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Vyuziti technologii enkapsulace pro efektivni aplikaci
silic proti skladkovym chorobam ¢esneku

Souhrn

Cesnek sety je oblibenou plodinou, ktera nasla své misto jak v gastronomii, jako kofeni
a soucast riznych pokrmu, tak i diky obsahu mnoha u¢innych latek jako pfirodni 1é¢ivo na
problémy spojené piedevSim s kardiovaskuldrnimi chorobami. | pfesto, Zze i sam cesnek
obsahuje antimikrobidlni latky, je Casto napadan patogennimi mikroorganismy, které zptisobuji
producentim vysoké ztraty. Nejcastéj$§im rodem hub kontaminujicich ¢esnek, je rod Fusarium.
Napada cibule ¢esneku Casto jiz na poli a napadeni neni ihned rozeznatelné zvnéjsku, dokud
nedojde k vétsim ztratam pii skladovani. Pokud se ptiznaky napadeni, jako zmé&klé strouzky,
hnédé skvrny, rust bilého mycelia, zasychani nebo hniloba kofenti, objevi véas, musi se ihned
odstranit. Jelikoz se skladovaci ztraty ¢esneku mohou pohybovat az v fadech desitek procent,
je nutné hledat feSeni ochrany a tim i snizeni ekonomickych dopadtii. Vhodnym feSenim by
mohly byt silice, jejichz obliba v pouziti, jako ochrannych pfirodnich latek, je v poslednich

letech na vzestupu.

Cilem této prace bylo nejprve izolovat patogenni mikroorganismy ze ziskanych cibuli
Cesneku vykazujicich znaky poskozeni, a nasledné vybrané houbové patogeny otestovat na
citlivost vii¢i silicim skoficové kiiry, oregana, tymianu, hiebi¢ku, maty rolni a citronové travy.
Pomoci in vitro testovani byla zjiSt€éna minimalni inhibi¢ni koncentrace vSech Sesti silic, kdy
nejnizsi hodnota 64 mg/l byla zaznamenana u skoficové kiry. Tti nejaktivngjsi silice, skoticové
klry, oregana a tymidnu, byly néasledn¢ enkapsulovany do bentonitu a otestovany piimo na
strouzcich ¢esneku. U vSech tii silic byla prokazana inhibice patogennich mikroorganismi na
povrchu strouzkti po celou dobu testovani v délce jednoho mésice, kdezto u kontrolnich vzorka
zapocal narust patogeni jiz po tydnu od inokulace. Silice oregana a tymianu nedokazaly
zabranit vnitinimu poskozeni, a byly pravdépodobné i jeho pivodcem, u skoficové kury bylo
pozorované poskozeni V mensi mite. Bylo tak prokazéano, ze je mozné potlacit rist houbovych

patogentl na povrchu, ale k zabranéni vnitiniho poskozeni bude nutny dalsi vyzkum.

Klic¢ova slova: Allium sativum L., ¢esnek, enkapsulace, mikroorganismy, silice, skladovani



Use of encapsulation technologies for effective
application of essential oils against storage
microorganisms of garlic

Summary

Garlic is a popular crop that has found its place in gastronomy, as a spice and part of
various dishes, as well as due to the content of many active ingredients, as a natural remedy for
problems associated primarily with cardiovascular disease. Although garlic itself contains
antimicrobials, it‘s often attacked by pathogenic microorganisms that cause high losses to
producers. The most common genus of fungi contaminating garlic is Fusarium. Garlic bulbs
are often attacked in the field and the infestation is‘nt immediately recognizable from the
outside until greater storage losses occur. If signs of infestation, such as soft cloves, brown
spots, white mycelium growth, drying or root rot, appear early, these pieces must be removed
immediately. As storage losses in garlic can be in the tens of percent, it‘s necessary to seek
solutions to protect and thus reduce the economic impact. A suitable solution could be essential

oils, whose popularity in use as natural preservatives, has been on the rise in recent years.

The aim of this work was first to isolate pathogenic microorganisms from the obtained
garlic bulbs showing signs of damage, and then to test selected fungal pathogens for sensitivity
to cinnamon bark, oregano, thyme, cloves, mint and lemongrass. In vitro testing showed the
minimum inhibitory concentration of all six essential oils, with the lowest value of 64 mg / |
recorded in cinnamon bark. The three most active essential oils, cinnamon bark, oregano and
thyme, were then encapsulated in bentonite and tested directly on garlic cloves. All three
essential oils showed inhibition of pathogenic microorganisms on the clove surface throughout
the one-month testing period, whereas in the control samples, pathogen growth began as early
as one week after inoculation. Oregano and thyme essential oils could‘nt prevent internal
damage, and were probably its cause, with less damage being observed with the cinnamon bark.
It has thus been shown that it‘s possible to suppress the growth of fungal pathogens on the

surface, but further research will be needed to prevent internal damage.

Keywords: Allium sativum L., garlic, encapsulation, microorganisms, essential oils, storage
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1 Uvod

Cesnek je nedilnou souéasti gastronomie, predevsim jako kofeni, a jisté se s nim kazdy
b&Zné setkdva ve svém domové. Cesnek ale hraje i vyznamnou roli v pfirodni medicing, diky
obsahu zdravi prospésnych latek, pfedev§im znamych jako sirné slou¢eniny (Keusgen 2002;
Velat & Ovesna 2020). Témito dvéma hlavnimi zpusoby se Cesnek vyuziva jiz po staleti
a vzhledem ke sméfovani dnesniho svéta k Sir§Simu vyuzivani ptirodnich latek, je snaha

znamych vlastnosti cesneku nadéle vyuzivat a rozsifovat moznosti pouziti.

Problém s $ir§im a efektivnim vyuzitim ¢esneku jako potraviny, koteni a 1é€iva, nastava
pii jeho skladovéni. Cesnek, a¢ sam obsahuje antimikrobialni, antifungalni, antioxida¢ni a dalsi
prospésné latky, je sdm o sobé velmi nachylny na zptsob sklizné¢ a nasledné na spravné
skladovéni. I pfes dodrzeni vSech spravnych postupi a podminek, mize dochéazet k Castym
kontaminacim ptedevS§im houbovymi patogeny a ke ztratam v disledku hnilob, které dokézi
znehodnotit az 40 % skladovaného Cesneku pii bézném skladovani pii pokojové teploté (de
Santis et al. 2021). Moznosti jak snizit skladovaci ztraty mize byt vyuziti nizsich teplot, kdy je
ale nutné vybirat odridy Cesneku, které jsou k chladu méné¢ nachylné a jsou i po nékolika

mésicich vhodné k vysazeni ¢i konzumaci bez vétSich zmén (Volk et al. 2004).

Jako vhodné feseni skladovacich ztrat se mohou nabizet ale i silice. Tyto ptirodni latky,
znamé také jako éterické oleje, a jejich stale $irSi vyuziti, je v dneSnim svété velmi aktualnim
tématem a hledaji se cesty, jak maximalizovat jejich potencial Vv potravinatstvi. Silice maji
prokazatelné antimikrobidlni, antifungalni, antioxida¢ni vlastnosti a mohou tak prodlouZit dobu
skladovanych potravin, ¢i udrZet jejich kvalitu a nezdvadnost. U silic je ale nutné fesit jejich
nestalost. Snadno se znehodnoti pii vystaveni vnéjSim podminkam (teplo, svétlo, vzduch),
a proto je tesena jejich ochrana metodami enkapsulace. Existuje nékolik metod, jako sprejoveé
suSeni, emulzifikace, extruze, sprejové mrazeni, ale pro vyuZiti pfi skladovani nebalenych
potravin nebo surovin, jako je cesnek, se jevi vhodnéjsi vyuziti jilovych materiali. Poskytuji

lep$i moznost manipulace a rozdé€leni K potraving, stejné jako méné nakladnou techniku.

Zaclenéni enkapsulovanych silic do potravinaiského fetézce je na vzestupu a je mozné
nalézt vyuziti predevs§im u balenych potravin podléhajicich rychlé zkaze, jako jsou rajcata,
jahody a maso (Campos-Requena et al. 2015; Rajaei et al. 2017; Buendia—Moreno et al. 2020).
Mensi vyuziti je zatim u skladovani vét§iho mnozstvi potravin, jako je ¢esnek ¢i dalsi zelenina,

ktera jesté neni urcena pro konec¢ného spotiebitele.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cile prace

Cilem prace bylo izolovat mikroorganismy a nalézt silice a jejich technologie aplikace,

které by inhibovaly mikroorganismy zhorSujici kvalitu skladovaného ¢esneku.
2.2 Hypotézy

Podati se nalézt silice, které budou aktivni a potlaci rist mikroorganismi a prodlouzi

dobu skladovani ¢esneku.

Podafi se nalézt technologii formulace, ktera bude mit urcité lepsi vlastnosti nez

samotna silice.



3 Literarni reSerse

3.1 Cesnek

3.1.1 Zakladni informace

Cesnek sety (Allium sativum L.), znamy také jako &esnek kuchyiisky, je vSestranna
zelenina z Geledi amarylkovitych. Pochazi z oblasti stiedni Asie a severovychodniho franu.
Ptesné misto ptivodu bylo dlouho nezndmé, jelikoz nebyl ptesné urceny predchiidce dnes jiz
znamého Cesneku. Na zakladé mnoha studii se doslo k zavéru, Ze primitivnim pfedchtidcem byl
patrné plany druh A. sativum var. longicuspis. Zminky o ¢esneku, pochazejici od Sumeru,
Cinanti a Egyptantl, jsou az 6000 let staré. V Ceské republice jsou prvni nalezy doloZeny

Z obdobi Velkomoravské tiSe (Etoh & Simon 2002; Velat & Ovesna 2020).

Cesnek je celosvétové znama zelenina, ktera se péstuje ve viech mirnych oblastech az
po oblasti subtropické. To je mozné diky jeho schopnosti se pfizplisobit riznorodym
klimatickym podminkdm (Velat & Ovesné 2020). Ptes 80 % svétové produkce cesneku pochézi
z Asie kde jsou nejvétsimi producenty Cina, Indie, Jizni Korea. V Evropé je nejvétsim

producentem Spanélsko a v Africe Egypt (“FAOSTAT” 2022; Diriba-Shiferaw 2016).

staleti (Fritsch & Friesen 2002). Jde o jednu z nejstarSich péstovanych zelenin a je druha
nejrozsifenéjsi péstovana zelenina z rodu Allium, vedle cibule (Allium cepa L.)(Diriba-
Shiferaw 2016).

