log (P < 0,01) po dobe varenia 420 minut. Vysledky
tohto experimentu potvrdzuju, Zze produkty varené sous vide kombinacie €asu a teploty
5-nasobné znizuju Salmonella spp. v masovych vyrobkoch (Hunt et al., 2023).

Varenie kuracich pfs naoCkovanych salmonelou a pripravované metédou sous
vide viedlo k hodnotam D pri 55 °C 47,65+3,68 min. pre kontrolné vzorky a 34,12+1,73

min. pre vzorky marinované kyslou omackou teriyaki (Karyotis et al., 2017).
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Tabulka 7. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou

RS a S. enterica (log KTJ.g™") pocas 12. diia

Osetrenie Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 4,96 0,20
HMSERS 50 5 4,66 0,09
K 50 10 4,48 0,17
HMSERS 50 10 4,52 0,16
K 50 15 4,60 0,54
HMSERS 50 15 4,47 0,13
K 50 20 4,39 0,42
HMSERS 50 20 4,29 0,21
K 55 5 4,16 0,50
HMSERS 55 5 3,94 0,06
K 55 10 3,86 0,56
HMSERS 55 10 3,58 0,12
K 55 15 3,59 0,17
HMSERS 55 15 3,29 0,18
K 55 20 3,73 0,40
HMSERS 55 20 2,81 0,12
K 60 5 3,64 0,07
HMSERS 60 5 0,00 0,00
K 60 10 3,48 0,18
HMSERS 60 10 0,00 0,00
K 60 15 3,21 0,03
HMSERS 60 15 0,00 0,00
K 60 20 3,18 0,13
HMSERS 60 20 0,00 0,00
K 65 5 2,87 0,20
HMSERS 65 5 0,00 0,00
K 65 10 2,52 0,24
HMSERS 65 10 0,00 0,00
K 65 15 2,24 0,26
HMSERS 65 15 0,00 0,00
K 65 20 1,82 0,19
HMSERS 65 20 0,00 0,00

K — kontrola; HMSERS — hovadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou
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Obrazok 9. Pocet koliformnych baktérii v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou RS

a S. enterica (log KTJ.g") pocas 12. diia

K — kontrola; HMSERS — hovadzie maso oSetrené S. enterica a rozmarinovou silicou

Log KTJ.g"!

50°C5min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min 55 °C5 min
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Obrazok 10. Pocet buniek S. enterica v skupine o$etrenej rastlinou silicou a baktériou pocas 12. dfia
v log KTJ.g"

Pocet izolatov vyizolovanych z kontrolnej skupiny uvadza Tabulka 8. Celkovo
bolo zo vSetkych skupin vyizolovanych 324 izolatov. Celkovo bolo z hovadzej
svieCkovej zo vSetkych kontrolnych skupin vyizolovanych 20 druhov baktérii, 11 rodov
a 8 Celadi. NajcastejSie identifikovanym druhom bola Pseudomonas fragi 12 %.

Najviac izolovanymi druhmi okrem P. fragi boli, Micrococcus Iluteus 11 %,
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Pseudomonas flourescens a P. putida, ktoré sa vyskytovali v kontrolnych vzorkach

hovadzieho masa v 10 % (obr. 11).

Tabulka 8. Pocet izolatov zo sous vide hovadzieho masa v kontrolnej skupine

Celad’ Rod Druh izolaty
Enterobacteriaceae Citrobacter Citrobacter freundii 10
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus faecalis 13
Enterobacteriaceae Klebsiella Klebsiella aerogenes 13
Enterobacteriaceae Klebsiella Klebsiella oxytoca 12
Micrococcaceae Kocuria Kocuria kristinae 9
Micrococcaceae Kocuria Kocuria salsicia 8
Microbacteriaceae Microbacterium  Microbacterium hominis 8
Micrococcoceae Micrococcus Micrococcus luteus 37
Enterobacteriaceae Proteus Proteus vulgaris 30
Pseudomonadaceae @ Pseudomonas Pseudomonas cedrina 18
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas corrugata 19
Pseudomonadaceae @ Pseudomonas Pseudomonas fluorescens 31
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas fragi 38
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas putida 34
Pseudomonadaceae @ Pseudomonas Pseudomonas veronii 5
Sphingomonadaceae Sphingomonas  Sphingomonas echinoides 9
Sphingomonadaceae Sphingomonas  Sphingomonas leidyi 9
Staphylococcaceae Staphylococcus  Staphylococcus pasteuri 8
Staphylococcaceae Staphylococcus  Staphylococcus warneri 8
Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus salivarius 5
Spolu 324

Vakuové balenie zabranuje rastu aerdbnych mikroorganizmov a mikrobiotu
ovladaju pomaly rastuce baktérie tolerantné voci COz, ktoré by v kone¢nom ddsledku
mohli spdsobit’ kazenie. Dokonca aj pocCiatocna mikrobialna zataz len 10 buniek, alebo
spér méze rast a dosiahnut pocCet dostatocny na to, aby spdsobil znehodnotenie
vo vakuovych baleniach (Ray a Bhunia, 2013). Baktérie znehodnocovania su idealne
pritomné vo fazach predbalenia, ktoré sa mézu vyvinut, ked su priaznivé podmienky
ulah€ené vakuovym balenim. Priklady takychto druhov zahfhaju Carnobacterium spp.,
Enterococcus spp., Clostridium spp., Enterobacteriaceae a Lactobacillus spp. (Broda
et al., 1996; Brightwell et al., 2007; Ercolini et al., 2009; Ray a Bhunia, 2013)
Carnobacterium, Brochothrix, Leuconostoc a Lactococcus izolované z vakuovych
baleni sa podielaju na kazeni masa (Sade et al., 2017). Baktérie mlieCneho kvasenia
(LAB) sa tiez vyskytuju vo vakuovo balenom mase (Nattress, 2001). Psychrofilné
(PPC),

