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Screening silic enkapsulovanych do jilovych nanocastic
pro inhibici kli¢eni brambor

Souhrn

V lidském jidelnicku piedstavuji brambory vyznamny zdroj Skrobu, vitaminu C a drasliku.
Béhem skladovani brambory prochézeji urcitymi fazemi, ve kterych dochézi k intenzivnimu
bunéénému dychani spoustéjici tvorbu klicka. Jednou z moZznosti, jak kliceni omezit je aplikace
silic a Cistych latek z nich izolovanych. Silice jsou sekundarni metabolity rostlin a v roli
piirodnich inhibitort tedy nepoSkozuji zivotniho prostredi, zdravi zvifat ani lidi. K jejich izolaci
se nejcastéji pouziva destilace nebo extrakce v riznych modifikacich. Pro testovani inhibicni
aktivity byla za nejvhodné&;jsi metodu popsana enkapsulace aktivni latky do jilovych nanocastic.

V praktické Casti bylo testovano 21 Cistych latek a 8 silic. Na zaklad¢ ptredeslych studii
byla pro tento pokus experimentalné zvolena koncentrace 300 pl /1 silice ¢i Cisté latky,
enkapsulované do 3 g bentonitu, umisténého na dn¢ kazdé skladovaci nadoby o objemu 1 1.
Enkapsulované latky byly ptekryty filtracnim papirem, aby nedoSlo k pfimému kontaktu
s hlizami a zaroven se mohly postupné evaporizovat do prosttedi nddoby béhem 3,5mési¢niho
skladovaciho obdobi. Kazda varianta byla vyhodnocena ve tfech opakovanich. Béhem celkem
deseti kontrolnich bodl byly vSechny zvazeny, zkontrolovany na pocet vyklicenych ocek a
pritomnost houbové infekce. Po kazdé¢ kontrole byly nddoby uskladnény ve sklepé bez ptistupu
svétla, s RV 60 % a teplotou 21 °C do dalsiho kontrolniho bodu.

Vysledky méteni potvrdily silnou inhibi¢ni aktivitu karvonu a kminové silice.
Srovnatelnou retardaci kliceni vykazoval mentol, 4-terpineol, kafr, linalol, citronelal
a silice citronely. U karvakrolu byla detekovana pouze slabsi inhibice. Jako latky, které naopak
stimulujici rast klicka byly vyhodnoceny silice geranie, a-bisabolol, citronellyl propionét,
vanilin, anisol, cedrol nebo limonen. Rozdil hodnocenych parametra hliz oSetfenych ¢innymi
retardanty od kontroly, byl patrny jiz v druhém kontrolnim bodé&. Kli¢ky oSefenych hliz byly
kompletné ¢erné bez naznaku tvorby klickt novych, zatimco klicky kontroly rostly ve vrstvach
pies sebe.

Nejefektivnéjsi inhibitory potlacily vznik klicka po celé 3,5mésicni skladovaci obdobi
a na oSetfenych hlizach se houbova infekce nevyskytla na povrchu ani na kliccich.

Silice a Cisté latky z nich izolovang, tedy piedstavuji i€¢innou a zéroven Setrnou nahradu
syntetickych inhibitorii, doposud pouZivanych v komerénim zemédélstvi.

Kli¢ova slova: inhibice kliceni, silice, tékave latky, terpeny



Screening of nanoclay encapsulated essential oils for
inhibition of potato sprouting

Summary

In the human diet, potatoes (Solanum tuberosum) are an important source of starch, vitamin C,
and potassium. During storage, potatoes go through certain phases, in which there is intense
cellular respiration triggering the formation of sprouts. A suitable option to reduce germination
might be an application of essential oils and pure substances isolated from them. Essential oils
are secondary metabolites of plants, therefore as natural inhibitors, do not harm the
environment, animal or human health. Distillation or extraction in various modifications is most
often used to isolate them. For testing inhibitory activity, the encapsulation of the substance
into clay nanoparticles was described as the most suitable method.

In the practical part, 21 pure substances and 8 essential oils were tested. Based on previous

studies, a concentration of 300 pl /I of essential oil or pure substance encapsulated in 3 g of
bentonite placed at the bottom of each 1 | storage vessel, was experimentally selected for this
experiment. The encapsulated substances were covered with filter paper to avoid direct contact
with tubers and at the same time could gradually evaporate into the container environment
during 3.5month storage period. Each variant was evaluated in triplicate. During a total of ten
checkpoints, each variant was weighed, check for the number of germinated stitches and the
presence of fungal infection. Then the vessels were stored in the cellar without light access,
with an RH 60 % and a temperature of 21 °C until the next control point.

The measurement results confirmed the strong inhibitory activity of carvone and cumin
essential oil. Menthol, 4-terpineol, camphor, linalool, citronella and citronella essential oils
showed comparable germination retardation. The expected retardation due to carvacrol was not
confirmed and was very mild. Geranium essential oil, a-bisabolol, citronellyl propionate,
vanillin, anisole, cedrol or limonene were evaluated as germ growth stimulants. The difference
between the evaluated parameters of tubers treated with effective retardants compare to control
was evident already at the second control point. The sprout of treated tubers was completely
black with no sign of new sprouts, while the control sprouts grew in layers on top of each other.

The most effective inhibitors suppressed the development of germs throughout the
3.5month storage period, and the treated tubers did not show any significant signs of fungal
infection not even on the germs by this time.

Essential oils and pure substances isolated from them, thus represent an effective, and at
the same time gentle substitute for synthetic inhibitors used in commercial agriculture
nowadays.

Keywords: sprout suppression, essential oils, volatiles, terpenes
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1 Uvod

Bramborova hliza ma, jako rostlinny produkt s vysokymi produkénimi schopnostmi,
vyznam predevsim v lidské vyzivé a zpracovatelském prumyslu. V obou pfipadech hraje
stézejni roli Skrob, jako hlavni zdsobni latka. Kromé& sacharidii je brambor pro cloveka
vyznamnym zdrojem vitaminu C, drasliku, a v neposledni fad¢ i bilkovin (Hruska 1974).

Skladovanim brambor vznikaji problémy se ztratami hmotnosti diky vyparu, klic¢eni
a vyskytu sklddkovych chorob. Pro zamezeni kliceni jsou komeréné vyuzivany syntetické
inhibitory na bazi chléru, které vsak v hlizach zanechavaji sva rezidua. Jejich vyskyt v potraviné
ptredstavuje pro lidsky organismus potenciondlni riziko, které je spotiebitelem vnimano
negativné. Proto je nezbytné, nahradit je uc¢innou, ale $etrnou alternativou.

V posledni dobé¢ roste zajem o vyuziti inhibi¢nich latek ptirodniho ptivodu. Pro tento ucel
mohou poslouzit sekundarni metabolity vysSich rostlin, totiz silice neboli esencialni, éterické
oleje. Jejich vyuziti saha az do starého Egypta, kde pouzivali napt. tymian obsahujici thymol,
pro mumifikaci mrtvych tél. Do Evropy se rozsitily ptes Benatky, Florencii a Janov pivodné
k 1éGitelskym udelim, pozdgji jako esence do parfémi. V Cinské medicing je pouZivani
rostlinnych oleju tradiéni metodou vyuzivanou do soucasnosti (Odyova 1995).

Vyuziti silic a ¢istych latek z nich izolovanych v roli retardantt kliceni, se vénovalo jiz
mnoho studii, nejcastéji byl na hlizy aplikovan karvon obsazeny v kminové silici. Kromé
inhibice kliceni, vyzdvihuji autofi studii jeho antibakterialni vlastnosti potlacujici vyskyt
infekce. Potencialnich inhibitord z fad te€kavych latek ale muze byt celad fada a je vhodné
je podrobnéji prozkoumat.

Tato diplomova prace se vénuje vyuziti silic a ¢istych latek z nich izolovanych, jakozto
ptirodnich inhibitora kliceni hliz Solanum tuberosum.



2 Cile prace

Z ptedchozich studii a vysledkt bude sestavena skala latek a silic podporujicich, nebo
naopak inhibujicich kli¢eni u brambor béhem skladovéni. Inhibi¢ni ucinky jsou predpokladany
predevsim u karvonu, karvakrolu a kminové silice. Cilem préce je zjistit, zda existuji i dalsi
latky s podobnymucinkem.

3 Védecka hypotéza

Kromé zndmych ptirodnich inhibitorti kli¢eni brambor existuji dosud nepopsané latky
¢i jejich smési s obdobnym ucinkem. Enkapsulace do jilovych nano¢éstic je vhodnou metodou
formulace téchto latek.



4 Literarni reserse

4.1 Charakteristika brambor

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum) nalezi do rodu lilek (Solanum Tourn) celedi
lilkovitych (Solanaceae Pers). Pojmem brambor se bézné oznacuji i piibuzné druhy rodu
Solanum, kde se vyskytuji jednoleté i vytrvalé rostliny. Brambor hliznaty, dale jen brambor,
je rostlinou jednoletou a v zemédélské vyrobé se rozmnozuje vegetativné hlizami. Generativni
rozmnozovani semeny je nezbytné pro Slechténi novych odrud (Rybacek et al. 1988).

Plivodné jihoamericka plodina byla do Evropy dovezena Spanély v 16. stoleti. U nas
se zacCala péstovat az v druhé poloving 18. stol. v reakci na hladomor béhem Prusko-rakouskeé
valky. Spotieba v roce 1850 dosahla rekordnich 170 kg na osobu.

V soucasné vyzivé ¢loveka, zvitat i zpracovatelském prumyslu je vyznam brambor spojen
piedev§im s obsahem skrobu jako hlavni zasobni latkou. Jeho sytici Géinek vyslouZil
bramborim oznacéeni ,,druhy chléb* a vysoky obsah vitaminu C pomohl ve své dob¢ i v boji
proti kurdéjim (Rybacek et al. 1988).Vzhledem ke konzumovanému mnozstvi a zastoupeni této
plodiny v lidském jidelnicku, pfedstavuje brambora dulezity zdroj antioxidanti a dusikatych
latek, véetné bilkovin i pro dnesni populaci (Barta et al. 2004).

Spotieba v CR je k roku 2017 68,3 kg na osobu. (CSU 2016). FAO k roku 2013 udava
celosvétovou spotiebu na osobu 34,17 kg (FAO 2013).

Nejvétsim producentem je aktudlng Cina, nasledovana Indii, Ruskem, Ukrajinou a Spojenymi
staty Americkymi (NPC 2018).

4.1.1 Chemické slozeni

Bramborové hlizy jsou jedinym vyuzitelnym orgénem bramborového trsu. Slouzi
k ukladani asimilatd, produkta vzniklych fotosyntézou a zastoupeni jednotlivych slozek uréuje
jejich hodnotu i dalsi zpracovani. Primérné hodnoty chemického sloZeni bramborovych hliz
jsou uvedeny v Tabulce ¢.1.

Voda piedstavuje 70-82 % hmotnosti hlizy v zavislosti na zralosti, zvolené odridé,
technologii péstovani a ro¢nikovych pomérech. Kvalitu a charakteristiku samotného produktu
vSak urCuje susina. Pro brambory ur¢ené k pfimé konzumaci je volba obsahu susiny zavisla
predevsim na chutovych preferencich spotiebitele. Moucnaté brambory maji obsah suSiny
niz§i, vyssi obsah nachazime u brambor lojovitych (Rybacek et al. 1988).
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Tabulka 1 Zakladni chemické slozeni hliz bramboru

Majoritni slozky Vyjadieni v cerstvé Minoritni slozky ~ Obsah v mg/ 100
hmoteé (%) g cerstvé hmoty

Voda 68-83 Vitamin C 8-54

Susina 17-32 Karotenoidy 0,05-2

Skrob 11-26 Tokoferoly azdo 0,3

Celkovy cukr 0,5 Polyfenoly 123-441

Vlaknina 1-2 Dusi¢nany <500

Dusikaté latky 1-3 Steroidni <20

Bilkoviny 0,5-2 glykoalkaloidy

Volné aminokyseliny

(Asp, GIn, Pro) 0,1-1

Lipidy (tuk) 0,1

Popeloviny 1,1

(Bérta et al. 2008)

4.1.1.1 Sacharidy

Hlavni slozkou susiny je polysacharid skrob, ulozeny ve formé skrobovych zrn. Jedna
se 0 polymerni smés o-D-glukanti amylazy a amylopektinu v poméru 1:4 (Rybacek et al. 1988).
Pro hlizy slouzi jako zasobarna energie a zdroj pro tvorbu ostatnich organickych latek pfii
kliceni. Odrudy pro piimou konzumaci nebo vyrobky z brambor obsahuji 12-18 % skrobu
(Vokal et al. 2013).

V bramborovych hlizach se kromé Skrobu vyskytuji i dalsi polysacharidy zaji$t'ujici
vystavbu bunéénych stén a mezibunéénych prostor. Souhrnné jsou oznacovany jako vlaknina,
reprezentovany celuldzou, hemiceluldzou, pentozany a pektiny (Cizek et al. 2009).

Celkovy cukr zahrnuje redukujici cukry, monosacharid glukézu a fruktézu, neredukujici
zastupuje disacharid sachardza. Piitomnost redukujicich cukri jako nositelt nasladlé chuti
je spotiebiteli vnimana negativné. Jejich obsah je spjaty s fyziologickym stavem hliz, odridou,
stanovistém a podminkami skladovani. Ve vyzralych hlizach je za béznych teplot (10-20 °C )
obsah cukrti minimalni (do 0,5 % ), zvySuje se pti poklesu teploty na 0 °C (Zrtst 2009).
Pfi zpracovani na smazené vyrobky je navic uzky vztah mezi jejich koncentraci a tvorbou pro
¢loveka karcinogenniho akrylamidu. Vzniké reakci karbonylové skupiny cukrti a aminoskupin
volnych aminokyselin, zejména pak asparaginu. Tento jev je zndmy jako Maillardova reakce,
kdy krom¢ vzniku akrylamidu dochazi k neenzymatickému hnédnuti a hofknuti produktu
(Zhu et al. 2010).
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4.1.1.2 Dusikaté latky

Dusikaté latky zaujimaji pfiblizné 2 % pavodni hmoty, spadaji pod né bilkoviny
a nebilkovinné dusikaté latky. Bilkoviny maji pfevazné vodorozpustny albuminovy charakter.
D¢li se na patatinové bilkoviny, skupinu inhibitor proteaz a ostatni bilkoviny. Patatin jako
hlavni zasobni bilkovina (20-40 % bilkovin) vykazuje pfedevS§im enzymatickou aktivitu
a pravdépodobné se uclastni i obranych reakci v hlize, podobné jako inhibitory protez
(30-60 % bilkovin).

Mezi nebilkovinné dusikaté latky ovliviiujici kvalitu brambor patii volné aminokyseliny
zastoupené predevsim asparaginema a glutaminem (23 % N-latek). Tyto amidy jsou pro hlizu
ur¢itym rezervoarem dusiku a zaroven zvyraziuji chut’ jinych slouc¢enin (Rybacek et al. 1988).