Jedna se o jednodéloznou rostlinu, kterd je tvofena cibuli slozenou z mensSich ¢asti,
strouzkl. Tyto strouzky predstavuji hlavni produkt péstovani Cesneku, ale lidé konzumuji
i Cerstvé listy, pseudostonky a pacibulky (Fritsch & Friesen 2002; Netzel 2020). Cesnek bdhem
svého vyvoje pfisel o schopnost se reprodukovat pomoci semen, tudiz uplatiiuje jen nepohlavni
rozmnozovani, pfi kterém jsou ale zarovenn vyvinuty pohlavni organy (kvét, pestiky), ale
nedochazi ke skutecnému oplozeni. Takovyto druh je nazyvan apomikticky. Tento stav vede
I K mnohym mutacim, a tak ma cesnek jako druh Sirokou skalu rozmanitosti ve své morfologii
i adaptibilité. Morfologicky je ¢esnek délen na dva zakladni typy — pali¢ék a nepalic¢ak. V Ceské
republice je oblibengjsi morfotyp palicak, ktery vytvaii kvétni stvol a kvétenstvi s pacibulkami.
Morfotyp nepali¢ak kvétni stvol nevytvaii a mimo Ceskou republiku se diky jednodussimu
pestovani, lepsim vynostim a vyssi skladovatelnosti, stal oblibenéjSim. Existuji dal$i rozsiteni

téchto typti, jako Cesnek uzkolisty a Sirokolisty a formy ozimé a jarni (Velat & Ovesna 2020).
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Cesnek je oblibeny i jako zdroj 16¢ivych latek. Obsahuje velké mnozstvi biologicky
aktivnich latek. Jednou z nejvice vyznamnych latek je alliin, ktery se nachéazi ve vsech ¢astech
rostliny a jeho obsah mtzZe byt az 1,4 % Cerstvé hmotnosti. Alliin se pfi poskozeni preméni
¢innosti alliinazy na thiosulfinat allicin a ma antibakterialni a antifungalni vlastnosti (Fritsch
& Friesen 2002; Keusgen 2002; Velat & Ovesna 2020). Dalsi uc¢inné latky jsou allicin, diallyl
sulfid, diallyl disulfid, diallyl trisulfid, a S-allyl-cystein (latky obecné znamé také jako sirné
aminokyseliny a jejich derivaty) (Keusgen 2002; Velat & Ovesna 2020). Tyto slozky
dohromady jsou zodpovédné za silné aroma a vyraznou chut’ ¢esneku a maji zdravi prospésné
ucinky (Diriba-Shiferaw 2016). Pisobi zaroven antioxidaéné a mnohé studie prokazuji, Ze
Vv souvislosti s jejich pfijmem muze dojit i K vyznamnému sniZzeni rizika vzniku rtznych
chronickych onemocnéni, napt. kardiovaskuldrnich, rakoviny, obezity, cukrovky a vysokého
krevniho tlaku (Fritsch & Friesen 2002; Netzel 2020). Cesnek navic obsahuje znaéné mnozstvi
minerall jako Ca, P, K a jeho listy jsou zdrojem bilkovin, vitamini A a C (Diriba-Shiferaw
2016).

Diky vSem témto vlastnostem je ¢esnek nedilnou soucasti gastronomie i zemédélské
produkce a je tak vyznamnym piedmétem vyzkumu aplikace jako funkéni potraviny nebo
nutraceutika pro prevenci a lécbu vyse zminénych onemocnéni (Velat & Ovesna 2020; Netzel

2020).
3.1.2 Péstovani Cesneku

Cesnek se vysazuje na podzim nebo na jate, podle odolnosti a typu vybranych odrid.
Vynos produkce a kvalita Cesneku zavisi na agronomickém hospodareni, fyziologickych
a hygienickych vlastnostech sadby pouZivané pii seti a ekonomickych zdrojich (Jimenez-
Vazquez et al. 2014). U ozimych odrid vyrazné ovliviiuje pozdé€jsi kvalitu cesneku vybér
spravné doby sazeni. Celkové vynosy také ovliviuje hustota sadby, ktera ma vliv na spravny
vyvin fotosyntetického aparatu. V CR se nejéast&ji vysazuje v hustotd 200 000 — 300 000
kusti/ha (Jimenez-Vazquez et al. 2014; Velat & Ovesna 2020).

Jelikoz je ¢esnek vysoce hodnotna a vynosna, ale zaroven velmi citliva plodina, je dobré
zajistit k péstovani co nejlepsi piidni podminky. Piida by méla byt drobiva, nejlépe tedy piscita
¢i hlinitopiscita, az velmi jemné hlinitopisCita, S vysokym obsahem organické hmoty, ktera
zajistuje zvySenou retenci vody a zivin. Vzdy ale musi byt zajistény velmi dobry odvod
prebytecné vody (Diriba-Shiferaw 2016). K rustu Cesnek také potiebuje dostatek slunce a celou

Skalu dostupnych Zivin. Idedlni je proto pH pidy 6,8 - 7,2, jelikoz mnoho Zivin je vazéno
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v pudach, které jsou spiSe zasaditéjsi nebo kyselejsi. Piiprava pidy pro péstovani cesneku je

doporucovana idealné po dobu 1- 2 let (Bachmann Janet 2008; Diriba-Shiferaw 2016).

Cesnek se typicky mnoZi prostiednictvim jednotlivych strouzki, a proto je velmi
dualezité, aby tyto sadbové materialy ziistaly zdravé, bez patogent a poskozeni, aby nedochazelo
K pozdéjsimu rozsifeni ptipadnych onemocnéni a patogenti (Mondani et al. 2021a). Dugan et
al. (2019) ve sv¢é studii pozorovali, ze az u 77 % viditelné zdravych cibuli ¢esneku pfi sklizni,
se po 9 - 16 meésicich skladovani vyvinuly pfiznaky napadeni patogeny, coz naznacuje, Ze
| zdanlivé zdravé strouzky pouzivané jako sadba, mohou byt infikovany, nejcastéji rodem
Fusarium. Pro strouzky bez patogenu je péstiteli proto ¢asto pouzivano mofeni rtznymi
ptipravky k tomu uréenymi (Galvez & Palmero 2021). Uéelné je mofeni strouzki tésné pred
vysadbou, ptipadné je 1ze osusit a pfi co nejnizsi teploté skladovat maximalné tyden. Mofeni se
provadi namacenim ihned po rozloupani v takovém mnozstvi jichy v litrech, jako je motené
sadby Vv kilogramech. Fungicidni moteni je vyznamné hlavné proti celosvétové rozsifené
fusariové hnilob¢ ¢esnekovitych, ktera napada cibule, Salotky a pfedevs§im Cesnek (Kocourek

et al. 2014).

Strouzky se sazi nejcastéji do hloubky v rozmezi 6 - 15 cm. Vlastni hloubku sazeni si
urci pestitel individualné podle ptdnich a klimatickych podminek, vlastniho agrotechnického
postupu ¢i vybavenosti technikou. Nejbéznéji je vhodna hloubka 8-10 cm, kdy mame veskerou
sadbu zakrytou dostate¢nou vrstvou zeminy a tim zajisténu izolaci pted vymrznutim pfi
obvyklém prabéhu zimy (Velat & Ovesna 2020). Cesnek se také miZe vysazovat do
vyvySenych hriibkti, podobné jako brambory nebo jina zelenina, pro lepsi okopavani, dobrou
drenaz pudy a sniZeni zhutnéni pudy (Bachmann Janet 2008).

U jarni vysadby je vhodna mél¢i sadba, kterd zajisti rychlejsi pocatecni rast, zem se
diive prohieje a vegetaéni vrchol je na svétle také difve (Velat & Ovesna 2020). Castéjsi je
ovsem sadba na podzim, kdy rostliny vyrazné zakofenuji jest¢ pied zmrznutim ptudy. Na jare
pak rostlina svou energii sméfuje do raseni, rustu listd, a nakonec rozvoje cibule. Sadba nesmi
vSak probéhnout pfili§ pozd¢, jelikoz Cesnekové strouzky nestihnou dostatecné zakoftenit, a to
nakonec vede k mensimu vzristu ¢esnekovych cibuli v nasledujicim roce. Rust cibule cesneku
je zavisly na prodluzovani dnti, a proto na podzim zasazeny Cesnek zacina na jafe rapidné rist
pii otepleni. V severngjSich oblastech vétSina péstitelll sdzi ¢esnek v fijnu, pred prvnimi mrazy.

To da rostliné dostatek ¢asu pro rozvoj kofent, ale nedojde k rustu listd (Bachmann Janet 2008).
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3.1.3 Vyznam ¢esneku

Cesneku je pripisovan Siroky rozsah biologickych funkci a vlastnosti, véetné
systému, kardiovaskularni ochrany, protirakovinné aktivity, hepatoprotektivni aktivity,
ochrany traviciho systému, antidiabetické aktivity, aktivity proti obezité a také neuro a renalni

ochrany (Imaizumi et al. 2022).

Pouziti ¢esneku bylo dobie zdokumentovano jiz Egyptany, Reky a Rimany. Egyptsky
papyrus Ebers zminoval 22 1€kt obsahujicich Cesnek, které se aplikovaly proti srde¢nim
problémiim, bolestem hlavy, kousnutim, ¢erviim a nadorim, nebo jako prevence nemoci, ¢i
1é¢ba zranéni. V lidové mediciné se Cesnek pouziva také jako Iék pro prevenci mrtvice
a aterosklerdze. Kardiovaskularni uc¢inky ¢esneku patii mezi nejlépe prozkoumané z 1é€ivych
rostlin. Pro ziskani téchto terapeutickych Uc¢inka je doporuceny denni piijem 2,5 g az 4 g

cesneku (Keusgen 2002).

Bylo provedeno i nékolik klinickych studii zabyvajicich se ucinky ¢esneku hlavné na
kardiovaskularni onemocnéni nebo onemocnéni s vySSim rizikem kardiovaskularnich
problému. Ve studiich Ashraf R. etal. (2011) a Sobenin I.A. et al. (2008) byl prokazan pozitivni
ucinek cesnekového doplnku podavanym spoleéné se standartni antidiabetickou lé¢bou na
hladinu cukru v Krvi u pacient s diabetem typu Il.. Pfiznivy efekt ¢esnekového dopliku
(nejcastéji vyzralého esnekového extraktu) byl prokazan na snizeni zvySeného krevniho tlaku,
jak zjistili ve studiich Sobenin I.A. et al. (2009), Ried K. et al. (2010, 2013) a Ashraf R. et al.
(2013). Cesnekovy extrakt také pomaha pacientim s aterosklerézou sniZovat riziko
kardiovaskularnich ptihod diky vlivu na lepsi mikrovaskularni prutok krve a cévni elasticitu

(WIlosinska M. et al. 2019; Lindstedt S. et al. 2021).

Na zékladé¢ dostupné literatury a tradi¢niho vyuziti, 1ze Cesnek a jeho bioaktivni
slouceniny povazovat za perspektivni ingredience pro funkéni potraviny, ale 1 jako vyznamnou
potravinu ve zdravé dieté (Netzel 2020). Mnohé studie se snazi najit vyuziti extrakt z ¢esneku

jako moderniho 1é¢iva, ale je nutny dalsi vyzkum.
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3.1.4 Péstovani éesneku v CR

Péstovanim a Slechténim Cesneku se zabyvaji Slechtitelské, zelinarské a semenarské
pracovisté. Pro ziskani odolnéjsich druht jsou zkoumany riizné genotypy a charakterizace je
velmi vyznamna. Cesneky vyuzivané v pasmu, ve kterém je i Ceskd republika, tedy
dlouhodenni typy, vyzaduji kratkou noc v 1été. Pro Slechténi téchto odrid funguje Banka

genetickych zdroji VURV v.v.i. na pracovisti v Olomouci (Velat & Ovesna 2020).