a psychrotrofné Clostridium spp. hlavne Clostridium estertheticum
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a Clostridium gasigenes, mdzu spOsobit’ znehodnotenie vakuovych baleni produkciou

plynu (predovSetkym CO2) bez zmeny teploty (Broda et al., 2003), ¢o vedie
k ,nafuknutiu“ vakuovych baleni (Moschonas et al., 2011b).
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Obrazok 11. Percentualne zastupenie jednotlivych druhov mikroorganizmov v kontrolnej skupine

s pouzitim rozmarinovej rastlinne;j silice

Existujuce baktérie spésobujuce kazenie pritomné v predbaleni uz by mohli
potencialne kolonizovat povrch masa v zavislosti od vnutornych a vonkajsich faktorov
(Firstenberg-Eden, 1981). Studie sa zaoberali aj mikrobi&lnou kontaminaciou na linke
na spracovanie masa, identifikaciou kaziacich sa baktérii na bitunkoch hovadzieho

dobytka a vplyvom aerébneho skladovania na jahfacie maso (De Filippis et al., 2013;
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Kaur et al., 2017). Rbzne Studie preukazali vyuZzitie hmotnostnej spektrometrie

na umoznenie fahkej identifikacie a citlivej detekcie mikroorganizmov v potravinovych

matriciach (Ottesen et al., 2013; Jarvis et al., 2015; Saltykova et al., 2020).

Tabulka 9. Pocet izolatov zo sous vide hovadzieho masa v skupine oSetrenej rozmarinovou silicou

Sphingomonadaceae
Sphingomonadaceae

Sphingomonas
Sphingomonas

Sphingomonas echinoides
Sphingomonas leidyi

a S. enterica

Celad Rod Druh izolaty
Enterobacteriaceae  Citrobacter Citrobacter freundii 7
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus faecalis 7
Enterobacteriaceae  Klebsiella Klebsiella aerogenes 8
Enterobacteriaceae  Klebsiella Klebsiella oxytoca 5
Micrococcaceae Kocuria Kocuria kristinae 8
Micrococcaceae Kocuria Kocuria salsicia 4
Microbacteriaceae Microbacterium Microbacterium hominis 6
Micrococcoceae Micrococcus Micrococcus luteus 17
Enterobacteriaceae  Proteus Proteus vulgaris 36
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas cedrina 4
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas corrugata 5
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas fluorescens 8
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas fragi 31
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas libanensis 6
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas lundensis 7
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas mandelii 6
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas putida 22
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas veronii 14
Ralstoniaceae Ralstonia Ralstonia pickettii 5
Enterobacteriaceae = Salmonella Salmonella enterica 64

8

7

9

6

3

4

6

Staphylococcaceae  Staphylococcus Staphylococcus epidermidis
Staphylococcaceae  Staphylococcus Staphylococcus hominis
Staphylococcaceae  Staphylococcus Staphylococcus pasteuri
Staphylococcaceae  Staphylococcus Staphylococcus warneri

Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus salivarius

Spolu 313

Pocet izolatov vyizolovanych zo skupiny oSetrenej rozmarinovou silicou a S.

enterica uvadza tabulka 9. Celkovo bolo zo vSetkych skupin vyizolovanych 313

izolatov. Celkovo bolo z hovadzej svieCkovej zo vSetkych skupin oS$etrenych

rozmarinovou silicou a S. enterica vyizolovanych 27 druhov baktérii, 13 rodov a 9

Celadi. NajCastejSie identifikovanym druhom bola S enterica 20 %, ktora bola pridana

do tychto skupin. Najviac izolovanymi druhmi okrem S enterica boli, Proteus vulgaris
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12 % a P. putida 10 % ktoré sa vyskytovali vo vzorkach hovadzieho masa oSetreného
rozmarinovou silicou a S. enterica (obr. 12).

“SeUYdomongag putida

(germidis

Microorganisms ylococcus hominis
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Obrazok 12. Percentualne zastupenie jednotlivych druhov mikroorganizmov v pokusnej skupine

s pouzitim rozmarinovej rastlinne;j silice

Vytazky a rastlinné silice z beznych kulinarskych bylin, korenin a aromatickych

rastlin, ktoré vykazuju vyrazny antibakterialny ucinok, pritiahli v poslednej dobe velku

pozornost. Podla Marino et al. (2001), takéto zlu€eniny mézu byt pouzité
na zastavenie, alebo spomalenie rastu baktérii, ktoré produkuju toxiny a/alebo

patogény v potravinach. V nasom vyskume bol hodnoteny antimikrobialny ucinok
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rozmarinovej silice v sous vide hovadzom mase proti S. enterica. Mikrobiologicka
bezpeénost potravin je aj nadalej hlavnym zaujmom spotrebitelov, regulaénych
organov a potravinarskeho priemyslu na celom svete napriek réznym dostupnym
stratégiam konzervacie. V poslednych rokoch doSlo k pocCetnym rozsiahlym
prepuknutiam salmonely, ktora je vyznamnou pri€inou otravy jedlom na celom svete
(Hayouni et al., 2008). Antibiotika su klu€ovou taktikou na eliminaciu tychto baktérii
a Casto sa pouzivaju terapeuticky a preventivne na lie€bu a prevenciu salmonelézy
u ludi aj zvierat. Pouzivanie antibiotik vSak nevyhnutne vedie k rozvoju liekovej
rezistencie a nedavny vyskum odhalil narast prevalencie Salmonella, ktora je odolna
voCi antibiotikdm u fudi aj zvierat (O’Brien, 2002). Preto su potrebné nové, uc€inné

a bezpecné spdsoby lieCby salmoneldzy.

