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Overenie antimikrdbiélnej ucinnosti vybranych aditivnych latok

VALERIA KOVANICOVA -SLAVOMIRA DUDASOVA - JANA MICHALKOV A

Sthrn. V prdci sa porovnavala antimikrobidlna ucinnost vybranych aditivnych latok —
glycinu, extraktov Allium cepa a A. sativum na testovacom mikroorganizme Bacillus ce-
reus platnovou dilucnou metédou, diskovym difiznym testom a difiznou agarovou meto-
dou.

Z vysledkov vyplyva, ze najlep§im inhibitorom rastu buniek a klicenia spor B. cereus je
glycin; inhibuje rast uz v koncentracii 0.5 %, kym extrakt A. cepa mal minimdlnu inhibic-
ni koncentraciu 5 %, resp. 25 % podla pouzitého druhu a extrakt A. sarvium bol G¢inny
v koncentracii 1 %.

Sucasna potravindrska veda hlada nové zdroje konzerva¢nych postupov,
ktoré na jednej strane zabezpecia sterilitu potravin za su¢asného zniZenia né-
rokov na energiu, a na druhej strane potlacia negativne tcinky doteraz zau-
zivanych konzervac¢nych postupov, najmai sterilizacie, na nutritivnu a senzo-
ricki hodnotu potravin.

Jednym z tychto postupov je vyuzitie aditivnych latok, vyznacujucich sa
mikrobicidnymi vlastnostami. Okrem zistovania ich zdravotnej nezdvadnosti,
prispevku k organoleptickym a nutritivnym vlastnostiam potravin, ceny
a pod. nie je nepodstatné ani sledovanie antimikrobidlnej Géinnosti tychto la-
tok. Robi sa to spravidla priamo v hotovom vyrobku vy$etrovanim mikro-
biologického obrazu, avSak inou moznosfou si aj testy na uréenie citlivosti vy-
branych mikroorganizmov zastupenych v potravinach, na sledované konzer-
vacné latky.

V sucasnosti sa viaceri autori venuju sledovaniu mikrobicidnych vlastnosti
aminokyselin [1-4]. Zistilo sa, Ze z 20 testovanych aminokyselin vykazuje
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najvy$§iu antimikrobidlnu aktivitu glycin, zvla§f proti gram-pozitivnym
a gram-negativnym baktéridm [1]. Velmi zaujimavymi latkami z hladiska in-
hibiéného i¢inku na mikroorganizmy st aj fytoncidne latky rastlin, napr. hor-
dica, chren, cesnak, cibula a daisie, ktoré sa vyznacuju vlastnou protimikrob-
nou odolnostou i zna¢nou cchranou, ktord st schopné poskytovat ich prisady
potravinam [S5-7]. Cenné pri ich pouZiti je, Ze ide o zlozky uz dlho konzumo-
vanych potravin, pri ktorych sa da predpokiadat velmi mald pravdepodobnost
$kodlivosti a dal§ou vyhodou je neschopnost mikroorganizmov ziskavat proti
nim rezistenciu.

V praci porovnavame inhibi¢nt ucinnost glycinu a extraktov fytoncidnych
latok v obchodnej sieti zakipenej zimnej cibule, jarnej lah6dkovej cibule
a zimného cesnaku na testovacom mikroorganizme Bacillus cereus.

Materidl a met6dy

Priprava suspenzie testovacicho mikroorganizmu. Kulttiru B. cereus (CCM
2010) ziskand v lyofilizovanom stave z Cs. zbierky mikroorganizmov sme ozi-
vili po pridani vhodného kvapalného média preo¢kovanim na tuhd pédu (Ziv-
ny agar ¢. 2 —'vyrobca Imuna, n. p., Sari§ské Michalany, pouZiva sa ako 4 %
vodny roztok). Po predpisanej inkubiécii sme kultdru niekolkokrat preoc¢ko-
vali. Odtial sme spory 1 vegetativne bunky preniesli do fyziologického rozto-
ku (0,85 % vodny roztok NaCl). Takto pripravent suspenziu s obsahom asi
108 buniek . mI™! sme skladovali v chlade (+4 °C) a sluZila na odcberanie ino-
kula pre experimenty.

Priprava extraktov fytoncidnych ldtok cibule (Allium cepa) a cesnaku (A.
sativum) [8]. 1 diel cibule, resp. cesnaku sme homogenizovali v homogeniza-
tore s 1 dielom destilovanej vody. Homogenizat sme filtrovali cez Whatman 1
a filtrat centrifugovali 10 mindt pri 10,000 otackach za mindtu. Ciry superna-
tant sme sterilizovali cez Seitzov filter a do pouzitia skladovali v chladniCke.
Pri sledovani téinnosti jednotlivych aditivaych latok sme porovnavali ich an-
tibakteridlnu aktivitu pred zdhrevom a po fiom (10 min pri 97 °C).

