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Vyskyt sucha v polnohospodarskych regionoch Slovenska

Drought Occurrence in Agricultural Regions of Slovakia

Jozef Takac

Ndrodné polnohospoddrske a potravindrske centrum — Vyskumny tistav pddoznalectva
a ochrany pody, Trencianska 55, 821 09 Bratislava, jozef.takac@nppc.sk

Abstract

Assessment of drought occurrence and severity in agricultural regions of Slovakia dur-
ing the period of 1961-2020 was carried out using the various climatic indices. Annual,
seasonal and monthly values of Standardized precipitation index (SPI), Aridity index
(AI,,,) and climate water balance were calculated from the daily meteorological data
from 42 meteorological stations. According to climatic indices, the driest year was 2003.
Climatic indices values for the period 1991 - 2020 indicate a trend of drying of the agricul-
tural regions. Drought severity assessment was carried out also on the basis of soil water
dynamics simulation by agroecological model DAISY. Changes in climatic conditions have
had an impact on soil water storage. In the period 1991 -2020 there was a slight decrease
in the average soil water content in most of Slovakia compared to the period 1961 -1990.
On the contrary, an increase in soil water storage in the period 1991 -2020 compared to
the period 1961 -1990 occurred in the south-east of the Danube lowland, in the Ipel Ba-
sin, in Spi§ and Sari§ regions. Extreme drought of the largest spatial extent was identified
in the year 1990. Extreme drought occurred locally in the southwest Slovakia in 1978 and
in the southeast Slovakia in 1986.
Keywords: Standardized precipitation index, Aridity index, climate water balance, soil wa-
ter content

UvVoD

Podnebie svojou regionalnou a ¢asovou variabilitou je hlavnym determinantom pol-
nohospodarskej vyroby. Najdolezitejsimi klimatickymi cinitelmi determinujicimi urody
st slne¢né ziarenie, teplota vzduchu a zrazky. Rastlinna vyroba je sice prisposobena dlho-
dobym priemernym klimatickym podmienkam, ale extrémne teploty a variabilita zrazok
mozu negativne vplyvat na drody plodin. V désledku zmeny klimy mdze klesnat dostup-
nost vody pod kritické hodnoty, pri ktorych bude rastlinna vyroba mimoriadne zranitelna.
Citlivost polnohospodarskej krajiny na sucho sa zvy$uje kvoli zvysujicim sa poziadavkim
na vodu a nasledkom klimatickej zmeny. Nésledky sucha st rozdielne v zavislosti od ro¢-
ného obdobia, v ktorom sa vyskytne.

Podla meteorologickych pozorovani sa v poslednych desatrociach na nasom uzemi
ovela ¢astejsie vyskytovalo lokdlne alebo celoplo$né sucho. Zmenilo sa rozdelenie atmo-
sférickych zrazok a ich intenzita. Podla 7. ndrodnej spravy SR o zmene klimy (2017) sa
silné sucho vyskytlo v rokoch 1990 - 1994, 2000, 2002, 2003, 2007, 2009, 2011, 2012, 2015
a2017. Pricina, Ze sa pozoruje zvySeny vyskyt sucha, je okrem mnozstva a rozdelenia zra-
zok aj vo zvysujucich sa teplotach a tym narastajicich poziadavkach na evapotranspira-
ciu.
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Nedostatok vody v pode je stresovym faktorom negativne ovplyviujicim vysku urod.
Napriek tomu, Ze Ziadna oblast na Slovensku nespltia podmienky pre oznacenie ako su-
cha, pokrytie vlahovej potreby plodin je v juznych regiéonoch nepostacujuce. V suchych
rokoch sa pokrytie vlahovej potreby plodin pestovanych v letnom obdobi pohybuje
pod urovitou 40% a pocet dni s vodnym stresom moéze prekrocit 90 (Taka¢ & Ilavska,
2021).

Sucho je prechodna odchylka, ¢im sa lisi od aridity, ktora predstavuje trvald vlastnost
klimy. V nasej zemepisnej $irke je prirodzenym prejavom klimy. Vyskytuje sa s réznou
frekvenciou a prvotnou pri¢inou sucha je nedostatok zrazok v ur¢itom obdobi. Jeho t¢in-
ky sa kumulujt postupne. S narastajiicou dlzkou suchého obdobia sa jeho dopady zosil-
nuji. Nastup, trvanie a intenzitu sucha akceleruje aj rast teploty prostredia, ktora vply-
va na straty vody vyparom. Intenzita a trvanie sucha si do zna¢nej miery ovplyvnené aj
vlastnostami prirodného prostredia, hlavne hydrofyzikalnymi vlastnostami pddy (Takac,
2015).

Suchd st viacrozmernymi priestorovo-casovymi udalostami. Vzhladom na kom-
plexnost problému a jeho viaceré aspekty, neexistuje ani ziadna univerzdlna veobec-
ne prijimana definicia sucha a neexistuju ani jednotné kritérid na kvantifikaciu sucha.
Podla meteorologického slovnika (Sobisek et al., 1993) rozliSujeme meteorologické,
agronomické, hydrologické a fyziologické sucho. Meteorologické sucho je definova-
né najcastejsie ¢asovymi a priestorovymi zrazkovymi pomermi. Hodnoti sa oby¢ajne
na zéklade odchylky zrazkovych thrnov od normalu na danom mieste za urcité obdo-
bie. Bolo definované mnozstvo klimatickych indexov zahrnujucich okrem zrdzkovych
uhrnov aj iné meteorologické prvky, a to hlavne teplotu vzduchu a vypar. Meteorolo-
gické sucho byva v letnom obdobi viazané na anticyklonalne situdcie s vysokymi teplo-
tami a tym aj vysokou evapotranspirdciou. Hydrologické sucho je dosledkom nedostat-
ku zrazok a prejavuje sa poklesom zdrojov povrchovych a podzemnych vod vzhladom
na dlhodobé normaly. Agronomické sucho vyjadruje nedostatok vody v pdde vyvolany
meteorologickym suchom, teda nedostatkom atmosférickych zrazok. Fyziologické su-
cho znamend nedostatok vody z hladiska potrieb jednotlivych druhov rastlin. Vo vzta-
hu k rastlinnej vyrobe sa pod pojmom sucho spravidla rozumie taky stav, kedy plodiny
trpia nedostatkom vody. Sucho sa 1isi svojou zavaznostou, trvanim a rozsahom postih-
nutého tGzemia.

Analyzy pomocou indexov sucha naznac¢uji vyrazné zvy$enie vyskytu sucha v strednej
Eurdpe (Trnka et al., 2015). Vysledky simulacii modelom DAISY potvrdili trend poklesu
priemernej zasoby vody v pode a postupného predlzovania trvania obdobia s vlhkostou
pody v rozmedzi semiaridného a aridného intervalu na Zitnom ostrove (Taka¢, 1999).
Podla scenérov zmeny klimy aplikovanych pre tizemie Slovenska sa prehibi nedostatok vo-
dy v pode vo vegetacnom obdobi (Takac, 2001). V teplej a suchej Podunajskej nizine bude
produkény potencidl vo zvysenej miere limitovany klesajicou dostupnostou vody pre plo-
diny a horu¢avami (Eitzinger et al. , 2013).

Cielom prispevku je vyhodnotit vyskyt sucha v polnohospodarskych oblastiach Sloven-
ska v obdobi 1961 -2020 podla roznych agroklimatickych indexov a na zéklade simulacii
vodného rezimu pody podla odchylky zasob vyuzitelnej vody v pdde od dlhodobého prie-
meru.
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MATERIAL A METODIKA PRACE

Sucho je zvycajne hodnotené podla klimatickych kritérii. Naj¢astejsim kritériom po-
uzivanym je percento normalu zrazkovych thrnov. V zahrani¢i sa na tcely hodnotenia
zrdzkovych Ghrnov vyuziva Standardizovany index zrazok SPI (McKee et al., 1993). SPI je
definovany ako

wv:Z;Z

kde Z je thrn zrazok [mm] za hodnotené obdobie, je dlhodoby priemerny thrn zrazok
[mm] za dané obdobie a je smerodajna odchylka thrnov zraZok za dané obdobie. Stan-
dardizované hodnoty pre SPI st: > 2 pre mimoriadne vlhké obdobie, 1,5-1,99 pre velmi
vlhké obdobie, 1 - 1,49 pre vlhké obdobie, -0,99 - 0,99 pre normalne obdobie, -1 --1,49 pre
suché obdobie, -1,5--1,99 pre velmi suché obdobie a < -2 pre mimoriadne suché obdobie.
Vyhodou SPI je, Ze umoznuje hodnotit anomalie v zrazkovych Ghrnoch za rézne dlhé ca-
sové useky (rok, polrok, stvrtrok, mesiac).

Hodnotenie zrazkovych thrnov nie je postac¢ujicim ukazovatelom vlahovych pomerov.
Determinujicimi faktormi vodnej bilancie polnohospodarskej krajiny st atmosférické
zrazky a evapotranspiracia. Preto pre hodnotenia vyskytu sucha s uprednostnované kli-
matické indexy, ktoré zahrnuju okrem zrazok ako prijmovej zlozky aj evapotranspiraciu
ako stratovu zlozku. Klimatickd vodnd bilancia je definovana ako rozdiel medzi thrnmi
atmosférickych zrazok Z a potenciélnej evapotranspiracie ET,

, KVB=Z—ET,

V Europskej unii sa na vyclenenie znevyhodnenych polnohospodarskych tzemi v do-
sledku sucha vyuziva index aridity. Index aridity AI,,, je definovany ako pomer ro¢nych
zrazkovych uhrnov Z a potencialnej evapotranspiracie ET, (UNEP, 1997):

7
UNEP ™~ ET

0
Hodnoty Al ., mensie ako 0.05 reprezentuji hyperaridnu oblast, 0,05 -0,2 aridnu ob-
last, 0,2 -0,5 semiaridnu oblast, 0,5 - 0,65 sucht subhumidnu oblast, 0,65 - 1,0 vlhka sub-
humidnu oblast a hodnoty nad 1,0 humidnu oblast.

Hodnotenie vodného rezimu pddy bolo zaloZené na numerickych simuldcidch agro-
ekologickym modelom DAISY. Model DAISY simuluje tie Casti vodného, uhlikového
a dusikového cyklu, ktoré stvisia s polnohospodarskymi pddnymi systémami. Model DA-
ISY na zéklade informacie o spdsobe hospodarenia a idajov o pocasi simuluje rast plodi-
ny, vodny rezim, tepelny rezim, bilanciu organickej hmoty a dynamiku dusika v polno-
hospodarskych podach. Submodel vodnej bilancie sa sklada z bilancie vody na povrchu
a z bilancie pddnej vody. V ramci vody na povrchu su modelované procesy akumulacia
a topenie snehovej pokryvky, intercepcia, vypar z porastu, infiltracia, vytopa a povrchovy
odtok. Vodny rezim pddy je zloZeny z pridenia vody v pddnej matici a v makropéroch.
Tiez zahrnuje odber vody korefimi rastlin (Hansen et al., 1990, Abrahamsen a Hansen,
2000, Hansen, 2000). Modelovanie pruadenia vody vo zvrstvenom poédnom profile so za-
hrnutim uc¢inku vegetdcie je zalozené na numerickom rie$eni Richardsovej rovnice (Ri-
chards, 1931). Plodinové parametre modelu boli pre slovenské podmienky optimalizované
a validované na zaklade experimentdlnych udajov polnych pokusov (Taka¢, 1994, Taka¢
a Sigka, 2011, Tak4c¢ et al., 2018).

Al
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Standardizovany index zrdZok

Podla ro¢nych hodnét SPI bol najsuchs$im rokom uvazovaného obdobia na uzemi Slo-
venska rok 2003. V roku 2003 sa podla ro¢nych hodnot SPI vyskytlo sucho na 82 % hod-
notenych stanic, pricom na 55 % bol rok velmi suchy a na 21 % stanic mimoriadne. Prak-
ticky pocas celého roku 2003 trval deficit zrazok. Mesa¢né hodnoty SPI boli na vietkych
meteorologickych staniciach prevazne zaporné. Nadpriemerné thrny zrazok sa vyskytli
na vadsine uzemia v oktobri, na vychode v septembri. Mimoriadne sucho sa vyskytlo aj
v roku 1961 na Vychodoslovenskej nizine, v roku 2011 na juhu Podunajskej niziny, v roku
1971 v Juhoslovenskej kotline a v men$om regiondlnom rozsahu aj v rokoch 1973, 1978,
1989 a 2017.

Z hladiska dopadov na rastlinnt vyrobu st vyznamné epizddy sucha vo vegetatnom
obdobi, pri¢om je dolezité, najmi v ktorej vyvojovej faze plodiny sa epizéda sucha vyskyt-
ne. Aj kratkodoby nedostatok vody v kritickej vyvojovej faze plodiny moze vyrazne znizit
jej irodu. Podla hodnot SPI za teply polrok bola najvéicsia ¢ast izemia postihnutd suchom
v rokoch 1962, 1992, 2000 a 2003. Priblizne polovica hodnotenych lokalit bola zasiahnuta
suchom v teplom polroku aj v rokoch 1961 a 1993, pri¢com sucho v letnom polroku 1961
bolo mimoriadne na Vychodoslovenskej niZine.

Vyskyt sucha je okrem mnozZstva zrdzok determinovany aj ich rozdelenim v priebe-
hu roka. Vydatné prehanky, ktoré sa najcastejsie vyskytuju v letnych mesiacoch, mézu
ovplyvnit hodnoty klimatickych indexov ako je SPI tak, Ze ich vyslednd hodnota nevysti-
huje skuto¢ny dlhotrvajici raz pocasia. Najvys$sia mesa¢na hodnota SPI v roku 2003 bola
zaznamenana v juli v Lucenci, a to 3,86, ¢o znamend mimoriadne vlhky mesiac. Celkovo
napr$alo v tomto mesiaci 146.1 mm, z toho az 105mm spadlo 29. jula, dal§ich 11 mm
naprsalo este 30. a 31. jila, teda na konci mesiaca. Tato epizdda vyznamne ovplyvnila
nielen mesa¢nd hodnotu SPJ, ale aj hodnoty SPI za dlhsie obdobia, ked ani leto a ani letny
polrok roku 2003 neboli v Luc¢enci podla hodnét SPI suché.

Luéenec

zrazky [mm]

S2 83828885 0-

oo i vy o B oms . S S Ll

4 interval
=} | vihkosti

| anidny

semiaridny
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| uvidicky
l aguaticky

T T T T T T T T
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Obr. 1 Denné tihrny zrdZok a priebeh vyuZitelnej zdsoby vody v pode
v lete v roku 2003 v Lucenci (Takdc¢, 2015)
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Podla simuldcii na ilovitohlinitej luvizemi s porastom kukurice (obr. 1) bola uz od jari
vlhkost pody pod hodnotou bodu znizenej dostupnosti. V orni¢nom horizonte priblizne
do hibky 15cm na konci prvej dekidy jina klesla vlhkost pody podla ekologickej klasifi-
kacie vodného rezimu pddy (Kutilek, 1978) az do aridného intervalu. Zoéna s dostatkom
vody pre plodiny bola za¢iatkom juna v hibke 70 cm a poéas leta postupne klesla pod 1 m.
Po mimoriadne vysokom zrazkovom thrne 29. jula sa pdda prevlh¢ila do hibky necelych
40 cm a pocas nasledujtcich 10 dni sa vlhkost pddy v orni¢nom horizonte udrziavala v se-
miuvidickom intervale, teda nad bodom znizenej dostupnosti. Po 10 diioch vlhkost pody
opit poklesla do semiaridneho intervalu.

Vyssie uvedeny priklad dokumentuje, Ze indexy zaloZené len na tudajoch o zrazkach
nedévaju dostato¢ne presnd informaciu o vyskyte a trvani sucha. Ako bolo ukdzané, pri-
¢inou st lokdlne extrémne zrazkové epizédy vyskytujice sa hlavne v letnych mesiacoch,
ktoré v skuto¢nosti dlhotrvajuce sucho neeliminujt, ale v hodnotach klimatickych in-
dexov sa prejavia vyrazne. Analyzy zaloZené len na udajoch o zrazkach mozu byt v takych-
to pripadoch skreslené, nakolko dopad nedostatku vody sa prejavuje v dlhodobom ¢aso-
vom horizonte.

Klimatickd vodnd bilancia

Pre hodnotenie vyskytu sucha s uprednostiiované klimatické indexy, ktoré zahrnuju
okrem zrazok ako prijmovej zlozky aj evapotranspiraciu ako stratovu zlozku. Na juhu Slo-
venska potencidlna evapotranspiracia ET, prevlada nad dotdciou atmosférickymi zrazka-
mi, teda prevlada vyparny rezim. Klimatickd vodnd bilancia je v niZinnych regiénoch Slo-
venska zdporna. Najniz$ie priemerné hodnoty dosahuje klimatickd vodna bilancia na juhu
Podunajskej niziny. Zaporna klimatickd vodna bilancia tu prevazuje od marca do oktébra,
od novembra do februara zrazky prevysSuju potencialnu evapotranspiraciu.

V désledku zvysenych thrnov potencidlnej evapotranspirdcie sa v obdobi 1991-2020
v porovnani s obdobim 1961-1990 prehibila negativna klimaticka vodna bilancia. Defi-
cit klimatickej vodnej bilancie nad 200 mm vo velkom vegetacnom obdobi charakterizo-
vanom priemernou dennou teplotou >10°C sa v obdobi 1961-1990 vyskytoval v zapad-
nej casti Zahorskej niziny, na Podunajskej niZine a v Ipelskej kotline na juhu stredného
Slovenska. V obdobi 1991 -2020 sa rozsirila oblast s deficitom klimatickej vodnej bilan-
cie nad 200mm na celd Zdhorsku niZinu a na Vychodoslovensku nizinu (obr. 2). Z po-
rovnania priemernej hodnoty deficitu vodnej bilancie v obdobi 1961-1990 a v obdobi
19912020 vyplyva, e ziporna vodna bilancia sa v hlavnom vegetaénom obdobi prehi-
bila 0 10%.
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Obr. 2 Priemerny deficit klimatickej vodnej bilancie v obdobi 1961 - 1990
a 1991 - 2020 (Takd¢ a Sobockd, 2022).

Index aridity

Dlhodobé hodnoty 4/, za obdobie 1961-1990 zaraduju juzné oblasti Slovenska
do vlhkej subhumidnej oblasti, zvy$ok tizemia Slovenska patri do humidnej oblasti. Hod-
noty A, za obdobie 1991 -2020 naznacuju trend vysusovania tizemia (tab. 1). Podob-
ne ako podla hodnot SPI a klimatologickej vodnej bilancie, aj podla hodnot 4/, bol
v obdobi 1961-2020 najsuch$im rokom na tizemi Slovenska rok 2003, ked hodnoty A/
e N2 zdpadnom Slovensku klesli na hodnoty zaradujice izemie do semiaridnej oblasti.
Na juhu stredného a vychodného Slovenska boli v roku 2003 hodnoty A/, na Grovni
typickej pre sucht subhumidnu oblast. Hodnoty A7 ., zodpovedajtice semiaridnej oblasti
boli na casti iizemia, predovsetkym na Podunajskej nizine, vypocitané aj v rokoch 1983,
1990, 2000, 2011, 2012 a 2017. Kym v obdobi 1961-1990 na Podunajskej nizine sa hod-
noty Al najcastejsie vyskytovali vo vlhkom subhumidnom intervale, v obdobi 1991-
2020 na Podunajskej nizine uz prevladal suchy subhumidny interval a raz za 5 rokov klesli
hodnoty 4/, ., do semiaridného intervalu. Na Vychodoslovenskej nizine sa pocas celého
hodnoteného obdobia v semiaridnom intervale nevyskytli ani raz (obr. 3).
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Tab. 1 Priemerné hodnoty Al za obdobia 1961 - 1990 a 1991 - 2020 a za jednotlivé

roky v obdobi 1990-2010 na vybranych meteorologickych staniciach

Obdobie Kuchyna | Bratislava | Hurbanovo Nitra Lucenec TrebiSov | Michalovce
1961-1970 | 0.9977 0.8748 0.7230 0.8225 0.9298 0.8634 0.9885
1971-1980 | 0.8869 0.7231 0.6663 0.7654 0.9042 0.9353 1.0737
1981-1990 | 0.8212 0.6726 0.6265 0.6544 0.7403 0.8213 0.9754
1961-1990 | 0.9053 0.7568 0.6719 0.7475 0.8581 0.8733 1.0125
1991-2000 | 0.8613 0.6854 0.6819 0.6343 0.8309 0.8038 0.9184
2001-2010 | 0.8547 0.6190 0.7044 0.6487 0.8807 0.8481 1.0026
2011-2020 | 0.7766 0.5744 0.6431 0.6157 0.7639 0.7267 0.8740
1991-2020 | 0.8308 0.6216 0.6765 0.6329 0.8252 0.7929 0.9317

Nitra Trebisoy
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shumidny|
= & — . .
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Obr. 3 Hodnoty Al ., v oblasti Nitry a Trebisova v obdobi 1961 - 2020

UNEP

Zdsoba vyuZitelnej vody v pode

Vseobecnym nedostatkom véac¢siny klimatickych indexov hodnotiacich sucho je, Ze ne-
kvantifikuju skuto¢ny deficit vody vplyvom rozdielnych retenénych vlastnosti pod a ne-
odrazaju citlivost plodiny na nedostatok vody. Problematicky je aj ¢asovy krok pouzity
na vypocet klimatickych indexov. Klimatické indexy, ktoré vyuzivaji len ro¢né alebo me-
sa¢né udaje, neumoziiuju stanovit ani za¢iatok a ani trvanie sucha dostato¢ne presne.