4.2 Mikrobiologicka analyza sous vide hovadzieho masa po aplikacii
tymianovej rastlinnej silice a baktérie Listeria monocytogenes

Predchadzajuce vyskumy ukazali, Ze pociato€na mikrobiota hovadzieho masa
je komplexna s réznymi mikroorganizmami pritomnymi, ako bolo pozorované aj
pri vzorkach jatoCnych tiel jahniat (De Filippis et al., 2013; Wang et al., 2016; Kaur et
al.,, 2017). Mikrobiota masa sa zvyCajne pocas skladovania zmeni. Mala Cast
pocCiatoCnej mikrobioty méze ovplyvnit mikrobidlnu komunitu suvisiacu s kazenim,
ktora sa nachadza na mase na konci skladovania (Casaburi et al., 2015; Chaillou et
al., 2015). Ku skazeniu masa dochadza najma v désledku mikrobialnej metabolickej
aktivity, ktora je ovplyvnena aplikaciou Specifickych podmienok skladovania, ako je
anaerobne prostredie prostrednictvom vakuového balenia (Ercolini et al., 2006).

Dalsim cielom prace bolo sledovanie mikrobiologickej kontaminacie sous vide
hovadzieho masa po aplikacii tymianovej rastlinnej silice v kombinacii s baktériou L.
monocytogenes. V praci sme sa zamerali rovnako ako v predchadzajucej kapitole
na sledovanie celkového poc¢tu mikroorganizmov, koliformnych baktérii a s vynimkou
baktérii L. monocytogenes poCas 5, 15, 20 a 25 minut pri teplote varenia 55, 60 a 65 °C
po dobu 1 az 12 dni.

Tabulka 10 uvadza vysledky celkového poc¢tu mikroorganizmov v 1. den
pri teplote 55 °C poc€as 20 min. a najvysSsi pocet bol v kontrolnej skupine bez oSetrenia
pri teplote 50 °C poc€as 5 min., potom nasledovala kontrolna vzorka pri teplote 50 °C

pocas 10 min. Porovnanim vzoriek kontrolnych a oSetrenych sme zistili, Ze celkovy
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poCet mikroorganizmov poc€as prvého dfia bol vySSi v kontrolnych skupinach.
Pri pouziti teploty vysSej ako 55 °C celkové pocty boli nulové v obidvoch skupinach.
Pocet koliformnych baktérii boli nulové. L. monocytogenes sa vyskytovala iba

v skupine oSetrenej tymianovou silicou a baktériou L. monocytogenes (obr. 13).

Tabulka 10. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej tymianovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g-1) pocas 1. diia

Osetrenie Teplota (°C)  Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 2,53 0,07
HMLMTS 50 5 2,28 0,05
K 50 10 2,39 0,05
HMLMTS 50 10 2,14 0,07
K 50 15 2,28 0,06
HMLMTS 50 15 2.00 0,11
K 50 20 2,17 0,05
HMLMTS 50 20 1,90 0,05
K 55 5 2,15 0,01
HMLMTS 55 5 0,00 0,00
K 55 10 2,11 0,01
HMLMTS 55 10 0,00 0,00
K 55 15 2,00 0,03
HMLMTS 55 15 0,00 0,00
K 55 20 1,92 0,14
HMLMTS 55 20 0,00 0,00

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocyrogenes a tymianovou silicou

—
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50 °C 5 min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min
Teplota a ¢as osSetrenia

Obrazok 13. Pocet buniek L. monocytogenes v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou pocas
1. da v log KTJ.g’
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Mikroorganizmy v hovadzom mase moézu spbsobit’ znehodnotenie produktov
a otravu jedlom. PretoZe hovadzie maso je bohaté na ziviny a ma vysoky obsah
obsahu vody mézu mikroorganizmy z prostredia spracovania lahko kolonizovat
hovadzie maso (De Filippis et al., 2013). Dokonca aj po¢as skladovania v chladiacich
teplotach, psychrotrofné baktérie ako su baktérie mlieCneho kvasenia a Pseudomonas
spp. mbézu rast na hovadzom mase, €im sa zvysuje riziko kazenia masa (Doulgeraki
et al., 2012). Okrem toho, ohniska v dbsledku kontaminacie hovadzieho masa
s Escherichia coli O157 a Salmonella spp. sa neustale vyskytovali napriek tomu, ze
bola udrziavana vysoka uroven hygieny (Kivi et al., 2007; Friesema et al., 2012;
Heiman et al., 2015). Niekofko Studii analyzovalo baktérie a patogény podielajucimi sa
na kazeni masa, metdbdami zaloZenymi na spdsoboch identifikacie tychto
mikroorganizmov, ktoré zabezpecCia zniZit kazenie a choroby prenasané potravinami
(Ercolini et al., 2006; Black et al., 2010; Limbo et al., 2010). Nedavne Studie
pouzivajuce vysokovykonné sekvencné metody tiez  zistili  pritomnost
mikroorganizmov a patogénov suvisiacich so kazenim masa pocCas krokov
spracovania, alebo pri réznych podmienky skladovania (De Filippis et al., 2013;
Hultman et al., 2015; Stoops et al., 2015; Yang et al., 2016).