4.1.1.3 Mineralni latky

Primérné zastoupeni mineralnich latek v hlizach je 1,1 % cerstvé hmoty. Jejich mnozstvi
je vsak silné ovlivilovano padnim prostiedim, ve kterém je rostlina péstovana.

Nejvyznamngjsim prvkem je draslik zaujimajici 30-50 % popelovin. Podili se
na vytvareni celkové chuti, zabraiiuje enzymatickému hnédnuti a ¢ernadni po uvaieni nebo
mechanickém poskozeni hlizy (Rybacek et al. 1988).

Nezanedbatelna je téz pfitomnost fosforu, dulezitého pro rozvoj rostliny i metabolické
pochody v hlize. Hnojeni P20s tidajné podporuje zvyseni poctu hliz, i kdyz zdroje jsou v tomto
nejednotné. Prokézan byl i pozitivni vliv na obsah vitaminu C (Zrist 2009).

4.1.1.4 Atioxidanty

Brambory jsou vzhledem ke konzumovanému mnozstvi vyznamnym zdrojem latek
s antioxida¢ni aktivitou. V lidském organismu i v rostlindich mohou neutralizovat volné
radikaly a predchazet tak naslednému oxida¢nimu poSkozeni. Tato skuteénost znaéné
napomaha ke snizeni rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni a celkovému posileni
imunity.

Antioxidanty lipofilniho charakteru reprezentuji karotenoidy, tokoferoly a a-lipoovéa
kyselina, ve vod¢ rozpustné jsou kyselina askorbova a polyfenoly. V organismu putisobi
ob¢ skupiny synergicky a zvysuji sviij pozitivni ucinek.

Kyselina askorbova se v bramborovych hlizach vyskytuje ve vysokém mnozstvi
(170-990 mg/kg). Dokonce i po tepelné Gpraveé v bramborach zustava okolo 130 mg/kg. Jako
ptirodni antioxidant zabrafiuje hnédnuti brambor, redukci o-chinonti na o-difenoly.

Ze skupiny polyfenolt je nejhojnéji zastoupen L-tyrosin (770-390 mg/kg), néasledovan
kyselinou kdvovou (280 mg/kg), kyselinou chlorgenovou (22-71 mg/kg), kyselinou ferulovou
(28 mg/kg) a kyselinou neochlorogenovou (11 mg/kg).

Nejvétsi podil karotenoidi (4-4,5 mg/kg) zaujimd p-karoten a xantofyly lutein
a zeaxantin. Nezanedbatelny je téz obsah a-tokoferolu (0,5-2,8 mg/kg) a selenu (0,1 mg/kg)
a kyseliny lipooveé (Zrust 2009).
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4.1.1.5 Steroidni alkaloidy

V bramborovych hlizach se nevyskytuji jen Ziviny prospé$né lidskému organismu, ale rovnéz
tzv. antinutri¢ni latky zptisobujici ve vysokych koncentracich zdravotni potize. Do této skupiny
patii krom¢ akrylamidu také glykoalkaloidy a kalysteginy. V kulturnich odridach se nejvice
vyskytuji glykoalkaloidy a-solanin a a-chakonin, zaujimaji az 95 % TGA (total glykoalkaloid)
(Velisek, J., Hajslova 2009). Z kalystegini jsou nejvyznamngéjsi A3, B2 a B4 vzhledem k jejich
proménlivosti napfi¢ hlizou se koncentrace pohybuje v rozmezi od 0,01 % ¢.h. ve slupce
az po 7,0 pg/g ¢.h. v celé hlize (Asano 1997; Nash 1993).

Obe¢ skupiny glykoalkaloidi se vyskytuji v kli¢icich hlizach ve vyssich koncentracich nez
v nadzemnich ¢astech rostliny. Rozdil se objevuje pii osvétleni hliz, kdy se koncentrace
kalysteginti ve slupce na rozdil od glykoalkaloid nezvysuje a pfi kli¢eni jejich obsah dosahuje
nizsich hodnot nez jejich ekvivalent kli¢ici ve tmé (Keiner et al. 2000). Pusobenim svétla
dochazi k zezelenani hliz a zvySeni obsahu solaninu. Pfi mnozstvi nad 20 mg/100 g ¢.h. dochazi
Kk projeviim toxicity zvracenim, prijmem, zalude¢nimi kie¢emi, bolestmi hlavy a zavratémi.
Mechanismus ucinku spociva v inhibici cholinesterazy a poruSeni membran zazivaciho traktu
i jinych organd. Zvyseni a-chakoninu ma dokonce teratogenni t¢inky. U kalysteginu je toxicita
téZ ptipisovana schopnosti inhibice B-glukosidazy a a-galaktosidazy (Schulzové et al. 2017).

V CR je dle vyhlasky €.305/2004 Sb. nejvyssi povolené mnozstvi glykoalkaloidi
v bramborovych hlizach stanoveno na 200 mg/kg (MZ 2004).

4.1.2 Problematika skladovani

Cilem skladovani je dosdhnout minimalnich ztrat vznikajicich dychanim, vypary, kli¢enim
nebo skladkovymi chorobami brambor. Pro zajisténi idealnich podminek se pouzivaji sklady
paletové nebo sklady volné lozenych brambor. Prostory musi mit regulovatelnou teplotou,

vlhkost a vétrani. Brambory je téZ tfeba skladovat ve tmé, aby se zamezilo zezelenani hliz
(\Vokal et al. 2013).

4.1.2.1 Dychéni

Bunééné dychani brambor probihd v mitochondriich za ptitomnosti kysliku pfeménou
organickych latek (glukézy) za vzniku oxidu uhli¢itého, vody a uvolnéného tepla jako
vedlejsiho produktu. Voda setrvava v butice, zatimco oxid uhli¢ity je praduchy vypafovan
spolu s teplem, které ohiiva prostor mezi hlizami a piispiva k vypafovani vody z pokozky.
Vlivem kondenzace vznikne na povrchu brambor ve vyssich vrstvach vlhké, teplé prostiedi,
vhodné pro rozvoj sklddkovych chorob. Zvysena respirace se vyskytuje u mladych brambor
s aktivnim bunéénym dé€lenim nebo u brambor poskozenych. Divodem je nedostate¢né
vyvinuta slupka neboli periderm (Rybacek et al. 1988). Pro minimalizaci téchto ztrat
a zachovani pozadované kvality hliz je tedy nezbytné dodrzovat specifické skladovaci
podminky (Vokal et al. 2013).
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4.1.2.2 Féaze skladovani

Po pfijmu brambor do skladu jsou hlizy pfipravovany na dlouhodobé ulozeni, béhem kterého
projdou nékolika fazemi:

OsuSovani brambor ma za cil omezit povrchovou vlhkost hliz, pomoci intenzivniho
vétrani pii teplotach 10-22 °C. Tato faze nastava 24 az 36 hod po naskladnéni v zavislosti
na stavu brambor, které by nemély byt mokré.

Suberizace neboli hojeni hliz trvd 10 az 21 dni a ma za ukol vytvofit povrchovou
korkovou vrstvu zabranujici vyparu vody a vniknuti patogeni u poskozenych mist. Optimalni
teplota je 12-18 °C a relativni vlihkost 85-95 %.

Proces zchlazovani se provadi vhanénim kombinace vngjsiho a vnitiniho vzduchu.
Celkova teplota vhanéného vzduchu by méla byt o 2-5 °C nizsi nez teplota hliz.
Ta je u sadbovych brambor upravovana na 2-4 °C, u konzumnich 4-7 °C a pro zpracovani
na lupinky a hranolky 7-10 °C.

V obdobi 3-4 tydni pied vyskladnénim jsou hlizy vystaveny tzv. rekondicionaci, pfi které
je teplota zvySena az na 15-20 °C. U konzumnich brambor se snizi obsah nahromadénych
sacharidd, u brambor sadbovych dojde k tzv. probuzeni (Vokal et al. 2013).

4.1.2.3 Kliceni

Po sklizni brambory podléhaji klidovému obdobi dormance, kdy ani za ptiznivych
podminek nedojde k vykli¢eni pupent. K prodlouzeni této faze jsou hlizy skladovany
pii nizSich teplotach nebo oSetfeny inhibitory kli¢eni. Snizeni teploty (2-4 °C) bé&hem
skladovani, mize kli¢eni zpomalit. Zaroven vSak dochazi k nezadoucimu fenoménu
“chladového sladnuti, kdy je Skrob degradovan na redukujici cukry - glukozu a fruktozu
(Sonnewald 2001).

Proces kliceni pupenti v ockach hliz je spustén intenzivnim dychanim v buiikéach, které
roste se zvySujici se teplotou a tmou. Kli¢ky tedy ve tmé rostou rychleji nez na svétle, expozice
hliz svétlu je vsak v rozporu se skladovacimi podminkami prevence zelenani hliz (Rybacek et
al. 1988).V disledku vyssiho odpafovani vody zpovrchu vzniklého klicku dochazi
k hmotnostnim ztratdm, meéknuti, smr§tovani, pozménéna je struktura i nutricni hodnota
brambor (Owolabi et al. 2013).

4.1.3 Retardace kli¢eni

Pro uchovani brambor v uspokojiveé kvalité se vyuzivé retardace, jejimz cilem je zamezit
kliceni. Vyuziva se u dlouhodobého uskladnéni konzumnich brambor s kratkou dobou
dormance nebo u brambor zpracovavanych na vyrobky, skladovanych pti vyssich teplotach (7-
10 °C) (Vokal et al. 2013). Omezeni ¢i dokonce zabranéni kli¢eni 1ze dosahnout nasledujicimi
zpusoby:

= Vybér odrad s dlouhym obdobim dormance.

»  Upravou skladovacich podminek, véetné dodrzovani selektivity dle odriidovych
vlastnosti.

Osetieni hliz syntetickymi inhibitory.

= Vyuziti inhibitord na piirodni bazi (Rasocha et al. 2007).
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4.1.3.1 Syntetické inhibitory

K nejrozsifenéjsim syntetickym inhibitorim pouZzivanych v zahrani¢i a donedavna i u nas
patii chloropham (CIPC; isopropyl N-(3-chlor-fenylkarbamét)) a maleinohydrazid (MH).

MH je v CR registrovan pod obchodnim nazvem Fazor s ochranou lhiitou pro konzumaci
hliz 21 dni. Aplikuje se 2-3 kg/ha ve formé postiiku obvykle 4-5 tydna pted sklizni. Vyhodou
ptipravku je moznost skladovani oSetfenych brambor spole¢né se sadbou, jelikoz neuvoliuji
Ucinné latky. PotiZe mohou nastat se stanovenim terminu aplikace, povétrnostnimi podminkami
a uéinnosti na rozdilné odridy brambor (Vokal et al. 2013).

Chloroprofam (CIPC) patii k nejucinnéj$im inhibitorim pouzivanym celosvétove jiz pies
40 let. CIPC potlacuje kli¢eni narusenim bunééného déleni a nasledného hojivého procesu.
Piipravek je tedy nezbytné aplikovat po suberizaci ale pied ukonéenim dormance, nebo
viditelného pocatku klic¢eni, obvykle po 2-3 tydnech skladovani. Ve skladu je rozprasovano
17-22 mg/kg na ¢.h. ve form¢ teplého aerosolu nebo mihy. Po piekroceni skladovaci obdobi
8 mesicti je moznost CIPC davkovat dvakrat. Celkové mnozstvi ovSem nesmi piekrocit
28 mg/kg ¢.h. Ochranna lhita pro konzumaci je 60 dni po aplikaci. Nevyhodou CIPC je jeho
t€kavost béhem pusobeni na hlizy a métitelné stopy rezidui po osetieni kolisaji mezi 33-50 %.
Z tohoto divodu nesmi byt oSetfené brambory skladovany spolu se sadbou ¢i osivem
(Kleinkopf et al. 2003).

Nékteré zemé prave kvuli zptisnéni pozadavki na sniZzeni koncentraci rezidui pozménila
jejich piipustny limit nebo uplné zakazaly jejich pouzivani a vyskyt v bramborach (Baydar et
Karadogan 2003).

EFSA vydala 17. ¢ervna 2019 provadéci natizeni o neschvaleni pouzivani G¢inné latky
CIPC na uzemi ¢lenskych stati EU. Na odejmuti povoleni piipravka obsahujicich chloroprofam
maji odkladnou lhitu nejpozd€ji do 8. fijna 2020 (EK 2019). Dle Natizeni Komise EU
z 3.kvétna 2018 je MRL (maximalni rezidualni limit) pro maleinohydrazid 60 mg/kg ¢.h
(EK 2018).

Utinnost inhibitorti na syntetické bazi je nesporna, problém vsak nastava s jejich
negativnim dopadem na Zivotni prostiedi. ReSenim problému mohou byt alternativni metody
vyuzivajici k retardaci kli¢eni pfirodni slou¢eniny s piirozenou biodegradaci.

4.2 Silice

Silice jinak téz éterické, esencidlni nebo aromatické oleje jsou definovany jako tékavé,
vonné smési ptirodnich rostlinnych latek. Maji olejovitou, lipofilni konzistenci a jsou ve vodé
téZko rozpustné. V erstvém stavu byvaji obvykle bezbarvé, avSak rozkladnymi procesy béhem
zpracovani a skladovani tmavnou a pryskyfi¢nati. Pfipadné zbarveni od Zluté, modré az po
zelenou je zpusobeno napt. azulenem a jeho derivaty (Berger 2007). Oznaceni ,étericky olej*
(Quinta esentia) pouzil poprvé v 16. stol §vycarsky 1ékat, alchymista a astrolog Paracelsus von
Hohenheim k pojmenovani u¢inné slozky drogy (Guenther 2013).

V rostlinaich se silice primarné¢ vyskytuji v mezibunééném prostoru, kanalcich,
specialnich trichomech, papilach a Zlazkach. Morfologicky pak v raznych ¢astech jako jsou
kvéty, listy, oplodi, kofeny, semena, ktira nebo jadro dieva. Jedna se o sekundarni metabolity
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rostlin, které je vyuzivaji ptedev$im k ochrané¢ pied Skudci ale i knalakani opylovacu.
(Odyové 1995).

Vyuziti silic ¢lovékem sahé do starého Egypta, kdy pouZivali napf. tymian s obsahem
thymolu, ktery je nositelem antisepticke, antibakterialni i antifungalni aktivity k mumifikaci
mrtvych t€l. O zdokonalovani postupt ziskavajicich silice se zaslouzili 1ékafi a filosofové
Perské tise Ibn Sina (Avicena) a al Kindi. Do Evropy se silice rozsitily pres Benatky, Florencii
a Janov plvodné k 1é€itelskym ucelim pozdé&ji jako esence do parfémi. V €inské medicing
je pouzivani rostlinnych oleji tradi¢ni metodou vyuzivanou do soucasnosti (Odyova 1995).