Z hladiska dopadov na pestované plodiny je rozhodujtce trvanie obdobia s vlhkostou
pody v korenovej zéne pod 50 % vyuzitelnej vodnej kapacity (VVK) v kritickych vyvojo-
vych fazach pestovanych plodin. Podla matematickych simuldcii dochddza na Podunajskej
a Zahorskej nizine k poklesu podnej vlhkosti pod hranicu 50 % VVK uz v priebehu juna,
na juhu stredného a vychodného Slovenska v juli. V niektorych rokoch moéze tento stav
nastat uz zaciatkom jari, pripadne moéze nasledkom nedostato¢nych zrazkovych thrnov
v jesennych a zimnych mesiacoch pretrvavat aj pocas jesene a zimy.
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Tab. 2 Priemerny pocet dni v roku so zdsobou vody v pdde VVK<50% v pddnych
horizontoch 0-30cm a 0-100 cm v obdobiach 1961 -1990 a 1991 - 2020 na vybranych
lokalitach

Lokalita 1961 - 1990 1991 -2020
0-30 cm 0-100 cm 0-30 cm 0-100 cm

Kuchya 165 170 163 188
Stupava 154 141 153 140
Myjava 106 49 123 64
Holi¢ 204 167 205 181
Bratislava 168 147 183 171
Hurbanovo 177 175 159 158
Zihdrec 148 133 133 121
Podhidjska 187 186 167 168
Jaslovské Bohunice 159 135 171 151
Piestany 150 110 151 115
Nitra 157 137 168 155
Trencin 162 89 162 99
Belusa 48 19 85 50
Topol¢any 181 155 174 153
Dudince 138 63 125 63
Ziar nad Hronom 75 39 110 79
Slia¢ 60 30 82 44
Dolné Plachtince 142 71 125 60
Lucenec 178 155 168 152
Rimavskd Sobota 121 80 127 87
Roznava 76 42 83 52
Moldava nad Bodvou 74 43 100 63
Kosice 128 92 157 129
Somotor 130 120 136 127
Michalovce 122 106 124 112
Trebisov 115 97 118 102
Vysokéa nad Uhom 108 58 128 80
Presov 116 87 95 59
Tisinec 50 20 50 23
Kamenica nad Cirochou 50 20 64 35
Medzilaborce 27 5 33 2
Liptovsky Hradok 30 9 33 11
Spisské Vlachy 47 21 36 10
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Priemerny pocet dni v roku so zasobou vyuzitelnej vody v pdde <50% VVK v pod-
nych horizontoch 0-30cm a 0-100cm na vybranych lokalitich v obdobiach 1961-1990
a 1991 -2020 je uvedeny v tabulke 2. Najvyssi pocet dni so zdsobou vody v pode pod 50%
bol zaznamenany na Zihorskej niZine a na juhovychode Podunajskej niziny. V obdobi
1991 -2020 v porovnani s obdobim 1961-1990 doslo k najvyraznej$iemu zvy$eniu poc¢tu dni
so zasobou vody v pdde pod 50% na Zahorskej nizine, zapade a severe Podunajskej niziny,
na strednom Povazi, na strednom Pohroni, v Kosickej kotline a vo vychodnej ¢asti Vychodo-
slovenskej niziny. Na druhej strane, k vyraznému poklesu po¢tu dni so zdsobou vody v pode
pod 50 % doglo na juhovychode Podunajskej niziny, v Ipelskej a Lu¢eneckej kotline, na Sarisi
a na Spisi. Toto zniZenie poctu dni so zdsobou vody v pdde pod 50% je dosledok zvysenych
zrazkovych thrnov v désledku zmeny cirkula¢nych pomerov, ked na ukor zonalnej cirkuld-
cie vzduchu sa u nds v poslednych rokoch viac uplatiiuje meridionalna cirkulécia vzduchu.

Zmeny v ro¢nom chode zrdzok sa prejavili aj na ro¢nom chode zasob vody v pode.
Na juhozépade Podunajskej niziny sa v obdobi 1991 - 2020 v porovnani s obdobim 1961-
1990 znizili zdsoby podnej vody v jarnom obdobi o 12%, v letnom obdobi o 8%, v zimnom
obdobi o 7% a v jesennom obdobi o menej ako 1 %. Na juhovychode Podunajskej niziny
poklesli zasoby vody v pdde na jar o menej ako 2 %, kym v ostatnych ro¢nych obdobiach
vzrastli, najviac na jesen, a to o 7 %.

Zasoba vody v pode vykazuje okrem priestorovej variability aj zna¢nti ¢asovu variabili-
tu. Zasoba vody v poéde medziro¢ne vyrazne koliSe. Najvyssia priemernd ro¢na zasoba vo-
dy v pode bola na celom tizemi Slovenska zaznamenana v rokoch 1965 a 2010. Na druhej
strane, najmensia priemerna ro¢nd zasoba vyuzitelnej vody v pode bola simulovand na ce-
lom tzemi v rokoch 1973, 1990, 2012 a 2017. V zapadnej polovici Slovenska boli mimo-
riadne suché aj roky 1978 a 1989.
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Obr. 4 Priemerny pocet dni s vlhkostou pody v aridnom a semiaridnom intervale v obdobi
1961-1990 a 1991 - 2020 na vybranych lokalitdch
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Podla simulovanych hodnét vodného potencidlu pédy sa v pddnom horizonte
0-30cm vyskytovala v Hurbanove vlhkost pddy v aridnom intervale takmer kazdy rok,
v Michalovciach na Vychodoslovenskej nizine v $tyroch z piatich rokov. V. poédnom
horizonte 0-100 cm v Hurbanove sa vyskytovala vlhkost pody v aridnom intervale v dvoch
z troch rokov, v Michalovciach len 74 dni v roku 2015.

V pddnom horizonte 0-30cm dominuje v Hurbanove, aj v Michalovciach uvidic-
ky (v Hurbanove priemerne 108 dni, v Michalovciach 146 dni) a semiuvidicky interval
(v Hurbanove priemerne 108 dni, v Michalovciach 118 dni) vlhkosti pody. Rovnako
v pddnom horizonte 0-100 cm dominuje v Michalovciach uvidicky (133 dni) a semiuvi-
dicky interval (128 dni) vlhkosti pody. V Hurbanove v pddnom horizonte 0-100cm pre-
vldda subuvidicky (141 dni) a semiaridny interval (130 dni) vlhkosti pody.

Najsuch$im rokom v Hurbanove bol rok 1990, ked vlhkost pody v aridnom intervale
v horizonte 0- 30 cm zotrvala 179 dni a v horizonte 0 - 100 cm 129 dni. Podla tohto krité-
ria boli v Michalovciach najsuchsie roky 2018 a 2011, ked vlhkost pody v aridnom interva-
le bola v horizonte 0-30cm 111, resp. 103 dni.

Z hladiska ro¢ného chodu, v zimnom obdobi prevlada semiuvidicky a uvidicky in-
terval, v letnom polroku prevlada semiaridny a aridny interval. Pocet dni, ked sa zdso-
ba vody v pdde vyskytuje v semiaridnom a aridnom intervale, teda pod bodom zniZenej
dostupnosti, bol v obdobi 1961 — 1990 najvy$si na Zahorskej nizine a na juhovychode Po-
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Obr. 5 Regiondlny rozsah sucha vo vybranych rokoch.
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dunajskej niziny, a to viac ako 140 dni (obr. 4). V obdobi 1991 -2020 sa vyskytol najvyssi
pocet dni s vlhkostou pody v semiaridnom a aridnom intervale na zapade Zahorskej ni-
ziny a na juhozdpade Podunajskej niziny, a to viac ako 150 dni. Ako vidiet na obr. 4, tren-
dy v jednotlivych regiénoch st rozdielne. K najva¢siemu ndrastu poctu dni s vlhkostou
pody v semiaridnom a aridnom intervale v obdobi 1991 -2020 v porovnani s obdobim
1961 - 1990 doslo na zdpade Zahorskej niziny (19 dni), juhozapade Podunajskej niziny (28
dni), severe Podunajskej niziny (14 -17 dni), v Kosickej kotline (20 - 37 dni) a na vychode
Vychodoslovenskej niziny (23 dni). Naopak, k poklesu poc¢tu dni s vlhkostou pody v se-
miaridnom a aridnom intervale v obdobi 1991 -2020 v porovnani s obdobim 1961 - 1990
doslo na juhovychode Podunajskej niZiny (26 dni), v Ipelskej kotline (11 dni), Lu¢eneckej
kotline (13 dni) a na Spisi (11 dni).

Na zdpadnom Slovensku bol podla odchylky od dlhodobych hodnét zdsoby vyuzitel-
nej vody v pdde ako najsuchsi rok identifikovany rok 1990. Rok 1986 bol najsuchs$im ro-
kom na juhu vychodného Slovenska a rok 1961 na severovychode Slovenska. Rok 1978 bol
druhy najsuchsi rok na zdpadnom Slovensku (obr. 5).

Mimoriadnemu suchu v roku 1990 predchddzalo na zdpadnom Slovensku stredne silné
az silné sucho v roku 1989, ktoré na Zahorskej nizine a juhozapade Podunajskej niziny sa-
visle pokrac¢ovalo do roku 1990, kym inde bolo prerusené na rozne dlhé obdobie. Na nie-
ktorych miestach bolo sucho v predchadzajucom roku 1989 zavaznejsie ako v roku 1990
(Myjava, Pietany a Lucenec).

Tab. 3 Priemerny pocet dni s VVK<50% na Podunajskej niZine podla pédnych typov
(CM - ¢ernozem, CMc - ¢ernozem Ciernicova, CA - Ciernica, FM - fluvizem, HM -
hnedozem)

Podny | Hurbanovo Bratislava Nitra Jasl. Bohunice

typ 1961-1990 | 1991-2020 | 1961-1990 | 1991-2020 | 1961-1990 | 1991-2020 | 1961-1990 | 1991-2020
CM 195 170 154 170 165 178 162 160
CMc |78 73 151 164 105 124 99 102

CA 72 70 129 139 72 97 83 90

FM 114 104 90 109 119 137 124 125
HM 186 161 150 160 162 173 157 152

Zasoby vody v pode a tym aj vyskyt sucha ovplyviuje aj heterogenita podneho krytu,
ako aj pritomnost hladiny podzemnej vody. Pocet dni s vlhkostou pody niz$ou ako 50 %
VVK sa pohybuje v Sirokom intervale. Najmensi pocet dni s vlhkostou pody pod 50 %
VVK na Podunajskej nizine bol vypocitany pre oblasti s pritomnostou hladiny podzem-
nej vody na dolnom Zitnom ostrove a v blizkosti vodnych tokov. Najvyssi pocet dni so
zasobou vyuZitelnej pddnej vody na Podunajskej nizine bol simulovany pre hnedozeme
vo) a ¢ernozemi a hnedozemi na severozapade niziny (Jaslovské Bohunice) sa v obdobi
1991-2020 v porovnani s obdobim 1961-1990 zvysil pocet dni so zdsobou vody v pode
pod 50 % VVK, a to v zavislosti od plodiny a pddneho typu, v priemere o 1 az 19 dni.

Dopady sucha na rast plodin a urodu okrem klimatickych a pddnych pomerov su za-
vislé aj na samotnej plodine a osevnom postupe. Vztahy medzi plodinou, klimou, pédou
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a vodou st komplexné s mnohymi biologickymi, fyziologickymi, fyzikalnymi a chemic-
kymi procesmi. Nésledky sucha na Grodu moézu byt v jednotlivych rokoch na plodiny
rozdielne. Ako vidiet na obr. 6, kym korene ozimnej pSenice zasiatej na jeseil v jarnom
obdobi Eerpaju vodu z vicsich hibok a plodina netrpi nedostatkom vody, v pripade
jarného ja¢mena sa vodny stres za¢ina prejavovat kratko po vzideni. Rozdiely v jarnej
zasobe vody v pdde boli ovplyvnené jednak nedostatkom zrazok v zimnom obdobi,
jednak aj predplodinou. V obdobi od septembra 1989 do marca 1990 spadlo len 132 mm
zrdzok, ¢o bolo menej ako 50 % normalu. V pripade jarného ja¢mena bola predplodinou
kukurica, ktora od¢erpala z pddneho profilu v predchddzajicom roku viac vody ako jarny
ja¢men, ktory bol predplodinou pred ozimnou p$enicou.
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Obr. 6 Vyvoj jarného jacmeria a ozimnej pSenice na hnedozemi v lokalite Nitra v roku 1990

ZAVER

Napriek tomu, Ze Ziadna oblast na Slovensku nespliia podmienky pre oznacenie ako
suchd, pokrytie vlahovej potreby plodin je v juznych regiéonoch nepostacujice, pricom
nedostatok podnej vody je hlavnym limitujicim faktorom polnohospodarskej produkcie
hlavne na Podunajskej nizine. Trvanie a zdvaznost sucha su v jednotlivych rokoch roz-
dielne. S vynimkou rokov 1965 a 2010 sa vyskytlo sucho kazdy rok aspori na ¢asti izemia
Slovenska. Podla agroklimatickych indexov bol najsuch$im rokom rok 2003, podla obsahu
vody v pode bol najsuchsim rok 1990. Vykonané analyzy poukazali na ndrast zavaznosti
sucha v poslednych desatrociach. V suchych rokoch sa pokrytie vlahovej potreby plodin
pestovanych v letnom obdobi pohybuje pod troviiou 30% a pocet dni s vodnym stresom
mdze prekroit 90.

/18/



Aktudlne trendy v agropotravindrstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

PODAKOVANIE

Tento prispevok vznikol vdaka podpore v rdmci Operacného programu Integrovand in-
frastruktira pre projekt: Udrzatelné systémy inteligentného farmdrstva zohladnujiice vyzvy
budiicnosti 313011W112, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho roz-
voja.

Kontaktna adresa
RNDr. Jozef Taka¢, PhD., Narodné polnohospodarske a potravinarske centrum —
Vyskumny ustav podoznalectva a ochrany pody, Trencianska 55, 821 09 Bratislava

LITERATURA

Abrahamsen, P, Hansen, S. 2000. DAISY: An Open Soil, Crop, Atmosphere System Model.
In Environmental Modelling & Software, vol. 15, 2000, No. 3, p. 313-330. ISSN 1364-8152.

Eitzinger, J., Trnka, M., Semerddova, D., Thaler, S., Svobodovd, E., Hlavinka, P, Sigka, B.,
Taka¢, J., Malatinska, L., Novékova, M., Dubrovsky, M., Zalud, Z. 2013. Regional cli-
mate change impacts on agricultural crop production in Central and Eastern Europe -
hotspots, regional differences and common trends. The Journal of Agricultural Science,
Vol.: 151 (6), pp. 782 - 812.

Hansen, S. 2000. DAISY, a Flexible Soil - Plant - Atmosphere System Model. Equation Sec-
tion 1. Copenhagen: The Royal Veterinary and Agricultural University, 2000, p. 1-47.
ISBN 87-503-8790-1.

Hansen, S., Jensen, H. E., Nielsen, N. E., Svendsen, H. 1990. DAISY - A Soil Plant System
Model. Danish Simulation Model for Transformation and Transport of Energy and Mat-
ter in the Soil - Plant - Atmosphere System. Copenhagen: National Agency for Envi-
ronmental Protection, 1990. 272 p. ISBN 87-503-8790-1.

Kutilek, M. 1978. Vodohospodarska pedologie. Praha: SNTL/ALFA, 1978. 296 s.

Mckee, T.b. — Doesken, N.j. - Kleist, J. 1993. The Relationship of Drought Frequency and
Duration to Time Scales. In Proceedings of the 8th Conference on Applied Climatology,
January 17-22, American Meteorological Society, Anaheim CA, USA. pp. 179-184.

Ministry of the environment of the Slovak. 2017. The 7* National Communication of the
Slovak Republic on Climate Change under United Nations Framework Convention on
Climate Change and Kyoto Protocol. Bratislava. 228 pp.

Richards, L.A. 1931. Capillary Conduction of Liquids through Porous Media. In Physics,
vol. 1, no. 5, pp. 318-333.

Sobisek, B. et al. 1993. Meteorologicky slovnik vykladovy a terminologicky. ACADEMIA,
MZP CR : Praha. 594 5. ISBN 80-85368-45-5.

Takdc, J. 1994. Verifikdcia modelu DAISY - Simulovanie trod obilnin. Vedecké prdce
VUZH ¢. 21, VUZH Bratislava, s. 95-104.

Takag, J. 1999. Trends In Soil Water Regime In Model Conditions Of Zitny Ostrov. Scien-
tific Papers Of the Research Institute Of Irrigation Bratislava, No. 24, VUZH Bratislava:
189-201.

Takag, J. 2001. Désledky zmeny klimy na bilanciu vody v polnohospoddrskej krajine. Narod-
ny klimaticky program SR 10/01, SHMU, Bratislava, s. 16 - 26. ISBN 80-88907-24-1.

Takég, J. 2015. Sucho v polnohospoddrskej krajine. NPPC — VUPOP, Bratislava. 69 s. ISBN
978-80-8163-012-5.

/19 /



Aktudlne trendy v agropotravinarstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou Gc¢astou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

Takad, J., Siska, B. 2011. Kalibracia a validédcia modelu DAISY pre podmienky Slovenska.
Vedecké price VUPORP ¢&. 33, Bratislava. 161-172. ISBN 978-80-89128-91-4.

Takag, J., Kotorova, D., Makovnikova, J., Kova¢, L. 2018. Validacia modelu DAISY v pod-
mienkach Vychodoslovenskej niZiny. Vedecké prdce Vyskumného tistavu poédoznalectva
a ochrany pody ¢. 40, Vyskumny ustav pddoznalectva a ochrany pody Bratislava. 100-
113. ISBN 978-80-8163-030-9.

Takdg, J., llavskd, B. 2021. Crop water sufficiency in Slovakia. In: Pedosphere Research, vol.
1, 2021, no. 1, pp. 20 - 39. NPPC - VUPOP 2021. ISSN 2729-8728

Taka¢, J., Sobockd, J. 2022. Trends in the Soil Water Dynamics in the Period 1961-2020
in Agricultural Regions of Slovakia. In: Pedosphere Research, vol. 2, 2022, NPPC -
VUPOP 2021. ISSN 2729-8728.

M. Trnka, R. Brazdil, J. Balek, D. Semer4ddova, P. Hlavinka, M. Mozny, P. Stépének, P. Dob-
rovolny, P. Zahradni¢ek, M. Dubrovsky, . Eitzinger, B. Fuchs, M. Svoboda, M. Hayes,
Z. Zalud. 2015. Drivers of soil drying in the Czech Republic between 1961 and 2012.
Int ] Climatol 35: 2664—2675

UNEDP, 1997. World Atlas of Desertification. 2. ed. 182 pp. ISBN 340691662.

