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Abstrakt

V dnes$ni dobé stile jeSté zemédélskd vyroba pouzivd fadu chemickych prostiedki na
zvySeni €¢i udrzeni vynosd. Na vyznamu vSak ziskdva produkce ekologického zemédeélstvi
zvlasté v zahrani¢i ve vyspélych statech, kde spotiebitel je dokonale informovan o
zdravotnich rizicich vyplyvajicich z rezidui chemickych piipravkl v potravinach. Celd fada
potravinaiskych vyrobki obsahuje chemické piidavky za dcelem prodlouzeni trvanlivosti,
senzorické, nutricni, biologické aj. hodnoty vyrobku. Price se zabyva rezidui fungicidnich
pfipravka v potravinach a jejich ucinku na citlivé bakterie. Zamétuje se také na chovani a

reakci stfevni mikroféry po pouziti fungicidnich piipravkd na vybrané druhy ovoce.

Today the agricultural production always use series of a chemical substance to the
elevation or the preservation of the produce. However the production of the ecological
agriculture is obtaining on signification especially abroad in the advanced countries, where
consumer is totally informed about health hazards sequented upon the residue of the
chemical preparations in foodstuff. Many food products contain the chemical bonuses,
nutritional, biological at al. value of the product. My work is dealing with the residue of the
fungicidal preparations in foodstuff and their effecton the sensitive bacterias. It is bending
on the behaviour and the reaction of the enteric microflora after the using of fungicidal

preparations on the selected fruits too.
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UvVoD

Tradice oSetfovani kultur rostlin chemickymi prostfedky je prastard. NaSi pifedkové
odeddavna z praxe znali napf. oligodynamické udcinky kova - postiikovani vinné révy
skalicemi ma doslova staletou tradici. Pokud jde o postfiky proti hmyzim Skadctm,
spoléhalo se spiSe na jejich odpudivy uc¢inek nez na ptimé hubeni. Pfimo revolu¢ni obrat
nastal koncem druhé svétové vialky, kdy v potirdni Skodlivého hmyzu v nejSirSim smyslu
dominovaly halované derivaty cyklickych uhlovodiki, zobecnélych jako "dédété", pozdéji
"hacéha". Pozdéji byla nalezena fada poznatki o jejich zprvu netuSenych vedlejsich
ucincich, jako bylo hromadéni toxickych nerozpustnych metabolati v matefském mléce a

vubec v Zivocisnych tucich.

Chrousti pozdéji zmizeli na desitky let - a vlastné dodnes. Byli totiz vytrdveni
prehnojovanim pad pramyslovymi hnojivy. Hnulo se humusem a detritem, protoze
zastavenim hnojeni chlévskou mrvou byl odfiat mladym larvdm se slabymi kusadly potravni
zdroj. Podobny, nyni uZ rutinovany velkoplo$ny postup hnojeni mél odpovidajici nasledky: z
lu¢nich poticki a okoli postupné vymizely blatouchy, pryskyiniky, rdesna, kohoutek, toten

atd., ale také hotavky a Zaby.

V zemédélstvi a lesnictvi je tfeba se naucit pracovat v piirode a s piirodou. Doby "boje

za vysokou trodu" jsou pry¢ (1).

Ja se ve své diplomové praci zaméfuji na ucinek rezidui po fungicidech na citlivé

bakterie. Pro¢ vlastné pouzivame fungicidy? Na ochranu proti houbam.

Mikroskopické houby jsou rozsitené po celém svété. Jejich stafi se odhaduje na 300
miliont let a lidstvo se s nimi setkava od nepaméti. Diky svému enzymatickému vybaven{
jsou velmi adaptabilni pro kontaminaci témét jakéhokoliv substratu. Velkd morfologicka
rozmanitost a schopnost pfizpusobit se nejrizné€jsim ekologickym podminkdm umoZiuje
houbam osidlit fadu rozdilnych biotopt. V Zivotnim prostiedi jsou spory mikroskopickych
hub pfitomny v ovzdu$i, padé, vodé, na povrchu Zivych a odumielych organismu,
pfedmétech, plochach, v potravinovych surovinach rostlinného ptivodu, v potravinich i
krmivech. V Zivotnim a pracovnim prostfedi Clovéka se v poslednich letech stdle vice
objevuje Skodlivé pasobeni mikroskopickych hub. Je ddno zejména vhodnymi podminkami,
které v soucasné dobé mikroskopické houby maji pro svij rust, rozmnozovani a produkci

mykotoxini. ZvySeny vyskyt jejich spor i fragmentti houbovych vlaken v ovzdusi zavisi



UTB ve Zliné, Fakulta technologickd 7

mimo jiné na klimatickych podminkach, které jsou zvlast€ na jafe a na podzim piiznivéjsi.
Vlivem naruseného Zivotniho prostiedi dochdzi k posunu biologické rovnovihy smérem ke
zvySenému vyskytu mikroskopickych hub. Problémy z hlediska vyskytu mikroskopickych
hub v pracovnim a Zivotnim prostfedi mohou pfinaset i noveé zavadéné technologie (Spatné
provedené zateplovani budov,...) a chovani cClovéka (nepravidelné vétrani, vynéaseni

odpadk,...) (2).

Parazitické houby a druhy specializujici se na poZirani uZitkovych rostlin jsou niachylné
v dasledku enormni nabidky potravy k masovému piemnozeni a vyvijeji se ve Skudce.
Soucasné souteéZi s uzitkovymi rostlinami o svétlo, vodu a Ziviny divoce rostouci rostliny
ptizpusobené danému stanovisti jako plevel. Pouzitim vhodnych pesticidi zkousi
zemédélstvi chranit sviij porost uZitkovych rostlin. Herbicidy, insekticidy a fungicidy Cinf
pres 90 % produkce pesticidi, zbytek produkce se zaméfuje proti ostatnim Skodlivym

organismam (3).
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Cizorodé latky v potravinach

1.1.1 Ochranarské prostiedky pro rostliny

Obecné lIze konstatovat, Ze pouZivani pesticidd a piibuznych biologicky aktivnich
slou¢enin se dnes jiz stalo neodmyslitelnym prostiedkem intenzifikace zemédélské
produkce. PouZiti téchto agrochemikalii zajiStuje nejenom vys$i vynosy, ale promitd se
velmi Casto i do vySSi nutricni, senzorické ¢i technologické jakosti pesticidy oSetfenych

produktu.

Kromé nespornych pozitivnich aspektd vyplyvajicich z pouzivani pesticidd existuji i
negativni dopady chemizace. Potencidlni pfitomnost rezidui pesticidii v potravinach je
zvlasté citlivé vnimdna konzumenty a je jednou z hlavnich pfiCin vzrastajictho zdjmu o
produkty tzv. ekologického zemédé€lstvi, pii jejichZ produkci je pouziti syntetickych

pesticidnich slou€enin vylouceno.

Podle definice FAO se jako pesticidy oznauji vSechny slouceniny nebo jejich smési
uréené pro prevenci, niceni, potlaceni, odpuzeni ¢i kontrolu $kodlivych ¢initeld, to znamena
nezadoucich mikroorganismu, rostlin a Zivoc¢ichi béhem produkce, skladovani, transportu,
distribuce a zpracovdni potravin, zemédé€lskych komodit a krmiv. Termin pesticidy zahrnuje
téZ slouceniny poddvané zvitatim pro kontrolu ektoparaziti a latky pouZzivané jako
regulatory rustu, desikanty a inhibitory kliceni aplikované na plodiny pied ¢i po jejich

sklizni.

Pesticidy jsou latky reprezentujici Sirokou Skdlu chemickych slou€enin Casto velmi
slozité struktury. Pro usnadnéni komunikace se vétSina chemickych pesticidi oznacuje
trividlnimi nazvy. Dana biologicky u¢inna latka mize byt v pesticidnim piipravku pfitomna
sama ¢i ve smési s dal$imi pesticidy, mize byt také obsaZena v raznych typech pfipravka

lisicich se oznacenim (komercnim nazvem).

V soucasné dobé je v celosvétovém meéfitku registrovano zhruba 800 sloucenin, které se
vyuzivaji ve smyslu vySe uvedené definice (pfedevsim k ochrané rostlin). B€Znym kritériem
pouzivanym pro jejich klasifikaci je cilovy (nejCasté&ji Skodlivy) organismus. Z tohoto

pohledu uvadi nejvyznamnéjsi typy pesticidnich slou€enin tab.1 (4)
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Tabulka I. Klasifikace pesticidi podle cilovych Skodlivych Cinitelt

Skupina pesticidi Cilovy Skodlivy cinitel
insekticidy hmyz

akaricidy pavoukoviti

fungicidy plisné, cizopasné houby
herbicidy plevelné rostliny
moluskocidy mekkysi

rodenticidy hlodavci

reguldtory rustu rostlin kulturni rostliny

Ve skupiné houbomornych pfipravki (fungicidi) se obycejné vy€lenuji latky, které se
pouzivaji k ochrané¢ semen a nazyvaji se mofidla.. V soucasné dobé se nékteré piipravky
proti chorobdm a Skidcim pouZivaji vicedcelové — k ochrané rostlin i k mofeni nebo

preparaci semen.

Ochranu rostlin pfed houbami Ize roz¢lenit do skupin podle toho, které rostlinné organy

nebo ¢asti houby napadaj:
- ochrana rostlin proti mnozarenskym plisnim a ostatnim piadnim houbam,
- ochrana rostlin proti houbam parazitujicim uvnitf stonkd,
- ochrana rostlin proti padli,
- ochrana rostlin proti rzim,
- ochrana rostlin proti perenosporam,
- ochrana rostlin proti plisnim rodu Botrytis (5).
Pro ucely vyhlasky 158/2004 se rozumi

a) rezidui pesticidii zbytkova mnoZstvi pesticidi a jejich metabolitii a rozkladnych nebo

reak¢nich produkti, které se nachazeji v potravinach nebo na potravinach;

b) maximalnim limitem rezidui pesticidi nejvyS$i pripustné, toxikologicky pfijatelné
mnoZstvi pesticidu, které je vysledkem pouZiti pesticidi v souladu se spravnou zemédélskou
praxi pfi ochrané rostlin béhem vegetace a skladovéani, nebo je vysledkem kontaminace
Zivotniho prostiedi dnes jiZ nepouzivanymi pesticidy (6).

Fyzikalni a fyzikalné-chemické déje jako je vstiebavani, distribuce, vylu¢ovani xenobiotik
jsou projevem organismu na cizorodou latku, kterd miZe byt zabudovana nebo vyloucena.

U vétSiny xenobiotik dochdzi pfitom k vice ¢i mén€ rozsdhlym chemickym zméndm,
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souborné oznaCovanym jako biotransformace; produkty této latkové premény jsou
metabolity s chemickou strukturou proti puvodni litce pozménénou. Biotransformaci a
vylucovani je mozno pfijimat jako findlni fazi pisobeni organismu na xenobiotika. Jsou vSak
i takové cizorodé latky vcetné léCiv, které biotransformaci nepodléhaji a jsou vyluCovany
z organismu v puvodnich formach. Jsou oznacovany jako latky biochemicky inertni, pfic¢emz

vSak mohou byt biologicky aktivni (7).

1.1.2 Prisady

Ke komerc¢né zpracovanym potravindim se pridavaji ruzné substance. Tato aditiva
(prisady) nejsou vzdy piirodniho puvodu, jsou vyrabéna synteticky a v nékterych piipadech
dokonce pomoci genové technologie. Aditiva byla pouZivdna jiZz mnohem diive a nutno
pfiznat, Ze uzivani aditiv v soucasné dobé pii pramyslové vyrobé potravin ma z hlediska
technologickych vyrobnich postupt svoje opodstatnéni. Piitomnost aditiv ve vyrobku byva

deklarovana na obalu (8,10).

Zéakladni rozdéleni aditiv:

latky upravujici skladovatelnost potravin — konzervacni litky, antioxidanty a jejich

synergisté,
- latky upravujici vzhled potravin — barviva, bélidla,

- latky upravujici vini a chut potravin — aromata, esence, nahradni sladidla, okyselujici

latky, latky hotké, intenzifikatory a modifikatory chuti,

- latky upravujici fyzikdlni vlastnosti potravin — zahustovadla, zelirujici latky, emulgatory

a stabilizdtory emulzi, Cifidla, komplexotvorné litky, stabilizatory,

- latky upravujici biologickou hodnotu potravin — vitaminy a jejich prekursory, esencidlni

aminokyseliny, mastné kyseliny, mikroelementy,
- dal3{ technologicky vyznamné latky — napf. minerdlni latky,
- enzymy.

Skupiny aditivni latek se upravuji v souladu s ménicimi se ptedpisy. Napt. podle u nés

platnych vyhlasek latky upravujici biologickou hodnotu potravin a dalsi technologicky
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vyznamné latky mezi aditiva nepatii. Podobné se do samostatné skupiny fadi aromatické

létky (9).

Barviva jako aditiva

Azobarviva byla v potravindfské vyrobé u nds zakdzdna pro svou kancerogenitu.
Tartrazin (E 102) byl v roce 1992 zakazan v Némecku, Rakousku, Skandinavii, §V3’/carsku.
Amaranth (E 123) je v USA zakazan, jinak je povolen jen k barveni lihovin a aperitivu,
erythrosin (E 127) je povolen pouze u koktejli, azorubin (E 122) k barveni napoju, pudingt
a cukrovinek a Cerven 2G (E 128) k barveni mas. Ndvrat azobarviv umoZzniuje smérnice EU.
Neskodné prirodni barvivo je zeleny chlorofyl (E 140), piip. obohaceny o méd’ (E 141), je

vyrdbén extrakei z kopfiv. Barvi se jim nekteré likéry, deserty, ndpoje a cukrovinky.

Konzervacni ldtky

K neskodnym se tadi kyselina sorbinovd (E 200) a jeji slouceniny (soli) se sodikem,
draslikem a vdpnikem (E 201, E 202, E 203). Aditiva od E 210 do E 219 mohou vyvolavat
alergie, dalsi az po E 228 také migrény. Postupné se upousti od pouZzivani kyseliny
benzoové (E 210) a dava se prednost vakuovému baleni. Oxid sificity (E 220) pusobi
sou€asné jako antioxidant, m4 negativni vliv na obsah vitaminu B1 v potravinich, stejny
ucinek maji i jeho slouceniny E 221 az 228. Nisin (E 234) a natamycin (E 235), slouzi jako
antibiotikum, pro tyto vlastnosti se pouzivd k oSetfeni syri a mnohych uzenafskych
vyrobku. K oSetfeni povrchu citrusovych plodu slouzi difenyl, bifenyl (E 230) piesto, Ze je
to fungicid. Dusitan a dusi¢nan sodny (E 250, E 251), pfip. i dusi¢nan draselny (E 252) se
pouzivaji k vyrobé uzenaiskych vyrobki, z nichz vznikly oxid dusnaty ddva masu stdlou
cervenou barvu, kterd se udrzi i po tepelném zpracovdni. Kromé toho maji tyto latky

vyrazné baktericidni vlastnosti, mimo jiné ni¢i i Clostridium botulinum.

Okyselujici prostiedky

Kyselina octova (E 260) a jeji slouCeniny acetaty drasliku, sodiku, vapniku (E 261, E
262, E 263) a kyselina mlé¢na (E 270) nejsou skodlivé, pusobi také jako konzervacni latky.

Kyselina propionova (E 280) ma taktéZ konzervacni vlastnosti. Koncem osmdesatych let
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bylo jeji pouZiti zakdzéno v Némecku, Rakousku a Svycarsku, stejné tak i jejich sloudenin
(soli) se sodikem, vapnikem a draslikem (E 281, E 282, E 283), v soucasné dobé je v

zemich EU povolena.

