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1. UVOD

Prvky, jen se v organismech vSeobecn vyskytuji, se nazyvaji biogenni prvky.
Rozliduji se obvykle makrobiogenni a oligobiogenni prvky. Makrobiogenni prvky jsou
p edevSim ty, vyskytujici se vinforma nich makromolekulach, tj. v nukleovych
kyselinéch a bilkovinach. Jsou to: uhlik, vodik, kyslik, dusik, sira a fosfor (Rosypal
a kolektiv, 1998). Z tohoto vy tu se v diplomové praci zam ujeme pouze na jeden

Z biogennich prvk , ato dusik.

Dusik ma velmi komplexni biogeochemicky cyklus s adou biotickych
i abiotickych transformaci, ve kterych se mocenstvi dusiku pohybuje v rozmezi od — 3
do + 5. Slou eniny dusiku zahrnuji celou skdlu anorganickych a organickych forem,

jen jsou nezbytné pro ivot (Vymazal, 2007).

Dusik tvo i 78,09 % atmosféry. Vyskytuje se ve form molekularniho dusiku N,

jako inertni (nete ny) plyn. Naprosta v tSina organism e ale nedoka e v této form
vyu ivat. astmi rostlin, elektrochemickymi a fotochemickymi pochody se molekulérni

dusik (N,) fixuje na slou eniny dusiku. Producenty (rostlinami, houbami) p ijimany

anorganicky dusik je p em ovan na organickou formu v bilkovindch. &st dusiku
m e byt vylu ovana do prost edi, &st vyu ivaji ivo ichové a zbytek se uvol uje
rozkladem uhynulych rostlin. Ze ivo ich se vraci do prost edi ve form exkre nich
produkt a rozkladem tkani po Uhynu. Organicky vézany dusik bakterie mineralizuji
a vylu uji jako amoniak. Amoniak m e byt nasledn bakteriemi nebo asami vyu it
jako zdroj dusiku nebo p sobenim nitrifika nich bakterii oxidovan (Borék, 2003).

Nedilnou sou &sti kolob hu dusiku na Zemi tvo i dusi nany. Dusi nany jsou
p irozen se vyskytujici ionty v ivotnim prost edi a p edstavuji kone ny stupe
rozkladu organickych dusikatych latek nitrifika nimi procesy (Langhammer, 2006). P i
nedostatku kysliku n které bakterie a houby vyu ivaji dusi nany jako zdroj energie
a tim jg redukuji na amoniak a &ste n na plynny dusik (Borak, 2003). Intenzivni
zem d Iska innost lov ka svyu ivanim p irodnich i um lych hnojiv p edstavuje
jeden ze zdroj dus nan v pirod, zgména pak v povrchovych vodéach, kam se
dusi nany dostavaji se sr4 kovou vodou, obsahujici rozpust na hnojiva. Emise oxid
dusiku v atmosfé e, vznikajici ze spalovéni fosilnich paliv, se transformuji nadusi nany

ave form srd kové vody se vracgji zp t na zemsky povrch. Vyplavovéni dusikatych



slou enin zp d a depozice z atmosféry p ispivaji ke zne is ni povrchovych vod, kde
dochazi k nadprodukci biomasy - as a sinic, k odumiréani ryb a ke znehodnocovani

pitné vody. Mluvime o procesech eutrofizace (Langhammer, 1999).*

Obréazek 1: ZjednoduSené schémakolob hu dusiku
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(Zdroj: p evzato z http://mwww.vikipedia.com)

Lé ivé rostliny maji nezastupitelné misto v ivot lov ka. Jgich 1é ebné U inky
jsou znamy a vyu ivany ji po tisicileti. Ng ast jSi formu pou iti bylinek klé b
p edstavuji bylinné aje, tvo ici nedilnou sou st mediciny. Uplat uji se preventivn

p ed onemocn nim nebo ji pomahaji p i terapii.

Bylinnym aem rozumime v SirSim slova smyslu jednu, nebo sm s n kolika
bylinnych asti v r zném vyzkouSeném pom ru. Bylinnym aemv u Sim slovasmyslu,
chapeme népoj k viastni pot eb , nebo vyluh ur eny nap . ke koupelim, i k obklad m.
Bylinny @ m e byt vyroben zr znych asti rostliny —koen , list , kv t i semen.
Obsah 0 innych latek je v jednotlivych astech kvantitativn i kvalitativn odlisny, od
maxima, a pouze ke stopovym hodnotam. Kvalita aje je pak ur ena prav vyb rem

! Eutrofizace ozna uje p emno eni as, sinic a n kterych vy&ich rostlin v povrchovych vodéch jako
d sledek vzr stu koncentrace slou enin podporujici fotosyntézu (Horék J., Linhart I., Kluso P. 2004.
s. 128 - 129).



t ch ngu inn jSich rostlinnych komponent. Bylinny g je vyrdb n z asti bylin
povolenych vyhlaskou, jejich sm si nebo sm si bylin sprasym aem i sm si bylin
sovocem. esky lékopis definuje,® jaké rostlinné drogy mohou byt ur eny k p iprav

g Vv lanku Plantae medicinales ad potionem aquosam (rostlinné drogy ur ené

kpiprav g ).

aje se skladdaji bu zjedné nebo vice rostlinnych drog ur enych k p iprav
perordnich vodnych p ipravk , jako jsou odvary, ndlevy nebo maceraty. Obvykle jsou
distribuovany jako tzv. sypané nebo porcované. Sypané aje jsou origindn balené
drogy v mno stvi ng ast ji od 30 g do 150 g. Porcované gje jsou vyrobcem p edem
nava ené sa ky drogy v mno stvi zpravidla od 1 g do 3 g. Rostlinné drogy musi
vyhovovat po adavk m pidusnych lank  eského |ékopisu, nebo vpipad , e
lanky nejsou vypracovany, vyhovuji po adavk m lanku Plantae medicinales
(rostlinné drogy).

V diplomové praci jsou pou ity dva druhy citaci. Internetové zdroje jsou

odkazovany islem, zatimco literatura je odkazovana na autora s rokem vydani.

1.1.CiL PRACE

Cilem diplomové préce je stanoveni obsahu dusi nan v Ié ivych gich
a hodnoceni jgich mikrobidni nezavadnosti. Analyza byla provad na u ndhodn

vybranych lé ivych g ,b n dostupnych v Ié&arnach a prodejnach € ivych rostlin.

Teoreticka ast diplomové préce je zam ena na kolob h dusiku v p irod , vliv

dusi nan amikroorganism nalidské zdravi.

2 Zé&kon . 110/1997 Sb. o potravinach a tab&kovych vyrobcich a o zm n a dopln ni n kterych
souvisgicich zékon .
3 esky lékopis 2005, 1. dil.



2. TEORETICKA AST

V&echny organismy pot ebuji dusik k ivotu a r stu. Spole n suhlikem,
kyslikem, vodikem, fosforem a sirou pat i dusik mezi biogenni prvky. V biologii je
dusik vystaven mnoha oxida nim a reduk nim pochod m, za vzniku slou enin

sr znymoxida nim stupn mod + 5 (v nitratech, NO; ) do 3 (v amoniaku, NH,).

D le itost dusiku jako r stového faktoru pro rostliny spo iva p edevSim v jeho
funkci jako stavebniho prvku aminokyselin atim i bilkovin a nukleovych kyselin [18].
Je sou &sti dou enin obsahujicich pyrolova jadra (chlorofyly, cytochromy),
v kofaktorech nap . nikotinamidadenindinukleotidfosfat NAD(P)H, v sekundarnich
metabolitech (alkaloidech) av jinych latkéch (Pavliova, 2006). Obsah dusiku v rostlinné
biomase je zavidy p edevSim na zésobovani rostliny dusikem, ddle na vyvojovém
stadiu rostliny ajeji definované &sti. Pohybuje se v rozmezi 0,5 — 5,0 % suSiny [18].

P irozené zésoby dusiku v p dach jsou ve srovnani sjeho pot ebou pro rostliny
pom rn malé. V tSinatohoto dusiku jev p d v organickych vazbach a neni tedy pro
rostliny vyu itelnd Zt chtod vod je nedostatek dusiku pova ovan za faktor limitujici
vynos. Na stran druhé v3ak i p ehnojeni dusikem zp sobuje relativn  velké ztréaty
vynosu a jeho kvality. V p d je dusik zastoupen v organickych vazbach v 95 - 99 %

av anorganickych vazbach v 5 - 1 % [18].

Nedostatek dusiku v rostlin  zp sobuje omezeni r stu rostliny vd sledku
nedostate né tvorby bilkovin a ztrétu zelenych pigment . Vznik4d sv tle zelenéa luté
zabarveni list , pop ipad  asti rostliny odumiraji (Hejnék, 2005).

Naopak, nadbytek dusiku vede k nadm rnému r stu rostlin a zp sobuje
nachylnost rostlin k houbovitym onemocn nim. Listy jsou velké tmavozelené a
ernozelené, houbovita pletiva jsou m kka, podp rné pletivo je zedabené. Déle
omezuje r st koen , st uje stanovidtni pevnost, prodiu uje dozravani, omezuje

rezistenci v i mrazuaovliv ujechu (v p ipad ovoce azeleniny) [18].

Zelené rostliny, jako jediné ze vSech ivych organism na Zemi jsou vy ivovany
z nedstrojnych latek, znich ve svych tkanich svyu itim sv telné energie vytva gi
l&tky Ustrojné, pot ebné k vy iv ostatnich ivych organizm . K tomu pot ebuji oxid
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uhli ity zovzdusi a uvol uji kydik, nutny kdychani vseho ivého na zemi
(fotosyntéza). Nezelené ni §i rostliny — bakterie a houby, rozkladaji zase organickou
hmotu odum elych rostlin a ivo ich a na l&ky nelstrojné. Rostliny obecn tedy
umo uji neustdly kolob h latek v p irod . Porosty rostlin tim, e vypa uji vodni péary
do ovzdusi, ovliv uji klimakrajiny. Rostliny maji rovn  aktivni podil na erpani oxidu
uhli itého, ktery vznikd nap . p sobenim lidské innosti, zefména spalovanim fosilnich

zdroj . Podilgji seté nazv travani horninatvorb p dy [1].

Rostliny ng ast ji pijimgi dusik vazany v dusi nanovych (nitratovych) (NOs)
a amonnych (NH,) iontech, pochézejici nap iklad zrozlo enych t | organism .

Odum €elé biomasy neni vSak neomezené mno stvi a kvantita ,,p istupného” dusiku je
tak pro rostliny velmi  asto limitovéna

2.1.Fixace molekulového dusiku

Negjvyznamn j&i zdroj dusiku na Zemi pro organismy je atmosféra. Jgji ngjni &i
vrstva troposféra obsahuje 78,09 % dusiku, vyskytujiciho se v p eva n molekularni
form N,. P edpokladem fixace atmosférického dusiku je rozbiti trojné vazby, které je
umo n no fyzikdln -chemickymi nebo biologickymi pochody. Pevna trojna vazba mezi
atomy dusiku zp sobuje jeho inertnost a neasimilovatelnost pro v tSinu organism .
V atmosfé e se dale vyskytuji oxidy dusiku (NO, ), jako d sledek spalovani fosilnich

paliv. Biologické&fixace dusiku je jednim z proces kolob hu dusiku v p irod .

2.1.1. Nebiologicka fixace

Nebiologicka fixace je umo n na fyzikdn -chemickymi pochody. V atmosfé e je
molekulérni dusik modifikovan cestou vyboje p i bou ce. Energie uvoln na elektrickym
vybojem rozbije silnou vazbu mezi atomy azp sobi reakci s kyslikem. V tomto procesu
je dusik oxidovén akyslik redukovan, dle vyjéd ené reakce:

N, +0, ® 2NO
Nasledn vznikly oxid dusnaty reaguje s kyslikem za vzniku oxidu dusi itého:
2NO+0, ® 2NO,

Oxid dusi ity v reakci svodou jep em n n nakyselinu dusi nou adusitou:
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2NO, +H,0 ® HNO, + HNO,

Svodnimi sra kami se kyselina dusi na dostava do p dy. Mluvime o tzv. kyselych
destich. Nebezpe né jsou p edevSim na p dach chudych na vapnik, kde rozpoust ji
iviny pro rostliny, uvol uji t ké kovy a splachuji je do podzemnich vod. Kysdlina
dusiti m e byt rozlo ena na nitritovy iont, podiéhgjici op tovhym reakcim [20].
Obdobny proces probiha p i spalovani fosilnich paliv.

2.1.2. Biologicka fixace dusiku

Biologickad fixace dusiku je v porovnani snebiologickou fixaci ekologicky
vyznamn jSi. P edstavuje d le ity zdroj dusiku ve vodnich i pozemskych podminkach
ajetudi nezbytnapro ivot naZemi.

V pirod jsou redukce molekulového dusiku schopné pouze omezené skupiny
organism (jedn& se vyhradn o prokaryota), u kterych se v pr b hu evoluce vyvinul
mechanismus, jim je molekula N asimilovéna do organické hmoty.? KIi em k tomuto
mechanismu je enzym nitrogenaza a tedy schopnost organizm pro jeji syntézu. Enzym
byl objeven v roce 1960 v bun ném extraktu Clostridium pasteurianum. Tento enzym
i samotny proces fixace je velice citlivy na kyslik (Hammerova, 2006). Biologicka
fixace dusiku, neboli diazotrofie, je proces, pi kterém organismy enzymaticky, za
pomoci nitrogenazy, redukuji trojnou vazbu v molekule N, a konvertuji plynny dusik na
amoniak. Diazotrofni organismy jsou kli ové v kolob hu dusiku v pirod , jeliko
umo uji ndvrat atmosférického dusiku zp t do organickych slou enin ivych systém .
Fixace p es prokaryota probiha z toho d vodu, e pouze tyto organismy (ovSem nikoliv
vSichni zastupci) se dokézaly v pr b hu evoluce vypo &at strojnou vazbou mezi
atomy dusiku.

Vytvo eny amoniak je bezprost edn véazan na oxokyseliny. Vznika kyselina
glutdmova po glutaminu. Je to obdobné, jako p i vazani amoniaku p ijatého rostlinou
zp dy, nebo po redukci nitrat (Tesa , 1992).

* Prokaryota jsou jednoduché jednobun né organismy, charakterizované p edev&im stavbou
chromozomu. Jako celek jsou schopny katalizovat prakticky vSechny biochemické d je, znamé
u eukariont a n které d le ité navic: redukci vzdusného dusiku na amoniak. Prokaryonta jsou na Zemi
tém  vSudyp itomn& od poléarnich oblasti a po horské podmo ské vylevy vody zna n teplgiSi ne
100 °C (UNIVERSUM v3eobecna encyklopedie, Odeon, Praha 2001, dil 7., s. 514).
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Mikroorganismy schopné fixace atmosférického dusiku mohou byt bu voln ijici,

anebo v p imé symbidze (Stranc a kol ektiv, 2005).
Symbioticky vztah |ze rozd lit:

- asociativni  (bakterie rodu Azotobacter, Pseudomonas, Beijerinckia,
Arthrobacter). V podstat se jedna o synergicky vztah mezi p dnimi bakteriemi

arostlinami,

- nodulujici (charakteristickad tvorba hlizek, bakterie rodu Rhizobium,

Bradyr hizobium, S norhizobium a aktinomycety rodu Frankia),

- nenodolujici (symbiéza mezi n kterymi sinicemi rodu Nostoc, Anabena,

s houbami, mechorosty akapra orosty) (Prochazka, 1998).

Aktivitavoln ijicich prokaryot fixujici N, (Azotobacter, Beijerinckia) zavisi na
dostupnosti organickych latek p d . VSechny tyto prokaryotni organismy jsou vesm s
asociovany svy&Simi rostlinami. Jednd se o mnohem voln j§i stav ne je symbioza
(Prochézka, 1998).

2.1.3. Nodulujici symbiéza a nenodulujici symbiéza

2.1.3.1. Nodulujici symbiéza

Nodulujici symbiéza p edstavuje symbidézu rostlin z  eledi  bobovitych
(Fabaceae), citlivkovitych (Mimosaceae) a saponovitych (Caesalpiniaceae)
sbakteriemi rodu Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium a aktinomycety rodu
Frankia (Prochazka, 1998).

V naSich podminkédch m& z agronomického hlediska velky vyznam nodulujici
symbidza, zejména symbidza mezi legumindzami a hlizkovitymi bakteriemi (Stranc
akolektiv, 2005).

Vlastni interakce rostlina a bakterie za ind vym nou signd a vzgemnym
rozeznavanim. Flavonoidy (luteolin, apigenin, daidzen a jiné), betainy a kyselina
aldonova, vylu ované ko eny p sobi v nizkych koncentracich jako signél pro chemotaxi
bakterii; vysSi koncentrace bli e k povrchu ko ene stimuluji expresi nodula nich gen

(tzv.geny Nod) bakterii. To vedei k tvorb lektin , jimi  Rhizobium rozpoznéava povrch
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bun k ko enového vlasku. Bakterie vysila signdly (cytokiny), které navozuji zm nu
tvaru ko enového vlasku a d leni bun k k ry ko ene. Infek ni vidkno pronika do
rostliny. Aktivuje se mitéza korovych bun k avytva i se primordium hlizky, do jeich

bun k bakterie pronikne.”

Primordium se vyvine v hlizku, v ni bakterie vytvai bakteroid, obklopeny
peribakterialni membranou odvozenou z plazmalemy rostlinné bu ky. Bakteroid

smembranou je ozna en jako symbiozom a vn m je syntetizovdna nitrogenasa.
Vznikly NH, resp. NH f je exportovan do rostliny vym nnou za sacharidy

aaminokyseliny.

Geny pot ebné pro fixaci N, jsou ozna eny jako Nif.° Tvo i je asi dvacet gen
vsedmi a osmi operonech. Fixace za ina deset a dvacet dn po infekci ko ene
(Prochézka, 1998; Pavlova, 2005).

Hlavni funkce hlizky spo iva v udr eni anaerobniho prost edi pro funkci
nitrogendsy. D je se tak dv ma mechanismy. Prvnim znich je silnd st na hlizky
impregnovana latkami nepropustnych pro kyslik a druhym mechanismem je tvorba
leghemoglobinu. Leghemoglobin je chromoproteid, podobny Hb ivoich . Je
zodpov dny za pisun kysiku do hlizky pro oxida ni fosforylaci a k ochran
nitrogendsy p ed kyslikem. Dé&vé hlizkdm nar ov |é zabarveni, které je na ezu
ervené (Stranc a kol ektiv, 2005).

Nodulujici typ symbidzy vytva i také aktinomyceta rodu Frankia sjednotlivymi
rody r znych eledi nap . rod olSe - Alnus, rakytnik - Hyppophae, hloSina - Eleagnus
ajiné. (Pavlova, 2005).

2.1.3.2. Nenodululujici symbioza

Tento typ symbidzy je charakteristicky pro sinice Nostoc, Anabena, Calothrix,
Phormidium. Sinice nevstupuji do bun k, iji vdutinach, jen byly na hostitelské
rostlin vytvoeny ji ped kontaktem se sinici nebo je vznik dutin kontaktem
stimulovan. Sinice v symbioze fotosyntetizovat v tSinou p estavaji, pokud iji voln

jako nap . Nostoc vytva €ji specializované Utvary heterocysty (Pavliova, 2005).

> Aktivitagen Nod a adsorpce bun k bakterie na povrch ko ene je inhibovéna nedostatkem Ca a nizkym
pH.
® z anglického nitrogen-fixing genes.
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Heterocysty jsou tlustost nné bu ky s bezbarvym obsahem, majici slizovity obal
a zatky, odd lujici je od sousednich bun k. V mikroskopu (viz Obrézek 2) se jevi jako
hyalinni, nezrnité, mirn  lutozelené a zelenkavé bu ky. Chybi jim lipidy, typické pro
fotosynteticky aparét vegetativnich bun k sinic a dalSich fototrofnich rostlin. Obsahuji
malé mno stvi chlorofylu-a. P itomnost heterocyst umo uje n kterym sinicim fixovat
plynny dusik diky p itomnému enzymu nitrogenaza, ktery tento plynny dusik redukuje

naamonné soli ( ihova Ambro ova, 2007).

Obrazek 2: Heterocysta

haterocysta

(Zdroj: ithova Ambro ova, 2007)

2.1.4. Nitrogenasa

Nitrogenasa je enzym katalyzujici reduk ni &t peni molekuly N, .V anaerobnich
podminkéch vykazuje i hydrogendzovou aktivitu, kdy elektrony z fotosystému PS I.
mohou byt p edavany na H* zavzniku H, (Prochazka, 1998).

Nitrogenadsovy komplex je dlo eny zFeS-proteinu dinitrogendsa reduktazy
(slo ena ze dvou podjednotek o ca 65 kDa, obsahujici 4Fe a 4S na dimer) a MoFe-

proteinu dinitrogenasy (a,b, heterotetramer svelkym redoxnim centrem obsahujicim

Fe,S, aFesMoS; spojenét emi sulfidovymi skupinami o ca 250 kDa).

Nitrogenasovareakcem ebytrozlo enadot i asti:

1.  redukce FeS-proteinu externim donorem elektron
2. redukce MoFe-proteinu redukovanym FeS-proteinem
3. redukce N, MoFe-proteinem
Prvni reakce vy aduje NADH a je katalyzovana ferredoxinem. Ve druhém stupni

dochézi ke sp a eni s exoergickym pochodem - hydrolyzou ATP.” Podstatou je sni eni

redoxniho potencidlu (- 350 mV na - 450mV) po fosforylaci proteinu, to umo ni

" Adenosintrifosfat
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redukovat koncovy enzym FeMo-protein o nizkém E°, jen je pak schopen redukce
N,[2].

Reakci biologické fixace dusiku vyjad uje nadedujici rovnice:
N, +16ATP+8e +8H" ® 2NH, +H, +16ADP +16P.

Mezi faktory inhibujici fixaci pati vysoké koncentrace kysliku (inhibuji
nitrogenazu), vysoké koncentrace anorganického dusiku, nizka sv telna intenzita
(sni uje autotrofni fixaci), vysoky redoxni potencid (fixace je vysSi v redukovanych
podminkéch ve srovnani soxida nimi) a vysoké (> 8,0) nebo nizké (< 5,0) pH
(Vymazal, 2007).

Obrazek 3: Nitrogenaza

16 ATP
Nitrogenase complex

4FedS L,
red.
4 NADH Fﬂmﬁ\\/::;ruzs v
Ir MNitrogenase
-/ reductase
4 NADY dxed

AH | 4Fe4
0X.

16 ADP + 16 Bi

'_NZ

P cluster| Fe-Mdo / e

Ge 2 Cofactar
4Fe-d43| MoT

| Fe-05 ) N2 NH,
Hitrogenase +H,

/

(zdroj: http://orion.chemi.cz[2] )

2.2.Nitrifikace
Nitrifikace p edstavuje mikrobiani p em nu amoniaku (NH,) respektive

amonného kationtu ( NHf ) nadusi nanovy anion ( NO; ).