Tabulka 11. Celkovy po¢et mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine o3etrenej tymianovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g") pocas 3. dna

Osetrenie Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 2,63 0,06
HMLMTS 50 5 2,53 0,07
K 50 10 2,57 0,08
HMLMTS 50 10 2,44 0,03
K 50 15 2,48 0,05
HMLMTS 50 15 2,39 0,06
K 50 20 2,34 0,14
HMLMTS 50 20 2,42 0,10
K 95 5 2,30 0,12
HMLMTS 55 5 2,30 0,02
K 55 10 2,29 0,12
HMLMTS 55 10 2,21 0,06
K 55 15 2,25 0,07
HMLMTS 55 15 2,17 0,04
K 55 20 2,18 0,06
HMLMTS 55 20 2,04 0,10

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocyrogenes a tymianovou silicou

DOI: https://doi.org/10.15414/2023.9788055226583 63



https://doi.org/10.15414/2023.9788055226583

50 °C 5 min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min

Teplota a cas oSetrenia

Obrazok 14. Pocet buniek L. monocytogenes v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou pocas

3 dna v log KTJ.g"'

Celkovy pocet mikroorganizmov po troch dnoch skladovania uvadza Tabulka
11. NajvyssSi pocCet mikroorganizmov bol najvy$si v kontrolne skupine rovnako ako
pocas prvého dna skladovania. Pocty koliformnych baktérii boli nulové. Pocet buniek
L. monocytogenes sa vyskytovali len pri teplote 55 °C (obr. 14).

Tabufka 12 uvadza vysledky celkového poc¢tu mikroorganizmov v 6. den
tymianovou silicou a L. monocytogenes pri teplote 55 °C po€as 20 min. a najvysSi
pocet bol v kontrolnej skupine bez oSetrenia pri teplote 50 °C po€as 5 min., potom
nasledovala vzorka oSetreni silicou a baktériou pri teplote 55 °C pocCas 20 min.
Porovnanim vzoriek kontrolnych a oSetrenych sme zistili, Ze celkovy pocet
mikroorganizmov pocas 6. diia vysSi v kontrolnych skupinach. Pri pouziti teploty vyssej
ako 55 °C celkové pocty boli nulové v obidvoch skupinach. Pocet koliformnych baktérii
boli nulové. L. monocytogenes sa vyskytovala iba v skupine oSetrenej tymianovou
silicou a baktériou L. monocytogenes (obr. 15).

V mletom hovadzom mase udrziavanom pri teplote 55 °C bola metdédou sous
vide dosiahnut' schopnost D-hodnotu 67,79+5,48 min. vo vzorkach naockovanych
E. coli O157:H7 (Juneja et al., 2009) a D-hodnotu 33,62 min. vzorky naoCkované
L. monocytogenes (Juneja et al., 2020). VySSie uvedené $tudie vSak nepouzivali
teploty varenia sous vide pod 55 °C. V dalSom experimente steaky udrZiavané
pri 51,6 °C mali konec¢né znizenie 0 7,28 log10 (P < 0,01) po 322,5 min., o naznaluje,
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Ze udrziavanie pri tejto teplote by sa mohlo pouzit' na dosiahnutie bezpecnosti produktu
pre hovadzie maso (Hunt et al., 2023). Vzorky masa z diviny naoCkované L.
monocytogenes mali za nasledok D 50°C 49,2+2,0 min, u srncej zveri aD 50°C
100,2+13,3 min, u diviakov (Abel et al., 2020) a zdbraziuju, ze bezpelne varené

produkty pri teplotach je mozné pri teplote nizSej ako 54,4 °C.

Tabul'ka 12. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej tymianovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g") pocas 6. dria

Osetrenie Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 2,90 0,10
HMLMTS 50 5 2,67 0,08
K 50 10 2,74 0,05
HMLMTS 50 10 2,60 0,07
K 50 15 2,68 0,09
HMLMTS 50 15 2,52 0,07
K 50 20 2,58 0,13
HMLMTS 50 20 2,45 0,24
K 55 5 2,46 0,06
HMLMTS 55 5 2,40 0,05
K 55 10 2,43 0,07
HMLMTS 55 10 2,27 0,12
K 55 15 2,36 0,07
HMLMTS 55 15 2,21 0,02
K 55 20 2,31 0,40
HMLMTS 55 20 2,13 0,09

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocyrogenes a tymianovou silicou

Obrazok 15. Pocet buniek L. monocytogenes v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou pocas
6 dna v log KTJ.g™"
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Celkovy pocet mikroorganizmov pocCas skladovania na 9. defn je uvedeny
v tabulke 13. V 9. den skladovania sa uz objavil aj celkovy pocet mikroorganizmov
pri teplote 60 °C. NajvySsi pocCet bol v kontrolnej skupine pri najnizSej teplote
den skladovania boli zaznamenané v obidvoch skupinach a vysSie boli v kontrolnych

vzorkach (obr. 16). Pocet baktérii L. monocytogenes uvadza obrazok 17.