Antioxidanty

Latky s protiokyslicujicimi vlastnostmi od E 300 do E 309 jsou nezdvadné. Jsou to
kyselina askorbova - vitamin C (E 300) a jeji slouCeniny se sodikem, vapnikem (E 301, E
302) a slouceniny s estery mastnych kyselin askorbylpalmitat a askorbylstearat (E 304) a
vitamin E - tokoferol (E 306) pfirodniho pivodu a tokoferoly syntetické alfa-, gama- a
delta- (E 307, E 308, E 309). Syntetické tokoferoly v potravindich omezuji pozvolné
Zluknuti tukd. Propylgalat (E 310), octylgalat (E 311) mohou vyvolavat alergie, event. i
migrénu, stejné jako butylhydroxyanisol - BHA (E 320) butylhydroxytoluol - BHT, které se
pridavaji do Zvykacek, vyrobka z brambor, fritovacich oleji. Také lecitin (E 322) ddajné
muze vyvolavat alergické reakce i migrénu. Kyselina ortofosfore¢nd (E 338) a fosfaty maji
navic okyselujici, stabiliza¢ni a emulgacni vlastnosti. Vyssi davky tdajné vedou k omezeni
pifjmu vépniku, hof¢iku a Zeleza organismem, a podileji se na vzniku "syndromu

«n

hyperaktivity déti". V ndpojich typu Cola je E 338 jako okyselujici aditivum. Umélé
antioxidanty E 385 kalcium-dinatriumethylen-diamintetraacetit (ETA nebo také EDTA),

muze vyvolavat alergie. V potravinach je toto aditivum Skodlivé pro malé déti.

Zahust’ovaci a gelirovact prisady

Zahustovaci a gelirovaci piisady od E 406 do E 415, nevyvoladvaji vaznéjsi potizZe, pouze

vysoké davky puasobi projimave. TotéZ plati i pro dalsi aditiva této kategorie.

Emulgdtory

Latky ze skupiny polysorbatt (E 432 aZz E 436) u nékterych osob vyvolavaji alergické
reakce. Pektin (E 440a) je latka pfirodni bez rizika. Amoniumfosfatid (E 442) ptsobi také
jako stabilizdtor. Difosfat (E 450), trifosfat (E 451) a polyfosfit (E 452) jsou emulgatory i
stabilizadtory kyselosti a mohou nepfiznivé ovlivnit metabolismus minerdlnich latek v

kostech. Celul6za pifrodniho pivodu (E 460) a z ni uméla aditiva (E 461 az E 466) jsou
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povazovany za neSkodné, stejné jako estery kyseliny octové (E 472a), kyseliny mlécné (E
472b) a kyseliny citronové (E 472c). Natrium karbonat - soda (E 500) ve vysokych davkéach
zvysuje kyselost Zalude¢nich $tdv. Potraviny obsahujici aditivum hlinik a jeho slouceniny (E
520 az E 523) nejsou vhodné pro osoby trpici nemocemi ledvin, nicméné hlinik (aluminium)
je podezirdn z podileni se na vzniku Alzheimerovy choroby. Antiaglomera¢ni Cinidla
(zabranuji "hrudkovaténi", spékani sypkych latek) - pro kuchyriskou sil jsou natrium-,
kalium- a kalcium-ferokyanid (E 535, E 536, E 538) - obsahuji prudce jedovaty
kyanovodik, ovS§em v zcela bezrizikovém mnoZstvi. E 536 (kaliumferokyanid) u pokusnych
zvitat poskodil ledviny. Kyselina glukonova - glukonat (E 574), reguldtor kyselosti a
stabilizator, ve vySSich davkach puasobi projimave, je aditivum v limonddach a nékterych

cukrovinkach.

Aditiva zvyraziujici ¢i zesilujici chut’ové vlastnosti

Od E 620 po E 640, déle pak E 901, E 904 a E 927. Kyselina glutaminova (E 620) a jeji
slouceniny (soli) se sodikem, draslikem, vdpnikem, amoniakem a hoic¢ikem (E 621 az E
625) patii mezi aditiva rizikovd, podili se na vzniku migrény a udajné také u nékterych osob
na vzniku "syndromu ¢inské restaurace”. Priddvaji se do vyrobki z masa, ryb, do polévek,
omacek, polévkového koteni a kostek, desertt, cukrovinek i do ndapoju. Kyselina gualynova
(E 626), kyselina inosinova - inositdt (E 630) a jejich chemické slouCeniny zesiluji t¢inek
glutamatd. Glutamaty (E 621 az E 625) vyvolavaji u pokusnych zvitat zmény na jatrech a

mozku.

Sladidla

Aspartam (E 951) se vyrdbi z fenylalaninu a z kyseliny asparagové, vyvolavd migrénu a
alergické reakce, je nevhodny pro nemocné fenylketonurii. Aspartam je pfidavan do napoju,
Zvykacek, mléénych vyrobku. Cyklamat (E 952) je bézné pouzivané sladidlo pro diabetiky.
Snesitelnd davka ¢ini 11 mg/kg/den. Uméla sladidla jsou obvykle prostd kalorii - ndpoje a

sirupy jimi slazené jsou prezentovany jako LIGHT.
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Skodlivé projevy aditiv se mohou u lidi dostavit aZ po delsi dobé nepretrzitého uZivani,
tfteba az po desetiletich ¢i dokonce az po generacich. Chemické zatéZovani i malymi

davkami vede k jejich kumulativnimu dG¢inku (10).

Od roku 1989, kdy Evropskd unie vydala smérnice pro pouZivani piisad do potravin,
jsou tato aditiva taktéZ na obalech uvadéna. Pro jejich oznaceni je uzivdno pismeno E s tfi-
az Ctyfmistnym ¢islem, popt. ndzev a jejich ucelova funkce (emulgétor, apod.). U nds je celd
oblast bezpecnosti potravin oSetfena piisluSnymi zdkony, které "harmonizuji" s legislativou

EU.

Aditiva pro potravinafstvi maji rizny puvod, v textu je vyjadfovan zkratkami: pfir.
(pfirodni), rost. (rostlinny), Ziv. (Zivocisny), umél. (umély), synt. (synteticky), gen-tech.
(pavod v genetickych technologiich). Misto slovniho komentdfe a pro jednoduchost

ndsleduji symboly, které vyjadiuji:

- (X) latka, jejiz pouziti je obecné nebezpecné (s rizikem)
- (0) latka, jejiz pouZiti neni nebezpecné (bez rizika)

- (0-) latka neni nebezpecnd, ale nemd byt pouzivana Casto
- (A) latka mize byt alergen a vyvolat alergii

- (Rs) latka pro jedince z tzv. "rizikovych skupin" nevhodnd (napf. pro alergiky,

astmatiky)

- (7 riziko zatim nejasné (11).

1.2 Fungicidni latky
Fungicidni latky byly vyvinuty proti houbdm.
1.2.1 Houby a mykotoxiny

Skodlivé houby se vyvijeji pfedev§im nad zemi na listech, stoncich a plodech rostlin.
Pronikaji bud’ zevnitf pres kofeny a stonky, nebo zvenci pres listy a plody. Vlhkost a dusné

horko poskytuji houbovym spordm zvlast' ptiznivé podminky k rozmnoZovani (12).

Jejich zdkladnim zdrojem je pada a tlejici vihkd organickd hmota. Cetné plisné maji

k dispozici hydrolytické enzymy — amylasy, celulasy, pektinasy, protenasy, které vylucuji do
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prostiedi. Rada druhd vldknitych plisni je schopna degradovat Getné organické cizorodé
latky, zejména nékteré pesticidy, a pomérné Siroké spektrum ropnych uhlovodikid; uvadi se
ponejvice Mucor sp., Rhizopus sp., Cunninghamella sp., Cladosporium herbarum,
Cladosporium resinae, Oxysporus sp. a mnohé dalsi. Aspergillus niger je pramyslové
vyuzivan k produkci kyseliny citronové a glukonové na principu neudplnych oxidaci.
Aspergillus terreus je prumyslovym producentem Kyseliny itakonové. Rhizopus nigricans je
prumyslovym producentem kyseliny fumarové, Aspergillus niger a A.oryzae jsou
prumyslové pouzivany jako producenti pektinas a celulas. Pii rovnovaze mezi bakteriemi a
plisnémi je vyznam plisni v aktivovanych kalech pozitivni — podileji se na rozkladu
pritomnych organickych latek. Pokud je jejich rist nadmérny, napf. pii poklesu pH nebo
prevaze dusi¢nanového zdroje dusiku, pak mohou zpisobovat technologické obtize az
bytnéni kalu. Vyskyt tohoto jevu je vSak velmi tidky (13).

Strupovitost jablka je choroba zpusobena houbou Venturia inaequalis. Patii mezi
Sclerotinia fructigena. Napada i hrusky, tfeSn¢€, Svestky, angrest, hrozny révy vinné. Horkd
hniloba je choroba zpuisobena houbou Gleosporium fructigenum.. Jddrincovd a okrajovd
hniloba fusariovd vznikd pusobenim fusarii vétSinou na okraji poranéného plodu a infekci
se $ifi do poranéného mista plodu. Zelend hniloba penicilinovd je zpusobena plisnémi
Penicillium expansum a Penicillium glaucum. Perenospora révy vinné je zpusobena
houbou Plasmopara viticola. Padli révy vinné zpusobuje houba Uncinula necator. Pliser

Sedd (Botrytis cinerea) napada bobule zejména v dobé zrani, vice ve vlhkém pocasi (14).

Vldknité plisné¢ jsou ponekud jinak citlivé na desinfekéni a konzervacni latky nez
bakterie, coz je dano odlisSnym typem bunék a metabolickymi rozdily. Vyrazny je tento jev u

antibiotik.

Mnohé druhy plisni jsou zdvaznymi producenty toxickych latek, vylu¢ovanych do
prostfedi. Tyto latky jsou oznacovéany jako mykotoxiny a jsou Casto toxické jiz ve velmi

nizkych koncentracich, jsou i karcinogenni (15).

vev s

plisnémi Aspergillus flavus a A. parasiticus, také druhem A. nomius. Déle trichotheceny a
zearalenon, produkované nékterymi druhy rodu Fusarium ptipadné jesté dalSimi plisnémi a
produkty nékterych penicilii a aspergilii. Patulin je produkovan fadou druht

mikroskopickych hub rodt Aspergillus, Byssochlamys a Penicillium. Vyskytuje se na
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kazicim se ovoci, velice €asto v jablkdch. V ovoci se vyskytuji ochranné latky (napf. vitamin
C), které zabrani rozkladu patulinu pii tepelném opracovani kompotd, dieni i mosta.
nékterymi druhy rodt Aspergillus a Penicillium. Hlavnim G¢inkem ochratoxinu A na drovni
organismu je Gtlum imunity. Déle jsou mykotoxiny produkovany nékterymi piislusniky rodu
Rhizopus, Mucor, Alternaria, Aureobasidium a Cladosporium. Dnes je zndmo na 200
druhti plisni, produkujicich za urcitych podminek mykotoxiny a vice nez 100 ruznych

mykotoxint (16,17).

1.2.2  Skodlivost fungicidnich prostiedki

Rozsiteni environmentalnich problému véetné toxicity zpusobuji vlastnosti sloucenin, jez
zpomaluji biodegradaci a schopnost bioakumulace uvnitf organismi. Patfi sem tyto

organické latky:

- pesticidy, zvlasté ty, které obsahuji chlor,
- polychlorované bifenyly,

- dioxiny (18).

Byla studovdna schopnost pfemény a metabolismus PCB v rostlinnych buiikdach
péstovanych in vitro. Pfeména PCB byla sledovdna méfenim ubytku kongenerd PCB
sruznym stupném chlorace obsazenych vkomeréni smési oznacené Delor 103 a
individudlnich kongenerd mono- a dichlorbifenyld. Ubytek PCB po biodegradaci byl
analyzovan na plynovém chromatografu s EC detektorem. Schopnost preménovat PCB byla
testovana u 21 in vitro kultur riznych rostlinnych druht a u vybranych druhd byl sledovan
vliv morfologické diferenciace. VySs§i schopnost metabolizovat PCB byla naméfena u
diferencovanych a/nebo kultur transformovanych plasmidem pudni bakterie u
Agrobacterium. Tyto kultury téZ 1épe reagovaly na toxické pusobeni PCB, coZ se projevilo
vy$$im ndrtstem bunék. Nejvyssi konverze monochlorbifenyli byla prokazana u kultury
tabdku. Kongener PCB 4 (2,2"-dichlorbifenyl) byl za danych podminek metabolizovdn na
zastatek 84 %, PCB 10 (2,6-dichlorbifenyl) a kongener PCB 6 (2,3"-dichlorbifenyl), byly
metabolizovany na zastatkové mnoZstvi 87 %, resp. 89 %. Kongenery PCB 13, 14 a 15

nebyly metabolizovany vibec. Dalsi pokusy byly zaméfeny na sledovani schopnosti
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vybranych rostlin odstranovat PCB z redlné kontaminované pudy, soucasné byl sledovan
kofend. V pudé osdzené lilkem a tabdkem byl po 5 mésicich stanoven pomérné vyznamny
pokles PCB v pude, obé rostliny se osvédCily i v pokusech s kontaminovanou puadou
v kultiva¢nich nadobéch (lilek 78 %, tabak — zustatek 76 %). Z vysledki je ziejmy pozitivni
vliv pfitomnosti rostlin na rast indigenni, rhizosférni mikrofléru vcetné mikroorganismu
schopnych vyuzivat bifenyl jako jediny zdroj uhliku a energie. V nevegetované pudé se
vyskytovalo jen minimdlni mnozstvi téchto bakterii, u nichZ je pfedpoklad, Ze mohou byt
také schopny odbourdvat PCB. Celkové pocty bakterii, izolované z rhizosférni oblasti byly
srovnatelné, pouze u tabdku byl izolovdn pocet vyssi, stejné jako v pifip. bakterii rodu
Pseudomonas a mikroorganismi rostoucich na bifenylu. Analyza hlavnich produktt byla
zaméfena na hydroxychlorbifenyly. Analyza a srovnani toxicity monochlorbifenyli a
hydroxychlorbifenyld jako prvych vznikajicich produktti metabolismu u rostlin ukazaly, Ze
vznikajici intermedidny — hydroxychlorderivity jsou toxictéjsi pravdépodobné diky vyssi
rozpustnosti, neZ puvodni slou¢eniny. Z tohoto divodu nasleduje v rostlinnych burikach
dalsi krok pfemény hydroxychlorderivatii napf. na konjugaty s cukry nebo zabudovani do
bunécné stény. Z vysledku je ziejmé, Ze pusobenim rostlin dochdzi ke sniZeni obsahu PCB
v kontaminované pude, ¢astecné vlivem degradujicich mikroorganismu, jejichzZ rust rostlina
podporuje a ¢asteCné pifjmem PCB do rostliny s nidslednymi metabolickymi pfeménami

(19).

Nitrofen

Synonyma: 1836-75-5; 2,4-dichloro-1-(4-nitrophenoxy)benzene; 2,4-dichlorophenyl p-
nitrophenyl ether; FW925; Mezotox-; Niclofen-; Nitrofen-; Nitrophen-; TOK-; Triziliu-

Jedna se o nepovoleny herbicid na bazi difenyleterti, ktery byl zaveden spole¢nosti Rohm
a Haas v roce 1964. PouZival se v boji proti jednoletym plevelim v brukvovitych plodinach
a ozimé pSenici asi v 25 zemich svéta. Aplikoval se v mnozstvi asi 3.4-4.5 kg/ha. Pro tento

herbicid Codex Alimentarius nestanovi limity MRL ani ADI.