Jedna se o aerobni procesy, které maji zasadni vyznam pro kolob h dusiku
v biosfé e. Aerobni chemoalitotrofni bakterie, té¢ ozna ované jako nitrifika ni bakterie,
jeliko  mohou pomoci molekulového kysliku oxidovat amonné ionty na ionty

dusitanové nebo dusitanové ionty naionty dusi nanové.®

8 Chemolitotrofni organismy jsou takové organismy, které vyu ivaji jako zdroj energie anorganické l4tky.
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Nitrifika ni bakterie ziskavaji energii z oxidace amoniakaniho dusiku a/nebo
dusitanového dusiku a CO, je vyu ivén jako zdroj uhliku pro syntézu novych bun k

(Vymazal, 2007).
Nitrifikaci Izerozd lit do dvou stup

Prvni stupe p edstavuje nitritace. Podilgji se na ni p edevSim nitrita ni bakterie
rodu Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosocystis, m nici amonnou formu na dusitany
(nitrity). Jedna se o striktn aerobni bakterie, které jsou zcela zavisé na oxidaci

amoniaku pro ziskavani energiepror st.

Kli ovym enzymem nitritovych bakterii je amonium monooxygenaza, oxidujici
amoniak na hydroxylamin a hydroxylamin oxidoreduktaza, oxidujici vznikajici
hydroxylamin na nitrit. Vzniklé elektrony jsou vyu ity terminalni oxidézou Cyt aa3
k produkci protonového gradientu a redukci kysliku navodu (Maly, 2005).

Vyjéd eno nasledujicimi rovnicemi:

NH, +O, +2H” +2¢° ® NH,OH +H,0
NH,OH +H,0® NO; +5H” +4e
2NH} +30, ® 2NO; +4H" +2H,0

Druhym stupn m nitrifikace je nitratace. Této faze se z0 ast uji nitrata ni
bakterie rodu Nitrobacter, p em ujici dusitany na dus nany (nitrdty). Jedna se
o fakultativn chemolitotrofni bakterie, jen vedle dusitan mohou vyu ivat také

organické slou eniny jako zdroj energie pror st (Vymazal, 2007).

Kli ovym enzymem nitratovych bakterii je nitrit oxidoreduktaza, oxidujici nitrit
na nitrat. Elektrony uvoln né reakci jsou dopraveny na terminani oxidazu Cyt aa3
avyu ity k tvorb protonového gradientu a ATP (Maly, 2005).

Uvedeny vztah vyjad ujetato rovnice:
2NO; +0, ® 2NO;

Pi nitrifikaci se uvol uji iontyH”, vedouci k acidifikaci p dy (Tesa, Van k

a kolektiv, 1992). Nitrifikace je ovliv ovana adou faktor , znich nejd le it jSi jsou
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teplota, pH, zdroj anorganického uhliku, vlihkost, mikrobidni populace, koncentrace
amoniaku arozpust ného O, (Vymazal, 2007).

Optimalni teplota pro nitrifikaci je v rozmezi 20 - 35 °C. Pi teplot 5a 10 °C
probih& jen pozvolna a pi ni Sich teplotéch se tém  zastavuje. Optimani pH se
pohybujev rozmezi 5 - 8, vihkost p dy 60 - 80% (Tesa, Van k akolektiv, 1992)

Vyjimky nitrifikace:

Nitrifikace m e probihat i za anaerobnich podminek prost edi, jednd se
o tzv. ANAMMOX, nebo-li anaerobni oxidace amoniaku

Obréazek 4: Anammox

a)

Nitrification
Oxic

NH,* —= NO;—= N0y

el
AN

ﬁ NHe —= ) —= 1,
Anozxic Anammox
b] — e ylopia Ceflwall
@
(. \". ,w SH
HH| S
\\.L Anammoxosome '){HJZB
. SR ;
2 T puphepom ~emeane (Zdroj: http:/Aww.nioz.nl/nioz_nl )
Anammox probiha ve specializovanych organeldch ozna ované jako
anammoxozom vyjad ené nasl edujicimi reakcemi: °

NH2 +NO; ® N, +H,0

3NO; +5NH} ® 4N, +9H,0+2H,

® Anammoxozom je organela uvnit cytoplazmy v bakteriich odd lena membranou obsahujici specifické
lipidy, v nich probih& anaerobni oxidace amoniaku (Department of marine organic biogeochemistry, [cit
2008-04-05]. Dostupné z www: http://www.nioz.nl/nioz_nl/1ac932f9150ad20e7420950305fbfOcl.php)
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Proces je uskute ovan &adem Planktomycetales - Brocardia, Scalindula,
Kuenenia. Velkého vyznamu anammox nabyva p i p e i$ ovani odpadnich vod (Bothe
akolektiv, 2007).

Nitrifikace m e probihat i prost ednictvim heterotrofnich organism . Jedn& se
zeijména o bakterie nap . Mycobacterium phlei, Streptomyces griseus, Pseudomonas
spp., de také houby nap . Aspergillus flavus, Penicillium spp., Cephalosporium spp
(Vymazal, 2007).

2.3. Denitrifikace

Denitrifikace p edstavuje proces redukce nitrdt , za p itomnosti organické

slou eniny, na adu plynnych forem dusiku zefména N, N,O, NO.

Oxidy dusiku zde vystupuji jako koncové akceptory elektron pi respira nim
elektronovém transportu. Elektrony jsou p endSeny z elektronovych donor (v tSinou,
ale ne ve viech p ipadech to jsou organické slou eniny) pomoci n kolika systém na
vice oxidované formy dusiku. Vysledna volna energie je uchovavana v ATP

vytva eném p i fosforylaci aje vyu itadenitrifika nimi organismy p i respiraci.

V naSich podminkéch p eva uje denitrifikace p sobena fakultativn anaerobnimi

mikroorganismy, jen b hem rozkladu vyu ivaji kyslik nitrét .
Kli ovym enzymem denitrifikace je nitrétreduktasa.
C,H,,O, +4NO; ® 6CO, +2N, +6H,0

Denitrifikace je ovliv ovéna celou adou faktor , znich ned le it jSi jsou
p itomnost kysliku, redoxni potencidl, p dni vihkost, teplota, pH, typ p dy, koncentrace
dusi nan aorganické hmoty (Vymazal, 2007).

Mikrobidni denitrifikace probiha intenzivn ji v neutrdnim a akalickém
prost edi, p i vySSich teplotach a nedostatku kysliku v p d . Nuthou podminkou celé
reakce je p itomnost dostatku lehce hydrolyzovatel né organické hmoty - tedy uhlikatych
slou enin anitratového dusiku (Tesa , Van k akolektiv, 1992).

Vedle biologické denitrifikace mohou plynné ztréty oxid dusiku a molekularniho

dusiku vznikat i pi denitrifikaci chemické (nep imé), kdy kyselina dusita reaguje
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saminokyselinami, amoniakem a jeho solemi, p ipadn saminy a amidy. Tak nap .

mo ovinaskyselinou dusitou m e reagovat takto:
CO(NH, ), + 2HNO, ® CO, +3H,0+2N,

Chemicka denitrifikace probihda intenzivn ji v kyselém prostedi pi pH 55
ani 8im. V naSich podminkéch p eva uje viak vev tSin p d biologickéa denitrifikace,
pouze v p dach vySSich poloh jsou p izniv j&i podminky pro denitrifikaci chemickou,
zvlé&t po hnojeni mo ovinou (Tesa, Van k akolektiv, 1992).

2.4.T kani amoniaku

T kani amoniaku je fyzikaln -chemicky proces, p i kterém je dusik v rovnovéze

mezi plynnou a hydroxylovanou formou.

NH, +H,0« NH} +OH"

Tato rovnovaha je ovliv ovana celou adou parametr vody, p dy a sediment ,
nap iklad hodnotou pH, teplotou, vym nnou kapacitou p dy a sedimentu, koncentraci
amoniaku, celkovou alkalitou, obsahem CaCO, adalSich (Vymazal, 2007).

2.5. Amonifikace

Amonifikace p edstavuje mikrobidni rozklad (hniti) organicky vazaného dusiku

na amoniak resp. amonny kation ( NHf ).

M e probihat za anaerobnich a aerobnich podminek. Jednd se v podstat
o katabolicky rozklad aminokyselin, ktery p eva n zahrnuje n kolik deamina nich
reakci (Vymazal, 2007).

R- NH,+H,0+H" ® NH} +R- OH
A.
Osud NH :

- nitrifikace
- p ijemrostlinami, mikroorganismy jako zdroj vy ivy

- vazbanajilové minerdy aorganickou hmotu
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- Unik do atmosféry (volatilizace).

Amonifikace je nezbytna, jeliko vpipad jejiho chyb ni by dochazelo
k hromad ni organickych forem dusiku. Uhynuld biomasa rostlin, ivo ich ,
mikroorganism obsahuje velké mno stvi organicky vézaného dusiku vr znych
forméch, jako aminokyseliny a proteiny. Procesy rozkladu jsou odpov dny za op tovné
vyu iti [19].

2.6. Asimilace dusiku

Zakladni slo kou dusikaté vy ivy rostlin p edstavuji ionty NO; a NHf . Rostliny
ve v t&i mi e pijimaji vice NO;, proto e vd dedku nitrifikace je i amonny dusik
postupn oxidovan na dusi nanovy, jen je snadno pohyblivy vp d a tim dob e
p ijatelny pro rostliny. Dusi nanovy anion ma také SirSi optimani pH, pi kterém je
p ijiméan. Neni pro bu ky toxicky a rostlinaje m e hromadit v pletivech. lonty NO;
a NH f jsou vyu ity ktvorb do it jSich organickych slou enin. Amonny kation
mohou rostliny bezprost edn vyu it k syntéze aminokyselin, dusi nanovy anion musi
byt nejprve redukovan na amoniak (NH,) a néasledn poté je vyu it k syntéze

organickych dusikatych slou enin (Tesa , Van k akolektiv, 1992).

2.6.1. Redukce nitrat

Ko enové vlasky, bu ky rhizodermis i bu ky primarni k ry umo uji vstup
dusi nanového iontu do rostliny. To je zp sobeno v tSim mno stvim p enaSe
obsa enych v membrénéch t chto bun k. Transport skrz membrany je aktivni
a elektrogenni. Byly objeveny dva transportni systémy pro p ijem NO; . Jednim z nich
je vysoce afinitni transportni systém HATS a druhym je nizkoafinitni transportni systém
LATS.* Vysoce afinitni transportni systém HATS je tvo eny dv mi slo kami, stéle
exprimovanym cHATS, nebo-li konstitutivnim systémem a z iHATS indukovany jen
v p itomnosti NO, iontu.! Po vstupu je NO; redukovéan, bu ihned v ko enech, nebo

a Vvnadzemni a&sti rostliny a to v listech, kam je transportovan prost ednictvim

xylému. Nitrdt m e byt do asn skladovan ve vakuolach bun k ko ene, stonku i list

10 7 anglického , high-affinity transport system* a,, low-affinity transport system*
1 cHATS z anglického , constitutive high-affinity transport system* a iHATS z anglického ,inductive
high-affinity transport system*
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(Pavlovd, 2005). Kvlastni redukci je zapot ebi dostate né mno stvi energie
a p itomnost n kterych mikroprvk a makroprvk . D le itou roli maji prvky jako:

molybden, m , mangan, elezoaho ik (Tesa, Van k akolektiv, 1992).

Redukce probiha ve dvou stupnich

P sobenim enzymu nitrétreduktazy dochazi k redukci nitrat (NO;) za vzniku

nitrit (NGO, ).
NO; + NAD(P)H + H* ® NO, + NAD(P)* + H,O

Nitratreduktéza vySSich rostlin, je o ena ze dvou identickych polypeptidovych
et zc ka dy o velikosti as 900 aminokyselin. Jedna se tedy o dimér, tvo eny t emi
velkymi doménami flavinproteinem (FAD), Fe-hemem a Mo-pterinem nezbytné pro
p enos elektron . Ka dy monomer nese dv aktivni mista. Jedno je lokalizovano na
C-konci a druhé na N-konci. C-konec p edstavuje FAD doména, p ijimagjici dva
elektrony z NAD(P)H, elektrony jsou p enaSeny p es atom Fe ve st edni &sti a na

Mo-pterin na N-konci, jen je vyu ije k redukci navazaného NO; na NO,. Domény

propojuji polypeptidové et zce ozna ované jako 2hinge? I, Il. Hinge | spojuje Mo-
pterin a hemovou doménu, zatimco Hinge Il spojuje druhou stranu hemové domény
s FAD doménou (Bothe a kolektiv, 2007).

Enzym se nachazi v cytosolu, kde je patrn asociovan svn j§i st nou vn jSi
obalové membrany plastid (Prochézka, 1998). Katalyzatorem této reakce je molybden.
Aktivita nitratreduktézy je organov specificka (u strom je nev tSi v ko enech
a u mnoha bylin v listech) a zavisi také na sta i bun k (ngjv tsi aktivita byva v ranych
fazich vyvoje rostlin a rostoucich organech). Syntéza nitratreduktézy je indukovéana
p itomnosti nitratu v cytoplazm ajeji aktivitu idi denni st idani sv tlaatmy (Henak,
2005).

Vznikly NO, se nehromadi v bu ce, jeliko je pro ni skodlivy, dochazi tedy
k jeho transportu do plastid , kde je uskut n na jeho redukce na amoniak (NH,).

Reakci katalyzuje nitritreduktéza lokalizovna ve stromatu plastid . Nitritreduktéza je
protein 0 68 kDa, obsahujici siro-hem a 4Fe-4S klastr. Siro-hem je cyklicky tetrapyrol

s centralnim atomem Fe. Elektrony jsou p endSeny z ferredoxinu na 4Fe-4S klastr, dale
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na siro-hem a v zav ru na NO,, jen je redukovan na amoniak (NH,). Enzym ma

vysokou afinitu k NO,, co zabra uje jeho hromad ni vrostlin (Bothe a kolektiv,
2007).

NO; +6ferredoxin,, +8H” ® NHZ +6ferredoxin, +2H,0

Jako katalyzétory se zde uplat uji €lezo, m , mangan a ho ik. Energii
a reduk ni silu pro asimila ni redukci nitrd a nitrit poskytuje dychani (NADH)
av bu kéch obsahujici chloroplasty (NADPH) (Henak, 2005).

NO; %4 ¥4 9#4® NO, +H,0
NO; % P99y Fi99,® NH, +H,0+OH"
Jestli erostliny p ijimaji NO, dochazi k alkalizaci prost edi:
NO; +8H” ® NH,+OH"

lonty OH™ vzniklé p i redukci nitrédt v rostlinnych pletivech mohou é&ste n
z stat vrostlin  nebo byt p evedeny do ivného prost edi a tak zvySovat pH. Pi
jednostranné a vysoké nabidce dusiku v jedné form m e byt vyznamn ovlivn n
p ijem i ostatnich iont a mohou se projevit vyrazné rozdily viontové rovnovéze
v pletivech (Tesa, Van k akolektiv, 1992).

2.6.2. Syntéza aminokyselin

Vysoka koncentrace amoniaku je pro bu ky toxicka, jeliko U inn odpojuje
syntézu ATP od p enosu elektron v membranéch tylakoid . Jeho koncentrace je
adov  mol (Prochazka, 1998). Zabudovanim do organickych slou enin dochazi
k eliminaci amoniaku v bu k&ch. Mezi prvni organické dusikaté latky vznikajici
v rostlinéch pat i p edevSim aminokyseliny, slou ici k biosyntéze bilkovin a dalSich
slou enin (Tesa, Van k akolektiv, 1992).
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Zabudovani amoniaku probiha dv mazp soby

Prvni  spoiva vreduk ni aminaci  a-ketoglutardtu za p sobeni
glutamatdehydrogenazy (Hejnak, 2005). Zdrojem reduk nich ekvivalent jsou NADH
a NADPH. Vrostlin  se nachazi ve dvou formach. NADH-dependentni forma

v mitochondriich a NADPH-dependentni forma v chloroplastech [3].
a - ketoglutarat + H* + NH} + NAD(P)H « glutamét + NAD(P)* + H,0

Druhym zp sobem je amoniak inkorporovan do aminokyselin prost ednictvim
enzym glutaminsyntetédzy a glutamatsyntazy, jedna se o U inn jSi systém. Tzv. systém
GS/IGOGAT (GS = glutaminsyntetéza, GOGAT = glutamatsyntasa, glutamat

oxoglutardt aminotransferéza) realizuje:

glutamét + ATP + NH, %%® glutamin+ ADP + P

glutamin+a - ketoglutarat % %29%® 2glutamét

Glutaminsyntetaza vyu iva glutamat jako akceptora amonného kationu, pro ktery
ma vysokou afinitu. Reakce vy aduje energii ve form ATP, dodavaného
z fotosyntetické fotofosforylace. Je tedy nep imo spojena s fotosyntézou, oblasti styku
metabolismu uhliku a dusiku v chloroplastech (Bothe a kolektiv, 2007).

V rostlin - se glutaminsyntetéza vyskytuje ve dvou forméch (isoenzymech). GS-1
cytoplazmatickd a GS-2 plastidova (v chloroplastech fotosynteticky aktivnich bun k
aplastidech ko en ) [3].

Vznikly glutamin p edstavuje transportni i zasobni formu dusiku v rostlin . M e
byt p imo zabudovan do protein nebo slou it jako donor aminoskupiny pro dalSi
substraty (Pavlova, 2005).

Glutamétsyntasa katalyzuje reduktivni p enos amidické skupiny z glutaminu na
a-ketoglutardt, im vzniknou dv. molekuly glutamatu. GOGAT se vyskytuje ve dvou

forméch:
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Ferredoxin-dependentni glutamatsyntasa, jeji  zdrojem reduk nich ekvivalent je
ferredoxin. Jedna se o monomerni enzym o velikosti 140-170 kDa s kofaktory FMN,*
FAD a 3Fe4S klastrem. Nachézi se p edevSim v listech, kde je lokalizovana
v chloroplastech. Hlavni regula ni faktor p edstavuje sv tlo. Pot ebné elektrony doda
redukovany ferredoxin [3]:

glutamin+2- oxoglutarat + 2Fd,, ® 2glutamat + 2Fd,

NADH-dependentni glutamétsyntdza monomer o 196 kDa vyu ivajici NADH.
P edstavuje dominantni formu vySSich rostlin. Naéza se v plastidech
nefotosyntetizujicich tkani jako jsou ko eny i pochvy cévnich svazk vyvijgicich se
list a také v mitochondriich. Regula nim faktorem je koncentrace nitrétu, amonného
kationu, glutaminu a asparaginu. Pot ebné elektrony poskytne NADH [3].

glutamin+2- oxoglutarat + NADH +H” ® 2glutamét + NAD*

Vznikly glutamé m e déle p endSet svoji skupinu aminoskupinu (- NH,) na
jiné a-ketokyseliny vytva ené p i glykolyze a v citrétovém cyklu. P enos aminoskupiny
uskute uji transamindzy, nebo-li aminotransferdzy. Kofaktorem enzym je

pyridoxafosfat (vitaminBg). Aminotransferdzy se nalézaji v cytosolu, plastidech,

mitochondriich i peroxizomech (Pavlova, 2005).%

Aminokyseliny mohou byt vyu ivany na mistech svého vzniku k biosyntéze
makromolekul (bilkoviny, nukleové kyseliny) anebo mohou p echazet do jinych organ .
K ngivyznamn jSim slou eninam schopnych translokace pat i aminokyseliny kyselina
glutdmova a kyselina asparagova a také jgich amidy glutamin a asparagin (Hejnak,
2005). Tyto amidy mohou vznikat ji v ko enech v tSiny rostlin p i vySSi koncentraci
amoniaku, jsou neutrdlni, pletiv m neSkodi. P edstavuji ur itou zésobarnu dusiku
aslou i k transportu dusiku v rostlinach (Tesa , Van k akolektiv, 1992).

Stejnymi zp soby je zabudovan do aminokyselin i amoniak p ijaty rostlinou

z venkovniho prost edi. Jeho asimilace probihd z p eva né &sti v ko enech a na rozdil

2 Flavinmononukleotid

3 Peroxizomy jsou organely, charakterizované vysokym obsahem oxida nich enzym , které vyu ivaji
molekularni kyslik a kataldzu. Produkuji peroxid vodiku. Podilgji se na detoxikaci mnoha l&tek (Ne as
akolektiv, 2000).
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od nitrat jen jeho mala &st je detekovatelnai v nadzemnich astech rostliny (Hejnak,
2005).

2.7.Vlivdusi nan nalidské zdravi

Dusi nany jsou soli kysdliny dusi né. Ve vod jsou dob e rozpustné. P i vySSich
teplotach p sobi jako silnd oxida ni inidla Proto e jsou dusi nany kone nym
produktem biochemické oxidace organicky vazaného dusiku, m e byt jgich v tSi
koncentrace v p irodnich (hlavn v podzemnich) vodéch d kazem starSiho zne i& ni
organického p vodu (Frintov4, 2007). Dusi nany jsou kumulovany v ivotnim prost edi
v d sledku intenzivni zem d Iské produkce, spojené spou ivanim dusikatych hnojiv.
Dus nany, jak jsme uvedli v Gvodu této prace, jsou v ivotnim prost edi vSudyp itomné
ajako takoveé jsou pro lov kamao zavadné, nicmén jejich produkty vzniklé redukci,
zejména dusitany nebo N-nitrosoaminy, p edstavuji vysoké riziko poSkozeni lidského
zdravi, nap . n ktera kardiovaskularni onemocn ni i poruchy metabolismu.

K redukci dusi nan mikrobidni cestou p sobenim nitrétreduktazovych enzym
dochazi exogenn i endogenn . Exogenni redukce nastdva nap . pi transportu,
usklad ovani a zpracovavani potravin zejména zeleninovych pokrm  (Prugar,
Prugarovd, 1985).

V organismu (endogenn ) dochézi k redukci dusi nan na dusitany p sobenim
mikroorganism v Ustech a audku. Reakci sprimarnimi i sekundarnimi aminy
vznikgji nitrosaminy. K redukci dochazi zeménav audku, kde je kyselé prost edi (pH
2 a 4) (Klaassen, 2001). Aminy jsou p itomné prakticky viude: vyskytuji sev zelenin ,
v masnych, mlé nych a obilnych vyrobcich, ve vejcich, piv , vin , v |écich, pesticidech,
v tabdkovém kou i atd. (Prugar, Prugarovg, 1985). Redukce m e byt inhibovana
p irodnimi nebo um le vytvo enymi antioxidanty jako je vitamin C, vitamin E,

butylhydroxyanisol, butylhydroxytoluen (Klaassen, 2001).

Nitrosaminy a nitrosamidy (p edevdim ni i molekulové hmotnosti) pat i mezi
karcinogeny s nespecifickym U inkem, mohou iniciovat maligni bujeni
v ngjr zn jSich tkénich organismu. Jejich spole nym znakem je nitroso skupina vazana
na jeden atom dusiku. Vlastnim nitrosujicim reagentem je skupina NO™ (Prugar,
Prugarovd, 1985).
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Typickkym p edstavitelem nitrosaminu je p edevSim dimethylnitrosamin (neboli

N — Nitrosodime-thylamin):

Obrazek 5: N-Nitrosodimethylamin

CH,
“N—N=0
o
CH,

2.7.1. Methemoglobinémie

Negjvice diskutovanym problémem dus nan je jgich schopnost vyvolat

methemoglobinémii u kojenc v d dedku zvySeného mno stvi methemoglobinu v krvi.