Pé&stovani Eesneku se v Ceské republice stale rozsituje. V roce byla osevni plocha 129
hektart, kdyzto podle zpravy Ministerstva zeméd¢€lstvi to bylo v roce 2020 jiz 536 ha. Velikost
osevnich ploch ale kazdoro¢né ovliviluje pocasi, a proto mohou mezirocné kolisat. Sklizen se
v letech 2018 — 2020 pohybovala v rozmezi 2 300 — 2 600 t. Hektarovy vynos ¢inil primérné
4,5 t/ha. Pozdéjsi nastup jara a vysoka vlhkost zapticini zpozdény rist a drobné rostlinky jsou
nachylngjsi na napadeni houbovymi chorobami. Cibulky ¢esneku také méné narostou a vynosy
jsou niz§i (Némcova Veronika & Buchtova Irena 2021). Podle zpravy Ministerstva zeméd¢€lstvi
(2019) je primérna spotieba cesneku 0,8 kg/obyvatele/rok (2017) a tato hodnota zlstava
Vv poslednich letech dle zprav do roku 2020 téméf neménna, oproti rostoucim ¢islim u dalsi

cibulové zeleniny (Némcova Veronika & Buchtova Irena 2021)

Do Ceské republiky je Gerstvy ¢esnek také dovazen, ale jeho dovoz ze zemi EU, tedy
hlavné nejvétsiho producenta Ciny podléha licenéni povinnosti. V letech 2018 a 2019 byly
vydany 2, respektive 4 licence na dovoz 66 389 kg, respektive 190 239 kg Cerstvého Cesneku
z Ciny. V roce 2020 byly vydany 3 licence pro dovoz &erstvého &esneku. Ze zemi EU je
nejvétsim dovozcem Spanélsko a dovoz Eerstvého esneku se pohybuje v fadech tisicti tun.
Oproti tomu vyvoz &erstvého Gesneku z CR se v roce 2020 pohyboval jen kolem 450 t. Nakupni
ceny &erstvého esneku pro zpracovani v CR byly v roce 2019 v rozmezi 49,08 az 60,03 K¢&/kg
bez DPH.(Némcova Veronika & Buchtova Irena 2021).

3.1.5 Sklizen a skladovani

Sklizen a skladovani jsou rozhodujicimi faktory ovliviiujici kvalitu cesneku, tykajici se
jeho chuti i obsahu zdravi prosp&snych latek (Velat & Ovesna 2020). Cerstvy ¢esnek obsahuje
kolem 65 % vody, a proto je nadchylny na Spatn¢ provedenou sklizeni ¢i nespravné skladovani
(Keusgen 2002). Opatrna a spravna manipulace je zakladem pro uchovani kvalitativnich znak,
jako je obsah susiny, stiplavost, celkovy obsah rozpustnych pevnych latek, cukry, barva slupky

a celistvost. Musi se dbat na v€asné zavlazovani a vhodné zafazené hnojeni a nasledné po
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sklizni na spravné parametry suseni a skladovani. Mezi tyto parametry patii dostate¢na
ventilace, teplota, relativni vlhkost, zvoleny obalovy material, pokud je pouzivan a v neposledni

fad¢ manipulace (Velat & Ovesna 2020).

Pouzivané fungicidy a dal$i biologicka ochrana miize snizit infekce houbovymi
patogeny, ale bezpec¢nostni periody spolecné s dlouhym poskliziiovymi obdobimi, snizuji jejich
ucinnost (Galvez & Palmero 2021). Jako jedna z jinych moznosti proti poskliziiové hnilob¢ se

dle studie de Santis et al. (2021) jevi Gprava plynnym ozonem pii poskliziiovém skladovani.

V suSarnach Cesneku nebo ve skladech, kde se Cesnek piebira, vcasné odhaleni
napadenych kust houbami je nezbytné pro odstranéni ptivodce onemocnéni z potravniho
fetézce. Napadeni houbami neni obvykle viditelné, a proto neni zjisténo pii prvnim
manipulaénim kroku. Poskliziové choroby postupuji béhem piepravy a skladovani a jsou
hlavnim dtivodem, pro¢ mize byt ¢esnek pii mezinarodni preprave pii kontrole odmitan. Je tak
nutné zavadét ucinné kontrolni strategie, kdy jsou ptiznaky predev§im houbového napadeni

vc¢as odhaleny (Galvez & Palmero 2021).

3.1.5.1 Sklizen

Sklizen ¢esneku se provadi dvojim zpiisobem, na zeleno nebo po ususeni. Prvni zptisob
je méng¢ Casty a zacina jiz v kvétnu, kdy nejsou strouzky ¢esneku jesté pln€ vyvinuté. Na tento
zpusob se hodi rané odridy S vyraznym pocatecnim narustem, pochazejici predevsim z Francie.
Tyto odriidy jsou ale nachylnéj$i na vymrznuti a je potieba je chranit. Pokud je ale vse
dodrZeno, jsou jiz v kvétnu ptipraveny ke sklizni. Musi se ale dbat na Setrné zachazeni, jelikoz
jsou takto sklizené ¢esneky nachylné na mechanické poskozeni.

Naopak druhy zptsob, kdy probiha sklizen ¢esneku v plné zralosti je ast&jsi. Sklizené
Cesneky se v pripadé dobrého pocasi mohou nechat na poli doschnout nebo jsou ve vétsing
pfipadech svazany do svazki a zavéSeny Vv dobte vétratelnych prostorach. SuSeni probiha po
dobu 4-6 tydnii, nasledné je nat’ Cesnekli zkracena a cibule se ocisti do prodejni kvality. Sklizen
muze byt provadéna strojové, vyssi vykonnost je ale vykoupena vy$§imi ztratami neZ pii rucni

manipulaci (Velat & Ovesna 2020).

3.1.5.2 Skladovani

Velké mnozstvi svétové produkce Cesneku je skladovano kvili celoroénim dodavkam
spotiebitelim. Obvykle se Cesnek skladuje pii pokojové teploté 20 - 30°C pokud je na trh

uveden béhem kratké doby. Pti nutnosti delsiho skladovani je ulozen pii nizSich teplotach
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0 - 1°C a relativni vlhkosti 60-70 %. Naklady na skladovani v chladu jsou ale vysoké a hledaji
se vhodné kombinace modernich a tradi¢nich postupt (Valdez et al. 2009). Doba a teplota
skladovani maji také vliv na zmény chuti, Stiplavosti a kvality. Tyto zmény zavisi také na
odradé. Pro spravné skladovani by mél byt ¢esnek dostatecné vyzraly, bez chorob a vysuseny.
Klimatické podminky skladovaciho prostoru vyrazné ovliviiuji dobu a kvalitu skladovani
a trvanlivosti. Dostate¢na ventilace a nizka vlhkost jsou zakladnimi parametry. Dychani
Cesneku je oproti jinym druhlim zeleniny pomérné nizké, ale zvySuje se exponencidlné
s teplotou. Relativni vlhkost ma velky vliv na skladovatelnost a miize mit vétsi vliv nez teplota.
Relativni vlhkost pti skladovani ¢esneku by méla byt 50 - 60 %. Pii této vlhkosti a teploté 0-

5°C mize byt doba skladovani v zavislosti na kultivaru 6 az 9 mésica (Diriba-Shiferaw 2016).

Po ususeni je cesnek béhem skladovani vystaven nejvétsimu riziku poskozeni, at

chorobami tak skudci. Vhodnym skladovanim mazeme ¢esnek ochranit (Velat & Ovesna 2020).

3.1.5.3 Problémy pfi skladovani

Tradicni zptsoby skladovani Cesneku ne vzdy zarucuji vysoce kvalitni produkty.
Celkové ztraty béhem skladovani cesneku za pokojovych podminek se pohybuji od 25 do 40 %,

s nasledkem zvyseni ceny a snizeni mistni dostupnosti (de Santis et al. 2021).

Ztraty jsou spojeny predev§im s fyziologickymi poruchami a patogennimi
mikroorganismy. Mezi nejvyznamné&j$i patogeny patii houby, zahrnujici nejcastéji rody
Aspergillus niger, A. ochraceus, Botrytis alli, Fusarium oxysporum, F. proliferatum, Penicillium
purpurogenum, Rhizopus stolonifer a Stemphylium botryosum (Valdez et al. 2009). Jednou
Z hlavnich pficin ztrat cesneku béhem skladovani je poskliziiova hniloba. Jeji incidence pfimo
souvisi s pfitomnosti patogenil na sklizeném cesneku a je zna¢né ovlivnéna poskliziiovymi
manipula¢nimi procesy, véetné suseni, skladovani, pfepravy a prodeje. Mnoho patogent vSak
iniciuje svou infekci béhem vyvoje rostlin uz na poli a nemoc pak postupuje béhem
poskliziiového obdobi. Néekteré mikroorganismy mohou zistat nefinné a pak se aktivuji
vV obdobi po sklizni, coz zplsobuje ztraty ekonomického vyznamu pii skladovani. Mohou

pusobit také jako inokulum k infekci strouzkti uréenych k seti (Galvez & Palmero 2021).

Pti skladovani Cesneku pi1 nizSich teplotdich mize dochéazet k neZadoucim zménam

Vv chuti a Stiplavosti, schopnosti rstu kotinkt a kiehkosti duzniny (Diriba-Shiferaw 2016).

16



3.1.5.4 Patogenni houbové mikroorganismy

Ackoliv mé cesnek skvélé antimikrobidlni vlastnosti, paradoxné je Casto napadan
nékolika houbovymi chorobami (rez, bila hniloba, fusariova hniloba a dalsi). Nejcastéji je
Vv posledni dob¢ hldSena a popisovéana praveé fusariova hniloba ¢esneku. Toto onemocnéni se
projevuje pii skladovani, kdy se uvnitf propadlych cibuli objevuje hnédé zbarveni na strouzcich
arozviji se bila nebo rizova mycelia. Takto napadené cibule ¢esneku jiz nemohou byt prodany

a dochazi k vyznamnym ztratdm (Chrétien et al. 2021).

Nejdulezitéjsi houbové patogeny, o kterych je znamo, ze zpusobuji hnilobu ¢esneku,
jsou Sclerotium cepivorum, Penicillium spp. a Fusarium spp., které zptsobuji bilou hnilobu,
zelenou hnilobu a suchou hnilobu. Dalsi houbova onemocnéni mohou byt zpisobena rody
Embelllisia allii, Botrytis porri a Aspergillus niger, které vedou k povrchovym skvrnam a ¢erné
houbové chorobé na ¢esneku. Navic je o mnoha z téchto hub znamo, ze produkuji fadu toxint,
véetné fumonisind, moniliformint, beauvericinu, fusaproliferini a kyseliny fusarové. Vétsina
mykotoxinil je chemicky stabilni a pfezivaji bézné zpracovani potravin. Piedstavuji proto velké
riziko pro zdravi lidi a hospodaftskych zvitat (Galvez & Palmero 2021).

w v

Fusariova hniloba ¢esnekovitych je celosvétove rozsifenou chorobou prevazné cesneku
kuchyiniského, ale i cibule kuchynské, cibule Salotky a dalSich druht. Je zptisobovana houbou
Fusarium oxysporum f. sp. cepae, ktera je nejcastéjsim diivodem uhynu jiz mladych semenacku.
Napada nejprve kofeny a muze se roz$ifit az na celou rostlinu. Zasychani listd a zpomaleni ristu
mize byt zaménéno s abiotickou poruchou. Pfi kontaminaci az v posledni fazi vegetace nedojde
K uplnému rozvoji a hniloba se projevi az pti skladovani. Zdrojem infekce tak miize byt nejen puida,
ale i infikovana sadba. Proto se musi dbat na jeji zdravi a ptipadné pouzit patiicné oSetfeni motidly

pted vysadbou (Kocourek et al. 2014).

Bila hniloba c¢esnekovitych je druhym castym onemocnénim napadajicim cesnek
kuchyiisky. Na vSech podzemnich ¢astech se vytvari mnoho malych sklerocii, jejichz ptivodcem je
houba Sclerotium cepivorum. Problémem jsou pudy zamotené sklerocii, ktera v ni pietrvavaji.
Proto se nedoporucuje péstovat Cesnek vzdy na stejném stanovisti. Pfi vyskytu neni mozné pozemek
pouzit i 10 let. Na tuto houbu neexistuje u¢inna ochrana, ale testuji se antagonistické efekty jinych
mikroorganismii nebo biologicka ochrana v podobé silic (Kocourek et al. 2014; Velat & Ovesna
2020).
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3.2 Silice

Silice, (n€kdy oznac¢ované jako esencialni oleje) jsou nestalé latky ziskané z rostlinnych
materiald (kvéty, semena, plody, listy, vétvicky, stonky ¢i kofeny) pomoci fermentace,
extrakce, suché destilace a nejéastéji komeréné vyuzivané destilace parou (Burt 2004; Schmidt
2015; Cabalova et al. 2019).