Byla popsdna jako ldtka vyvoldvajici nddorovd onemocnéni, databdze IRIS vSak
nestanovi OSF ani RfD pro ordlni pfifjem a nekarcinogenni efekt. Akutni toxicita se

pohybuje na tdrovni LD50= 300-1620 mg/kg t.hm. Rezidua nitrofenu lze nalézt v mnoha
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tkdnich téla zvifat exponovanych latce. Biodegradace v prostiedi je pomérné rychla.

Vv s

Biokoncetra¢ni faktor BCD = 9.46 - je tedy moZn4, nejvyssi koncentrace jsou v tuku (20).

Dioxiny, dibenzofurany a PCB s dioxinovym efektem

Dietarni expozice toxickym kongenerim dioxini (PCDD), dibenzofurani (PCDF) a
polychlorovanych bifenyli (PCB) s dioxinovym efektem je ramcové zjistovana od roku
2000. PCB se uklddaji v télesnych tucich, odkud se jen velmi pomalu vylucuji. Pti
chronickém pusobeni zpusobuji ekzém, dermatitidy, jsou neurotoxické, hepatotoxické a
patii mezi podezielé karcinogeny. Jejich spalovanim vznikaji jest€é mnohem toxiCtéjsi latky,

polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDD) a dibenzofurany (PCDF) (21,22).

Persistentni (stabilni) organické znecist'ujici slouceniny — POPs

POPs vstupuji do potravniho fetézce a kumuluji se v tukovych tkédnich, pfechézeji i do
mléka. Zpravidla jsou to organické slouCeniny obsahujici chlor. Rizikovym faktorem je
jejich vysoka stabilita, tj. jejich poloCas Zivotnosti v prostiedi se pohybuje v desitkdch az

stovkach let (22).

Rakovinotvorné prostiedky k osetiovdni rostlin

V tnoru roku 1986 vypukl jeden z mnoha skandali: ALACHLOR, vyrabény americkou
firmou Monsanto, a také proddvany pod oznaCenim LASSO, byl ddn do spojitosti se
vznikem rakoviny. Zéaroveni byly pesticidy na bdzi CYANIZINU, ale také v Itdlii a celé
Evropé velmi rozsitené prosttedky BLADEX, FORTROL a ZEPEX oznaceny za
teratogenni - vyvolavali poskozeni plodu v téle matky. Teratogenni Gcinky jsou vSeobecné

také spojovany s rakovinotvornymi t¢inky.

Zde je kratky seznam rakovinotvornych pesticidi, které byly v poslednich letech

predmétem sporu:

EDB (Etylen olibromo), obsaZeny ve vice jako stovce potravin na bazi obili, v ovoci a
zelenin€. V roce 1948 uveden na trh a v roce 1970 americkych ndrodnim Institutem pro
rakovinu oznafen jako moZzny karcinogen, pfiCina anomdlii a genetickych poSkozeni.

CAMPHECHLOR, CYPRAZIN, CHLOROBROMURON, DINITRAMIN,
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PHOSPHAMIDON (posledni liatka vyrdbénd Ciba-Geigy a do roku 1986 na trhu ve
Svycarsku, posledni tii litky proddvany minimilné do roku 1985 v riznych zemich

Evropského spolecenstvi).

HCB (Hexachlorobenzen), pouZivany jako ochrana obili pfed napadeni houbami, je
zodpoveédny za rakovinu a leukémii; zahubil jen v Turecku (1955 - 1961) asi 600 osob.

Tento produkt byl nalezen také v matefském mléce.

ENDRIN, ALDRIN, CAMPHECLOR, CLORDAN, DIBROMOCHLORAPROPAN
(DECP), DIELDRIN, LINDAN, PENTACHLOROPHENYL, PARAQUAT,
PARATHION a dalsi latky byly oznaceny za karcinogenni, silné zamofujici a potravinovy
fetézec otravujici pesticidy. PARAGUAT byl ve Svycarsku v 80. letech na trhu a od roku

1991-92 tento prostiedek zmizel ze seznamu.
Skodlivy produkt je staZen z trhu aZ kdyZ zptisobi nevratné $kody:

Prostiedek DECP m¢l na svédomi v 60. letech pracovniky kalifornské tovarny Occidental
Petroleum’s Lathrop, ktefi se stali neplodni. DECP byl nalezen v ovoci, které jedli
Ameri¢ané a v roce 1977 byl EPA zakédzéan s jednou vyjimkou: plantdZich ananasovniku.
Dva roky po zédkazu pouZzivani bylo nalezeno ve spodnich voddch San Joaquim Valley

(Kalifornie), ze kterych se ziskdvala pitnd voda pro lidské ptibytky.

V roce 1986 prezentoval italsky ministr zdravotnictvi parlamentu zprdvu o programu a
vysledcich Instituto Superiore di Sanita, ktery provadél vyzkum v oblasti "zbytkova
mnoZstvi chloruratenu a polychlorodiphenyl-pesticida v lidském mléce a dalSich latkach".
Vyzkum ukazal, Ze ve Ctyficeti vzorcich matefského mléka odebraného béhem jednoho roku
(fijen 1983 - tijen 1984) bylo obsaZeno podstatné mnoZstvi DDT v porovnéni s ostatnimi
pesticidy. Pfi¢emZz DDT bylo zakazano v Itélii roku 1970. MtzZeme se jen ptat, zda-li to je
nésledek velice pomalého odbourdvani DDT z lidskych tkani nebo fakt, Ze DDT a jeho dalsi
analogy se déle pouzivaji v zemich tfetiho svéta pro postiik exotického ovoce dovaZeného

do Evropy.

Vzhledem k témto zneklidfiujicim faktim, které hovoii o pfibyvajicim rastu otrav a
nadort, chemicky pramysl popird skute¢ny stav véci. V jednom prospektu némeckého
svazu chemického prumyslu se miZzeme napiiklad docist, Ze pesticidy se dobife odbouravaji,

"a proto nezanechdvaji Zadné zbytky v rostlindch" (23).
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1.2.3 Soucasna legislativa

Hodnoceni zdravotni nezdvadnosti piipravku na ochranu rostlin, jejich klasifikace
nebezpecnosti, oznaCovani etiket a stanoveni MRL pesticidi se posuzuje podle nasledujicich
predpist:

Zakon ¢. 110/1997 Sb., o potravinich a tabakovych vyrobcich

Uvadeéni na trh biocidt se provadi podle Zakona €. 356/2003 Sb., o chemickych latkach

a chemickych piipravcich a o zméné nékterych dalsich zdkonua

Hodnoceni zdravotni nezdvadnosti, jejich klasifikace nebezpecnosti a oznacovani etiket

se posuzuje podle nasledujicich predpisu:

Vyhlaska ¢. 164/2004 Sb., kterou se stanovi metody pro zjisStovani nebezpecnych

vlastnosti chemickych latek a ptipravki z hlediska hoflavosti a oxida¢ni schopnosti

Vyhlaska ¢. 220/2004 Sb., o nélezitostech oznamovani nebezpecnych chemickych latek a

vedenti jejich evidence

Vyhlaska ¢. 221/2004 Sbh., kterou se stanovi seznamy nebezpecnych chemickych latek a

ptipravkd, jejichz uvadéni na trh je zakazano nebo omezeno

Vyhlaska ¢. 222/2004 Sb., kterou se u chemickych latek a chemickych pfipravki stanovi
metody pro zjiStovani fyzikdlné-chemickych a vybusSnych vlastnosti a vlastnosti
nebezpecnych pro Zivotni prostiedi

Vyhlaska ¢. 223/2004 Sb., kterou se stanovi bliz§i podminky hodnoceni rizika
nebezpecnych chemickych latek pro Zivotni prostiedi

Vyhlaska ¢. 231/2004 Sb., o formé a obsahu bezpecnostniho listu k nebezpec¢né chemické
latce a piipravku

Vyhlaska 234/2004 Sb., o mozném pouZiti alternativniho nebo jiného odlisného nazvu
nebezpecné chemické latky a ude€lovani vyjimek na baleni a oznacovéani nebezpecnych

chemickych latek a ptipravku

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 318/2003 Sb., kterou se stanovi zdravotni

pozadavky na identitu a Cistotu piidatnych latek (zménila Vyhlasku ¢. 54/2002 Sb.)

Vyhlaska ¢. 132/2004 Sb., o mikrobiologickych poZadavcich na potraviny, zpasobu jejich

kontroly a hodnoceni
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Vyhlaska ¢. 158/2004 Sb., kterou se stanovi maximdlné pfipustné mnozstvi rezidui
jednotlivych druhti pesticidi v potravinach a potravinovych surovinach (zména Vyhlaskou

¢. 68/2005 Sb.)

Vyhlaska ¢. 304/2004 Sb., kterou se stanovi podminky a druhy pfidatnych a pomocnych
latek

Vyhlaska ¢. 305/2004 Sb., kterou se stanovi druhy kontaminujicich a toxikologicky

vyznamnych latek a jejich pfipustnd mnoZstvi v potravinich

Vyhlaska ¢. 446/2004 Sb., kterou se stanovi chemické pozadavky na zdravotni
nezavadnost jednotlivych druhti potravin a potravinovych surovin, podminky pouziti latek

ptidatnych, pomocnych a potravinovych doplikt

Vyhlaska ¢. 447/2004 Sb., kterou se stanovi pozadavky na mnozstvi a druhy latek
urcenych k aromatizaci potravin, podminky jejich pouZiti, poZadavky na jejich zdravotni

nezdvadnost a podminky pouziti chininu a kofeinu (24,25,26)

Narizeni 178/2002/ES stanovujici obecné principy a pozadavky na potravinové pravo,
ziizujici Evropsky ufad pro bezpeCnost potravin (EFSA) a stanovujici postupy

v zdlezitostech zdvadnosti potravin
Narizeni 852/2004/ES o hygien¢ potravin
Narizeni 853/2004 o specifickych pravidlech pro hygienu potravin

Narizeni 2232/96/ES stanovujici postup pro vonné a chutové latky urcené pro pouziti do

potravin.

Narizeni 1565/2000/ES s opatfenimi pro pouZiti vyhodnocovaciho programu pro aplikaci

natizeni 2232/96 tykajictho se aromatickych latek.

Narizeni 2298/2001/ES stanovujici podrobna pravidla pro export vyrobkt doddvanych jako

pomocny prostiedek pro potraviny.

Narizeni 622/2002/ES stanovujici termin pro poskytovani informaci pro vyhodnoceni

chemicky definovanych ochucovacich latek v potravinich.

Narizeni 1217/2002/ES o informacich, jeZ maji poskytovat dovozci nebo vyrobci nékterych

latek Einecs, a o provadéni nékterych testd podle nafizeni ¢. 793/93.
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Narizeni 2065/2003/ES o koufovych aromatech pouZivanych nebo vhodnych k pouziti v

potravinich.

Narizeni 358/2005/ES o casové neomezeném povoleni nékterych doplikovych litek a

povoleni novych pouziti dopliikovych latek, které jsou jiz povoleny v krmivech

Narizeni 2377/90/EHS stanovujici postupy SpoleCenstvi pro stanoveni maximalnich limitu

rezidui veterindrnich I€Civ v potravinach Zivocisného ptuvodu.

Narizeni 315/93/EHS, které stanovuje postupy SpoleCenstvi tykajici se kontaminanti v

potravinich.

Narizeni 645/2000/ES stanovici podrobnd provadéci pravidla nutnd pro rychlou funkci
neékterych opatfeni ¢€l. 7 smérnice 90/642 tykajici se systému monitoringu rezidui
maximalnich limitd pesticidi v a na obilovinach a vyrobcich rostlinného ptuvodu véetné

ovoce a zeleniny.
Narizeni 466/2001/ES stanovici max. hladiny nékterych kontaminanti v potravinach.

Narizeni 396/2005/ES o maximdlnich limitech rezidui pesticidd v potravinach a krmivech

rostlinného a Zivo¢isného ptuivodu a na jejich povrchu a 0 zméné smérnice

Rozhodnuti [2005/233/ES], kterym se méni rozhodnuti [2004/432/ES] o schvaleni planu

monitoringu rezidui ptedloZenych tfetimi zemémi podle smérnice Rady 96/23/ES (27,28)

Narizeni 208/2005/ES poprvé stanovuje mezni hodnoty pro polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), tzn. dopliuje nafizeni 466/2001/ES tykajici se kontaminantd. S tim
souvisi novd smeérnice 2005/10/ES tykajici se metod stanoveni benzo[a]pyrenu Vv
potravinach. Déle se podle doporuceni 2005/108/ES poZaduje dalsi sledovani obsahu PAU;
7ada clenské staty o dodani vysledkt vlastnich sledovani do 31. 10. 2006. Maji byt
zjistovany hodnoty PAU v potravinach, pro které jsou stanoveny limity v nafizeni
208/2005, dale v suseném ovoci, potravinovych doplicich, kakaovém masle a dalSich
potravinich, které by mohly PAU obsahovat. Pozornost md byt také vénovdna metoddm
pouzivanym pii vyrobé tukd a oleji, pro uzeni a suSeni potravin. Nafizeni 208/2005/ES
dopliiuje piilohu nafizeni 466/2001/ES s pozadavky tykajicimi se kontaminantd v
potravindch o oddil 7, v némZ jsou uvedeny maximdlni limity obsahu benzo/a/ pyrenu v

nékterych druzich potravin (29).
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Dosud byly MRL pro rezidua pesticidi stanoveny na urovni Spolecenstvi asi pro 150
pesticidi. Neharmonizované pesticidy (tj. pesticidy bez EU MRL) jsou podchyceny
legislativou ¢lenskych statd. Pokud neexistuje platnda EU legislativa, nybrz MRL pro
specificky pesticid/komoditu na ndrodni drovni, pak lze komoditu importovanou do této
zemé uvést na trh. Importéfi se mohou setkat s problémy, pokud chtéji uvést na trh v

Clenském statu Spolecenstvi vyrobek, ktery nema narodni MRL.

V roce 2005 Evropskd komise vypracuje seznam plodin, pro které by se mély v rdmci
EU stanovit MRL. Pro kazdou z téchto plodin budou shromdzdény vSechny soucasné
narodni MRL a bude vybrdna nejvhodnéjsi MRL, kterd se bude pouZivat na drovni EU.
Budou rovnéz identifikovany pesticidy, pro které neni nezbytné MRL stanovovat. Ocekéava
se, Ze tato prace potrva do poloviny roku 2006. Poté bude nafizeni plné€ aplikovatelné,

pfi¢emz se pripousti, Ze k Gplné harmonizaci muze dojit po urcitém prechodném obdobi.

V roce 1992 Evropskd komise zahdjila ndrony program hodnoceni vSech aktivnich
piisad pouZivanych v pesticidech v rdmci EU. Tento proces hodnoceni je zaloZen na
védeckém posuzovani a proveéfovani nezdvadnosti kazdé substance z hlediska lidského
zdravi, Zivotniho prostfedi, ekotoxikologie a rezidui v potravinovém fetézci. Jakmile je
aktivni pfisada zhodnocena, rozhoduje se, zda bude zatazena do pozitivniho seznamu ¢i ne.

Tento program bude dokoncen v roce 2008 (30).

1.3 Metodické aspekty stanoveni antimikrobialni aktivity sloucenin in

vitro

Vyzkum a vyvoj novych antimikrobidln¢ aktivnich latek ptfirodniho, syntetického resp.
semisyntetického puvodu zistava v popiedi zdjmu. Antimikrobidlné aktivni latky sehravaji
nezanedbatelnou ulohu v potravindiském a kosmetickém prumyslu, kde ve formé aditiv

zabranuji rozvoji neZadouci mikroflory ve findlnich vyrobcich.