120/






Slovenska spoloénost pre polnohospodarske, lesnicke, potravinarske
a veterindrske vedy pri SAV v Bratislave




Aktudlne trendy v agropotravindrstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

Porovnanie sposobov pripravy zakvasu na kvalitativne
parametre kvetovej medoviny

Comparison of starter culture preparation methods on the qualitative
parameters of floral mead
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Abstract

We investigated the impact of the starter culture preparation method on the qualita-
tive parameters of mead. We conducted a cold preparation of the starter culture, where
the honey and water solution were not boiled before inoculation with yeast — variant 1.
We also conducted a hot preparation of the starter culture, where the honey and water
solution were boiled before inoculation with yeast — variant 2. The sugar content of the
fermentation mixture was set to 23 Brix. Both variants fermented at a temperature of 18
°C. The fermentation process was monitored through regular physicochemical analyses
using the FTIR method. We observed parameters such as total acids, ethanol content, sug-
ars, and pH. Fermentation was concluded when the mead reached an ethanol content of
over 12.5% by volume. Variant 1 fermented more dynamically, with a total duration of 79
days. Variant 2 fermented more slowly, with a total duration of 86 days. The results indi-
cate impaired activity of the microflora in the case of exposing the starter culture to boil-
ing. On the positive side, in variant 1, without exposure to boiling, there were no negative
microbial processes from spontaneous microflora, particularly concerning the content of
volatile acids (VA). The final mead in variant 2 (prepared hot) had lower VA values, at 0.99
g/l. Variant 1 contained 1.1 g/l VA, which is not a critical level and was within the maxi-
mum permissible value. The results suggest that with precise procedures, it is possible to
produce mead using the cold method without negatively impacting qualitative parameters
and with the potential to preserve valuable nutritional substances in the product.
Keywords: mead, method of production, quality parameters

UvVOD

Medovina nebola len slovanskym napojom. Kvasené napoje z medu sa konzumovali
prakticky vsade, kde ¢lovek zacal med zbierat a skladovat. Med bol jedinym koncentro-
vanym sladidlom relativne bezne dostupnym uz v prehistorickych dobach. Vyroba me-
doviny mdze prebiehat viacerymi spésobmi s pouzitim vyrazne odlisnych receptur. Naj-
beznejsi postup je rozpustenie medu vo vode, pripadne v ovocnej $tave. Podla niektorych
postupov sa tiez priddvaju aromatizujiice a ochucujtce zlozky, vdc¢sinou vo forme extrak-
cie bylin a korenia (Dupal, 2013). Pridanie pelu spominaju Iglesias ef al. (2014). Klasicka
,,Cistd medovina“ vznikd na baze kvasenia vodného roztoku medu. Medovina zahfna Siro-
ké spektrum néapojov, ktoré sice maju spolo¢ny zéklad (kvaseny med), av$ak svojim cha-
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rakterom sa vyrazne liSia a mozno ich rovnako tazko vzajomne porovnavat. Pre maly tr-
hovy vyznam napoja z medu nebola doposial vykonana Ziadna komplexna $tudia tykajica
sa jeho pripravy (Gruna et al., 2020). Postup je porovnatelny ako pri vyrobe vina z hrozna.
Vyraba sa ako alkoholicky ndpoj, s obsahom okolo 13-14% obj. etanolu (Bellik a Igue-
rouada, 2013). Na svetovych sttaziach sa zvycajne rozoznavaju iba najbeznejsie kategorie,
a to medovina tradi¢nd, korenena a ovocna. Vsetky sa dalej rozdeluji podla obsahu cukru
na medovinu suchd a sladka (Cermékové et al., 2017). Zékladnou surovinou medoviny
je med. Hodnota sudiny medu by nemala byt niZ$ia ako 78% pretoZe to ovplyviuje tr-
vanlivost medu. Susinu tvoria cukry, mineralne latky, bielkoviny (vratanie aminokyselin),
enzymy (fermenty), organické, anorganické kyseliny, aromatické latky, alkaloidy, farbiva,
vitaminy, lipidy, materska kasicka, suspendované latky, pel (Cubon et al., 2021).

MATERIAL A METODIKA PRACE

Pouzili sme med kvetovy, lokalita Kracunovce, ro¢nik 2022, obsah vody 17,2 %. Zvole-
nym pomerom medu a prevarenej pitnej vody sme nastavili refrakciu zmesi na 23° Brix.
Realizovali sme pripravu zékvasu za studena, kde roztok medu a vody nepresiel pred ino-
kulaciou kvasinkami varom - variant 1 a pripravu zdkvasu za tepla, kde roztok medu a vo-
dy presiel pred inokuldciou kvasinkami varom - variant 2.

Postup variant 1: Zahriatie kvasnej zmesi na 36 °C na dobu 30 min. Pridanie 1 g/l kyse-
liny vinnej. Postup variant 2: Zahriatie kvasnej zmesi na bod varu. Pocas zvySovania teplo-
ty sme postupne odstranovali bielkoviny v podobe peny, ktora vznikala pri vareni (trvanie
50 minut). Ked sa pena prestala tvorit varili sme zmes este 5 min. Pridanie 1 g/l kyseliny
vinnej. Po vychladnuti kvasnych zmesi sme pre fermentaciu pouzili uslachtilé kvasinky
Schimansky Power a Zivna sol Mauriferm Plus. Kvasinky a zivnu sol sme pre zabezpecenie
plynulej fermentacie pridavali v priebehu fermentécie 3 krat. Priebeh fermentacii sme sle-
dovali fyzikalno - chemickymi analyzami metédou FTIR.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kyselina octova (KO) je kvantitativne a senzoricky najvyznamnej$ou prchavou kyse-
linou produkovanou pocas alkoholovej fermentdcie. Predstavuje viac ako 90 % celkovej
prchavej kyslosti (Pereira et al, 2017). Maximalny povoleny obsah KO v medovindch
je 1,6 g/l (Vyhlaska ¢. 30/2014 Z. z.). Hodnoty nad 1,2 g/l uz mdzeme povazovat za kri-
tické. Kyselina octovd moze sluzit ako parameter na kontrolu ¢istoty fermentdcie, moze
tiez poskytovat informacie o strese kvasiniek (Chitarrini et al., 2020). Nizsie hodnoty KO
v dokvasenej medovine mal variant 2 (za tepla), a to 0,99 g/1. Variant 1 obsahoval 1,09 g/1
KO, ¢o nie je kriticky obsah a bol v ramci najvyssej pripustnej hodnoty. Obsah alkoholu,
bol vyssi vo variante 1, a to 13,0% obj. Vo variante 2 mal hodnotu 12,7 % obj. Zrejme to
bolo spdsobené stazenymi podmienkami ¢innosti mikrofléry vo variante vystavenom bo-
du varu. Kvasna zmes obvykle neprekvasi na viac ako 13 % obj. etanolu a zvyskové cukry
ostand nesfermentované. Za normalnych podmienok sa pri 13,0% obj. etanolu ¢innost
vinnych kvasiniek zastavi (Dupal, 2013). Kvasenie sa vSak moze tiez cielene prerusit, aby
sa ziskala medovina so sladkou charakteristikou a niz§im obsahom etanolu (Simao et al.,
2021). Variant 2 obsahoval po stoceni a zasireni medoviny viac celkovych cukrov (35,60
g/1) ako variant 1 (23,13 g/1). Dynamickejsiu fermentaciu cukrov sme zistili vo variante 1
za studena.
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ZAVER

Antimikrobidlne vlastnosti medu maju velky potencial pre uplatnenie v medicine, ako
aj v potravinarstve. Med zleps$uje vstrebavanie lie¢iv, zvy$uje ich u¢innost a zaroven cisti
organizmus pred $kodlivymi latkami. Je velmi bohaty na bioaktivne zlozky, ako st flavo-
noidy, fenolové kyseliny, fenolové zluceniny, terpény a enzymy. Je prevenciou viacerych
chor6b a ma zdraviu prospesné biologické funkcie. Med sa méze vyvinut na silny netera-
peuticky liek. ZloZenie a kvalita medu st variabilné a zavisia od réznych faktorov najméi
od botanického zdroja nektaru, geografickej polohy, sezonnych a klimatickych podmie-
nok, sposobu spracovania a skladovania. Antimikrobidlne vlastnosti medu zamedzuju rast
mnohych neziaducich mikroorganizmov. Vsetky pozitivne vlastnosti by sme mali preniest
aj do dalsich produktov z medu, teda i medoviny. Z nasich vysledkov vyplyva, Ze pri pre-
ciznych postupoch je mozné produkovat medovinu studenou cestou, bez negativneho
vplyvu na kvalitativne parametre a s potencidlom zachovania cennych nutri¢nych latok
v produkte.
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Hodnotenie prinosov a rizik roznych sposobov realizacie jabl¢no
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Abstract

This study examined various methods of malic acid biodegradation in red wines using
malolactic fermentation (MLF) and their impact on qualitative parameters and the forma-
tion of undesirable acetic acid in wine. We investigated the effect of different inoculation
methods of Oenococcus oeni bacteria on the content of lactic acid, acetic acid, malic acid,
and pH values. Our results showed that early application of O. oeni culture is a compara-
ble alternative to late inoculation in terms of the physicochemical parameters of the final
product. The concentration of acetic acid at the end of MLF did not depend on the timing
of inoculation, and the values were not statistically significantly different. The measured
final concentration of acetic acid slightly exceeds the perception threshold (0.7 g/L) but
is within the current legislation range for dry red wines (1.2 g/L) and does not negatively
impact the quality of the final product. We recommend early inoculation of O. oeni cul-
ture and regular monitoring of acetic acid content during MLF to ensure microbiological
stability and high wine quality.
Keywords: red wine, malolactic fermentation, malic acid, acetic acid, lactic acid, pH value

UvoD

Proces vyroby vina (vinifikdcia) zahfiia dva fermentaéné procesy: alkoholovu fer-
mentaciu (AF) prostrednictvom kvasiniek a malolaktickd (jabl¢no-mlie¢nu) fermentaciu
(MLF) uskuto¢novant baktériami mlie¢neho kvasenia (MB). MLF je vo vinarstve dolezita
ako biologicka metéda odburavania kyselin vo vine. Pri MLF dochddza prostrednictvom
metabolickej aktivity MB k enzymatickému odburaniu dikarboxylovej kyseliny L-jabl¢nej
na monokarboxylova kyselinu L-mlie¢nu s jemnej$ou a zaoblenej$ou chutou, za vzniku
oxidu uhli¢itého. Kyselina mlie¢na je menej disociovanou kyselinou ako kyselina jabl¢éna,
preto MLF znizuje kyslost vina, ¢o ma pozitivny vplyv na kvalitu hlavne cervenych vin
s vysokym obsahom trieslovin. Odburanie kyseliny jabl¢nej a kyseliny citronovej v priebe-
hu MLF zaroven odstranuje zdroje uhlika pre vyzivu MB a tym prispieva k mikrobilnej
stabilite vina a zabrdneniu moznému budicemu neriadenému odburavaniu kyselin vo fla-
$iach (Steidl a Renner, 2004; Pavlousek, 2011), ¢o ma dolezity vyznam pre vyslednu kvali-
tu vacsiny cervenych vin (Bauer a Dicks, 2004). Okrem zvysenia pH dochadza v priebehu
MLF k fermentdcii dalsich cukrov a k produkcii réznych aromatickych latok, ktoré menia
organolepticky a senzoricky profil vysledného vina (Burns a Osborne 2013; Sumby et al.,
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2014). Po¢as MLF mo6zu MB produkovat alebo uvoltiovat niekolko zlic¢enin, ktoré maji
bud pozitivny alebo negativny vplyv na senzorické vlastnosti vina, v zavislosti od povahy
tychto zlucenin, ich koncentracie a fyzikalno-chemickych vlastnosti vina. MLF mozZno po-
uzit na moduldciu senzorickych atributov, ako je maslova aréma (diacetyl), ovocnd aréma,
pocit v ustach a farba (Swiegers et al., 2005). Zakladné mechanizmy zahfnaju produkciu
enzymatickych aktivit, ktoré mézu mat arému a/alebo vizualne efekty. Biologické odbura-
vanie kyselin pri MLF sa uskuto¢iiuje metabolickou aktivitou MB. MB su sucastou mikro-
fléry hrozna, mustu a vina. Nachddzame ich na bobuliach, listoch, v pode a tieZ v pivni-
ciach. Z technologického aspektu sa ¢lenia na uzito¢né, ktorymi sa vino zlep$uje, pretoze
ich pésobenim prebieha vo vine MLF a $kodlivé baktérie, vplyvom ktorych vznikaju vo vi-
nach neziaduce mikrobiologické zmeny. MB, ktoré maji vyznam pri vyrobe vina st gram-
pozitivne nepohyblivé koky a ty¢inky. Vo vine st schopné prezivat iba kmene z rodov, kto-
ré st odolné voci stresovému prostrediu vo vine, ako je nizka hodnota pH (<3,5), vysokd
koncentracia SO, (50 ppm) a obsah etanolu nad 10% obj. (Bartle, 2020). MB vyznamné
pri vyrobe vina sa rozdeluji na homofermentativne baktérie rodu Pediococcus, ktoré pre-
mienaju glukdzu alebo fruktézu na kyselinu mlie¢nu a heterofermentativne baktérie rodu
Lactobacillus a Oenococcus vytvarajice popri kyseline mlie¢nej dalsie produkty (kyselinu
octovi, etanol a oxid uhli¢ity). Najbeznejsie pouzivané baktérie pre riadeni MLF patria
do druhu Oenococcus oeni (Pavlousek, 2010), av§ak takmer vSetky MB dokazu odburavat
kyselinu jabl¢nt na kyselinu mlie¢nu za sti¢asného znizenia kyslosti vina. VSetky druhy
MB su tiez schopné rozkladat cukry obsiahnuté v muste alebo vine na kyselinu mlie¢nu
a octovu, pricom z fruktézy vznikd najcastejSie manit, ktory je neziaduci, pretoze moze
sposobovat chyby vina (Eder et al., 2006). Cielom prace bolo preskimat rozne postupy
biodegradécie kyseliny jabl¢nej v ¢ervenych vinach pomocou malolaktickej fermentdcie
(MLF) a ich vplyv na kvalitativne parametre a tvorbu neziaducej kyseliny octovej vo vine.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Zakladné fyzikalno-chemické parametre mustu a vina odrody hrozna Cabernet Sauvig-
non (Nitrianska vinohradnicka oblast, ro¢nik 2021) boli stanovené metédou FT-IR spek-
troskopie na zaklade metodiky Moreira a Santos (2002). Metdda je zalozena na ziskava-
nf a analyze infrac¢erveného spektra tuhych, kvapalnych alebo plynnych latok. Umoziiuje
rychle a pomerne presné stanovenie zakladnych fyzikdlno-chemickych parametrov mustu
a vina, medzi ktoré patria: etanol, glukdza, fruktdza, sachardza, skladba kyselin, celkové
kyseliny, hodnotu pH, glycerol a hustotu. ALPHA FT-IR-WINE Analyzator (Bruker) ana-
lyzuje vzorku vina s vyuzitim tzv. ATR postupu merania. Kalibracia je zaloZend na viac ako
1700 vinach zo v8etkych vinarskych oblasti na celom svete. Po filtracii a centrifugacii boli
vzorky vina skimané bez dal$ich tprav. Do prietokovej bunky bolo injektovanych pribliz-
ne 10ml vzorky vina. Material bol zohriaty na 40 °C pred zachytenim spektra v rozsahu
0,78 az 1000 nm. Do 70-100 sekiind zariadenie skiimalo vzorku a vysledky boli zazname-
nané. Porovnanim referen¢nych hodnoét jednotlivych parametrov so Standardnym vinom
na analyzu (Bruker Optic GmbH, Nemecko) bola overend presnost procesu. V tabulke 1
st uvedené varianty s daitumom aplikacie O. oeni v réznom ¢ase po inicidcii alkoholo-
vej fermentdcie. Merania sa uskutocnili v 3 opakovaniach a boli vyhodnotené programom
XLSTAT v.2021.4.1 (Addinsoft, Franctizsko) pomocou Kruskal-Wallis testu na hladine vy-
znamnosti a = 0,05.
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Tabulka 1 Experimentalna aplikdcia O. oeni v rdznom ¢ase po inicidcii alkoholovej
fermentacii (AF)

Variant Datum aplikacie O. oeni (rok 2021) Doba po iniciacii AF (5.10.2021)
V1 5.10. 0 dni
V2 10. 10. 5 dni
V3 19. 10. 14 dni
V4 Kontrola (bez pridania O. oeni) -
VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky analytického rozboru mustu pred inicidciou AF a MLF su uvedené v Tabulke
2. Vzorky jednotlivych experimentdlnych variantov sa podrobili analyze parametrov, ktoré
mdzu byt potencidlne ovplyvnené procesom MLF a terminom inokuldcie MB. Analyzou
sa stanovili hodnoty nasledovnych parametrov: kyselina jabl¢nd, kyselina mlie¢na, celkovy
obsah kyselin, kyselina vinna, kyselina octovd, pH, celkovy obsah cukrov, alkohol a glyce-
rol.

Tabulka 2 Vysledky fyzikalno - chemickych analyz mustu pred inokulaciou kvasiniek
aMB

Sledovany parameter Priemer + SD
Fruktéza (g.L") 99,85 + 0,12
Glukoéza (g.L") 94,14 + 0,24

Refrakcia (%) 19,97 £ 0,10
Hustota (g.cm™) 1,08 + 0,01
Kyselina jabl¢na (g.L") 4,88 + 0,05
pH 3,09 0,02
Kyselina vinna (g.L"') 4,17 £0,03
Celkové kyseliny (g.L") 8,85 + 0,06
Celkové cukry (g.L") 197,13 + 0,26

Obsah kyseliny jabl¢nej v muste bol 4,88 g.L'!. Obsah kyseliny jabl¢nej bol sledovany
aj v priebehu MLF a pokles jej koncentracie koreloval s narastom koncentracie kyseliny
mlie¢nej. Na konci MLF mala kazda experimentdlna varianta menej ako 0,1 g.L" kyseliny
jabl¢nej. pH hodnota bola sledovana pocas a po MLF v jednotlivych vzorkach, s vysledny-
mi hodnotami pH v rozmedzi od 3,24 do 3,30. Tieto vysledky poskytuja prehlad o vyvoji
obsahu celkovych kyselin a pH hodnét v roku 2021 pocas procesu malolaktickej fermen-
tacie a su dolezité pre pochopenie manazmentu kvality a stability vina. Obsahy kyseliny
mlie¢nej na konci MLF boli v experimentalnych variantoch a Statisticky preukazne roz-
dielne (p < 0,05).

Hodnota kyseliny octovej bola sledovana z dévodu, Ze ovplyviuje kvalitu vina, najma
jeho chut a voru. Nadmerny obsah povazujeme za chorobu vina, ¢o vyznamne znizuje
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Obrdzok 2 Statistické vyhodnotenie koncentrdcii kyseliny octovej na konci

MLF (g.L").
jeho kvalitu. Skiimali sme rozne metddy inokuldcie baktérii po¢as MLF a ich vplyv na pro-
dukciu kyseliny octovej. Rozdiely obsahu kyseliny octovej medzi experimentalnymi va-
riantmi s uvedené na obrazku 2. Tieto vysledky pomahaju optimalizovat fermentaény
proces. Monitorovanie kyseliny octovej tiez zabezpeluje, Ze vino spitia legislativne limity
a je mikrobiologicky stabilné, ¢im sa minimalizuje riziko vzniku neZiaducich vedlajsich
produktov.

Pozitivnym vysledkom je, Ze skorsi termin inokuldcie O. oeni viedol k niz§im hladinam
kyseliny octovej v skorsich terminoch merania v porovnani s ostatnymi variantmi. Tieto
vysledky suhlasi s pracou Caias et al. (2015). Existuju vsak aj Studie, v ktorych autori po-
zorovali znizentl koncentraciu kyseliny octovej (Tristezza, 2016) alebo dokonca zvySent
koncentraciu kyseliny octovej pri sti¢asnej inokuldcii kvasiniek a MB v porovnani so sek-
venénou inokuldciou (Liu, 2002; Knoll et al., 2012; Garofalo et al., 2015). Variabilita vy-
sledkov roznych autorov moze byt spdsobend roznym zlozenim mustu, réznymi podmien-
kami vinifikdcie a roznymi kmenmi MB pouzitymi v jednotlivych §tadiach. Nase vysledky
ukadzali, Ze koncentracia kyseliny octovej na konci MLF v experimentalnych variantoch
nebola zavisla od nacasovania inokuldcie O. oeni vzhladom na AF a hodnoty sa $tatisticky
vyznamne (p < 0,05) nelisili.