Platriova dilu¢nd metéda [9]. Extrakty aditivnych latok nariedené vo fyzio-
logickom roztoku sme pridali priamo k agarovej pode pred jej vyliatim do
Petriho misiek tak, aby sa dosiahla pozadovana koncentricia na 1 ml testova-
cej pody. Testovaci kmen sme naockovali naterom (kluckou) na povrch pody
a po predpisanej inkubdcii (37 °C pocas 24 h) sme sledovali vizudlne MIC
(minimum inhibitory concentration), t. j. koncentrdciu aditiva, pri ktorej nie
je okom viditeIny ndrast testovacieho mikroorganizmu, najmenej z 3 paralel-
nych stanoveni.
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Diskovy difuzny test [9, 10]. Testovaciu podu sme rozliali do Petriho misiek
(¢ 10 cm) po 20 ml. Pred naockovanim testovaciecho mikroorganizmu musi
byt povrch pody relativne suchy, nesmi byt na fiom viditelné stopy vihkosti.
Po nao¢kovani a zaschnuti inokula sme prikladali na povrch pddy 3 az 5 napi-
petovanych diskov, nasytenych testovanymi aditivnymi laitkami zndmej kon-
centrécie, a to tak, aby prilahli celou plochou na agar. Po inkubécii v termo-
state (37 °C pocas 24 h) sme od¢itavali priemerné kruhové¢ inhibiné zény
(v mm) zo 6 paralelnych stanoveni.

Difiizna agarovd metdda [6]. Na vysuseny povrch testovacej agarovej pody,
rovinomerne rozliatej do Petriho misiek po 20 ml, sme naockovali ndterom
0,2 ml inokula. Sterilnym odzatkova¢om priemeru 8 mm sme vyrezali do aga-
ru otvory, do ktorych sme pipetovali 0,08 ml extraktu aditiv zndmych koncen-
tracii. Po inkubdcii (ako v predchadzajicich pripadoch) sme zo 6 paralelnych
stanoveni odé¢itavali priemerné kruhové inhibi¢né z6ny (v mm).

Vysledky a diskusia

V prici sme porovnavali baktericidnu u¢innost jednej ldtky aminokyselino-
vého a troch latok fytoncidneho pdvodu - glycinu a v obchodne;j sieti zaktpe-
nej zimnej cibule, jarnej lahddkovej cibule a zimného cesnaku na rast kultary
Bacillus cereus. Kedze ich pouzitie v konzervdrenskej praxi sa viaze na kom-

Tabulka 1. Stanovenie MIC aditivnych ldtok dilu¢nou metédou
Table 1. MIC additive substances determination by dilution method

Konc.
aditiva' Glycin?

[%]

50

25

10
2]
2.3
1
0,5
0,25

Zimna Jarna Zimny
cibula? Ccibulat cesnak’

4+t
|
A+t

|

|

+ aditivum uc¢inné na testovany mikroerganizmus; Additive affects the tested microorganism.
— aditivum neué¢inné na testovany mikroorganizmus; Additive does not affect the tested micro-
organisni.

LAdditive concentration; *Glycine; *Winter onion; *Spring onion; *Winter garlic.

g%



Tabulka 2. Sledovanie inhibi¢nych z6n aditivnych latok difiznou agarovou metédou
Table 2. Studying the inhibition zones by diffusion agar method

Velkost inhibi¢nych zén? [mm)]
Konc.
aditiva' glycin? zimnd cibula* jarnd cibula® zimny cesnak®
o,
(%] z N# Z N Z N % N
100 1,3 315 1.0 1.5 11,0 13,0
50 1,0 1,5 0,0 0,5 6,5 7:2
25 0.5 1,0 0,0 0,0 4.0 6,2
10 0,0 0,5 0,0 0,0 2,5 53
S 3,4 1,3 0.0 0,2 0,0 0,0 1.9 2,4
2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0.8 1,0
1 1,9 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,6
0,5 1,2 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Pri extraktoch fytoncidnych ldtok A. cepa (jarna a zimna cibula) a A. sativum (zimny cesnak) boli
koncentracie supernatantov, pripravenych podla postupu uvedeného v experimentalnej Casti,

uvazované ako

On suing phytocidal substance extracts from A. cepa (spring and winter onion) and A. sativum
(winter garlic) were the supernatant concentrations, prepared according to the procedure descri-
bed in the experimental section, considered as 100 %.

100 %.