Vzhledem na rozsdhly rozvoj rezistence proti ucinnym skupindm antibiotik je Zddouci
neustdly vyzkum novych antimikrobidlné aktivnich slouc¢enin. Nezanedbatelnou tdlohu v ném
sehrava i vyvoj novych testovacich technik a studium teoretickych poznatkt o pfirodnich a

syntetickych komponentech.
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1.3.1 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Stanoveni antimikrobidlni aktivity sloucenin in vitro

Kritérium pro posouzeni antimikrobidlnitho G¢inku miZe byt jev kvantového charakteru.
Intenzitu rastu muZzeme vyjadrit v délkovych jednotkach, v objemovych jednotkach,
v jednotkdch vadhovych (biomasa — suSina) nebo v jednotkdch jiného druhu, vyjadiujicich

nepiimo intenzitu rastu (vyjadieni ristu podle intenzity zdkalu kultivacniho média...).

Na sledovani té¢inku latek na mikroorganismy muZeme pouZzivat metody piimé nebo

nepiimé. Jejich vybér je do velké miry uréeny typem sledovaného mikroorganismu.

Vhodnou metodou na sledovani rastu populaci jednobunéénych organismu je uréeni
celkového poctu bunék v jednotce objemu, za pomoci s¢itavacich komurek. Sledovani rastu
jednobunécnych zivych organismi se uskuteCniuje i roztérem. Na povrchu média, resp.
v médiu vyrostou makroskopicky viditelné a navzdjem oddélené kolonie. Za piedpokladu,
Ze kazda kolonie pfedstavuje potomstvo jedné burky, se zjisti mnozstvi Zivych bunék
v objemové jednotce analyzovaného vzorku. Vhodnéjsi variantou je vSak uvadéni poctu
kolonietvornych jednotek (KTJ), ne poctu Zivych buné€k, protoze jednotlivé kolonie mohou

vyruastat nejen z jednotlivych bungk, ale i z jejich shlukd.

Turbidimetrické (nefelometrické) metody se pouZivaji na urCeni celkového
mikrobiologického materidlu v suspenzich, pfi¢emZ jejich pouZzitelnost se omezuje na
jednobunécné utvary. KdyZz svételny paprsek prechdzi pies suspenzi, je mnoZstvi

rozptyleného svétla ptimo imérné denzité bunek.

Rust vlaknitych hub se obycCejné sleduje na zakladé méfeni pruméru makrokolonii na
agarizovanych Zivnych médiich v zdvislosti na Case nebo uréenim suché hmotnosti
biologického materidlu je to jedind pfimd metoda na sledovani hmotnosti bune€k. Vyrostla
kultura se prefiltruje pres predem vysuseny a odvdZeny filtracni papir, vysusi a odvazi.
Inhibi¢ni ucinek na rdast myceliarnich hub je mozné sledovat i na zdkladé inhibice kli¢eni
spor. Test se uskute€iiuje v malych objemech Zivného média za neustalého mikroskopického

pozorovani.

Nepiimo muZeme zjistit ucinek na rast tak, Ze stanovujeme néktery chemicky

komponent bunécného materialu (uhlik, dusik). Kritérium uG¢inku muaze byt zbrzdéni
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nékterych Zivotnich pochodu nebo projevi. V piipadé, Ze neni mozné takto stanovit ucinek
latek na rast a rozmnoZovani mikroorganismu, ovlivnéni rustu a rozmnoZovani se muze
stanovit pomoci nékterych parametrd biochemické ¢innosti mikroorganismi (tvorba ATP,

produkce metabolitt atd.).

Metody stanoveni antimikrobidlni aktivity

Vlastni testovaci techniky na stanoveni antimikrobidlni Gcinnosti litek miZeme podle

principt, na kterych jsou zalozené, rozdélit do dvou skupin:
- kvalitativni difizni agarové metody
- kvantitativni dilu¢ni (inkorpora¢ni) metody

Pti difiznich metoddch ucinnd litka difunduje ze zdroje difize do agarového média
inokulovaného modelovym mikroorganismem. Pfi vyzkumu a vyvoji novych antimikrobidlné
pusobicich latek pifrodniho puvodu, zejména pii izolaci ucinnych slozek z komplexu

v, o 2

slou¢enin (extraktu), se vyuziva bioautografickd metoda.

Jako zdroj difize se pouZivaji nejCastéji papirové disky impregnované testovanym
antibiotikem, vyrabéné komer¢né, piipadné v jednotlivych laboratofich z vhodnych roztoku

antibiotik.

Vzhledem k tomu, Ze vysledek je zndmy za 24 hodin po odebrani materidlu, je tato
metoda vyhodnd v praxi predevsim svoji rychlosti. Umoziuje urcit, zda testovany kmen je,
piipadné neni citlivy na urcitou koncentraci antibiotika, obycejn€ volenou tak, aby citlivost
in vitro udéavala ovlivnitelnost lécbou. Zrychlend metoda s modelovym mikroorganismem
Bacillus stearotermophilus ATCC 12980 se zaklada na skute¢nosti, Ze vhodnymi barevnymi
indikdtory je mozné vidét zmény v zZivném médiu, které jsou dusledkem metabolické aktivity
rostoucich mikroorganismt. LéCebny ucinek lze dosdhnout, nebo zvySit kombinaci
antibiotik. Diftizni metody se vtomto piipadé vyuzivaji na zjiSténi vhodné kombinace
antibiotik. Na zdklad¢€ tvaru inhibicni z6ny je mozné zjistit synergické (v misté vyskytu obou
antibiotik je vétSi primér inhibini zOny v porovnani se samotnymi antibiotikami), resp.
antagonistické (v misté vyskytu obou antibiotik je mensi pramér inhibi¢ni zény v porovnani

se samostatnymi antibiotikami) vztahy mezi antibiotikami.
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Pti dilu¢nich metoddch se inkorporuje testovand slouCenina do kultivaéniho média
kapalného nebo agarizovaného. V piitomnosti riznych koncentraci i¢inné latky v médiu se
sleduje jeji vliv na rast, rozmnozovani, resp. intenzitu vybraného Zivotniho projevu
modelového mikroorganismu. VSeobecné je mozné konstatovat, Ze intenzita rustu je
umérna koncentraci antimikrobidlné aktivni latky v zivném médiu. Vyuzivaji se ruzné
modifikace dilu¢nich metod pres sklickové, platiové, zkumavkové az po ekonomicky
vyhodné mikrodilu¢né metody, uskute¢iiované v malych objemech mikrotitra¢nich desticek.

Ucinnost antimikrobidlné aktivnich latek nejcastéji charakterizujeme pomoci hodnot ICso,

MIC a MMC.

Standardizace podminek testovdni

Nevyhodou takto ziskanych vysledki je Casto nemoZnost piimého srovnani tGéinku
s vysledkami jinych autort. Nejcastéjsi pri¢inou doposud nevyhovujici standardizace a
opakovatelnosti testovani antimikrobidlni aktivity sloucenin je mnozstvi ruznych faktora

ovliviyjicich vysledky in vitro. Tyto faktory miZeme rozdélit do ¢tyfech hlavnich skupin:

metodologické (volba metody, zptisob hodnoceni antimikrobidlni aktivity)

- podminéné testovacim systémem (délka inkubace, teplota inkubace, sloZeni média, pH
média)

- podminéné testovanou latkou (rozpustnost, stabilita)

- podminéné modelovym mikroorganismem (velikost inokula, citlivost mikroorganismu).

V soucasnosti jsou za tcelem zvySeni reprodukovatelnosti zdvazné standardni postupy

testovani mikroorganismu zejména v aplikaéni sféfe.

Nové trendy a strategie pro vyvoj novych antimikrobidlnich sloucenin

V soucasnosti existuji dva hlavni pfistupy pro objevovani ucinnych latek proti
patogenim: zdokonaleni “klasickych” antimikrobidlnich latek nebo hledani novych
antimikrobidlnich latek s novym mechanismem d¢inku.

Tradi¢ni metodou ziskavani novych antibiotik byla syntéza analogi existujicich 1é¢iv a

A%

jejich vyvoj vedouci k zlepSeni terapeutické uc¢innosti pouzitim in vitro a in vivo metod
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detekujicich mikrobistaticky a/nebo mikrobicidni G€inek. Obr. 1 sumarizuje strategii vyvoje

novych antibakteridlnich sloucenin.

Prirodni zdroje
- mikrobidlni metabolity
- rostlinné extrakty

Piiklady novych mist zasahu

- DNA replikace

- bunécné déleni

- permeabilita bunécnych
stén

- proteosyntéza

- reguldtory

—

Kombinatorialni kniZnice
peptidy, oligonukleotidy
organické slouCeniny

Medicinska chemie

Primarni skrining

- zaloZeny na mechanismu

- fizeny mistem zdsahu

Utinnost testovacich
technik

- invitro testy

<_

'

- bunccné testy

Vztah struktura - aktivita
sekundérn{ skrining

.

Testy orientované na misto zasahu

Antibakterialni aktivita
L in vitro, in vivo L

parametri

In vivo:

Klasické metody

In vitro:

- bakteriostaticka aktivita
Mechanismus - baktericidnf aktivita
ucinku

- ucinek fyzikdlnéchemickych

- vztah s jinymi antibiotikami
- mutacni davka

- experimentadlni modely infekci u mysi

Nové metody

Utinek na pomalu rostouci bakterie
pfilnuté na inertni podklad

Utinek subinhibi¢nich koncentraci na
bakterie

- morfologie, struktura
- adhezivita
- faktor virulence

Utinek na interakci fagocyt - bakterie

v

v

p Kandidati antibiotik na vyvoj

Obr. 1. Strategie vyvoje novych antibakteridlnich sloucenin

Projektovdni a vyvoj léciv

Objev nového léciva zahrnuje testovani velkého mnoZstvi ndhodné vybranych sloucenin

v sériich biologickych pokusti. Po objeveni nosné struktury syntetizuji chemici jeji analogy

za ucelem zvyseni uc¢innosti a redukovéni piipadné toxicity. Tento vyzkum je nejen Casove,
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ale i finan¢né€ mimoiadné nakladny. Z tohoto divodu se pii vyzkumu a vyvoji novych léCiv

vev s

zacali intenzivn€ pouZzivat exaktnéj$i metody zaloZené na:

- moZnosti matematického opisu vztahu mezi biologickou veli¢inou, kterou si prejeme
optimalizovat a molekulovymi vlastnostmi vypocitanymi ze struktury latky. Sem pafi

zejména metody QSAR (Quantitative Structure — Activity relationships)
- pozndni struktury mista a¢inku 1é¢iva na atomové drovni.

Tyto poznatky vyuZivaji zejména metody zaloZené na cyklu pldnovaného vyvoje novych
léCiv. Oblast chemickych informacnich vypocétovych systému obsahuje velké mnozstvi

pocitacovych metod pouZzivanych pii vyvoji 1éCiv.

Kvantitativni analyza vztahu struktura — aktivita (QSAR)

Koncepce QSAR analyzy spociva v tom, Ze je urcend zavislost struktury na ucinku. Na
studium kvantitativnich vztahti mezi strukturou a biologickou aktivitou se mohou pouzit
viceré typy dat: tdaje o aktivité (vazbové konstanty substrati nebo receptort), rychlostni
konstanty (napf. asociace, disociace), farmakokinetické parametry, hodnoty biologické

aktivity in vitro a in vivo.

Je znamé, 7ze fyziologickd aktivita 1éCiva je funkci chemické struktury. Dulezitou
metodou opisujici vztah struktura — aktivita je Hanschova metoda, kterd koreluje hodnoty
biologické aktivity s fyzikalnéchemickymi parametrami. Z Hanschovych rovnic se mize téz
pifedpovidat hodnota biologické aktivity. Predpovidaci schopnost se Casto pfijima jako
kritérium QSAR analyzy. Na objasnéni zdvislosti byli vyvinuté i nelinedrni matematické

modely.

QSAR se stal pomuckou pfi optimalizovani biologické aktivity v ramci urCité série

slou¢enin, zejména v oblasti objevovani novych léCiv a agrochemikalii.

Metody molekulového modelovdni

Molekulové modelovdni se zaméfuje na pochopeni interakci mezi ligandem a
receptorem, i na studium biologické aktivity bez znalosti detailni trojrozmérné informace o
receptoru. Vyznamnou ulohu sehrdvaji NMR spektroskopie a krystalografie, poskytujici

trojrozmérné struktury izolovanych proteina (31).



UTB ve Zliné, Fakulta technologickd 29

1.3.2 Vliv ovocnych koncentratu a ovoce na bakterie

V USA védci z Michigenu bylo studovéno pieziti Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes a Salmonella v jablecné, pomerancové, ananasové koncentrované Stave,
v koncentrdtu z bilého hroznu a v bandnové kaSi. S4cky s koncentrdty nebo kaSi byly
naockovany patogeny v mnozstvi vétsim nebo rovno 10(3) CFU/g a uloZeny pfi teploté —23
°C. Preziti patogend bylo sledovano v 6 a 24 hodinovych intervalech. Protoze patogeny
nebyly zjistitelné smérovou tabuli, vzorky byly obohacené univerzdlnim obohacujicim
bujénem po 72 hodin a nakladeny na vybérova media.Vysledky ukézaly, Ze Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes a Salmonella byly schopné se vrétit ve vSech péti

koncentratech uskladnénych pii —23 °C béhem 12 tydnu (32).

Ve Vashingtonu v USA byla zkouména inaktivace Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes a Sallmonella v brusinkovych, citronovych a citrusovych koncentrovanych
stavach. Pii produkci tepelné zpracovanych ovocnych $tdv se pouzivd dost vysokych
teplot, aby doséhly pfinejmensim 5-log zmenseni choroboplodnych bakterii, které se mohou
vyskytovat v syrovych ovocnych $tavach. AvSak doprava a uskladnéni koncentratt pfi
nizkych teplotich pfed kone€nym balenim predstavuje mozné riziko znecisténi. Studie byla
podniknuta ke zhodnoceni mozZnosti pieZiti Escherichia coli OI157:H7, Listeria
monocytogenes a Salmonella v brusinkovych, citronovych a citrusovych koncentratech za
teplot (i vysSich) obvykle pouzivanych pfi dopravé nebo skladovani téchto koncentrati.
Tato studie demonstruje, Ze tyto Stavy maji vnitini antimikrobidlni vlastnosti, které vylouc¢i
uvedené bakteridlni patogeny. Bakteridlni inaktivace byla provedena za vSech podminek:
nejméné S-log inaktivace Salmonelly se projevila pii —23 °C, pfinejmensim 5-log inaktivace
Escherichia coli O157:H7 se projevila pti —11 °C, pfinejmensim 5-log inaktivace Listeria

monocytogenes se projevila pti 0 °C (33).

Na technologické univerzit¢ v Berliné se zabyvali aplikaci ultrasondy, jeZ pfispiva
k tepelnému zpracovani pro uchovéni a udrZeni kvality rychle se kazicich potravin (mléko,
ovocné a zeleninové dzZusy). Escherichia coli K12 DH 5 alpha a Lactobacillus acidophilus
byly pouzity jako testovaci mechanismy. Upravované dzusy byly zkoumané pro ztratu
zpusobenou zZarem nebo ultrasondou zpusobujici snizeni senzorickych a nutri¢nich hodnot

po tupravé a skladovini. Zmény v barvé a zniCeni obsahu kyseliny L-askorbové, byly
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zaznamenavany jako index pro méfeni vlivli zpracovavani. Teplotné a Casové zavisly proces
umrtnosti byl pouZzit jako zdklad pro ohodnoceni bakteriologického procesu. Tepelné
zpracovavani ve stejnych stupnich bakteridlni inaktivace. AvSak celkova energetickd
spotfeba nebyla sniovdna ve srovndni s tradiénim zahiivanim. Udaje vypovidajici o
pozitivnim vlivu na samotny Zivot, se zlepSenimi ve stabilité povrchové barvy a zadrzenim
kyseliny L-askorbové, byly zatazeny mezi parametry hodnotici kvalitu pomerancového

dZusu (34).