Diky edukaci spole¢nosti roste v posledni dobé popularita pfirodnich latek nejen
v kosmetickém, ale také v potravinaiském primyslu. Jejich uplatnéni 1ze aplikovat ve vyvoji
konzumovatelnych obalovych technik, diky antimikrobialnim vlastnostem pii konzervaci masa,
moftskych plodi, zeleniny, ovoce, mléénych a obilnych vyrobkd az po jejich uziti jako
pesticidu, ¢emuz je vEtsi pozornost vénovana v kapitole 4.2.1 (Ju et al. 2018; Perricone et al.
2015).

SlozZeni silic

SloZeni silic je ovliviiovano nékolika vnéj§imi i vnitinimi faktory. Jednim z nich
je prostiedi, ve kterém rostlina vyrGsta. Pfikladem mize byt myrta (Myrtus communis L.)
péstovana V riznych zemich a oblastech (iran, Turecko, Italie), kdy procentualni zastoupeni
jednotlivych sloZek kolisalo az v desitkach procent. Konkrétn¢ a-pinen (22,5-31,6 %), limonen
(3,8-23,4 %), 1,8-cineol (5,9-36,1 %) a linalool (8,4-11,6%) (Cervinka et al. 1991). Dalsim
faktorem ovliviiujici zastoupeni je chemotyp a ontogenetickda faze rostliny, kdy bylo
pozorovano, ze béhem rustu vonatky martinovy (Cymbopogon martini) se obsah eugenolu
v silici zvySuje z 65 % na 81 % (Sangwan et al. 2001). Zohlednit je téeba taky organ, ve kterém
se silice metabolizuje. Flach zjistil, Ze hlavni slozkou silice izolované z kiry skoticovniku
je cinamaldehyd, zatimco silice ziskana z listt méla pfevahu eugenolu (de Guzman et al. 1999).
Vytéznost silic je nejvyssi pred za¢atkem a béhem kveteni, ovlivnéna je mnoZzstvim srazek,
dobou slunecniho svitu i hnojenim (Hay et al. 1995).
Taxonomie silic je pomérné narocna, jelikoZ se jedna se o heterogenni smési S majoritnim
zastoupenim nékolika hlavnich slozek (z celkovych 20-60 latek), urcujicich z&roven jejich

biologické vlastnosti. Nejhojnéji zastoupenou skupinou jsou terpeny a terpenoidni latky.
Zékladni stavebni jednotkou terpend je isopren (2-methyl-1,3butadien). Podle stavby

uhlikového fetézce je mizeme délit na cyklické a acyklické, dle po¢tu polymerovanych molekul
isoprenu do Sesti skupin (monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny,
polyterpeny) a dle navazanych funkénich skupin na alkoholy, aladehydy, ketony, fenoly apod.
(Cerveny 1999). Dalsi podetnou skupinou jsou latky s benzenovym jadrem, kde je zéaklad
tvofen fenylpropanem. Nejmensi zastoupeni ve smési maji slouceniny s alifatickym fetézcem
obsahujici siru ¢i dusik (Bakkali et al. 2008).

4.2.1 Vliv silic na kliéeni brambor

Syntetické inhibitory jsou k ochrané rostlin vyuzivany po celé dekady. Kromé potlaceni
nezadoucich jev v metabolismu zemédélskych plodin, vSak poskozuji i necilené organismy.
Jejich rezidua zastavaji v pud€, odkud dal migruji do potravniho fetézce az k cilovému
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konzumentovi — ¢loveéku (De Carvalho et al. 2006). Pro zdravi lidského organismu mohou
predstavovat potencialni riziko, coz je spotiebitelem vnimano negativné a je tak snaha hledat
v dané problematice nové ptistupy. Jednou z moznosti alternativnich metod je pouziti silic jako
ptirozené¢ se vyskytujicich latek v rostlinach, které jsou Setrngjsi K zivotnimu prostiedi
(Bozik 2018).

Utinky silic proti patogentim napadajicim brambory byly pfedmétem mnoha studii a jsou
jiz pomérn¢ dikladné prostudovany (Mehrorosh et al. 2014; Hosseini et al. 2012). Jejich G¢inek
proti kliceni brambor je bliZze popisovan v nasledujicich fadcich.

Vzhledem k tékavosti aktivnich latek byl zpuisob aplikace ve vétsin€ uvedenych studiich
rozprasovanim silic/¢istych latek v plynné fazi, pokud tomu bylo jinak, postup je odprezentovan
u dané studie.

= Karvon
Karvon je monoterpennicky monocyklicky keton, vyskytujici se ve dvou enantiomerech

D-karvon a L-karvon. D-karvon neboli (4S)-(+)-karvon voni po kminu, ze kterého se také
ziskava jako hlavni slozka (50-70 %) silice kminu kofenné¢ho (Carum carvi). L-karvon
¢i 4(R)-(-)-karvon je v obsahu 60-70 % zisk&dvan z maty klasnaté (Mentha spicata), kde je
i nositelem jeji vuné. Dalsim zdrojem D-karvonu jsou semena kopru vonného (Anethum
graveolens), ve kterych ptedstavuje 40-60 % silice (De Carvalho 2006).

Inhibi¢ni Géinnost D-karvonu je ptimo zavisla na jeho koncentraci (Sorce et al. 1997).
Oosterhaven popsal vliv ptsobeni D-karvonu na pokles 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym
A reduktazy, klicového enzymu v mevalonatové cesté, diky cemuz dochazi k inhibici kli¢eni
(Oosterhaven et al. 1993). Nevyhodou aplikace je postupny pokles jeho koncentrace ve
skladovacim zafizeni. Nutna je tedy opakovana aplikace, coz oproti konven¢nim inhibitoriim
zvysuje naklady na retardaci (Cizkova et al. 2000).

Dostate¢na koncentrace se rtizni v rdmci studii. Sorce et al. (1997) uvadi v Sestimési¢nim

pokusu pii dopliovani Karvonu kazdé dva tydny za ucinnou koncentraci 7,15 mmol/ mol™.
Hartmans et al. aplikoval 50-100 ml ¢istého D-karvonu na 1000 kg brambor opakované
kazdych Sest tydni a pozoroval srovnatelné a lepsi vysledky oproti IPC/CIPC (Hartmans et al.
1995). Podobné vysledky uvadi De Carvalho vyzdvihujici jesté antifungalni ptisobeni karvonu
proti vyskytu houbové infekce brambor. Osterhaven téz uvadi Ze inhibice je reversibilni a po
odstranéni D-karvonu dochazi k opétovnému ristu klickt. VySe zminéni autofi se shoduji,
ze aplikace karvonu neovlivnila chut’, barvu ani kvalitu hliz.

Teper-Bamnolker et al. 2010 testovali u¢innost D i L-karvonu a potvrdili inhibici kli¢eni
bramborovych hliz u obou isomeri. L-karvon je do hliz absorbovan mnohem pomaleji proto
ma oproti D-karvonu pomalej$i nastup ucinku (Teper-Balmnolker et al. 2010).

= Karvakrol

Karvakrol je monoterpenicky fenol, vyskytujici se majoritné v bylinach celedi Lamiacea
(dobromyslu-Origanum vulgare 38,3 %, O. onites 78,2 %; majoranky-Origanum majorana
48,7 %; tymidnu-Thymus vulgare 9-60 %, T. capitatus12,7-74,4 %; saturejky-Saturea montana
30-40 %, S. hortensis 1,2-44 %; matefidouskovci vonném Coridothymus capitatus 51,6 %) (De
Vincenzi et al. 2004).

Baydar et al. shledali karvakrol v koncentraci 200ul/1 velmi u¢innym inhibitorem, navic
podporujici antimikrobialni efekt v kombinaci s (S)-(+)-karvonem (Baydar et al. 2003).
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Ve studii Vokou et al. naopak silice z Origanum vulgare, O. onites jedina pti koncentraci 25,
125 a 250 mg/kg ¢.h. nepotlacila kli¢eni u hliz skladovanych 5 tydnt za teploty od 14-23,8 °C
(Vokou et al. 1993). Shukla et al. potvrzuji jen mirnou inhibici silici z Thymus vulgaris pfi
koncentraci 200 ul, distribuovaného fumigaci na hlizy umisténé v exsikatoru skladovanych
28 dni pii pokojové teploté (25+2 °C). Kontrola kli¢ila po 7. dni z 98+2,6 %, osetfené hlizy
z 93+1,7 % (Shukla et al. 2019).

= Kafr
Kafr je monoterpenicky bicyklicky keton, v pfirodé se nejcastéji vyskytuje jako (R)-(+)-kafr
ovSem existuje i jeho (S)-forma. Nachazi se ve dievé stromu kafrovniku (Cinnamomum
camphora), jeho silice obsahuje az 68 %, v listech pelynku ro¢niho (Artemisia anua)
se vyskytuje okolo 77,2 %, v listech bazalky posvatné (Ocimum sanctum) az 65,4 % (EI-Awady
et al. 2014). V rozmarynu (Rosmarinus officinalis) se nachézi 40,6 % a v salvéji (Salvia
officinalis) okolo 19 % (Baydar et al. 2003).

Vokou et al. uvedli U¢innost inhibi¢niho efektu silice Salvia fruticosa a Rosmarinus
officinalis v koncentraci 1 ml/kg ¢.h. brambor. Jejich Gi¢innost spocivala ve z¢ernani az vadnuti
kli¢kd, nikoli v potla¢eni jejich vzniku. (Vokou et al. 1993) Vaughn potvrzuje slabsi inhibici
za headspace koncentrace 3,2x10-3 mol.I™, zpusobujici zEernani a nekrdzu pouze na koncich
klicka (Vaughn et al. 1991). Také ElI-Awady Aml ve své studii potvrzuje slabsi, ale stale
vyraznou inhibici, konkrétné pii koncentraci 4,6 a 8 mmol.I" potlacil kafr 93 % klicivosti
(EI-Awady Aml et al. 2014). Lil et al. uvadi po 50 dnech aplikace 0,2 g/l kafru z¢ernani koneck
klickt na skupiné brambor skladovanych pfi teploté 2312 °C, zatimco na skupiné skladované
pfi teploté 4 °C nepozoruje zadné kliceni. Po 110 dnech od aplikace se vSak kli¢eni obnovilo.
Autor tento jev piipisuje zvySené hladiné peroxidaz, ovliviiujici pravé rust klicku, kterou vSak
kafr nebyl schopen dostate¢né potlac¢it. Naopak snizil hladinu enzymu fosfolitid fosfolipazy,

zodpovédnou za ztraty vody a zvysil hladinu proteinu zpisobujici nekrézu konecka klicku
(Lil etal. 2017).

= 4-Terpineol

4-terpineol  diive  4-karvomentenol, se  vyskytuje ve dvou enantiomerech
(4R)-(+)-a-terpineol a (4S)-(-)-a-terpineol. (+)-a-terpineol ma tézkou liliovitou viini, zatimco
(-)-a-terpineol voni po dehtu. Vyskytuje se v koriandru (Coryandrum capitatus) 61,5 % (R),
38,5 % (S); majorance (Origanum majorana L.) 57 % (R), 42 % (S); bazalce (Ocimum
basilicum) 69 % (R), 31 %(S); v Rozmarynu lé¢kaiském (Rosmarinum officinalis) 69 % (R),
31 %(S); levanduli (L. angustifolia) 62 %(R) 38 %, (S); v listech febticku (Achilea ligustica)
19,3 %; v mat¢ kadefavé (Mentha spicata) 1,8-7 % nebo v ozance (Teucrium montanum)
3,9 % (Ravid, et al. 1995).

Vaughn et al. popisuje ucinnost 4-terpinolu pti headspace koncentraci 2,5x 10-5 mol.l-1
zpusobujici z¢ernani konecka klicka (Vaughn et al. 1991). Vokou et al. testoval ucinnost silice
z Lavandula angustifolia, ktera pti koncentraci 1 ml/ kg ¢.h. brambor inhibovala kli¢eni hliz
uskladnénych 5 tydnt 99,8 % tGspésnosti. Menta spicata inhibovala kliceni z 81,7 % pfi stejné
koncentraci (Vokou et al. 1993). Chauhan et al. testovali téz silici z Mentha spicata z riznych
lokalit za pouziti koncentrace 100, 200, 300 pl po 35 dni pii 35 °C. K inhibici doslo u vSech
testovanych koncentraci (Chauhan et al. 2011). Meigh et al. potvrzuje tspéSnost inhibice
o-terpineolu pii headspace koncentraci 125 pg/l, kdy nedoslo ani ke kliceni ani ztraté hmotnosti
hliz skladovanych 6 tydnu pfi teploté 10 °C (Meigh et al. 1969).
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=  Kminovasilice
Kmin kotenny (Carum carvi) se vyskytuje ve dvou formach lisicich se obsahem G¢innych latek.
Jedna se o kmin dvoulety sobsahem silic 3-7 %, zatimco jednolety obsahuje pouze
2-3 %. Hlavni slozkami silice je zminovany D-karvon (50-70 %) a D-limonen (2-30 %)
(De Carvalho et al. 2006). Inhibi¢ni G&inek vykazoval viak pouze D-karvon. Cizkové uvedla
za dostate¢nou koncentraci 0,1 ml/kg hliz opakované aplikovanou Vv intervalech Sesti tydna
(Cizkova et al. 2000).

= Mentol
Mentol je monoterpenicky monocyklicky alkohol, vyskytujici se v piirodé nejéastéji ve formeé
(1R,2S,5R), jako stereoizomer muze mit az 8 forem: (£)-mentol, (+)-isomentol, (+)-neomentol,
(+)-neocisomentol (Barry 1973). Ve smési silic Maty peprné (Mentha piperata) se muze
vyskytnout monoterpenicky keton menton (29,5 %) vyskytujici se spolu s mentolem (44,1 %)
(Baydar et al. 2003).

Coleman et al. testovali (1S, 2S, 5R)-(+)-neomentol a (1R, 2S, 5R)-(-)-mentol a L-menton
(kontaminovan isomerem isomenton). T¢kavé latky plsobily na brambory 14 dni pfi teploté
25 °C, poté byly uskladnény ve tmé na dalsSich 14 dni za teploty 20°C. Neomentol kompletné
potlacil kliceni p¥i koncentraci 2 pl/l a menton pii 5ul/l a pokud byly obé komponenty smichany
(0,5 ul/l) pusobily synergicky. Latky byly ve studii u¢innéjsi nez S-karvon (Coleman et al.
2001). Naopak Vaughn uvédi jen slabou tucinnost mentolu za headspace koncentrace
2,2x10-3 mol.I™ vedouci ke z&ernani kone¢kd klicka (Vaughn et al. 1991). Podobné vysledky
uvadi Finger et al. kdy kli¢ivost za pouziti mentolu o koncentraci 100 mg/kg brambor vedla
k 67,4 % klicivosti oproti kontrole s hodnotou 92,9 % kli¢ivosti (Finger et al. 2018).

= Cedrol
Cedrol je seskviterpenicky alkohol s dievitou vini. Vyskytuje se v silici jalovce virzinského
(Juniperus virginian L.) obsahujici 26 %, v cypfisi stalezeleném (Cupressus sempervirens)
8,3 %, v kvétu Achillea ligustica je 4,3 % nebo v ozance (Teucrium orientale L subsp. Taylori)
0,2 % (Kloucek et al. 2012) (Hyun et al. 2015) (Amiri 2010).