ZAVER

Z vysledkov nasej prace vyplyva, Ze skord aplikicia kultiry O. oeni je porovnatelnou
alternativou k neskorej inokulacii z hladiska fyzikdlno-chemickych parametrov kone¢né-
ho produktu. Koncentracia kyseliny octovej na konci malolaktickej fermentacie (MLF)
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nebola zévisla od nacasovania inokulacie O. oeni vzhladom na alkoholovt fermentaciu
(AF) a hodnoty sa $tatisticky vyznamne neli$ili. Namerand kone¢nd koncentracia kyseliny
octovej mierne presahuje prahovd koncentriciu jej vnimania (0,7 g.L"), ale je v rozsahu
aktudlnej legislativy pre suché ¢ervené vina (1,2 g.L'') a nema negativny vplyv na kvalitu
kone¢ného produktu. Odportac¢ame skoru inokuldciu kultury O. oeni, ktora viedla k niz-
$im hladinam kyseliny octovej v skor$ich terminoch merania. Je ddlezité pravidelne mo-
nitorovat obsah kyseliny octovej po¢as MLE, aby sa zabezpecilo, Ze vino spina legislativne
limity a je mikrobiologicky stabilné. Neodporuc¢ame pouzivat spontinnu MLE pretoze
prinos $pecifickych miestnych charakteristik vina neprevysuje rizika vzniku chyb a tvor-
by neziaducich vedlajsich produktov. Rozne metddy inokuldcie by mali byt prisposobené
$pecifickym podmienkam vinifikacie a zlozeniu mustu, aby sa dosiahla optimalna kvalita
vina. Tieto odporuc¢ania pomdzu vyrobcom vina zlepsit kvalitu ich produktov a zabezpe-
¢it, ze ich vina budu trvale spitat vysoké $tandardy kvality a bezpenosti.
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Vplyv sposobu pripravy kvasu na senzorické parametre
a vytaznost destilatu z odrody sliviek stanley

The influence of the yeast preparation method on the sensory
parameters and yield of the distillate from the stanley plum variety
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Abstract

This work deals with the sensory analysis of various variants of plum distillate made
from the Stanley variety. The aim was to compare the effect of adding yeast, enzymes, and
sucrose on the sensory properties of the distillate. Three variants of the ferment were pre-
pared and fermented: 1) with the addition of yeast, enzymes, and sucrose (KES), 2) with
the addition of yeast and enzymes without sucrose (KE), and 3) with the addition of yeast
and sucrose without enzymes (KS). Sensory evaluation was performed using a 50-point
scale, assessing the aroma, taste, and overall acceptance of the distillate. ,The highest rat-
ing was achieved by the sample using yeast and enzyme, without sucrose, scoring 37.2
points. Based on these results, we recommend the application of pectolytic enzymes and
noble yeasts to achieve optimal sensory properties of the distillate. The KES variant re-
ceived a lower score (34.2 points), but it is also necessary to consider the economic aspects
of mash production, i.e., ethanol yield. The results indicate that de-stoning the fruits is suf-
ficient to be done after fermentation, but in any case, before distillation. The deterioration
of sensory parameters in the variants using sucrose will be the subject of further research,
such as the pH value of the fruit, fermentation temperature, etc.”
Keywords: sensory analysis, distillate, plums, ferment, yeast, enzymes

UvoD

Slivka je oblubend ovocna plodina, najmé v Eurdpe, kde sa pestuje na ploche 500 000
hektarov s produkciou okolo 3 miliénov ton. Za poslednych 20 rokov bolo vyvinutych 170
kultivarov sliviek, aby sa prisposobili meniacim sa klimatickym podmienkam, vykazuja-
cich vlastnosti ako odolnost vo¢i chorobdm, kratsia vegeta¢nd sezona, neskoré kvitnutie
a mrazuvzdornost (Butac et al., 2011; Popovic et al., 2019). Najvac§imi producentmi sli-
viek v Eurépe st Rumunsko, Srbsko, Francuzsko a Polsko. Slivky sa pestujii na rozne tcely,
vratane konzumacie v Cerstvom stave, vyroby suseného ovocia a znacna cast urody sliviek
sa vyuziva v destilérskom priemysle (Logistica Fruit, 2024). Z hladiska plochy sa slivkové
sady radia na druhé miesto po jablonovych sadoch. (Vyviurska et al,, 2017). Obrat desti-
lérskeho priemyslu v EU pred zdanenim sa odhaduje na 26,5 miliardy EUR (Heller a Ein-
falt, 2022).

Destilaciu definujeme ako ,oddelovanie prchavych frakcii na zéklade rozdielneho bo-
du varu jednotlivych zloziek®. Spociva v postupnom zahrievani kvapalnej zmesi, pricom
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sa lahsie prchavé latky vyparuju skor. Pod ndzvom fermenticia, ktorého slovenskym sy-
nonymom je kvasenie alebo kysnutie, sa ukryva proces premeny organickych latok, pocas
ktorého vznikaju latky jednoduchsie. Prudky rozvoj mikroorganizmov, ku ktorému pri
fermentacii dochddza, sposobi vznik prostredia, ktoré chrania potraviny pred kontami-
néciou toxickymi latkami a mikrobidlnym rozkladom (Malik, 2017). Hlavnd tlohu pri
fermentacii maji mikroorganizmy a konkrétne predovsetkym ich enzymy (Spaho a Ble-
sic, 2005). Ovocie pouzité k priprave kvasu zohrava velmi dolezitd tlohu v otazke kvality
findlneho produktu. Rovnako délezitu tlohu zohrava aj priprava kvasu, kedy prave vlast-
nostami daného ovocia ako zdrojovej suroviny a nespravnym technologickym postupom
moze prist k znehodnoteniu kvasu este pred procesom destilovania (Mottl, 2010). V pri-
pade kvasu su meratelnymi parametrami obsah sacharidov, hodnota pH kvasu, obsah
alkoholu a pod. V pripade ziskaného destilatu sa jedna o obsah etanolu, metanol, kya-
novodik, estery a dal$ie latky. Niektoré latky je mozné definovat, resp. zistit ich hodnoty
v beznych podmienkach a v niektorych je mozné ich zistit iba laboratérne (Dyr a Dyr,
2020).

MATERIAL A METODIKA PRACE

Pouzili sme odrodu Stanley, z ro¢nika 2023. Pre experiment pripravili tri varianty sliv-
kového kvasu 4 130 kg:

1. KES: Kvas s pridavkom kvasiniek, enzymov a sacharézy. Slivky sme odkostkovali

pred fermentaciou. Refrakciu kvasu sme upravili na 22 °Brix;

2. KE: Kvas s pridavkom kvasiniek a enzymov, bez sacharézy. Slivky sme odkdstkovali

az po fermentacii. Refrakciu kvasu sme neupravili. Hodnota bola 20 °Brix.

3. KS: Kvas s pridavkom kvasiniek a sacharézy, bez enzymov. Slivky sme odkostkovali

pred fermentaciou. Refrakciu kvasu sme upravili na 22 °Brix;

Pouzili sme uslachtilé kvasinky pre ovocné musty “BS” a enzym Distizym. Kazdy va-
riant kvasu sme po sfermentovani destilovali za totoznych podmienok. Obsah etanolu
sme v destilitoch merali hustomerom a nastavili v kazdom variante na finalnych 52 % ob;.
demineralizovanou vodou. Senzorické hodnotenie vzoriek sme robili pomocou 50-bodo-
vej stupnice (Balik, 2017). Hodnotené boli parametre vzhlad, vona, chut a celkovy dojem
z destilatu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri variantoch s pridanim sacharézy sme ziskali vy$siu vytaznost destildtu s obsahom
etanolu 52 % obj., a to 111. V pripade variantu s neupravenou refrakciou (KE) sme ziska-
li 91 destilatu. Senzorické hodnotenie vykonala reprezentativna vzorka 7 posudzovatelov,
z ktorych traja vlastnili platné osved¢enie posudzovatela pre napoje. Vysledky senzoric-
kého hodnotenia s priemernymi hodnotami z 5 vnutornych hodnoét, pretoze najnizsie
a najvyssie udelené body (extrémy) sme eliminovali. Najnizsie celkové priemerné bodo-
vé hodnotenie v 50 bodovej stupnici senzorického hodnotenia ziskala vzorka KES, tzn.
pridanie sachardzy, enzymov a kvasiniek a odkostkovanie pred fermentdciou, a to 34,2
bodov. Nizsie bodového hodnotenie pridelili posudzovatelia najméd pri parametri vona
a v niektorych pripadoch aj pri parametri chut. Z vysledkov jednoznac¢ne vyplyva, ze od-
kostkovanie plodov postacuje realizovat az po fermentdcii, avSak v kazdom pripade este
pred destilaciou. Priemerné bodové hodnotenie deskriptorov ¢lenmi komisie je zobraze-

/35 /



Aktudlne trendy v agropotravinarstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou Gc¢astou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

né na obrazku 1. Najvyssie bola hodnotend vzorka KE - pridanie enzymov a uslachtilych
kvasiniek, bez tpravy cukornatosti (37,2 bodov). Vzorka KS bez pouzitia pektolytického
enzymu ziskala 35,8 bodov.

KS KES KE

vzhlad /Cirost a farba
7.00

6.00
celkovy dojem ftypicita Viéna Kistota

dochut /dtka Vvéiia fintenzita

chut Mmarmbnia Véfia marmonia

chut jemnost chut /éistota

Obrdzok 1 Vysledky senzorického hodnotenia senzorickych deskriptorov
jednotlivych variantov destildtu.

Podrobné informacie o zlozeni vybraného ovocia a organoleptickych vlastnostiach jed-
notlivych zlic¢enin moézu pomoct pri predikeii kvality konecného destilatu (Christoph et
al., 2007; Ismail et al., 1981a; Ismail et al., 1981b; Nikicevié et al., 2011; Zierer et al., 2016).
Balak et al. (2024) odporucaji vyuzivat analyzy GC-FID na monitorovanie produkcie
ovocnych destilatov, ¢o moze pomdct pri hodnoteni aromatickych profilov a kontrole kva-
lity. Tento pristup moze sluzit ako nezavisly ndstroj na zlepsenie senzorickych vlastnosti
destilatov.

ZAVER

Najvyssie hodnotenie dosiahla vzorka s pouzitim kvasiniek a enzymu, bez sacharézy
(KE), a to hlavne v parametroch vone a chuti. Na zaklade tychto vysledkov odporuc¢ame
na dosiahnutie optimalnych senzorickych vlastnosti destilatu aplikdciu pektolytickych
enzymov a uslachtilych kvasiniek. Hodnotenie variantu KES nebolo vyznamne nizsie
a naviac je potrebné zohladnit aj ekonomické aspekty vyroby kvasu, t.z. vytaznost etano-
lu. Zhor$enie senzorickych parametrov variantov s pouzitim sacharézy bude predmetom
dalsieho vyskumu, ako je napr. hodnota pH ovocia, teplota kvasenia a pod. Ak sa chce-
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me vyhnut tpravy obsahu sacharidov v kvase, je ddlezité pouzivat dostato¢ne zrelé ovocie
a zabezpecit optimalne fermenta¢né podmienky.
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Comparison of the mechanisms of formation and content of allergens
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Abstract

Despite the presence of certain food allergens, wine maintains its status as a healthy
and noble beverage. The consumption of food significantly affects human health, and
food-related diseases include intolerances and allergies. Allergens such as sulphites, egg
and milk proteins, and histamine can be found in wine. Sulphites, egg and milk proteins
are additives that must be labelled on wine packaging. Egg and milk proteins are techno-
logical aids that are almost completely removed after wine processing, making them only
theoretical allergens. Histamine, a genuine food allergen, can cause issues for some indi-
viduals. Histamine intolerance affects a small percentage of the population and is caused
by insufficient production of the enzyme diamine oxidase (DAO). However, the histamine
content in wine is significantly lower compared to other foods. Quality wine retains its sta-
tus as a unique food item even in the context of food allergies and can be safely consumed
when adhering to relevant standards and limits.
Keywords: sulphites, histamine, allergens, health food, wine

The character and composition of consumed foods have a significant impact on human
health and overall condition. Cases of food-related diseases are becoming more frequent,
not only because current scientific advancements allow for more detailed detection and
evaluation. Nutritionally related diseases include food intolerances and allergies. Allergens
are also found in wine. Some are added as additives or technological aids, while others are
naturally present. The most significant allergens that can occur in wine are sulfites, egg
and milk proteins, and histamine.

Sulphites

A known and declared allergen in wine is sulfur dioxide. It is an additive. The toxici-
ty of concentrated sulfur dioxide is proven. Its maximum permissible amount in wine is
limited. Current EU legislation mandates that the presence of sulfur dioxide in food in
amounts greater than 10 mg/kg must be labeled as “contains sulfites” or “contains sulfur
dioxide” The labeling must be provided in the official language of the country where the
food is being marketed.

Egg Proteins
Egg proteins can be added to wine in various forms as technological aids. If egg
white is used for wine fining, this fact must also be indicated on the consumer packag-
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ing, e.g., “contains traces of egg white” and various allowed modifications of this state-
ment.

Milk Proteins

Milk proteins can also be added to wine as technological aids. If milk protein is used for
wine fining, this fact must be indicated on the consumer packaging, e.g., “contains traces
of milk casein” and various allowed modifications of this statement. In the case of wine,
milk and egg proteins are actually just theoretical allergens. After wine processing, they
are almost completely removed from the product. Residual traces of these proteins in mi-
nuscule amounts can theoretically cause an allergic reaction in sensitive individuals.

Histamine

A real food allergen found in wine is histamine. Cases where some individuals experi-
ence issues other than those caused by ethanol after consuming wine are becoming more
frequent. Most often, it is a sensitivity to histamine. Histamine is produced during the
breakdown of the amino acid histidine, which is present in practically all plant and animal
cells. The transformation of histidine to histamine occurs through the enzyme histidine
decarboxylase, triggered by microorganisms. Yeast and bacteria thus play an important
role in the formation of histamine.

Histamine belongs to the group of biogenic amines. It is ingested through food and
is also produced by human cells where it is stored. It can affect the secretion activity of
gastric juices, the digestive tract, bronchi, and uterus. It is also an important initiator and
mediator of allergic diseases and functions as a neurotransmitter in the central nervous
system. The intensity of histamine’s physiological effects depends on the amount ingested,
its content in cells, and the intensity of its accumulation. If the amount of free histamine
exceeds certain limits, undesirable reactions occur: increased production of stomach acids
(heartburn), strong intestinal peristalsis (bloating, diarrhea), headaches, skin flushing and
asthma. It is clear that the body must effectively defend against excessive histamine intake.
Excess histamine in the human body is broken down by two enzymes: diamine oxidase
(DAO) and N-methyltransferase. DAO plays a more significant role as it can break down
ingested histamine already in the digestive tract. DAO is produced by human cells in the
walls of the small intestine, liver, kidneys, and blood.

Histamine Intolerance

1 to 3 percent of the population suffers from histamine intolerance. The cause is insuf-
ficient DAO production by the body or its blockage by drugs, other biogenic amines, or
ethanol. This creates an imbalance between DAO and histamine, which the body cannot
break down sufficiently. This imbalance can be exacerbated by consuming foods rich in
histamine. Therefore, histamine-intolerant individuals need to know foods that are rich or
poor in histamine. Foods that undergo a long maturation process (cheeses), lactic fermen-
tation (sauerkraut), or use smoking, salting, and drying in their preparation (meat, fish)
exhibit higher histamine values than fresh or freshly frozen foods. Freshly caught fish and
fresh meat contain almost no histamine. Improperly stored, spoiled fish can contain up to
13,000 mg.kg"' of histamine. Common, properly processed fish products contain around
1,000 mg.kg! of histamine. Dry sausages and ham can contain up to 600 mg.kg"' of his-
tamine. Mature cheeses contain up to 900 mg.kg?’, and sauerkraut up to 200 mg.kg"' of
histamine.
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Compared to the previous data, the histamine content in wine is significantly lower.
Red wines, sparkling wines, and sweet wines contain relatively higher values due to their
production method. In some special red wines and vintage sparkling wines, the histamine
content can exceed 30 mg.L". It is established that the histamine content in wines increas-
es proportionally with the length of contact with yeast lees.

Table 1 Approximate histamine content in some foods and wine

Products Histamine content | Source

White Wine 0.21 - 0.59 mg.L"! Bartowsky and Stockley (2010)
Red Wine 1.58 - .75 mg.L"! Bartowsky and Stockley (2010)
Sparkling Wine 0.16 - 5.90 mg.L"! Cohen (2023)

Raisin and Botrytis Selections up to 20 mg.L"! Cohen (2023)

Canned Fish up to 50 mg.kg™ Visciano et al. (2021)

Smoked Fish Products 100 - 200 mg kg™ Visciano et al. (2021)

Dry Hams and Sausages 300 - 600 mg.kg™! Comas-Basté et al. (2019)
Aged Cheeses 900 - 2500 mg.kg' | Comas-Basté et al. (2019)

Sour Cabagge 10 - 200 mg.kg! Visciano et al. (2021)

In the analysis of histamine content in Slovak wines from the 2023 vintage, the fol-
lowing average histamine values were measured in various samples. The highest average
value was recorded in the sample of Alibernet, which reached 2.87 mg.L", while the low-
est average value was found in the sample of Riesling Italico which indicated a very low
concentration of histamine below the detection limit. It is evident that the application of
different technological processes can significantly influence the final histamine content in
wine. This data is crucial for further studies and the optimization of winemaking process-
es to minimize histamine content in final products, which is important for consumer safe-
ty and satisfaction.

Despite the significantly lower histamine content in wine compared to the foods men-
tioned in Table 1, individuals with histamine intolerance often report allergic reactions.
This is because the body absorbs histamine much more rapidly and effectively from liq-
uids than from solid foods. Ethanol plays a significant role in this process as well. It aids
in faster digestion, improves blood circulation, and additionally blocks the activity of di-
amine oxidase (DAO).

Histamine intolerance is currently diagnosable. It can be detected through blood tests
or by measuring DAO activity. It is beneficial for individuals with histamine intolerance
to be aware of their condition so that they can prepare in a way that allows them to enjoy
wine without adverse effects. This can be achieved by choosing wines with a presumed
minimal amount of histamine and, more importantly, by selecting an appropriate accom-
panying menu.

There arises a question of whether wine labels should also indicate “contains histamine”
or “contains biogenic amines” The unequivocal answer is: No. Histamine is not an ad-
ditive but a natural product of biotechnology. Indicating its presence on the wine label
would only make sense if the exact amount were stated. This would be particularly harsh
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for special types of wines. The obligation to label the use of sulfites—one of the oldest,
traditional, and indispensable additives—is already sufficiently stringent for wine. Fortu-
nately, the indication of sulfite content on consumer packaging has not led to a decline in
wine consumption across Europe, nor has it caused any doubts about the health aspects of
moderate wine consumption.

Allergens, Wine, and Health

Current scientific advancements allow for detailed identification and evaluation of
food-related risks. From this perspective, it is good news that the histamine content in
healthy wine is negligible compared to many other foods and popular delicacies. An in-
creased histamine content in wine can paradoxically result from improper technology,
particularly incorrect or lack of sulfiting, unhealthy yeast lees, and oxidation. For those
with histamine intolerance, there are now supplements available that can adequately mit-
igate this condition. These dietary supplements contain the enzyme DAO (diamine oxi-
dase), which supports the breakdown of histamine. Their intelligent use compensates for
the lack of DAO activity in the human body.

While the toxicity of sulfur dioxide cannot be refuted, its impact on consumer health
has been verified over millennia. The maximum permissible amounts of sulfur dioxide in
wine are strictly limited, and adherence to these limits ensures no negative effects on con-
sumer health. Within 24 hours of consumption, sulfites are completely excreted from the
body in the form of sulfates.