Tabulka 13. Celkovy pocet mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej tymianovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g ") pocas 9. dna

Osetrenie  Teplota (°C) Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 3,41 0,05
HMLMTS 50 5 3,29 0,14
K 50 10 3,30 0,06
HMLMTS 50 10 2,90 0,06
K 50 15 3,27 0,10
HMLMTS 50 15 2,72 0,06
K 50 20 3,11 0,04
HMLMTS 50 20 2,61 0,09
K 55 5 3,02 0,11
HMLMTS 55 5 2,50 0,10
K 55 10 2,89 0,14
HMLMTS 55 10 2,23 0,08
K 55 15 2,82 0,08
HMLMTS 55 15 2,15 0,06
K 55 20 2,78 0,10
HMLMTS 55 20 1,94 0,05
K 60 5 2,39 0,10
HMLMTS 60 5 1,68 0,11
K 60 10 2.32 0,04
HMLMTS 60 10 1,57 0,06
K 60 15 2,22 0,04
HMLMTS 60 15 1,40 0,10
K 60 20 2,19 0,13
HMLMTS 60 20 1,18 0,06

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocytogenes a tymianovou silicou
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Obrazok 16. Pocet koliformnych baktérii v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g') poc¢as 9. dna

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocyrogenes a tymianovou silicou

50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min

Teplota a ¢as oSetrenia

Obrazok 17. Pocet buniek L. monocytogenes v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou po¢as

9. dhav log KTJ.g'1

V praci Gal et al. (2023) sa L. monocytogenes inaktivovala teplom aj rastlinou
silicou zo Salvia officinalis (Salvia) v hovadzej svieCkovej z musculus psoas major,
ktora presla spracovanim metdédou sous vide. Aby sa urcilo, Ci je zvySenie uc€innosti
tepelného spracovania perspektivne, zmiesali sa L. monocytogenes a RS Salvie. Boli
zaloZené skupiny so samotnou L. monocytogenes a Salviovou silicou kombinovanou

s L. monocytogenes a testované skupiny bez RS. Vzorky boli vakuovo zabalené,
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naoCkované L. monocytogenes a potom varené sous vide pocCas vopred stanovenej
doby pri 50, 55, 60 a 65 °C. V oboch skupinach s hovadzou svieCkovou na sous vide
sa hodnotil celkovy pocCet baktérii, pocet koliformnych baktérii a mnozZstvo
L. monocytogenes v dioch 0, 3, 6, 9 a 12. PoCas tychto dni sa mnoZstva
L. monocytogenes zvysili, koliformné baktérie a celkovo baktérie.

Tabulka 14 uvadza celkovy pocet mikroorganizmov posledny defi skladovania
hovadzieho masa. Rovnako ako v predchadzajucich dnoch bol tento pocet najvyssi
v kontrolnej vzorke pri teplote 50 °C, pocet koliformnych baktérii bol len pri teplote

50 °C a pri 55 °C pocas teploty pésobenia 5 min.

Taburlka 14. Celkovy poc¢et mikroorganizmov v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej tymianovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g") pocas 12. diia

Osetrenie Teplota (°C)  Cas (min.) Priemer SD

K 50 5 3,92 0,15
HMLMTS 50 5 3,66 0,11
K 50 10 3,82 0,19
HMLMTS 50 10 3,59 0,20
K 50 15 3,66 0,08
HMLMTS 50 15 3,41 0,14
K 50 20 3,53 0,12
HMLMTS 50 20 3,33 0,12
K 55 5 3,49 0,10
HMLMTS 55 5 3,13 0,12
K 55 10 3,22 0,10
HMLMTS 55 10 3,01 0,09
K 55 15 3,11 0,11
HMLMTS 55 15 2,84 0,14
K 55 20 3,05 0,15
HMLMTS 55 20 2,63 0,13
K 60 5 2,73 0,11
HMLMTS 60 5 2,42 0,11
K 60 10 2,68 0,13
HMLMTS 60 10 2,36 0,15
K 60 15 2,47 0,12
HMLMTS 60 15 2,32 0,09
K 60 20 2,36 0,08
HMLMRT 60 20 2,15 0,06
K 65 5 2,23 0,15
HMLMTS 65 5 2,06 0,08
K 65 10 1,85 0,15
HMLMTS 65 10 2,02 0,13

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocyrogenes a tymianovou silicou
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Obrazok 18. Pocet koliformnych baktérii v kontrolnej skupine a skupine oSetrenej rozmarinovou RS

a L. monocytogenes (log KTJ.g ') poc¢as 12. diia

K — kontrola; HMLMTS — hovadzie maso oSetrené L. monocytogenes a tymianovou silicou

Podfa Tangwatcharin et al. (2019), rbzne sous vide teploty pre naockovanu
reStrukturalizovanu koziu svieCkovicu mali vplyv na D-hodnoty L. monocytogenes. Jej
Z-hodnota bola 8,20 °C a jej D-hodnota klesala so zvySujucou sa teplotou.
NeocCkovana restrukturalizovana kozia svieCkovica bola varena s pouzitim Siestich
D-hodnét pri 60, 65 a 70 °C, aby sa zaistila bezpe€nost produktu sous vide. Pocet
mikroorganizmov vo vSetkych vzorkach sa znizil a po vareni roznymi technikami sous
vide neboli najdené patogény. Odhaduje sa, Zze optimalne trvanie a teplota na varenie
lososa sous vide eliminuje L. monocytogenes a oreganova silica a kyselina citrénova
mbdzu pomoct tym, Ze znizia schopnost baktérii odolavat' teplu. Zistenia Studie su
dolezité pre zaistenie bezpecnosti potravin a mézu poméct spracovatelskym centram
znizit riziko L. monocytogenes pocas tepelného spracovania.