= qa-Felandren
Felandren je monoterpenicky monocyklicky alken, vyskytujici se ve dvou izomerech
o—elandren a B-felandren. Jeho viing€ byla popsana jako smés peprmintové vuné s Citrusy.
Izomer o—felandren se vyskytuje v silici eukalyptu (Eucalyptus dives) zastupujici 20-80 %,
v kopru vonném (Anethum graveolens) tvoii az 50 % silice, v Echinophora tenuifolia 49,5 %
ave viesn¢ bahenni (Myrica gale) 6,49-9,9 % silice. B-felandren se vyskytuje ve dfevé borovice
pokroucené (Pinus contorta) z 34 % (< 0,6 % a—isomeru) (Baser et al. 2009).

Baydar et al. vyhodnotil uziti 200 ul/l-1 silice z Echinophora tenuifolia jako velmi
efektivni v potlaceni klieni. Hlizy byly pisobeni latky vystavené 16 h/ 22-24 °C a nasledné
uskladnény 50 dni. Vaughn et al. uvadi lehky inhibi¢ni efekt pfi headspace koncentraci
1,2x10-4 mol.l-1 a—felandrenu. Hlizy byly skladované pii teploté 25 °C po dobu 7 dni a po
osetfeni doslo ke zEernani konecki klicka (Baydar et al. 2003).

= o-Terpinen
o-Terpinen je monoterpenicky monocyklicky alken, jedna se o enantiomer, ktery mize mit
uspofadani a, B, o, y. Je nositelem typické vuné terpentynoveé silice ziskavané z pryskyfic
borovic (Pinus nigra Arn., Pinus silvestris L., Pinus palustris Mill., Pinus pinaster Sol. Pinus
halepensis Mill) (MZ 2014). Jako majoritni slozka se vyskytuje v silici merliku vonného
(Chemopodium abrosioides) az z 63,3 % (Owolabi et al. 2010).
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Ve studii Owolabi et al. byla pouzita koncentrace 0,3 ml silice Chemopodium abrosioides
enkapsulovaneé do bentonitu, kaolinu a oxidu hliniteho za ptidani Trintonu X-100 proti
vyparovani. Pouzity byly 3 ptistupy aplikace — praSkové formy byly pfevrstveny hlizami ¢1 jimi
popraseny, nebo se silice distribuovaly fumigaci. Hlizy se skladovaly 10 tydnt pfi teploté
20-25 °C. Klicivost osetfenych hliz se pohybovala od 37,5-68,75 % oproti 93,97 % kli¢ivosti
kontroly. Nejvétsi uspésnost méla kombinace substratu s Trintonu X-100 (Owolabi et al. 2010).

= p-Cymen
P-cymene je monoterpenicky monocyklicky alken, ktery je soucasti silice merliku vonného
(Chemopodium abrosioides) kde piedstavuje 26,4 % silice. Inhibi¢ni G¢inky viz piedchozi
studie (Owolabi et al. 2010).

= Anisol/Anetol

Anetol patii do metoxy derivatu, jedna se o fenylmetyléter, anisol je synteticky pfipravena latka
vonici po I€kofici. Anetol se vyskytuje ve formé dvou izomera cis a trans. Pirodnim zdrojem
anetolu je bedrnik anyz (Pimpinella anisum; 93,9 %), fenykl obecny (Foeniculum vulgare;
76,4 %), anyzovec pravy (lllicium verum; 85-90 %), (Clausena anisata; 85-100 %), nebo
aksamitnik mexicky (Tagetes lucida; 23,8 %) (Baser et al. 2009).

Baydar et al. popsali mirnou inhibi¢ni G¢innost anetolu za pouziti 200 pl/l pfi vystaveni
hliz 16 h 22-24 °C a nasledné¢ 50 dni uskladnénych. Hodnotici $kala méla maximum +++
z ¢ehoz anisol ziskal + (Baydar et al. 2003).

= Anyz
Silice bedrniku anyzu (Pimpinella anisum) obsahuje 76,9- 93,9 % trans-anetolu, 2,4 %
estragolu a 0,06 % (E)-metyleugenol, a-cuparen, B-bisabolen, p-anisaldehyd a cis-anetol
(Shojaii et al. 2012).

=  Fenykl
V silici fenyklu setého (Foeniculum sativum) je zastoupen anetol (76,4 %), limonen (7,7 %),
a fenchon (3,3 %) (Baydar et al. 2003).
Fenchon ve studii Vaughna zptsobil kompletni z¢ernani a nekrézu klicka pii koncentraci
0,51+0,05 mg/1 a hlizy mély pevnou strukturu (Vaughn et al. 1991).

= Limonen

Limonen je monoterpenicky cyklicky alken vyskytujici se v enantiomerech (R)-(+)-limonen
vonicim po citrénu, zatimco (S)-(-)-limonen voni po terpentynu piipominajici borovici.
R-limonen je nejéastéji izolovan z kury citronu (Citrusu limon), pomerance (Citrus sinensis)
jejiz silice obsahuji 86-100 % (Henner et al. 1990). Silice citronely a citronové travy obsahuji
0-4 % S-limonenu. V maté kadefavé (Mentha spicata) se vyskytuje v rozmezi
2,7-14 % (Chauhan et al. 2011). V kminu (Carum carvi) je zastoupen z 40,3 %, ve fenyklu
(Foeniculum vulgare) ze 7,7 % (Baydar et al. 2003).

Ve studii Vaungha méla headspace koncentrace 1,7+ 2 mg/l limonenu velmi slabé inhibi¢ni
ucinky (95 % Kklicivosti) v porovnani s kontrolou (98 % kli¢ivosti). Navic byly hlizy pokryty
viditelnou vrstvou houbové infekce a mély mékkou strukturu (Vaughn et al. 1991).

= Citral
Citral je monoterpenicky acyklicky aldehyd vyskytujici se ve dvou izomerech geranial cili
trans-citral a neral, nebo cis-citral. Geranial ma silnou citronovou vuni, neral méné intenzivni.
Tvoii nejvétsi podil (65-80 %) silice citronové travy (Cymbopogon citratus). Konkrétné
35,6-43,8 % trans-citralu a 29,4-36,2 % cis-citralu (Katsukawa et al. 2010). V citronele
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(Cymbopogon citrus) se vyskytuje 22,7 % trans-citralu a 14,2 % cis-citralu (Nakahara et al.
2013).

El-Awady Aml et al. uvadi kompletni inhibici pii koncentraci 6 a 8 mmol.I" citralu
na brambory uskladnéné 4 mésice za venkovnich teplot (35/15 °C-den/noc). Brambory byly
Vv jednotlivych roztocich izolovanych latek ve vod¢, macené 30 min a poté uskladnény. Nedoslo
k redukci cukri ani aminokyselin a aktivita peroxidazy, v reakci na zvysujici se koncentraci
ROS (Reactive Oxygen Species), kvili okolni teploté vzrostla (EI-Awady et al. 2014). Vaughn
et al. za pouziti headspace koncentrace 1,6x10-3 mol.l-1citralu uvedl, Ze doslo pouze ke zEernani
koncu klicka (Vaughn et al. 1991).

= Citronelal
Citronelal je monoterpenicky acyklicky aldehyd vyskytujici se ve dvou enantiomerech
(3)-(#)-citronelal a voni po citronu. V silici eukalyptu (Eucalyptus citodora) se vyskytuje ze
70-80 %. Vétsinou je vSak hlavni komponentou silice citronely (29,7-35,5 %), nebo medunky
lekaiské (Mellisa officinalis) konkrétné 39 %. Synteticky muize vznikat kyselou hydrolyzou
citralu.

= [-Citronelol
Citronelol je monoterpenicky acyklicky alkohol vyskytujici se ve dvou izomerech.
(S)-(-)-B-citronelol voni po rizich a (R)-(+)-B-citronelol vonici po citronech (Dvotakova et al.
2011).
Vyskytuje se v Rosa domascena ze 46,7 %, v geranii (Pelargonium graveolens) je 38 %,
v citronele (Cymbopogon nardus L.) je 4,6-10,7 % (Baser et al. 2009).
El-Awady Aml uvedl 100 % inhibici po 30 min madeni hliz ve 4,6 a 8 mmol.I"* koncentraci
L-citronelolu, 97 % u D-linalolu (EI-Awady Aml et al. 2014). Vaughn za pouziti headspace
koncentrace 1,6x10-3 mol.l-1 citronelolu uvedl, Ze doslo pouze ke zfernani konct klicka
(Vaughn et al. 1991).

= Citronelyl propionat
Citronelyl propionat je citronelyl-ester kyseliny propionové, vyskytuje se ve dvou isomerech
(3R)-(+)—p— citronelyl propionat. Voni smésnou vuni po ruzich, kvétindch, vosku a ovoci.
Nachazime jej v minoritnich koncentracich v rajcatech, v tymianu (Thymus vulgaris) 0,06 %,
v geranii 0-0,25 %, v Khelle (Ammi visnaga) 1,2-2,9 % (Tisserand et al. 2014).

= Lemongrass
Listy citronové travy (Cymbopogon citratus) obsahuji 65-80 % citralu a 9,73 % myrcenu
(Chanthai et al. 2012).
Shukla et al. distribuovali koncentraci 200 ul silice lemongrass pomoci fumigace v exsikatoru
za pokojové teploty (25+2 °C) na celkovou dobu 28 dni. Autor uvadi podporujici ucinek
lemongrass na kli¢eni i na samotnou délkou klicku, konkrétné¢ 99+2,08% kli¢ivosti oproti
kontrole s hodnotami 99+2,6% klic¢ivosti (Shukla et al. 2019).

= Citronela
Listy citronely ¢i vonatky cejlonské (Cymbopogon nardus L.) obsahuji 24,2-35,7 % geraniolu,
29,7-35,5 % citronelalu, 22,7 % trans -citralu, 14,2 % cis-citralu, 9,7 % geranyl acetatu, 5,8 %
kotronelalu a 4,6-10,7 % citronelolu (Nakahara et al. 2013)(Koba et al. 2008).
Jia et al. aplikovali citronelovou silici (CEO-citronela essential oil) pomoci fumigace
v koncentraci 30 pl/l po dobu 10 dni pii teploté 25+2 °C a 90 % vlhkosti. Nasledn¢ byly
uskladnény na 90 dni za teploty 10 °C pro jednorazové davkovani, ve dvoufazovém byly
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osetieny po 35 dnech. Kli¢eni po 90 dnech bylo u kontroly stanoveno na 95.40 %,
u jednorazového osetieni na 62.09 % u dvoufazového na 47.75 %. Jia tedy konstatuje schopnost
CEO zpomalit nastup kliceni bramborovych hliz (Jia et al. 2019).

= Litsea cubeba
Silice bobuli vaviinu kubébového (Litsea cubeba) obsahuje 60-92,6 % citralu (51,9 %
geranialu, 40,7 % neralu) 2,8 % linalolu, 1,5 % metylheptanonu a 0,2 % limonenu (Gogoi et al.
1997).
Inhibi¢ni u¢inky jsou zajistény majoritnim podilem citralu (viz 4.2.1.5).

=  Vanilin

Vanilin je cyklicky aromaticky aldehyd vyskytujici se v silici vanilky (Vanilla plantifolia) z
85-90%, nalezneme ho i v jasminu velkokvétém (Jasminum grandifolium), 0,24-0,34 %
v Cabreuvé (Myrocarpus frondosus) a orlafce drahocenné (Aquilaria malaccensis)(Baser et al.
2009).

Vaughn et al. popsal ucinek vanilinu podporujici kliceni, aplikovan byl na filtracni papir
v mnozstvi 1 ml, umistény do banky s hlizami skladovanymi pii 25 °C s 95 % vlhkosti, po dobu
14 dni. Jiz po 7 dnech kli¢ily hlizy z 87 % s vyskytem infekce na povrchu. Prekvapivé si vSak
hlizy zachovaly svou pevnou strukturu (Vaughn et al. 1993). Beveridge et al. méfil délku klickt
na hlizach skladovanych 14 dni pfi teploté 10 °C, oSetfenych vanilinem o koncentraci 20, 100,
500 mg/kg. Kontrola méla klicky dlouhé 154,4 mm, hlizy oSetfené vanilinem mé¢li klicky
dlouhé 135,9;148,1;146,8 mm (resp. 20,100,500 mg/kg). Inhibi¢ni ucinek vanilinu byl tedy
velmi slaby (Beveridge et al. 1981).

= Eugenol

Eugenol je odvozen od fenylpropanu, vyskytuje se ve formé 4 izomera eugenol, o-eugenol,
metoxyfenol a chavibetol. Obsazen je v silici ziskdvané z listi, stonku nebo pupend
hiebickovce kofenného (Syzygium aromaticum) kde je 70-90 %, v listech skoficovniku
cejlonského (Cinnamomum zeylanicum) je 74,9-88,7 %, v bazalce pravé (Ocimum basilicum)
je 0,3-33 % a v bazalce posvatné (Ocimum sanctum) je 52,2-60,3 % (Baser et al. 2009).

Finger et al. uvadi slabsi inhibi¢ni efekt za pouziti eugenolu o koncentraci 100 mg/kg
brambor vedouci k 88,8 % klicivosti oproti kontrole s hodnotou 92,9 % kli¢ivosti (Finger et al.
2018). Ve studii Afify et al. hodnotili kromé dal$ich parametra aktivitu enzymu a-amylazy.
Tento enzym se zvySuje béhem kliceni, coz nasledné vede k degradaci Skrobu. Eugenol
prokazal sniZeni aktivity a-amyldzy p#i koncentraci 300 mg/kg ¢.h. na hodnotu 152,8+1,41
U/100 mg hliz, oproti kontrole s hodnotou 90,8+0,63 U/100 mg hliz. Jednotka U vyjadiuje
mnozstvi pfeménéného substratu (Skrobu) za dany ¢as (umol/min) testované na 100 mg
brambor. Paradoxné¢ aplikace izolovaného eugenolu byla efektivnéjsi nez hiebickové silice
(Afify et al. 2012). Shukla et al. naopak uvadi podporujici Géinek silice ziskané z Syzygium
aromaticum o koncentraci 200 ul a hodnotami kli¢eni 99+2,6 % oproti hodnoté kli¢eni kontroly
98+2,6 % (Shukla et al. 2019).

= trans-Cinamaldehyd
Cinamaldehyd se pfirozené vyskytuje ve formé isomeru trans-cinamaldehyd neboli
(E)-cinamaldehyd. Nejhojnéji se vyskytuje v kife skoficovniki napf. s. cejlonského
(Cinnamomum zeylanicum), kde piedstavuje 60-70 % silice a propujcuje skofici svou typickou
vini (Ashakirin et al. 2018).
Vaughn et al. podrobili brambory 2 riznym typlim aplikace ¢istého cinamaldehydu (99 %).
V 1. piipadé aplikace 1 ml substance na filtraéni papir umistény do banky s hlizami,
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skladovanych 7 dni pti 25 °C, ocka nezacaly kli¢it ani po nasledném 14dennim skladovani, pfi
zachovani pevné struktury hliz. V 2. piipadé byl cinamaldehyd aplikovan sprejovanim
jednotlivych hliz v mnozstvi 0,1-0,2 ml uskladnénych 14 dni pti 25 °C a 95 % relativni vlhkosti.
Doslo téz k 100 % inhibici kli¢eni s lehce mé&k¢i strukturou hliz (Vaughn et al. 1993).