V Argentiné byla zkouména efektivnost 200 a 500 ppm chloru a organickych kyselin
(0,5%ni kyselina mlé¢nd a 0,5%ni kyselina citronovd) v mycich roztocich a UV zifeni na
snizovani Escherichia coli O157:H7 a Yersinia enterocolitica na jablkach, kterd byla
kontaminovéana 2 riznymi metodami. Vyznamné snizeni o 4,67 a 4,58 log bylo pozorovano
u jablek naoCkovanych E. coli a Y.enterocolitica a oSettenych 500 ppm chloru s 0,5 %ni
kyselinou mlécnou, toto zmenSeni se velmi blizi 5-log poZadovanym FDA pro desinfekci

jablek (35).

Na floridské univerzité zkoumali pteziti salmonel (skladovanych pfi 0, -5, -10, -15 ¢i —
20 °C) naockovanych v pomerancovych a grapefruitovych koncentratech pii 42, 50 a 64
stupnich Brix po 11 a 50 dnech. Kfivky letality byly nelinedrni a odpovidaly rovnici: Y = a +
bXc. Konecné log zmenSeni vrozsahu 2,3 az 4,8 bylo dosazeno po 50 dnech
v pomerancovych koncentratech a 6,0 az 6,9 po 11 dnech v grapefruitovych koncentratech

(36).

Ve Spanélsku na univerzité v Lleidé byl zhodnocen uginek vysoce impulzivniho
elektrického pole (HIPEF) na pteZiti Saccharomyces cerevisiae v pomeran¢ovych dzusech.
Maximdlni inaktivace 5,1-log (CFU/mililitr) zmenSeni bylo dosazeno po vystaveni S.
cerevisiae HIPEF pii 1 000 miliontin v 35 kV/cm a 200 Hz v bipolarnim reZimu. HIPEF

zpusobilo zni¢eni membrany a ovlivnilo vnitrobunécnou organizaci S. cerevisiae (37).

V USA na univerzité v Marylandu byly zkoumdny bakterie v dZusové matrici pomoci
FT-NIR spektroskopie a analyzy. Pokus se uskutecnil na Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus cereus a Bacillus thuringiensis. FT-NIR spolu
s multivarietnimi technikami mize byt pouzit k rychlému a presnému ohodnoceni mozné

bakteridlni kontaminace kapalin s minimalni manipulaci se vzorky (38).
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V Japonsku se zaméfili na vliv elektronového paprsku, gamma zafeni a teplot 85 az 95
°C na spory Alicyclobacillus acidoterrestris GD3B druh (NCIMB 13137). Dextrinovy
prasek spolu s 10(4) CFU/g A. acidoterrestris byl ptedbéZné ozaren elektronovym
paprskem, citrusovy dZus obsahujici dextrin o koncentraci 10 % (wt/vol) byl celkové
sterilizovan pti 95 °C po 20 min. Kombinace ozéfeni pied zahfdtim byla vhodna ke sniZeni

délky tepelného osetieni poZzadovaného k inaktivaci spor (39).

V USA v Indian€ byl studovén vliv obnovy a ockovacich metod na pocet Escherichia
coli O157:H7 a Listeria monocytogenes na jahodach. Jahody byly naoCkovéany pichnutim
nebo ponofenim 7 az 8 log CFU/jahodu od kazdého patogenu, suseny 2 hodiny, a
skladovéany 1, 3 a 7 dni pfi 4 °C. Naockované vzorky byly namoc¢ené do PBS (pH 7,2) nebo
upraveného PBS (pH 8,4). Oba bakteridlni druhy mohly pfeZit na povrchu, ale jejich
schopnost obnovy se snizila zvySenim skladovaci doby pro obé ocCkovaci metody.
Naockovéni pichnutim vykazovalo niz§i obnovu neZz naockovéani ponofenim. Vypocetnimi
metodami lze urcit schopnost obnovy a pocet E. coli O157:H7 a L. monocytogenes na
jahodach poskozenych otfesy a vzorcich namocenych po dobu 15 minut do 100 ml PBS s
22 ° C (40).
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Stanoveni cilu

Cilem této prace je odhalit ucinek rezidui fungicidii nachézejicich se v ovoci na citlivé
bakterie stfevniho traktu. Reziduem fungicidu je kazda liatka nebo smés latek pfitomna
v kterémkoliv substratu (v potravinach) v dasledku pouZiti fungicidu. Tento pojem zahrnuje
jednak vSechny derivaty puvodniho pesticidu, ale také produkty rozpadu a transformace,

metabolity a reak¢ni produkty, které se povazuji za toxikologicky dilezité.

Mikrobiologickd transformace rezidui pesticidi v pudé probihd kometabolismem a
komenzalismem. Mezi pocCetnymi mikroorganismy, které jsou schopné témito zpusoby
napadnout molekuly pesticidi, jsou urcité prevladajici typy, co se tykda poctu pesticidu:
Arthrobacter, Aspergillus, Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium, Fusarium,

Nocardia, Penicillium, Pseudomonas a Trichoderma (41).

Ve své praci zkoumam tucinek plisni rodu Aspergillus, Mucor a Penicillium na ovoce
postiikané roztokem fungicidu. Aspergillus i Penicillium patii do kmene Mycophyta,
podkmene Eumycophytina (Eumyetes), ttidy Ascomycetes, podtiidy Euascomycetes —
Plectomycetes, tadu Eurotiales a Celedi Eurotiaceae (Aspergillaceae). U Zadné skupiny hub
neni otdzka antibiotik tak zndma a propracovdna jako u této skupiny plisni. Od objeveni
penicilinu, metabolického produktu Penicillium notatum byly objevovéany a zkouSeny stéle

nové a nové latky. I mezi jednotlivymi zdstupci jsou vzajemné konkurencni vztahy.

U nékterych potravin vyvoldvaji nepiifjemnou chut’ a zapach a pfispivaji k jejich zkazeni.
Jinde jsou prave tyto plisné€ piiinou dobré chuti a zvlaStnitho aroma. Tzv. ’zelenou hnilobu”
hlavné na prezralych uskladnénych citronech a pomerancich zpusobuje Penicillium
glaucum. ”Modrozelenou hnilobu” na citronech a jiném ovoci pusobi zejména P. italicum a
P. digitatum. Nékdy tadi hojné ve skladiStich na uskladnéném ovoci, hlavné na hruskéch,

jablkdch a na vinnych hroznech P. expansum; tato hniloba neobycejné rychle pokracuje.
Proti témto plisnim se té€Zko bojuje; nejvice pomahd natirdni plesnivych mist slabSim
roztokem formalinu a fenolu, pokud se jich dd uZzit vzhledem k substrdtu, a novéji se

ukdzalo, Ze velmi dobfe zastavuje kliCeni spor téchto plisni thymol a piibuzné latky
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Mechener a Snell (1949) nalezli u Bacillus subtilis 1atku subtilin, kterd ma fungistatické

ucinky se silnymi antibiotickymi vlastnostmi proti témto plisnim.

Také nékteti zastupci pomocného rodu Aspergillus ni¢i ovoce ve skladistich, hlavné

jablka. Na uloZené cibuli byva nékdy nalezen A. niger.

Plisen Mucor patii do kmene Mycophyta, podkmene Phycomycophytina
(Phycomycetes), ttidy Zygomycetes, tadu Mucorales a Celedi Mucoraceae. Mnozi zastupci,
zejména rod Rhizopus, tiebaZze je pievazné saprofyticky, pusobi za uréitych okolnosti
destrukci rostlin nebo jejich Casti, zejména plodd. V tom sméru je zndma cCinnost R.
nigricans na hlizach batat v podobé krouzkové hniloby, u nas zejména na rtiznych plodech,
tfeSnich a hlavné na zahradnich jahodach, kde puasobi rychlé hniti, zejména pfi pieprave
prezralych vlhkych plodu; zpasobuje roztékani duzniny a je vedle Botrytis cinerea hlavnim

ni¢itelem zralych jahod (42).

2.2 Metodika prace

Ve své préci jsem zvolila tfi metodické ptistupy:

1. Zkoumala jsem antimikrobidlni G¢inky raznych druhii ovoce na citlivé bakterie. Pokus

jsem rozdg¢lila na: a) G€inek extraktu z povrchu ovoce na bakterie,
b) ucinek extraktu z duziny ovoce na bakterie,
¢) Ucinek vylisované §tdvy z ovoce na bakterie.

Pokusy jsem provedla na téchto druzich ovoce: citron, pomeran¢, hrozen, kiwi a
bandn. Pomoci papirovych diskii namocenych v extraktech a ve vylisované $taveé
jsem zkoumala UcCinky ovoce na citlivé bakterie rodu Staphylococcus aureus a

Escherichia coli.

Utinnd latka difunduje ze zdroje difize do agarového media nao&kovaného
modelovym mikroorganismem. Zdrojem difiize je papirovy disk s testovanou latkou,
vélecek, ptip. jamka v agarovém médiu s roztokem testované latky. Antimikrobidlni
aktivita latky se projevi vznikem sterilni (inhibi¢ni) z6ny okolo jejtho centra diftize.

Velikost inhibi¢ni z6ny je ovliviiovana piedevsim difiznimi konstantami latek, jejich
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rozpustnosti v prostfedi, hloubkou agarové vrstvy, velikosti inokula... Na zdkladé
velikosti inhibi¢ni zény je mozné porovnavat citlivost riznych mikroorganismi

k jedné testované latce, ne vSak tc¢innost latek mezi sebou (31).

2. Zaméfila jsem se na ucinek smiSené mykofléry na ruzné druhy ovoce, které byly pied
pokusem postiikdny roztokem fungicidu pfipravenym podle ndvodu na etiketé. Pouzila
jsem tyto druhy ovoce: mandarinka, citron a kiwi. Toto ovoce jsem postiikala roztokem
fungicidu Euparen Multi a nésledné pfipravenym roztokem smési plisni rodi Mucor,
Aspergillus a Penicillium. Cely postup jsem opakovala jesté dvakrat za pouZiti jinych
druht fungicidnich ptipravka: Karathane LC a Dithane M 45.

3. Studovala jsem samotny u¢inek fungicidd na citlivé druhy bakterii a jejich ucinek po
aplikaci na ruzné druhy ovoce. Pouzila jsem stejné druhy fungicidnich pfipravka
(Euparen Multi, Karathane LC a Dithane M 45) a pomoci papirového disku
namoceného do téchto fungicidnich pfipravki jsem sledovala vznik inhibi¢ni zony.
Fungicidnimi pfipravky jsem postiikala citron a hrozen, a opét jsem sledovala vznik
inhibini z6ny. Pokusy jsem provedla na tyto druhy bakterii: Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus a Escherichia coli.

2.3 Experimentalni c¢ast

2.3.1 Antimikrobialni i¢inky riznych druhi ovoce na citlivé bakterie

Vzorek: citron, pomeran¢, hrozen, kiwi a banian

Pokusné kmeny: Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Pomuicky: destilovand voda, Miiller Hilton agar, sklenéné barnky se Sroubovacim uzavérem,
kadinky, hlinikové vicka, autokldv, pfedvazky, 1zicka, horkovzdusny sterilizator,
elektricky vafi€, petriho misky, petriho misky s nakultivovanym pokusnym
kmenem, mackdtko na Cesnek, pipety, o¢kovaci klicky, lihovy kahan, zapalky,
Ziletky, preparacni jehla, pinzeta, kovovy vykrajovac, sterilované papirové disky,

Sablona, popisovaci fixa.
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Postup: Ptipravila jsem si papirova kolecka, kterd jsem dala sterilizovat do horkovzdusného
sterilizdtoru ve sklenéné petriho misce, a agar (na predvazkach odvazila Miiller
Hilton agar do sklenéné bariky s trochou destilované vody, doplnila jsem bariku na
potiebny objem destilovanou vodou, zasroubovala a dala sterilizovat do
autokldvu), vychlazeny agar zhruba na 40 °C jsem rozlila do petriho misek — na
jeden druh ovoce a pro jeden pokusny kmen bakterii 5 petriho misek. Na ztuhlé
agarové pudy jsem rozlila pripraveny roztok bakterii Staphylococcus aureus (do 5
ml sterilntho fyziologického roztoku jsem ockovaci klickou nanesla kolonie
z petriho misky s predpéstovanymi koloniemi bakterii). Takto naoCkované petriho
misky jsem dala suSit do horkovzdusného sterilizatoru pii 37 °C na cca 10 minut.
Odvaézila jsem si 2 prazdné kadinky a 2 prdzdné sklenéné baiky bez viek (pro
jeden druh ovoce a jeden pokusny kmen bakterii), vZdy do jedné kddinky a jedné
sklenéné bariky jsem sterilni Ziletkou odfizla ¢ast povrchu ovoce (pfedtim jsem ho
oZehla nad plamenem), a do druhé kadinky a druhé sklenéné baiiky jsem sterilnim
vykrajovatkem vyfizla ¢ast duzniny (u bandnu jsem vyfiznutou duZinu rozmackala
mackdtkem), pomdhala jsem si pfi tom sterilni preparacni jehlou. Stejnym
zpusobem jsem si pfipravila 2 ¢asti povrchu a jednu ¢ast duziny na Cistou petriho
misku. Na jinou petriho misku jsem si vymackala $tdvu z ovoce — u bandnu opét
mackatkem na Cesnek. Kadinky a bariky jsem opét zvaZzila, rozdil hmotnosti (s
ndplni — prazdnd) jsem ndsobila 5. Kadinky a barky jsem doplnila destilovanou
vodou o vdhovy pomér 1:5 (o ¢islo, které mi vyslo). Barky jsem zaSroubovala
vicky a dala sterilizovat do autokldvu na 10 minut, kddinky jsem pfikryla
hlintkovymi vicky a obsah jsem vafila 10 minut. Po zchladnuti jsem sterilni
pinzetou namocila papirové disky do extraktt a do Cisté §tdvy a pokladla jsem tyto
disky podle Sablony doprostied jsem kladla Cisty disk jako kontrolu, podle jiné
Sablony jsem pokladla na petriho misku s nao¢kovanym pokusnym kmenem casti
povrchu (rub a lic) a ¢ast duziny. Cely postup jsem opakovala pro kazdy druh
ovoce. Tuto celou sérii pokustu jsem zopakovala znova pro vSechny druhy ovoce

na pokusny kmen Escherichia coli.
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Tabulka II. Extrakce tlakem s pokusnym kmenem Staphylococcus aureus

Vzorek |P. Extrakce tlakem v mm
¢. | l.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | pramér
Citron 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 17 20 18 16 19 17 17,8
4 20 16 17 19 15 18 17,5

5 20 20 19 21 22 18 20

6 19 21 20 19 20 21 20
Pomeranc | 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0

5 11 0 0 12 0 10 5,5
6 12 0 14 10 0 0 6

Hrozen 1 7 0 8 0 6 0 3,5

2 6 0 0 7 0 9 3,7
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
Kiwi 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
Banan 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
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Tabulka III. Extrakce varem s pokusnym kmenem Staphylococcus aureus

Vzorek |P. Extrakce varem v mm
¢. | l.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | pramér
Citron 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 19 23 20 22 23 19 21
6 16 20 19 17 20 16 18
Pomeranc | 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 11 10 10 11 12 9 10,5
6 10 12 11 13 9 11 11
Hrozen 1 6 0 8 0 7 0 3,5
2 6 0 8 7 0 6 4,5
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 6 0 7 6 0 0 3,2
6 8 0 7 0 9 0 4
Kiwi 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
Banan 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
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Tabulka I'V. Extrakce tlakem s pokusnym kmenem Escherichia coli