Vykladovy dlovnik M. Kodi ka vysv tluje methemoglobin, nebo té
ferrihemoglobin, zkr. MetHb, jako hemoglobin obsahujici trojmocné elezo (Fe*),
ktery neni schopen p enaSet kydik. V erytrocytech vznika za fyziologickych podminek
v malém mno stvi p imou oxidaci eleza kyslikem; je zde enzymov zp tn redukovan
na Fe** formu. V t& mno stvi MetHb vznika nasledkem otrav (acetanilid, chlornany,
dusitany atd.) nebo vrozenych poruch synthesy hemoglobinu. M e se patologicky
objevovat v krevni plasm (methemoglobinémie) nebo v mo i (methemoglobinurie),
(Kodi ek, 2007).

Methemoglobinémie u kojenc byva ozna ovana jako aimentarni methemoglo-
binémie, jeliko dusi nany vstupuji do organismu za ivacimi cestami. P i innou byvaji
dusi nany v pitné vod , jen se u iva pro pipravu um |é vy ivy d ti ze suSenych

mlé nych vyrobk . P edstavuje velkériziko u kojenc (pod 6 m sic v ku).
Riziko u kojenc jev d dedku:

- nevyzrdého d tského enzymatického systému v erytrocytech — nedostatek
NADH-methemoglobinreduktézy, p em ujici methemoglobin na hemoglobin,

- nizké aude ni acidity kojenc ajgich intestinalni flory (p evd n Escherichia
coli) svy&Si reduk ni schopnosti vede ke snadn jSi konverzi dusi nan na

dusitany,

- fetdni hemoglobin, p etrvavgjici v erytrocytech novorozenc , je vice citlivy

k p em n namethemoglobin (Voprsalovéa, 2005).

27



Asociace mezi kontaminaci vody dusi nany a d tskou methemoglobinémii byla
poprvé popsana v roce 1945 v lona City v USA |éka em Hunterem Comply (Avery,
1999). Methemoglobinémie je ivot ohro ujici stav, jen m e byt ziskany nebo

vrozeny.
Vrozena methemoglobinémie

D di na forma methemoglobinémie je obvykle zp sobena deficitem aktivity
methemoglobinreduktasy, jen se ddi jako autosomdn recesivni  znak.
M ethemoglobinreduktasa (nebo-li NADH-cytochrom bs-methemoglobinreduktésa) je
enzymovym systémem p itomnym v ervenych krvinkéch, redukujici hemové elezo
zFe* zp t naFe*. Vzécn se vyskytujici p f innou methemoglobinémie jsou n které

abnormalni hemoglobiny nap . hemoglobin M (HbM) (Murray, 2002).
Ziskana methemoglobinémie

Ziskana methemoglobinémie m e vzniknout pi p sobeni methemoglo-
binizujicich latek. Do této skupiny pat i anilin a aromatické nitroslou eniny (skupina -
NH,), pou ivanép i vyrob barviv, nitrobenzen a aromatické nitroslou eniny (skupina
-NO,), dus nany (skupina -NO,). N které léky u citlivych osob nebo pi
p edavkovani mohou zp sobit methemoglobinémii nap . primaquin, dapson,

sulfanylamid, fenacetin a dalsi (Pelclova, 2005).
Klinické projevy methemoglobinémie

Klinické projevy methemoglobinémie jsou zavislé na koncentraci MetHb v krvi.

Znaky methemoglobinémie se objevujiji p i 10 % MetHb v celkové krvi.

Tab. 1: Vztah koncentrace MetHb a klinickych projev lidského organismu

Koncentrace
MetHb v %

10-20 Centrdni cyanézakon etin/trupu
20-45 Deprese CNS (bolest hlavy, zavra , vy erpanogt, letargie), poruchy dychani
45 -55 Kéma, arytmie, 3ok, k e e

> 60 Vysoké riziko mortality

Klinické projevy

Zdroj: (Fewtrdll, 2004)
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Terapie

Antidoty pi intoxikaci methemoglobinizujicimi latkami jsou toluidinova mod
amethylénova mod . Dal&i redukuijici latku p edstavuje kyselina askorbova (vitamin C).
Neni-li G inné antidotum k dispozici, nebo neméa-li odpovidgjici efekt, provadi se

vym nnatansfuze krve (Pelclovd, 2005).

Podéani methylenové mod i urychluje redukci methemoglobinu. Pou iva se ngen
p i methemoglobinémii navozené nitrity, ale dalSimi aromatickymi amino nebo nitroso
slou eninami (anilin, fenylhydrazin, fenacetin, nitrotoluen). Methylenova mod p sobi
prost ednictvim tzv. latentni NADPH-reduktdzy, kterou aktivuje. P edavkovéni
methylénovou mod i vede paradoxn ktvorb MetHb p imou oxidaci hemoglobinu.
Redukci MetHb neenzymaticky urychluje vitamin C, doporu ené davky jsou kolem
1000 mg/den (Voprsalova, 2005).

Dusi nany se mohou vyskytovat v potravinach nejen jako latky kontaminujici, ale

nadruhé stran i jako latky aditivni, tedy zam rn do potravin p idavané.

2.7.2. Dusi nany jako kontaminanty

Kontaminanty jsou lé&ky, dostavgjici se do potravin nelmysin pi vyrob ,

zpracovani, baleni, p eprav i skladovani.

Hlavni zdroj dusi nan p edstavuje zem d Istvi, jen vyu ivapirodni i um |a
dusikata hnojiva. Dusikat& hnojiva jsou p irozené i pr myslov vyrobené anorganické
i organickeé latky, poskytuji rostlinam dusik jako ivinu (Tesa, Van k akolektiv, 1992).
Kriticka jsou zeiména pr myslové hnojiva nabazi dusi nan , jen jsouvevod snadno
rozpustng, neva i se na sorb ni komplex p dy a rychle a snadno infiltruji do
podzemnich vod (Langhammer, 2006). Koncentrace v tocich b hem roku kolisa
v zavidosti na vegeta nim obdobi. Vysv tlenim je skute nost, jak uvadi Jakub
Langhammer (Langhammer, 2006), e ve vegeta nim obdobi najaeav Iét , kdy jsou
dusi nany spot ebovavany vegetaci, jsou jejich koncentrace v p irozenych vodach
ngni Si. Maximdanich hodnot v povrchovych vodach dosahuji v mimo vegeta ni obdobi
na podzim a zim , kdy jsou vymyvany zp dy, vjgim sorb nim komplexu jsou
zadr ovany minimdn . Dusi nany kontaminuji povrchové a spodni vody, p du
anasledn tedy i plodiny.
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Celkovy obsah dusi nan v rostlin zavisi na:

- charakteru rostliny - rostliny akumulujici dusi nany: listova zelenina (salét,
Spenat), koS dova zelenina (zeli, kapusta), ko enova zelenina (mrkev,
edkvi ka),

- nitrofilni rostliny — vy aduji zvySeny obsah dusiku vp d nap. kopiva
dvoudoma (Urtica dioica), bez erny (Sambucus nigra), vlastovi nik v tSi

(Chelidonium majus), merlik vonny (Chenopodium ambrosioides),
- klimatické podminky — teplota, vldha, intenzitaadélkaosv tleni,
- charakter p dy,
- nerovnom rnost rozlo eni dusi nan v rostlin
- dobasklizn —sezona, denni doba (Krajak, 2002).

Velké riziko zdroje dusi nan p edstavuji vlastni studny snedostate n st nou
vodou, proto e dusi nany se p eva enim vody neodstrani.

2.7.3. Dusi nany jako konzervanty

Nadruhé stran lov k vyu iva dusi nany a dusitany jako konzervanty ve form
potravina skych aditiv. Vyhl&ka . 4/2008 Sh. ,O pou iti p idatnych léatek
arozpoust del pi vyrob potravin® za azuje p idatnou latku do druhu podle jei hlavni
funkce, kterou v potravin obvykle plni a dadle upravuje maximani p ipustné limity.
Konzervanty jsou laky prodlu ujici trvanlivost potravin a chranici potravinu proti
mikrobialnimu ka eni. Dusi nany a dusitany jsou pou ivany zejména p i zpracovani
masaasyr .V masném pr myslu se vyu iva schopnosti dusitan reagovat s hemovymi
barvivy, co brani oxidaci eleza vhemu pi tepelném zpracovani a dociluje se tak
r ové barvy masa (Pipek, 1998). Dalsi jgich vlastnosti je ochrana proti Clostridium
botulinum, produkujici botulotoxin.** Jako konzervanty se u iva zejména dusitan
draselny (E 249), dusitan sodny (E 250), dusi nan sodny (E 251) a dusi nan draselny
(E 252).

¥ Clostridium botulinum je vyvolavatelem botulismu, zava né a ivot ohro ujici intoxikaci (Votava,
2003, s. 180).
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2.8.Vliv mikroorganism nalidské zdravi

Mikroorganismy hraji vpirod i v ivot lov ka obrovskou roli, nebo jsou
jednim z hlavnich initel ovliv ujicich tvorbu a zachovani ivotniho prost edi na nasi
planet . Spole enstvi r znych druh mikroorganism jsou toti schopna rozlo it
veskeré p irozené organické latky a k jejich Uplné mineralizaci. Tim vraceji chemické
prvky, tvo ici nezbytnou slo ku ivé hmoty, do kolob hu prvk v pirod . Zeijména se
jednd o kolob h uhliku, kysliku, vodiku, dusiku a siry. Rozkladna innost
mikroorganism probihd vp d i ve vod (Silhankova, 2002). Mikroorganismy jsou
vyu ivany k produkci ngjir zn jSichtyp adruh potravin (mlé né vyrobky, alkoholické
napoje, dro di, g.) a organickych latek (enzymy, kyseliny, vitaminy), v etn antibiotik
(nap . peniciliny, cefalosporiny, griseofulvin, cyklosporin A) (Mali , Ostry a kolektiv,
2003).

N které mikroorganismy ijici ve volné p irod ziskavaji energii ze sv tla nebo
oxidaci anorganickych latek, v tSina se vSak vy ivuje z odum elych organickych latek,

ty se ozna uji jako saprofyté.

Komenzdlové tvo i normalni, pirozenou floru t la zdravého hostitele. Jsou
p itomni na k i, na dliznicich hornich cest dychacich, st ev, pochvy. Za norménich
okolnosti nepronikaji do krve nebo do tkani. Za ur itych okolnosti, nap . p i sni eni
obranyschopnosti jedince, mohou proniknout do organismu a vyvolat onemocn ni. Jsou
proto ozna ovany jako podmin n  patogeny. Obligatorni patogeny jsou
mikroorganismy, je jsou adaptovany na p ekonavéani obrannych mechanism hostitele,
proniknou do tkéni hostitele, kde se mno i nebo mohou produkovat toxiny a tim

vyvolavagji onemocn ni (Greenwood a kolektiv, 1999).

Negativni U inek mikroorganism spo iva v ne &doucim rozkladu potravin,
potravina skych surovin, textilii, papiru, k e, d eva, organickych nd r a n kterych
plast . Nejzadva n jSi negativni U inek mikroorganism v pirod vyplyva z innosti

tzv. patogennich mikroorganism , zp sobujici nemoci lov ka (Silhankova, 2002).
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2.8.1. Plisn akvasinky

Plisn (vl&knité mikromycety)

Hlavnim rezervoarem plisni je p da, zni se dostéavaji do vzduchu, na organicky
materid p eva n rostlinného p vodu, na exkrementy zvi at a pr myslové p edm ty
ulo ené ve vlihku. R zna barviva konidii i endospor chrani tyto bu ky ped
nep iznivymi U inky ultrafialové slo ky slune niho sv tla, a proto se plisn  vyskytuji
jako velmi  asta vzdudna kontaminace (Silhankova, 2002).

Pisn aerobni povaha spolu se Sirokym enzymovym vybavenim umo uje
plisnim napadat nejr zn jSi organicky materid. Plisn maji schopnost vyu ivat
vzdusnou vihkost a okludovanou vodu, napadaji tedy zejména materidly ulo ené ve
vihkém prost edi, a tim mohou zp sobovat vysoké ztréty. Jsou schopny napadat
i neporusenarostlinna pletiva, rozmno ovat se za nizkého pH; n které jsou schopny r st

zavelmi nizkych teplot (Silhénkova, 2002).

Na druhé stran  lov k plisn vyu iva jako producenty antibiotik a organickych
kyselin, v potravina stvi dale také p i aerobnim st ni odpadnich vod nebo p i vyrob
insekticid (Silhankové, 2002).

Pravé houby (Eumycota) jsou rozd lovany:

- na houby wvytvaegici plodnici (houby smakrostélkou,
makromycety Basidiomycotina tj. stopkovytrusé),

- na houby vl&knité (tvoici mikrostélku, mikromycety

Ascomycotina tj. v eckovytruse).

VI&knité houby ovliv uji lidské zdravi p imo nebo nep imo cestou mykdz, aergii,
mykotoxikoz (Jahoda , 2004).

Mykbzy

Schopnost n kterych hub vyvolavat u lov ka infekci — mykdzu pat i
k ngjzava n jSim formam jejich p sobeni na lidské zdravi. Patogenni potencid hub je,
a navyjimky (dermatofyty, dimorfni houby), velmi omezeny a pouze nepatrna ast (as

0,3%) z odhadovaného po tu 500 tisic drun hub se p izp sobilak parasitismu lov ka
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Typicka mykodza je charakterisovana kolonizaci sliznice nebo k e snaslednou invazi
a poskozeni hlubSich tkani hostitele. Invaze m e byt doprovazena projevy intoxikace
a hypersenzitivni reakce na p itomnost patogenniho agens (Mali , Ostry a kolektiv,
2003).

Mykoalergie

Mykoaergie jsou hypersenzitivni reakce imunitniho systému hostitele na
antigenni stimulaci houbovym aergenem. Ngj ast ji se jedna o aergeny p itomné na
spéréch. Po chemické strance je v tSina mykoalergen tvo ena proteiny
a glykoptroteiny, pop . polysacharidy. Zdroj mykoalergie m e byt vnit ni nebo vn jSi.
Kritickym momentem pro vznik aergie je mno stvi spor ve vzduchu v zavislosti na
jgjich p vodu a velikosti. Po ty spér kolisgji v zavidlosti na cirkadiarnnich rytmech
st idani dne a noci, na teplot a vihkosti vzduchu a mnoha dalSich faktorech (Mali ,
Ostry akolektiv, 2003).

Toxikogenni mikromycety maji schopnost produkovat v potravinach a krmivech
mykotoxiny (sekundérni metabolity), vyvolavgjici mykotoxikézy. Ne vSechny kmeny
mikromycet jsou toxikogenni. Jestli e byla u n kterého kmene ur itého druhu
mikromycet dive zji& na produkce ur itého mykotoxinu, je mo né pova ovat
vSechny kmeny tohoto druhu za potencidln  toxikogenni, tj. schopné produkovat ur ity
mykotoxin. Toxikogenni mikromycety mohou produkovat jeden i vice mykotoxin .
Diky svému enzymatickému vybaveni jsou velmi adaptabilni pro kontaminaci tém
jakéhokoliv substrdtu ajsou rozsi eny po celémsv t (Ostry, 1998).

28.11. Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikromycet , p edstavujici heterogenni
skupinu nepolarnich nizkomolekularnich slou enin. Poskytuji jejich producent m ur ité
vyhody v sout i 0 substrét sjinymi organismy podobné ekologické konstituce. Mezi
mykotoxiny svyznamnym zdravotnim dopadem pat i namelovée léaky, aflatoxiny,
trichoteceny, zearalenony, ochratoxiny, sterigmatocystin, cyklopiazonova kyselina,
penicilova kyselina, patulin, citrin, rubratoxiny, skupina tremorgennich léatek,
fumarisiny, ribotoxiny (Jahoda, 2004). V sou asné dob je zndmo pes 300

mykotoxin . | naddle jsou objevovany a chemicky charakterizovany dal&i nové
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mykotoxiny. Z&kladni toxikologicky vyzkum , novych* ani , starych® mykotoxin nebyl
ukon en astale probiha (Mali , Ostry a kolektiv, 2003).

28.1.1.1. Vyznamné mykotoxiny rodu Aspergillus a Penicillium
Aflatoxiny

Obrazek 6: Aflatoxin B,

OCH, (Zdroj: Bennet, Klich, 2003)

Aflatoxiny jsou mykotoxiny odvozené od difuranokumarinového skeletu,
produkované toxikogennimi kmeny Asperglilus flavus (asi 35% kmen produkuje
aflatoxiny skupiny B), Aspergillus parasiticus (tém 100% kmen je schopno
produkovat aflatoxiny ady B, G), Aspergillus nomius. P sobi jako hepatotoxiny
a hepatokarcinogeny (Jahoda , 2004).

Primérnim zdrojem aflatoxin  jsou rostlinné produkty a znich ngr zn jSi
vyrobky. Obili, v etn kuku ice, kévové a kakaové boby, olejniny, bavlinikova semena,
o echy, mandle, krmné sm s pro zvi ata (Voprsalovd, 1997). N kdy byva uroda
kontaminovana aflatoxiny jest p ed sklizni a to zefména v souvislosti se stresem ze
sucha, které na rostliny p sobi (Bennet, Klich, 2003).

Aflatoxiny jsou ozna ovany velkymi pismeny, ktera p vodn ozna ovaa barvu
fluorescence vUV svtle (B — bluee G — green) a iseny index po adi
v chromatografickém poli sm rem od cile ke startu (Voprsalovd, 1997). Touto metodou
byly identifikovany ty i p irozenétypy aflatoxin : AFB,, AFB,, AFG,, AFG, . Kt mto
identifikovanym typ m p ibyly metabolity pozd ji nalezené v mléce dojnic krmenych
kontaminovanou potravou AFB31, ozna enéjako M4, M, (Voprsalova, 1997).

Po adi toxicity a genotoxicity aflatoxin :

AFB1 > AFG; > AFB; > AFG;,



Odpov  organismu na aflatoxiny je zavisana ivo isném druhu, v ku, pohlavi,
stavu imunity, vy iv a dalSich faktorech, jako je zp sob a rychlost biotransformace
a faktory prost edi, vn m organismus vyr st (Voprsaova, 1997). Aflatoxiny jsou
primarn metabolizovény v jétrech mikrosomanimi oxidazam a cytosolickymi enzymy.
V tSina primarnich metabolit je dae detoxikovana konjugaci skyselinou

glukuronovou nebo sirovou a eliminuje se mo i nebo stolici (Jahoda , 2004).

Aflatoxiny zp sobuji onemocn ni, jen se voln ozna uji jako aflatoxikdzy.
Rozlisuje se akutni a chronickd aflatoxikdza. Akutni aflatoxik6za zp sobuje umrti,
naproti tomu chronickd aflatoxikdka zp sobuje rakovinotvorné bujeni, sni eni
obranyschopnosti organismu a dalSi patologické projevy. Cilovym organem jsou jatra.
K poskozeni jater dochézi po itim kontaminovanych potravin, kterymi mohou byt:
ku ata a ryby, jen byly p edtim krmeny potravou obsahujici aflatoxiny B, (Bennet,
Klich, 2003).

Citrinin
Citrinin byl poprvé izolovan z Penicillium citrinump ed druhou sv tovou vakou.
Nasledn byl nalezen v n kolika druzich rodu Penicilliuman kolika rodech Aspergillus
(nap . Aspergillus terreus a Aspergillus niveus), v etn ur itych rod Penicillium
camemberti (pou ivanych k vyrob syra) a Aspergillus oryzae (pou ivanych k vyrob
saké a sojové oma ce). Také byl izolovan z Monascus ruber a Monascus purpureus,

pr myslové druhy pou ivané k vyrob  ervenych barviv. Citrinin je nefrotoxicka latka,
jeho akutni toxicitaselisi u jednotlivych zvi ecich druh (Bennet, Klich, 2003).

Ochratoxiny

Ochratoxiny pat i do skupiny zahrnujici sedm izokumarinovych deriva , v dy
spojenych sfenylalaninem, produkovanych rody Aspergillus a Penicillilum (Jahoda ,
2004).

Vyznamny je ochratoxin A izolovany z Asperillus ochraceus. DalSi zastupci
skupiny ochratoxin byli nalezeny jako metabolity r znych druh rodu Aspergillus
(v etn  Aspergillus alliaceus, Aspergillus auricomus, Aspergillus carbonarius,
Aspergillusglaucus, Aspergillus melleus a Aspergillus niger). Ochratoxin A byl nalezen
vV je meni, it , ovs, kévovych bobech a dalSich rostlinnych produktech (Bennet, Klich,
2003).
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Cilovym organem toxicity ochratoxinu A jsou ledviny. Dde p sobi negativh na
jétra a imunitni systém. Je to potencidni karcinogen a teratogen (Mali, Ostry
akolektiv, 2003).°

Patulin

V pirod je patulin pom rn rozsi en, d le ita je zggména jeho produkce na
kazicim se ovoci, velice asto v jablkach. V ovoci se vyskytuji ochranné latky (nap .
vitamin C), které zabrani rozkladu patulinu p i tepelném opracovani kompot , d eni
amosdt . Zava nou je kontaminace ovocnych d eni ur enych pro d tskou a kojeneckou
vy ivu (Sim nek, 2003).

Patulin byl poprvé izolovan z Penicillium patulum (pozd ji nazvaném Penicillium
urticae a nyni Penicillium griseofulvum) a vyu ivan jako antibiotikum. V Sedesatych
letech, kdy se prokézala jeho karcinogenita v i zviat m, byl staen a dnes je
pova ovan za vyznamny mykotoxin. (Bennet, Klich, 2003). Akutni otravy patulinu jsou

popsany u dobytka, v tSinou dominuje poskozeni plic s edémem (Sim nek, 2003).

Cyclopiazonova kyselina

Je produkovéna v tSim mno stvim plisni rodu Aspergillus a Penicillium. Jde
o indolovou slou eninu. P i podani per os dochazi k posti eni travici trubice a jater
(Sim nek, 2003). asto se vyskytuje spole n s aflatoxiny (Jahoda , 2004).

Kysdlina cyklopiazonova byla nalezena v kukuici, araSidech, syrech
camembertského typu, m kkych plis ovych syrech, semenech sdlune nice, ry i,
kroupéch, dr be im masu apod. (Mali , Ostry akolektiv 2003).

Tremorgeny

Tremorgeny jsou chemicky nesouroda skupina mykotoxin , produkovanych
r znymi druhy mikroskopickych hub, p edevSim rod Aspergillus a Penicillium.
Vyzna nou spojujici vliastnosti t chto latek je skute nost, e pokusna zvi ata po jgich
podani hynou zat es ak e i (tremorgenni = doslova , t esotvorné*). Uvedené toxiny
tedy atakuji nervovy systém (Sim nek, 2003).

5 Teratogen jel4tka zp sobujici malformace plodu.
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Sterigmatocystin

Sterigmatocystin je produkovan rodem Aspergillus, zefména Aspergillus flavus,
Aspergillus versicolor, Aspergillus nidulans a rodem Penicillium, nap . Penicillium
luteum. Je hepatotoxicky a hepatokarcinogenni (Jahoda , 2004).