= Geranyl acetat
Geranyl acetat je monoterpenicky acyklicky ester, ve vonatce martinové (Palmarosa;
Cymbopogon martinii) predstavuje 4,3-14,8 % silice (Wolffenbuttel et al. 2015). V koriandru
(Coriandrum sativum) tvoii 1,9 % silice.
El-Awady Aml uvadi 95% potlaceni kliceni geranyl acetatem po 30 min maceni hliz

v koncentraci 4, 6 a 8 mmol.I"! (El-Awady Aml et al. 2014). Kompletni inhibici kli¢eni popsal
i Shukla et al. za pouziti silice z Palmarosy o koncentraci 200 pl (Shukla et al. 2019).

=  Geranie

Silice geranie resp. pelargonie vonné (Pelargonium graveolens) obsahuje 38 % citronelolu,
16 % geraniolu,10,4 % ptedstavuje citronelyl-forméat, 6,5 % linalol, 5,6 % isomenton,
3,8 % geranyl-format a 2,2 % isomenton (Gallardo et al. 2012). Silice voni po ruzich. Geraniol
je majoritné zastoupen v Cymbopogon winteranus Jowit (12-25 %) (Baser et al. 2009).
El-Awady Aml uvadi kompletni inhibici pii koncentraci 6 a 8 mmol.I™ geraniolu, na brambory
uskladnéné 4 mésice za venkovnich teplot (35/15 °C-den/noc). V porovnani s kontrolou mél
geraniol nizsi hladiny redukujicich cukrt, aminokyselin a aktivita peroxidazy, v reakci
na zvySujici se koncentraci ROS (Reactive Oxygen Species) kviili okolni teploté¢ vzrostla
(ElI-Awady Aml et al. 2014). Vaughn naopak za headspace koncentrace 1,2x10-3 mol.l-1
geraniolu nepozoroval znatelny efekt, resp. zadny (Vaughn et al. 1991).

= Linalol

Linalol je monoterpenicky acyklicky alkohol vyskytujici se jako dva enantiomery likareol
neboli ®-(-)-linalol a koriandrol ¢i (S)-(+)-linalol. S-linalol je hlavni slozkou (60-80 %)
silic v semenech koriandru setého (Coriandrum sativum)(Mandal et al. 2015). Vyskytuje
se ve vonatce martinové (Palmarosa ; Cymbopogon martinii), kde predstavuje 0,8-2 % silice
a je nositelem pomerancové vuné, kdy v pomeranc¢ovniku ¢inském (Citrus sinensis Osbeck)
tvoii az 76-99 % silice (Wolffenbuttel et al. 2015). Levandule (Lavandula angustifolia)
obsahuje ve své silici 22,35 % R-linalolu, ktery voni pravé po ni (Djamel et al. 2012).

Gomez-Castillo et al. ve své studii prezentovali inhibiéni u¢inek koriandrové silice
v koncentraci 230 ul/l, soubézné s kontrolou bez oSetieni a CIPC jako standardu. Brambory
oSetfené silici zacaly kli¢it az na konci skladovaciho obdobi tedy po 55. a 70. dni pro ob&
odrudy, podobn¢ jako CIPC (GOmez-Castillo et al. 2013). Vokou et al. testovali u¢innost
levandulové silice na bramborach uskladnénych 5 tydnt. Kliceni inhibovala koncentrace
0,1 ml/kg ¢.h., pfi koncentraci 1ml/kg ¢.h. kli¢ky Cernaly az vadly (Vokou et al. 1993). Vaungh
potvrzuje z¢ernani a nekrozu klickt pti koncentraci 0,23 mg/l linalolu, ale poukazuje na mék¢i
texturu hliz (Vaughn et al. 1991). Opac¢né vysledky byly odprezentovany El-Awady Aml et al.,
zaznamenavajici 96-100 % kli¢ivost a 2 % ztratu hmotnosti hliz pifi koncentraci

4,6 a8 mmol.I" linalolu (EI-Awady Aml et al. 2014).

» a-Bisabolol
a-bisabolol ¢i levomenol je nejjednodussi cyklicky seskviterpenicky alkohol, v pfirodé se mize
vyskytovat az ve 4 stereoizomerech ((£)-a-bisabolol, (£)-(epi)-a-bisabolol). Hojné je v silici
ketovitého stromu Myoporum crassifolium (65,1 %, (—)-(epi)-a-bisabololu), vyskytuje se téz
vV hefmanku pravém (Matricaria recutita) 68,8 %, v levanduli 1ékarské (Lavandula
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angustifolia) 3-13,1 %, vrozmarynu lékatském (Rosmarinus officinalis) 0,3 %, v listech
bedrniku Sedavého (Pimpinella cumbrae) 53 %, ve stonku a plodech 39 % , v salv¢ji (Salvia
runcinata) 50-90 %, ve dievé Candeia (Eremantus erythropappus) 85 %, Vavillosmopsis
erythropappa 27,33 % (Baser et al. 2009).

4.2.2 Metody ziskavani silic z rostlin

Silice jsou zisk&vany z riznych ¢asti rostliny — kvét, listy, stonek, plody apod. Nejcast&ji
vyuzivanou metodou je destilace vodni parou, nebo hydrodestilace. K nejstar§im metodam
fadime enfleuraz a lisovani za studena. Z novodobé¢jsich technik je pak vyuzivana extrakce
v riznych modifikacich napt. superkritickd fluidni extrakce (SFE), mikroving asistovana
(MAE), ultrazvukové asistovana extrakce (UAE) nebo extrakce rozpoustédlem za zvySeného
tlaku a teploty (PSE).

Destilace rozdéluje latky na zakladé rozdilnych bodt varu. Silice jsou uvoliovany
z olejovych bunék rostlin do plynné faze vlivem zvyseného tlaku vznikajiciho rostouci teplotou.
Rostlinny material mtze byt ponoien do vrouci vody (hydrodestilace), nebo umistén v proudu
pary. Destilace vodni parou je nejcastéji vyuzivana pro latky s vyssi t€¢kavosti, ve vodé méné
rozpustné. Nevyhodou destilace je piipadna degradace termolabilnich vonnych latek, tento
zpusob poskytuje vSak dostacujici kvalitu produktu pro potravinaisky pramysl (Baser et al.
2009).

Enfleuraz neboli extrakce tuky muze naopak zajistit vytézek silic té€Zko ze smési
izolovatelnych, nebo termolabilnich. Nejcastéji se jedna o kvéty rostlin (napf. jasminové silice).
Princip spoc¢iva v zachytu vonnych latek v tuku za studena nebo maceraci horkym tukem za
tepla. Pii prvnim zpusobu se zpravidla pouZziva bezpachové vepiové sadlo, které pohlcuje aroma
zkvéth. Po jeho nasyceni a vzniku tzv. pomady nasleduje vyluh etanolem, vymrazeni
a prefiltrovani. Pfi maceraci za tepla mize teplota dosahovat az 500 °C, avSak i pfes toto
urychleni je enfleuraz zdlouhavé a ndkladna metoda, produkujici kvalitni a ¢istou silici vhodnou
pro parfumérsky, nikoli v§ak potravinatsky pramysl (Voldfich 2009).

Lisovanim za studena se ziskavaji silice z citrusovych plodi. Cely proces byl provadén
ruéné a s velkymi ztratami oleje, coz vedlo k mechanizaci. Pro tento ucel je v dnesni dob¢ hojné
vyuZivanym zafizenim FMC extraktor, produkujici ovocnou $t&vu i silice z kury citrusi
zaroven (Baser et al. 2009).

Extrakce rozpoustédlem je dal$i konvenéni metodou pro tepelné nestabilni latky.
Organicka rozpoustédla, jako hexan, petrolether nebo benzen, jsou silici absorbovana
a nasledné odpaiena v extraktoru. VVznikly produkt se nazyva konkrét neboli konkrétni silice,
obsahujici kromé vonnych latek také balastni latky ve formé voski. Pro ziskani tzv. absolutni
silice je konkrét rozpustén v etanolu, n¢kolikrat piefiltrovan, zchlazen pro separaci voski
a nakonec odpafen. Béhem procesu jsou pouzivany niz$i teploty nez u destilace zabranujici
vzniku nezadoucich sloucenin a rozkladu termolabilnich latek. Cistota silice neni vzhledem
k ptitomnosti zbytkového rozpoustédla vysoka, ale diky rychlosti a nizké cené je tato metoda
vyuzivana pro potravinaistvi i parfumérstvi (Preedy 2015).

Pro vyssi vytéznost, mensi ztraty a krats$i dobu separace jsou vyuzivany modifikované
formy extrakce jako SFE, PSE, MAE a mnoho dal$ich. Upravovan je nejcastéji tlak
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(SFE-7,38 MPa, PSE- 10-15 MPa), teplota (SFE-31 °C, PSE-50-200 °C), resp. zdroj vInéni-
mikroviny (300 MHz), ultrazvuk ¢i rozpoustédlo (SFE-CO,).

Tyto metody jsou vyuzivany pro ziskavani silic z pevnych matric napt. kotfeni — kmin,
anyz, fenykl skofice (Vrtilek 2011).

4.3 Jilové nanocastice

Jil je ptirodni materiél skladajici se pfedevsim z jemnych zrnitych minerala. Diky velikosti
¢astic mensSich nez 4um ziskéava jil unikatni charakteristické vlastnosti. Za ptitomnosti vody
je plasticky a pti vypalovani ¢i suseni méni svou strukturu a tvrdne.

Jilové mineraly vznikaji chemickym rozkladem primarnich silikati pii hydrotermalnich

procesech. Vznika zemina s majoritné zastoupenymi fylosilikaty (silikaty s vrstvenou
strukturou) a minoritnim obsahem dalSich mineralt (alofamd, kfemene, zivce, zeolitu)
a organické hmoty (Weiss et al. 2008).
Vrstevnata struktura fylosilikati je tvofena dvéma typy koordina¢nich polyedri a sice tetraedry
(Ctyfstény) a oktaedry (osmistény). PreruSované nenasycené vazby umoziuji substituci a sorpci
iontl i vody. Konkrétné je v centralni pozici u tetraedri substituovan Sis+ za Als+, k tomu vSak
nedochazi vice jak v 50 %, s vyjimkou struktury slidy. U oktaedri mize rozsah substituce
dosahovat az 100 %, vyménovany jsou kationty Als+za Fes+a Mgz+. VV mezivrstevném prostoru
se nejcastéji vyskytuji kationty Na+, Caz+, Mg2+, K+ spolecné s molekulami vody, které
vytvareji jejich hydratacni obaly. Rozsah substituce a druh vyménitelnych iontd
Vv mezivrstevném prostoru urcuje vlastnosti smektitu (Weiss et al. 2008).

Skupina smektitt je tvofena dvéma tetraedrickymi sitémi a jednou siti oktaedrickou. Patii
sem montmorillonit a bentonit, pouzity v praktické ¢asti této prace. Jednou z dalsich casto
vyuzivanych skupin jilovych minerald jsou serpentiny, zahrnujici kaolinit, hectorit
a halloysit (Merck 2020).

Obrazek 1 Hydratované vyménitelné ionty ve vrstvé smektitu. (Kiihn et al. 1984)
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4.3.1 Bentonit

Hornina benotnit je smésna latka kiemicitanu hlinitého s ptevahou jilového minerélu

montmorillomitu. Obsah montmorillonitu kolisajici mezi 40-90 % podle mista nalezi$té,
propujcuje bentonitu jeho specifické vlastnosti. Mezi né patii predev§im vysoka schopnost
sorpce a iontové vymeény, bobtnavost pii kontaktu s vodou, plasti¢nost a vaznost (Weiss et al.
2008).
Stupent hydratace montmorillonitu je zavisly na pfitomnosti vyménitelnych iontd v mezivrstvi.
V ptirodnich  bentonitech se  vyskytuji hlavné dvojmocné kationty  vépniku
a hotc¢iku. Jejich stabilita je zajiSténa dvouvrstvou molekuly vody, kterd se zvySujicim
se stupném vlhkosti zlistava prakticky bez rozsifeni (max. 1,55 nm). Naopak je tomu u Na typu
montmorillonitu, ktery postupnym rozsifovanim mezivrstvy nad 4 nm dosdhne kompletni
disociace (delaminace, exfoliace). Objem ptijaté vody do daného stadia je tim prakticky
neomezeny. Po delaminaci jsou odhaleny wvnitini desticky ptivodniho mezivrstvi pokryté
vymeénitelnymi ionty, které jsou nyni zptistupnéné. Nove vznikly povrch dosahuje velkych
rozmérd (800 m2/g montmorillonitu) vyuzitelnych pravé jako idealni plnivo
v nanokompozitnich materialech (Weiss et al. 2008). Celkové sloZeni iontt, jejich substituce
a negativni naboj pak uréuje vyménnou kapacitu minerdlu (Konta 1983). Oznacuje se CEC
(Cation Exchange Capacity) a pro montmorillonit ma téZ vysokou hodnotu 80-129 mmol/100
g minerélu (Meunier 2005).

4.4 Enkapsulace

Enkapsulace je definovéna jako technologie baleni pevnych latek, kapalin, nebo plynnych
materiald do uzavienych kapsli, které svij obsah mohou uvolnovat za definovanych
a kontrolovanych podminek. Pfipravované ¢astice mohou mit pramér od né€kolika nm az po
mm. V potravinafstvi se této technologie vyuziva jiz ptes 60 let, usnadnuje manipulaci
s enkapsulovanym materialem, ktery je zaroven chranén pied neptiznivym vlivem okolniho
prostiedi (teplota, vlhkost, vzduch, svétlo) (Nedovic et al. 2011).

Nespornou vyhodou této metody je moznost pozvolného nebo cileného uvoliiovani, diky
kterému je sniZena spotieba aditiv a konzerva¢nich latek. Rizené uvoliiovani lze definovat jako
metodu, pti které je jedna nebo vice ucinnych latek k dispozici v pozadovaném cCase, misté
a koncentraci, davkovany pozadovanou rychlosti. Pro uvolnéni enkapsulovanych slozek lze,
Vv zavislosti na ucelu pouziti, ménit pH, mechanické napéti, teplotu, c¢as osmotické sily nebo
enzymatickou aktivitu. Pro potravinaiské ucely 1ze enkapsulaci vyuzit k maskovani neptijemné
chuti, pozvolnému uvoliovani tékavych latek, aroma nebo odd€leni ve smési reagujicich
slozek. Mechanismus uvoliiovani G¢innych latek z kapsli ovliviiuje jejich velikost, forma a
slozeni (Nedovic et al. 2011).