Nase zistenia tiez objasnili potencialne vyuzitie tepelného spracovania, ktoré by
mohlo zlepSit vysledky (Dogruyol et al., 2020). Nizke teploty mali podla Chan
a Wiedmann (2008) bakteriostaticky vplyv na L. monocytogenes. Tento zaver je
v sulade so zisteniami tejto Studie, ktoré naznacuju, Ze kontrolné vzorky skladované
pri 2 °C sa od dna 0 do dna 28 vyrazne znizili o 1,23 log (v priemere). V naSom
vyskume bol pozorovany konzistentny pokles poctu L. monocytogenes pocas
skladovania pri 4 °C.
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V Studii Lee et al. (2017) sa zistilo, ze rastu L. monocytogenes prospieva teplota
5 °C. Vypocet oneskorenia a stacionarnej fazy bol nemozny kvéli velmi nizkej rychlosti
vyvoja pri tejto teplote. Podfa Farber a Peterkin (1999) faza oneskorenia L.
monocytogenes vo vakuovo balenej pecienky pri teplote 3 °C trvala 59 hodin, ¢o
ilustruje ucinok stresovej tepelnej upravy na organizmus a vedie k lag faze.
Nedostato€ny rast L. monocytogenes poc€as skladovania bol zisteny pri teplote 2 °C
(McCarthy, 1991).

50 °C 5 min 50 °C 10 min 50 °C 15 min 50 °C 20 min

Teplota a cas oSetrenia

Obrazok 19.Pocet buniek L. monocytogenes v skupine oSetrenej rastlinou silicou a baktériou pocas
12. dfa v log KTJ.g"

Pocet izolatov vyizolovanych z kontrolnej skupiny uvadza tabufka 15. Celkovo
bolo zo v3etkych skupin vyizolovanych 234 izolatov. Celkovo bolo z hovadzej
svieCkovej zo vSetkych kontrolnych skupin vyizolovanych 24 druhov baktérii, 14 rodov
a 8 Celadi. NajCastejSie identifikovanym druhom bola Proteus vulgaris 14 %. Najviac
izolovanymi druhmi okrem P. vulgaris boli, Citrobacter freundii a Pseudomonas fragi,
ktoré sa vyskytovali v kontrolnych vzorkach hovadzieho masa v 9 % (obr. 20). Z Cefade
Enterobactericae boli identifikované rody Citrobacter, Enterobacter, Pantotea, Proteus
a Serratia. Najviac zastupcov bolo identifikovanych z rodu Pseudomonas.

Enterobacteriaceae mdze spdsobit kazenie vakuovo baleného hovadzieho
a jahnacieho masa prvotnou fermentaciou glukézy a naslednou dekarboxylaciou
aminokyselin (Chaves et al., 2012). V &tudii Esteves et al. (2021) boli identifikované
rézne rody Enterobacteriaceae, vratane Serratia, Aeromonas, Proteus, Providencia

a Raoultella. Ich pritomnost méze byt charakterizovana neprijemnym zapachom
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a ,zelenanim® masa (Brightwell et al., 2007). Druhy zo Serratia mézu rast medzi
0 a 10 °C (Holley et al., 2004).

Zastupcovia rodu Pseudomonas boli zistené v kuracom a hovadzom mase
skladovanom v modifikovanej atmosfére (MAP) so znizenym obsahom kyslika (Holl et
al., 2016; Hilgarth et al., 2018). Pseudomonas spp. bol tiez detegovany v neskorej faze
MAP kazenia hovadzieho masa, mozno mu pripisovat zmenu metabolizmu,
uvolhovaniu proteinov prezitia/stresu na prekonanie obmedzenej dostupnosti kyslika
(Schreiber et al., 2006; Hilgarth et al., 2018).

Tabulka 15. PocCet izolatov zo sous vide hovadzieho méasa v kontrolnej skupine

Celad’ Rod Druh izolaty
Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter baumannii

Bacillaceae Bacillus Bacillus amyloliquefaciens
Bacillaceae Bacillus Bacillus megaterium
Enterobacteriaceae Citrobacter Citrobacter freundii 2

Enterobacteriaceae Enterobacter = Enterobacter cloacae
Enterococcaceae Enterobacter  Enterococcus faecium

Enterobacteriaceae Hafnia Hafnia alvei 1
Micrococcaceae Kocuria Kocuria rosea

Micrococcaceae Kocuria Kocuria salsicia

Bacillaceae Lysinibacillus  Lysinibacillus xylanilyticus
Micrococcaceae Micrococcus Micrococcus luteus

Paenibacillaceae Paenibacillus  Paenibacillus lactis
Enterobacteriaceae Pantotea Pantotea agglomerans
Enterobacteriaceae Proteus Proteus vulgaris 3

Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas antarctica
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas fragi
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas graminis
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas indica
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas koreensis
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas libanensis
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas lundensis
Enterobacteriaceae Serratia Serratia liquefaciens
Staphylococcaceae Streptococcus Staphylococcus warneri
Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus salivarius
Spolu

N
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N
w

Identifikacia bakterialnych kmerniov v réznych drfioch a kategériach bola
vykonana pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie. Testovana skupina, ktora
bola vystavena teplote 50 °C pocas 5 min., mala vysSi celkovy pocet baktérii za kazdy
den, ktory sa posudzoval. P. fragi a L. monocytogenes boli najviac izolované organizmy

z testovanej a kontrolnej skupiny. Aby sa zaistila bezpe¢nost konzumacie sous vide
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hovadzej svieCkovice, zistilo sa, Ze pridanie prirodnych antimikrobialnych latok by

mohlo priniest efektivne vysledky (Gal et al., 2023). Rovnaké vysledky boli dosiahnuté
aj v nasej praci.
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Obrazok 20. Percentualne zastupenie jednotlivych druhov mikroorganizmov v kontrolnej skupine

z pouzitim tymianovej rastlinnej silice

Pocet izolatov vyizolovanych zo skupiny oSetrenej tymianovou silicou a L.
monocytogenes uvadza tabulka 16. Celkovo bolo zo vSetkych skupin vyizolovanych
223 izolatov. Celkovo bolo z hovadzej svieCkovej zo vSetkych kontrolnych skupin
vyizolovanych 24 druhov baktérii, 15 rodov a 9 Celadi. NajCastejSie identifikovanym
druhom bola L. monocytogenes 20 %. Najviac izolovanymi druhmi okrem L.

monocytogenes boli, Proteus vulgaris 11 % a Pseudomonas fragi 10 %, ktoré sa
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vyskytovali v kontrolnych vzorkach hovadzieho masa oSetrenych tymianovou silicou

a L. monocytogenes (obr. 20).