If traces of egg or milk proteins are present in wine, they are in absolutely negligible
amounts. They can enter the wine from well-established and traditionally used techno-
logical aids (fining agents), which are almost completely removed from the product after
performing their function.

Wine is not a food where it is necessary to fundamentally address food allergies. Even
in this regard, quality wine maintains its status as a unique food. When we toast with
healthy wine for our health, we are supported by truly strong arguments. As the famous
French chemist and biologist Louis Pasteur once said, “Wine is the healthiest and most
hygienic beverage in the world”

CONSLUSIONS

Despite the potential presence of food allergens such as sulfites, egg and milk proteins,
and histamine, wine retains its status as a healthy and noble beverage. Scientific advance-
ments have shown that the histamine content in wine is significantly lower compared to
many other foods, making it a safer option for consumers, including those with histamine
intolerance. Proper winemaking practices can further minimize histamine levels, ensuring
consumer safety. The long-standing use of sulfites in winemaking, regulated by strict lim-
its, poses no significant health risk when consumed in moderation. Trace amounts of egg
and milk proteins in wine are also negligible. Thus, quality wine remains a healthy choice,
echoing Louis Pasteur’s sentiment that “Wine is the healthiest and most hygienic beverage
in the world” Continued research and technological improvements will enhance the safety
and enjoyment of wine for all.
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Abstract

In 2023, a significant number of food fraud cases in the alcoholic beverage sector were
reported to the KC-FFQ system. The aim of this study was to analyze these cases in terms
of the most common types of fraud, geographical distribution, and the commodities most
affected. The results showed that smuggling and counterfeiting of alcoholic beverages were
the most frequent forms of fraud, with the highest number of cases recorded in Italy, In-
dia, and Colombia. These frauds caused considerable economic losses and posed serious
risks to consumers exposed to dangerous counterfeit products. The study highlights the
need to improve control measures and international cooperation in combating illegal
practices in the alcoholic beverage sector.
Keywords: food fraud, alcoholic beverages, smuggling, counterfeiting, KC-FFQ

UvoD

Potravinovy podvod je $iroky pojem, ktory sa pouZziva na oznaenie Gmyselného
a klamlivého konania s cielom ekonomického zisku s potravinami (Spink a Bedard et al.,
2019). Typy potravinovych podvodov zahrnaju, ale nie s obmedzené na, ndhradu (na-
pr. nahradenie zlozky s vysokou hodnotou zlozkou s niz$ou hodnotou), riedenie (napr.
mie$anie kvapalnej zlozky s vysokou hodnotou s kvapalinou niZ$ej hodnoty), zakryvanie
(napr. skrytie nizkej kvality zloziek), falSovanie (napr. kopirovanie znacky na ekonomicky
zisk), nespravne oznacovanie alebo nespravnu prezentaciu potravin, potravinovych zlo-
ziek alebo obalov (napr. uvedenie nepravdivého tvrdenia na ekonomicky zisk), neodobre-
né vylepsovanie (napr. pridavanie neznamych alebo neoznamenych materialov na zlepse-
nie kvalitativnych vlastnosti) a produkciu na Sedom trhu/kradez/odklon (KC-FFQ, 2022;
Spink et al., 2019; Winkler et al., 2023). Hoci v rémci Eurépskej tinie (EU) neexistuje pres-
nd definicia ,potravinového podvodu, ktora by bola nevyhnutnd na vytvorenie spolo¢né-
ho porozumenia problému, viaceré pokusy zo strany vlad v ramci potravinového systému
EU boli zamerané na zabezpelenie toho, aby potraviny boli bezpe¢né a zaujmy spotre-
bitelov chrénené (Eurépska komisia, 2020a). Bohata legislativa EU tykajtica sa potravin,
Centrum znalosti pre potravinové podvody a kvalitu a Koordinované kontrolné progra-
my sd niektoré z opatreni na boj proti potravinovym podvodom v EU (Eurépska komisia,
2020b). Centrum znalosti pre potravinové podvody a kvalitu (KC-FFQ) poskytuje a zdiela
aktudlne vedecké poznatky o potravinovych podvodoch a problémoch s kvalitou potravin.
Koordinuje aktivity trhového dohladu a prevadzkuje systém v¢asného varovania a infor-
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macny systém pre potravinové podvody. Spolo¢ne ho prevadzkuje Vedeckd a znalostnd
sluzba Eurdpskej komisie, Spolo¢né vyskumné centrum (JRC) a oddelenia zodpovedné
za reguldciu refazca krmiv a potravin a ochranu prév spotrebitelov. Centrum dopliia &in-
nost siete EU pre potravinové podvody, ktorti prevadzkuje Oddelenie pre zdravie a bez-
pec¢nost potravin Eurdpskej komisie (Eurdpska komisia, 2020c¢). Cielom tejto $tadie bolo
monitorovat potravinové podvody tykajice sa alkoholickych ndpojov nahlasené v roku
2023 po celom svete.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Ciel tejto $tudie bol dosiahnuty vyuzitim a spracovanim tdajov, ktoré boli ziskané z da-
tabazy KC-FFQ, ktoré je hostitelom spolo¢ného vyskumného centra (JRC), za rok 2023.
Zéaznamy boli ziskané pomocou portélu a obsahovali informécie o reportujucej krajine,
potravinovych komoditach, kategoriach potravinovych podvodoch a pripadoch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Bezpe¢nost potravin je jednym z klucovych aspektov ochrany verejného zdravia
(Cieslik a Cieslik, 2012). Ak st potraviny nespravne opisané, t.j. informacie o povode, zlo-
zeni atd., ktoré si poskytované zakaznikom, nie st pravdivé, a ak je tento nespravny opis
vykonany s ciefom oklamat zakaznika pre finan¢ny zisk, dochadza k potravinovym pod-
vodom, tiez zndmym ako ekonomicky motivovana fal§ovanie potravin. Ekonomicky mo-
tivované fal§ovanie potravin spdsobuje skody odhadované na priblizne 8 az 12 miliard eur
ro¢ne (Vaqué a Vidreras, 2018). Vyhodnotenim oznameni o potravinovych podvodoch
z KC-FFQ v roku 2023 sme zistili 88 oznameni nahlasenych do tohto systému (Tabulka
1). Vyhodnotili sme $tyri najbeznejsie typy podvodov v 33 hldsiacich krajinach kde bo-
la najcastejsie falsovana komodita alkoholickych napojov. Medzi najcastej$i typ podvodu
patrilo paSovanie alkoholickych ndpojov a vina., pricom bolo zaznamenanych 53 hlaseni.
Ozndmenia o potravinovych podvodoch v jednotlivych krajindch Eur6py v rokoch 2023
su zobrazené na obrazku 1. Najviac pripadov bolo nahlasenych z Indie (15), Nasledova-
lo Taliansko s po¢tom hldseni 9, 6 hlaseni bolo z krajin Kolumbia a Brazilia a 4 hlasenia
z Omanu a Pakistanu. V ostatnych krajinach sa vyskytlo v ramci roku 2023 pocet pripadov
1-3.

Tabulka 1 Prehlad potravinovych podvodov tykajucich sa alkoholickych nédpojov v roku
2023 v poradi v akom boli hldsené

Krajina Pripad Detail
Oman E’g;((i)}jloz\iidriali 6000 flias nelegalnych alkoholickych &erny trh
Kolumbia urady zadrzali 25 ton falSovanych alkoholickych nahrédzanie

néapojov (whisky, rum, vodka, gin)

3 urady zadrzali 5 570 litrov alkoholickych napojov
Spanielsko falsovanych aromatickymi esenciami a cukrom, ktoré falSovanie
pripominali chut vermutu, muskatu a mistely

vino predavané so zemepisnym oznacenim bez

T . nahradzanie
registracie a povolenia

Spanielsko
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Pokracovanie Tabulky 1

Krajina Pripad Detail
Turecko erljodﬁfozlidrzah 25 603 litrov pasovaného a falsovaného nahradzanie

urady zatkli muza za predaj alkoholickych napojov
vyrobenych pri vyrobe lichovych zmesi s pouzitim
farbiv a prichuti, zhabali aj 1 600 flia§ falSovanych

India vyrobkov, zhabali 7 236 litrov pasovanych zahrani¢nych falSovanie
liehovin vyrobenych v Indii, zhabali 2 500 litrov a 15
000 flia$ nelegélneho alkoholu

Nigéria urady zadrzali 4 600 flia§ nelegalnych alkoholickych Gerny trh

8 napojov Y
G urady zadrzali 76 flias falo$nych flia§ Moutai znovu hradzani
1na naplnenych lacnymi likérmi nahraczanie

Kolumbia urady zhabali 3 100 nelegélne vyrobenych flia$ vina a Gerny trh
$ampanského. Y

India dvanast ludi zomrelo po poziti falosného alkoholu falSovanie

Dominikénska | urady zhabali 5 046 flia§ pasovanej whisky, tequily, &erny trh

Republika vodky a inych vysokokvalitnych alkoholickych napojov

Kolumbia urady zadrzali 2 133 flia§ paSovaného alkoholu cierny trh

Kena urady zadrzali 1 230 litrov nelegalneho alkoholu cierny trh

Pakistan urady zadrzali 1 860 litrov pasovanych alkoholickych Gerny trh
napojov Y

Taliansko urady zaistili 53 600 litrov vina s viacerymi fal$ovanie
nezrovnalostami v dokumentacii dokumentov

Cina urady zadrzali 6 500 flia$ falsovaného likéru Moutai dierny trh

trady zhabali 300 000 litrov vina bez dokumentacie
Taliansko o vysledovatelnosti. Urady zaistili aj 3 tony cukru falSovanie
pouzivaného na fal$ovanie vin

urady zadrzali 1 078 flia$ falSovanych alkoholickych

Kena A cierny trh
napojov

Taliansko urady zhabali 2 500 litrov pasovaného piva z Nemecka | ¢ierny trh

- $trndst fudi zomrelo po poziti nelegdlne vyrobeného ‘ .

Indonézia alkoholu, fal$ovaného jedom na potkany falSovanie

Malajzia urady zhabali 6 000 plechoviek pasovaného alkoholu cierny trh

Taliansko urady zhabali 500 000 litrov oby¢ajného vina s . .

AV A PV nahrddzanie

falodnymi zemepisnymi oznaceniami

Sri Lanka urady zadrzali 55 000 flias likéru s falosnymi nalepkami | nahradzanie
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Pokracovanie Tabulky 1

Krajina Pripad Detail
urady zhabali 3 800 litrov vina vyrobeného nezakonne

Taliansko bez toho, aby bolo v stilade s hygienickymi pravnymi Cierny trh
predpismi

India urady zhabali 3 690 litrov pasovaného zahrani¢ného Gerny trh
alkoholu vyrobeného v Indii Y

Kolumbi urady zhabali celkovo 1 500 litrov a takmer 3 000 flia$ . trh

ormbIa nelegalne vyrobeného likéru clerny tr

urady zadrzali 4 500 litrov falo$ného kolonidlneho

Brazilia vina vyrobeného z etylalkoholu a farbiv, ochuteného falSovanie
hroznom a inymi chemikaliami.

Omén urady zhabali 24 000 flia§ pasovaného alkoholu. Cierny trh
ludia zomreli po konzumécii Waragi (miestneho likéru) . .

Uganda falsovaného metanolom falsovanie

Kambodsa ;tz;i)ajélédia zomreli po poziti falsovanych alkoholickych faliovanie
urady zadrzali 3 800 flia§ alkoholickych népojov . .

Cyprus s falosnymi etiketami zndmej znacky. nahrédzanie

= urady v Hongkongu zhabali 20 000 flia$ pasovaného .

Cina stolového vina Cierny trh

. urady zhabali 1 954 flia pasovanej whisky; trady .

India zadrzali celkovo 11 990 litrov nelegilneho alkoholu cierny trh
urady zadrzali 84 304 flia$ alkoholu falSovaného

Dominikanska | metanolom, 101 000 litrov nelegalneho clairinu Gerny trh

Republika nevhodného na fudsku spotrebu a demontovali 19 Y
tajnych tovarni.

. urady zadrzali 21,6 tony pasovaného etylalkoholu .

Grécko (96,3 %), pouzivaného na falSovanie napojov cierny trh

Taliansko urady zadrzali 20 000 flia$ falSovaného likéru. nahradzanie

Brazilia urady zadrzali 4 500 litrov nelegalneho vina. ¢ierny trh
urady zadrzali celkovo 44 800 litrov nelegalneho

India alkoholu; urady zhabali celkovo 48 300 flia$ nelegalneho | ¢ierny trh
alkoholu

Rusko po konzumacii nelegalneho jabléného mustu faléovanie

falsovaného metanolom zomrelo 30 ludi
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Pokracovanie Tabulky 1

Krajina Pripad Detail

urady zhabali 200 000 litrov falsovanych napojov
(20,6 ton koncentrovanej $tavy, nektarov, 64 000 litrov
balzamikového octu, 4 550 litrov liehoviny z cukrovej
trstiny, 2 700 litrov vina, brandy, cachaga a 65 000
litrov kokosovej vody). Medzi nezrovnalosti patrili: -
Brazilia Pridanie nepovoleného trstinového cukru nad povolené | falSovanie
mnozstvo; - Riedenie ndpojov s prebyto¢nou vodou; -
Pouzivanie farbiv a sladidiel na maskovanie vyrobku pre
spotrebitelov; - Nepravdiva reklama; - Preprava napojov
v nevhodnych podmienkach; - Nevhodné vyrobné

podmienky

India po poziti alkoholu nelegalne vyrobeného a falsovaného faléovanie
metanolom zomrelo 17 ludi

Kostarika urady zadrzali 12 000 piv a 6 480 rumovych a Gerny trh

koksovych ndpojov pasovanych z Panamy

urady zaistili 3 070 flia$ falSovanych alkoholickych
Kolumbia napojov; trady zhabali 38 661 flias falsovaného alebo falSovanie
pasovaného alkoholu

urady zhabali 41 000 litrov vina pravdepodobne
Brazilia falSovaného purpurovym vinnym farbivom falSovanie
a disiri¢itanom sodnym a s falo$nymi etiketami

urady zhabali 17 000 litrov nezdkonne vyrobeného

Sri Lanka likéru Goda dierny trh
Omin urady zadrzali 1 200 plechoviek paSovanych Gerny trh
alkoholickych napojov Y
Indi urady zadrzali celkovo 38 172 litrov nelegalneho . trh
ndia alkoholu; urady zhabali 1 200 flia$ nelegalneho alkoholu clerny fr
frsko Eg;t(i)}jlozvadrzali 53 300 litrov pasovanych alkoholickych &erny trh
Taliansko tirady zhabali 70 000 litrov vina, ktoré nesplialo Gerny trh
zakonné poziadavky na vysledovatelnost Y
Kolumbia urady zaistili 150 654,65 litra nelegalneho liehu cierny trh
Indi po poziti falo§ného alkoholu falovaného metanolom fal .
ndia zomrelo 22 ludi aisovanie
urady na ¢iernom trhu zadrzali 19 028 litrov
India falsovaného likéru a 16 493 flia$ zahrani¢ného lichu cierny trh
vyrobeného v Indii.
Brazilia urady zhabali viac ako 800 $katul pasovaného vina dierny trh
Bolivia urady zadrzali 20 ton alkoholickych napojov ¢ierny trh
Malajzia urady zhabali 5 502,3 litra piva a likéru, o ktorom sa Gerny trh

predpoklada, Ze nie je zdaneny
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Pokracovanie Tabulky 1

Krajina Pripad Detail

Moroko po poziti falsovaného alkoholu zomrelo sedem Iudi falSovanie
: urady rozbili zlo¢ineckd organizaciu pasujicu pasované | ..

Brazilia vina a zhabali 9 000 flia$ vina Cierny trh

Pakistan urady zhabali 4 573 flia§ pasovaného alkoholu ¢ierny trh
urady zadrzali celkovo 16 800 flia$ a 4 500 litrov

India nelegalneho alkoholu cierny trh
Kireizsko urady zadrzali 260 ton nelegalneho alkoholu a 13 000 falSovanie
& flia§ vodky s falo$nymi kontrolnymi znamkami dokumentov
. po poziti falosného alkoholu zomrelo 32 ludi; Grady pri « .
India razidch zhabali 6 000 litrov alkoholu falSovanie
Omin urady zadrzali 3 700 plechoviek a flia§ nelegalnych Eerny trh

alkoholickych napojov

urady zhabali 1 776 flia$ pasovaného alkoholu; urady
India zhabali 3 600 flia$ indického zahrani¢ného likéru; trady | ¢ierny trh
zadrzali 2 400 litrov pasovaného alkoholu

jedna osoba zomrela po poziti alkoholu falsovaného

fal$ovanie
metanolom

Ekvador

urady odhalili zdvod na vyrobu alkoholu, ktory falsuje
Taliansko alkoholické népoje alkoholom, ktory nie je uréeny na falSovanie
ludsku spotrebu a obsahuje nebezpe¢né chemikalie

Argentina urady zadrzali 9 288 flia§ pasovaného vina c¢ierny trh

organy zadrzali 16 824 litrov alkoholickych ndpojov

Bangladés s falosnymi dovoznymi deklaraciami Cierny trh
Spanielsko ura/dy ;aerf:lh 1 158 flia$ vina s falo§nymi etiketami od nahrédzanie
znamej znacky
Portugalsko organy zadrzali 10 854 flia$ falSovaného $umivého vina | nahradzanie
. urady zhabali 3 694 pasovanych flia$ a 4 920 pasovanych | ..

Malajzia plechoviek roznych znaciek alkoholu Cierny trh

=/ urady zadrzali 40 000 flia$ vina s falosnymi etiketami od . .
Cina nahradzanie

znamych znaciek a zemepisnych oznaceni

urady zadrzali 24 516 flia§ nelegélneho alkoholu; urady
India zhabali 5 000 flia$ falsovaného alkoholu; trady zhabali | ¢ierny trh
celkovo 63 420 flia$ indického zahrani¢ného likéru

Trsko urady zhabali 21 230 litrov piva ¢ierny trh
Trsko urady zhabali 900 litrov paSovaného vina ¢ierny trh
Ekvador urady zhabali 136 084 flia§ pasovaného alkoholu ¢ierny trh

urady zadrzali 266 litrov pasovanych alkoholickych

Taliansko A
napojov

¢ierny trh
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Pokracovanie Tabulky 1

Krajina Pripad Detail
Franctizsko urady zadrzali 9 900 litrov pasovaného alkoholu cierny trh
Dominikénska | dve osoby zomreli po poziti nelegalneho falsovaného « .