Pat i mezi hlavni mykotoxiny pravideln se vyskytujici v obilninach a vyrobcich
z nich. Byl nalezen v plesnivé pSenici, je meni, kuku ici, ry i, sojovych bobech. Jeho
p itomnost byla zjist nai v tvrdych syrech, pep i, fenyklu g. (Mali , Ostry a kolektiv,
2003).

Rubratoxiny

Existuji rubratoxin A a rubratoxin B (d le it j§i). Byvaji produkovany
Penicillium rubrum, jsou hepatonefrotoxické (Sim nek, 2003).

Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryontni mikroorganismy nale ici mezi houby
(Fungi). esky nézev dostaly pro schopnost v tSiny druh zkvaSovat monosacharidy
an které disacharidy, p ipadn i trisacharidy na ethanol aoxid uhli ity. NejrozsahlgSim
rodem je rod Candida zahrnujici nekvasici druhy i druhy se silnymi kvasicimi
schopnostmi. N které kmeny mohou byt podmin n patogenni, nap . Candida albicans.
M e zp sobovat onemocn ni (kandidozy) k eaneht , m e také postihnout vnit ni
organy a dliznice, a to p edevSim u oslabenych jedinc (nap. pi rakovinném
onemocn ni, podavanim imunosupresivnich |&tek, Sirokospektrych antibiotik,
ut hotnych en anovorozenc ). Kvasinky jsou v p irod velmi rozsi eny. Vyskytuji se
p edevSim na materidech obsahujici cukry, tj. na ovoci, na cukernych potravinach,
kv tnich nektarech, v p d , vzduchu, ve st evnim traktu lidi a zvi at. V tSina kvasinek
jeusmrcenaji pi 2 -5 minutovém zah ivani na 56 °C, spory kvasinek maji tepelnou
odolnost jen nepatrn  vySSi (Silhankova, 2002).

Vzhledem ktomu, e ve zkoumanych gjich se kvasinky nevyskytovaly, vice
jsme se v diplomoveé préci tomuto tématu nev novali ak podrobn jSimu studiu kvasinek

odkazujeme na odbornou literaturu, nap . Silhankova, 2002.
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2.8.2. Stanovované plisn v |é ivych ajich

V p edchozi asti diplomoveé prace jsme uvedli, co jsou mykotoxiny a jegjich vliv
na lidské zdravi. Velkd ast t chto mykotoxin je produkovana rodem Aspergillus

aPenicillium, jgjich zastupce jsme objevili i v testovanych gjich.

2.8.2.1. Aspergillusniger

Taxonomické za azeni (Kalina, Va a, 2005)

Nad iSe: Eukaryota

iSe: Fungi
Odd leni: Ascomycota
Pododd leni: Pezizomycotina
T ida: Eurotiomycetes

&d: Eurotiales
Rod: Aspergillus

Druh: Aspergillus niger

Obréazek 7 Aspergillus niger

Aspergillus
niger

konidie

konidiofor

(Zdroj: Mini atlas mikroorganism http: //www.vscht.cz)
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Morfologické vlastnosti:

- rod Aspergillus mabohat rozv tvené mycelium, r zn zabarvené podle druh .
Mladé podhoubi byva bilé pozd ji se v&ak jeho barva m ni. Z mycelia rostou
konidiofory, jejich konec je kyjovit nebo kulovit zdu ely v tzv. vehikulu.
Z ni vyr stgji jednanebo dv vrstvy kratkych bun k - primérni nebo sekundarni
sterigmata, fialidy, stojici hust vedle sebe, na kterych se odd luji etizkovité
exospory - konidie, podobn jako u plisni rodu Penicillium (Tvrdo , 1978).*°

Aspergillus niger ma kulovitou vehikulu a kolem ni velmi husta primarni
i sekundarni sterigmata, fialidy, nanich se doskrcuji tmav hn déa ernékonidie
(Tvrdo , 1978).

Fyziologické vlastnosti:

- rozmno uje se nepohlavn konidiemi. M& velmi bohatou enzymovou innost
sacharolytickou, amylotickou, proteolytickou i pektolytickou. Roste
v prost edich svelmi chudymi ivinami a snasi i vysoké davky konzerva nich
prost edk . Produkuje adu organickych kyselin (Tvrdo , 1978).

Hlavni diagnostické znaky ateplotni néroky:

- roste velmi dob e navsech b nych p déch, ur enych ke kultivaci plisni p i pH
5 - 7. Mycelium je ngd iv bilé, pozd ji Iuté a hn dé. Konidie jsou temn
hn déa erné, jevi sejako erné pali ky nad jasn jSim myceliem. Kolonie jsou
okrouhlé, vatovité, st ed kolonii spali kami je purpurov hn dy a erny,
micelarni okraj kolonii je bily (Tvrdo , 1978). Optimalni teplotar stu je 37 °C,
minimalni 6 - 8 °C, maximalni 45 - 47 °C [4].

Vyskyt auplatn ni:

- pati mezi ngrozsi en jSi plisn vpirod. Vyskytuje se na potravinich
rostlinného i ivo iSného p vodu. Vyu iva se kvyrob kyseliny citronové,

fumarové, § avelové (Tvrdo , 1978).

16 Konidiofor je z eteln odlisena hyfa nesouci konidie. Mycelium p edstavuje sple houbovych viaken,
nebo-li hyf (Silhankova, 2002).
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2.8.2.2. Aspergillusflavus

Taxonomické za azeni (Kalina, Va a, 2005)

Nad iSe: Eukaryota

iSe: Fungi
Odd leni: Ascomycota
Pododd leni: Pezizomycotina
T ida: Eurotiomycetes

&d: Eurotiales
Rod: Aspergillus
Druh: Aspergillusflavus

Obrazek 8 Aspergillusflavus

Aspergillus
flavus

konidie
fialidy
metuly

méchyrek

stopka

biseriatni
konidiofor  }:

uniseriatni
konidiofor

(Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://mwmw.vscht.cz)
Morfologické vlastnosti:

- kolonie rychle rostouci, hrub zrnité, Iutozelen i olivov Zzbarvené.
V koloniich se mohou vytva et ndpadna tmava sklerocia vicemén kulovitého
tvaru. Z mycelia vyr stgji konidiofory 400 - 1000 m sbradav itou stopkou.

Konidie jsou kulovité nebo tém kulovité 3,5—-5 m[4].
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Fyziologické vlastnosti:

- rozmno uje se exosporami (konidiemi). Produkuje amylotické a proteolytické

enzymy. Kmeny produkuji aflatoxiny ajiné mykotoxiny (Tvrdo , 1978).
Hlavni diagnostické znaky a teplotni néroky:

- na Czapkov agaru skvasni nym extraktem tvo i sirov luté a lutozelené
kolonie, sta im hn dnouci. Spodni strana kolonii je lutohn da (Tvrdo , 1978).
Optimdlni teplotar stu j€33°C, m evsakr stivrozmezi teplot od 10 - 12 °C
do 43 - 48°C [4].

Vyskyt auplatn ni:

- velmi rozsi enaplise . Vyskytuje se na substratech rostlinného p voduivp d .
Ng ast ji byva izolovan zvlast zburskych oisk a ceredlii. Pati mezi
oportunni patogeny. M ezp sobovat nap . aspergilozu pr dusek [4].

2.8.2.3. Rhizopus niger

Taxonomické za azeni (Kalina, Va a, 2005)
Nad iSe: Eukaryota
iSe: Fungi
Odd leni: Ascomycota
Pododd leni: Zygomycotina
T ida: Zygomycetes
&d: Mucorales
ele : Mucoraceae
Rod: Rhizopus

Druh: Rhizopus niger

syn. Rhizopus stolonifer
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Obrazek 9: Rhizopus niger

svazek

Rhizopus stolonifer

dozréavajici
sporangium

sporangioforll \

stolon

rhizoidy
100 um

(Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://www.vscht.cz)

Morfologické vlastnosti:

- do rodu Rhizopus pat i plisn vyzna ujici se tim, e tvoi Utvary podobné
ko ink m, zvané rhizoidy, slou ici k zakotveni plisn v prost edi. Rozr staji se
dlounhymi hyfami, zvanymy stolony. Zrhizoid vyr staji plodnova viakna,
zvana sporangiofory o velikosti asi 1,5 — 3 mm. Sporangiofory jsou naho e
miskovit rozsi eny v tzv. apofyzu (z ec. apophed = vyr stam), nakteré vyr sta
kolumela. Kolem ni se tvo i tzv. sporangium (Tvrdo , 1978). Sporangia jsou
vicemén kulovita 150 - 350 m, zpo étku bila, pozd ji erna. Jsou napln na
gporangiosporami kulatého i ve itého tvaru o velikosti 7 — 15 m.
Zygosporangia erna, se dv. ma nestejnymi suspenzory [4].

Fyziologické vlastnosti:

- rozmno uje se asexudn  sporangiosporami, sexuan  zygosporangii.

Neprodukuje mykotoxiny [4].
Hlavni diagnostické znaky ateplotni néroky:

- velmi rychly r st pomoci stolon , robustni vidkna, sporangiofory srhizoidy [4].
Sporangia jsou dob e rozliSitelna od Sedivého mycelia (Tvrdo , 1978).
Optimani teplota r stu 25 - 26 °C. Minimdni teplota pro r st kolem 5 °C
amaximalni teplota 32 - 33°C [4].

Vyskyt avyznam:
- kosmopolitni plise , vyskytujici sevp d i vzduchu. asty je na potravinich

akrmivech, zp sobuje hnilobu ovoce [4]. Pou iva se pro pr myslovou produkci
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fumaroveé kyseliny a p i specifickych oxidacich steroidnich slou enin p i vyrob
n kterych 1ék (Silhankové, 2002).

2.8.2.4. Cladosporium herbarum

Taxonomické za azeni (Kalina, Va a, 2005)

Nad iSe: Eukaryota
iSe: Fungi
Odd leni: Ascomycota
Pododd leni: Pezizimycotina
T ida: Dothideomycetes
&d: Dothideales
ele : Mycosphaerellaceae
Rod: Cladosporium
Druh: Cladosporium herbarum (anamorfa)*’

Obrazek 10: Cladosporium herbarum

Cladosporium
herbarum

konidie

konidiofor

(Zdroj: Mini atlas mikroorganism http: //www.vscht.cz)

7 Anamorfa je nepohlavni stadium, jen se rozmno uje pomoci asexudnich spor vznikajici na zéklad
mitotického d leni. Sexualni stadium p edstavuje telemorfa, kde vzniku pohlavnich spér p edchézi
meidza (Mali , Ostry akolektiv, 2003).
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Morfologické vlastnosti:

- kolonie pomalu rostou. Byvaji sametoveé nebo plstnaté, tmav olivov zelené[4].
Mnohobun né mycelium (hyfy jsou rozd leny p epa kami tzv. septy) (Tvrdo ,
1978). Konidiofory jsou idce v tvené atmav pigmentované. etizky konidii

vyr stgji z koncovych bun k konidiofor , maji elipsovity a valcovity tvar [4].

Fyziologické vlastnosti:

- rozmno uje se asexuan konidiemi nebo sexudn askosporami [4]. Ma
proteolytické a lipolytické vlastnosti. Dovede rozkladat celul6zu a pektiny
(Tvrdo , 1978).

Hlavni diagnostické znaky ateplotni naroky:

- natuhych ivnych p dach nejprve tvo i jasné, pozd ji olivov zelené a hn dé
mycelium (Tvrdo , 1978). Spodni strana kolonii je ernozelend a ern&
Bradav ité konidie. Optimalni teplota r stu 18 - 28 °C, minimum - 6 °C,

maximum 32 °C [4].
Vyskyt avyznam:

- vyskytuje sevelmi hojn nacelémsv t nasubstratech rostlinnéhoi ivo isného
p vodu. Konidie se vyskytuji ve velkém mno stvi v ovzdusi zeménav |& ana

podzim. Produkce é&dnych vyznamnych mykotoxin neni zndmal4].

2.8.25. Penicillium chrysogenum

Taxonomické za azeni (Kalina, Va a, 2005)
Nad iSe: Eukaryota
iSe: Fungi
Odd leni: Ascomycota
Poddod leni: Pezizomycotina

T ida: Eurotiomycetes



ad: Eurotiales
Rod: Penicillium
Druh: Penicillium chrysogenum

Syn. Penicillium notatum

Obrazek 11: Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum

konidie

stopka

asymetricky
vétveny
konidiofor

(Zdroj: Mini atlas mikroorganism  http: //mwww.vscht.cz)

Morfologické vlastnosti:

- kolonie pom rn rychle rostou, jsou obvykle sametové s paprs itymi ryhami,
bilym a na loutlym mycelidnim okrggem smodrozelen a  lutozelen
Zbarvenou sporulujici &sti a lutymi kapkami exudatu. Spodni strana kolonii je
sv tle bé ova a lutohn da. Konidiofory jsou & tcovit v tvené. Konidie
vyr staji zfialid v etizcich, jsou elipsovité a tém  kulovité o velikosti

25-4 mld].

Fyziologické vlastnosti:

- rozmno uje se nepohlavn konidiemi.
Hlavni diagnostické znaky ateplotni naroky:

- pom rn rychly r st, modrozelené a Iutozelené kolonie sndpadnym lutym
exudatem a lutym pigmentem v agaru. Konidiofory nepravideln v tvené. Optimalni

teplotar stu 23 °C, minimum 4 °C, maximum 37 °C [4].
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Vyskyt avyznam:

- jedna z ngjrozsi en jSich plisni teplého a mirného péasu, kontaminujici nejen potraviny
rostlinného i ivo iSného p vodu, ae i ivotni a pracovni prost edi lov ka (Mali ,
Ostry a kolektiv, 2003). Schopna produkce antibiotika penicilinu [4].

2.8.3. Escherichia coli

Escherichia coli zrodu Escherichia jsou gramnegativni, fakultativn anaerobni,
chemoorganotrofni, nesporulujici ty inky. Vyskytuji se jednotliv. nebo po dvou.
Velikost bu ky byvaod 2-6x 1,1- 1,5 m. Optimalni kultiva ni teplota je 37 °C [4].
Escherichia coli pat i k negjprozkouman jSim mikrobidinim druh m, nebo dlou i jako
modelovy organismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie (Silhénkova,
2002).

Escherichia coli je sou &sti st evni mikroflory lov kaataké teplokrevnych zvi at
(Silhankové, 2002). Dostava se tam v prvnich n kolika dnech po narozeni (Greenwood
a kolektiv, 1999). Je komenzdlem, &ste n saprofytem ataké symbiontem, nebo svym
p sobeni jednak znemo uje pr nik patogen (produkuje tzv. koliciny, které jsou pro
n které jiné bakterie toxické), jednak je makroorganismu prosp Snai p imo — podili se
na tvorb n kterych vitamin , p edevSim vitaminu K. Jde ale také o podmin n
patogenni bakterii, kterdm e zp sobovat i chorobné stavy. Ve st ev jeto mo néjen
tehdy, kdy je kmen vybaven specifickymi faktory virulence; mimo st evo je

Escherichia coli tém v dy patogenni (Votava[b], 2003).

Patogenni kmeny Escherichia coli mohou vyvolavat dva typy onemocn ni. Prvni
skupina onemocn ni zahrnuje extraintestinadlni infekce mo ovych cest, septicka
onemocn ni, infekce ran a hnisavé procesy. Druhou skupinu charakterizuji infekce
v intestindnim traktu provazené pr jmy. Zdrojem infekce byvé kontaminovana potrava
avoda (Greenwood a kolektiv, 1999).

Kmeny, zp sobujici enteritidy se zaazuji dle r znych patogenetickych

mechanism do ty skupin:

- enteropatogenni Escherichia coli (EPEC) — vyvolavaji pr jmy u novorozenc
a kojenc (Votava [a], 2003). Patogenetickym mechanismem je t sn4 vazba

bakterii senterocyty st eva, im dochazi k rozpoust ni mikroklk (mikrovili).
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Kone nym d sledkem je potom poskozeni epiteliainiho povrchu st ev (Klaban,
1999). P vodci byvaji serotypy 06, 08, 025, 0111, 0119 a 0142 (Votava [a],
2003),

- enterotoxigenni Escherichia coli (ETEC) - kmeny produkuji termostabilni
i termolabilni enterotoxiny (Votava [a], 2003). Vyvolavaji pr jmovita
onemocn ni hlavn v subtropickych a tropickych oblastech tzv. cestovatelské
pr jmy (Greenwood a kolektiv, 1999). Ndle i sem hlavnh serotypy 06, 015,
0124, 0136, 0143, 0145 ajiné (Votava[a], 2003),

- enteroinvazivni Escherichia coli (EIEC) — kmeny dovedou pronikat do st evnich
epitelianich bun k a vyvolat zde zéan tlivou reakci jako shigelly. Typické
serotypy 028, 0112, 0115, 0124, 0136, 0143 a n kolik dalSich (Votava [a],
2003),

- Escherichia coli produkujici vero-cytotoxin nebo-li shiga toxin produkujici
Escherichia coli (VTEC) - serologické skupiny O157 je ng ast jSi serotyp.
Zp sobuje hemorrhagickou kolitidu a hemolyticky uremicky syndrom
(Greenwood a kol ektiv, 1999).

V d dedku osidleni st evniho traktu Escherichia coli, se vyskytuji tyto
mikroorganismy i ve vykalech. Jgjich p itomnost ve vodach a potravinach je ukazatelem
mikrobidniho zne i& ni fekdiemi (Silhankova, 2002). Escherichia coli se tak adi

mezi vyznamné indikétory fekdniho zne i& ni (Langhammer, 2006).

Zdroje zne i&t ni vod jsou zejména splaSkové komundlni odpady, odpady ze
ivo iSné vyroby avelké sidelni aglomerace (Langhammer, 2006).

2.9.Pravni p edpisy zabyvajici se hodnocenim

rostlinnych aj

2.9.1. esky lékopis

Rostlinné drogy, jen mohou byt pou ity kvyrob bylinného aje, musi
vyhovovat po adavk m jednotlivych p islusnych lank drog uvedenych v eském
|ékopise, nebo v p ipad , e lanky nejsou vypracovany, vyhovuji po adavk m lanku

Plantae medicinales (Rostlinné drogy).
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» Rostlinné drogy jsou v tSinou celé nebo ezanérostliny, asti rostlin, asy, houby
a lisgniky v nezpracovaném stavu, obvykle usuSené, n kdy erstvé. Mezi rostlinné
drogy se adi také rostlinné exudéty, které nejsou specificky zpracovavany. Rostlinné
drogy jsou jednoznan definovany botanickym v deckym nazvem podle

binominalniho systému (rod, druh, odr daajméno autora).”

V lanku eského |ékopisu Plantae medicinales ad potionem agousam (Rostlinné
drogy ur ené kpiprav g ) jsou definovany aje nésedovn : , age se skladgji
vyhradn zjedné nebo vice rostlinnych drog ur enych k p iprav perordnich vodnych
p ipravk , jako jsou odvary, ndevy nebo maceraty. Pipravuji se v as pot eby.

Obvykle jsou distribuovany ve form baleni ve velkém nebo v sa cich.”

U ka dého aje se provadi zkoudky toto nosti a zkoudky na istotu, u g
v s4 cichje&t hmotnostni stejnom rnost.

Zkousky toto nosti - toto nost rostlinnych drog v gjich se ur uje botanickym

hodnocenim.

Zkoudky na istotu - stanoveni podilu jednotlivych rostlinnych drog v ajové

sm si se provadi vhodnymi metodami.

Mikrobiologické hodnoceni 1€ ivych & je obsa eno v oddile 2 ,ZkuSebni
metody”, kapitole 2.6 , Biologické zkousky“, podkapitole 2.6.12 ,Mikrobiologické
zkouSeni nesterilnich vyrobk (celkovy po et mikroorganism )“ av podkapitole 2.6.13
»Mikrobiologické zkouSeni  nesterilnich  vyrobk (zkousky na  specifické
mikroorganismy)“.

V oddile 5 —, Obecné texty”, kapitole 5.1 , Obecné texty ke sterilit “, podkapitole
5.1.4 (kategorie 4) ,Mikrobiologicka jakost g “, jsou uvedeny p ipustné hodnoty pro
celkovy po et ivych aerobnich mikroorganism a maximalni p ipustné hodnoty pro

Escherichia cali.

2.9.2. Zakony a vyhlasky

Pravidla pro uvad ni ae do ob hu v R stanovi zakon . 110/1997 Sb.,
v platném zn ni, pravidla pro obecné ozna ovani potravin obsahuje vyhldska . 24/2001
Sh. a podrobn jSi pravidla pro & jsou uvedena ve vyhlasce . 330/1997, ktera byla
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novelizovana v roce 2000 vyhlaskou . 91/2000 Sh. Vyhlaska definuje pojmy jako je
a, erny g, zeleny g, polofermentovany aj, govy extrakt, instantni g, ovon ny

aj, ochuceny g, aromatizovany 4qj, bylinny g aovocny 4q:

- ovon ny g je @, ktery absorboval po adovanév n apachy; ochuceny g je
sm's ge pravého s jinymi vyhladSkou povolenymi rostlinami, jegich obsah
nep edstavuje 50 % hmotnosti;

- aromatizovany g je a, ktery obsahuje latky ur ené k aromatizaci;

- bylinny aj je & vyrobeny z &sti bylin povolenych vyhlaskou nebo jejich
sm si nebo sm s bylin s pravym agem, nebo sm si bylin s ovocem. Obsah

bylin musi byt miniman 50 %;

- ovocny @ je @ vyrobeny ze suSeného ovoce a asti rostlin povolenych

(e

vyhlaskou. Podil ovoce musi byt vySSi ne 50 % celkové hmotnosti.

Vyhldska d Ii g do druh , skupin a podskupin a stanovuje podrobn jSi
a konkrétn jSi pravidla pro ozna ovani ae. Musi byt ozna eno, zda se jedna 0 g
erny, zeleny, polofermentovany, bylinny i ovocny. V pipad, e je &

aromatizovany, musi byt tato skute nost uvedena na obale.

Na obale ovocnych a bylinnych g a vyrobk z nich vyrobenych musi byt
upozorn ni na obsah kofeinu, pokud tyto vyrobky kofein obsahuji.

Pokud je v gji pou ita t ezalka, pohanka a imsky kmin musi byt na obale

upozorn ni, eucitlivych osob je mo nafotosenzibilizace.

V piloze . 2. vyhlédky jsou uvedeny rostliny a jegjich &sti, které Ize pou it
k vyrob ovocnych a bylinngych g neomezen (nap. arty ok, bor vka, aovnik,
dobromysdl, fenykl, he manek, hluchavka, ibisek, jahoda, lipa, mata, mate idouska,
rooibos, r e, Sipek, rybiz atd.), které do vySe 30 % hmotnosti (nap . b iza, chmel,
citron, erny bez, kop iva, v es atd.) a které do vy3e 5 % hmotnosti (and lika, bazalka,
brusinka, cola, celer, ho ec, chrpa, kurkuma, lopuch, olivovnik atd.).