Tabul'ka 16. Pocet izolatov zo sous vide hovadzieho méasa v skupine oSetrenej tymianovou silicou a L.

monocytogenes

Celad’ Rod Druh izolaty

Moraxellaceae Acinetobacter  Acinetobacter baumannii 7
Bacillaceae Bacillus Bacillus amyloliquefaciens 8
Bacillaceae Bacillus Bacillus megaterium 5
Enterobacteriaceae  Citrobacter Citrobacter freundii 10
Enterobacteriaceae  Enterobacter Enterobacter cloacae 8
Enterobacteriaceae  Hafnia Hafnia alvei 5
Micrococcaceae Kocuria Kocuria rosea 3
Micrococcaceae Kocuria Kocuria salsicia 4
Listeriaceae Listeria Listeria monocytogenes 44
Bacillaceae Lysinibacillus Lysinibacillus xylanilyticus 6
Micrococcaceae Micrococcus Micrococcus luteus 8
Paenibacillaceae Paenibacillus Paenibacillus lactis 5
Enterobacteriaceae = Pantotea Pantotea agglomerans 7
Enterobacteriaceae  Proteus Proteus vulgaris 25
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas antarctica 4
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas fragi 22
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas graminis 7
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas indica 6
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas koreensis 9
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas libanensis 7
Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas lundensis 5
Enterobacteriaceae  Serratia Serratia liquefaciens 5
Staphylococcaceae  Streptococcus  Staphylococcus warneri 8
Streptococcaceae Streptococcus  Streptococcus salivarius 5
Spolu 223

V studii Ercolini et al. (2006) zistili znehodnotenie masa medzi 7. a 14. diom
skladovania a mikrobialne druhy nachadzajuce sa v pokazenom mase sa liSili
v zavislosti od podmienok balenia. Rahnella aquatilis, Rahnella spp., Pseudomonas
spp. a Carnobacterium divergens boli identifikované ako mikroorganizmy rastuce
poCas skladovania hovadzieho masa na vzduchu (MAP1). Pseudomonas spp.
a Lactobacillus sakei sa nasli v hovadzom mase skladovanom v podmienkach MAP
s vysokym obsahom kyslika (MAP2), zatial ¢o Rahnella spp. a L. sakei boli hlavné
druhy najdené pocas skladovania pomocou MAP3. Identifikacia mikrobioty suvisiacej
s kazenim hmotnostnou spektrometriou vyuZzitej v nasej monografii méze pomoct

pri efektivnom stanoveni podmienok skladovania Cerstvého masa.
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Obrazok 21. Percentualne zastupenie jednotlivych druhov mikroorganizmov v pokusnej skupine
z pouzitim tymianove;j rastlinnej silice

Antimikrobialne latky sa mézu pridavat do potravin, aby sa zabezpecila
mikrobialna bezpecénost hotovych jedal. Hlavnou ulohou antimikrobialnych latok je
predchadzat, alebo eliminovat patogény a mikroorganizmy spésobujuce kazenie.
Kvéli obavam zo syntetickych konzervacnych latok zakaznici v poslednej dobe
uprednostiuju potraviny vyrobené s prirodnymi antimikrobialnymi latkami. Organické
zluc€eniny, alebo rastlinné silice sa napriklad pouzivaju na zabranenie kazenia potravin.

Boli tiez pouzité na pomoc pri zaisteni bezpeénosti potravin, na €o sa tento vyskum

zameriaval. NaSe vysledky ukazuju vplyv silice Thymus zigis pri réznych teplotach
a Casoch. VySsie teploty a dihSie Casy sa ukazali ako najuc€innejsie.
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Zaver

Cielom vedeckej monografie bolo sledovanie antimikrobialneho vplyvu
rozmarinovej a tymianovej rastlinnej silice na baktérie S. enterica a L. monocytogenes
aplikovanych na povrch sous vide hovadzieho masa pri pouZziti réznych teplét a ¢asu
na pripravu tepelne oSetreného sous vide masa. Nami zistené vysledky naznacuju, ze
kombinacia vhodnej teploty, Casu a rastlinnej silice, ovplyvnila rast mikroorganizmov.
Z mikroorganizmov bol sledovany celkovy pocet baktérii, poCet koliformnych baktérii
a podla aplikacie pritomnost' baktérii L. monocytogenes a S. enterica. Nase vysledky
dokazuju antimikrobialny charakter rastlinnych silic. Vysledkom nasej prace bolo, ze
neporusené vzorky hovadzieho masa, ktoré boli infikované S. enterica, boli bezpeéne
zohrievané pomocou varenia sous vide pri teplote 50, 55, 60 a 65 °C pocas doby
varenia 5, 10, 15 a 20 minut. PocCet buniek salmonely, celkovy pocet baktérii a poCet
koliformnych baktérii v hovadzom mase uchovavanom pri 50 °C pocas 5, 10, 15 a 20
minut neklesli na urovne, ktoré by sa mohli povazovat za bezpeéné. Aby bol tento
vyrobok bezpeCny na konzumaciu, musi sa pouzit dodatoCny krok tepelného
spracovania, alebo varenia pri vySSej teplote pomocou metddy sous vide. Kombinacia
rozmarinovej rastlinnej silice s Upravou sous vide je dobrou alternativou
pre skladovanie vzoriek hovadzieho masa pri teplote 6 °C.