. falSovanie
Republika alkoholu
Pakistan urady zhabali 28 000 flia§ pasovaného alkoholu cierny trh
Venezuela jedendst ludi zomrelo po poziti likéru vyrobeného faléovanie

remeselne a falSovaného metanolom

urady zhabali 18 120 flia§ réznych znaciek liehovin bez
véetkej potrebnej dokumentacie; Grady zadrzali 13 845
India flia§ nekvalitného a nelegalneho piva a whisky; urady dierny trh
zadrzali 4 920 flia$ nelegalneho rumu a vodky; trady
zhabali 11 688 flia$ pasovaného alkoholu

Rumunsko urady zadrzali takmer 2 000 litrov paSovaného alkoholu | ¢ierny trh

Capla a kol. (2019) publikovali prehlad o réznych typoch cudzorodych latok zistenych
v potravindch, o ktorych informoval systém RASFF v obdobi rokov 2016 az 2018. Pri-
tomnost cudzich telies v potravinach z réznych eurdpskych regionov vykazovala rozdiely.
V zéapadnej Eurdpe boli najcastejsie hldsené plasty, sklo a kovy, v severnej Eurdpe $kod-
covia a guma. Pokial ide o potravinarske komodity, najcastejsie boli hlasené pekarenské
a cukrarske vyrobky, ovocie a zelenina a polotovary, pricom oznamenia pochdadzali ¢asto
zo zapadnej Eurépy. Oznamenia z tejto Casti Eurdpy sa tykali aj inych monitorovanych
komodit. Podla nariadenia (ES) ¢. 178/2002 je schopnost vysledovat a sledovat potravinu,
krmivo, zviera produkujtce potraviny alebo latku urcent na zaclenenie do potravin alebo
krmiv, alebo o ktorej sa predpoklada, ze bude zaclenend, vo vietkych fazach vyroby, spra-
covania a distribucie.

cierny trh

falSovanie potravin

nahradzanie potravin

falSovanie dokladov 2

Graf 1 Pripady potravinovych podvodov v roku 2023 podla kategorii
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Graf 2 Geografické zndzornenie podvodov alkoholickych ndpojov v toku 2023

ZAVER

Pocas sledovaného obdobia roku 2023 sa objavil vyznamny pocet pripadov potravino-
vych podvodov, konkrétne v sektore alkoholickych népojov. Najviac pripadov bolo na-
hlasenych z Talianska, Indie a Kolumbie, pricom sa najcastejsie vyskytovali pripady falso-
vania a pa$ovania alkoholu. Tieto praktiky mali negativny dopad nielen na spotrebitelov,
ktori boli vystaveni nebezpe¢nym a nekvalitnym vyrobkom, ale aj na samotny trh, ktory
utrpel ekonomické straty. Vysledky tejto $tadie poukazuji na potrebu zlepsit kontrolné
mechanizmy a spolupracu medzi regula¢nymi orgdnmi na medzinarodnej urovni s cielom
minimalizovat rizikd spojené s potravinovymi podvodmi v alkoholickom sektore. Dolezi-
té je tiez zvysit informovanost verejnosti a zintenzivnit opatrenia proti nelegélnej vyrobe
a distribucii falSovanych vyrobkov, aby bola zabezpecend ochrana spotrebitelov a integrita
trhu. Vysledky $tudie poskytuju podklad pre dalsi vyskum a implementaciu efektivnejsich
opatreni na boj proti potravinovym podvodom.
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Funk¢né nealkoholické pivo

Functional non-alcoholic beer

Jan BRUNNER, Peter VASTIK, Daniela SMOGROVICOVA

Ustav biotechnoldgie, Fakulta chemickej a potravindrskej technolégie STU v Bratislave,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava

Abstract

This study aimed to characterize probiotic yeasts for potential use in wort fermentation
to produce non-alcoholic beer. Two yeast strains, Saccharomyces boulardii HANSEN CBS
5926 and Saccharomyces boulardii DBVPG 6763, were tested, with Saccharomyces pastori-
anus (Brewferm® Lager) as a control. The probiotic yeasts showed high survival in beer's
extreme conditions and the human digestive tract. Non-alcoholic beer was produced us-
ing S. boulardii HANSEN CBS 5926, with an ethanol content of 0.45 + 0.04% vol. The beer
was notably sweet, containing maltotriose (9.71 + 0.31 g/L), maltose (36.49 + 1.36 g/L),
and glucose (1.67 + 0.23 g/L). The volatile profile showed no significant sensory com-
pounds except ethyl decanoate, contributing to its sweet aroma.
Keywords: beer; probiotic yeasts; non-alcoholic beer; functional beer

UvoD

Pivovarnicky trh neustdle rastie, stiva sa ¢oraz populdrnejsim a v poslednych rokoch
prevlada snaha priniest produkty, ktoré by tento trh obohatili. Povedomie spotrebite-
lov o zdravie ovplyviiujuce potraviny sa neustale zvySuje a prave probiotické napoje su
vhodnymi matricami obsahujicimi prospesné mikroorganizmy, potencialne vyuzitelné
po konzumicii produktu (Latif a kol., 2023). Konzumacia probiotik ma vela pozitivnych
zdravotnych u¢inkov, medzi ktoré patri: zniZenie rizika rakoviny hrubého ¢reva, timenie
symptomov intolerancie laktdzy, zlep$enie imunitného systému, zvySenie nutri¢nej hod-
noty produktov, znizenie hladiny cholesterolu a zniZenie rizika ¢revnych infekcii (Zende-
boodi a kol., 2020; Pimentel a kol., 2018). Do popredia sa dostavaju tzv. ,funkéné piva“
medzi ktoré mozno zaradit pivd s probiotickymi vlastnostami. KedZe je etanol klasifiko-
vany ako droga, funkéné pivo obohatené o probiotické mikroorganizmy by malo obsaho-
vat <0,5% obj. alkoholu (Senkarcinova a kol., 2019). Najznamej$imi mikroorganizmami
s probiotickymi t¢inkami su baktérie mlie¢neho kvasenia. Jedinou probiotickou kvasin-
kou je Saccharomyces boulardii, ktora je schopnd udrziavat stav gastrointestindlneho traktu
na zdravotne vhodnej urovni. Vyuzitie kvasiniek ako probiotik ma velky potencidl, preto-
ze podobne ako baktérie mlie¢neho kvasenie st schopné rast pri nizkych hodnotach pH,
v Sirokom rozsahu teplot a pri vysokych koncentraciach soli (Senkarcinova a kol., 2019;
Loh a kol., 2021; Mulero-Cerezo a kol., 2019). V predkladanej $tidii sme charakterizovali
mikrobiologické vlastnosti dvoch kmenov probiotickej kvasinky Saccharomyces boulardii
(HANSEN CBS 5926 a DBVPG 6763), overili sme, ¢i dokdZu prezivat v podmienkach Za-
ludka a piva. Volbou vhodnych podmienok fermentacie sa ndm podarilo pripravit nealko-
holické pivo, ktoré sme po zastaveni fermentacie pasterizovali. V pasterizovanom pive sme
stanovili zdkladné analytické parametre piva (koncentracia etanolu, stupent fermentdcie,
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pH), neprchavé organické molekuly v pive (sacharidy, kyseliny, glycerol a etanol) a prcha-
vy profil piva (vyssie alkoholy, estery, karbonylové zluceniny).

MATERIAL A METODIKA PRACE

Tab. 1 Pouzité mikroorganizmy

Nazov kvasinky Pracovné oznacenie
Saccharomyces boulardii HANSEN CBS 5926 Yomogi
Saccharomyces boulardii DBVPG 6763 ExHelico
Saccharomyces pastorianus Sp

Testy skvasovania sacharidov

Na uréenie schopnosti skimanych kvasiniek (Tab. 1, s. 2) fermentovat sacharidy bolo
pouzitych Sest roznych sacharidov - glukédza, maltdza, sachardza, laktdza a galaktdza. Tes-
ty prebiehali pocas 48 h, pri teplote 25 °C, v sklenenych skimavkach obsahujtcich obra-
tent Durhamovu skiimavku. Pocas 48 h sa sledovala zmena farby média (bromtymolova
modra sluzila ako acidobézicky indikédtor) a tvorba plynu v Durhamovych skimavkach.
Testy skvasovania jednotlivych sacharidov prebiehali v troch paralelnych skiimavkach pre
kazdu analyzovanu kvasinku.

Stanovenie koncentricie buniek
Koncentracia buniek bola stanovena po¢itanim jednotlivych buniek pomocou svetelné-
ho mikroskopu Leica DM 2500 (Leica Microsystems) s Biirkerovou komorou.

Stanovenie viability buniek s metylénovou modrou
Viabilita buniek sa stanovila pouzitim Biirkerovej komory, pricom boli bunky zafarbe-
né pouzitim 0,1 % hm. metylénovej modrej.

Stanovenie termotolerancie kvasiniek

Termotolerancia bola stanovend po 24 h inkubacie pri teplote 4 °C, 25 °C a 37 °C
v YPD médiu (1 hm. % kvasni¢ného extraktu, 2 hm. % glukdzy, 2 hm. % séjévého pepto-
nu), pri¢om inokula¢nd davka bola 1 x 10° buniek/mL (Tab. 1, s. 2). Termotolerancia bola
nasledne vyjadrena ako pocet buniek/mL a percentudlny pomer zivych a mftvych buniek.
Stanovenie termotolerancie prebiehalo v troch paralelnych skimavkach pre kazdud analy-
zovanu kvasinku.

Stanovenie pH tolerancie kvasiniek

pH tolerancia bola stanovend po 24 h inkubdécie pri teplote 37 °C v YPD s pH 1; 2; 3;
4; 5, 6,5 (pH bolo upravované 35% hm. kyselinou chlorovodikovou), pri¢om inokula¢nd
davka bola 1 x 10 buniek/mL (Tab. 1, s. 2). pH tolerancia bola nasledne vyjadrena ako po-
et buniek/ mL a percentudlny pomer Zivych a mftvych buniek. Stanovenie pH tolerancie
prebiehalo v troch paralelnych skimavkach pre kazdd analyzovanu kvasinku.

Stanovenie NaCl tolerancie kvasiniek

Tolerancia NaCl bola stanovena po 24h inkubacie pri teplote 37 °C v YPD médiu s vy-
slednou koncentraciou NaCl 0; 2; 4; 6; 8; 10 % hm., pricom inokula¢nd davka bola 1x10°
buniek/mL (Tab. 1, s. 2). Tolerancia NaCl bola nasledne vyjadrena ako pocet buniek/mL
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a percentualny pomer zivych a mftvych buniek. Stanovenie tolerancie NaCl prebiehalo
v troch paralelnych skimavkach pre kazdu analyzovanu kvasinku.

Stanovenie tolerancie kvasiniek na pritomnost izo-a-horkych kyselin

Tolerancia izo-a-horkych kyselin bola stanovend po 24h inkubdcie pri teplote 37 °C
v YPD médiu s vyslednou horkostou 0; 10; 30; 50; 80; 100 IBU (horkost bola upravena 6%
chmelovym extraktom), pricom inokula¢na davka bola 1x10° buniek/mL (Tab. 1, s. 2).
Tolerancia izo-a-horkych kyselin bola nasledne vyjadrena ako pocet buniek/ mL a per-
centudlny pomer Zivych a mftvych buniek. Stanovenie tolerancie izo-a-horkych kyselin
prebiehalo v troch paralelnych skaimavkach pre kazdd analyzovanu kvasinku.

Stanovenie flokula¢nej aktivity kvasiniek

Flokula¢na aktivita kvasiniek bola stanovend metédou absorbancie. Kvasinky sa kulti-
vovali v YPD médiu pri 25 °C a 200 rpm pocas 24 hodin, s inokula¢nou dévkou 15 x 10°
buniek/mL. Po kultivécii sa 10 mL kultury rozdelilo do dvoch centrifuga¢nych skimaviek
(A aB).

Skumavka A: Po centrifugdcii (2,5 minuty pri 2500 rpm) sa sediment po odliati super-
natantu rozsuspendoval v 9,9 mL destilovanej vody a 0,1 mL 0,5 mol/L EDTA, vortexoval
sa 15 s, zriedil sa a absorbancia sa merala pri 600 nm.

Skiimavka B: Po centrifugdcii (2,5 mintty pri 2600 rpm) sa sediment po odliati super-
natantu rozsuspendoval v 10mL CaSO, roztoku, znovu centrifugoval, a sediment sa roz-
suspendoval v 10 mL pufrovacieho roztoku. Po homogenizacii sa vzorka pripravila na me-
ranie absorbancie pri 600 nm. Percento flokuldcie sa vypocitalo podla daného vzorca.

Flokulécia, % = (A - B) / Ax 100

A = Absorbancia vzorky A pri 600 nm

B = Absorbancia vzorky B pri 600 nm

Produkcia fenolickych pachuti

Kmene, produkujice fenolické pachute st schopné transformovat kyselinu ferulova
na 4-vinylguajakol, ktory md $tiplavl vonu. Stanovenie prebiehalo pocas 48h v skiimav-
kach s YPD médiom, do ktorého sa pridalo 100 pL 1% hm. roztoku kyseliny ferulovej
a inokuld¢nd dévka bola 1x 10°buniek/mL (Tab. 1, s. 2), pricom sa ako kontrola pouzila
pozitivna (SafBrew™ LA-01) a negativna (LalBrew® LoNa™) komer¢na kvasinka. Po 48h bol
test vyhodnoteny senzorickou analyzou.

Priprava mladiny

Mladina s koncentraciou 8% hm. bola pripravena infuznym rmutovanim v 10 L labora-
térnom automatizovanom mikropivovare Braumeister (Spiedel®). Chmelovar prebiehal 60
mintt, pouzity chmel bol Zatecky polorany cervenak. Po ukonceni chmelovaru sa mladi-
na preliala do 5L Erlenmeyerovych baniek.

Hlavné kvasenie
Hlavné kvasenie prebiehalo v 5L Erlenmeyerovych bankach, do ktorych sa pridala ino-
kula¢na davka 1x10° buniek/mL (Tab. 1, s. 2). Hlavné kvasenie prebiehalo 4 dni pri 10 °C.

Stacanie a pasterizacia
Pivo bolo sto¢ené do 0,5L PET flasiek pomocou std¢aca a néslednd pasterizdcia prebie-
hala v 10 L kovovom hrnci 15 mintt pri teplote 60 °C.
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Stanovenie zakladnych parametrov piva

Zakladné parametre piva (koncentricia etanolu, skuto¢ny stupen fermentécie a pH) sa
stanovili pomocou laboratérneho hustomera prepojeného s alkoholmetrom a pH sondou
od firmy Anton Paar.

Stanovenie neprchavych organickych latok

Sacharidy, kyseliny, glycerol a etanol v mladine a v pive sa stanovovali kvapalinovou
chromatografiou. Na zéklade kalibra¢nej zavislosti bola metédou HPLC kvantifikovana
koncentracia sacharidov, kyselin, glycerolu a etanolu. Analyza bola vykonana systémom
Agilent 1260 SERIES, pri¢om kolénou pouzitou na separaciu litok bola AMINEX HPX
- 87 H (300mm 7.8mm; Bio-Rad, Hercules, CA, USA), ktora bola vyhriata na teplotu
24-25 °C. Mobilna faza bola 5 mmol/L H,SO, s prietokom 0,6 mL/min. Pristroj bol vyba-
veny odplynovacim zariadenim a automatickym dévkovacom vzorky. Néstrek vzorky bol
20 pL. Na detekciu signalu sa pouzil RID detektor. Kvalitativne sa organické latky stano-
vovali porovnanim retenénych ¢asov s retenénymi ¢asmi $tandardov a kvantitativne sa sta-
novili metédou externej kalibracie.

Stanovenie prchavych organickych latok

Prchavé latky vo vyslednom pive sa stanovili pomocou plynovej chromatografie s FID
detektorom. Na stanovenie prchavych latok bol pouzity plynovy chromatograf 8890
Agilent Technologies a kolonou Agilent 19095F-123 HP-FFAP. Mobilnd faza bol H, s prie-
tokom 6,5 mL/min. Kvalitativne sa prchavé litky stanovovali porovnanim retenénych ¢a-
sov s retenénymi ¢asmi §tandardov a kvantitativne sa stanovili metédou externej kalibra-
cie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Testy skvasovania sacharidov

Kvasné testy preukazali, ze kvasinky Saccharomyces boulardii HANSEN CBS 5926 (Yo-
mogi), Saccharomyces boulardii DBVPG 6763 (ExHelico) a Saccharomyces pastorianus
(Sp) s schopné skvasovat glukézu, maltézu a sacharézu, vysledky sa zhoduju s literatarou
(Kurtzman a Fell, 2011). VSetky tri kvasinky nie st schopné skvasovat laktozu, pretoze
nemaju B-galaktozidazovu aktivitu (Okamoto a kol., 2019). Oba skiimané kmene Saccha-
romyces boulardii nie su schopné okrem laktdzy skvasovat aj galaktdzu, ¢o potvrdili Pais
a kol. (2020).

Tab. 2 Testy skvasovania sacharidov kvasinkami (Tab. 1, s. 2)

Kvasinka Glukoza Maltéza | Sacharéza | Laktéza | Galaktdza
S. boulardii (Yomogi®) + + + — _

S. boulardii (ExHelico®) + + + — _

S. pastorianus + + + — +
(»—" = neskvasuje dany sacharid, ,,+ = skvasuje dany sacharid)

Termotolerancia kvasiniek
Meranim optickej hustoty pri 600 nm sme zistili, Ze pri 4 °C rast kvasiniek neprebieha.
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Najvacsi narast bol pozorovany pri 25 °C pre vietky pozorované kmene, ¢o nesthlasi s op-
timalnou teplotou 37 °C pre S. boulardii podla Pais a kol. (2020), ale zhoduje sa s teplotou
30 °C pre S. pastorianus podla Harrison a Albanese (2019). Pri 4 °C kvasinky sice nerastd,
ale zostavaju viabilné, ¢o potvrdzuje Cheung a kol. (2014). Pri 37 °C obidva kmene S. bo-
ulardii prezivaju (viabilita 85% pre HANSEN CBS 5926 a 69 % pre DBVPG 6763), zatial
¢o S. pastorianus ma viabilitu 24 %, mdzeme teda konstatovat, ze probiotickd kvasinka S.
boulardii ma omnoho lepsiu termotoleranciu.
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Obr. 1 Pocet buniek kvasiniek (Tab. 1, s. 2) v 1mL YPD média
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Obr. 2 Viabilita testovanych kvasiniek (Tab. 1, s. 2) pri 4 °C a 37 °C

pH tolerancia kvasiniek

Pri pH 1 a 2 nebol zaznamenany rast kvasiniek po 24 h, no so zvysujicou sa hodnotou
pH sa zvySoval pocet buniek/mL média. Najvyssi pocet buniek sme zaznamenali pri pH
4-6,5, ¢o sa zhoduje s optimalnym pH pre tieto kvasinky (Graff a kol., 2008). Pri pH 3
véetky skiimané kmene prezivaju s viabilitou 87 % (Yomogi), 90 % (ExHelico) a 89 % (Sp).
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Obr. 4 Pocet buniek kvasiniek (Tab. 1, s. 2) v 1 mL YPD média pri

pH 1-6,5
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Obr. 5 Viabilita kvasiniek (Tab. 1, s. 2) pri pH 3

NaCl tolerancia kvasiniek
Na obrazku 6 pozorujeme, ze skimané kmene boli schopné rast az do koncentracie 8 %
hm. NaCl. Rovnaké vysledky dosiahli Hossain a kol. (2020) a Logothetis a kol. (2007). Pri
najvyssej koncentracii NaCl (10 %) sice pozorované kmene nerastd ale s schopné prezivat

s viabilitou 93 % (Yomogi), 92 % (ExHelico) a 82 % (Sp).
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Obr. 6 Pocet buniek kvasiniek (Tab. 1, s. 2) v 1 mL YPD média pri
0-10 hm. % NaCl
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Obr. 7 Viabilita kvasiniek (Tab. 1, s. 2) pri 10% hm. NaCl

Tolerancia kvasiniek na pritomnost izo-a-horkych kyselin

Po 24 h bol pocet buniek/mL pri vSetkych hodnotach IBU rovnaky. Pri koncentracii
izo-a-horkych kyselin 30 IBU, ktorti vdcsina nealkoholickych piv neprekracuje, skiimané
kmene prezivaju s viabilitou 80 % (Yomogi), 76 % (ExHelico) a 94 % (Sp). Probiotické kva-
sinky S. boulardii s schopné prezit v $irokom rozsahu koncentrécii izo-a-horkych kyse-
lin, ¢o podporuje pouzitie tychto kvasiniek v procese fermentécie mladin s roznymi kon-
centraciami izo-a-horkych kyselin (Senkarcinova a kol., 2019).
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Obr. 8 Pocet buniek kvasiniek (Tab. 1, s. 2) v 1 mL YPD média pri
0-100 IBU
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Obr. 9 Viabilita kvasiniek (Tab. 1, s. 2) pri 30 IBU

Flokula¢na aktivita

Vysledkom stanovenia bolo zistenie, ze vSetky skimané kmene su mierne flokuluji-
ce, mozeme teda predpokladat, ze neddjde k pred¢asnému ukonceniu fermentacie alebo
k problémom s ¢irenim piva a filtraciou.

Tab. 3 Flokula¢na aktivita kvasiniek (Tab. 1, s. 2)

Flokula¢na aktivita (%)

Yomogi 41,0
ExHelico 39,1
Sp 56,3

kmen)

(< 20% = neflokulujuci kmen, 20% - 80% = mierne flokulujuci kmen, > 80% = velmi flokulujtci

Produkcia fenolickych pachuti
Pozitivna produkcia fenolickych pachutti bola dokdzand u oboch probiotickych kme-
nov S. boulardii HANSEN CBS 5926 (Yomogi) a S. boulardii DBVPG 6763 (ExHelico),
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na$e tvrdenie potvrdili aj Chan a kol. (2023). Spodna pivovarskd kvasinka S. pastorianus
(Sp) fenolické pachute neprodukovala.