'Additive concentration; “Size of inhibition zones; 3Glycine; *Winter onion; Spring onion; *Win-

ter garlic, "heated, ®non-heated

Z - zahrievané
N — nezahrieva

né

Tabulka 3. Sledovanie inhibi¢nych z6n aditivnych latok diskovym difaznym testom
Table 3. Studying the inhibition zones by additive substances by disk diffusion test

Velkost inhibi¢nych zén? [mm]
Konc.
aditiva' glycin? zimna cibula* jarna cibula’ zimny cesnak®
0,
(%] il N8 z N Z N Z N
100 2,5 35 0,5 0,7 10,6 12,2
50 1,5 2,1 0,0 0,2 6,5 8,5
25 i | 1,6 0,0 0,0 3,8 5,6
10 2,3 1.0 1,0 1.3 0,0 0.0 2,0 43
5 1.8 0,9 0,5 1,0 0,0 0,0 1,2 253
2,5 1.6 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 1,8
1 155 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 1,5
0,5 0,8 0,4 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5

For explanations see Table 2.

Z — zahrievané

N — nezahrievané
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bindciu s dal§im konzerva¢nym zakrokom — najcastejsie tepelnym, a podla li-
teratury [11, 12] sa v cibuli a cesnaku varenim zniZuje obsah G¢innych zloziek,
difuznymi testmi sme porovndvali aj inhibi¢nid G¢innost sledovanych aditiv
bez zdhrevu (N - nezahrievané) a po zahreve (97 °C pocas 10 min, Z). Do-
siahnuté vysledky su zhrnuté v tabulkach 1-3.

Z vysledkov vyplyva, Ze z baktericidneho hladiska je zo sledovanych latok
najvhodnejsi glycin, ktory v porovnani s dal§imi testovanymi aminokyselina-
mi [1, 4] vykazuje najvyssiu antibakterialnu Géinnost.

Vhodnou liatkou pre konzervarenské ucely sa javi aj extrakt cesnaku, ale
ako vyplyva z tabulky 1, aj 5 % koncentrécia zimnej cibule je prijatelna z hladiska
jej mikrobicidneho ucinku. NiZz8i inhibi¢ny uc¢inok cibule, v porovnani s cesna-
kom, mdze okrem in€ho suvisiet aj s nizSou prchavostou jej ic¢innych zloziek
[13]. Vysledky uvedené v tabulkach 1-3 koresponduji s vysledkami viacerych
autorov [6, 14], av8ak pri extraktoch fytoncidnych latok treba brat do tvahy
aj zavislost antimikrobidlnej u¢innosti od kultivaru.

Kedze zatial je predpoklad, Ze sa aditivne latky neaplikujud, resp. nebuda
aplikovat ako samostatny konzervacny zdkrok, ale iba ako aditivny, najcas-
tejsie s tepelnou tpravou, najvhodnejsie aditivum je glycin, pretoze obidva,
diftzne testy dokazali, Ze kym pri cibuli a cesnaku sa zdhrevom degradovali
mikrobiologicky t¢inné latky, na o poukazujui aj niektori autori [11, 12], pri
glycine sa aplikaciou zvy$enej teploty mikrobicidna aéinnost neznizila.
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Do redakcie doslo 30. 9. 1988

fipoBepKa AUTHMHKPCCMATSHOTO JeHCTBYES OTOOPHBIX HEMHILEBBIX ROGaBieHIKil
Pezome

Pabora 3aHuMaercs CpaBHEHNEM aHTUMMKPOSMAIhHOTO AEeMCTBUA OTOOPHBIX Hemyie-
BBIX J100aBJICHI — [IMLIKHA, 9KCTParTOB Allium cepan A. salivium Ha KOHTPOIBHOM MUKDO-
cpraumame Bacillus cereus MeTOLOM IUIMTHOBO Pa3BeReHUA, JUCKOBBIM Ay Dy3MOHHEIM
tecroM U AU PYIHCHHBIM arapoBBIM MeTOZOM. Pe3ysbTaTshl ITOKa3LIBAIOT, YTO CaMBIM
TOAXOMAIMM MHTMOMTOPOM POCTA KIIETOK M POCTKA CIIOP B. cereus ABNAETCHA TIMIMH, KO-
TopsuT HHrUGUPYeT pocT y:Ke Npu KoureATparmm 0,5 % roxa y skcTpakTa A. cepa MuHM-
MaibHAR MHIMOUpyoLas KoHIeHTpams 5 % a Takxe 25 % B 3aBMCHMMOCTM OT IIpUMe-
HEHHOTO copTra 1 SKCTpakT A. sativim IefCTBOBAJ B KOHUeHTpauuu 1 %.

Verification of antimicrobial effectives of some additives
Summary

The work studied an antimicrobial effectiveness of chosen additives - glycine, Alfium cepa and
A. sativim extracts on tested microorganism Bacillus cereus by plate dilution method, disk diffu-
sion test and diffusion agar method.

The results showed that the best inhibitor for cell growth and budding of spores B. cereus was
glycine, it inhibited the growth from concentration 0.5 %, while the extract A. cepa showed the
minimal inhibition concentration of 5 % or 25 % according to the form used and the extract A.
sativum was effective at concentration of 1 %.
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