Dalej sa nadimi analyzami zistilo najefektivnejie kombinacie doby varenia
a teploty sous vide pre hovadzie maso na inaktivaciu L. monocytogenes a predpoklada
sa, ze tymianova rastlinna silica méze byt schopna znizit schopnost rozmnoZzovania
L. monocytogenes hovadzej svieCkovej upravenej technikou sous vide. Vysledky tejto
Studie su dolezité pre zaistenie bezpecnosti potravin a mézu pomoct spracovatelskym
zariadeniam znizit' riziko L. monocytogenes pocCas tepelnej upravy. Nas vyskum tiez
objasnil potencialne pouzitia, ktoré by mohli zlepsit ucinky tepelnej upravy v kombinacii

so spravnymi ¢asmi a tymianovou rastlinnou silicou.

DOI: https://doi.org/10.15414/2023.9788055226583 75



https://doi.org/10.15414/2023.9788055226583

Abstrakt

Ak je jedlo kontaminované patogénmi, ako je Salmonella enterica a Listeria
monocytogenes, nespravne varenie pocCas pripravy sous vide modze viest
k alimentarnym ochoreniam. Cielom vedeckej monografie bolo zistit' antimikrobialny
ucinok rastlinnych silic, a z tohto dévodu sme sa v nadej praci snazili zistit dobu
skladovania hovadzieho masa upraveného sous vide varenim pri réznej teplote a Case,
inokulovaného baktériou S. enterica a L. monocytogenes v kombinacii s pouZzitim
rastlinnych silic. Aby sa ur€ilo, Ci je zvySenie ucinnosti tepelného spracovania
perspektivne, aplikovali sme S. enterica arozmarinovu rastlinnd silicu a L.
monocytogenes a tymianovu rastlinnu silicu na hovadzie maso. Boli zalozené skupiny
v kombinacii so samotnou S. enterica s rozmarinovu silicou a L. monocytogenes
s tymianovou silicou a kontrolné skupiny bez rastlinnych silic a baktérii. Vzorky boli
vakuovo zabalené, naoCkované S. enterica a L. monocytogenes a potom varené sous
vide pocas vopred stanovenej doby pri 50, 55, 60 a 65 °C. V obidvoch experimentoch
s hovadzou svieCkovou sous vide sme hodnotil celkovy pocCet baktérii, pocet
koliformnych baktérii a mnozstvo S enterica a L. monocytogenes v dnoch 1, 3, 6, 9
a 12. PoCas tychto dni sa celkové podty mikroorganizmov, koliformné baktérie
zvysSovali zavislosti od pouzitej teploty a Casu. ldentifikacia bakterialnych druhov
v réznych diioch a kategoriach bola vykonana pomocou MALDI-TOF hmotnostne;j
spektrometrie. Skupina kontrolnych vzoriek mala vySSi celkovy pocCet mikroorganizmov
a koliformnych baktérii v zavislosti od dia testovania, pouZitej teploty a ¢asu pouzitého
pre pripravu sous vide hovadzieho masa za kazdy den, ktory sme hodnotili
antimikrobialny ucinok rastlinnych silic. Naj¢astejSie izolovanymi druhmi v experimente
s rozmarinovou silicou boli P. fragi a S. enetrica, a P. vulgaris a L. monocytogenes boli
najviac izolované druhy v experimente z tymianovou rastlinou silicou. Aby sa zaistila
bezpeénost konzumacie sous vide hovadzej svieCkovice, zistilo sa, Ze pridanie

prirodnych antimikrobialnych latok by mohlo priniest efektivne vysledky.
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Abstract

If food is contaminated with pathogens such as Salmonella enterica and Listeria
monocytogenes, improper cooking during sous vide preparation can lead to alimentary
diseases. The aim of our work was to investigate the antimicrobial effect of essential
oils, and for this reason, our work sought to determine the storage time of beef
prepared by sous vide cooking for different temperatures and times, inoculated with S.
enterica and L. monocytogenes in combination with the use of essential oils.
To determine if increasing the efficiency of heat treatment is prospective, we applied
S. enterica and rosemary essential oil and L. monocytogenes and thyme essential oil
to beef. Groups were established in combination with S. enterica and rosemary
essential oil and L. monocytogenes and thyme essential oil, and control groups without
essential oils and bacteria. Samples were vacuum-packed, inoculated with S. enterica
and L. monocytogenes, and then cooked sous vide for a predetermined time at 50, 55,
60 and 65 °C. In both beef tenderloin sous vide experiments, we evaluated total
bacterial counts, coliform counts, and S enterica and L. monocytogenes counts on
days 1, 3, 6, 9, and 12. During these days, the total counts of microorganisms,
coliforms increased, but in relation to the temperature and time used. Identification of
bacterial species in different days and categories was done using MALDI-TOF mass
spectrometry. The control group had higher total counts of microorganisms and
coliforms depending on the day of testing, temperature used and time used for sous
vide beef preparation for each day we evaluated the antimicrobial effect of the essential
oils. P. fragi and S. enetrica were the most frequently isolated species in the rosemary
essential oil experiment, and P. vulgaris and L. monocytogenes were the most
frequently isolated species in the thyme essential oil experiment. To ensure the safety
of eating sous vide beef tenderloin, it was found that the addition of natural

antimicrobials could yield effective results.
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