Vyhladka uvadi i p ipustné zaporné hmotnostni odchylky a smyslové, fyzikani
a chemické po adavky na jakost ae. & pravy, bylinny, ovocny i vyrobky z ge
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v baleni do 50 g se mohou odchylit od hmotnosti uvedené na obale 0 5 %, aje
avyrobky z gev baleni do 100 g se mohou lisit 0 3 % od uvedené hmotnosti, vyrobky
v baleni do 250 g pouze 0 2 % a vyrobky nad 250 g 0 1 %. Mno stvi v t8i, ne je
deklarované, neni pova ovano za zavadu.

Samoz gm se musi na obale pro spot ebitele uvést Udaje spole né pro vsechny
potraviny — datum minimani trvanlivosti, identifikace vyrobce i dovozce, Udae
0 o eni a mno stvi vyrobku a informace o p ipadném nep iznivém vlivu na zdravi

lov ka. VSechny Udaje musi byt uvedeny v eském jazyce [15].

Vyhldska . 132/2004 Sb., o mikrobiologickych po adavcich na potraviny,
zp sobu jejich kontroly a hodnoceni byla zruSena vyhléSkou . 467/2006 Sh. ze dne
20.zai 2006 (d sledek platnosti hygienického bali ku od 1.1.2006, naizeni (ES)
. 2073/2005) [16]. Stejn tak i vyhldska . 53/2002 Sb., kterou se stanovi chemické
po adavky na zdravotni nezévadnost jednotlivych druh potravin a potravinovych
surovin, podminky pou iti latek p idatnych, pomocnych a potravnich dopl k , byla

rovh zruSena

Vzhledem ktomu, e vsou asné dob neexistuje pravni p edpis pro
mikrobiologické zhodnoceni & a stanoveni obsahu dusi nan v gjich, nahrazujici
zruSené vyhlasky, zkuSebni laborato e se i nadde idi vyhldskou . 132/2004 Sh.
a53/2002 Sh.
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3. EXPERIMENTALNI AST

V experimentalni  asti jsme se zam ili na hodnoceni mikrobia ni nezavadnosti
a stanoveni obsahu dusi nan Vv Ié ivych gich. Stanoveni byla provad na dle

p islusnych mezinarodnich norem.

3.1. Hodnoceni mikrobialni nezavadnosti |é ivych aj

V 1é ivych gjich jsme se zam ili na stanoveni kvasinek, plisni a bakterie
Escherichia coli. Postupovali jsme dle p islusnych norem SN ISO 7954 - Stanoveni
po tu kvasinek aplisnia SN 1SO 16649-2 - Stanoveni po tu Escherichia coli.’®

3.1.1. Stanoveni po tu kvasinek a plisni

Tato norma ur uje vSeobecné pokyny pro stanoveni po tu ivotaschopnych
kvasinek aplisni ve vyrobcich ur enych pro lidskou vy ivu nebo ke krmeni zvi at; jsou

zalo eny natechnice po itéani kolonii vykultivovanych p i 25 °C.

Kvasinky a plisn : mikroorganismy, které p i aplikaci metody popsané touto
mezinarodni normou tvo i kolonie naselektivnip d pi 25°C.
Normativni odkazy:

ISO 6887 Mikrobiologie. V3Seobecné pokyny pro pipravu ed ni pi

mikrobiol ogickém zkouseni.

SO 7218 Mikrobiologie. VSeobecné instrukce pro mikrobiol ogické zkouseni.

3111  Materié
3.1.1.11. Bylinné aje

Ke stanoveni jsme pou ili jednodruhové sypané bylinné gje firmy: Leros,
Megafyt, Fytopharma, Natura-GreSik a Herbex zakoupené v [é&k&rn arozva ované aje

zakoupené v prodegin |é ivych rostlin.

8 SN 1SO 7954 V eobecné pokyny pro stanoveni po tu kvasinek a plisni. Technikapo itani kolonii
vykultivovanych p i 25°C. SN ISO 16649-2 Mikrobiologie potravin a krmin — Horizontalni metoda
stanoveni po tu -glukuronidazopozitivnich Escherichia coli — ast 2: Technika po itani kolonii
vykultivovanych p i 44 °C s pou itim 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-glukuronidu.
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31112

Roztoky, inidla, media

edici roztok: Fyziologicky roztok s peptonem

Tab. 2: Slo eni fyziologického roztoku s peptonem

Enzymaticky natravend ivo iSnatkéa

109

Chlorid sodny (NaCl)

8,049

Destilovana voda

1000 ml

Pepton LP 0037 (Oxoid, England), .S. 438683, exp. 02/2011

- sm s protein

o r zné molekularni vaze vzniklych natravenim protein

z vybranych druh zvi at pomoci pankreatinu a papainu.

Tab. 3: Typickéslo eni (% w/w) Peptonu L P 0037
Celkovy dusik 14,0
Aminodusik 2,6
Chlorid sodny 1,6

pH 1% roztoku p i teplot 25°Cje 6,3

Chlorid sodny (NaCl) p.a. (Lach-Ner s.r.o., R), .S. 313001006, exp. 04/2011

Mr = 58,44 g/moal
Obsah v susin 99,5 %, vlihkost 0,5

Destilovana voda

Kultiva ni p da

%

Agarovap daskvasni nym extraktem, glukézou a chloramfenikolem.

Tab. 4: Slo eni kultiva ni p dy pro stanoveni kvasinek a plisni

Slo ka Mno stvi
Kvasni ny extrakt 5049
Glukéza 2009
Chloramfenikol 01g
Agar 1209
Destilovana voda 1000 ml

Kompletni dehydratovanap daBio-Rad 64104, . S. 620112, exp. 09/2011.

Ethanolum 96%
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Procura - dezinfek ni sprej na povrchy (Argo-Chem, R) . S. 2009051, exp. 09/2008
35 % isopropanol, 25 % n-propanol, 0,05 % alkylbenzyldimethylammonium
chlorid, 0,1 % glutardialdehyd

3.1.1.1.3. Sterilni pom ckyap istroje

- dterilni jednorazové d lené pipety 1 ml sd lenim po 0,1 ml

- pipetovaci nastavec

- sterilni sklen né odm rné vace 100 ml, 2000 ml

- sterilni sklen néty inky

- dterilni sklen né kadinky 250, 800, 2000 ml

- sterilni NTS lahve 500 mi

- sterilni Petriho misky o pr m ru 90 mm

- sterilni polypropylenové s ky

- gazovép i ezy

- kovové sterilnin  ky

- kovové sterilni | i ky

- kovové sterilni pinzety

- lihovy fix

- véhyspesnosti 0,01 g (Kern 440 - 44)

- pH metr skompenzaci vlivu teploty sp esnostim eni 0,1 jednotky pH p i
25°C

- autoklav (Chirana Aut 26/111)

- pistroj ke sterilizaci horkym vzduchem (HS sterilizator 122A)

- inkubator (Biological termostat BT/120)

- vodni laze steplotou udr ovanou v rozmezi (45 1) °C

- opticky mikroskop (Jenamed Carl Weiss, MR 8528)

- zaizeni napo itani kolonii

- elektricky vai

3.1.1.2. Pracovni postup
3.1.1.2.1. P iprava ediciho roztoku

Na vahach sp esnosti 0,01 g jsme nava ili 1,00 g peptonu a 8,00 g chloridu
sodného. Ob dlo ky jsme rozpustili za mirného zah &i v 1000 ml destilované vody.
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Nasledn jsme zkontrolovali pH roztoku, pomoci pH metru sp esnosti 0,1 jednotky
p i 25°C. HodnotapH inila7,2 jednotky p i 25°C. edici roztok jsme rozplnili do NTS
lahvi 0 objemu 500 ml. Zazatkované nadoby jsme sterilizovali v autoklavu p i teplot
121 °C po dobu 15 min.

3.1.1.2.2. P ipravakultiva nip dy

Na vahach sp esnosti 0,01 g jsme nava ili 41,10 g kompletni dehydratované
p dy Bio-Rad 64104 a nasledn jsme k ni p idali 1000 ml destilované vody. Suspenzi
jsme za stdého michéani, rozpustili za tepla. Zm ili jsme pH pomoci pH metru
sp esnosti 0,1 jednotky. Hodnota pH inila 6,6 jednotky p i teplot 25°C. P du jsme
rozplnili do NTS lahvi o objemu 500 ml, zazatkovali a sterilizovali v autoklavu p i
121°C po dobu 15 min. Bezprost edn poté jsme p du ochladili na vodni l&zni
steplotou udr ovanou p i teplot (45 1) °C.

3.1.1.2.3. P ipravavzorku

Do sterilnich polypropylénovych sd k  jsme pomoci sterilni pinzety al i ky, na
vahach sp esnosti 0,01 g, odva ili 10,00 g vzorku z bylinnych g . Nésledn jsmeke
ka dému vzorku p idali 90,0 ml ediciho roztoku o teplot shodné sokolni teplotou
v laborato i. Takto p ipravené vzorky jsme nechali jednu hodinu vyluhovat pi
laboratorni teplot .

3.1.1.2.4. Inokulace, inkubace

U ili jsme dv sterilni Petriho misky pro ka dy vzorek. Do ka dé z nich jsme
jednorézovou sterilni pipetou p enesli po 1 ml vychozi suspenze. Inokulum v ka dé
Z Petriho misek jsme p €elili 15 ml agarové p dy skvasni nym extraktem, glukézou
a chloramfenikolem. P du jsme p ed pou itim vytemperovali ve vodni lazni pi
(45 1) °C. Inokulum jsme v Petriho misce sp dou pe liv promichali a sm s jsme
nechali ztuhnout na chladné vodorovné ploSe. Sterilitu p dy jsme ov ili kontrolni
plotnou, ktera obsahovalaas 15 ml p dy. Po ztuhnuti ploten jsme Petriho misky obratili
dnem vzh ru a umistili je do inkubétoru steplotou udr ovanou na (25 1) °C. Pop ti
dnech inkubace jsme spo itali vyrostlé kolonie na plotnéach, kde vyrostlo mén ne 150
kolonii. V naSem p ipad jsme mohli ode ist viechny plotny. Nasledn jsem provedli

morfol ogické zhodnoceni.



3.1.2. Stanoveni Escherichia coli
Po et Escherichia coli jsme stanovovali dle SN SO 16649-2.
Pedm tem normy je specifikace horizontdlni metody stanoveni po tu
-glukuronidézopozitivnich Escherichia coli ve vyrobcich ur enych klidské vy iv

a ke krmeni zvi at. Vyu iva techniku po itani kolonii vykultivovanych pi 44 °C na

pevnép d obsahujici chromogenni substrét pro pr kaz enzymu -glukuronidazy.

-glukuronidézopozitivni Escherichia coli pi zkouSeni provedeném touto
metodou jsou bakterie, které na agaru stryptonem, lu ovymi solemi a glukuronidem
(agar TBX) vytva gi po inkubaci p i teplot 44 °C typické modré kolonie.

Normativni odkazy:

ISO 6887 Mikrobiologie. V3Seobecné pokyny pro pipravu ed ni pi

mikrobiologickém zkouseni.

SO 7218 Mikrobiologie. VSeobecné instrukce pro mikrobiol ogické zkouseni.

3.121. Material

3.1.2.1.1. Bylinné aje

Ke stanoveni jsme pou ili jednodruhové sypané bylinné ae firmy: Leros,
Megafyt, Fytopharma, Natura-GresSik a Herbex zakoupené v Iékarn arozva ované ge

zakoupené v prodegin |é ivych rostlin.

3.1.2.1.2. Roztoky, inidla, media

edici roztok: Fyziologicky roztok s peptonem

Tab. 5: Slo eni fyziologického roztoku s peptonem

Enzymaticky natrévend ivo iSnatka 109
Chlorid sodny (NaCl) 8,09
Destilovana voda 1000 ml

Pepton LP 0037 (Oxoid, England), . S. 438683, exp. 02/2011
- sm sprotein or znémolekulérni vaze vzniklych natravenim protein

z vybranych druh zvi at pomoci pankreatinu a papainu.
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Tab. 6: Typickéslo eni (% w/w) Peptonu L P 0037

Celkovy dusik 14,0
Aminodusik 2,6
Chlorid sodny 1,6

pH 1% roztoku p i teplot 25°Cje 6,3

Chlorid sodny (NaCl) p.a. (Lach-Ner sr.0., R), .S. 313001006, exp. 04/2011
Mr = 58,44 g/mol

Obsah v susin 99,5 %, vihkost 0,5 %

Destilovana voda.

Kultiva ni p da: Agar stryptonem, lu ovymi solemi a glukuronidem (agar TBX)

Tab. 7: Slo eni kultiva nip dy pro stanoveni Escherichia coli

Slo eni Mno stvi
Enzymaticky natraveny kasein 20,09
lu ovésoli .3 159
BCIG" 0,075g
Agar 9049
Destilovani voda 1000 ml

Kompletni dehydratovanap da: Bio-Rad 3564035, . S 5D0016, exp. 04/2010, pH 7,2.

Procura - dezinfek ni roztok na povrchy (Argo - Chem) . & 2009051, exp. 09/2008
35 % isopropanol, 23 % n-propanol, 0,05 % alkylbenzyldimethylammonium
chlorid, 0,1 % glutardialdehyd

Ethanolum 96%

3.1.2.1.3. Sterilni pom ckyap istroje

- jednorazoveé pipety 1 ml sd lenim po 0,1 ml
- sklen né odm rnévéce 100 ml, 1000 ml

- sklen néty inky

- sklen né ké&dinky 250 ml, 800 ml, 2000 ml

- NTSlahve 500 ml

- Petriho misky o pr m ru 90 mm

- sterilni polypropylenové s ky

19 kyselina 5-bromo-3-indolyl- -D-glukuronova
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- gazovépiezy
- kovové sterilnin - ky
- kovové sterilni | i ky
- kovové sterilni pinzety
- lihovy fix
- véhyspesnosti 0,01 g (Kern 440 - 44)
- pH metr s kompenzaci vlivu teploty sp esnostim eni 0,1 jednotky pH p i
25°C
- autoklav (Chirana Aut 26/111)
- pistroj ke sterilizaci horkym vzduchem (HS sterilizator 122A)
- inkubator (Biological termostat BT/120)
- vodni laze steplotou udr ovanou v rozmezi 44°Ca 47°C
- opticky mikroskop (Jenamed Carl Weiss, MR 8528)
- zaizeni napo itani kolonii
- elektricky vai

3.1.2.2. Pracovni postup

3.1.2.2.1. P iprava ediciho roztoku

Na vahach sp esnosti 0,01 g jsme nava ili 1,00 g peptonu a 8,00 g chloridu
sodného. Ob slo ky jsme rozpustili za mirného zah éti v 1000 ml destilované vody.
Nasledn jsme zkontrolovali pH roztoku, pomoci pH metru sp esnosti 0,1 jednotky
p i 25°C. Hodnota pH inila7,2 pi 25°C. edici roztok jsme rozplnili do NTS lahvi
0 objemu 500 ml. Zazétkované nédoby jsme sterilizovali v autoklavu p i teplot 121 °C
po dobu 15 min.

3.1.2.2.2. P ipravakultiva nip dy

Na vahach sp esnosti 0,01 g jsme nava ili 33,60 g kompletni dehydratované
p dy Bio-Rad 3364035 anasledn jsmek ni p idali 1000 ml destilované vody. Suspenzi
jsme za stdého michéani, rozpustili za tepla. Zm ili jsme pH pomoci pH metru
sp esnosti 0,1 jednotky. HodnotapH inila7,2 pi teplot 25°C. P du jsme rozplnili
do NTS lahvi o objemu 500 ml, zazatkovali a sterilizovali v autoklavu p i 121 °C po
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dobu 15 min. Bezprost edn poté jsme p du ochladili na vodni lazni steplotou

udr ovanou p i teplot 44°Ca 47°C.

3.1.2.2.3. P ipravavzorku

Do sterilnich polypropylénovych sa k jsme pomoci sterilni pinzety al i ky, na
vahach sp esnosti 0,01 g, odva ili 10,00 g vzorku z bylinnych g . Nasledn jsmeke
ka dému vzorku p idali 90,0 ml ediciho roztoku o teplot shodné sokolni teplotou
v laboratoi. Takto p ipravené vzorky jsme nechali jednu hodinu vyluhovat p i
laboratorni teplot .

3.1.2.2.4. Inokulace, inkubace

Sterilnimi  jednordzovymi pipetami jsem p enedi 1 ml vychozi suspenze do
sterilnich Petriho misek. Z ka dého vzorku jsme nao kovali soub n dv Petriho
misky. Inokulum v ka dé Petriho misce jsme zalili 15 ml agaru TBX, p edem
ochlazeného na teplotu v rozmezi 44 °C a 47 °C ve vodni lazni. Inokulum jsme
sp dou promichali a sm s v Petriho miskach jsme ponechali utuhnout na chladné

vodorovné ploSe.

Nao kované plotny orientované dnem vzh ru jsme umistili do inkubatoru
steplotou udr ovanou na (44 1) °C ainkubovali je po dobu 24 h. Po skon eni doby

inkubace jsme spo itali typické kolonie -glukuronidazopozitivnich Escherichia coli.
3.2. Stanoveni obsahu dusi nan v lé ivych ajich
Stanoveni dusi nan v govych sm sichjsmem ili pomoci metodou kapalinové
chromatografie.
3.2.1. Material

3.21.1. Bylinné aje

Ke stanoveni jsme pou ili jednodruhové sypané bylinné aje firmy: Leros,
Megafyt, Fytopharma, Natura-Gresik a Herbex zakoupené v |1ékérn arozva ované ge
zakoupené v prodgjn € ivych rostlin.
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3.21.2. Pom cky

- Erlenmayerovaba ka 100, 250, 500 ml
- Filtra ni papir Filtrak 389

- Filtra ni kruh

- Ké&dinka 800 mi

- Kovovy stojan

- Kovovy dr &

- Kovoval i ka

- Naevkasklen nasilnost nna

- Néstavec napipetu

- Odm rnaba kal00 ml -t idy A

- Pipetad lena5,0; 10,0 ml - t idy A
- Pipetaned | n4- 10,0 ml -t idy A
- Pinzeta

- Viadka2,0ml

- SeptaPTFE

- Sroubovaci uzév r k vialce

- Zé&sobnik pro vialky

- Stopky

3.21.3. P istrojeaza izeni

P edva ky OWALABOR
Analytické vahy OHAUS ANALYTICAL PLUSAP 250 D

Vodni laze
Kapal inovy chromatograf HP 1050
vysokotlaké erpadlo HP 1050
- automaticky davkova HP 1100
- UV detektor HP 1050
- analytickd kolonaHEMA BIO 1000 Q 10 pm, CGC 3 x 150 mm
- p edkolonaHEMA BIO 1000 Q 10 um, CGC 3 x 30 mm

- software ChemStation — izeni, sb r avyhodnocovani dat
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3.2.14. Chemikélie
Destilovana voda

Dusi nan sodny, p. a
Chloristan sodny, p. a.
Kyselinafosfore na, p. a

Roztoky:

Standardni roztok dusi nanu sodného 200 mg/l
- 20 mg vysuSeného dusi nanu sodného p. a. (105 °C) se p evede do 100 ml

odm rné ba ky adoplni se destilovanou vodou po ryskul.

Standardni roztok dusi nanu sodného 20 mg/I
- 10 ml standardniho roztoku dusi nanu sodného (200 mg/l) se p evede do 100 ml
odm rnéba ky adoplni po rysku mobilni fazi
Mobilni faze
- vodny roztok chloristanu sodného, ¢ (NaClOg4) = 0,015 mol/l, pH = 4,0
1,8366 g (NaClO,4) se rozpusti v destilované vod do objemu 1 | a upravi se pH na
4,0 kyselinou fosfore nou.

3.2.2. P edm tavymezenip sobnosti

Obsah dusi nan ve vzorku se stanovi metodou kapalinové chromatografie (HPLC)
sdetekci v UV oblasti spektra.

Mez detekce: 0,9 mg/l
Mez stanovitelnosti: 1,5 mgl/l

Si eintervalu spolehlivosti pro dusi nany na koncentra ni drovni 20 mg/l je 0,24

mg/l.
3.2.3. Princip metody stanoveni obsahu dusi nan

Stanovi se obsah dusi nanovych iont , které pedou vpr b hu varu

s destilovanou vodou, v asovém rozmezi 15 min, do roztoku.
Metoda HPLC p i pou iti re imu s obrécenymi fazemi (RP).

Kvalitativni ur eni je provedeno z reten nich dat, kvantitativni stanoveni z ploch
(vySek) pik vzorku astandardu.
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V&echny operace p i manipulaci se vzorkem musi provad ny takovym zp sobem,

aby p i nich nedo3lo ke kontaminaci z okolniho prost edi.

N o g &

1.

3.2.4. Pracovni postup

Stanoveni obsahu dusi nan jsmesi rozd lili nadv  &sti:

v prvnim asti m eni jsme zjis ovali, jaké mno stvi dusi nan v mg p ijima
u ivatel v 8ku aje,

v druhé asti m eni jsme analyzovali obsah dusi nan v mg/kg bylinného gje.

Pracovni postup A)

Do Erlenmayerovy ba ky jsem nava ili po aovél i cebylinného ge, od
ka dého vzorku dv nava ky. Druhdnava kadou ilajako kontrola.

Do kontrolnich vzork jsme p idali 10,0 ml standardniho roztoku dusi nanu 200
mg/l.

K vzork mjsme p idali 250 ml vrouci destilované vody a umistili do vodni
l&zn na 15 min.

Vzorky jsme ihned Zfiltrovali p esfiltra ni papir do p ipravené nédoby.

P i ka dé sérii vzork jsme zpracovali slepy pokus.

P ipravené vzorky jsme p evedli do vialek.

Zasobnik s napln nymi auzav enymi vialkami jsmevlo ili do p istroje na
HPLC.

Z vysedk jsmevypo itali obsah dusi nanového aniontu ve vzorku.

Pracovni postup B)

Zpo éatku experimentalni prace jsme zvolili hmotnost analyzovanych vzork
2,0000 a2,5000 g. Po analyzet chtovzork jsmesezjigtili, etoto mno stvije
zbyte n velké, aproto jsme serozhodli sni it mno stvi vzorku na 1,000 g. Do
Erlenmayerovy ba ky jsme tedy nava ili po 1,000 g bylinného aje. Od ka dého
vzorku dv navé ky. Druhanava kaslou ilajako kontrola.

Do kontrolnich vzork jsmep idali v p ipad list anaipinava ce1,0000g
50mlavpipad kvt asemenp i stginénava ce 2,5 ml standardniho roztoku

dusi nanu 200 mg/I.
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3. Kvzork mtvo enychlisty anat mi jsmep ilili 200 ml vrouci destilované vody.
Kekv t masemen mjsmep idali 50 ml vrouci destilované vody aop t
umistili navodni 1aze na 15 min.

Vzorky jsmeihned p €filtrovali p esfiltra ni papir do p ipravené nadoby.

P i ka dé sérii vzork jsme zpracovali slepy pokus.

P ipravené vzorky jsme p evedli do vialek.

N o g &

Zasobnik s napln nymi auzav enymi vialkami jsmevlo ili do p istroje na
HPLC.
8. Zvydedk jsmevypo itali obsah dusi nanového aniontu ve vzorku.