Silice se staly béhem staleti nedilnou soucasti kazdodenniho zivota. PouZzivaji se jako
potravinové ptisady, doplitkové latky zlepSujici vlastnosti produktd, jako prisady v tabdkovém
primyslu ¢i pfi michani kosmetiky a parfémil. Kromé toho se pouZivaji v osvéZovacich
a deodorizatorech vzduchu, a v nékterych oborech zabyvajicich se lidskym zdravim, jako je
farmacie, lazenstvi, masaze a homeopatie. Specializované¢jsi oblasti je oblast aromaterapie
a aromachologie. V poslednich letech vedlo pouZzivani silic jako dilezitych biocidi a repelentt
proti hmyzu k podrobnéjsimu studiu jejich antimikrobialniho potencialu (Baser & Buchbauer

2015) a tak k rozsiteni jejich pouziti i v jinych oblastech.

Studium a vyuziti téchto latek saha az do 16. stoleti, ale aromatické rostliny se vyuzivaly
v dobach davno pied pouzivanim samotnych silic, protoze byly rozpoznény jejich ptiznivé
u¢inky na zdravi (Baser & Buchbauer 2015) a dnes se t€8i piirodni latky opét vétsi a veétsi
oblibé, a to z dlivodu nadbyte¢ného pouzivani syntetickych latek, které je snaha nahradit prave
témito prirodnimi (Burt 2004). Syntetické latky byly vyrobci dlouho pouzivany, ale postupem
¢asu bylo prokazano, ze konzumace nékterych z nich muze vést k intoxikacim, rakoviné
a mnohym dalS$im onemocnénim. Proto se vice zac¢inaji pouZzivat pravé extrakty z rostlin, které

maji schopnost zastavit rist patogennich mikroorganismt (Bhavaniramya et al. 2019).

Silice nejsou jednoduché smési a Casto se sklddaji z mnoha sloucenin. Mezi hlavni
slozky jsou fazeny terpeny a terpenové derivaty (mono-, di-, seskviterpeny), fenolpropeny
(Schmidt 2015), kyseliny, uhlovodiky (limonen), derivaty alkoholti (mentol), aldehydi (citral),
ketonti (karvon) a dalsi (Smith et al. 2005; Cabalova et al. 2019). Tyto slozky jsou nalézany
Vv riznych €astich rostlin a ve specidlnich buiikach, jako jsou zlaznaté trichomy, olejové Zlazy,
lyzogenni dutiny nebo schizogenni kanalky. Produkce téchto specifickych latek se rizni druh
od druhu a stejnou latku mizou produkovat blizké, ale i vice vzdalené druhy. Napiiklad
monoterpeny jsou typické pro rod Mentha, ale mentol je charakteristicky jen pro Mentha
piperita a Mentha arvensis a je mozné ho tak nalézt v pomérné blizkych druzich. Ale na druhou

stranu napiiklad fenylpropenoid eugenol, typicky pro hiebi¢ek (Syzygium aromaticum), lze také
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nalézt ve velkém mnozstvi vzdalenych druhl jako je pro ptiklad skotice (Cinnamomum
zeylanicum, Lauraceae) nebo bazalka (Ocimum basilicum, Lamiaceae). Poslednim
specifickym piikladem je eukalyptol (1,8 - cineol), ktery byl pojmenovan po svém vyskytu
v Eukalyptus sp. (Myrtaceae), ktery mutze byt soucasti silic vaviinu (Laurus nobilis,
Lauraceae), japonského pepie (Zanthoxylum piperitum, Rutaceae), salvéje (Salvia officinalis,
S. fruticosa, S. lavandulifolia), rozmarynu (Rosmarinus officinalis) a maty (Mentha sp.) (Baser
& Buchbauer 2015).

V dnesni dobé zname na 3000 silic a z toho asi 300 silic nebo jejich chemickych slozek
nachazi své vyuziti v komerénim prumyslu. V Evropské unii jde piedev$im o potravinaisky,
farmaceuticky, parfumaisky a kosmeticky primysl (Bhavaniramya, S. 2019). Zvyseny zajem
o silice se projevil nejen proto, Ze jde o pfirodni latky, ale také je prokazano, ze maji uréité
antimikrobialni G¢inky. Pokud jsou spravné aplikovany, daji se tak vyuzit pro konzervaci
potravin a skladovanych produktt. Vedle antimikrobialnich u¢inki maji také antioxidacni,
antimykotické, antiparazitické nebo insekticidni U¢inky. Tyto vlastnosti maji pravdépodobné
podle toho, jaka byla funkce téchto latek v rostling, ze které pochazi (ochranné latky proti
hmyzu a bylozraveim nebo naopak lakani hmyzu k rostlin€) (Burt 2004; Baser & Buchbauer
2015; Schmidt 2015).

Kuvalita silice zavisi nejen na skladovani a spravném pouziti, ale také na konkrétni
rostling, ze které pochéazi a na mist€ kde se péstuje. Dulezity je spravny druh, ktery je pouZit
k ziskani silic, protoze kazda rostlina se lisi obsahem Gc¢innych latek v silicich. Neméné nutné
je 1 spravné obdobi sklizné¢ a Setrny odbér silice. Podle vyzkumt je nejvysSi obsah silic

s antimikrobialnimi G¢inky v rostlinach pfi sklizni pii nebo tésné po kvétu (Burt 2004).

Silice jsou t€kavé latky, a proto se musi skladovat v dobfe uzavienych nadobéch, aby se
rychle nevyparovaly, ale i pfi aplikaci je nutné dbat na to, aby se neznehodnotily. K tomu se
nejcastéji pouzivaji procesy enkapsulace a nanoenkapsluace (Zanetti et al. 2018). Tyto procesy
jsou dulezité, aby tékavé silice neunikly difive, nez je Zddouci a uvoliiovaly se nejlépe postupné
a rovnomérné¢ (Burt 2004). Enkapsulované silice se daji pouzit pii skladovani nejen
jednotlivych slozek potravin ve velkych skladech, ale i hotovych vyrobkl. Nejcastéji je snaha
je vyuzivat u rychle se kazicich potravin jako je ovoce, zelenina, ale i maso a obili, kde je
nejvetsi problém praveé s mikroby a houbami a dochazi k velkym ztratam jiz pii skladovani,

kterym je snaha pfedchazet pravé enkapsulovanymi rostlinnymi silicemi (Burt 2004).
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Dobrym piikladem je také vyuziti pfi skladovani masa. Tuky podléhaji rychlé oxidaci,
maso muze brzy zacit zapachat, je napadano bakteriemi a nezistava tak dlouho Cerstvé
a nasledn¢ mize byt az nebezpetné pro konzumaci z divodu pfemnozeni bakterii nebo hub.
Proto se zaCina vice vyuzivat enkapsulovanych silic z rostlin s antimikrobidlnimi

a antioxidativnimi ucinky (Gomez et al. 2018; Kumar & Lorenzo 2020).

Nejcastéji se pouzivaji silice z tymidnu, skofice, rozmarynu, oregana, maty, ¢esneku
a dalsich vyrazn¢ aromatickych rostlin. U téchto jmenovanych jsou prokazany piiznivé ucinky
silic (Burt 2004). Napiiklad silice ze skofice, oregana a tymianu vykazuji prokazatelné u¢inky
proti riznym mikroorganizmiim vcetné rozSifenych Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens a Listeria monocytogenes (Fernandez-Pan et al. 2013; Yildirim et al. 2018;

Bhavaniramya et al. 2019).
3.2.1 Antimikrobialni G¢inky silic

Protoze se spotiebitelé v dnesni dobé ¢astéji zajimaji o kvalitu a znepokojuje je rozsahlé
vyuziti umélych chemickych aditiv, potraviny oSetfené¢ piirodnimi latkami se stavaji
oblibengj$imi a vyhleddvangjsimi. To vede védce a vyrobce k hledani a zkoumani ptirodnich

latek s Sirokym spektrem antimikrobialni aktivity (Holley & Patel 2005).

Antimikrobidlni latky se mohou objevit jak v produktech Zivoc¢isného puvodu, tak
i rostlinného. Hlavné fada bylin a kofeni je znama pro tuto vlastnost, ktera je disledkem jejich
chemického slozeni. JiZ v minulosti byly byliny i kofeni vyuZivdny mnoha kulturami pro
vylepSeni chuté a aromatu potravin (Durance 2002). Silice maji diky své antimikrobialni
aktivité potencidl vystiidat konvencni konzervacéni latky. Relativné vysoké davky silic nezbytné
pro inhibici mikrobidlniho riistu naznacuji, ze by mély byt pouzity spise v kombinaci s jinymi
konzervacnimi technikami, pfipadné upraveny néjakou technologii formulace (Frankova et al.

2014).

Pokud jde o aplikaci silic na potraviny nebo do obali, doporucuje se proto vybrat silice
na zéklad¢ toho, jaky smyslovy profil ma mit vysledny produkt. Silice se slozkami s nizkymi
inhibi¢nimi koncentracemi se povazuji za vyhodné k dosaZeni antimikrobialnich €inkd, aniz
by byly ovlivnény senzorické vlastnosti potraviny (Thielmann et al. 2019). Mezi tyto slozky se
fadi naptiklad karvakrol, tymol, eugenol, kyselina skoficova, perillaldehyd a cinamaldehyd
(Burt 2004).
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Silice a jejich sekundarni slozky, hlavné fenolické latky (Burt 2004) hraji zasadni roli
Vv uplatnéni antimikrobialni aktivity. Nejvice aktivni slozky silic se daji rozdélit do ¢tyt skupin,
dle jejich chemického slozeni: terpeny (napf. p-cymen, limonen), terpenoidy (napt. tymol,
karvakrol), fenylpropeny (napt. eugenol, vanilin) a dal$i slozky jako allicin nebo isothiocyanaty
(Zanetti et al. 2018).

Slozeni silic umoziluje zaméfit se v buiice bakterie, ktera je na potraving, na nékolik
cilt, zejména na cytoplasmu a buné¢nou membranu, kterou vlastnim vélenénim rozrusuji
a zpusobuji tak jeji vetsi propustnost a destabilizaci, ktera vede k uniku iontd a dalSich
bunéénych materialli nebo dokonce zcela méni morfologii bunék. Vysledkem je pak bunécna
smrt (Burt 2004; Zanetti et al. 2018; Bhavaniramya et al. 2019) nebo zastaveni ristu bakterii
(Swamy et al. 2016).