Tab. 4 Produkcia fenolickych pachuti kvasiniek (Tab. 1, s. 2)

Kvasinka

LAO1 (pozitivna kontrola) +++

LONA (negativna kontrola) —

Yomogi ++

ExHelico +

Sp —

(»—*“ = neprodukujuici kmen, ,,+“= slabo produkujuci kmen, ,,++“ = stredne produkujtci kmen,
»+++“ = silno produkujtci kmen)

Koncentracia etanolu, skuto¢ného stupna fermentacie a pH

Koncentracia etanolu je dolezitym analytickym parametrom piva, ovplyviujicim jeho
plnost, koloidnu a biologicku stabilitu a kvalitu (Habschied K. a kol. 2022). pH piva je
tiez dolezity ukazovatel, ktory ovplyviuje jeho penivost, ¢irost a mikrobiologicka stabilitu
(Siebert K., 2010). V produkovanom pive bola koncentracia etanolu 0,45 + 0,04 % obj., ¢o
splha poziadavky na nealkoholické pivo (30/2014 Z. z.). Priemerna hodnota pH beznych
piv je 4,3-4,7, zatial ¢o nase pivo malo pH 5,34 * 0,11, ¢o bolo dosledkom kratkeho casu
fermentdcie, ¢omu nasved¢uje aj nizky skuto¢ny stupen fermentdcie (8,74 + 0,70 %) (Ba-
safova a kol., 2021).

Tab. 5 Koncentracia etanolu, skuto¢ného stupna fermentacie stupna fermentacie a pH
v mladine a v pive

Koncentracia etanolu (% obj.) | Skuto¢ny stupen fermentacie (%) pH
Mladina 0,00 0,00 6,49 = 0,04
Pivo 0,45 + 0,04 8,74 £0,70 5,34 +0,11

Koncentracia sacharidov, kyselin, glycerolu a etanolu v pive

Sacharidové zlozenie piva dokaze vyrazne ovplyvnit vyslednd chut piva, vyssie sacha-
ridy (maltotridza a maltéza) sa podielaju na tele piva zatial ¢o nizsie sacharidy (glukdza
a sacharoza) prispievaju k sladkej chuti piva (Van Landschoot, 2009). Organické kyseliny
maju nielen vyznamny vplyv na kysla chut piva ale znizuji pH piva, ¢o ovplyviuje kvali-
tu a stabilitu chuti piva (Li a Liu, 2015). Vo vyslednom pive sme zaznamenali minimalny
pokles maltotridzy (8,57 %) a maltozy (10,98 %) a koncentracia glukézy vo vyslednom pi-
ve bola 1,67 + 0,23 g/L, ¢o malo vplyv na sladky profil piva. Koncentracie kyselin su vo
vyslednom pive nizke takze pH piva bolo vyssie. Stanovenim koncentracie etanolu, ktord
bola 3,77 + 0,31 g/L a zodpoveda 0,48 £ 0,04 % obj. etanolu sme dokazali, Ze sa jednalo
o nealkoholické pivo.
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Tab. 6 Koncentracie sacharidov, kyselin, glycerolu a etanolu v mladine a v pive

koncentricia (g/L)
Mladina Pivo
Maltotridza 10,62 + 0,29 9,71 + 0,31
Maltoza 40,99 + 0,69 36,49 + 1,36
Glukédza 4,33 £ 0,08 1,67 £ 0,23
Kyselina citronova 0,08 +£ 0,01 0,1+ 0,00
Kyselina octova — 0,06 + 0,01
Glycerol — 0,29 + 0,02
Etanol — 3,77 £ 0,31

yy7s

Koncentracia vyssich alkoholov, esterov a karbonylovych zlucenin v pive

Medzi najdolezitejsie faktory ovplyvilujuce organolepticka kvalitu piva patri pritom-
nost vyssich alkoholov, esterov a karbonylovych zlu¢enin. Vaésina prchavych zlicenin,
ktoré sme stanovili sa vyskytuju v mladine a v pive v nizkych koncentraciach pod prahom
vnimania. Jedinou latkou, ktord sa v pive vyskytovala v nadprahovej koncentracii (>0,2
mg/L) bol etyl dekanoat (1 + 0,3 mg/L), ktory ma sladky, ovocny jablkovy aromaticky pro-
fil (Liu a kol., 2023).

Tab. 7 Koncentracia prchavych latok v mladine a v pive

koncentracia (mg/L)
Nazov latky Mladina Pivo
Acetaldehyd — 2,5+0,1
Diacetyl — -
Acetoin — 1,2+0,3
2-Metyl-1-propanol (izobutanol) — 0,5+0,1
3-Metyl-1-butanol (izoamylalkohol) — 4+1
2,3-Buténdiol 1,2+0,9 1,4+0,4
1-Fenyletanol 2,1 +1,7 2,1 +0,7
2-Fenyletanol — 0,7 +0,2
Etyl oktanoat — 0,2 +0,2
Etyl dekanoat — 1+0,3
Dietylsukcinat — 0,9 +0,2
Kyselina izobutdnova (izomaslova) — 0,5+0,3
Kyselina hexdnova (kaprénova) — 0,2+0,2
Kyselina oktanova (kaprylova) — 0,9+0,3
Kyselina dekdnova (kaprinovd) — 0,6 +0,1
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ZAVER

Préca sa zaoberala charakterizaciou probiotickych kvasiniek Saccharomyces boulardii,
ich pouzitim pri vyrobe nealkoholického piva a naslednou analyzou pripraveného piva.
Kvasinky S. boulardii HANSEN CBS 5926 a DBVPG 6763 preukazali schopnost prezit
v podmienkach traviaceho traktu a piva. Vhodnymi fermentaénymi podmienkami sme
pripravili nealkoholické pivo s kvasinkou S. boulardii HANSEN CBS 5926, s obsahom eta-
nolu 0,45 + 0,04 % obj. Pasterizaciou sme zastavili fermentdciu a zabranili prekroceniu po-
zadovanej koncentrécie etanolu (< 0,5% obj.), ¢im sme z neho urobili pivo postbiotické.
Zlozenie rezidudlnych sacharidov ovplyvnilo sladku chut piva, pricom boli namerané kon-
centracie maltotriozy (9,71 £ 0,31 g/L), maltdzy (36,49 + 1,36 g/L) a glukdzy (1,67 + 0,23
g/L). Znizenie koncentracie sacharidov je mozné dosiahnut upravou rmutovacieho rezimu
alebo pouzitim sladov s nizkou aktivitou f-amylazy. Z esterov bol v pive pritomny iba etyl
dekanoat (1 + 0,3 mg/L), prispievajuci k sladkému aromatickému profilu. V budicnosti
je dolezité zamerat sa na vyuzitie postbiotik, ktoré maju velky potencidl, pretoze inhibuju
rast patogénov, udrziavaju integritu ¢revnej sliznice a prispievaju k zachovaniu mikrobial-
nej rovnovahy. Postbiotika ponukaji oproti probiotikam, dlh$iu trvanlivost, menej naroc-
nejsie skladovacie podmienky a vykazuju lepsiu stabilitu v ludskom traviacom trakte, ¢o
z nich robi atraktivnu alternativu k probiotikdm.
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Quality of black pepper from the Czech Republic‘s
trade network

Pavel DIVIS and Marek LAMPLOT
Brno University of Technology, Faculty of Chemistry

Abstract:

The study evaluated piperine extraction efficiency using different solvents and found
acetone most effective, with 15 minutes as optimal extraction time. Increased time led to
piperine degradation. Water content in tested samples ranged from 7% to 15%, meeting
legal limits except one sample, likely due to air humidity contammination. Piperine con-
tent in black pepper varied from 42 to 82 mg/g, aligning with studies of other authors.
Statistically significant differences in piperine content in black pepper purchased from the
market suggest variability in pepper origin and quality.

INTRODUCTION:

Since ancient times, pepper has been one of the world‘s most important spices. It played
a central role in the medicine of ancient India and China, became a key ingredient in Ro-
man cuisine, and remained a staple spice in medieval European cooking (Cobb, 2018).
Pepper is the fruit of a climbing perennial plant from the Piperaceae family, known as the
black pepper plant (Piper nigrum). Three varieties of pepper—black, green, and white—
are harvested from the plant, with differences arising from variations in harvest times and
processing methods (Dhas and Korikanthimath, 2003).

Global pepper production has grown significantly, increasing by 72% from 234,418
tons in 2010 to 561,500 tons in 2020, driven by high demand. According to the Interna-
tional Pepper Organization (IPC), Vietnam alone exported over 282,000 tons in 2020, ac-
counting for nearly 60% of global exports (Nair, 2020). In 2021, export prices for black
pepper rose in most major producing countries, except Indonesia.

Forecasts suggest that global pepper demand reached approximately 510,000 tons
in 2021, growing annually by 2-3%, while production is increasing at a higher rate of
8-10%. Global production is projected to exceed 660,000 tons by 2021 and could reach
1 million tons by 2050. However, demand is expected to grow more slowly than supply.
The largest importers of pepper are the United States, China, and South Korea (Interna-
tional Pepper Community, 2021). In 2023, the Czech Republic imported approximately
1.51 million kilograms of dried pepper, with a total value of around $9.46 million (6W
Research, 2024).

In the Czech Republic, the quality of pepper is regulated by the Decree of the Minis-
try of Agriculture No. 398/2016 Coll. For whole black pepper, the maximum allowable
moisture content is 14% by weight, with a total ash content in dry matter not exceeding
6% and a minimum essential oil content of 2% (ml/100 g) in dry matter. Impurities are
also strictly controlled, allowing up to 4% organic own impurities, 0.5% organic foreign
impurities, and 0.5% inorganic impurities. For ground or crushed black pepper, the decree
mandates a minimum essential oil content of 0.8% (ml/100 g) in dry matter and limits
acid-insoluble ash to a maximum of 1.2% by weight. Both whole and ground black pepper
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must have a piperine content of at least 4.0% by weight, ensuring its quality and pungency
meet established standards.

This work focuses on the analysis of pepper purchased from the trade network in the
Czech Republic. Its aim is to verify whether the quality of pepper sold in the country com-
plies with current legislation, particularly regarding the content of piperine, the active
component.

MATERIAL AND METHODS:

All reagents used in this study were of analytical grade. The study was conducted with
these substances: Ethanol (absolute, Fisher Scientific), Acetone (Fisher Scientific), Ace-
tonitrile (VWR Chemicals), Acetic acid (Penta), Methanol (Sigma-Aldrich), Piperine (>
97%, Sigma-Aldrich), Karl-Fisher titration solution (Hydranal, Honeywell). All water
used in this study was ultrapure water with rezistivity of 18 MQcm. In total, 10 different
samples of black pepper was purchased in the local markets in Brno (Czech Republic).

In the analytical part of this study following instruments were used: Liquid chromato-
graph (Agilent 1260 Infinity, Agilent Technologies): The mobile phase consisted of 60%
acetonitrile and 40% 1% acetic acid solution (diluted with distilled water). The stationary
phase used was the Kinetex EVO C18. The mobile phase flow rate was 0.700 ml/min, with
a sample injection volume of 5 pl. The column temperature was set to 30°C. The detector
used was a DAD at a wavelength of 340 nm, and a mass detector with electrospray ioniza-
tion, with the signal detected at a mass of 286.1. The analysis time for each sample was set
to 20 minutes. The retention time for piperine was, on average, 4.5 minutes. Karl-Fisher
titrator (KF831, Metrohm).

RESULTS AND DISCUSSION:

At the beginning of the experiment, the efficiency of piperine extraction using various
solvents was tested. Specifically, the use of absolute ethanol, a 50:50 mixture of ethanol
and water, and acetone was evaluated. The effect of extraction time on piperine yield was
also investigated. As can be seen in the Figure I, an extraction time of 15 minutes was
sufficient for extraction. With increased extraction time, the concentration of piperine in
the extract decreased, possibly due to piperine degradation (Quijia and Chorilli, 2019).
In terms of solvent choice, acetone was found to be the most effective. Absolute ethanol
could also be used, although smaller yields were achieved. In contrast, dilute ethanol was
found to be the least satisfactory.

The water content of the analyzed samples ranged from 7% to 15% (Table 1). According
to Decree No. 398/2016 Coll., the maximum allowed water content is 14%. Based on the
measurements, it can be stated that all tested samples comply with the applicable legisla-
tion. For sample 7, where the water content was slightly above 14%, it is possible that the
sample absorbed air humidity during handling.

The piperine content in pepper should be at least 4% by weight according to Decree
No. 398/2016 Coll. From Table 1, it can be seen that the piperine content in the examined
samples ranged from 42 to 82 mg/g dry weight, so all samples met the requirements of the
applicable legislation. The measured piperine content in the analyzed samples was compa-
rable to studies conducted by Paracampo et al. (2020), who analyzed 23 samples of pepper
from Brazil and determined piperine content in the range of 37 to 72 mg/g. Similarly, Park
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Figure 1: Extraction efficiency of piperine using various solvents and extraction
times

et al. (2020) analyzed 140 pepper samples from Vietnam and reported piperine content
between 31 and 65 mg/g.

Table 1: Water content and piperine content in analysed samples

Sample No. Water content (%) Piperine content (mg/g) d.w.
1 12,8 £0,2 72,2+ 2,4
2 9,10+ 0,2 52,8+ 2,7
3 8,00 £ 0,2 42,4+ 0,4
4 8,20+ 0,1 53,2+ 0,4
5 13,9+£0,2 49,2+ 1,3
6 13,6 £0,2 46,1+ 0,9
7 14,9 £ 0,3 88,4+ 5,7
8 11,6 £ 0,2 60,8+ 0,8
9 11,5+0,1 55,1+ 1,5
10 7,50 £ 0,2 68,0+ 2,9

Table 2 shows the differences in piperine content among the individual samples. With
only few exceptions, the differences in piperine content among the pepper samples were
statistically significant, which may indicate differences in the origin of the pepper. This
also suggests that the quality of pepper available on the market varies, although in all cases
it complies with the applicable legislation.
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Figure 2: Results from one-way ANOVA test comparing the difference between the samples
in term of piperine content. ns = not significant p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01

CONCLUSION

In conclusion, the study highlighted acetone as the most effective solvent for piperine
extraction, with a 15-minute extraction time yielding optimal results. Prolonged extrac-
tion reduced piperine concentration, likely due to degradation. All analyzed samples met
legal water content requirements, except one, where handling may have caused excess
moisture. Piperine content across samples ranged from 42 to 82 mg/g dry weight, satisfy-
ing legal standards and aligning with findings from previous studies on Brazilian and Vi-
etnamese pepper. Statistically significant differences in piperine content suggest variability
in pepper origin and quality, though all samples complied with applicable legislation. This
underscores the need for standardized quality assessment in market-available pepper.
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Kontrola datumu spotreby a datumu minimalnej trvanlivosti
v obchodne;j sieti

Checking the date of consumption and the date of minimum durability
in the shopping network

Jozef GOLIAN, Filip DVORSKY

Ustav potravindrstva, Fakulta biotechnoldgie a potravindrstva, SPU v Nitre,
Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

Abstract

In the work, we evaluated a questionnaire aimed at obtaining the opinions of consum-
ers on checking the use-by date and the date of the minimum shelf life of food. With the
questionnaire, we addressed a total of 378 respondents of different age structures from
individual regions of Slovakia. In the questionnaire, we asked a total of 20 questions in
closed form. The answers obtained from the respondents indicate a shift in consum-
er awareness in the area of knowledge about the use-by date or minimum shelf life date.
A positive finding is that up to 77.2% of respondents check the expiration date of food
when buying food. Almost 2/3 of the respondents buy food 2-3 times a week, which
means that they do not stock up and try to have fresh food at home. Planning purchases
is a priority for about 1/3 of the respondents, which we recommend increasing. Consum-
ers largely do not buy food with damaged packaging or after the expiry date. We see this
finding as a significant shift in consumer behaviour, as is the ability to tell the difference
between a use-by date and a best before date. However, consumers do not tend to always
check the expiration date or minimum durability date, only 159 respondents check them
regularly.
Keywords: food, expiry date, best before date, safety

UvoD

Vzhladom na snahu zniZit plytvanie potravinami vznikli niektoré otazky tykajuce sa
moznosti zmeny oznacovania ddtumu na potravinach a zodpovednosti prevadzkovatelov
potravinarskych podnikov v tejto stvislosti. Ak ma udaj o trvanlivosti na etikete potravi-
nérskeho vyrobku nadmernu rezervu - t. j. datum je zbyto¢ne skory - moze to mat za na-
sledok plytvanie potravinami, kedze dobré potraviny spotrebitelia stiahnu z regalu alebo
vyhodia. Vzhladom na tieto skuto¢nosti boli polozené otézky tykajtice sa moznosti zmeny
zakonnych pravidiel tykajucich sa oznacovania trvanlivosti a zodpovednosti za vyrobok
vratane uplynutia platnosti tychto datumov. Ako uvadza Aschemann-Witzel et al. (2021),
povinnost oznacit vyrobok ddtumom spotreby méd prevadzkovatel potravindrskeho pod-
niku, ktory rozhoduje, dokedy je ochotny a schopny zaru¢it kvalitu alebo bezpe¢nost vy-
robku.

Pohoreld (2021) uvadza, ze datum spotreby je datum, do ktorého je potravinu bezpecné
konzumovat. Oznacuji sa nim potraviny, ktoré podliehaju rychlej skaze (najma cerstvé
potraviny ako napriklad ¢erstvé maso, cerstvé syry). To znamend, Ze pri potravinach, ktoré
sa rychlo kazia a z tohto ddovodu moézu po kratkom case predstavovat riziko pre zdravie
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ludi, sa ddtum minimélnej trvanlivosti nahradza datumom spotreby. Po uplynuti datumu
spotreby uz potravina nie je zo zdravotného hladiska bezpec¢na, t. j. neodporica sa ju kon-
zumovat, a to ani za predpokladu, Ze boli dodrzané podmienky skladovania. V opa¢nom
pripade hrozia zdravotné komplikdcie. Jednoducho povedané, po uplynuti ditumu spotre-
by sa potravina povaZzuje za nebezpe¢nu.

Hlavnym rozdielom podla Yassina et Soaresa (2020) je, Ze datum minimalnej trvanli-
vosti sa tyka kvality potravin, zatial ¢o datum spotreby sa tyka ich bezpecnosti. Potraviny
po datume spotreby by sme nemali konzumovat, ale potraviny po datume minimalnej tr-
vanlivosti mdzeme konzumovat, ak vyzeraju, voiiaji a chutia dobre. Informécie o datu-
moch exspirdcie je mozné ziskat z obchodnych rad, domacich pravnych predpisov (zakon
o komoditach), eurdpskych pravnych predpisov a celosvetovych noriem Codex Alimenta-
rius. Rozne organizacie podla Soethoudsta et al., (2013) poskytuju tieto informécie o détu-
moch spotreby vyrobcom, maloobchodnikom aj spotrebitelom.

Hoci vlady zaviedli predpisy na informovanie spotrebitelov o dolezitych vlastnostiach
vyrobkov a na ochranu spotrebitelov pred klamlivymi informaciami, empiricky vyskum
o tom, ako spotrebitelia interpretuji a vnimaju obaly potravin, casto ukazal, Ze spotrebi-
telia mozu byt zavadzani sposobom prezentdcie informdcii a dizajnom obalov. Jasnosti vo
formulacidch, pouziti obrazkov a $tyle zobrazovania mézu ovplyvnit dojmy, ktoré si spot-
rebitelia vytvoria. Schifferstein et al. (2021) uvadza, Ze na podporu rozhodovania spotre-
bitelov by zékonodarcovia nemali poskytovat len pravidld a predpisy, ktoré su formdlne
spravne, ale mali by zohladnit aj u¢inky, ktoré moze mat spréva a sposob jej komunikacie
(napr. obsah, typ pisma, velkost, pouZitie obrazkov, $tylistické prvky) na kupujucich.