Analyza:

P iprava kapalinového chromatografu p ed analyzou a prace snim se idi
navodem vyrobce. P ed vlastnim stanovenim musi chromatograficka aparatura pracovat
alespo 60 minut ,naprazdno“ pro ustaleni podminek na chromatografické kolon
a detektoru.

Podminky chromatografického stanoveni :

- parametry: nast ik vzorku 20 pl

erpadlo - izokraticky re im
pr tok 0,5ml/min
detektor - vinova délka 210 nm
integrétor ChemStation - Systém metoda DUSIK. MET

Kalibrace:

Kekalibraci jsme pou ili metody vn jSiho standardu.

Jako vn jSi standard se u iva standardni roztok NaNOs; (20 mg/l). Standard je
prom ovanv dy naza aku anakonci ka dé sérievzork , pi v tSich sériich uprost ed

tak, aby po et analyzovaného standardu dosahoval 10 % po tu analyzovanych vzork .
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni po tu kvasinek a plisni

Ke stanoveni po tu kvasinek a plisni jsme pou ili metodu uvedenouv norm SN
SO 7954.

4.1.1. Vyjad enivysledk po tu kvasinek a plisni

Pro vypo et jsme pou ili plotny obsahujici mén ne 150 kolonii.

Po et plisni a kvasinek N p itomnych ve zkuSebnim vzorku jsme vypo itali

z nasledujiciho vzorce:

Vxnxd

kde:

SC jesou et kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypo et;

V  objeminokulav mililitrech o kovaného naka dou z ploten;
n po et ploten vybranych k vypo tu;

d jefaktor ed ni,d=1.

Vysledek jsme vyjad ili jako po et mikroorganism v gramu, ato jako islo 1,0

a 9,9 nasobené 10*, kde x je p islusna mocnina 10.

Limit metody - pokud na plotndch o kovanych vychozi suspenzi vyrobku tuhé
konzistence nevyrostly &dné kolonie, uvéad |i jsme vysledny po et kvasinek a plisni
v gramu vyrobku jako mén ne 10. Vzhledem k tomu, e ve zkoumanych vzorcich

nebyly kvasinky nalezeny, neuvadime toto zjist ni v samostatné tabulce.

P iklad vypo tu:
Megafyt - Lipovy &

nar st kolonii 1. Petriho miska (1. PM) 5 KTJ (kolonietvo ici jendotku)
2. Petriho miska (2. PM) 3 KTJ (kolonie tvo ici jendotku)

5+3
N=——-=40
1>2>10
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Tab. 8: Stanoveni po tu plisni v sypanych |é ivych ajich

- Nar st|Nar st Vyjad eno
Po adi Vyrobce Druh aje Sar e Druh plisn N .
1PM 2PM vKTJ/g
1 Megafyt Lipa- kv t 230012006 Rhizopus niger 5 3 40 | 4,0¢10
2 Megafyt Jitrocel - list 209 112 005 Rhizopus niger 35 25 300 | 3,0%10°
3 Megafyt Méta peprna - na 213 062 006 Rhizopus niger 7 9 80 8,0+10"
4 Megafyt M si ek-kv t 201 092 006 Rhizopus niger 14 10 120 | 1,2*10°
5 Megafyt Senna- list 202 052 006 Rhizopus niger 11 80 8,0+10"
6 Megafyt epik - na 209 082 006 Aspergillus flavus 30 3,010
7 Megafyt Sav j - na 209 062 006 Rhizopus niger 40 4,010
8 Megafyt Sipek - plod 1092006 Aspergillus niger 2 0 10 | 1010
9 Megafyt He méanek - kv t 221082006 | Cladosporium herbarum 19 17 180 | 1,8+10°
10 Megafyt Kop iva- na 209 082 006 Aspergillus niger 7 5 60 6,010
Aspergillus niger 8 4 60 | 6,010
11 Megafyt T ezaka- na 225 082 006
Rhizopus niger 4 3 35 | 35+10
12 Fytopharma Méta peprna - na 15082006 Aspergillus niger 1 3 20 2,010
) Aspergillus niger 6 6 60 | 6,0v10"
13 Fytopharma epik - na 8082006 —
Penicillium chrysogenum 23 45 340 | 3,4%107
, Rhizopus niger 10 6 80 | 8,0*10
14 Fytopharma Kop iva- na 21072006 —
Penicillium chrysogenum 34 30 320 | 32¢107
15 Fytopharma He mének - kv t 26062006 0 <10 <10
16 Fytopharma Sav j-na 16082006 Rhizopus niger 40 | 4,0¢10
17 Fytopharma T ezaka- na 18042006 | Penicillium chrysogenum 26 30 280 | 2,810
18 Leros Méta peprné - na 15062006 Rhizopus niger 14 12 130 | 1,2*10°
19 Leros Kop iva- na 22052006 Aspergillus niger 4 8 60 6,0+10"
L Aspergillus niger 68 52 | 600 | 6,0010°
20 Leros Sav j-na 2170806
Rhizopus niger 27 13 | 200 | 2,0v10
] Aspergillus niger 48 62 | 550 | 5,5¢107
21 Leros He mének - kv t 11092006
Rhizopus niger 16 8 120 | 1,210
. Aspergillus niger 60 52 | 560 | 5,6¢10?
22 Leros epik - na 1092006
Rhizopus niger 26 18 | 220 | 2,210
Aspergillus niger 10 6 80 | 8,0*10
23 Leros T ezalka- na 2220 306
Penicillium chrysogenum | 46 38 | 420 | 42*10°
, Aspergillus niger 58 38 | 480 | 484107
24 Leros Senna- list 3080 905
Rhizopus niger 12 8 100 | 1,0v10°
25 Leros Fenykl - plod 6062005 0 0 <10 <10
26 Leros Sipek - plod 16082006 0 0 <10 <10
27 Leros Ostropest ec—plod | 19072006 0 0 <10 <10
28 Leros M si ek-kvt 13012006 Rhizopus niger 9 7 80 8,010
29 Leros Lipa- kv t 11082006 Aspergillus niger 40 30 350 | 35107
30 Herbex Ostropest ec—plod | 22510606 0 0 <10 <10
31 Herbex M s ek-kv t 21410506 Rhizopus niger 7 13 100 | 1,010
32 Natura - Gresik Fenykl - plod 80806 Rhizopus niger 12 18 150 | 1,5%10
g i Aspergillus niger 9 80 | 8,0*10
33 Natura - Gresik Bez erny-kv t 130106
Rhizopus niger 0 <10 <10




34 Natura - Gresik Sipek - plod 280206 Aspergillus niger 8 6 70 7,010
35 Natura - Gresik Lipovy kv t 51205 Rhizopus niger 9 15 120 | 1,2*10°
» i Aspergillus niger 65 55 | 600 | 6,0010°

36 Natura - Gresik Bez erny-kv t 140406 - -
Rhizopus niger 21 19 | 200 | 2,010?
= Aspergillus niger 6 6 60 | 6,0v10"

37 Natura - Gresik Fenykl - plod 240406 - -
Rhizopus niger 11 9 100 | 1,0v10°

PM - Petriho miska
KTJ- kolonie tvo ici jednotku

Tab. 9: Stanoveni po tu plisni v rozva ovany Ié ivych ajich

. : = . Néar st|Nar st Vyjéad eno
Po adi Druh aje Sar e Druh plisn N
1PM | 2PM vKTJ/g
1 Méta—na 90905 Aspergillus niger 2 2 20 2,010
) Penicillium chrysogenum | 9 7 80 8,010
2 Kop iva—na 90905
Rhizopus niger 7 5 60 6,010
3 epik —na 120606 Rhizopus niger 10 6 80 8,010
4 M si ek—kv t 230306 Rhizopus niger 25 23 240 2,4*10°
5 Sdv j—na 11105 Rhizopus niger 13 11 120 1,2¢107
6 He manek —kv t | 230605 Rhizopus niger 1 3 20 2,010
Penicillium chrysogenum | 20 28 240 2,4*10°
7 T ezalka—na 10206

Aspergillus niger 6 2 40 4,010
8 Jitrocel —list 260805 | Cladosporium herbarum 7 5 60 6,0 10"
Rhizopus niger 14 26 200 2,0¢10?
9 Ostropest ec - plod | 131005 — 0

Penicillium chrysogenum 10 2 60 6,010
3 Aspergillus niger 8 4 60 6,0+ 10"
10 He manek - kv t | 30306 — 0

Penicillium chrysogenum 11 5 80 8,010

4.2. Stanoveni po tu Escherichia coli
Ke stanoveni po tu Escherichia coli byla pou ita metoda odhadu nizkych po t

dlenormy SN ISO 16649-2.

4.2.1. Vyjad enivysledk po tu Escherichia coli

Odhad nizkychpo t :

Ob plotny zvolené kvypo tu, které jsme nao kovali vychozi suspenzi
obsahovaly mén ne 15 typickych kolonii, proto jsme vypo itali hodnotu Ne jako
odhad po tu -glukuronidézopozitivnich Escherichia coli p itomnych ve zkuSebnim

vzorku, ato jako aritmeticky pr m r po tu kolonii z obou ploten dle této rovnice:

C
N,=—,
V nxd
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kde:

SC jesou et typickych kolonii z obou ploten;

V  objeminokulav ml o kovaného naka dou z ploten;

n po et ploten zvolenych k vypo tu (v tomto p ipad 2);

d edici faktor vychozi suspenze (v tomto p ipad d=1).

Ob plotny zvolené k vypo tu, kteréjsme nao kovali vychozi suspenzi, neobsahovali

adné typické kolonie:
-mén ne %x\/ -glukuronidézopozitivnich Escherichia coli v gramu,

kde:

d je edici faktor vychozi suspenze.

P iklad vypo tu:
Kolonie -glukuronidazopozitivnich Escherichia coli jsme nadli pouze v jednom vzorku
lé ivého ge.
Leros - Ostropest ec plod
Nar st kolonii 1. Petriho miska (1. PM) 10 KTJ (kolonii tvo ici jednotku)
2. Petriho miska (2. PM) 14 KTJ (kolonii tvo ici jednotku)

10A 14

N (KTJg) = ——
( 9 1525101

N (KTJg) = 120 = 1,2 ¥0> KTJg

Tab. 10: Stanoveni po tu Escherichia coli v sypanych |é ivych ajich

Po adi Vyrobce Druh aje Sar e an;Ms.t ga;Ms.t N V\)//JI?'?' JE/EO
1 Megafyt Lipa- kv t 230012006 | O 0 <10 <10
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 [ © 0 <10 <10
3 Megafyt Métapeprna—na | 213062006 | O 0 <10 <10
4 Megafyt M si ek—kvt [201002006| 0 0 <10 <10
5 Megafyt Senna— list 202052006 | O 0 <10 <10
6 Megafyt epik —na 209082006 | 0 0 <10 <10
7 Megafyt Sav j—na 209062006 | 0O 0 <10 <10
8 Megafyt Sipek —plod 1092006 0 0 <10 <10
9 Megafyt He mének —kv t | 221082006 | O 0 <10 <10
10 Megafyt Kop iva- na 209082006 | 0O 0 <10 <10
11 Megafyt T ezalka- na 225082006 [ 0O 0 <10 <10
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12 Fytopharma | Méapeprna-na | 15082006 | 0 0 <10 <10
13 Fytopharma epik - na 8082006 0 0 <10 <10
14 Fytopharma Kop iva- na 21072006 | O 0 <10 <10
15 Fytopharma He mének - kv t | 26062006 | 0 0 <10 <10
16 Fytopharma Sav j - na 16082006 | O 0 <10 <10
17 Fytopharma T ezalka- na 18042006 | O 0 <10 <10
18 Leros Métapeprna-na | 15062006 | 0 0 <10 <10
19 Leros Kop iva- na 22052006 | O 0 <10 <10
20 Leros Sav j - na 2170806 | O 0 <10 <10
21 Leros He méanek - kv t | 11092006 | 0 0 <10 <10
22 Leros epik - na 1092006 0 0 <10 <10
23 Leros T ezalka- na 2220306 | O 0 <10 <10
24 Leros Senna- list 3080905| O 0 <10 <10
25 Leros Fenykl - plod 6062005 0 0 <10 <10
26 Leros Sipek - plod 16082006 | O 0 <10 <10
27 Leros Ostropest ec—plod | 19072006 | 10 14 120 1,2¢10°
28 Leros M siek-kvt [ 13012006 [ O 0 <10 <10
29 Leros Lipa- kv t 11082006 | 0O 0 <10 <10
30 Herbex Ostropest ec —plod | 22510606 | 0 0 <10 <10
31 Herbex M siek-kvt |[21410506 [ 0 0 <10 <10
32 Natura - Gresik Fenykl - plod 80806 0 0 <10 <10
33 Natura- GreSik | Bez ey -kv t 130106 0 0 <10 <10
34 Natura - Gregik Sipek - plod 280206 0 0 <10 <10
35 Natura - Gresik Lipovy kv t 51205 0 0 <10 <10
36 Natura- Gresik | Bez eny - kv t 140406 0 0 <10 <10
37 Natura - Gresik Fenykl - plod 240406 0 0 <10 <10
Tab. 11 Stanoveni po tu Escherichia coli v rozva ovanych Ié ivych ajich
Po adi Druh aje Sar e '\ialgMSt ga;Ms_t N V\)l'ls.?. Je/go

1 Méta—na 90905 0 0 <10 <10

2 Kop iva—na 90905 0 0 <10 <10

3 epik —na 120606 0 0 <10 <10

4 M si ek —kv t 230306 0 0 <10 <10

5 Sav j—na 11105 0 0 <10 <10

6 He mének —kv t | 230605 0 0 <10 <10

7 T ezalka—na 10206 0 0 <10 <10

8 Jitrocel — list 260805 0 0 <10 <10

9 Ostropest ec —plod | 131005 0 0 <10 <10

10 He mének —kv t 30306 0 0 <10 <10

PM - Petriho miska

KTJ kolonietvo ici jednotku
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4.3. Stanoveni dusi nan v lé ivych ajich

Ke stanoveni dusi nan vléivych gich jsme pouili SN EN 12014-1
Potraviny — stanoveni obsahu dusi nan , &st 1. Dade SN 12014-2 Potraviny —
stanoveni po tu obsahu dusi nan , &st 2: Metoda HPLC/IC.

4.3.1. Vypo et obsahu dusi nan

Vypo et mno stvi dusi nan ve zkoumanych |é ivych gjich byl proveden podle

nasledujiciho vzorce:

o MS)
h(S)

C

kde:

Cs  koncentrace standardu mg/l,

cx  koncentrace vzorku mg/l,

hs  (Ss) vySka (plocha) piku standardu,
he (S vyska(plocha) piku vzor,

R ed ni.

Postup p epo tu z NaNO3z naNO,; :
M (NaNOs3) = 84,9947
M (NO;) = 62,0049

x = [mg/kg]

. 62,0049
84,9947’

F=0,7205.
Vyslednarovnice pro stanoveni obsahu dusi nan v lé ivych gich:

NO; =x" [mg/kg,mg /1] 0,7295,
kde:

X —nam ena hodnota z kapalinového chromatografu.
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M etoda A

Tab. 12: Stanoveni obsahu dusi nan v sypanych |é ivych ajich ve 250 ml napoje

y Nava ka Nr?(j)gno?;é P epo tena C,)\lb(?h
Po adi Vyrobce Druh aje Sar e zkoumlfného NaNO,. hodnota v nép3(-)ji

vzorku g (mg/kg) naNO;. (mg)
1 Megafyt Lipa- kv t 230012006 0,9740 0 0 <15
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0924 54,4539 39,72412 39,7
3 Megafyt Métapeprnd- na | 2 13062006 1,3967 70,93623 51,74798 51,7
4 Megafyt M si ek-kvt 201092006 0,4454 0,420577 | 0,3068109 <15
5 Megafyt Senna- list 2 02052006 1,0164 0 0 <15
6 Megafyt epik - na 2 09082006 1,1476 0 0 <15
7 Megafyt Sav j - na 2 09062006 0,8771 7,51992 5,4857816 55
8 Megafyt Sipek - plod 1092006 2,3582 486526 | 3,5492072 35
9 Megafyt He mének - kv t | 221082006 0,6173 0 0 <15
10 Megafyt Kop iva- na 2 09082006 0,7542 29,9359 21,838239 21,8
11 Megafyt T ezalka- na 2 25082006 1,5705 0,340778 0,2485976 <15
12 Fytopharma Méta peprna - na 15082006 0,9613 66,5349 48,53721 485
13 Fytopharma epik - na 8082006 0,7755 0,164348 | 0,1198919 <15
14 Fytopharma Kop iva- na 21072006 0,8342 122,23946 | 89,173686 89,2
15 Fytopharma He mének - kv t 26062006 0,6981 0,818671 | 0,5972205 <15
16 Fytopharma Sav j - na 16082006 0,9547 26,24295 | 19,144232 19,1
17 Fytopharma T ezalka- na 18042006 1,2765 0,17983 0,131186 <15
18 Leros Méta peprna - na 15062006 0,9921 35,71489 | 26,054012 26,1
19 Leros Kop iva- na 22052006 0,5736 58,06836 | 42,360869 42,4
20 Leros Salv j-na 2 170 806 0,6262 1,81269 1,3223574 <15
21 Leros He mének - kv t 11092006 0,6241 0,270657 0,1974443 <15
22 Leros epik - na 1092006 0,7745 0,108018 | 0,0787991 <15
23 Leros T ezalka- na 2 220 306 0,9727 0,229633 0,1675173 <15
24 Leros Senna- list 3080 905 0,7537 0,39506 0,2881963 <15
25 Leros Fenykl - plod 6062005 0,9440 0 0 <15
26 Leros Si pek - plod 16082006 3,6124 1,77812 1,2971385 <15
27 Leros Ostropest ec—plod | 19072006 3,8794 0 0 <15
28 Leros M si ek-kvt 13012006 0,3203 0 0 <15
29 Leros Lipa- kv t 11082006 0,6867 0 0 <15
30 Herbex Ostropest ec —plod | 22510606 3,1719 0,138758 0,101224 <15
31 Herbex M si ek-kvt 21410506 0,3440 1,64772 1,2020117 <15
32 Natura - Gresik Fenykl - plod 80806 2,0727 1,67473 1,2217155 <15
33 Natura- GreSik | Bez erny - kv t 130106 1,2779 56,02779 | 40,872273 40,9
34 | Natura- Gresik Sipek - plod 280206 4,1071 0 0 <15
35 Natura - Gresik Lipovy kv t 51205 0,8607 0,046002 0,0335585 <15
36 Natura- GreSik | Bez erny - kv t 140406 1,1959 55,55088 | 40,524367 40,5
37 Natura - Gresik Fenykl - plod 240406 1,9625 0 0 <15