Obecné bylo zjisténo, ze gram-negativni bakterie jsou vice rezistentni viici i€¢inkiim
silic nez gram-pozitivni bakterie (Zanetti et al. 2018). (Lopez et al. 2005) studovali
antimikrobialni aktivitu silic skofice (Cinnamon zeylanicum), hiebicku (Syzygium
aromaticum), bazalky (Ocimum basillicum), rozmarynu (Rosmarinus officinalis), kopru
(Anethum graveolens) a zazvoru (Zingiber officinalis) v rizném rozsahu koncentraci ve dvou
kontaktnich typech testl (v kapalné a plynné fazi). Tyto silice byly testovany proti ¢tyfem gram-
pozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes), ¢tyfem gram-negativnim bakteriim (Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa), proti houbam (kvasinky, Candida
albicans) a dvoum houbam (Penicillium islandicum a Aspergillus flavus). Nejcitlivejsi byly
pravé houbové mikroorganismy, druhé nejcitlivéjsi byly gram-pozitivni bakterie,

Gram-negativni kmeny bakterii byly nejméné citlivé (Zanetti et al. 2018)
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3.2.2 Formulace silic

3.2.2.1 Enkapsulace

Enkapsulace ptfirodni nebo syntetické latky se da definovat jako proces zachyceni
aktivni latky do jiné, ktera, jako kapsle, zajiStuje ochranu pted vnéj§im prosttedim a zaroven
zabranuje jejimu uvolnéni do prostfedi. Enkapsulovanou latku mizeme oznacit také jako jadro
nebo vypln. S jinymi ndzvy se muzeme setkat také u obalového materialu, naptiklad matrix,
kapsle nebo schranka (Nedovic et al. 2011).

Enkapsulace bioaktivnich latek chrani jejich aktivni molekuly pied degrada¢nim
procesem a zlepSuje jejich fyzikalni a chemickou stabilitu a rozpustnost v potravinach
(naptiklad rozpustnost hydrofilnich ¢asti a hydrofobnich matric a naopak) (Zanetti et al. 2018).

Enkapsulace jako technologie se muize pouzivat v mnoha ptipadech. Jelikoz je
enkapsulovana silice velmi dobfe chranéné pred nezadoucimi reakcemi s okolnim prosttedim,
je mozné kontrolovat jeji misto pisobeni, casto hlavné na povrchu potraviny, pozvolné, presné
uvoliovani a pisobeni jen za urcitych podminek. Velikost molekul enkapsulovanych silic se
muze liSit od n¢kolika nm aZ po nékolik mm. Diky témto vyhodam se enkapsulované latky
vyuzivaji hlavné¢ v potravinaiském prumyslu, ale piivodné se uzivaly nejvice ve farmacii
(Nedovic et al. 2011).

V minulosti byla enkapsulace vyvinuta hlavné pro zefektivnéni nékterych vyrobnich
procest pii pfenosu bunék a metaboliti nebo vakcin. S postupem €asu vSak nabylo na vyznamu
1 vyuziti v potravinafském primyslu. Diky stabilit¢ matrixu a variabilité aktivni latky je dnes
pouzivéana enkapsulace pro ptenos funkénich doplitki potravin, ale 1 pro zajisténi dlouhotrvajici

Cerstvosti a skladovatelnosti potravin diky prodlouzeni doby uvoliovani ucinné latky

rrrrrr

(Nedovic et al. 2011; Schmidt 2015).

Aby byla enkapsulace vyhodna a fungovala tak jak je potfeba, je nutné spravné zvolit
materidly a latky, které budou pouZity jak pro obalovou latku, matrix, tak pro aktivni jadro.
Tato volba zavisi na oblasti vyuziti, jelikoz ve farmaceutickém a potravinarském primyslu plati
mirn¢ odlisna pravidla a pozadavky. Pokud se zaméfime na potravinaistvi, je dulezita
neSkodnost latek vii€i organismu, aby nedoslo k neZadoucim U€¢inkiim a byla splnéna vSechna
stanovena pravidla bezpec€nosti potravin. Dale musi latky vyhovovat pozadavkiim, které na né
mame, jako je napiiklad chut ¢i ving, aby bylo dosazeno chténé¢ho finalniho produktu.

Pouzivané latky pro vybudovani ochranného obalu musi byt v prvni fad¢ schopny vytvofit
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funkéni bariéru mezi prostiedim a aktivni latkou, dale musi byt biodegradovatelné a spliiovat
urcité potravinarské ttidy. Také musi byt z pfirodniho materidlu a nesmi reagovat s aktivni
enkapsulovanou latkou. V potravinafstvi se nejcastéji pouzivaji polysacharidy, jako Skrob
a jeho derivaty — amyldoza, maltodextriny, dextriny. Kromé téchto latek se daji pouzit i proteiny
a lipidy (Nedovic et al. 2011).

Cilem techniky enkapsulace je tedy ochrana silice nebo jiné latky ptfed predCasnou
degradaci, nezddoucimi reakcemi s prostfedim a produktem a prodlouzeni Zivotnosti latky, ale
také zvySeni jeji antimikrobidlni aktivity, zlepSeni kvality a chuti produktu, jednodussi
manipulace s aktivni latkou, poskytnuti vhodného mnozstvi této latky a jeji kontrolované
uvolnovani (Nedovic et al. 2011; Froiio et al. 2019).

Ve studii (Janatova et al. 2015) bylo prokazano, Ze enkapsulované silice byly
efektivngjsi nez Cisté silice a také zlstavaly aktivni 1 v dobé, kdy Cisté silice jiz nedokédzaly
zabranit narustu patogennich mikroorganismi. Antifungélni aktivita enkapsulovaného tymolu
byla naptiklad az osmkrat vyssi nez u Cisté silice. VEtsi povrchova plocha materialu pouzitého
k enkapsulaci tak zdanlivé funguje k sniZeni rychlosti odpafovani silice a tak prodlouzeni doby
jeji efektivity. Ta také zavisi na slozeni silice, kdy fenoly (eugenol, karvakrol, tymol) se zdaji
mit vice antifungalni efekt nez kyseliny (skoficova, hydroskoticova)

Nejcastéji a nejdéle se v potravinaiském primyslu vyuziva metoda sprejového suSeni
(80 % - 90 %) (Risch 1995; Nedovic et al. 2011). Jedna se o nejekonomictéjsi a nejrozsitensji
pouzivany zpisob, jelikoZ potfebnd zafizeni jsou snadno dostupnd a vyrobni procesy jsou
levnéjsi neZz u ostatnich metod (Risch 1995). Suseni rozprasovanim G¢inné latky se bézné
dosahuje rozpusténim, emulgaci nebo dispergovanim uc¢inné latky ve vodném roztoku nosného
materialu a nasledné se smés rozprasi do horké komory. Béhem tohoto procesu se na povrchu
kapek utvofti film a vétsi aktivni molekuly se tak zpomali a mensi molekuly vody se odpafi
(Zuidam & Shimoni 2010). Tim se vytvoii vysusena porovita ¢astice, kterou je nosic¢ tvorici
film na povrchu kapky obsahujici aktivni latku. Tyto Castice padaji do spodni Casti susarny, kde
jsou shromazd’ovany (Risch 1995; Zuidam & Shimoni 2010). Tato metoda dava vzniknout
casticim o velikosti asi 40 um (Nedovic et al. 2011). Velikost rozpraSovanych kapicek zavisi
na povrchovém napéti a viskozit¢ kapaliny, poklesu tlaku pifes trysku a rychlosti
rozprasovanych castic. Velikost atomizovanych kapicek také uruje dobu suseni a velikost
¢astic (Zuidam & Shimoni 2010).

Produkty této metody maji dobré povrchové i senzorické vlastnosti, ale i tato pomérné
vyhodna metoda ma své nedostatky. Je zapotiebi mit vhodné pfistroje na rozprasovani, aby

byly vytvotfeny co nejrovnomeérnéjsi ¢astice, které ale prave ¢asto nedosahuji stejnych rozmera,
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protoze je tézké kontrolovat ménici se podminky v mistech postfiku a tak i pozadovanou
velikost Castic (Nedovic et al. 2011). Dulezité je také zvolit spravnou teplotu piivadéného
vzduchu (Zuidam & Shimoni 2010).

Dalsimi ¢asto pouzivanymi metodami enkapsulace je emulzifikace, ktera se pouziva u
vodorozpustnych latek za pouziti dvou typti emulzi: voda v oleji a olej ve vodé ((Zuidam &
Shimoni 2010), extruze, jejiz principem je vytlaovani kapek vodného roztoku polymeru
a aktivni latky do gelové lazné (Nedovic et al. 2011), sprejové mraZeni a sprejové chlazeni, kde
neni pfitomna voda na rozdil od sprejového suSeni (Risch 1995), tvorba polymernich kapsli,
nejcastéji za pouziti algindtu (Simo6 et al. 2017), fluidni vrstva, kdy jsou aktivni Castice
suspendovany a proudem vzduchu a postiikovany povlakovym materidlem, lyofilizace, pti
které se nejprve ve vodé rozpustény material s aktivni latkou zmrazi a nasledné se rozpoustédlo
odstrani pfi nizkém tlaku sublimaci (Zuidam & Shimoni 2010), koacervace, ktera spociva
Vv rozdéleni vodného polymeru na nesmisitelné faze (Martins et al. 2008), a nakonec nejnovéji

zkoumana nanoenkapsulace.

Pouziti nanokapsli za u¢elem ochrany a kontrolovaného uvoliiovani bioaktivnich slozek
potravin je rostouci oblasti v potravinaiské a technologické komunité. Divodem je predevSim
to, ze nanocastice mohou byt snadno zaclenény do potravindiskych vyrobkl a do obalil se

zvySenou biologickou dostupnosti (Zuidam & Shimoni 2010).

Reakce silic s potravinami ztézuje jejich vyuziti. Nanoenkapsulace silic ale predstavuje
ucinnou strategii k piekonani téchto piekazek. Tato technologie by totiz mohla maskovat
vyraznou chut, snizit tékavost a interakci s potravinovymi slozkami, zvysSit rozpustnost
a fyzikalni stabilitu a zlepsit biologickou dostupnost silic. Ve srovnani s velkymi kapslemi,
nabizeji nanokapsle vyhody subcelularni velikosti (diky které se mohou zvysit pasivni bunééné
absorpéni mechanismy, ¢imz se snizi odpory pienosu hmoty a zvy$i se antimikrobidlni
aktivita), vétsiho povrchu na jednotku objemu a potencialniho zvysSeni koncentrace silic
v oblastech potravin, kde jsou mikroorganismy soustiedény, jako jsou faze bohaté na vodu nebo
pevné a kapalné rozhrani. Nanokapsle mohou pusobit jako rezervoar a systém fizené¢ho
uvoliiovani aktivnich latek, ktery by mohl upfednostiovat jejich dodani do bakterialni bunky.
Jejich piiprava by mohla byt zaloZzena na zmenSovéani enkapsuléti pfipravenych klasickymi

technologiemi nebo pouzitim technologii novych (Zuidam & Shimoni 2010).

Existuje nckolik konceptii pouziti nanoenkapsulace, které se déli na lipidove,
proteinové, polysacharidové a anorganické systémy. Pro ptiklad nanoenkapsulacni lipidové

systémy patii mezi nejrychleji se rozvijejici oblasti nanotechnologickych aplikaci
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V potravinafstvi. Maji nékolik vyhod, vcetné schopnosti zachycovat materidl s riznymi

rozpustnostmi a pouziti ptirodnich slozek v primyslovém méfitku (Zuidam & Shimoni 2010).
3.2.2.2 Jilové mineraly

Nanokompozity na bazi jilu a hydrofilnich polymert pfitahuji celosvétovou pozornost
diky své vSestrannosti, z akademického i prumyslového hlediska. Tyto systémy obvykle
vykazuji vyznamna vylepSeni ve svych vlastnostech, mezi které patii zajimavé zlepSeni
mechanickych a reologickych vlastnosti, tepelné stability, bariérovych vlastnosti, rozpustnosti
ve vodg a vlastnosti fizeného dodavani léCiva ¢i aktivni latky, ve srovnani s polymerni matrici
nebo konvenénimi mikro a makro kompozity (Santos et al. 2020). Jilové mineraly jsou vV ptirodé
dobie dostupné, netoxické, biokompatibilni a dispergovatelné ve vod¢ (de Oliveira et al. 2022).
Jilové mineraly lze pouzit k enkapsulaci silic, které chrani pfed odpafovanim a oxidaci,
poskytuji stabilni zaklad pro interakci, a zdroveit umoziuji fizené uvoliiovani silic, které t¢inné
omezuji mikrobialni rast (Santos et al. 2020). Kombinace jilt a silic pfedstavuji nové moznosti
pro ruzné aplikace, véetné antibakterialnich, antifungélnich, ¢i repelentnich (Buendia—Moreno

et al. 2020).