Vzorek |P. Extrakce tlakem v mm
¢. | l.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | pramér
Citron 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 10 8 7 11 9 12 9,5
4 6 10 7 9 10 6 8
5 18 17 16 19 17 18 17,5
6 16 17 15 17 16 19 16,7
Pomeranc | 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 9 0 8 7 0 10 5,7
4 10 0 8 0 6 9 5,5
5 10 8 8 10 7 11 9
6 12 8 9 11 12 8 10
Hrozen 1 7 0 7 9 0 0 3,8
2 7 8 8 7 6 9 7,5
3 0 9 7 8 0 6 5
4 10 10 9 11 12 8 10
5 15 17 13 16 19 14 15,7
6 15 18 17 16 15 18 16,5
Kiwi 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 7 8 8 7 9 6 7,5
4 10 0 8 0 7 9 5,7
5 8 8 7 9 7 9 8
6 8 11 9 10 11 8 9,5
Banan 1 0 8 7 9 0 8 53
2 8 8 9 7 7 9 8
3 8 12 9 10 10 11 10
4 10 10 12 8 10 10 10
5 11 18 13 15 14 14 14,2
6 13 16 15 14 15 14 12,8
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Tabulka V. Extrakce varem s pokusnym kmenem Escherichia coli

Vzorek |P. Extrakce varem v mm
¢. | l.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | pramér
Citron 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 12 12 10 14 11 13 12
4 7 10 9 8 10 7 8,5
5 18 18 16 20 19 17 18
6 20 18 17 21 20 18 19
Pomeranc | 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 8 9 10 7 9 8 8,5
6 10 10 12 8 11 9 10
Hrozen 1 7 8 8 7 7 8 7,5
2 7 8 7 7 8 8 7,5
3 8 11 10 9 11 8 9,5
4 12 10 13 9 10 12 11
5 20 15 16 17 18 19 17,5
6 18 16 15 19 16 18 17
Kiwi 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 12 11 10 0 0 5,5
4 0 9 0 10 0 8 4,5
5 8 8 7 9 8 8 8
6 8 8 8 9 8 7 8
Banan 1 8 0 7 0 9 8 53
2 10 0 9 0 11 8 6,3
3 11 0 10 9 0 0 3.3
4 11 11 10 9 9 10 10
5 11 15 13 12 13 13
6 8 15 10 13 11 11,5
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Tabulka VI. Zkouska povrchu a duziny s pokusnym kmenem Staphylococcus aureus
Vzorek Rub v mm Lic v mm Duzina v mm
lvz.|2.vz. |3vz.| & |1lvz.|2vz. |3vz.| & |1vz.|2.vz. |3.vz.| @&
Citron 0 0 0 0 0 0 0 0 30 | 28 | 33 | 30,3
Pomeranc 0 0 0 0 0 0 0 0 18 19 16 | 17,7
Hrozen 0 0 0 0 0 0 0 0 15 16 18 | 16,3
Kiwi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Banan 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabulka VII. Zkouska povrchu a duziny s pokusnym kmenem Escherichia coli
Vzorek Rub v mm Lic v mm Duzina v mm
lvz.|2.vz. |3.vz.| ¢ |lvz.|2vz. |3vz.| & |1lvz.|2.vz. |3.vz.| @&
Citron 0 0 0 0 0 0 0 0 35 | 34 | 28 |32,3
Pomeranc 0 0 0 0 0 0 0 0 20 | 21 15 | 18,7
Hrozen 25 | 24 18 {223 O 0 0 0 15 17 | 20 (17,3
Kiwi 0 0 0 0 0 0 0 0 22 | 20 16 | 19,3
Banan 25 | 26 | 20 [23,7] O 0 0 0 34 | 34 | 27 |31,7

Vyhodnoceni vysledkt jsem provedla pomoci Wilcoxonova testu pro srovnani hodnot 2

nezavislych vybért na PC. Hladinu vyznamnosti jsem zvolila 5 %.

Tabulka VIII. Srovnani hodnot u extrakce tlakem na Staphylococcus aureus pomoci
Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron duZina + Hw=w Sy =96 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty duziny

citron $t'ava Al < W2 So0s = 120 | statisticky vyznamné mensi neZ hodnoty
Stavy.

Citron $tava + H:w=w Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

pomeran¢ $tdva A > So9s = 180 | §tavy statisticky vyznamné vétsi nez
hodnoty pomeranc. §téavy.

Pozn.: p; se tyka prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem
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Tabulka IX. Srovnani hodnot u extrakce tlakem a varem na Staphylococcus aureus pomoci
Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron $tava + H:w=w Sy =161 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén stat.
citron §t'dva Al > So9s = 180 | vyznamny rozdil mezi vzorky.
Pomeran¢ stava+ |H: =, Sy =124 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén stat.
pomeran¢ $tava Al <o So0s = 120 | vyznamny rozdil mezi vzorky.

Hrozen povrch + H:w=w Sy =147 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén
hrozen povrch Al < W2 So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pozn.: p; se tyka prvniho srovndvaného vzorku (extrakce tlakem), p, souvisi s druhym srovndvanym
vzorkem (extrakce varem)

Tabulka X. Srovnani hodnot u extrakce varem na Staphylococcus aureus pomoci
Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron $tava + H:w=w Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

pomeran¢ $tava Al > So9s = 180 | citrénové §t'avy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty pomeranc. $tavy.

Hrozen povrch+ |H: =, Sy =153 S 95% spolehlivosti nebyl zjiStén stat.

hrozen St'ava Al > So9s = 180 | vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron $tava + H: = Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

hrozen $tdva A > So9s = 180 | citrénové §t'avy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty hroznové $tavy.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sy =221 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

hrozen $tdva A > So9s = 180 | pomeranc. $tavy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty hroznové $tavy.

Pozn.: p; se tyka prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem
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Tabulka XI. Srovnani hodnot u extrakce tlakem na Staphylococcus aureus a Escherichia
coli pomoci Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron $tava + H:w=w Sy =194 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

citron $t'dva Al > So9s = 180 | §tavy zkousené na Staph. aureus
statisticky vyznamné vetsi nez hodnoty
citron. $tavy zkous. na Escherichia coli.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sw =180 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

pomeran¢ $tava Al > So9s = 180 | pomeranc. stavy zkousené na Staph.
aureus stat. vyznamné vetsi nez hodnoty
pom. §t'avy zkous. na Escherichia coli.

Hrozen $tava + H: = Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen $tdva Al < So0s = 120 | §tavy zkousené na Staph. aureus
statisticky vyznamné mensi neZ hodnoty
hrozn. $tavy zkous. na Escherichia coli.

Hrozen povrch + H:w = Sy =126 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen povrch Al < W2 So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pozn.: p, se tyka prvniho srovndvaného vzorku (na Staph. aureus), 1, souvisi s druhym srovndvanym
vzorkem (na Escherichia coli)

Tabulka XII A. Srovnédni hodnot u extrakce tlakem na Escherichia coli pomoci

Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron duZina + H:w=w Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

citron $t'ava Ay < W So0s = 120 | duziny statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty citron. §t'avy.

Pomeran¢ duzina + |H: p; = 1 Sw=109,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

pomeran¢ $tava Ay < W So0s = 120 | pomeran¢. duziny statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty pomerancové $tavy.

Hrozen povrch + H:w = Sw=121,5 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen duZina Ay < W So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Hrozen povrch+ |H: = Sy =78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen St'ava Al < W So0s = 120 | povrchu statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty hroznové §tavy.

Hrozen duZina + H: = Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen St'ava Al < W So0s = 120 | duziny statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty hroznové §tavy.

Kiwi duzina + kiwi |H: @, = W, Sw=117,5 | S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

Stdva Al <o So0s = 120 | kiwové duZiny statisticky vyznamné

mensi neZ hodnoty kiwové §tavy.

Pozn.: p, se tyka prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem
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Tabulka XII B. Srovnani hodnot u extrakce tlakem na Escherichia coli pomoci

Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Banan povrch + H: = Sw=89,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty banan.

banan duzina Ay < W2 So0s = 120 | povrchu statisticky vyznamné mensi nezZ
hodnoty banan. duZiny.

Banan povrch + H:w=w Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty banén.

bandn $tava Al < W2 So0s = 120 | povrchu statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty bandnové $tavy.

Banén duZina + H:w=w Sw=80,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty banan.

bandn $tava Ay < W So0s = 120 | duziny statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty bandnové $tavy.

Citron duZina + H: = Sy =180 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

pomeran¢ duzina Ay > So9s = 180 | duziny statisticky vyznamné vetsi nez
hodnoty pomeran¢. duZiny.

Citron duZina + Hw=w Sy =158 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen duZina Al > W Sogs = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron duZina + Hw=w Sy =178 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

kiwi duZina Al > W Sogs = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron duZina + Hw=w Sw=122,5 |S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

banan duZina Al <o Soos = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pomeran¢ duzina + |H: p; = 1 Sy =130 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen duZina Ay < W So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pomeran¢ duzina + |H: p; = 1 Sy =147 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

kiwi duZina Al < W2 So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pomeran¢ duzina + |H: p; = 1 Sw=97 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

bandn duZina Al < W So0s = 120 | pomeran¢. duziny statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové $tavy.

Hrozen duZina + H:w = Sy =169 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

kiwi duZina Al > W Sogs = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Hrozen duZina + H: = Sw=117,5 | S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

banédn duZina Al < W2 So0s = 120 | hroznové duZiny statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové duZiny.

Kiwi duZina + H: = Sw=92 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

bandn duZina Al < W2 So0s = 120 | kiwové duZiny statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové duZiny.

Citron $tava + H:w=w Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

pomeran¢ $tava Al > So9s = 180 | $tavy statisticky vyznamné vétsi nez

hodnoty pomerancové §tavy.

Pozn.: p; se tyka prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem
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Tabulka XII C. Srovnani hodnot u extrakce tlakem na Escherichia coli pomoci

Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron $tava + Hw=w Sw=174,5 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen $tdva Al > W Sogs = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron $tava + kiwi |H: w; = Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

Stdva Al > So9s = 180 | $tavy statisticky vyznamné vétsi nez
hodnoty kiwové §tavy.

Citron $tava + H:w=w Sw =209 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

banan $tdva Al > So9s = 180 | $tavy statisticky vyznamné vétsi nez
hodnoty bandnové $tavy.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

hrozen $tdva Al < So0s = 120 | pomeranc. $tavy statisticky vyznamné
mensi nezZ hodnoty hroznové §tavy.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sw=167,5 |S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

kiwi Stdva Al > So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sy =81 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

banan $tdva Al < So0s = 120 | pomeranc. $tavy statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové $tavy.

Hrozen $tava + H: = Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

kiwi $tdva Al > So9s = 180 | hroznové stavy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty kiwové $tavy.

Hrozen $tava + H:w=w Sw=188,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

banan $tdva A > So9s = 180 | hroznové stavy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty bandnové $t'avy.

Kiwi §tdva + banan |H: u; = Sw=79 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

Stdva Al <o So0s = 120 | kiwové $tavy statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové $tavy.

Hrozen povrch+ |H: =, Sw=132 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

banan povrch Al <o So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pozn.: p, se tykd prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem
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Tabulka XIII. Srovndni hodnot u extrakce varem na Staphylococcus aureus a Escherichia
coli pomoci Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron §tava + Hw=w Sy =168 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

citron §tdva Al > So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sw=191,5 | S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

pomeran¢ $tava Al > So9s = 180 | pomeranc¢. stavy zkousené na Staph.
aureus stat. vyznamné vetsi nez hodnoty
pom. §t'avy zkous. na Escherichia coli.

Hrozen $tava + H: = Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen $tdva Al < So0s = 120 | §tavy zkousené na Staph. aureus
statisticky vyznamné mensi neZ hodnoty
hrozn. $tavy zkous. na Escherichia coli.

Hrozen povrch+ |H: = Sw=102 | S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen povrch Al < W2 So0s = 120 | povrchu zkouSené na Staph. aureus stat.

vyznamné mensi neZ hodnoty hrozn.
povrchu zkous. na Escherichia coli.

Pozn.: p; se tyka prvniho srovndvaného vzorku (na Staph. aureus), 1, souvisi s druhym srovndvanym
vzorkem (na Escherichia coli)
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Tabulka XIV. Srovnani hodnot u extrakce tlakem a varem na Escherichia coli pomoci

Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron duZina + Hw=w Sw=122,5 |S 95% spolehlivosti nebyl zjiStén

citron duZina Al < So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron $tava + H:w=w Sw=112,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

citron $t'ava Al < So0s = 120 | $tavy extrahované tlakem statisticky
vyznamné€ mensi neZ hodnoty citron.
Stavy extrahované varem.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sy =155 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

pomeranc §tdva Al > So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Hrozen povrch+ |H: = Sw=132 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen povrch Al < So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Hrozen duZina + H:w = Sy=115 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen duZina Ay < W So0s = 120 | duziny extrahované tlakem statisticky
vyznamné mensi neZ hodnoty hrozn.
duZiny extrahované varem.

Hrozen $tava + H: = Sw=124 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen $tdva Ay < W So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Kiwi duzina + kiwi |H: @, = W, Sw=151,5 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

duZina Ay > W So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Kiwi §tava + kiwi  |H: w; = Sy =173 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

Stdva Al > W So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Banén povrch + Hw=w Sw=148,5 |S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

banin povrch Al <o Soos = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Banén duZina + H:w = Sy =168 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

bandn duZina Ay > W So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Banan stava + H:w=w Sy =191 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty banén.

bandn $tava Al > So9s = 180 | §tavy extrahované tlakem statisticky

vyznamné vétsi neZ hodnoty bandn.
Stavy extrahované varem.

Pozn.: p; se tyka prvniho srovndvaného vzorku (extrakce tlakem), p, souvisi s druhym srovndvanym
vzorkem (extrakce varem)
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Tabulka XV A. Srovnani hodnot u extrakce varem na Escherichia coli pomoci

Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Citron duZina + H:w=w Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

citron $t'ava Ay < W2 So0s = 120 | duziny statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty citron. §t'avy.

Citron $tava + H:w=w Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

pomeran¢ $tdva A > So9s = 180 | $tavy statisticky vyznamné vétsi nez
hodnoty pomerancové §tavy.

Hrozen povrch + H:w=w Sy =84 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen duZina Ay < W So0s = 120 | povrchu statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty hroznové duZiny.

Hrozen povrch+ |H: =, Sy =78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen $tdva Ay < W2 So0s = 120 | povrchu statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty hroznové §tavy.

Hrozen duZina + H: = Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

hrozen $tdva Ay < So0s = 120 | duziny statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty hroznové §tavy.

Kiwi duzina + kiwi |H: @ = W, Sy =143 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

Stédva Ay <o So0s = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Banén povrch + Hw=w Sy =123 S 95% spolehlivosti nebyl zjiStén

banan duZina Al <o Soos = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Banan povrch + H:w=w Sw =86 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty banén.

banén $tava Al < W2 So0s = 120 | povrchu statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty bandnové $tavy.

Banén duZina + H:w=w Sw=94,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty banan.

bandn $tava Ay < W So0s = 120 | duziny statisticky vyznamné mensi nez
hodnoty bandnové $tavy.

Citron duZina + Hw=w Sw=150 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

hrozen duZina Al > W Sogs = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron duZina + H:w=w Sw=188,5 |S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

kiwi duZina Ay > So9s = 180 | duziny statisticky vyznamné vetsi nez
hodnoty kiwové duZiny.

Citron duZina + Hw=w Sw=172,5 |S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

bandn duZina Al > So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Hrozen duZina + H:w = Sy =189 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty hrozn.

kiwi duZina Ay > So9s = 180 | duziny statisticky vyznamné vetsi nez
hodnoty kiSové duZiny.