69




Tab. 13; Stanoveni obsahu dusi nan v rozva ovanych ajich ve 250 ml napoje

. Nam ena .
Po adi Druh aje Sar e j(?t?%%ﬁgho hl\?glzg: Eo?r)%tgﬂ: v%tié?c})}i’\égz)
e | (mgkg) | N
1 Méta—na 90905 1,3031 36,93253 26,942281 26,9
2 Kop iva—na 90905 0,7405 50,91843 37,144995 371
3 epik —na 120606 1,3896 22,38072 16,326735 16,3
4 M si ek—kv t 230306 0,7338 7,9433 5,7946374 58
5 Sav j—na 11105 0,9947 64,73574 | 47224722 47,2
6 He manek —kv t 230605 0,8734 0,903685 0,6592382 <15
7 T ezaka—na 10206 1,4536 0,361002 0,263351 <15
8 Jitrocel —list 260805 0,9841 4,79849 3,5004985 35
9 Ostropest ec —plod 131005 3,9256 6,30001 4,5958573 4,6
10 He méanek —kv t 30306 0,6656 0,178789 0,1304266 <15
Stanoveni obsahu dusi nan v jednom kilogramu I€ ivého gje.
Metoda B
Tab. 14: Stanoveni obsahu dusi nan v 1kgsypaného aje—Matrice 1l
Obsah
Nava ka Nam ena P epo tena NO3.
5 Zkoumaného | hodnotaNaNO; | hodnota na | v matrici
Po adi Vyrobce Druh aje Sar e vzorku g (mg/kg) NOs. (mg/kg)
1 Megafyt Lipa- kv t 230012006 0,9995 250,63902 182,84117 182,84
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0008 18 188,40000 | 13 268,43780 | 13 268,44
3 Megafyt Méta peprnd- na | 213062006 1,0009 14 557,20000 | 10619,47740 | 10 619,48
4 Megafyt M si ek-kvt 201092006 0,9996 2 025,35147 1477,49390 | 1477,49
5 Megafyt Senna- list 202052006 1,0002 133,67565 97,51639 97,52
6 Megafyt epik - na 209082006 1,0008 4,70773 3,43429 343
7 Megafyt Sav j - na 209062006 0,9989 2 188,74065 1596,68630 | 1596,69
8 Megafyt Sipek - plod 1092006 1,0010 284,48599 207,53253 207,53
9 Megafyt He mének - kv t | 221082006 0,9999 54,92698 40,06923 40,07
10 Megafyt Kop iva- na 209082006 1,0005 13060,40000 | 9527,56180 | 9527,56
11 Megafyt T ezaka- na 225082006 1,0003 8,38599 6,11758 6,12
12 Fytopharma Méta peprna - na 15082006 1,0003 22 887,50000 | 16 696,43125 | 16 696,43
13 Fytopharma epik - na 8082006 1,0000 0,00000 0,00000 <15
14 Fytopharma Kop iva- na 21072006 1,0004 34 193,70000 | 24 944,30415 | 24 944,30
15 Fytopharma He mének - kv t 26062006 1,0002 209,55927 152,87349 152,87
16 Fytopharma Sav j - na 16082006 0,9998 8 983,71689 6 553,62147 | 6 553,62
17 Fytopharma T ezalka- na 18042006 1,0006 24,73300 18,04272 18,04
18 Leros Méta peprna - na 15062006 1,0003 11 837,80000 | 8635,67510 | 8635,68
19 Leros Kop iva- na 22052006 1,0002 26 491,20000 | 19 325,33040 | 19 325,33
20 Leros Sav j - na 2 170 806 1,0005 695,25281 507,18692 507,19
21 Leros He mének - kv t 11092006 2,0005 212,68586 155,15433 155,15
22 Leros epik - na 1092006 2,5002 81,24109 59,26538 59,27
23 Leros T ezaka- na 2 220 306 2,5001 121,70137 88,78115 88,78
24 Leros Senna- list 3080 905 2,5000 195,91351 142,91891 142,92
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25 Leros Fenykl - plod 6062005 0,9995 0,00000 0,00000 <15
26 Leros Sipek - plod 16082006 0,9990 0,00000 0,00000 <15
27 Leros Ostropest ec —plod | 19072006 0,9998 0,00000 0,00000 <15
28 Leros M si ek-kv t 13012006 1,0002 2 300,58249 1678,27493 | 1678,27
29 Leros Lipa- kv t 11082006 1,0000 274,32994 200,12369 200,12
30 Herbex Ostropest ec —plod | 22510606 2,5000 2,06313 1,50505 1,51
31 Herbex M si ek -kv t 21410506 2,5000 2 658,63962 1939,47760 | 1939,48
32 Natura - Gresik Fenykl - plod 80806 1,0000 569,19840 415,23023 415,23
33 Natura- GreSik | Bez erny - kv t 130106 1,0004 17 222,30000 | 12 563,66785 | 12 563,67
34 Natura - Gresik Sipek - plod 280206 2,5000 0,00000 0,00000 <15
35 Natura - Gresik Lipovy kv t 51205 1,0000 300,37557 219,12398 219,12
36 Natura- GreSik | Bez erny - kv t 140406 1,0005 11 853,10000 | 8646,83645 | 8 646,84
37 Natura - Gresik Fenykl - plod 240406 0,9990 256,16802 186,87457 186,87
Tab. 15; Stanoveni obsahu dusi nan v 1kgsypaného aje- Matrice 2
Obsah
Nava ka Nam ena P epo tena NOs.
5 Zkoumaného | hodnotaNaNOs. | hodnotana | v matrici
Po adi Vyrobce Druh aje Sar e vzorku g (mg/kg) NOs. (mgl/kg)
Megafyt Lipa- kv t 230012006 1,0000 493,05544 359,68394 359,68
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0001 17 090,80000 | 12467,73860 | 12 467,74
3 Megafyt Méta peprna- na | 213062006 1,0000 17 455,70000 | 12 733,93315 | 12 733,93
4 Megafyt M si ek-kv t | 201092006 1,0001 2 360,59730 1722,05573 | 1722,06
5 Megafyt Senna- list 202052006 1,0003 92,33823 67,36074 67,36
6 Megafyt epik - na 209082006 1,0000 0,00000 0,00000 <15
7 Megafyt Salv j-na 209062006 1,0004 2 536,17440 1850,13922 | 1850,14
8 Megafyt Sipek - plod 1092006 1,0003 101,51134 74,05252 74,05
9 Megafyt He mének - kv t | 221082006 1,0009 47,23426 34,45739 34,46
10 Megafyt Kop iva- na 209082006 1,0001 12804,90000 | 9341,17455 | 9341,17
11 Megafyt T ezalka- na 225082006 1,0001 0,00000 0,00000 <15
12 Fytopharma Méta peprna - na 15082006 1,0003 19 676,90000 | 14 354,29855 | 14 354,30
13 Fytopharma epik - na 8082006 1,0000 50,90776 37,13721 37,14
14 Fytopharma Kop iva- na 21072006 1,0000 34 217,70000 | 24961,81215 | 24 961,81
15 Fytopharma He manek - kv t 26062006 1,0001 388,10923 283,12568 283,13
16 Fytopharma Sav j-na 16082006 1,0002 8 557,91559 6242,99942 | 6243,00
17 Fytopharma T ezalka- na 18042006 1,0000 0,00000 0,00000 <15
18 Leros Métapeprnd- na | 15062006 1,0002 13206,90000 | 9634,43355 | 9634,43
19 Leros Kop iva- na 22052006 1,0001 25 334,50000 | 18481,51775 | 18 481,52
20 Leros Salv j-na 2 170 806 1,0003 2 876,89999 2098,69854 | 2098,70
21 Leros He mének - kv t | 11092006 1,0001 204,96572 149,52249 149,52
22 Leros epik - na 1092006 1,0000 194,85041 142,14337 142,14
23 Leros T ezalka- na 2220 306 1,0005 0,00000 0,00000 <15
24 Leros Senna- list 3080 905 1,0003 0,00000 0,00000 <15
25 Leros Fenykl - plod 6062005 1,0003 79,14864 57,73893 57,74
26 Leros Sipek - plod 16082006 1,0004 0,00000 0,00000 <15
27 Leros Ostropest ec —plod | 19072006 1,0000 882,55132 643,82119 643,82
28 Leros M s ek-kvt 13012006 1,0000 1 479,90529 1079,59091 | 1079,59
29 Leros Lipa- kv t 11082006 1,0000 627,05326 457,43535 457,44
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30 Herbex Ostropest ec —plod | 22510606 0,9985 9,49914 6,92962 6,93
31 Herbex M sf ek-kvt 21410506 1,0004 4 259,01247 3106,94960 | 3106,95
32 Natura - Gresik Fenykl - plod 80806 1,0014 424,63918 309,77428 309,77
33 Natura - Gresik Bez erny - kv t 130106 1,0000 12 165,60000 | 8874,80520 | 8874,81
34 Natura - Gresik Sipek - plod 280206 0,9995 0,00000 0,00000 <15
35 Natura - Gresik Lipovy kv t 51205 1,0000 429,40553 313,25133 313,25
36 Natura- Gresik | Bez erny-kv t 140406 1,0000 14 219,80000 | 10373,34410 | 10 373,34
37 Natura - Gresik Fenykl - plod 240406 1,0000 34,14496 24,90875 24,91
Tab. 16: Stanoveni obsahu dusi nan v 1kgsypaného aje- Matrice3
Obsah
Nava ka Nam ena P epo tena NOs.
5 zkoumaného | hodnotaNaNOs. | hodnotana | v matrici
Po adi Vyrobce Druh aje Sar e vzorku g (mg/kg) NOs. (mg/kg) |
1 Megafyt Lipa- kv t 230012006 1,0000 134,95966 98,45307 98,45
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0000 16 813,60000 | 12 265,52120 | 12 265,52
3 Megafyt Méta peprnd- na | 213062006 1,0001 15 677,60000 | 11 436,80920 | 11 436,81
4 Megafyt M s ek-kvt 201092006 1,0004 982,18261 716,50221 716,50
5 Megafyt Senna - list 202052006 1,0008 75,56585 55,12529 55,13
6 Megafyt epik - na 209082006 1,0000 0,00000 0,00000 <15
7 Megafyt Sav j-na 209062006 1,0000 2518,33943 1837,12861 | 1837,13
8 Megafyt Sipek - plod 1092006 1,0007 0,00000 0,00000 <15
9 Megafyt He mének - kv t | 221082006 1,0008 175,28853 127,87298 127,87
10 Megafyt Kop iva- na 209082006 1,0000 11 264,70000 | 8217,59865 | 8217,60
11 Megafyt T ezalka- na 225082006 1,0001 0,00000 0,00000 <15
12 Fytopharma Mata peprna - na 15082006 1,0002 17 227,20000 | 12 567,24240 | 12 567,24
13 Fytopharma epik - na 8082006 1,0002 0,00000 0,00000 <15
14 Fytopharma Kop iva- na 21072006 1,0003 23508,98000 | 17149,80091 | 17 149,80
15 Fytopharma He manek - kv t | 26062006 1,0003 277,25428 202,25700 202,26
16 Fytopharma Salv j - na 16082006 1,0001 7 543,92057 5503,29006 | 5503,29
17 Fytopharma T ezalka- na 18042006 1,0001 0,00000 0,00000 <15
18 Leros Méta peprna - na 15062006 1,0003 8 793,59068 6414,92440 | 641492
19 Leros Kop iva- na 22052006 1,0003 23201,30000 | 16925,34835 | 16 925,35
20 Leros Salv j - na 2 170 806 1,0007 460,43041 335,88398 335,88
21 Leros He manek - kv t 11092006 2,0000 607,17211 442,93205 442,93
22 Leros epik - na 1092006 2,5000 80,54890 58,76042 58,76
23 Leros T ezalka- na 2 220 306 2,4999 45,54797 33,22724 33,23
24 Leros Senna - list 3080 905 2,5003 197,09302 143,77936 143,78
25 Leros Fenykl - plod 6062005 1,0000 123,24287 89,90567 89,91
26 Leros Sipek - plod 16082006 1,0007 0,00000 0,00000 <15
27 Leros Ostropest ec —plod | 19072006 1,0025 21,15739 15,43432 15,43
28 Leros M s ek-kvt 13012006 1,0003 3 258,09215 2376,77822 | 2 376,78
29 Leros Lipa- kv t 11082006 1,0003 226,51728 165,24436 165,24
30 Herbex Ostropest ec —plod | 22510606 1,0004 0,00000 0,00000 <15
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31 Herbex M si ek-kv t 21410506 1,0000 3635,10788 2651,81120 | 2651,81
32 Natura - Gresik Fenykl - plod 80806 1,0005 301,10342 219,65494 219,65
33 Natura - GreSik Bez erny - kv t 130106 1,0002 18 783,20000 | 13702,34440 | 13 702,34
34 Natura - Gresik Sipek - plod 280206 1,0000 0,00000 0,00000 <15
35 Natura - Gresik Lipovy kv t 51205 1,0000 246,13305 179,55406 179,55
36 Natura - GreSik Bez erny-kv t 140406 1,0000 13369,90000 | 9753,34205 | 9 753,34
37 Natura - Gresik Fenykl - plod 240406 1,0001 110,92066 80,91662 80,92
Tab. 17: Stanoveni obsahu dusi nan v 1kgrozva ovanych ajich - Matricel
. Nam ena
Po adi Druh aje Sar e mst?r\rl;ri(gho r,]\loaci::gj P epont:nNégs (_)dnota O\t/)ﬁgt'r\ll((:? >
vzorku g (mg/kg) (mg/kg)
1 Méata— na 90905 1,0000 6 541,80436 4772,24628 4772,25
2 Kop iva—na 90905 1,0000 17 661,70000 12 884,21015 12 884,21
3 epik —na 120606 1,0000 4 204,32341 3067,05393 3067,05
4 M si ek—kv t 230306 1,0000 2799,01746 2041,88324 2041,88
5 Salv j—ha 11105 1,0000 14 765,70000 10 771,57815 10 771,58
6 He manek —kv t 230605 1,0000 89,85938 65,55242 65,55
7 T ezalka—na 10206 1,0000 117,39680 85,64097 85,64
8 Jitrocel —list 260805 1,0000 2905,42100 2 119,50462 2 119,50
9 Ostropest ec—plod | 131005 1,0000 460,45968 335,90534 335,91
10 He manek —kv t 30306 1,0000 425,40530 310,33317 310,33
Tab. 18; Stanoveni obsahu dusi nan v 1kgrozva ovanych ajich - Matrice 2
) Navaka | N 031 s | ObEhNOs
Po adi Druh aje Sar e | Zkoumaného NaNO. hodnota na NO,. v matrici
vzorku g (sl (mg/kg)
1 Mata— na 90905 1,0000 8 486,34790 6 190,79079 6 190,79
2 Kop iva—na 90905 1,0001 16 276,90000 11 873,99855 11 874,00
3 epik —na 120606 1,0003 4 205,06331 3067,59368 3067,59
4 M si ek—kv t 230306 1,0001 1 514,52400 1 104,84526 1104,85
5 Salv j—ha 11105 1,0001 17 718,80000 12 925,86460 12 925,86
6 He manek —kv t 230605 0,9997 156,07657 113,85786 113,86
7 T ezaka—na 10206 1,0000 0,00000 0,00000 <15
8 Jitrocel —list 260805 1,0002 1323,52253 965,50969 965,51
9 Ostropest ec—plod | 131005 1,0003 182,67531 133,26164 133,26
10 He méanek —kv t 30306 1,0000 312,46744 227,94500 227,94
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Tab. 19; Stanoveni obsahu dusi nan v 1kgrozva ovanych ajich - Matrice 3

Nam ena

Po adi Druh aje Sar e Z(rc:ll?rnaari(;o rllloaﬁg: B epont:1Néoh3 (_)dnota o\tl)fnagt:\il ((:I) :
vzorku g (mg/kg) (mg/kg)
1 Mata— na 90905 1,0000 6 454,15940 4 708,30928 4708,31
2 Kop iva—na 90905 1,0002 17 231,40000 12 570,30630 12 570,31
3 epik —na 120606 1,0005 4 580,55512 3 341,51496 3341,51
4 M si ek—kv t 230306 1,0007 2 629,62270 1918,30976 1918,31
5 Salv j—ha 11105 1,0002 16 682,80000 12 170,10260 12 170,10
6 He manek —kv t 230605 1,0000 25,17901 18,36809 18,37
7 T ezaka—na 10206 1,0003 114,48559 83,51724 83,52
8 Jitrocel —list 260805 1,0008 1201,61198 876,57594 876,58
9 Ostropest ec—plod | 131005 0,9998 358,09474 261,23011 261,23
10 He manek — kv t 30306 1,0004 245,52091 179,10750 179,11
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5. DISKUZE

Byliny hrdy ivotn d le itou roli vIé ebnych tradicich mnoha kultur ji od
davnych as .| v dnedni dob zgem o |é bu prost ednictvim |é ivych rostlin vzr sta
V mnoha astech sv ta jsou byliny jedinou mo nosti, jak 1é it r zné zdravotni poti e.
Ng ast j&i formu pou iti 1€ ivek p edstavuji bylinné aje, jen tvo i nedilnou sou ast

mediciny. Lidéjeu ivaji preventivn p ed onemocn nim, nebo v rdmci cilené terapie.

Lé eni rostlinami je podstatn delsi, ne [é eni medikamenty. Proto n ktei
u ivatelé pro zintenzivn ni 1€ by bylinami zvysuji doporu ené davkovani. Vystavuji se
tim ale mo nému riziku poskozeni zdravi. Po3kozeni zdravi m e zp sobit ngjen
zvySené mno stvi U innych laek a jegich pipadna interakce v organismu, ale
i kontaminanty, které mohou byt v rostlin obsa eny. Z tohoto d vodu jevelmi d le ité
jednak dodr ovat ndvod na p ipravu bylinného aje a také provad t kontroly bylinnych

g naobsah ne aoucich p im si.

Mo nych cizorodych latek v bylinnych gjich je velké mno stvi. V diplomové
préci jsme se zam ili na stanoveni p itomnosti plisni, kvasinek, gramnegativni bakterie
Escherichia coli a stanoveni obsahu dusi nan (NO;). K hodnoceni jsme pou ili
sypané bylinné ge, tedy origindln balené drogy ur ené k p iprav. g vyrobcem

arozva ované ge, tj. rostlinnédrogy ur enék p iprav g zlékéarny.

Nejprve jsme hodnotili mikrobidni osidleni apoté a obsah dusi nan . D vodem
bylo zamezeni kontaminace ae dalSi mikrobiani fléru, ktera by mohla ovlivnit
nam ené vysledky. B hem testovani jsme bylinné gje uchovavali uskladn ny tak, aby

nedochazel o k jgjich znehodnoceni.
Stanoveni po tu plisni a kvasinek

Mikromycety se staly neodd litelnou sou &sti ivotniho a pracovniho prost edi
lov ka(Mali , Ostry akolektiv, 2003).%°

2 Mikromycety (mikroskopické houby) jsou rozd lovany zpraktického hlediska na vléknité
mikromycety (mikroskopické vi&knité houby, plisn ), kvasinky a kvasinkovité mikroorganismy (Mali ,
Ostry akolektiv, 2003)

75



Velkd morfologickd a fyziologickd rozmanitost a adaptabilita mikromycet
k ngjir zn jSim ekologickym podminkdm umo uje jegjich vyskyt prakticky vSude tam,
kde existuje organicka hmota. V ivotnim prost edi lov ka jsou p itomny v ovzdusi,
p d, vod, na povrchu ivych i odum elych organism , pedm t , na plochéch,
v krmivu, v potravinovych surovinéch rostlinného p vodu a potravinach (Mali , Ostry
akolektiv, 2003).

Kvasinky jsou eukaryontni heterotrofni mikroganismy. Mezi vyznamné p vodce
lidskych infekci ndle i p edevsim rod Candida. Zp sobuje ko ni, slizni ni infekce, dde
také infekce dychacich cest, traviciho traktu, urogenitdniho systému a po velmi
zava né kandidové endokarditidy a sepse. V tomto p ipad tém v dy jde o pacienty
sporuchou imunity, diabetiky, onkologické pacienty, pacienty po dlouhodobé 1é b
kortikoidy nebo Sirokospektrymi antibiotiky (Votava[a], 2003).

Norma SN ISO 7954 vy aduje zaliti vzorku fyziologickym roztokem o teplot
shodné s okolni teplotou v laborato i tzn. teplota kolem 25 °C. V navodu na p ipravu
bylinného aje, se v&ak odm ené mno stvi |é ivého agje zaléva vodou vrouci. To nas
vedlo k Uvaze, zda se zm ni po et plisni a jak se projevi na nam enych hodnotéch,
pokud misto fyziologického roztoku s peptonem o teplot shodné sokolni teplotou

laborato e, pou ijeme fyziologicky roztok s peptonem o teplot vySSi?

Jeliko jsme vyzkum provéd li v soukromeé laborato i, byli jsme omezeni asem
afinan nim rozpo tem pro provedeni celkového po tu zkousek. Z tohoto d vodu, jsme
pro stanoveni hodnot s odlisnymi teplotami fyziologického roztoku s peptonem provedli
zkousky pouze u dvou sypanych bylinnych g . Od ka dého vzorku jsme uskute nili
dv pardelni stanoveni. Postup prace byl shodny, avSak do jednoho sterilniho
polypropylenového sa ku s10,00 g vzorku ge jsme pilili 90,0 ml fyziologického
roztoku speptonem o teplot shodné sokolni teplotou laborato e a do druhého
sterilnino sd ku s10,00 g vzorku, jsme pidai 90,0 ml fyziologického roztoku
S peptonem o teplot 90 °C.
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Tab. 20: Srovnani mno stvi plisni za pou iti rozdilnych teplot fyziologického roztoku s peptonem

Po adi | Vyrobce Produkt Teplota Plisn
Vyjad eno
islo Sar e Nazev 1IPM|2PM| N v KTJ/g

25 C | Cladosporium herbarum 7 9 80 8,0 *10*

1 Leros | Salv j-na 25 C | Rhisopus niger 5 3 40 4,0 *10"
2 050307 90 C | Cladosporium herbarum 0 0 <10 <10

90 C | Rhisopus niger 0 0 <10 <10

25 C | Cladosporium herbarum | 10 | 14 | 120 1,2 * 10

2 Megafyt | Jitrocel - list 25 C | Rhisopus niger 20 | 16 180 1,8 * 10
2 02012007 90 C | Cladosporium herbarum 6 2 40 4,0 * 10"

90 C | Rhisopus niger 5 7 60 6,0 * 10"

Jak je zobrazeno v Tab. 20, pokud jsme bylinny g p €lili fyziologickym
roztokem s peptonem o teplot 90 °C, kled obsah plisni na jednu t etinu hodnoty
nam enép iteplot stanovené normou. Kvasinky nebyly v &dném z m enych vzork
p itomny. Vzhledem k tomu, e jsme m eni provedli pouze u dvou vzork , nelze
jednozna n init p esné zav ry. P esn jSi zhodnoceni této metody, by zcela ur it
p ined uvedeny postup aplikovany na vSechny vzorky. Tuto zkousku jsme provedli

pouze pro stanoveni vyskytu apo tu plisni a kvasinek.
Stanoveni po tu Escherichia coli v Ié ivych ajich

Gramnegativni ty inka Escherichia coli je sou asti st evni mikrofléry lov ka
a teplokrevnych zvi at. N které serotypy jsou vSak vybaveny schopnosti tvo it toxické
produkty nebo vykazuji zvySenou invazivitu v i st evni dliznici (Votava [a], 2003).
P itomnost Escherichia coli ve st evnim traktu je d sledkem vyskytu této bakterie ve
vykalech, proto p edstavuje vyznamny indikator fekaniho zne i&t ni.

Hodnoceni po tu Escherichia coli jsme stanovovali pomoci p islusné normy SN

ISO 16649-2. V bylinnych agjich jsme zjistili p itomnost Escherichia coli pouze

v jediném vzorku. Bylinny a — Ostropest ec plod (Sylibium marianum), firmy Leros,

vmno stvi 1,2 - 10° KTJg. Nam en& hodnota vyhovuje po adavk m vyhlasky

. 132/2004 o mikrobiologickych po adavcich na potraviny, zp soby jegich kontroly
ahodnoceni, jen povoluje maximalni limit pro Escherichia coli 1 - 10,

V&echny hodnocené agje, u kterych jsme provad |i mikrobiologické hodnoceni

kvasinek a plisni vyhovuiji vyhlasce . 132/2004 Sb., ktera stanovuje hodnotu 5 - 10°,
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Graf 1: Procentudlni zastoupeni zji& nych plisni v [é ivych ajich
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V Grafu 1 je zobrazeno procentudni zastoupeni jednotlivych druh plisni ve
zkoumanych vzorcich bylinnych & . Ze 47 vzork jsme vyhodnotili 57 plisni,
un kterych vzork vyrostly kolonie dvou druh plisni. Plisn byly nalezeny v 89,93 %
zkoumanych vzork . Nejv tSi zastoupeni je reprezentovano plisn mi Rhizopus niger
(47,37 %) a Aspergillus niger (33,33 %). Nadm rny vyskyt t chto dvou druh plisni
neni p ekvapujici, jeliko se jednd o ngjrozsi en jSi kontaminanty, jen se vyskytuji na
potravinéch, krmivech, ovoci, ko eni apod. (Tvrdo , 1978).

Pro alespo pibli né srovani snasim m enim uvadime publikované vysledky
mikrobiologické analyzy 67 vzork g , jen byla provedena vroce 2000
v Portugalsku. Taukazuje jako ngj ast jSi kontaminaty (Martins a kolektiv, 2001):

- bakterii Bacillus cereus (96,8 %) vzork , ztoho 19,2 % vzork vykazovalo
hodnoty vy&si 10° KTJg,

- plisn byly nalezeny v 93,5 % vzork . Mezi dominantni rody pat ily Fusarium
spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., jejich hodnoty se pohybovaly kolem
10° KTJg,

- kvasinky rodu Cryptococcus (28,1 %) a Rhodothorula (22,8 %) byly nalezeny

ngvicev gi he manku, maty, Salv jealipy.

Vzhledem k tomu, e jsme v naSi praci postupovali podle odlisnych norem nelze

jednozna n porovnévat zjist névysledky.
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Laborato ,Bureau Veritas Certification Czech Republic, sr.0.”, kde jsme
stanovovali po et kvasinek, plisni i Escherichia coli, provadi p islusna hodnoceni dle
stejnych norem. Laborato se zabyva hodnocenim zejména ovocnych g . Proto e
vysledky m eni jsou p edm tem obchodniho tajemstvi, byla mi poskytnuta pouze
informace, e doposud vSechny laborato i analyzované vzorky vyhovuji po adavk m
vyhlasky . 132/2004 Sb.

Postupy pro mikrobiologické zhodnoceni jsou upraveny p islusnymi normami,
nebo eskym Iékopisem. Laborato e provad jici mikrobiologické hodnoceni 1€ ivych
p ipravk musi byt akreditované a postupovat bu podie metodiky pro mikrobiologické

zhodnoceni uvad név  eském lékopise, nebo dle p islusnych norem.

Stanoveni po tu kvasinek, plisni a Escherichia coli dle eského Iékopisu se lisi
od metodiky uvedené v norméch nejen ve zp sobu provedeni,” ale zejména pak
v pou ivanych p dach a edicim roztoku. V eském I[ékopisu je stanoveni po tu
kvasinek a plisni uvedeno v podkapitole 2.6.12 ,, Mikrobiologické zkouSeni nesterilnich
vyrobk (celkovy po et ivych mikroorganism )“. Vychazime ze stejné nava ky 10 g
zkouSeného vzorku, jen se suspenduje v tlumivém roztoku schloridem sodnym
a s peptonem o pH 7,0 ve slo eni: dihydrogenfosfore nan draselny 3,6 g, chlorid sodny
4,3 g, pepton (z masa nebo kaseinu) 1,0 g a st navodav mno stvi 1 000 ml. Obecn
se pipravuje ed ni 1:10. Vzorek p ipraveny dle p isusné normy suspendujeme ve
fyziologickém roztoku s peptonem ve slo eni: enzymaticky natrdvend ivo iSna tka
v mno stvi 1,0 g, chlorid sodny 8,0 g adestilovana voda 1 000 ml.