Enkapsulace se fadi do imobiliza¢nich metod spole¢né s adsorpci, iontovou, kovalentni,
afinitni vazbou, cross-linking (zesiténi) nebo entrapment (zachyceni v porovité matrici). Pti
samotném procesu je enkapsulovand slozka obalena castecné propustnou membranou,
nejcastéji ve forme kapsle. Membrana umoziiuje vstup okolniho prosttedi do nitra ¢astice, avSak
unik aktivni latky do okoli je omezen. Determinujicim faktorem metody je tedy velikost port
membrany (Gorecka et al. 2011).
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K primyslové aplikaci enkapsulace se nej€astéji vyuziva sprejové suseni, pouzivané
napf. pro vyrobu mikrokapsli probiotickych kultur ve formé suchého prasku (Dong et al. 2013).
Pro enkapsulaci ve vod¢ rozpustnych latek obalovanych lipidovou vrstvou se pouziva
sprejového chlazeni (Desai et al. 2005). Dalsi metody enkapsulace jsou extruze pro snadno
oxidovatelné latky, tvorba polymerickych kapsli, emulgace, koacervace, lyofilizace pro
uchovani mikrobiélnich bunek (Park et al. 2000). Fluidni vrstva a kokrystalizace byly ptivodné
vyuzivany pro farmaceuticky pramysl, dnes vSak slouzi i potravinaitm Kk enkapsulaci
potravinaiskych aditiv (Rathore et al. 2013). Vyznamna je téZ enkapsulace do liposomu,
vhodné jak pro hydrofobni, tak hydrofilni latky. Vyuzivana je k enkapsulaci peptidd, vitamin,
antioxidantl, enzymu a antibakterialnich latek typu lysozym (Laouini et al. 2012).

Vsechny latky pouzivané k enkapsulacim v potravinaiském pramyslu musi byt
certifikovany pro pouziti v potravinaistvi a v USA urfadem FDA (American food and Druh
Administration) zafazeny do skupiny ,,v§eobecné povazované za bezpe¢né“ (GRAS-Generally
Recognised As Safe). V EU musi celkovy proces splitovat bezpecnostni pozadavky EFSA -
Evropského tfadu pro bezpec¢nost (Nedovic et al. 2011).
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5 Material a metodika

5.1 Brambory a jejich skladovani

Pro ucely experimentu této diplomové prace byly pouzity brambory odrady Adéla. Jedna
se 0 konzumni ranou odridu varného typu AB, vhodné do salatt, pfiloh nebo restovani. Hlizy
jsou ovalné, se syté zlutou duzninou a stfednim obsahem skrobu.

Brambory byly pted pokusem skladovany v chladicim zafizeni pfi teploté 4 °C, s relativni
vihkosti (RV) 90 % po dobu nékolika mésicti. Po osetfeni brambor G¢innymi latkami byly hlizy
skladovany za tmy ve sklepé, pii teploté 21 °C a RV 60 % po dobu 14 tydni. Podminky
skladovani m¢ly co nejvérohodnéji simulovat domaci prostiedi, ve kterém jsou brambory bézné
skladovany.

5.2 OSetreni skladovanych brambor

K osetfeni skladovanych brambor bylo pouzito 21 ¢istych latek a 8 silic od spole¢nosti
Biomedica nebo Sigma-Aldrich, jejich ptehled naleznete v Tabulce ¢. 2. Na zakladé
experimentd ve studiich (Cizkova et al. 2000; Owolabi et al. 2010), bylo stanoveno mnozstvi
ucinné latky na 300 ul/l. Pro ucel experimentu poslouzily jako skladovaci nadoby zavatovaci
sklenice o objemu 1 1. Pro zajisténi vymény vzduchu ve sklenici s okolnim prostiedim, byly
do vicek vyvrtany 3 otvory o priméru 3 mm.

Zpusob distribuce do prostiedi skladovanych brambor pak vychazi z publikovaného patentu
(Marek et al. 2001). Inhibitor kli¢eni je absorbovan anorganickym nosi¢em umisténym uvniti
skladovaci nadoby v polopropustném obalu, ktery umoziuje postupnou desorpci béhem celého
skladovaciho obdobi. V nasem piipadé, byly na dno kazdé sklenice navazeny 3 g bentonitu
(Nanoclay hydrophilic bentonite) od spole¢nosti Sigma-Aldrich. Néasledovala enkapsulace
300 pl aktivni latky do nosice a smés byla piekryta filtraénim papirem KA4. Hlizy tedy nebyly
v ptimém kontaktu s inhibitorem. Umisténim inhibitoru do prostoru s uskladnénymi
hlizami/sklenice je zajisténa kontinualni retardace kliceni bez nutnosti opakované aplikace
béhem skladovéni.

Brambory byly roztfidény podle velikosti (60-200 g) a umistény do sklenic tak, aby v kazdé
byly zastoupeny vSechny velikosti hliz. Do sklenice s Cistymi latkami bylo navrstveno 8 hliz,
do sklenic se silicemi 6 hliz. Pro ¢isté latky byly vyhotoveny tfi opakovani, pro silice pouze
dvé. Vyhotoveni pro silice mélo zminéna omezeni z divodu pozdéjsiho zalozeni pokusu, kdy
byl pocet brambor jiz omezeny.

Kontrolni sklenice byly naplnény hlizami s bentonitem bez aktivni latky, nasledné vystavené
stejnym skladovacim podminkam jako oSetfené brambory.
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Tabulka 2 Cisté latky a silice

Typ latky Nazev latky Vyrobce

Cisté latky (-)-Karvon Sigma-Aldrich
Karvakrol Sigma-Aldrich
(1R)-(+)-Kafr Sigma-Aldrich
4-Terpineol Sigma-Aldrich
(x)Mentol Sigma-Aldrich
Cedrol Sigma-Aldrich
o-Felandren Sigma-Aldrich
o—Terpinen Sigma-Aldrich
p-Cymen Sigma-Aldrich
Anisol Sigma-Aldrich
(R)-(+)-Limonen Sigma-Aldrich
Citral Sigma-Aldrich
(x)-Citronelal Sigma-Aldrich
B-Citronelol Sigma-Aldrich
Citronelyl propionat Sigma-Aldrich
Vanilin Sigma-Aldrich
Eugenol Sigma-Aldrich
trans-Cinamaldehyd Sigma-Aldrich
Gerany| acetat Sigma-Aldrich
(-)-Linalol Sigma-Aldrich
(-)-a-Bisabolol Sigma-Aldrich

Silice Kmin Biomedica
Anyz Biomedica
Fenykl Biomedica
Lemongrass Sigma-Aldrich
Lemongrass Biomedica
Citronela Biomedica
Litsea cubeba Biomedica
Geranie Biomedica

5.3 Hodnoceni

Parametry méfené v tomto pokusu uréovaly pocet vyklicenych o¢ek (GR), vahovy tibytek (WL)
a ptritomnost houbové infekce h. i. na bramborovych hlizach v jednotlivych sklenicich.

= Relativni rychlost kli¢ivosti (GR-Germination rate)
Pro ziskani hodnot relativni rychlosti kli¢ivosti byl pouzit nasledujici vztah:

GR = no/n*100
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Kde no vyjadiuje pocet vyklicenych ocek na hlizach v jedné sklenici a n je nejvyssi pocet
vykli¢enych ocek u dané latky/silice z pribéhu celého experimentu.

= Hmotnostni tUbytek (WL-Weight loss)
Pro ziskani hodnot hmotnostniho Ubytku byl pouzit nasledujici vztah:
Weightloss (%) = (Wo—Wn) / Wo = 100

Kde Wo vyjadiuje vahu hliz v jedné sklenici, naméfenou prvni den uskladnéni, zatimco Wn
je vaha hliz, naméfena béhem skladovaciho obdobi. Konkrétné hmotnost zbylych hliz pfi
vyftazeni sklenice z divodu kompletni houbové infekce h. i.

= Pfitomnost mikrobialnich patogent

Mikrobialni kontaminace zptisobovala infekci ¢asti nebo celych hliz. Vyskyt hub byl pozorovan
po celém povrchu hlizy nebo jen na koneccich klicki. Patogeny nebyly dale identifikovany,
jelikoz se tato prace zamétuje na problematiku kliceni.

5.4 Pribéh experimentu

Béhem pokusu byla méfena hmotnost, kli¢ivost a ptitomnost mikrobialni kontaminace v kazdé
sklenici zvlast. Pro ptehlednost jsou v Tabulce ¢. 3 uvedeny kontrolni body (k. b.) béhem
skladovaciho obdobi (99 dni/14 tydnt/3,5 mésice). Pokus byl zalozen 4.7. 2019 s hlizami
oSetfenymi 21 ¢istymi latkami. O pét dni pozdéji 9.7. 2019, byly doplnény vzorky s 8 silicemi.
Prvni tfi kontrolni body mély mezi sebou 3-7denni odstup, dals$i kontroly byly provadény
po 14 dnech az mésici. Ke konci méfeni, kdy dochazelo k masivnimu vyskytu patogent byly
intervaly opét tydenni. Béhem kontroly méfenych parametri, byly vytazovany hlizy z ¢asti
nebo kompletné infikovane.

Tabulka 3 Priibeh experimentu

Cisté latky 4.7. 2019 / silice 9.7 2019
15.7. 2019

18.7. 2019

25.7. 2019

6.8.2019

12.8.2019

19.8.2019

20.9.2019

26.9.2019

11.10.2019

ZaloZeni pokusu
Kontrolni body

© N A WNE

-
©

Ukonceni pokusu
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6 Vysledky

6.1 Hodnoceni sledovanych parametri

Z divodu houbové infikace byly mezi prvnimi vyfazeny hlizy oSetiené a-terpinenem, trans-
cinamaldehydem, citronelyl propionatem, B-citronelolem, a-felandrenem, vanilinem,
eugenolem, genaryl acetatem z Cistych latek. Ze silic pak lemongrass firmy Biomedica, anyz
a geranie.

Kli¢ivost i hmotnostni Ubytek byly diky vyfazeni vySe zminénych latek vyjadieny pouze
pro skladovaciho obdobi behé¢m kterého nebyly infikovany.

Ptitomnost mikrobialni aktivity na povrchu hliz byla kli¢ova pro jejich vyrazeni, avSak
pokud byla lokalizovana pouze na kli¢cich, byla zaznamenana do vysledkl a hlizy byly opé&t
uskladnény.

Jak jiz bylo feceno, interval mezi prvnimi kontrolnimi body byl 3-7 dni, diky takto
kratkému rozestupu byla zjiSténa Gc€innost latek a silic pfedev§im na zménu hmotnosti, ktera
byla minimalni. Proto byly dalsi kontroly provadény se 1l4dennim az mési¢nim odstupem,
abychom pozorovali vyznamngjsi zmény.

6.1.1 Kli¢eni

Kli¢eni jednotlivych hliz vyjadiené pomoci GR bylo hodnoceno z pramérnych hodnot
se smérodatnou odchylkou (SD), ziskanych ze tii opakovani pro Cisté latky a ze dvou opakovani
pro silice. Hodnoty kliceni v kontrolnich bodech pro jednotlive latky/silice jsou uvedeny
v Tabulce ¢. 4.

Hodnota primérné kli¢ivosti uvedena v piedposlednim sloupci Tabulky ¢. 4 naznacuje
nejvyznamnéjsi inhibici kli¢eni diky mentolu a silici kminu (0+ 0 %; 0,52 + 1,38 %).
Vyznamnou inhibici zaznamenavame téZz u karvonu s hodnotami kli¢ivosti 2,78 + 7,35 %,
4-terpineolu s 2,85 £+ 7,54 %, kafru 4,54 + 8,35 % a silice citronely 4,46 + 11,81 %. Hranici
kli¢ivosti 10 % nepfesahl ani linalol shodnotou 57+ 10,20 % a citronelal
S 6,66 + 16,75 % Naopak nejslabsi inhibi¢ni ucinek vykazovala silice geranie s klicivosti 86,36
+ 6,43 %, podobné¢ citronelyl propionat s 83,3 + 2,08 %, kdy z diuvodu infekce byla obé méteni
vyfazena jiz ve 5. k. b. Vysokou hodnotu kli¢ivosti mély také hlizy oSetiené
a-bisabololem (82,81 + 8,87 %), nicmén¢ vydrzely az do 9. k. b. Hodnota kli¢ivosti Kontroly

byla 71,81 + 4,88 %.
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Tabulka 4 Prehled klicivosti hliz v pritbéhu experimentu vyjadreny pomoci Germination rate %

LATKA 15.¢ve 25.¢ve 06.srp 12.srp 19.s1p 20.zar 26.zar 11.1ij pramér
(R)-(+) - Limonen 38,89 53,97 75,93 82,54 85,32 85,71 83,33 72,24 +17,08
(-)-Linalol 28,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 17,54 5,70 + 10,22
Citral 29,37 26,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 25,93 10,20 + 13,20
(%) -Cintronelal 51,19 0,00 0,00 0,00 0,00 2,38 2,08 0,00 6,96 £1 6,75
a - Terpinen 36,08 87,71 61,90 + 25,82
Karvakrol 44,55 20,20 0,00 18,18 56,08 16,67 11,11 0,00 20,85 + 18,68
trans-Cinamaldehyd 36,11 39,44 70,00 28,33 70,83 32,50 35,00 44,60 + 16,63
Anisol 87,92 73,49 79,58 59,21 59,21 77,24 100,00 76,66 + 13,62
(-)-a-Bisabolol 95,56 68,85 90,00 73,29 79,21 83,90 88,89 82,81 + 8,87
Citronellyl propionat 81,25 85,42 83,33 +2,08
Cedrol 79,89 69,48 80,56 69,48 77,41 74,24 79,17 75,75+ 4,40
4-Terpineol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,81 2,85+ 754
(-)-Karvon 0,00 0,00 22,22 0,00 0,00 0,00 0,00 0 2,78+7,35
(1R)-(+)-Kafr 0,00 0,00 0,00 23,81 0,00 0,00 0,00 12,5 4,54 +8,35
Mentol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,00 £ 0,00
B-Citronelol 93,75 42,26 68,01 + 25,74
a- Felandren 33,33 66,57 100,00 73,68 73,68 68,42 78,95 70,66 + 18,37
Vanilin 61,62 86,27 89,29 81,09 83,40 78,15 76,47 79,47 + 8,37
Eugenol 67,58 61,10 73,21 48,81 78,21 59,05 66,67 64,95 + 8,98
p-Cymen 24,06 65,79 96,28 62,05 £ 29,60
Genaryl acetat 45,32 71,90 66,67 73,33 66,67 64,71 76,47 66,44 + 9,47
Kontrola 74,68 69,63 81,96 67,97 65,87 71,52 71,01 71,81+ 4,88

SILICE |Lemongrass-BioMed 39,74 0,00 76,92 0,00 38,46 31,03 £ 28,85
Citronela 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 35,71 4,46 +11,81
Lemongrass — Sigma-Al. 54,55 0,00 30,00 0,00 0,00 0,00 0,00 81,82 20,80 + 29,81
Kmin 4,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,52+1,38
Litsea cubeba 45,83 0,00 37,50 0,00 0,00 4,17 4,17 45,83 17,19 + 20,25
Anyz 100,00 40,95 77,78 55,56 0,00 11,11 0,00 0 35,67 £ 36,67
Geranie 81,82 95,45 81,82 86,36 + 6,43
Fenykl 46,88 21,25 0,00 34,38 0,00 0,00 0,00 14,64 + 18,24
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Kli¢ky hliz osetfenych mentolem z¢ernaly prakticky hned po aplikaci a jiz v 2. k. b. byly
kompletné ¢erné. Béhem celého méfeni nedoslo k jejich regeneraci a mnozstvi vykli¢enych
ocek bylo v 10. k. b. stejné, nebo nizsi neZ na zacatku. Houbova infekce se na kli¢cich zacala
objevovat pii 9. k. b. av 10. k. b. byly postizeny 3 hlizy u I. opakovani.