Jily jsou pouzivané v riznych oblastech, jako je keramika, papir, barvy, adsorbenty,
katalyzatory, patii mezi jedny z nejdilezitéjsich surovin. Tyto vyuzivané jilové mineraly jsou
sloZzeny z mineralt obecné patticich do skupin jilovych kament. PouZivaji se bud’ v pfirodnim
stavu, nebo se upravuji riznymi metodami ke zlepseni nékterych jejich vlastnosti (Mohamed

El Miz et al. 2013).

Bentonit je keramicky material (plasticky jil) ziskany ze sopecného popela a tvoreny
prevazné montmorillonitem, coz je druh pfirodniho jilu ze skupiny smektita (Santos et al.
2020). Déli do tii kategorii podle podilu vyménnych kationtd sodiku a vapniku, které obsahuji,
podle indexu bobtnani a podle pH. Témito kategoriemi jsou pfirodni bentonit sodny, pfirodni
bentonit vapenaty a aktivovany bentonit vapenaty (sodno-vapenaty) (Juan Moreno & Rafael
Peinado 2012).
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4 Metodika

Mikroorganismy byly izolovany pfimo zkontaminovaného cesneku klasickymi
mikrobiologickymi metodami. Takto ziskané kmeny se otestovaly na citlivost vi¢i vybranym
silicim, pfipadné jejich obsahovym latkam, pomoci vhodnych in vitro metod. U nejaktivnéjSich
silic nebo jejich komponent byly otestovany vhodné druhy formulaci — enkapsulace do

vybraného typt castic.
4.1 Testovani in vitro

411 Médium

Pied izolaci houbovych patogeni byl v ptfedstihu piipraven agar pro kultivaci

a preoCkovani mikroorganismil.

PDA agar (Potato Dextrose Agar) byl pro toto testovani vybran na zakladé studii Oh et
al. (2016); Galvez et al. (2017 a Mondani et al. (2021b), kde byl PDA agar zvolen jako
nejvhodnéjsi médium pro izolaci hub. Konkrétni PDA agar, ktery byl pouzit pro tuto praci, byl
od znacky OXOID (kod CMO0139, Basingstoke, UK, 500 g). Médium bylo pfipraveno dle

pokynti na obale a poté rozlévano do Petriho misek.

Do Petriho misek o velikosti 50 mm, které¢ byly pouzivany K inokulaci a pieockovani
houbovych kment, bylo nalito 5 ml PDA agaru. Do délenych Petriho misek o velikosti 90 mm

bylo do kazdé ¢tvrtiny a na vnitini stranu vicka rozlito vzdy 5 ml PDA agaru.

Po naliti se Petriho misky s PDA agarem nechaly vychladnout. Poté bylo mozné na

médium nanést mikroorganismy.
4.1.2 lzolace houbovych patogeni

Kontaminovany material, cibule ¢esneku setého (Allium sativum L.), ze kterého byly
nasledn¢ izolovany houbové patogeny, byl ziskan z Demonstraéniho a experimentalniho
pracovisté CZU v Praze, kde bylo s dovolenim vedouciho pracovi§té doc. Ing. Miroslava
Jursika, Ph.D., vybrano ze skladu se snizenou teplotou pét cibuli ¢esneku setého s viditelnymi
naznaky poskozeni houbovymi patogeny (zmeklé strouzky, hnédé skvrny, rist bilého mycelia,

zasychani nebo hniloba kofend (Horakova et al. 2021)).

Téchto pét kontaminovanych vzorkd cibuli ¢esneku bylo jednotlivé umisténo do sklenic

(500 ml) s vickem, v kterém byly otvory pro pfistup vzduchu. Do jednotlivych rtiznych sklenic
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bylo postupné ptidano 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml destilované vody pro zvyseni vlhkosti
k rychlej$imu narustu hub na cibulich ¢esneku. Uzaviené sklenice se cibulemi ¢esneku a vodou

byly umistény na stinném misté po dobu jednoho tydne pii pokojové teploté 23°C + 2°C.

Po tydnu byly zcibuli snejvy$§im narustem na povrchu odebrany vzorky hub
a preneseny sterilnimi nastroji na pfipravené 50 mm Petriho misky s PDA agarem a byly

kultivovany v termoboxu pti 25°C.

Nasledovala izolace jednotlivych houbovych patogent opakovanym pieockovanim po
péti dnech na nové 50 mm Petriho misky s PDA agarem. Pfeockovani bylo opakovano celkem
tiikrat po ttech opakovanich, dokud nebyly ziskany ¢isté jednotlivé kmeny izolovanych hub.
Inokulum houby bylo vzdy naneseno na stied Petriho misky, aby byl zajistén rovnomérny
nartst.

Takto izolované kmeny byly kultivovany a skladovany v termoboxu pii 25°C a vzdy po
dvou tydnech byly pfeockovany na novou 50 mm Petriho misku s PDA agarem, aby byla
zachovana Cerstvost a vitalita hub pro dalsi testovani. Pro testovani inhibice rustu silicemi byly

pouzita inokula houbovych patogent ne starsi nez 5 dni.

Manipulace s kontaminovanym materidlem probihala vzdy ve flowboxu s laminarnim

proudénim, aby se zabranilo riziku kontaminace v laboratofi.

Pro nasledné testovani inhibice ristu hub silicemi byly vybrany tfi kmeny, které byly
od sebe co nejvice odlisné, aby bylo dosazeno vyssi variability moZzné G¢innosti na narust
mikroorganismi po aplikaci silice. Jednotlivé kmeny jsou zobrazeny na Obrazku 3 ve

vysledcich.

4.1.2.1 Urceni izolovanych mikroorganismi

Izolované houbové patogeny z ¢esneku byly odeslany na uréeni do Vyzkumného tstavu
rostlinné vyroby, v.v.i.. Celkové bylo urceno 8 houbovych patogenti. Jejich ur¢eni probéhlo
metodou PCR sporovnanim DNA sekvenci s databazi NCBI (National Center for

Biotechnology Information).
4.1.3 Silice

Pro testovani inhibice ristu mikroorganismii bylo vybrano Sest silic (viz Tabulka 1) na
zaklad¢ dostupnosti v laboratofii a predpokladané u¢innosti. Tii silice, skoficové z ktliry, oregana

a hiebi¢ku, byly od vyrobce Biomedica spol. s r.0. (Praha, Ceska republika), silice tymianu
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a maty rolni (Cornmint oil) byly od vyrobce SAFC (Spojené staty americké) a silice citronové
travy (Lemongrass oil) byla od vyrobce Sigma-Aldrich (St.Louis, Spojené staty americké).
Zkratky v Tabulce 1 uvadi oznaceni pouzité pii rozliSovani testovanych Petriho misek (viz
Obrazek 4 a 5).

Tabulka 1 Vybrané silice k testovani inhibice

Silice Zkratka Vyrobce Hlavni slozky

Skoricova kiira S Biomedica spol. s r.o. cinnamaldehyd

(Cinnamomum cassia)

Oregano @) Biomedica spol. s r.o. karvakrol, limonen,

(Origanum vulgare) a-pinen, B-pinen,

Tymian T SAFC (Spojené staty tymol, karvakrol,

americké) linalool, limonen

(Thymus vulgaris)

Hi‘ebicek Cl Biomedica spol. s r.o. eugenol
(Syzygium aromaticum)

Citronova trava L

(Cymobopogon citratus)
Mata rolni

(Mentha arvensis)

CM

Sigma-Aldrich (Spojené

staty americkeé)

SAFC (Spojené staty

americkeé)

citral, geraniol, limonen

mentol, menthon

4.1.4 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Za minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) byla povazovana nejnizsi koncentrace

pouzité silice, pfi

mikroorganisml.

které

nedoSlo k zadnému viditelnému narustu

zaockovanych

Pro stanoveni MIC Sesti vybranych silic (viz Tabulka 1) na tfech kmenech houbovych

patogent, bylo provedeno mikrobiologické testovani citlivosti. VSechny testy byly provedeny

ve tiech opakovanich. Manipulace s houbami probihala vzdy v prostiedi laminarniho boxu.
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Podle prace autori Kloucek et al. (2012) byly zkousky provedeny v 90 mm Petriho
miskach délenych na Ctyti ¢asti. Do kazdé z téchto sekci a do vicka bylo nalito 5 ml PDA agaru.
Po ztuhnuti byly tii ¢asti naockovany odlisnymi houbami, ¢tvrty byl ponechan jako kontrola
kontaminace. Houbové patogeny byly naneseny bodové sterilnim jednorazovym ockem do
stiedu kazdé &asti Petriho misky. Silice byly zfedény v ethylacetatu (Penta, Ceska republika)
zpusobem dvojnasobného fedéni, aby se ziskal kone¢ny objem 250 pl. Takto pfipraveny roztok
byl rozdélen pomoci mikropipety na 85 mm kulaty filtra¢ni papir, ktery byl vysterilizovan UV
zafenim. Po naneseni roztoku se filtraéni papir nechal po dobu 1 minuty susit, aby se odpatil
ethylacetat. Nasledn¢ byl filtracni papir polozen na délenou Petriho misku tak, aby lezel
uprostied, na stény rozdé€lujicich ptihradkach. Petriho miska byla ihned hermeticky uzaviena

vickem s agarem.

Petriho misky byly inkubovany pti 25°C po dobu 5 dni. Silice byly nejprve testovany
V nejvyssi koncentraci 512 mg/l a poté byla tato hodnota snizovana podle pfitomnosti nebo
nepfitomnosti nardstd hub. Pfi druhém testovani se pouzila koncentrace silic 128 mg/l, pfi
tretim 64 mg/l a nasledné 32 mg/l. U tif méné aktivnich silic byla otestovana koncentrace

256 mg/l. Filtra¢ni papiry pouze s ethylesterem byly pouzity jako kontrola.

Po inkubaci byly zaznamenany MIC jednotlivych silic. Nakonec byly vybrany tii
nejaktivngjsi silice, které byly pouzity pii testovani technologie formulace piimo na strouzcich

¢esneku.

4.2 Testovani formulace

4.2.1 Materialy

K tcelu testovani ti¢innosti silic na potlaceni ristu houbovych patogenti byl zakoupen
v lokalnim supermarketu &esnek odridy Morado (Bony Garlic, Spanélsko). Cibule &esneku
byly pro testovani rozdé€leny na jednotlivé strouzky tak, aby nebyla naruSena slupka
jednotlivych strouzkd a nebyly nijak obnazeny. Vizualné byly vybrany zdravé strouzky bez
viditelnych znamek poskozeni. Dale byly pfipraveny sterilni erlenmeyerovy banky o objemu
100 ml. Do kazd¢ banky bylo ptidano 0,5 ml destilované vody pro zvyseni vlhkosti k inkubaci
hub.
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4.2.2 Jilové ¢astice

Pro testovani Gc¢innosti formulace byl zvolen bily bentonit Superbenton DC (ZAN-
AROMI, spol. s r.o., Ceska republika). Pro enkapsulaci byly smichany &tyfi dily bentonitu (8 g)
s jednim dilem silice (2 g). Toto bylo opakovano pro tfi rizné silice s nejnizsi MIC. Silice
a bentonit byly smichany ve 100 ml erlenmeyerovych bankach, hermeticky uzavienych

alobalem a parafilmem, umisténé na tiepacce po dobu 24 h pfi teploté 37°C.