V dalSich krocich dle eského lékopisu se pou iva metoda zalévani do agaru
asou asn metoda o kovani napovrch agarové p dy. V tomto bod metodiky je mo né

spat ovat vyznamny rozdil smetodou dle normy, kterd vyu iva pouze zalévani do

agaru.

Norma definuje pou iti kompletni dehydratované p dy (Agarova p da
skvasni nim extraktem, gluk6zou a chloramfenikolem), zatimco esky |ékopis pou iva

agarovou p du C (Sabouraud v glukdsovy agar santibiotiky). Rozdil mezi normou

2 SN ISO 7954 VSeobecné pokyny pro stanoveni po tu kvasinek a plisni. Technika po itani kolonif

vykultivovanych pi 25 °C. SN I1SO 16649-2 Mikrobiologie potravin a krmin — Horizontdni metoda
stanoveni po tu -glukuronidazopozitivnich Escherichia coli — &st 2: Technika po itani kolonii
vykultivovanych p i 44 °C s pou itim 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-glukuronidu.
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a eskym lékopisem je dan okam ikem p idani antibiotikadop dy.V eském Iékopisu
se p idava 0,10 g benzylpenicilinu a 0,10 tetracyklinuna 1 | p dy ve form sterilniho
roztoku, t sn p ed pou itim vysterilizované p dy, kde to norma pou iva kompletni
dehydratovanou p du obsahujici antibiotikum — chloramfenikol, ktera se rozpousti
postupn za tepla, upravi se hodnota pH na hodnotu 6,6 a poté se sterilizuje. Doba

ateplotainkubace jsou stejné.

Pro stanoveni po tu Escherichia coli dle normy se vyu iva pouze jednatuhap du
(Agar stryptonem, lu ovymi solemi, glukuronidem), kterou se zalivainokulum vzorku
v Petriho misce. Inkubuje se p i 44 °C po dobu 24 hodin. V norm se po itgji typické
modré kolonie -glukuronidazopozitivnich Escherichia coli. esky Iékopis upravuje
p tomnost Escherichia coli v podkapitole 2.6.13 ,Mikorbiologické zkouSeni
nesterilnich vyrobk (zkousky na specifické mikroorganismy)“. Nejd ive probih4 tzv.
p edmno eni, kdy 1 ml vychoziho vzorku se o kuje do 100 ml tekuté p dy A, tedy
tekuté p dy s hydrolyzaty sdji akaseinu. Po inkubaci, trvgjici 18 a 48 hodin, p i teplot
35— 37°C, seodebirdl ml ztéto tekuté p dy A ap enasi se do dalsSi tekuté p dy G
(McConkeyova p da). Inkubace vp d G probiha po dobu 18 — 24 hodin, pi 43 a
45°C. Po této inkubaci se provede vyo kovani na tuhou agarovou p du H
(McConkey v agar), kde se inkubuje 18 a 72 hod pi teplot 35 - 37 °C. N& st

ervenych nemukdznich kolonii gramnegativnich ty inek indukuje p itomnost
Escherichia coli. Ta se potvrzuje vhodnymi biochemickymi zkouskami, jako je tvorba
indolu.?? Vzorek vyhovuje zkousce, jestli e &dné takové kolonie nejsou pozorovany
nebo kdy ov ovaci biochemické zkousky jsou negativni. Timto testem jsme pouze

ov ili p itomnosti bakterie E. coli.

Kvantitativni stanoveni bakterii E. coli je eskym |ékopisem upraveno
nasledovn : do vhodnych mno stvi obohacené tekuté p dy E se p idaji z homogenizatu
A anebo zjeho ed ni mno stvi, odpovidgici 0,1 g, 0,01 g a0,001 g (nebo 0,1 ml, 0,01
ml a 0,001 ml) zkouSeného vyrobku. Inkubujese24 ha 48hpi 35°Ca 37°C. Z
ka dé kultury se pro dosa eni selektivni izolace provede vyo kovéni na agarovou
p duF.?® Inkubuje se 18 ha 24 h pi 35 °C a 37 °C. R st dob e vyvinutych,

ervenych nebo na ervenalych kolonii gramnegativnich bakterii se hodnoti jako

2 |ndol vznik& p i metabolické innosti n kterych bakterii dekarboxilaci peptidu. K jeho detekci se
pou iva p-dimethylaminobenzaldehyd snim déavaindol ervené zabarveni.
2 Agarovap daF ( lu ovy agar sglukosou, violeti krystalovou a erveni neutrani).
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pozitivni vysledek. Zaznamena se ngimensi mno stvi zkouSeného vyrobku, které dava
pozitivni vysledek a nejv tSi mno stvi zkouSeného vyrobku, které dava negativni
vysledek. V tabulce 21 jsou uvedeny pozitivni i negativni vysledky, pomoci nich se
stanovi pravd podobny po et bakterii.

Tab. 21: Kvantitativni stanoveni Escherichia coli dle eského Iékopisu

Pravd podobny po et bakterii

Vydedky promno stvi p ipravku v1gp ipravku

0,1gnebo 0,1 ml |0,01gnebo0,01ml |0,001gnebo 0,001 ml

n ¥ ¥ vicene 10°

¥ + - mén ne 10°avicene 10°

¥ - - mén ne 10°avicene 10
mén ne 10

Maximalni p ipustné mno stvi hub (kvasinek, plisni) a Escherichia coli je
upraveno eskym lékopisem v podkapitole mikrobiologické jakost 1é ivych p ipravk
(5.1.4, kategorie 4). Lé ivé p ipravky zrostlin o ené zjedné nebo vice rostlinnych
drog, k nim se p ed pou itim p idava vrouci voda mohou obsahovat maximéln 10°
hub v g nebo ml vzorku a maximéln 10? Escherichia coli v g nebo ml vzorku, za
pou iti vhodného ed ni.

V sou asnédob negjsouv R kdispozici aktudlni relevantni data o kvalitativnim
a kvantitativnim vyskytu toxikogennich mikromycet a mykotoxin v 1€ ivych
rostlinach a lé ivych gjich. Je to dano i tim, elé ivé ge pirozen obsahyji latky,
které mohou mit fungicidni i fungistatické G inky (thymol, eugenol, anetol) (Ostry,
Mali , 2000).

Pi p stovani rostlin se vytvai ada dlo itych vztah a interakci mezi rostlinou,
mikromycety, hmyzem a zp sobem o0Set ovani rostlin. Tyto interakce pak ovliv uji
vyskyt toxikogennich plisni v rostlinach. Jestli e agrotechnicka opat eni jsou
nedostate na, jsou nespravn aplikovany prost edky ochrany, nejsou dodr eny ochranné
lh ty po aplikaci a sel ou vlastni obranné mechanismy rostliny, pak surovina
rostlinného p vodu bude obsahovat toxikogenni plisn , zbytky pesticid (Ostry, Mali ,
2000).

Také pi nadm rné kontaminaci surovin rostlinného p vodu pou ivanych pro
vyrobu |é ivych & , m e dochézet ke zm nam v obsahu a ve vzgemném pom ru
biologicky U innych latek v surovin (Mali , Ostry a kolektiv, 2003).
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Stanoveni obsahu dusi nan

Hromad ni dusi nan v rostlinach je vysledkem disproporce mezi jgich p ijmem
avyu itim v metabolismu rostliny. Rychlost redukce dusi nan az toho plynouci jejich
hromad ni v rostlin (v pletivech rostliny) je ovlivn no mnoha faktory. Jak uvédi

Jaroslav Prugar a Anna Prugarova (Prugar, Prugarova, 1985), jsou p edstavovany:

ivinami,

- sv tlem — nedostatek sv tla vede ke sni eni intenzity fotosyntézy, zpomaleni

redukcedus nan ,

- teplotou — ovliv uie mineradizaci a nadedujici nitrifikaci p dnimi

mikroorganismy, atimi dostupnost dusiku pro rostliny,
- vlhkosti — v obdobi sucha zvy3uje se kumulace dusi nan v rostlin .

Mezi dal&i faktory ovliv ujici kumulaci dusi nan v rostlindch pat i také nap .
charakter rostliny (nitrofilni rostliny), doba sb ru, charakter mista r stu, hnojeni. Do
stravy lov ka se dusi nany mohou dostat zr znych zdroj . Negvyznamn jSi zdroj
dus nan p edstavuje zem d Iskd innost svyu ivanim p irodnich i um lych hnojiv
a emise oxid dusiku v atmosfé e (Langhammer, 2006). Nebezpe i dusi nan pro
organismus spo iva jednak ve schopnosti vyvolat alimentarni methemoglobinémii

adalejgjich redukci nadusitany anitrososlou eniny.

ZvySe uvedenych d vod je vpotravinich mno stvi dusi nan p isn
kontrolovano. Maximani p ipustné koncentrace dusi nan v potravinach jsou uvedeny
v Naizeni .1881/2006/ES.**

Stanoveni dusi nan v lé ivych gichjsme provéd li dle p islusnych norem SN
EN 12014-1 Potraviny — stanoveni obsahu dusi nan , ast 1. Dde SN 12014-2.
Potraviny — stanoveni po tu obsahu dusi nan , &st 2. Metoda HPLC/IC. Dle t chto
norem jsou provad na hodnoceni i na pracovisti Zdravotniho Ustavu se sidlem v Hradci

Kraové.

% Na izeni komise (ES) . 1881/2006, kterym se stanovi maximani limity n kterych kontaminujicich
|&tek v potravinach vSak nestanovuje p ipustné limity dusi nan pro bylinné aje. Proto se naddle vyu iva
p ipustnych hodnot uvedenych ve zruSené vyhlascejsou vyhlasce . 53/2002 Sb.
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V prvni  &sti préce jsme stanovovali obsah dusi nan v odvaru. Cilem bylo zjistit,

jaké mno stvi dusi nan v mg se dostane do organismu u ivatele s Sdlkem aje.

Postupovali jsme dle pokyn vyrobce ajeuvedenych naobalu age: ,1-2 gové
| i ky pelit 250 ml vrouci vody“. Rozhodli jsme se pro pou iti pouze jedné ajové
| i Ky. Usoudili jsme, e mno stvi 1 govéel i ky je dosta ujici pro analyzu. Proto e
mno stvi sypaného ge ur ité Sar e bylo hmotnostn omezené, sna ili jsme se toto
mno stvi rozvrhnout do vSech ndmi provedenych m eni. P i druhém typu m eni jsme
stanovovali obsah dusi nan (mg) v kilogramu bylinného aje. Od ka dého vzorku
bylinného aje jsme provedli nasledujici ti m eni. Vychazeli jsme z p esné nava ky
1,0000g + 10 %. Z jednotlivych vysledk kapalinového chromatografu jsme p epo itali
obsah dusi nanového aniontu v ka dém vzorku. B hem m eni jsme zjistili, e u vzork
bylinného aje kopiva na (Urtica dioica) — Fytopharma, kv t bezu erného

.8.130106 (Sambucus nigra) — Natura-Gresik a kv t bezu erného . S 140406
(Sambucus nigra) — Natura-GreSik, musime koncentraci  gje upravit. Obsah dusi nan ,
v naSem zvoleném pom ru, byl vt chto vzorcich p ili$ velky. Hmotnost nava ky jsme

ponechali, zvysili jsme pouze mno stvi p idavané destilované vody na 200 ml.

Graf 2 Obsah NO'3 v 250 ml napoje bylinnych ajich - slou ené vysledky
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Druh bylinného aje

Graf 2 zobrazuje vysledky z prvni &sti m eni obsahu dusi nanového aniontu
v lé ivych gich ve 250 ml ndpoje. Maximdlni p ipustnd hodnota, stanovena vyhléskou
. 53/2002 Sh., pro nealkoholicky népoj je 70 mg/kg. Z grafu vyplyvd, e limitni
mno stvi bylo p ekro eno v p ipad jednoho bylinného ge - kopiva na (Urtica

dioica), vyrobce Fytopharma. Ostatni vzorky limit m vyhovuji. Nem li bychom v3ak
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opomenout, e p iprava ae znamena p diti rostlinné drogy vodou, jen m e sama
0 sob obsahovat dusi nanovy iont jako kontaminant. Dusi nany z stavaji vevod i po
p evaeni. Mo nost nebezpe i vysokého obsahu dusi nan je zefména pro ty, ktei
vyu ivaji vlastni studny, jen pat i k asto zne i& nym vodnim zdroj m [17].

Druhé m eni nam ukazalo obsah dusi nan v jednom kilogramu |€é ivého agje.
Toto m eni jsme ozna ili jako ,0bsah dusi nan v matrici“. Zastoupeni dusi nan

v jednotlivych rostlinnych drogéch dle vyrobce ukazuji nadsledujici grafy.
Graf 3 Sypanébylinné aje—Megafyt —slou ené vysedky matric
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Graf 3 zobrazuje vysledky m eni ti matric, kde jsme stanovovali obsah
dusi nanového aniontu v kilogramu aje, firmy Megafyt. NegvysSi hodnoty NO3
vykazuje list jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata), na méty peprné (Mentha

piperita) ana kop ivy dvoudomé (Urtica dioica).



Graf 4 Sypané bylinné aje— Fytopharma—sdou enévysedky matric
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V Grafu 4 jsou shrnuty vysledky stginého typu m eni, jako v p edchozim

(e

p ikladu, ale od vyrobce Fytopharma. NejvysSi hodnoty NOs jsou op t u g znat

kop ivy dvoudomé (Urtica dioica) a nat maty peprné (Mentha piperita). Nam ené

hodnoty NO3" u Salv jové nat (Salvia officinalis) jsou vySSi ne u p edchoziho vzorku

od vyrobce Megafyt.

Graf 5 Sypanébylinné aje—Leros—slou enévysedky matric
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Graf 5 ukazuje vysledky m eni od vyrobce Leros. NgjvysSi hodnoty NO3™ byly

nam eny op t unat kop ivy dvoudomé (Urtica dioica) a nat maty peprné (Mentha

piperita).
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Graf 6 Sypané bylinné aje—Natura Gresik —slou enévysedky matric
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V Grafu 6 jsou zobrazeny obsahy dusi nan v kv tech a plodech vyrobce Natura-
Gresik. Od tohoto vyrobce jsme hodnotili dv vyrobni Sar e kv tu bezu erného

(Sambucus nigra). NejvysSi hodnoty vyskytu dusi nan byly nam eny prdv ut chto

dvou vzork .
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Graf 7 srovndva na hodnoty zm eni matric rozva ovanych |é ivych g .
Vysoky obsah dusi nan obsahuje na kop ivy dvoudomé (Urtica dioica), Sav je
|éka ské (Salvia officinalis) amaty peprné (Mentha piperita).

Cilem druhého m eni matric bylo ukédzat kumulaci dusi nan v jednotlivych

rostlinnych drogach nakilogram 1€ ivého age. Z vydedk vyplyva, e nevySSi obsah
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dus nan byl nalezen v nati kop ivy dvoudomeé (Urtica dioica), maty peprné (Mentha
piperita), Salv je |éka ské (Salvia officinalis), listu jitrocele kopinatého (Plantago
lanceolata) ataké kv tu bezu erného (Sambucus nigra).

Domnivame se, e nam ené vysoké hodnoty dusi nan mohou byt spojené
smistem r stu vySe uvedenych rostlin. Vyjmenované |€ ivé rostliny pat i mezi
nitrofilni druhy. Ty asto rostou u vodote i nebo v terénnich depresich i rumistich,
kam se splavuji dusikaté latky nap . z poli. DalSimi faktory hromad ni dusi nan jsou
nap . sta i rostliny, dobasb ru ajiné.
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6. ZAV R

Hlavnim cilem diplomové prace bylo provést stanoveni obsahu dusi nan
v 1é ivych gich a zhodnotit jejich mikrobidni nezavadnost. K hodnoceni jsme pou ili

47 vzork léivych g , zakoupenych v |ékarnach aprodgin 1€ ivychrostlin.

Nejd ive jsme provedli stanoveni mikrobiani nezavadnosti, abychom zabranili
kontaminaci hodnocenych vzork atim ke zkredeni vysledk . Zjistili jsme, e nar st
kolonii plisni byl v 89,93 % zkoumanych ajich. Nejv tSi zastoupeni zaujimal druh
Aspergillus niger (33,33 %) a Rhizopus niger (47,37 %). P itomnost kvasinek nebyla
potvrzena u é&dného ze zkoumanych vzork . Bakterie Escherichia coli byla
vyhodnocena pouze u jediného aje ostropest ec plod (Sylibium marianum), vyrobce
Leros. | pes pitomné nadezy mikroorganism vSechny zkoumané aje vyhovuji

p islusnym pravnim p edpis m.

Stanoveni obsahu dusi nan jsme provedli ve Zdravotnim Ustavu se sidlem

v Hradci Krdlovéam eni jsmerozd lili nadv  asti.

V prvni asti jsme se zam ili na stanoveni obsahu dusi nan v ndpoji, kdy nés
zajimalo, jaké mno stvi dusi nan pijima u ivatel sSdkem ge. Zjist ny obsah
dusi nan p esahl maximani limit o 19,2 mg/l, dle p islusné vyhlasky, pouze u jednoho
vzorku, nat kop ivy dvoudomé (Urtica dioica) od vyrobce Fytopharma. Ostatni
sledované ge vyhovovaly po adavk m. Pi druhém m eni jsme hodnotili obsah
dus nan v matrici, tedy obsah dusi nan v mg nakilogram |€ ivého aje. NgvysSi
obsahy dusi nan jsme nelezli zgména v nati kop ivy dvoudomé (Urtica dioica), maty
peprné (Mentha piperita), Sav je lékaské (Salvium officinalis), listu jitrocelu
kopinatého (Plantago lanceolata) ataké kv tu bezu erného (Sambucus nigra).

Kvalita aejeovlivn namnohafaktory. A u sejedna o misto a podminky r stu
bylin, nebo jejich naslednym zpracovanim. Informace o mist p vodu lé ivek je asto
obti né ziskat, jeliko se v mnoha p ipadech jedn& o vyrobni tajemstvi vyrobce. Nelze
sjistotou ur it, zda je |é ivka zjednoho mista sklizn , nebo jde o sm s |é ivek
zn kolikazdroj , co zajisté mavliv na obsah kontaminant v nich obsa enych. Jak ji
bylo zmin no vSechny vzorky, které jsme podrobili zkouSeni vyhovuji p isusnym

pravnim p edpis matudi nep edstavuji vyrazné zdravotni riziko pro u ivatele.
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Otézkou ale z sthva sou asna legidativni Uprava kvality bylinnych g .
Vyhladky, které maximalni limity ur ovaly byly zruSeny na izenimi ES. Na rozdil od
vyhléSek pou ivanych v R, naizeni ES striktn nevyjmenovévgi po adavky na
hodnoceni bylinnych & .

Zav rem lze ici, e kvaita prodavanych g je dobrd a pi dodr eni jgich
p iprav podle uvad ného navodu neohro uje zdravi spot ebitel . Jist k tomu p ispivaji
i v nit ni kontroly vyrobc bylinnych a anékup drog od spolehlivych a dlouhodobou
kontrolou prov enych dodavatel bylin.
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Abstrakt

Stanoveni obsahu dusi nan v p irodnich I€ ivych ajich
a hodnoceni jgich mikrobialni nezavadnosti

(diplomova préace)

Diana Drdova
UniverzitaKarlovav Praze
Farmaceuticka fakultav Hradci Krdové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Cilem diplomové préce bylo stanoveni obsahu dusi nan v p irodnich Ié ivych
gjich a hodnoceni jejich mikrobiani nezavadnosti. M eni bylo provad no u 47 vzork

bylinnych & , zakoupenych v Iékérnach aprodein [é ivych rostlin.

Vyskyt plisni a kvasinek byl hodnocen pomoci techniky po itani kolonii
vykultivovanych pi 25 °C na agarové p d skvasni nim extraktem, glukézou
a chloramfenikolem po p ti dnech inkubace. Vyskyt Escherichia coli byl zji$ ovan
pomoci techniky po itani kolonii vykultivovanych p i 44 °C, po 24 hodinach inkubace,
spou itim 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glukuronidu na kultivani p d do ené

Z agaru stryptonem, |u ovymi solemi a glukuronidem.

P itomnost dusi nan byla m ena pomoci metody kapalinové chromatografie
sdetekci v UV oblasti spektra, dle p isluSnych norem pro stanoveni obsahu dusi nan
Vv potravinéch.

Tém ka dy vzorek obsahoval plisn , ng ast ji se jednalo o druhy Rhizopus
niger (47,37%) a Aspergillus niger (33,33%). Kvasinky nebyly nalezeny v adném ze
zkouSenych g . Gramnegativni bakterii Escherichia coli byla stanovena pouze
u jednoho aje - plod ostropest ce marianského, v hodnot 1,2 x10? KTJg. V&echny
analyzované aje vyhovovaly po adavk m p islusné vyhlasky. Obsah dusi nanového
aniontu pi piprav ndpoje p esahl p es limit p islusnych prévnich p edpis pouze
v jednom p ipad bylinného ge- kop ivana , o hodnotu 19,2 mg/I.

Kli ova dova: 1é ivé aje, Aspergillus niger, Rhizopus niger, kvasinky, Escherichia

coli, dusi nany.



Abstract

Determination of nitratesin herbal productsand evaluation of their
antimicrobial activities
(Diplomathesis)

Diana Drdova
Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

The aim of this diploma thesis is to ascertain the content of nitrates in herbal teas
and evaluate the microbiological toxicities. We tested 47 specimens of herba teas,

bought in Pharmacies and in herbalist shops.

Occurrence of moulds and yeasts in specimens was measured with a technique of
counting colonies, cultivated at 25 °C on agar plates with yeast extract, glucose and
chloramphenicols after five days of incubation. Occurrence of Escherichia coli in
specimens was measured with another technique of counting colonies cultivated at
44 °C on agar plates with 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-Glucoronid, after 24 hours
of incubation.

The presence of nitrates was measured with a method of High Performance Liquid
Chromatography with a detection of UV light spectrum, in accordance with standards

setting limits for nitrates in food.

Nearly each specimen contained moulds, of which mostly Rhizopus niger
(47.37 %) and Aspergillus niger (33,33 %). No yeasts were found in tested specimens.
The Gram-negative bacteria Escherichia coli was found only in one herb tea — Milk
Thistle (Sylibum marianum), amounting to 1.2 - 10° cfu/g. All tested herbal teas met
criterions of the respective standards and regulations. The herbal tea, Stinging nettle
(Herba urticae), did not meet the limits for nitrate ion in accordance with standards.
The amount exceeded for 19.2 mg/I.

Key words. herbal tea; Aspergillus niger; Rhizopus niger; yeasts; Escherichia coli;

nitrates.