Pusobeni kminové silice se oproti mentolu projevilo postupné, jelikoz pii 2. K. b. bylo
u L. opakovani ¢ernych 11 z 12 ocek. Jinak byl pruab&éh méieni obdobny jako u mentolu. Infekce
kli¢ky postihla pfi 8. k. b. a vyfazeny byly celkem 2 hlizy u I. opakovani.

Hlizy osetiené karvonem mély klicky ¢erné taktéz v 2. k. b., kde se u I11. opakovani navic
vyskytla infekce. V dal$ich k. b. byla vSak eliminovana a znovu se na kli¢cich objevila az pti
8. k. b. Pocet vyklicenych ocek béhem meéreni klesal u vSech tii opakovani. Na Obrazku ¢. 2
mizeme porovnat hlizy oSetiené karvonem s kontrolou v 9. k. b.

|
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Obrazek 2: Hlizy osetiené karvonem (vlevo) a kontrola bez osetreniv 9. k. b. (vpravo) (foto Ing.
Matéj Bozik, MSc, Ph.D.)

Podobné¢ klesalo mnozstvi vyklicenych oéek u hliz oSetfenych 4-terpinoelem, které byly
infikovany az v poslednim k. b. Ke z¢ernani klicka doslo také ihned po aplikaci v 2. k. b.
Inhibice kafrem zptisobila z¢ernani téz v 2. k. b., nicméné stejné jako u karvonu se vyskytla h.
i., kterd byla v dalsich k. b. eliminovana a znovu se objevila az v 6. k. b. Pocet vykli¢enych
ocek kolisal, coz pozorujeme i u silice Citronely, ktera zptisobila z¢ernani téz v 2. K. b., a kli¢ky
byly infikovany az v 8. k. b.



V piipad¢ 1. opakovani u geranie pozorujeme nejprve z¢ernani nékolika klickt v 2. k. b.
a v 3. k. b. jiz dochazi k vyskytu h. i. U druhého zplesnivély hlizy hned u 2. k. b. a naopak
u 3. k. b. klicky zcernaly a bylo pozorovano zachovani pevné struktury slupky a neseschnuti
hliz. Pocet vyklicenych ocek kolisal, spiSe klesal kolem puvodni hodnoty a sklenice byly
vyfazeny v 5. K. b. Podobné hlizy oSetfené citronelyl propionatem byly vyfazené téz v 5. kK.b.,
pocet vyklicenych ocek klesal a h. i. se na kliccich objevila hned v 2. k. b. Do 9.k. b. vydrzely
hlizy oSetfené a-bisabololem, nicméné klicky byly postizeny viditelnou h. i. jiz ve 2. k.b.
a kompletné byly infokovany pii 3. k. b. Pocet vylki¢enych oéek vyrazné narostl jiz ve 2. k. b.
u L. a II. opakovani, u tietiho klesal po celou dobu méteni.

6.1.2 Hmotnostni ibytek brambor béhem skladovani

Hodnoty procentudlniho tbytku hmotnosti pro skladovaci obdobi, lisici se kone¢nymi
datumy pro kazdou ¢istou latku/silici zvlast', jsou uvedeny v Tabulce ¢. 5 Jedné se o dobu od
uskladnéni, az po vytazeni vzorku z méfeni. U Cistych latek byla pro tii opakovani stanovena
prumérna hodnota hmotnostniho ubytku se smérodatnou odchylkou. Pro silice, pokud se doba
ukonceni lisila, byly uvedeny ptivodni nezprimérované hodnoty. Pti 9. k. b. doslo k nartstu
hmotnosti, zpisobenym pravdépodobné¢ absorpci zvysené vnéjsi vzdusné vlhkosti bentonitem.
Zaroven byla vytazena kontrola, jelikoz byly vSechny hlizy kompletné infikovany. Pii 10. k. b.
hmotnost opét poklesla. Diky této skute¢nosti byl hmotnostni tbytek vypocten z hodnot
namétenych v 1. a 8. kontrolnim bodé jako Wo a Wh.



Tabulka 5 Prehled hmotnostniho ubytku hliz WL % pro pouczité latky

Weight Loss %

C.LATKA 6.srpen | 12.srpen 20. zafi
(R)-(+)-
Limonen 572+2,44
(-)-Linalol 5,47 +£0,15
Citral 8,43 + 3,63
()-Cintronelal 585+0,11
a-Terpinen 1,96 +£0,13
Karvakrol 10,55 + 3,44
trans-
Cinnamaldehyd 14,50 + 13,64
Anisol 451 +191
(-)-a-Bisabolol 8,85+2,43
Citronelyl propionat | 5,87 + 5,26
Cedrol 8,24+ 0,18
4-Terpineol 5,55+£0,19
(-)-Karvon 8,34 + 3,02
(1R)-(+)-Kafr 17,92 + 17,20
Mentol 13,96 + 11,26
B-Citronelol 2,27 £ 0,39
a-Felandren 3,97 £2,75
Vanilin 11,06 + 8,89
Eugenol 14,61 + 14,28
p-Cymen 2,20+0,12
Genaryl acetat 4,20+ 2,98
Kontrola 8,12+ 1,75
SILICE 6.srpen 12.srpen 20.zafi prumér
Lemongrass-BioMed 27,06 1,44 14,25+ 12,81
Citronela 10,35 10,35+ 1,30
Lemongrass-S.-A. 1,75 4,46 3,10 +£1,36
Kmin 4,99 5,66 5,33+0,33
Litsea cubeba 33,05 33,05 +27,51
Anyz 53,66 1,43 27,55 + 26,12
Geranie 1,56 7,92 4,74 + 3,18
FenykiI 1,84 55,44 28,64 + 26,80

Postupny nartist hmotnostnich ztrat mizeme pozorovat u vSech latek a silic. Kompletni
prehled hmotnostnich ztrat vSech latek je mozné shlédnout v Piilohach (Graf ¢&. 1).
Pro znazornéni jsou Vv grafu ¢.1 uvedeny latky/silice, které hlizy udrZely po celou dobu
experimentu, tedy 3,5 mésice bez viditeIného vyskytu infekce. Mizeme tak porovnat pramérny
hmotnostni ubytek nejucinnéjsich Cistych latek a silic, jejichz narast byl vyrazné vétsi. Hodnoty

WL jsou zde ov§em pon¢kud zkresleny a slouzi jen k porovnani hmotnostnich ztrat u vsech
latek béhem celého experimentu. Hmotnostni ztrata po absenci jednoho ¢i vice opakovani byla
zapocCtena jako 100 % WL, tim zajistila nartst celkového hm. tbytku u konkrétni latky/silice.
Pro ptehlednost je ozna¢ena WLm. Podle zminéného piepocétu byl vyrazny Ubytek z Cistych



latek zaznamenan u karvakrolu (WLm 71,34 %), z divodu vyfazeni L. a II. opakovani v 9. k. b.
U silic vykazoval vyznamné ztraty Casto jen jeden ze vzorkt. Konkrétné silice lemongrass firmy

BioMed s hodnotami 27,06 % WL pro 1. a 1,44 % WL pro I1. opakovani, podobn¢ anyzova
silice s 53,66 % WL pro l.a 1,43 % WL pro Il. opakovani a silice fenyklu s 1,84 % WL u I.
a 55,44 % WL u II. opakovani. Vysoké primérné hodnoty pozorujeme napi. u silice Litsea
cubeba konkrétné 33,05 + 27,51 % WL. Nejmensi ztraty hmotnosti hliz, které vydrzeli do 8 k.
b. pozorujeme u oSetieni anisolem (WL 4,51 + 1,91 %) a silici lemongrass Sigma-Aldrich (WL
3,10 + 1,36 %). Hmotnostni ubytek kontroly byl WL 8,12 + 1,75 % .

6.1.3 Vyskyt houbové infekce h. i.

Graf 1: Hmotnostni ubytek nejucinnéjsich latek/silic WLm v 4., 7., 8. a 10. kontrolnim
bode
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Kontrola /C.latky/Silice

Vyskyt h. i. u hliz oSetienych nejsilngj$imi a nejslabsimi inhibitory v ramci naSeho experimentu
je uvedena spolu s ostatnimi hodnocenymi parametry vyse. V této sekci bych chtéla poukazat
na inhibitory, jejichz aplikace zpisobila vyskyt hub v kratkém ¢asovém horizontu, ve velkém
mnozstvi. V 2. k. b. byly infikovany vsechny klicky hliz oSetfenych anizolem, citronelyl
propionatem, a-terpinenem, a-bisabololem, a-felandrenem, silici lemongrass Sigma-Aldrich a
silici geranie. Ptetrvani h. i. na vSech kli¢cich po dobu celého méfeni pozorujeme na hlizach
oSetfenych anizolem, a-terpinenem, a-felandrenem. U ostatnich doslo bud’ k ¢aste¢né inhibici
samotné h. i. az zCernani nékterych klicka (citronelyl propionat, silice lemongrass Sigma-
Aldrich a geranie), nebo postupnému Ubytku vyskytu na kliécich vaci celkovému poctu
vykli¢enych ocek na hlize (a-bisabolol). Kontrola méla infikovany vSechny klicky od 3. k. b.



Diskuze

V problematice retardace kliceni si dané studie kladou za cil omezit pouzivani
syntetickych inhibitorti (CIPC) a nahradit je inhibitory pfirodnimi.

V nasem experimentu byly z hlediska retardace kli¢eni vyhodnoceny jako nejefektivné;si
inhibitory v koncentraci 300 ul/l mentol a kminova silice. Kli¢ky hliz oSetienych t€mito latkami
odumfely hned pii druhé kontrole a nevyklicily po celou dobu méfeni (3,5 mésice). Hodnota
jejich kli¢ivosti GR je u mentolu 0 + 0 % , u kminové silice 0,52 + 1,38 %. Hmotnostni Ubytek
byl u mentolu vyrazné&jsi nez u kminové silice (WL 13,96 +0,39 %; 5,33 +£27,51 %), povrchova
struktura hliz si vSak zachovala pevnost a pruznost. Infekce se u mentolu i u kminové silice
objevilav 9. k. b.

Podobné zavéry uvedl i Coleman et al. (2001), ktefi testovali (1S, 2S, 5R)-(+)-neomentol
a (1R, 2S, 5R)-(-)-mentol a L-menton (kontaminovan isomerem isomenton). Tékavé latky
nanesené na filtracni papir pisobily na brambory 14 dni pfi teploté 25 °C, poté byly uskladnény
ve tmé& na dalSich 14 dni za teploty 20°C. Neomentol kompletné potlacil kli¢eni pfi koncentraci
2 pl/l a menton pii Sul/l, a pokud byly obé komponenty smichany (0,5 ul/l) pusobily
synergicky. Shodné s nasim experimentem uvadi Coleman et al. vys$$i u¢innost inhibice
neomentolu nez S-karvonu. Navic uvadi, ze zminéné latky nemély vliv na hladinu glukozy
a sacharozy v hlizach.

Opacné vysledky ve svych studiich uvadi Vaughn et al. (1991) a Finger et al. (2018), kdy
mentol zptsobil pouze lehké z&ernani konecku klicki a 25,5 % inhibici kli¢ivosti. Finger et al.
také studovali histologické fezy klickti @ moZzny mechanismus ucinku inhibice jejich ristu.
Popsali, ze oproti kontrolnim fezim mentol zpiisobuje rozruSeni apikalniho meristému
a prokambia zodpovédného za tvorbu cévnich svazku, které nasledné vede k nekroze klicku.

Cizkova et al. (2000) studovali nejen retardaci kli¢eni pomoci kminové silice obohacené

D-karvonem, ale téz zpisob jeji aplikace. Dospéli k zavéru, ze aplikaci 0,1 ml az 0,4 ml surové
kminové silice na kilogram hliz pfimym vyparem, opakovanym 1-3xkrat za 6 tydnt se zajistilo
vyznamné potlaceni kliceni hliz skladovanych pti 10 °C. Hmotnostni ztraty zpusobené klicenim
se pohybovaly v rozmezi 0-0,4 % oproti kontrole 7,5-14,5 %. Za nevhodnou shledali aplikaci
ptimym jednorazovym postiikem komeréniho ptipravku Talent na bazi D-karvonu, zptsobujici
nekrozu slupky, nasledovanou hmotnostnimi ztratami a hnilobou. Podobné nel¢inna byla
evaporace z rozpadnutych semen kminu. Naopak za velmi vhodnou metodu, mj. modifikované
pouzitou v naSem experimentu, byl vyhodnocen poprach kminové silice adsorbované
na bentonit v koncentraci 0,4 ml/2g bentonitu/kg hliz, ktery také vykazoval nejlepsi schopnost
postupného a dlouhodobého uvolinovani ze vSech testovanych nosicu.

Hlavnimi slozkami kminové silice jsou D-karvon (50-70 %) a D-limonen (2-30 %).
V nasem experimentu potvrzujeme zaver ze studie DeCarvalho et al. (2006), s inhibi¢nim
ucinkem pouze u D-karvonu, nikoli limonenu. Hodnota kli¢ivosti karvonu byla 2,78 + 7,35 %,
limonenu 72,4 + 17,08 %. Hmotnostni ztraty karvonu se pohybovaly od 8,19-8,34 %, limonenu
5,72-38,29 %. Povrchova struktura hliz oSetfenych karvonem byla lehce svrastilejsi nez
U mentolu, nicméné stale pevna a pruzna. Infekce se na hlizach objevila poprvé v 8. k. b.
a 9. k. b., byla v8ak inhibovana a na postizenych hlizach se v dalSich k. b. jiz nevyskytla. Opét
se tedy shodujeme s vysledky studie DeCarvalho et al.(2006), ktery ve vybéru alternativnich



inhibitord vyzdvihuje pravé antifungalni aktivitu karvonu. Hlizy oSetiené limonenem mély
plesnivé klicky jiz v 2. k. b.

Jak uz bylo popsano vyse, dilezity je zptsob aplikace inhibitoru na hlizy. I v pfipadé
izolovaného karvonu doslo k GspéSné inhibici ve formé aerosolu nebo pomoci bentonitového
nosice. Ve studii EI-Awady Aml et al. (2014) byly hlizy maceny po dobu 30 min v roztocich
jednotlivych slozek, rozpusténych v destilované vodé a podobné jako postiik ptipravku Talent
ve studii Cizkova et al. (2000), p¥imy kontakt karvonu s hlizami kli¢eni naopak podporoval.
L-karvon potlacil kliceni pouze z 38 % (GR 62 %), D-karvon z 23,02 % (GR 76,98 %). Podobné
vysledky byly v této studii prezentovany i u linalolu, ktery mél kli¢ivost 96 % (EI-Awady,
2014).