Nasledn¢ byly enkapsulované silice na bentonitu navazeny podle zvolené nejnizsi MIC

(mg/l) v ptepoétu na 100 ml erlenmeyerovu banku do ¢ajovych sacku.
4.2.3 Stanoveni Gcinnosti enkapsulovanych silic

Do ptipravenych 100 ml erlenmeyerovych ban¢k $0,5 ml destilované vody byly
vloZeny naockované jednotlivé strouzky cesneku. Ty byly naockovany inokulem tak, ze bylo
sterilnim jednorazovym oc¢kem naneseno malé mnozstvi pfipravené izolované houby ptimo na
povrch slupky strouzku ve spodni ¢asti u kotinki (viz Obrazek 1). Poté byl kontaminovany
strouzek vlozen do erlenmeyerovy banky s vodou. Nasledné byl do banky s ¢esnekem ptidan
Cajovy sacek s navazenou enkapsulovanou silici tak, aby nebyl nenamocen. Banky byly

uzavieny alobalem a parafilmem a uloZeny do tmavé krabice ulozené v pokojové teploté.

Pro tii testované silice byla ptipravena celkem tii opakovani od kazdého ze tii

vybranych houbovych patogenti. T kontrolni vzorky byly bez piidané enkapsulované silice.
Kontrola narustu hub se provadéla vizualné po jednom tydnu, dvou tydnech a mésici.
Po mésici byly cesneky z ban¢k vyndany a byla zkontrolovana pfipadnd vnitfni poskozeni

rozkrojenim a sloupnutim slupky.

Obrazek 1 Misto zaockovani houbovym patogenem
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5 Vysledky

5.1 lzolace mikroorganismi

Houbové patogeny byly odebrany z kontaminovanych cibuli ¢esneku po tydnu od
inokulace ve sklenicich se zvysSenou vlhkosti pifidavkem destilované vody. Pro naslednou
izolaci byly vybrany dvé cibule ¢esneku s nejvyssim narustem hub na povrchu (viz Obrazek 2),
tedy ze sklenic, kam byly pfidany 4 ml a 5 ml destilované vody. Z téchto ¢esneki se podatilo
izolovat 8 cistych kment houbovych patogenti (viz Obrazek 7 v piiloze 1), které byly dale

preockovavany.

Jednotlivé kmeny 8 houbovych patogenti, které byly ureny, jsou uvedeny v Tabulce 2.
Tu¢né vyznacené kmeny hub byly vyuzity pro dalsi testovani inhibice ristu mikroorganismu

pomoci enkapsulovanych silic. Tyto tfi kmeny jsou zachyceny na Obrazku 3.

Tabulka 2 Kmeny izolovanych houbovych patogenii

Cislo Kmen Kédové oznaceni

1 Fusarium annulatum 5,308, BLVL 1.dr. A2
2 Penicillium sp. 5,308, BLVL 1.dr.

3 Fusarium curvatum 4,308, BLVL 1.dr.

4 Fusarium sp. 4,308, BLVL 2.dr.

5 Penicillum sp. 5,308, TMV 2.dr

6 Penicillium sp. 5,308,BL 3.dr.

7 Penicillum sp. 5,308,BLVL 2.dr.

8 Fusarium sp. 5,308,BLVL 1.dr. Al
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Obrazek 2 Poskozeni na cibulich cesneku ve sklenicich s pridavkem destilované vody 4 ml a 5 ml

Obrazek 3 Tri kmeny houbovych patogenii vybrané k testovani na citlivost vuci silicim
Fusarium annulatum, Penicillium sp., Fusarium curvatum
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5.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Silice byly nejprve testovany v nejvyssi koncentraci 512 mg/l, poté byla tato hodnota

pti dal$im testovani citlivosti snizovana podle toho, jestli doslo K nartistd houbovych patogenti.

Pii testovani silic v nejvys$i koncentraci nebyl zaznamenan Zadny narust hub na
povrchu agaru. Po snizeni koncentrace na jednu ¢tvrtinu této hodnoty na 128 mg/l, doslo

k inhibici narusti u tii silic (skoficova kirra, oregano, tymian) tak, jak je zobrazeno v Tabulce 3.

Tabulka 3 Narist houbovych patogenii pri koncentrace silic 128 mg/L

Silice Fusarium annulatum Penicillium sp. Fusarium curvatum
SkoFicova kiira Ne Ne Ne
Oregano Ne Ne Ne
Tymian Ne Ne Ne
Hiebicek Ano Ano Ano
Mita rolni Ano Ano Ano
Citronova trava Ano Ano Ano

Ano = byl zaznamendan narist, Ne = nebyl zaznamenadn nariist

U silic hiebicku, maty a citronové travy bylo pfistoupeno ke zvyseni koncentrace na
256 mg/l. Pfi této koncentraci jiz nedoslo k zadnému narustu a byla tim tak tato koncentrace

urcena jako jejich MIC.

Koncentrace silic skoficové kiiry, oregana a tymianu se nejprve snizila na 32 mg/I (jedna
Ctvrtina z 128 mg/l). Pii této nizs$i koncentraci doslo k narustu u vsech testovanych hub
(Obrazek 4), v nasledujicim testu u€innosti silic byla koncentrace zvysena na 64 mg/l. Vysledek

narGstt hub pfi této koncentraci je zaznamenan v Tabulce 4 a na Obrazku 5 nize.

Tabulka 4 Nariist houbovych patogenii pri koncentrace silic 64 mg/L

Silice Fusarium annulatum Penicillium sp. Fusarium curvatum
SkoFicova kiira Ne Ne Ne
Oregano Ano Ano Ano
Tymian Ano Ano Ano

Ano = byl zaznamendn ndriist, Ne = nebyl zaznamendn ndariist
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Obrazek 4 Nariist hub pii koncentraci silic 32 mg/|

Obrazek 5 Narust hub pri koncentraci silic 64 mg/I
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Diky témto vysledkim byla stanovena MIC u silice ze skoficové kiry 64 mg/l, protoze
nedoslo k zadnému narustu a u silic oregana a tymianu byla MIC 128 mg/| stanovena na zaklad¢
zaznamenanych narustu dle Tabulky 3, jelikoz pii koncentraci 64 mg/1 sice nedoslo k plnému
narustu mycelia, ale pocatek narustu patrny byl diky drobnym bilym koloniim v mistech
inokulace patogent na agar.

Vysledkem testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych Sesti silic proti tfem

cvwr

Souhrn MIC pro kazdou testovanou silici byl zaznamenan v Tabulce 5.

Tabulka 5 Souhrn minimalni inhibicni koncentrace (MIC) pro jednotlivé silice

Silice MIC (mg/l)
Skoticova kilira 64
Oregano 128
Tymian 128
Hiebicek 256
Mata rolni 256
Citronova trava 256
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5.3 Utinnost enkapsulovanych silic na ¢esneku

Jako material pro formulaci vybranych silic byl zvolen bentonit. Navazani silic na n¢j
probéhlo Gspésné za vzniku homogenniho prasku bez hrudek a takto enkapsulované silice

vykazovaly ucinnost pii testovani na strouzcich ¢esneku 1 mésic po kontaminaci.

Koncentrace silice pro testovani pfimo na strouzcich ¢esneku byla zvolena podle MIC

z prvni ¢asti pokusu 128 mg/l.

Pfi vizuélni kontrole kontaminovanych c¢esnekli po prvnim tydnu od inokulace
houbovymi patogeny, nebyl zaznamenan zadny narust povrchového mycelia. Na kontrolnich
vzorcich, bez enkapsulovanych silic, byl pozorovan narast povrchového mycelia jiz po prvnim
tydnu od zaoCkovani. Nartst mycelia na povrchu strouzkd nebyl zaznamenan ani pti kontrole
pod dvou tydnech a ani po mésici. Po vyndani strouzkti z ban€k a jejich kontrole sloupnutim
slupky a rozkrojenim, byly zaznamenany piiznaky vnitiniho poskozeni jako hnédnuti a m&knuti
vrchni ¢asti, a hlavné kli¢ku strouzku, skvrny na povrchu, prasknuti vnéjsi vrstvy a vyhteznuti
ze slupky a zména barvy do oranzova. Pfiznaky byly zaznamenany u vSech strouzkd, u kterych
byly pouzity silice oregana a tymianu. U skoficové kiry bylo 44 % strouzkl bez pfiznakd,
pfipadné vykazovaly jen velmi mirné zaschnuti kofinkl. Nejcast&j§im ptiznakem bylo
zahnédnuti a zme&knuti vrchni ¢asti a klicku strouzku a prasknuti vnéjsi vrstvy a to v 78 %
ptipadl. Ve dvou ptipadech doslo k zméné barvy duzniny do oranZova a ve tfech pifipadech
byla pozorovédna skvrnitost na povrchu. Vysledky tohoto pozorovani jsou zaznamenany

v Tabulce 6 a nejcastéjsi ptiznaky na Obrazku 6.
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Tabulka 6 Vyskyt vnitiniho posSkozeni na strouzcich cesneku po mésici od inokulace

Silice Fusarium annulatum Penicillium sp. Fusarium curvatum
Skoticova kura | Ne Ne Ano*
Ne Ne Ano**
Ano* Ano* Ano***
Tymian Ano* Ano* Ano*
Ano* Ano*** Ano***
Ano* Ano* Ano*
Oregano Ano* Ano* Ano*
Ano* Ano* Ano*
Ano* Ano** Ano*

* hnédnuti od Spicky a klicku az prasknuti vnéjsi vrstvy

** oranzové zbarveni duzniny strouzku

*** skvrnitost na povrchu duzniny

Obrdzek 6 Nejcastéjsi pozorované priznaky na strouzcich po mésici,
AB) Hnédnuti od Spicky a klicku aZ prasknuti vnéjsi vrstvy,
C) oranzové zbarveni duzniny strouzku,

D) skvrnitost jen na povrchu duzniny



6 Diskuze

6.1 Izolace mikroorganismii a testovani citlivosti

Ze ziskanych kontaminovanych cibuli ¢esneku byly Uspé$né izolovany patogenni
mikroorganismy. Podafilo se izolovat a opakovanym picockovanim vy¢istit celkem osm hub.
Vizualné byly vybrany tiéi rozdilné houbové patogeny roda Fusarium (F. curvatum
a F. annulatum) a Penicillium sp. (Obrazek 3). Ty byly pro dalsi testovani vybrany proto, Ze
jedna vykazovala tvorbu spor (Penicillium sp.) a také byla v pribéhu nejcastéjs$im problémem
kontaminace a piedstavovala tak vhodného zastupce agresivni a snadno se Sifici houbové
kontaminace. Dalsi dvé houby rodu Fusarium vykazovaly rast vyrazného bilého mycelia. Tyto
rody hub, pifedevs§im Fusarium sp., jsou podle Galvez & Palmero (2021), Kocourek et al.
(2014), Horakova et al. (2021) a Velat & Ovesna (2020) nejcastéj§im zdrojem houbové
kontaminace Cesneku. Izolované mikroorganismy v této praci tedy predstavuji vzorové rody
aje mozné vysledky povazovat za aplikovatelné 1 pfi ptipadném dal$im vyuziti, jelikoz je

pravdépodobné, Ze ptjde o stejné ¢i ptibuzné ¢asto kontaminujici rody.