Hrozen duZina + H: = Sw=172,5 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

banan duZina Al > So9s = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pozn.: p, se tyka prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem
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Tabulka XV B. Srovnéani hodnot u extrakce varem na Escherichia coli pomoci

Wilcoxonova testu

Srovnavané Predpoklady |Hodnoty |Vyhodnoceni

vzorky

Kiwi duZina + H:w=1 Sw=132 S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

banan duZina Al <o Soos = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron $tava + Hw=w Sw=172,5 |S 95% spolehlivosti nebyl zjiStén

hrozen $tdva Al > W Sogs = 180 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Citron $tava + kiwi |H: w; = Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

Stdva Ay > So9s = 180 | stavy statisticky vyznamné vétsi nez
hodnoty kiwové §tavy.

Citron $tava + H: = Sy =222 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty citron.

banan $tdva Al > So9s = 180 | §tavy statisticky vyznamné vétsi nez
hodnoty bandnové $tavy.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

hrozen $tdva Al < So0s = 120 | pomeranc. $tavy statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty hroznové §tavy.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sw =190 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

kiwi $tdva Al > So9s = 180 | pomeranc. $tavy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty kiwové $tavy.

Pomeran¢ stava+ |H: =, Sy =95 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

banan $tdva Al < So0s = 120 | pomeranc. $tavy statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové $tavy.

Kiwi $tava + H: = Sw=78 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

hrozen $tdva Al < W So0s = 120 | kiwové $tavy statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty hroznové §tavy.

Hrozen $tava + H:w=w Sw =220 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

banan $tdva Al > So9s = 180 | hroznové stavy statisticky vyznamné
veétsi neZ hodnoty bandnové $t'avy.

Kiwi §tdva + banan |H: u; = Sy =84 S 95% spolehlivosti jsou hodnoty

Stdva Al < So0s = 120 | kiwové $tavy statisticky vyznamné
mensi neZ hodnoty bandnové $tavy.

Hrozen povrch+ |H: = Sw=144 | S 95% spolehlivosti nebyl zjistén

banan povrch Al <o Soos = 120 | statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.

Pozn.: p, se tykd prvniho srovndvaného vzorku, p, souvisi s druhym srovndvanym vzorkem

Na zvolené 5%ni hladin€ vyznamnosti se prokdzalo, Ze nejvétsi antimikrobidlni Gcinky
ma Cerstva §tdva z citronu na oba testované druhy bakterii. U vymackané $§tdvy z ovoce
byly tyto d¢inky jednoznacné vétsi u vSech druhi ovoce na oba druhy bakterii oproti
extraktim z povrchu a duziny. Extrakty z povrchu vykazovaly nejnizs$i antimikrobidln{
ucinnost. U kiwi a bandnu se nepodafily prokdzat antimikrobidlni GCinky na bakterie

Staphylococcus aureus. Vyznamné GCinky se projevily u bandnu a hroznového vina na

bakterie Escherichia coli.
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Obr. 3. Antimikrobidlni G¢inek citronu (rub, lic, duzina) na Staphylococcus aureus

Obr. 4 Antimikrobialni u¢inek citronu (rub, lic, duzina) na Escherichia coli
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2.3.2 Pokus o infekci plodu smiSenou mykoflérou

Vzorek: citron, mandarinka, kiwi
Plisné: Mucor mihei, Aspergillus nigera, Penicillium frizogenum, Penicillium ?

Pomucky: predvazky, Chloramfenicol agar, Minerdlni litky bez BTM, destilovana voda,
1zicka, sklenéné bariky se Sroubovacim uzavérem, autokldv, exikdtor, zkumavky,
drzdk na zkumavky, petriho misky, Erlenmayerovy bariky, vicka z alobalu, lihovy

kahan, o¢kovaci klicky, sirky, popisovaci fixa, niz.
Provedent:

- uCinek suspenze (smés plisni ve fyziologickém roztoku) na pudich -

Chloramfenicol agar, minerdlni laitky bez BTM
- 1ucinek ovoce postiikaného suspenzi a fungicidnim piipravkem na pudach.

Postup: Ptipravila jsem si Chloramfenicol agar a Minerdlni 14tky bez BTM a dala sterilizovat
spolu s fyziologickym roztokem do autokldvu. Po vychlazeni na 40 °C jsem
agarové pudy rozlila do petriho misek. Do Erlenmayerovych banék jsem si podle
navodu pfipravila potfebné mnozstvi jednotlivych fungicidnich pfipravka (Euparen
Multi 35 g/10 I, Karathane LC 2,5 — 5 ml/10 1, a Dithane M45 30 g/10 1) a pfikryla
jsem je vicky z alobalu. Do zkumavky jsem nalila 5 ml fyziologického roztoku a
ockovaci klickou jsem do ni nanesla jednotlivé plisn€. Ovoce jsem rozkrijela na
poloviny, které jsem nejprve postiikala smési plisni ve fyziologickém roztoku, a
poté jednim z fungicidnich pfipravki. Smési plisni jsem postiikala také petriho
misky s agarem. Postup jsem opakovala pro dalsi dva fungicidni pfipravky. Jednu
polovinu ovoce jsem poloZila na petriho misku s Chloramfenicol agarem a druhou
na petriho misku s Minerdlni latky bez BTM. Do exikédtoru jsem kladla vzdy 2
petriho misky s postiikanym ovocem, 2 petriho misky nastiikané pouze suspenzi
plisni a 2 petriho misky pouze s agarem jako kontrolni (prvni ze 2 petriho misek je
s Chloramfenicol agarem a druhd z téchto 2 petriho misek je s Mineralnimi 1dtkami

bez BTM).
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Vysledky:
Tabulka XVI. Uginek smési plisni na agar
Vzorek Utinek suspenze

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek
Chloramfenicol agar + + + + + +
Minerdlni latky bez BTM + + + + + +

Tabulka X VIIL. Uginek smési plisni na ovoce postiikané fungicidnim piipravkem — kultivace
na Chloramfenicol agar

Vzorek Utinek ovoce se suspenzi a fungicidnim p¥ipravkem Euparen Multi
1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek
Citron + + + + + +
Mandarinka + + + + + +
Kiwi + + + + + +

Tabulka X VIII. Uginek smési plisni na ovoce postiikané fungicidnim piipravkem — kultivace
na Minerdlni latky bez BTM

Vzorek Utinek ovoce se suspenzi a fungicidnim p¥ipravkem Euparen Multi
1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek
Citron + + + + + +
Mandarinka + + + + + +
Kiwi + + + + + +

Tabulka XIX. Uginek smési plisni na ovoce postiikané fungicidnim piipravkem — kultivace
na Chloramfenicol agar

Vzorek Utinek ovoce se suspenzi a fungicidnim pFipravkem Karathane LC
1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek
Citron + + + + + +
Mandarinka + + + + + +
Kiwi + + + + + +

Tabulka XX. Uginek smési plisni na ovoce postifkané fungicidnim piipravkem — kultivace
na Minerdlni latky bez BTM

Vzorek Utinek ovoce se suspenzi a fungicidnim pFipravkem Karathane LC
1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | S5.vzorek | 6.vzorek
Citron + + + + + +
Mandarinka + + + + + +
Kiwi + + + + + +
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Tabulka XXI. Uginek smési plisni na ovoce postiikané fungicidnim piipravkem — kultivace
na Chloramfenicol agar

Vzorek Utinek ovoce se suspenzi a fungicidnim pFipravkem Dithane M45
1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek
Citron + + + + + +
Mandarinka + + + + + +
Kiwi + + + + + +

Tabulka XXII. Uginek smési plisni na ovoce postiikané fungicidnim piipravkem — kultivace
na Minerdlni laitky bez BTM

Vzorek Utinek ovoce se suspenzi a fungicidnim pFipravkem Dithane M45
1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek
Citron + + + + + +
Mandarinka + + + + + +
Kiwi + + + + + +

Obr. 5. Exikator — kultivace na Minerdlni latky bez BTM
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Obr. 6. Exikdtor — kultivace na Chloramfenikol agar

2.3.3 Samotny ucinek fungicidua a icinek po jejich aplikaci

Vzorek: citron, hrozen

Pokusné kmeny: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Escherichia coli

Fungicidni ptipravky: Euparen Multi
Karathane L.C
Dithane M 45

Pomucky: predvazky, destilovand voda, Lactobacillus agar, acidofilni mléko, bily jogurt,
Miiller Hilton agar, 1Zicka, sklenéné bariky se Sroubovacim uzavérem, autokldv,
exikator, horkovzdusny sterilizdtor, zkumavky, drzdk na zkumavky, vicka na
zkumavky, petriho misky, Erlenmayerovy bariky, vicka z alobalu, lihovy kahan,
ockovaci klicky, sirky, popisovaci fixa, Ziletky, pinzeta, sterilni papirové disky,

petriho miska s nakultivovanym Escherichia coli.
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Provedent:

- pfimy ucinek fungicidntho pifpravku — papirové kolecko nasdklé fungicidnim

piipravkem
- ucinek ovoce namoceného ve fungicidnim piipravku
- piimy ucinek ovoce bez fungicidniho piipravku

Postup: Provedla jsem kultivaci Lactobacilla — uvatila jsem Lactobacillus agar, vychlazeny
jsem ho rozlila do petriho misek. Na ztuhlé pudy jsem vatovou tycinkou nanesla
acidofilni mléko a jogurt. Kultivaci jsem provedla aerobné a anaerobné (v
exikatorech) pti 38 °C v termostatu. Dvakrét jsem preoCkovdvala a opét obéma

zpusoby kultivovala. Podruhé jsem pieockovavala také na Sikmé agary.

Uvarila jsem si Lactobacillus agar, ktery jsem po vychlazeni cca na 40 °C rozlila
na 15 petriho misek. Po ztuhnuti jsem na né klickou naockovala Lactobaccilus
agar ze Sikmych agart. Pripravila jsem si do Erlenmayerovych banék fungicidni
piipravky dle ndvodu na etiketé, ptrikryla jsem je viCky z alobalu. Vyrobila jsem
papirové disky, které jsem vlozila do sklenéné petriho misky a sterilizovala jsem je

v horkovzdu$ném sterilizatoru.

Do vSech 3 Erlenmayerovych ban€k jsem vloZzila papirovy disk a polozila jsem je
doprostied 3 petriho misek s padou a naockovanym Lactobacillem. Na 3 petriho
misky s pudou a Lactobacillem jsem vlozila kousek hroznového vina. Na
zbyvajicich 9 petriho misek jsem kladla kousky ovoce namocené ve fungicidnich
piipravcich; z toho 3 kousky namocené v Euparen Multi, 3 kousky namocené
v Karathane LC a 3 kousky namocené v Dithane M45. Dala jsem vSe kultivovat

do termostatu na 37 °C.

Vse jsem zopakovala, ale jako vzorek jsem pouzila citron. Potom jsem cely
postup znova zopakovala na pokusny kmen Escherichia coli a pro oba vzorky

(hroznové vino a citron).
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Vysledky:

Tabulka XXIII. Uginek fungicidniho piipravku na pokusny kmen Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Vzorek Utinek fungicidniho p¥ipravku — Euparen Multi v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Papirovy disk 14 15 13 16 15 14 14,5
Hrozen 0 0 0 0 0 0 0
Citron 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka XXIV. Uginek fungicidniho piipravku na pokusny kmen Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus

Vzorek Utinek fungicidniho p¥ipravku — Karathane LC v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Papirovy disk 13 0 13 0 12 14 8,7
Hrozen 0 0 0 0 0 0 0
Citron 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka XXV. Uéinek fungicidniho piipravku na pokusny kmen Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Vzorek Utinek fungicidniho p¥ipravku — Dithane M 45 v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Papirovy disk 38 0 24 0 35 32 21,5
Hrozen 0 0 0 0 0 0 0
Citron 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka XXVI. Uginek samotného ovoce na pokusny kmen Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Vzorek Utinek samotného ovoce v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Hrozen 0 0 0 0 0 0 0
Citron 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka XXVII. Uginek fungicidniho piipravku na pokusny kmen Escherichia coli

Vzorek Utinek fungicidniho p¥ipravku — Euparen Multi v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Papirovy disk 22 20 23 21 24 22 22
Hrozen 24 26 31 27 29 25 27
Citron 14 26 18 16 20 24 19,7
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Tabulka XX VIIIL Uginek fungicidniho piipravku na pokusny kmen Escherichia coli

Vzorek Utinek fungicidniho p¥ipravku — Karathane LC v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Papirovy disk 0 18 0 20 19 0 9,5
Hrozen 0 0 26 18 0 20 10,7
Citron 0 0 0 19 0 0 3,2

Tabulka XXIX. Uginek fungicidniho pfipravku na pokusny kmen Escherichia coli

Vzorek Utinek fungicidniho p¥ipravku — Dithane M 45 v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Papirovy disk 32 28 26 34 37 35 32
Hrozen 31 25 29 27 30 28 28,3
Citron 24 20 26 22 25 24 23,5
Tabulka XXX. Utinek samotného ovoce na pokusny kmen Escherichia coli
Vzorek Utinek samotného ovoce v mm

1.vzorek | 2.vzorek | 3.vzorek | 4.vzorek | 5.vzorek | 6.vzorek | prumér
Hrozen 0 0 0 0 0 0 0
Citron 0 0 0 0 0 0 0

Obr. 7. Utinek hroznu, ktery byl postiikan Dithane M 45 na Lactobacilla
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Obr. 8. Uginek citronu, ktery byl postiikan Dithane M 45 na Escherichia coli

2.4 Diskuse vysledki

Podle Silhdnkové (2002) maji nékteré litky piitomné v prostiedi na mikroorganismy
nepfiznivy vliv, a to v disledku svého specifického chemického sloZeni (nikoliv tim, Ze by
ovliviiovaly pH nebo oxida¢né redukéni potencidl prostredi). Latky s nepfiznivymi
specifickymi G¢inky na mikroorganismy se nazyvaji antimikrobidlni: bud’ pouze zastavuji
rozmnozovani mikroorganisma (tzv. mikrobistatické latky), nebo je usmrcuji (mikrobicidni
latky). Pusobi-li pouze na bakterie, nazyvaji se latky bakteriostatické nebo baktericidni,
ovliviiuji-li kvasinky a plisné, jde o latky fungistatické a fingicidni. Nekteré antimikrobidlni
latky puasobi v niz§ich koncentracich mikrobistaticky a ve vysSich koncentracich
mikrobicidné, kdezto jiné i ve velmi vysokych koncentracich pouze zastavuji rust a jejich
ucinek je vratny. VétSina antimikrobidlnich latek ma ve velmi nizkych koncentracich ucinek

stimula¢ni, nebot” zrychluje rychlost jejich rozmnozovani (43).

Vétsi antimikrobidlni GCinky byly statisticky prokdzany u ovoce s fytoncidy napf. citron,

pomeran¢ oproti kiwi, bandnu, hroznovému vinu; a u syrové vymackané stavy na rozdil od
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extraktu ze S$tdvy a povrchu. Nejmens$i antimikrobidlni ucinky vykazovaly extrakty
z povrchu ovoce. U kiwi a bandnu nebyly prokdzdny Zadné antimikrobidlni uc¢inky na
pokusny kmen bakterii Staphylococcus aureus. Naopak u bandnu a hroznového vina se
projevily vyznamné Gc¢inky na pokusny kmen bakterii Escherichia coli, ptekvapivé byly tyto
ucinky vétsi nez u pomerance. Jednozna¢né nejvétsi antimikrobidlni Gi¢inky na oba testované
kmeny se prokdzaly u Cerstvé §tavy z citronu. Co se tyCe ucinku samotného ovoce tj.
povrchu (rub a lic) a duziny. VEtsi antimikrobidlni a¢inky vykazovala duzina oproti povrchu

ovoce.

Z vysledku plyne, Ze ndam nemusi byt lito, kdyZ se ovoce zbavuje povrchu, protoZe
vétSina antimikrobidlnich 1litek se skryvd pod povrchem ovoce. Déle se potvrdilo
antimikrobidlni ptisobeni citronu, ¢imz se prokazala Gcinnost $tavy z citronu v Cajich na

prubéh uzdravovani pfi riznych chorobach a nachlazenich.