Pravé linalol vykazoval v nasem pokusu pomérné vyraznou inhibi¢ni aktivitu. Hodnotou
kli¢ivosti 5,7 = 10,22 % se spolu s citronelalem (GR 6,96 + 16,75 %) tadi k inhibitoram
neptekradujici 10 % hranici kli¢ivosti. Ubytek hmotnosti se pohyboval 5,47—7,72 % pro linalol
a 5,85-5,41 % pro citronelal. Infekce klickn, ptetrvavajici az do konce méfeni, se zacala
objevovatv 8. a 9. k. b. u linalolu, v 10. k. b. u citronelalu. Povrchova struktura hliz oSetfenych
linalolem odpovida strukture hliz oSetfenych mentolem, a u citronelalu mizeme uroven
svra$téni ptirovnat ke karvonu.

S-linalol je hlavni slozkou (60-80 %) silice v semenech koriandru setého (Coriandrum
sativum)(Mandal et al. 2015). Nase vysledky podporuje studie Gomez-Castillo et al. (2013)
srovnavajici inhibi¢ni G¢inek koriandrové silice v koncentraci 230 ml/l, s komerénim CIPC,
kdy hlizy oSetiené zminénymi latkami zacaly kli¢it az na konci skladovaciho obdobi
(50. a 70. den).

Listy citronely ¢i vonatky cejlonské (Cymbopogon nardus L.) obsahuji 29,7-35,5 %
citronelalu (Nakahara et al. 2013). Jia et al. aplikovali citronelovou silici (CEO-citronela
essential oil) pomoci fumigace v koncentraci 30 ul/l po dobu 10 dni pii teploté 25+2 °C a 90%
vlhkosti. Nasledné byly uskladnény na 90 dni za teploty 10 °C pro jednordzové davkovant,
ve dvoufazovém byly oSetfeny po 35 dnech. Kli¢eni po 90 dnech bylo u kontroly stanoveno
na 95,40 %, u jednorazového oSetfeni na 62,09 % u dvoufazoveho na 47,75 %. Jia tedy
konstatuje schopnost CEO zpomalit nastup kli¢eni bramborovych hliz (Jia et al. 2019). Shodn¢
muizeme konstatovat, ze samotny linalol dosahoval v nasem experimentu slabsi inhibice nez
silice citronely (GR linalolu 5,7 + 10,22 %; citronely 4,46 + 11,81 %).

Samotna silice citronely samoziejmé obsahuje i dalsi slozky. Z vybranych, které jsme téz
testovali jmenujme citral (36,9 % CEO silice), geranyl acetét (5,8 % CEO silice) a p-citronelol
(4,6-10 %). Hodnoty kli¢ivosti citralu v nasem méfeni byly GR 10,2 + 13,20 %, gerany| acetatu
66,44 + 9,47 %, B-citronelolu 62,05 + 25,74 % a silice citronely 4,46 + 11,81 %. Hmotnostni
Ubytek hliz oSetfenych citralem byl 8,43+ 0,11 %, geranyl acetatem 4,20+ 1,75 %,
B-citronelolu 2,27 + 2,75 % a silici citronely byl 10,35 + 1,36 %. Pevnou a pruznou povrchovou
strukturu si zachovaly hlizy oSetfené silici Citronely. Hlizy oSetfené geranyl acetatem meély
svrastélou strukturu a vyskyt h. i. pavucinoveé piestupujici z klickd na hlizy jiz v 2. k. b. Hlizy
oSetiené Citralem nebyly svrastélé, ale klicky i hlizy byly postihnuty h. i. vyskytujici se nejdiiv
v 5.k. b., nasledné inhibovanou a znovu se objevujici v 8.k. b. Hlizy oSetiené B-citronelolem
byly kompletné plesnivé jiz v 5. K. b. a byly vyfazeny z méfeni. U silice citronely se h. i. na
hlizach objevila az v 9. k. b.

Shodné s mirngjsi inhibici citralu a témét Zadnou inhibici B-citronelolu v nasem pokusu
uvadi Vaughn etal. (1991) za pouziti headspace koncentrace 1,6x10-3 mol.I™ u obou latek pouze
z€ernani konct klickid. Vidime tedy, ze izolované komponenty nezarucuji vzdy vyssi acinnost
inhibice a lepsich vysledkt je dosahovano diky synergii, zajisténé piirodni kombinaci latek



v silicich. Tuto hypotézu potvrzuje i studie Shukla et al. (2019) popisujici kompletni inhibici
kli¢eni za pouziti silice z Palmarosy (Vonatky martinovi; Cymbopogon martinii) o koncentraci
200 ul, kde je geranyl acetat zastoupen z 4,3-14,8 % silice (Wolffenbuttel et al. 2015). Zajimava
mySlenka se takeé nabizi pfi srovnani vysledkl naseho experimentu se studii EI-Awady Aml et
al. (2014). Maceni hliz napt. v karvonu /linalolu, jinak aspésném inhibitoru v mnoha studiich
(Oosterhaven et al., Cizkova et al., Hartmans et al., De Carvalho et al., Teper-Balmnolker et
al./Gomez-Castillo et al.), kliceni vtéto studii podpofilo. U geranyl acetatu, citralu
i B-citronelolu je tomu naopak a studie uvadi 95-100 % potlaceni kliceni po 30 min. maceni
hliz v koncentraci 4, 6 a 8 mmol.I"". Je tedy mozné, ze evaporizace izolata, které (v naSem
pokusu) kli¢eni hliz podporuje, mize mit opacny efekt, pokud jsou v ném hlizy maceny
a naopak.

Tento efekt v nasem experimentu pozorujeme i u dalsich tekavych latek. Silice geranie
s GR 86,36 + 6,43 %, WL 4,74 + 26,8 % a vyfazenim v 5. a 6. k. b. diky kompletni infekci
houbami, citronelyl propionat (obsazeny v silici geranie) GR 83,3 + 2,08 %, WL 5,87 + 0,18 %
a po postizeni h. i. vyfazeny v5. k. b. trans-cinamaldehyd s GR 44,60 + 16,63 %,
WL 14,50 + 1,91 % a h. i. objevujici se hned v 2. k. b. Ve studiich Vaughn et al. (1993),
El-Awady Aml et al. (2014), kde testovali ptimy kontakt inhibitoru s hlizami, opét nachazime
vysledky rozlisné od nasich (100 % inhibici kli¢eni s lehce mek¢i strukturou hliz trans-
cinamaldehydem kompletni inhibici geranii).

Ponékud rozporuplna situace nastava s citralem, coby majoritni slozky silice
lemongrass/citronoveé travy (65-80 % silice), ¢i silice Litsea cubeba (60-92,6 % silice).

I kdyz byl citral v nasem pokusu, coby izolat, obstojnym inhibitorem (v¢etné silice citronely),

silice Litsea Cubeba, lemongrass od firmy Biomedica i Sigma-Aldrich dosahovaly pouze
slabsiho inhibi¢niho u¢inku. Konkrétné GR 17,9 + 20,25 %, WL 33,05 + 26,12 %, h.i.v 5. k.
b. Litsea Cubeba; GR 31,03 + 28,85 %, WL 14,25 + 1,3 %, h. i. i vyfazeni v 5. k. b. lemongrass
Biomedica, GR 20,80 + 29,81 %, WL 3,10+ 0,33 %, h. i. v2. k. b. a vyfazeni v 6. k. b.
I. opakovani, az v 9. k. b. h. i. u Il. opakovani lemongrass Sigma-Aldrich.

Neuspésnou inhibici lemongrass potvrzuje studie Shukla et al. (2019), kde distribuovali
koncentraci 200 pl silice lemongrass pomoci fumigace v exsikatoru za pokojové teploty
(25 £ 2 °C) na celkovou dobu 28 dni. Autor uvadi podporujici uc¢inek lemongrass na kli¢eni
i na samotnou délkou klicku (99 + 2,08 % lemongrass, 99 + 2,6 % kontrola). Samotny citral,
tedy pravdépodobné schopnost inhibice kliceni nese. V kombinaci s latkami podporujicimi
kli¢eni obsazené v dané silici (limonenu, myrcenu) se vSak chova téz jako stimulat.

V silici kary skoficovniku cejlonského (Cinnamomum zeylanicum) je majoritné
zastoupen trans-cinamaldehyd (60-70 % silice) v listech vSak pievazuje eugenol (74,9-88,7 %).
Ten tvofi majoritni podil i vsilici hiebickovce kofenného (Syzygium aromaticum)
kde ptedstavuje 70-90 % silice. Eugenol m¢l v nasem pokusu hodnoty GR 64,95 + 8,98 %,
WL 14,61 + 0,12 % a h. i. ptitomnou hned v 2. k. b.

Vedle studii podporujici nase vysledky se slabym inhibiéni efektem eugenolu - Finger et
al.(2018), Shukla et al. (2019), nachazime nesoulad s teorii vyssi ¢innosti silice versus Cisté
latky v ni obsazené ve studii Afify et al. (2012). Méfenym parametrem zde byla aktivita
a-amylazy. Tento enzym se zvySuje béhem kliceni, coz néasledné vede k degradaci Skrobu
1 ztraty suSiny. Eugenol prokazal snizeni aktivity a-amylazy pii koncentraci 300 mg/kg ¢.h. na
hodnotu 152,8 + 1,41 U/ 100 mg hliz, oproti kontrole s hodnotou 90,8 + 0,63 U/ 100 mg hliz
Aplikace izolovaného eugenolu zde byla efektivnéjsi neZ hiebickove silice.

Enzymova aktivita byla také dulezita v testovani ucinnosti kafru ve studii Lil et al. (2017).
Uvadi neschopnost potlacit hladinu peroxidaz, zodpovédnych za rtst klicka a zaroven snizeni
hladiny fosfolitid fosfolipazy, zodpovédnou za ztraty vody. Dokazal ale zvysit hladinu proteinu
zpusobujici nekrozu koneckt klicki. V dalSich studiich popisuji téz slabsi inhibici Vokou et al.



(1993), Vaughn et al. (1991), EI-Awady Aml et al. (2014) a shrnuji kafr jako inhibitor
zpusobujici pouze z€ernani a vadnuti kli¢kd, nikoli zabranujici jejich rustu.

V naSem experimentu byl kafr naopak velmi silnym inhibitorem odpovidajici inhibici
citronely (GR 4,46 + 11,81 %), s hodnotou GR 4,54 + 8,35 %, WL 17,92 + 11,26 %, s h. i.
objevujici se az v 9. k. b.

Jesté lepsi vysledky vykazoval 4-terpineol shodnotou GR 2,85+ 7,54 %,
WL 5,55 % =+ 3,02, s kli¢ky plesniv&jicimi az v 10. k. b. V tc¢innosti tohoto inhibitoru se vsak
nase vysledky shoduji se vSemi prezentovanymi studiemi (Vaughn et al. (1991); Vokou et al.
(1993); Chauhan et al. (2011); Meigh et al. (1969)).

Podobnou shodu studii, s mirnou nebo velmi slabou inhibici, nachazime téz u nasich
vysledku karvakrolu (GR 20,85+ 18,68 %) obsazeného z9-78,2 % v bylinach celedi
Lammiacea. anisolu (GR 76,6 + 13,62 %), obsazeného az do 93,9 % v silici bedrniku anyzu
(Pimpinella anisum) (GR 35,67 + 36,67 %) a ze 76,4 % v silici fenyklu obecného (Foeniculum
vulgare) (GR 14,64 + 18,24 %). p-cymenu (GR 62,05+ 29,60 %) obsazené¢ho spolu s
a-terpinenem (GR 61,9 + 25,82 %) v silici merliku vonného (Chemopodium abrosioides), kde
predstavuje 26,4 %. vanilinu (GR 79,47 + 8,37 %) obsazeném ve vanilce (Vanilla plantifolia),
¢i felandrenu (GR 70,66 + 18,37 %) obsazeném z 50 % v silici kopru vonném (Anethum
graveolens).

Zavérem tedy muzeme potvrdit ptivodni hypotézu o ucinnosti inhibice kli¢eni karvonem,
kminovou silici, méné pak karvakrolu. Srovnatelny efekt inhibice mél v naSem experimentu
mentol, karvonmentenol, kafr, linalol, citronelal a silice citronely. VSechny uvedené latky
retardovaly kli¢eni pti koncentraci 300 pl/l.



7 Zavér

Experiment této diplomové prace potvrdil inhibi¢ni u¢inek monoterpenu karvonu
a kminové silice, kde predstavuje majoritni podil. Pfedpokladana retardace kli¢eni

u hliz oSetfenych karvakrolem, s efektivitou odpovidajici predeslym dvéma latkam,
se nepotvrdila. Dalsi latky prokazujici velmi uc¢innou inhibici byly mentol,
karvonmentenol, kafr, linalol, citronelal a silice citronely. Vsechny uvedené latky
retardovali kliceni pfi koncentraci 300 pl/l.

Védecké hypotézy, stanovené na zacatku testovani byly potvrzeny.

Uginnost retardace kli¢eni pouzitych latek sefazenych sestupné je mentol>
kminova silice> karvonmentenol> karvon> kafr> linalol> citronelal.
Aplikace té€kavé latky na nosi¢ bentonit a jeho pozvolné uvoliovani
v efektivnim mnoZstvi se jevi jako velmi Uc€inna, je tieba vSak podotknout
ze tiimésiéni testovaci obdobi bylo limitni a bentonit poté adsorboval okolni
vlhkost, ¢imz zkresloval vysledky hmotnostniho ubytku.

Koncentrace 300 pl/l pouzitd pro tuto aplikaci se osvédcCila jak u latek
s predpokladanou retardaci kli¢eni, tak u latek, které za tak vyznamné
retardanty povazovany nebyly.

Ve srovndni naSich vysledki se zvefejnénymi studiemi danych latek,
se naskytly nové hypotézy. Jednak porovnani vyssi i¢innosti retardace kli¢eni
silicemi versus ¢istymi latkami v nich obsazenych a pokud jako izolaty
retardovaly kli¢eni, pro¢ se v jinych silicich, kde jsou stale majoritni slozkou,
chovaji jako latky kliceni stimulujici (viz Diskuse-citral). Dale latky klic¢eni
jednoznaéné podporujici by mély byt podrobeny testovani ptimého kontaktu
s hlizami, zda bude jejich piisobeni opa¢né ¢i nikoli.

Silice a jejich G¢inné latky nabizeji slibnou alternativu v nadhradé syntetickych
inhibitori kli¢eni hliz Solanum tuberosum. Pro komer¢ni pouziti je vSak dalsi vyzkum
nezbytny a je tieba stanovit optimalni davku, zptsob aplikace i studium samotného
mechanismu G¢inku inhibice.
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