Testovanim inhibice mikroorganismt vybranych Sesti silic (skoficova kira, oregano,
tymian, hiebi¢ek, mata rolni, citronova trava) byla zjiSténa vyssi aktivita u silic skoficové kiiry,
oregana a tymianu. Zbylé silice (hfebicek, mata rolni a citronova trava) mély horsi aktivitu
a jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace byla 256 mg/| oproti nejnizsi 64 mg/l u skoticové kiry
anizsi 128 mg/l u oregana a tymianu. Na zaklad¢ tohoto vysledku byly zvoleny silice skoficové

kiry, oregana a tymianu pro testovani ptimo na strouzcich ¢esneku.

Testovani u€innosti silic v riznych koncentracich proti riznym houbovym patogentim
véetné Fusarium sp. a Penicillium sp. in vitro se zabyval Benkeblia (2004), kdy testoval silice
¢esneku a nékolika druhii cibuli v koncentracich od 50 do 300 ml/l. Bylo zji§téno, ze praveé rod
Fusarium sp. byl nejméng citlivy k silicim z testovanych houbovych patogeni, kdyzto zastupce
rodu Penicillium sp. byl inhibovan jiz pfi nizSich koncentracich. Rozhodujici pro vybér
a schopnost inhibice silice byla spravna volba druhu a jeji koncentrace vuc¢i danému

houbovému patogenu.
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6.2 Testovani na strouZcich ¢esneku

Inokulace houbovych patogenii na jednotlivé strouzky ¢esneku byla provedena obdobné
jako v predchozi studii (Horakova et al. 2021), ale bez naruSeni povrchu samotného strouzku,
aby byla alespon ¢asteéné simulovana nenaruSena celd cibule ¢esneku. Mycelium vSech tii
vybranych houbovych patogeni (Fusarium curvatum, Fusarium annulatum a Penicillium sp.)
narostlo u kontrol na neporusené slupce strouzku bez problému jiz po tydnu, jak je mozné vidét
na Obrazku 8 (A,B,C) v ptiloze I. Oproti tomu bylo jasn¢ zfetelné, ze na strouzcich, které byly
v erlenmeyerovych banikach uzavieny S enkapsulovanymi silicemi, K Zadnému nartstu

povrchového mycelia nedoslo po celou dobu testovani (viz Obrazek 8, D).

U vzorku ale byly po kontrole strouzkli pozorovany vnitini zmény pod slupkou, které
nebyla vzdy na prvni pohled zfetelné. Z celkem 27 vzorkt byly jen 4 bez jakychkoliv vnitinich
pfiznakd, a to vSechny pfi pouZiti silice skoficové kliry. U ostatnich vzorkid byly pozorovany
rizné ptiznaky od zmény barvy do oranzova (u 2 vzorki), kterd byla ale nejspiSe zplisobena
fyziologickou poruchou nazyvanou "waxy breakdown" (Madhu et al. 2019), skvrnitost
(u 3 vzorki), az po praskani a vyrazné hnédnuti a zméknuti vrchni ¢asti strouzku (u 18 vzorku).
Takto velké mnoZstvi vzorkd s podobnymi pfiznaky by bylo mozné vysvétlit absenci sterilizace
strouzkd pted testovanim nebo fytotoxicitou silic. Pravé fytotoxicitu silic je nutné dle Camiletti
et al. (2016) brat pfi jejich vyuziti v potaz, aby nebyla pouzita silice, ktera béhem skladovani
misto ochrany zptisobi nezadouci poskozeni. Ve zminéné studii bylo popséano, ze hlavni slozky
silic oregana a tymianu, karvakrol a tymol, byly pravdépodobné pivodci zastaveni ristu
kotinkd a klicku, a tudiz maji jisty fytotoxicky efekt, ktery by se mohl projevit i jako hnédnuti
a zmé&knuti klickd strouzkd Eesneku, nejvice pozorovaném pii testovani u silic oregana
a tymianu V této diplomové praci. Naopak u skoticové kiiry, se tyto vnitini piiznaky hnédnuti
vyskytly jen ve tfech piipadech z celkovych 18 pozorovani. Je tedy pravdépodobné, Zze neslo
o fusariovou hnilobu zptisobenou prorustanim nainokulovanych houbovych patogenti skrz
slupku, protoze nebyly zaznamenany jeji pfiznaky v oblasti spodni ¢asti strouzku a kofinkd,
kdyz byly na povrchu bez vyjimky inhibovany silicemi, ale o0 formu poskozeni fytotoxickymi
ucinky silic.

Fusariovou hnilobu ¢esnekovitych typicky zptisobuji rody Fusarium oxysporum f.sp.
cepae, F. proliferatum a F. solani (Kocourek et al. 2014; Galvez & Palmero 2021). Naopak ale
skvrnitost na strouzcich by po porovnani pozorovani v této praci a autorit Horakova et al. (2021)

mohla odpovidat napadeni Fusarium sp.
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Koncentrace silic byla do testovani ptimo na ¢esneku se zvolena o polovinu vyssi (128
mg/l) nez u testl in vitro (64 mg/l) z toho divodu, Ze tato MIC byla stanovena pouze u silice
ze skoficové kury, kdyzto u oregana a tymianu byla MIC 128 mg/l. Druhym dtvodem volby
vys$si koncentrace byly odlisné podminky nez pii pokusu v Petriho miskach, kdy $lo o vétsi
objem nadoby, vyssi riziko vytékani ¢asti silice, vyssi riziko kontaminace z ¢esneku a navozené
vyssi vlhkosti. Tyto simulované podminky jsou stale ale velmi uméle vytvofené a nemusi

odpovidat realnym podminkam pfi skladovani ¢esneku ve vétSim mnozstvi.

Na ¢esnek je pouzivano velké mnozstvi chemickych prostredkd, a proto je zddouci hledat
alternativy pro jejich snizeni. Camiletti et al. (2016) provedli pokus s kombinaci fungicidu
a vybranych silic a prokazali, ze je mozné snizovat mnozstvi chemické zatéze na piirodu
pouzitim silic jako ochrany ptfed patogeny. Tu by bylo mozné snizit Gplnym vyloucenim
chemického fungicidu a pouZitim pouze silice. S jeji stabilitou a del$i u¢innosti miiZe pomoci
pravé i v této praci testovana enkapsulace, ktera nebyla v diive zminéné studii pouzita. Snizeni
pouzivani chemickych prostiedkl je také zadouci z hlediska vzniku rezistence houbovych
patogenti vi¢i nim a nebezpeci kontaminace zivotniho prostfedi. EI-Mougy et al. (2009)
prokazali G¢innost silic ¢esneku a cibule pii pouziti spolecné s aditivy sorbanem draselnym
a benzoanem sodnym na strouzZcich ¢esneku ve formé postiiku aplikovaném pied skladovanim,
K inhibici ristu mycelia zpisobeném dal$im ¢astym houbovym patogenem, Aspergillus niger.
Ve studii Ji et al. (2018) testovali u¢inek silice tymolu na prodlouzeni skladovani cibule pti
snizené teploté, jako alternativy ke konvenénim fungicidnim ptipravkiim. Bylo prokazano, ze
sprejovani tymolu 0 koncentraci 10 - 20 mg/l na cibule, vyrazné snizilo vyskyt houbovych
patogent na skladovanych cibuli po dobu né€kolika mésicu. Pti této studii bylo také zjisténo, ze
Vv cibulich oSetfenych roztokem tymolu nebyly detekovany rezidua silice po 10 mésicich

skladovani.

Problémem pro efektivni vyuziti silic v komerénim métitku mlze byt nejen jejich
nestabilita, ale také skuteCnost, kterou uvedla Jobling (2000), Ze silice jsou cCasto spise
fungistatické nez fungicidni. To znamena, ze sice zastavi rist hub, ale jakmile jsou odstranény
nebo ptirozené vyprchaji, dojde znovu k narustu. To piedstavuje problém v komerénim vyuziti
silic u zemeédélskych komodit jako je praveé Cesnek nebo cibule a dalsi zelenina, kterd se
neskladuje v jednotlivych balenich, jako naptiklad rajcata (Kwon et al. 2017; Buendia—Moreno
et al. 2020) ¢i drobné ovoce - jahody (Campos-Requena et al. 2015; Sangsuwan et al. 2016),

kde je v baleni mozné silici udrzet stabiln&jsi déle.
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Na zaklad¢ vysledkii stanoveni Gcinnosti enkapsulovanych silic 1ze fict, ze pfedevsim
silice skoficové kiiry, enkapsulovana v bentonitu, ma potencial pro dalsi testovani v realnéjsich
podminkach skladovani ¢esneku, kdy mtze byt potlacen riist fytopatogennich mikroorganismu
a tim prodlouzena doba skladovani a zamezeni nechténych ztrat, ale k dosaZzeni chténych

vysledkt je nutny dalsi vyzkum v této oblasti.
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[ Zavér

Tato diplomova prace potvrdila, ze vyuziti silic, ve spojeni s vhodnou technologii
enkapsulace do bentonitu, muze byt funkénim zptisobem ochrany skladovanych cibuli ¢esneku
vici houbovym patogenim piedev§im na povrchu. Konkrétnim zjisténim byla nejlepsi u¢innost
silice ze skoficové klry viuéi vybranym houbam pfi testech na Petriho miskach, oproti dal§im

testovanym silicim tymianu, oregana, citronové travy, hiebicku a maty rolni.

Pti vyuziti silic skoficové kliry, oregana a tymidnu pfimo na strouzcich Cesneku, jiz
nebyla ochrana silic tak prokazatelna. Pouze u silice ze skoticové kiry byly pozorovany vzorky
bez jakéhokoliv vnitiniho poskozeni. Naopak u silic oregana a tymidnu byly pozorovano vnitini
poskozeni od oranzového zbarveni po hnédnuti klicku a skvrnitost. U vSech tii testovanych silic

na ¢esneku ale doslo k Gplné inhibici ristu patogenil na povrchu.

Problémem s pouzitim silic by mohla byt jejich aromati¢nost a fytotoxicita. S t€émito
faktory je nutné pocitat pti dalSich pokusech a v pfipadném bézném vyuziti, aby nebyly
pozménény typické senzorické vlastnosti ¢esneku a jeho samotna kvalita, jelikoz je dulezity

spravny vybér silice, kterd nebude mit negativni ucinky.

Enkapsulované silice se jevi byt skv€lym pomocnikem v ochrané¢ skladovaného ¢esneku
a dal$ich potravin, ale je zapotiebi dalsiho podrobného vyzkumu, aby bylo mozné vyhodnotit
jejich ucéinnost a upravit zptisob aplikace, aby bylo dosazeno co nejlepSich vysledki
v praktickém vyuziti, jelikoz laboratorni podminky nedokazou naplno simulovat problematické

nechranéné prostredi skladovacich prostor.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CR
Czu
DNA
DPH
EU
MIC
NCBI
PCR
PDA
uv

VURV

Ceska republika

Ceskéa zemédélska univerzita

Deoxyribonukleova kyselina

Dan z ptidané hodnoty

Evropska unie

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Narodni centrum pro biotechnologické informace
Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Bramborovy dextrosovy agar (Potato dextrose agar)
Ultrafialové zatreni

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
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10 Samostatné prilohy

Obrdazek 7 Osm izolovanych hub z poskozenych cibuli cesneku

Obrazek 8 Porovnani narustii houbovych patogenit po inokulaci na kontrolnich vzorcich (A,B,C) a na
vzorku oSetifeném enkapsulovanou silici skoricové kiiry (D) (Na vzorcich B a D je stejny patogen rodu
Penicillium sp.)