Postiik ovoce smiSenou mykoflérou byl natolik uspé€S$ny, Ze fungicidni pfipravky

neprokdzaly Zadny tGcinek.

Podle Obenbergera a Trojana (1976) maji organické fungicidy vétSinou vyhranény
specificky ucinek a jsou velmi dobfe misitelné jak mezi sebou, tak i s insekticidy. Velkou
vyhodou téchto latek je, Ze ve vétsiné piipadud jsou jen velmi malo jedovaté, a tedy relativné
bezpecné pro Clovéka, hospodérska zvitata, veely i ryby, a Ze v pouzivanych koncentracich

nejsou fytotoxické.

Z chemického hlediska jde o velmi rozmanité organické slouceniny; z praktického

hlediska je lze rozdélit do péti skupin:

dithiokarbamaty,

- thiuramdisulfidy,

- kaptan a piibuzné latky,

- nitrované latky,

- ostatni organické fugicidy.

Dithiokarbamaty jsou zndmy jako fungicidy od tficatych let tohoto stoleti. Vyhodou
téchto organickych sloucenin siry je jejich Siroké spektrum ucinnosti, mald fytotoxicita

bezpecnost pro teplokrevné organismy (s vyjimkou kufat) a neSkodnost pro vcely. VétSinou
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se jich pouziva v postiikovych piipravcich, jen ojedinéle jako poprasku. Uplatfiuji se
v zemed€lstvi ovocnafstvi, vinafstvi, chmelafstvi, zelindfstvi i okrasném zahradnictvi. Tyto
latky udajné téZ prispivaji k péknému vybarveni plodd. Podle chemické struktury je miZeme
rozdélit na dvé velké skupiny, a to na soli kyseliny dimethyldithiokarbamové (sodna sul =
nabam, zineCnatd = ziram, Zelezita = ferbam) a soli kyseliny dithiokarbamové (zineCnata sul
= zineb, manganatd sil = maneb, zine¢nato-manganatd sul = mankozeb). Mankozeb je
v podstaté smés zinebu a manebu (nékdy se povazuje za samostatny komplex). V zahranici
se ho pouziva proti strupovitosti, nepravému padli, rzim na zelenin¢ a okrasnych rostlinach,
perenospoie chmelu, perenospofe révy vinné a fytoftofe brambor. V CR jsou povoleny

piipravky Novozir MN 80 (CHZJD) a americky Dithane M-45 (Rohm & Haas).

Nékteré nitrované latky maji vyrazné fungicidni vlastnosti. Z nitrovanych sloucenin se
pouziva dinokap, ktery byl objeven roku 1934 (Rohm & Haas, USA) a je uc¢innou latkou
piipravku Karathane, ktery je specifickym fungicidem proti padli a soucasné téZ vybornym

akaricidem.

Existuje jesté fada dalSich fungicidnich latek, které se zahrnuji do skupiny ostatni
organické fungicidy. K nim patii i dichlofluanid, ktery byl objeven pied né€kolika lety a je
ucinnou latkou zdpadonémeckého piipravku Euparen (Bayer). Euparen je specificky

ucinny proti padli na razich (44).

Na pokusny kmen Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus pusobil samotny
fungicidni piipravek, ale po postiiku na ovoce svij ucinek ztratil. Efekt samotného
fungicidniho pfipravku se prokdzal vytvofenim sterilni z6ny kolem papirového disku

napusténého fungicidnim ptipravkem.

Pokusny kmen Escherichia coli vykdzal mensi odolnost proti fungicidnim pfipravkim na
rozdil od Lactobacilla delbrueckii subsp. bulgaricus. Na Escherichia coli pusobily nejen
samotné fungicidni pfipravky, ale i ovoce postiikané fungicidnimi pifipravky vytvorenim

vetsi sterilni zony neZ u Lactobacilla delbrueckii subsp. bulgaricus.

Domnivdm se vétsi odolnost pokusného kmene Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus byla zptisobena jejich probiotickou schopnosti.
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ZAVER
Co nebezpecného mohou potraviny obsahovat?

Za prvé chemické latky: priumyslové kontaminanty, jedy produkované plisnémi, jedy, které
se tvofi ptimo v potravinich (naptiklad solanin v bramboréch), pesticidy a veterinarni 1éCiva,
potravinové piisady. Za druhé biologické Ilatky: bakterie, viry a BSE, parazity,
mikroskopické houby.

Ovoce a zelenina jsou bezpecnéjsi?

I tady muzete dostat salmonelu, bylo-li pole hnojeno a ¢lovék potravinu dostate¢né neumyl.
Hodné se mluvi o dusi¢nanech, i kdyZ dodnes neni jasné, jak zdvazny je to problém. Ovoce
je velmi Cisté, ale tfeba Cervend fepa ma az tii gramy dusi¢nant na kilogram, totéz se tyka
rychlenych zelenin. Jenze zelenina obsahuje fadu ochrannych latek, naptiklad vitamin C
pusobici proti dusi¢nanim. Pfesny pomér mezi rizikem a ochranou neumime hodnotit. Na
ovoci muzeme najit plisn€é rodt Aspergillus, Penicillium, Cladporium, Fusarium,
Alternarium, Rhizopus, Mucor, Botritis a Qospora, a bakterie Bacillus stearotermophilus,
Bacillus substilis a Staphylococcus aureus. Na zeleniné mohou vegetovat bakterie rodu
Bacillus, Aerobacter, Erwinia, Flavobacterium, Achromobacter, Cellulomonas,
Chromobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Micrococcus,
Pseudomonas, Mycobacterium, Phytomonas, Sarcina, Staphylococcus, Serratia, Vibrio a

Escherichia (45).
Jak lze riziku predejit?

Nekupovat napiiklad potraviny jen z jednoho ¢i dvou zdroji. Omezite tak nebezpeéi, Ze
kdyZ koupite brambory kontaminované pesticidy, budete je jist cely rok. Zaroven dbejte na
co nejpestiejsi slozeni potravin. Jinak plati deset zlatych pravidel Svétové zdravotnické

omezi riziko vétSiny bakterii, virt a parazitd. Bohuzel s vyjimkou BSE (46).

Pokud se na ovoci ¢i zeleniné uchyti ptiliS§ mnoho plisni, potom ani postiik fungicidnimi

ptipravky nepomuze. Potraviny s plisni bychom neméli nikdy konzumovat ani zkrmovat!

Bakterie rodu Lactobacillus prokazaly vyssi odolnost proti reziduim pesticidi nez

Escherichia coli.
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Byla prokazana vyssi antibakteridlni aktivita syrovych ovocnych §tav oproti extraktim
z povrchu a duziny. Za pokusny kmen jsem zvolila Escherichia coli a Staphylococcus
aureus. Extrakty z povrchu puasobily nejméné na tyto bakterie. Nejvétsi antimikrobidlni
aktivitu vykazovala $tdva z citronu. Domnivam se, Ze to souvisi s obsahem fytoncidi a
vitaminem C v citronech. Stdva z citronu m4 tedy antimikrobidlni Géinky a pomédha 16¢it

nemoci a nachlazeni.

Dnes se ke slovu znovu dostdva pfirodni 1éCitelstvi pomoci bylinek a vitamind. Stejny
druh antibiotik nelze bréat stdle, je zndmo, Ze si na n¢ Clovék ¢asem vytvoii rezistenci. Staci

kratky pohled do historie.

Ve tficatych letech minulého stoleti se objevil prvni G¢inny 1€k - sulfonamidy. V roce
1943 penicilin, hned za nim streptomycin, pak chloramfenikol, tetracyklin, erytromycin... a
muzeme pokracovat dodnes. Odolnost nékterych bakteridlnich kmend vic¢i novému
antibiotiku se zacala objevovat také uz po nékolika letech. V fadé nemocnic vznikly
bakteridlni kmeny, které jsou pfi¢inou obdvanych, Casto smrticich nemocni¢nich nédkaz.
Dédi¢na informace bakterii i vird se mize velmi rychle ménit - mutuje. Jestlize se ndhodné
objevi néjaky pocet prislusniki bakteridlniho kmene, které jsou vici antibiotiku mélo citlivé,
pak se v prostiedi, kde antibiotikum je, dejme tomu v ran€, pomnoZi. Svou informaci - tfeba
necitlivost na penicilin - pfenesou do dalsi generace. Na penicilin citlivi pfislu$nici kmene
zahynou. Odolni se budou mnozit dal. Penicilin zaptsobil jako selekéni neboli vybérovy vliv.
Napfiklad zlaty stafylokok, mikrob zpusobujici obavané hnisavé infekce. V roce 1946 byl
citlivy na penicilin, v roce 1961 jej zacali 1ékari hubit meticilinem, nebot lidé a jejich
penicilin coby spole¢nd evolucni sila za 15 let vyselektovaly odolné kmeny. Historie se
opakovala: V roce 1986 musel nastoupit vankomycin a v dal$im kole, od roku 1999, zyvox.
Nezadouci evoluci bakterii lidé pomdhali nedostateCnou davkou antibiotika, piipadné
dostate¢nou ddvkou, ale uZivanou nedostate¢né dlouhou dobu. CoZ je jedna z hlavnich
pfi¢in vzniku multirezistentnich kmend tuberkuléznich bakterii. Infekce takovym kmenem
miva dmrtnost podobnou, jakd byla v dobé pred objevem pfiinného 1éCeni - kolem 50
procent. Odolné kmeny rdznych druhti bakterii se ze stejnych divodu objevuji na farmach
uzivajicich antibiotika k ochrané zvitat. Byly zjiStény v jejich odpadovych vodach i v mistni
puadé. To samé se tyka jinych Zivych pivodci nemoci, napiiklad malarie, i komaru, kteff ji

prenaSeji. Stejné trapeni maji lidé uZivajici herbicidy a pesticidy v rostlinné vyrobé (47).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADI animal daily intax (piipustnd denni davka)

aj. a jiné

atd. a tak dale

ATP adenosintrifosfat

BCD biokoncentracni faktor

BHA butylhydroxyanisol

BHT butylhydroxytoluol

BSE bovinni transmisivni encefalopatie

BTM bromtimolov4 modf

CFU colony forming units (Zivotaschopné jednotky)
cm centimetr

¢. Cislo

DECP dibromochlorapropan

DDT dichlordifenyltrichlorethan

EDB Etylen olibromo

EHS Evropské hospodaiské spolecenstvi

EPA Environmental Protection Agency (agentura pro

ochranu Zivotniho prostiedi)

ES Evropské spolecenstvi

EU Evropska unie

FAO Organizace OSN pro vyZivu a zeméd¢lstvi

FDA Food and Drug Administration (dfad pro kontrolu

potravin a Ié€iv)

FT-NIR spectroscopy Fourier transform-near infrared (Fourierova

infracervend spektroskopie)



UTB ve Zliné, Fakulta technologickd

68

ha
HCB

HIPEF

ICSO
IRIS
kg

KTJ

kV

LD50

log
mg

MIC

MMC

MRL

napf.
NMR spektroskopie
obr.

OSF

gram
hektar
hexachlorbenzen

high-intensity pulsed electric field (vysoce impulzivni

elektrické pole)

hertz

inciden¢ni davka pro 50 % pokusnych zvitat
integrovany regiondlni informacni systém
kilogram

kolonietvornd jednotka

kilovolt

litr

Letalit Dosis (letdlni davka pro 50 % pokusnych

zvirat)

logaritmus

miligram

minimalni inhibi¢ni koncentrace
minuta

mililitr

maximalni mozna koncentrace

Maximum Residue Levels (horni legdlni koncentrace

rezidua pesticidu)

napiiklad

nukledrn€ molekuldrni spektroskopie
obrazek

oralni cesta
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PAU
PBS
PCB
PCDD

PCDF

POPs

Pozn.

resp.

RfD

Sb.
sp.
Spp-
subsp.
tab.

tj.

t. hm.

tzv.

USA

polycyklické aromatické uhlovodiky
phosphate-buffered saline (roztok fosfore¢nanu)
polychlorované bifenyly

polychlorované dibenzo-p-dioxiny
polychlorované dibenzofurany

zéporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity H;O"

iontt

persistentni organické znecistujici slouceniny
poznamka

miliontina

piipadné

Quantitative Structure-Activity relationships

(kvantitativni analyza vztaht struktura - aktivita)
respektive

referencni ddvka, kterd je definovéana jako denni
expozice , kterd pfi celoZivotni expozici

pravdépodobné nezpusobni poskozeni zdravi
sbirky

species (druh, j. ¢.)

species (druhy, mn. ¢.)

subspecies (poddruh, j. €.)

tabulka

tj.

télesnd hmotnost

tak zvany

United States of America (Spojené staty americké)
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UV zareni

vol

VZ.

wt

°C

%

ultrafialové zafeni
volume (objem)
vzorek

weight (hmotnost)
stuperni Celsia
procento

prumér
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P 26. Antimikrobidlni G¢inek bananu na Escherichia coli (extrakce tlakem)



P 27. Utinek fungicidnich pfipravkd na smés plisni (kontrolka)

P 28. Utinek fungicidnich pfipravkd na smés plisni (mandarinka) — kultivace na
Chloramfenicol agar



P 29. Utinek fungicidnich pfipravkd na smés plisni (citron) — kultivace na Chloramfenicol
agar

P 30. Utinek fungicidnich piipravkia na smés plisni (kiwi) — kultivace na Chloramfenicol
agar



P 31. Utinek fungicidnich piipravka na smés plisni — kultivace na Chloramfenicol agar

P 32. Utinek fungicidnich piipravka na smés plisni (mandarinka) — kultivace na Miner4lni
latky bez BTM



P 33. Utinek fungicidnich pfipravkd na smés plisni (citron) — kultivace na Mineraln{ latky
bez BTM

P 34. Utinek fungicidnich pfipravkd na smés plisni (kiwi) — kultivace na Minerdln{ litky
bez BTM



P 36. Utinek fungicidnich piipravka (KarathaneLC) na Lactobacilla



P 37. Utinek fungicidnich pfipravka (Euparen Multi) na Lactobacilla

P 38. U&inek samotného hroznu na Lactobacilla



P 39. Utinek fungicidnich piipravka (Dithane M 45) nastifkanych na hroznu na
Lactobacilla

P 40. Utinek fungicidnich piipravka (Karathane LC) nastitkanych na hroznu na
Lactobacilla



P 41. Utinek fungicidnich pfipravkd (Euparen Multi) nastiikanych na hroznu na
Lactobacilla

P 42. Utinek samotného citronu na Lactobacilla



P 43. Utinek fungicidnich piipravka (Dithane M 45) nastiikanych na citronu na
Lactobacilla

P 44. Utinek fungicidnich piipravka (Dithane M 45) na Escherichia coli



P 45. Utinek fungicidnich piipravka (Karathane LC) na Escherichia coli

P 46. Utinek fungicidnich piipravkd (Euparen Multi) na Escherichia coli



P 47. U&inek samotného hroznu na Escherichia coli

P 48. Utinek fungicidnich piipravka (Dithane M 45) nastifkanych na hroznu na
Escherichia coli



P 49. Utinek fungicidnich pipravka (Karathane LC) nastitkanych na hroznu na
Escherichia coli

P 50. Utinek fungicidnich pipravkd (Euparen Multi) nastiikanych na hroznu na
Escherichia coli



P 51. U&inek samotného citronu na Escherichia coli

P 52. Utinek fungicidnich piipravka (Dithane M 45) nastiikanych na citronu na
Escherichia coli



P 53. Utinek fungicidnich piipravka (Karathane LC) nastifkanych na citronu na
Escherichia coli

P 54. Utinek fungicidnich piipravka (Euparen Multi) nastitkanych na citronu na
Escherichia coli