Popri opise povinnych tdajov Nariadenie o poskytovani informadcii o potravinach
(FIC) v ¢lanku 36 ustanovuje, ze dobrovolne poskytované informdacie nesmu uvadzat spot-
rebitelov do omylu a v prislusnych pripadoch by mali byt zalozZené na relevantnych vedec-
kych tdajoch. V mnohych pripadoch v8ak byva otdzne, ¢o presne je a ¢o nie je klamlivé.
Preto zo vSeobecnej zasady v potravinarskom prave, ktora hovori o ochrane spotrebitelov
pred klamlivymi a nebezpe¢nymi potravinami, boli odvodené $pecifickejsie predpisy ako
uvddza Schifferstein et al. (2021).

Ako uvadzaji roézne zdroje (Dogan, Birant, 2021, Kavanaugh, Quinlan 2020, Van
Royen et al. 2022), existuje niekolko metdd oznacovania datumu spotreby na vyrobku,
ktoré sa liSia typom informacii, ktoré poskytuji, nakladmi a ¢asom potrebnym na ozna-
Cenie a tym, ako fahko sa informdcie ¢itaji. Najjednoduch$ou metédou je oznacenie da-
tumu minimélnej trvanlivosti (ddtum minimélnej trvanlivosti) na vyrobkoch s nizkym
rizikom. MozZe to byt pomocou gumovej peciatky s vymenitelnymi znakmi a pohyblivym
pismom na vytvorenie ditumu minimalnej trvanlivosti alebo napisanim datumu za slova
»minimélna trvanlivost do“ pomocou kdédovacieho atramentu. Variantom tejto metddy je
pouzitie jednorazovej etikety s predtlatenym datumom minimalnej trvanlivosti v kombi-
nécii s ru¢nou etiketovacou pistolou, ktordt mozno nastavit tak, aby vytlacila datum ba-
lenia a pocet dni s odstupom od ddtumu minimélnej trvanlivosti. Dalsou jednoduchou
metddou je vytlacit ditum ako sucast ¢isla $arze. Moze mat podobu blokového kédu, kto-
ry sa aplikuje pomocou $ablony a valéeka s rychlo schntiicim atramentom, alebo vopred
pripraveného typu a ohrievacieho prvku, najcastejsie systému ,,hortcej folie“. Hoci bloko-
vy kod bude viditelny, bez kluca nebude lahké odlisit datum od zvysku kédu a moze byt
tazké zistit zivotnost vyrobku. Pri systéme s horticou féliou sa pouzivaju Specifické typy
kédovania ddtumu, ktoré sa zvyc¢ajne musia $pecidlne objednat. Vyhodou tejto metddy je,
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Ze sa zaznamenava typ oznacenia datumu a Zivotnost vyrobku. To je uzito¢né, ked sa spo-
lo¢nost snazi zuzit pri¢inu chyby tlace, ktord viedla k nedostato¢nému alebo nadmernému
oznacovaniu vyrobkov.

Cielom nasej prace bolo na zéklade dotaznika vyhodnotit nazory spotrebitelov na kon-
trolu ddtumu spotreby a ditumu minimalnej trvanlivosti.

MATERIAL A METODIKA

V préci sme vyhodnotili vysledky anonymného dotaznika s ndzvom ,,Kontrola datumu
spotreby a datumu minimalnej trvanlivosti‘. Zamerom dotaznika bolo zistit stav postojov
spotrebitelov ku kontrole DMT a DMS na obale potravin, ich pripadnému poskodeniu
a stavu tovaru v obale. Odpovede v dotazniku sme analyzovali a vyhodnotili graficky aj
percentudlne. Dotaznik vyplnilo 379 respondentov a pytali sme sa ich na 19 otdzok. Cha-
rakteristika respondentov: Na odpovede reagovalo 231 Zien, ¢o predstavuje 60,9 % vset-
kych respondentov a 148 muzov, ¢o je 39,1 %. Co sa tyka veku, tak 217 respondentov malo
od 20 do 30 rokov, 45 respondentov malo menej ako 20 rokov, vo veku od 31 do 59 bolo
109 respondentov a s vekom nad 60 rokov odpovedali na otdzky v dotazniku 8 respon-
denti. Stredoskolské vzdelanie bez maturity malo 31 respondentov dotaznika, stredoskol-
ské s maturitou malo 172 respondentov, vysokoskolské vzdelanie malo 141 respondentov
a k zakladnému vzdelaniu sa prihlasilo 35 respondentov. Z hladiska pracovného zaradenia
dotaznik zaevidoval 190 zamestnanych, 6 dochodcov, 158 Studentov, 10 nezamestnanych
a 15 boli na materskej dovolenke. V byte byva z nich 148 respondentov, v dome 59 a v do-
me so zahradou 172. Z celkového poctu 379 respondentov bolo 10 veganov/vegetarianov.

VYSLEDKY PRACE

V praci sme vyhodnotili nazory 379 respondentov, ktori odpovedali na 20 uzatvore-
nych otdzok v dotazniku online formou. Pri niektorych otédzkach niektori respondenti
neodpovedali a nevyjadrili tak svoj nazor. Na zdklade vyhodnotenia jednotlivych otdzok
z dotaznikov konstatujeme nasledovné zistenia:

Vicsina z nich (77,2 %) si uvedomuje dolezitost kontroly datumu spotreby pri nakupe
potravin a 17,2% respondentov nekontroluje datum spotreby, ¢o moze viest k plytvaniu
potravinami a zdravotnym rizikdm.

Frekvencia nakupovania moze stvisiet s domacou produkciou potravin, zivotnym §ty-
lom, blizkostou obchodu, akciovym predajom a podobne, kedze viacsina respondentov
(58,2 %) nakupuje potraviny 2 -3 krat za tyzden, ¢o je z hladiska cerstvosti, roznorodosti
a objemu ndkupov idedlne. Nakupy raz za tyzden preferuje 24,3 % respondentov a ndkupy
kazdy den robi 13,8 % respondentov.

Planovanie ndkupov potravin moéze viest k niz§im vydavkom, zdrav§iemu stravovaniu
a mensiemu plytvaniu potravinami, kedZe 42,3 % respondentov planuje nakupy potravin,
¢o indikuje finan¢nu stabilitu alebo zdujem o zdravy Zivotny $tyl. 48,7 % respondentov pla-
nuje ndkupy niekedy, s roznymi faktormi ovplyviiujucimi tato volbu, ako napr. akcie v ob-
chodoch ¢i tvorba zasob, 8,4 % respondentov nakupy neplanuje.

Nékup potravin len podla potreby je ekonomicky a ekologicky, avsak v kontexte pandé-
mie a inflacie sa stdva beznym aj ndkup do zasoby, pretoze 19,8 % respondentov nakupuje
len tolko, kolko spotrebuje, ¢im predchadza plytvaniu potravinami. Az 65,3 % responden-
tov nakupuje podla potreby, ale ob¢as vyuZije zlavy, ¢o moze indikovat nakupy do zasoby
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vplyvom pandémie. Len 14,8 % respondentov nakupuje vzdy potraviny do zasoby s vyuzi-
tim zliav, pravdepodobne z dovodu inflacie a snahy o usporu.

Nékup vyrobkov s poskodenym datumom je rizikovy a neodporuca sa, ¢im sa riadi aj
vicsina respondentov (220), ktori by si vyrobok s poskodenym datumom spotreby/trvan-
livosti z obavy o bezpeénost potravin a zdravie nekupili. 38 respondentov by si ho kupilo,
78 z nich by sa riadilo viditelnostou vyrobku v obale a 42 by upozornilo obchod.

Vicsina respondentov (70,55 %) poznd rozdiel medzi DMT a DS, ¢o je pozitivne pre
ochranu spotrebitelov. Len 6,9 % respondentov rozdiel nepoznd a 22,5% si nie je istych.
Je dolezité vzdelavat tito mensiu skupinu o rozdiele. Aj ked je percento znalosti vysoké,
existuje riziko, Ze respondenti rozdiel nerozumeju dostato¢ne hlboko.

Vicsina respondentov (159) kontroluje DMT a DS pri nakupovani, 156 obcas, 29 nikdy.
Z nich 31 kontroluje len ddtum spotreby a 3 len DMT. Je dolezité, aby vietci spotrebitelia
kontrolovali DMT a DS pre &erstvost a bezpe¢nost potravin.

Je dolezité kontrolovat potraviny po zaruke pred konzuméciou, ale je na individualnom
posudent, ¢i st vhodné na konzumaciu. Vacsina respondentov (78,3 %) skontroluje po-
travinu po zdruke a skonzumuje ju, ak je v poriadku. Mensia skupina (21,7 %) potraviny
po zaruke vzdy vyhodi.

Vicsina respondentov (190) je lahostajna k produktom po ddtume spotreby. Je dolezité,
aby si spotrebitelia uvedomovali rizikd konzumadcie potravin po datume spotreby a infor-
movali predavac¢ov o nespravnom oznaceni.

Je nevyhnutné, aby obaly potravin obsahovali vietky relevantné informécie pre infor-
mované rozhodnutie o kipe. Zaroven by mali obsahovat len potrebné informécie, aby sa
predislo zahlteniu spotrebitelov.

Az 55,8 % respondentov ma zaujem o moznost klast doplnujtce otazky pri obsluznych
pultoch, aby ziskali informdcie a poradenstvo pri nakupe. Az 44,2 % respondentov o tuto
moznost nema zaujem.

Nézory na oznacovanie Cerstvého peciva daitumom spotreby su rozdielne. Az 144 res-
pondentov je za, 130 proti a 104 sa nevie rozhodnit.

S cielom minimalizovat zbyto¢nu spotrebu a plytvanie potravinami je potrebna jasnej-
$ia informadcia o trvanlivosti pre spotrebitelov, kedze ndzory na trvanlivost krabicového
mlieka sa liSia. Najcastejsie uvadzand trvanlivost je 6 mesiacov (124 respondentov), nasle-
duje 3 mesiace (115 respondentov).

Vidsina respondentov preferuje kontrolu a konzuméciu podla stavu. Existuje ale roz-
norodost postupov. Za vyhodenie bolo 94 respondentov, za kontrolu a konzuméciu podla
stavu bolo 143 respondentov, a konzumaciu do datumu spotreby uprednostiiuje 140 res-
pondentov.

Pri potravindch po datume minimalnej trvanlivosti 65,1% kontroluje ich organoleptic-
ké vlastnosti a potom sa rozhodne. Vyhodi ju 10,3 % a skonzumovanie do datumu prefe-
ruje 24,6 %.

Respondenti maji obavy o bezpe¢nost potravin v restauracidch, kedze 329 responden-
tov si mysli, Ze sa v reStaurdciach datumy nedodrzuju alebo nevedia to jednoznacne po-
sudit. Len 12,6 % respondentov si bolo istych, Ze v retaurdciach sa DMT a DS striktne
dodrzuju.

A7 68,5% respondentov vnima potraviny po datume spotreby ako vyznamny prispevok
k plytvaniu potravinami. Len 26,2 % si mysli, Ze vplyv je mensi a 5,3 % uviedlo nizky vplyv
(Graf 1).
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Vicsina respondentov (88,6 %) sa stretla s predajom potravin so zlavou pred skoncenim
datumu spotreby, kedy sa predajcovia snazia minimalizovat odpad potravin a zdkaznici si
kupujt potraviny za zvyhodnenu cenu. Mala cast respondentov (5,3 %) sa s takymto pre-
dajom nestretla a 6,1 % respondentov to nevedelo posudit (Graf 2).

@ Do vysokej miery v zévislosti od ... 259
@ Do meniej miery v zévislosti od ... 99

@ Nizkej miery v zdvislosti od kipy... 20

Graf 1 Grafické zndzornenie odpovedi na otdzku: ,,Do akej miery prispievajii potraviny
po ddtume spotreby k plytvaniu potravinami‘?

. Ano 334
@ nie 20
@ Neviem to posidit 20
. Neviem a je mi to jedno 3

Graf 2 Grafické zndzornenie odpovedi na otdzku: ,,Preddvajii sa v predajniach kde
nakupujete aj potraviny so zlavou pred ukoncenim ddtumu spotreby“?

DISKUSIA

Dolezitymi aspektmi rozhodovania spotrebitela pri vybere a ndkupe potravin st kva-
lita a vlastnosti konzumovanych potravin. Spotrebitelia viac sleduju vyzivové a zdravotné
tvrdenia o potravindch, ktoré vak nie st vzdy pravdivé. Pre spotrebitelov st udaje uvede-
né na obaloch potravin zdrojom informacii pri ich rozhodovani o kipe. Vietky uvadzané
informécie nesmu spotrebitela uvadzat do omylu, musia byt Citatelné presné, jasné a zro-
zumitelné. Potravinam alebo vyrobkom z nich nesmu pripisovat vlastnosti, ktoré mozu za-
branit chorobe, alebo ju zmiernit alebo vylie¢it. VSetky uvddzané udaje musia byt uvedené
v jazyku zrozumitelnom v prislusnej krajine. Za spravne uvedené informacie zodpoveda
prevadzkovatel potravindrskeho podniku, pod ktorého menom alebo obchodnym nazvom
sa potravina umiestiuje na trh (Informa¢né centrum bezpecnosti potravin, 2018).

Kedze informacif na etiketich vyrobkov je pomerne dost, spotrebitelia ich vietky nev-
nimaju ako potrebné. Z nasich zisteni je podstatné, Ze len velmi maly pocet respondentov
(29) si neoveruje idaje o spotrebe resp. trvanlivosti potravin.

Vyznamnym faktorom ovplyviiujuci spravanie spotrebitela je aj cena a rézne zlavnené
akcie. V oblasti ochrany spotrebitela sa najcastejsie stretavame s nekalymi obchodnymi
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praktikami zo stran podnikatelov. Nekalost spociva v jednani v rozpore s poziadavkami
nélezitej profesionalnej starostlivosti tak, Ze ovplyviuje spotrebitela podstatnym sposo-
bom natolko, Ze spotrebitel urobi svoje rozhodnutie inak, nez ako by ho byval urobil nebyt
tohto nekalého konania (Vitova, Etlikova, 2017).

Predavajuci su z hladiska ekonomickej sily spravidla v prevahe, a preto sa snazia spot-
rebitela ovplyvnit vo svoj prospech prave v §tadiu jeho rozhodovania. Klamlivé reklama je
zakazand, klamanim spotrebitela dochddza k ovplyviiovaniu jeho ekonomického sprava-
nia (Ty¢, 2017).

Na fal$ovanie potravin dopldca vzdy spotrebitel, ktory vynaklada svoje prostried-
ky za nekvalitné potraviny alebo potravinové vyrobky. Takyto vyrobok nema pravdivo
oznacené svoje zlozenie a spotrebitel je tymto spravanim oklamany. Pravnymi predpismi
na ochranu spotrebitela, ozna¢ovanim potravin sa zaoberd Nariadenie (EU) 1169/2011
o poskytovani informdcii o potravindch spotrebitelom. Kontroly zameriavajuce sa
na oznacovanie alebo falSovanie potravin. Za nestandardné mozeme povazovat aj predaj
potravin po DS/DMT, znepokojujtce je vSak nase zistenie, Ze az 190 respondentov neve-
nuje pozornost vyrobkom ndjdenym po DS/DMT a len 5 respondentov napise staznost.
Toto potom vedie obchodnikov k tomu, Ze problému nevenuju zvySent pozornost a tovar
neodstranuju z regalov a pultov.

V rémci tradnych kontrol vykonanych Stitnou veterinrnou a potravinovou spravou
SR sa na poprednych miestach nachddza predaj potravin po datume spotreby resp. ddtume
minimalnej trvanlivosti. V roku 2023 bol celkovy pocet kontrol s nedostatkami v DM/
DMT 229 a v ramci nich bolo zistenych 1 083 nedostatkov, ¢o je takmer 5 nedostatkov
zistenych pri jednej kontrole (Bires, 2024)

Na$im zdsadnym zistenim je aj fakt, Ze takmer polovica respondentov nema dove-
ru v tom, ze re$taurdcie striktne dodrziavaja DS/DMT. Tito neddvera Casto prameni aj
z vlastnych zisteni kvality pontkanej stravy. Pozitivne v§ak mozeme hodnotit fakt, Ze az
259 respondentov si mysli, Ze potraviny po datume spotreby prispievaji k vysokej miere
kich plytvaniu. Aj tu je potrebné vzdeldvanie spotrebitelov najma ohladom velkosti a sor-
timentu nédkupov ako aj systémov stravovania. V sucasnom obdobi sa uz v predajniach
rozsiril predaj potravin so zlavou pred ukonc¢enim datumu spotreby, ¢o uviedlo 334 res-
pondentov. Aj toto je cesta ako znizit mnozstvo potravinového odpadu, obmedzit plytva-
nie a spravat sa zodpovednejsie k vlastnej spotrebe potravin.

Délezitymi aspektmi rozhodovania spotrebitela pri vybere a ndkupe potravin su kvali-
ta, vlastnosti a cena konzumovanych potravin. Spotrebitelia viac sleduju vyzivové a zdra-
votné tvrdenia o potravinach, ktoré vsak nie st vzdy pravdivé. Velka cast spotrebitelov sa
pri svojom nakupnom rozhodovani dava prednost vyberu podla zlozenia potravin. Tu sa
stretavaju spotrebitelia zo stran predajcov a vyrobcov s nekalymi obchodnymi praktikami
ako st klamliva reklama, dvojaka kvalita zdanlivo rovnako vyzerajucich potravin v roz-
nych ¢lenskych $tatoch Eurdpskej tinie a tiez s problematikou fal§ovania potravin. Vo vset-
kych tychto pripadoch dochddza ku klamaniu spotrebitela.

ZAVER

Spotrebitelia st ochotni kontrolovat potraviny a ich ddtumy minimélnej trvanlivos-
ti a datumy spotreby. Avsak akondhle je tato schopnost mimo ich kontroly (restaurdicie),
existuje tam neddvera. Spravanie spotrebitelov je teda na dobrej tGrovni avsak v ur¢itych
pripadoch je potrebné dalsie vzdelavanie o datumoch spotreby a zodpovednom nakupe.
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Abstract

ESCA syndrome is a complex of wood-destroying fungi involved in the decom-
position of the woody matter of the grapevine and the subsequent apoplexy of its
aboveground organs. The aim of this study was to compare the physiological responses
of symptomatic grapevines with asymptomatic grapevines and to compare amputated
part of the trunk symptomatic and asymptomatic grapevines. The measurements were
carried out at the site of the wine-growing village of Nitra on 5 August 2024 (BBCH
81). The analysed parameters included Leaf Area Index (LAI), Normalised Difference
Vegetation Index (NDVI) and Photochemical Reflectance Index (PRI). We found sta-
tistically significant higher values of LAI (+44%), NDVI (+12%) and PRI (+11%) in
asymptomatic grapevines compared to symptomatic grapevines. In the case of grape-
vines with an amputated part of the trunk, we found statistically significantly higher
LAI values (+39%) for asymptomatic grapevines compared to symptomatic grapevines.
For the NDVI and PRI indexes, we found no statistically significant differences in the
measured values in the variants with the amputated part of the trunk. The values of the
observed indexes confirm the negative effect of the ESCA syndrome on the physiologi-
cal reactions of the grapevines. Based on the results, amputation of a part of the infected
trunk may be an alternative method for eliminating the spread of pathogens in the ES-
CA complex.
Keywords: ESCA syndrome, Leaf Area Index, Normalised Difference Vegetation index,
Photochemical Reflectance index

UvoD

Ochorenia kmienkov vini¢a (GTD, syndrom ESCA) st celosvetovym problémom
spdsobujtcim signifikantné znizenie rentability produkcie hrozna a vina. Mikroskopic-
ké huby patriace do komplexu ESCA sposobujt rozklad drevnej hmoty vinic¢ovych krov,
¢o vedie k apoplexii viacro¢nych orgdnov vini¢a (Andreini et al., 2009; Obrador-Sanchez
a Hernandez-Martinez, 2020). Priemerny vyskyt symptomatickych krov vo Francuzsku
je 13% (Claverie, 2020; Bruez et al., 2013). V Spanielsku sa vyskyt symptomatickych krov
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pohybuje od 1,8 do 10,5 % a v Taliansku od 8 do 19 %. V niektorych starych vinohradoch
dosahuje vyskyt tychto ochoreni lokdlne 60 az 80%. V Argentine je postihnutych 30 %
starych vinohradov a vyznamné hospodarske straty sposobené ochoreniami kmienkov
vini¢a boli zaznamenané aj v Spojenych $tatoch, v Australii, na Novom Zélande a na Bliz-
kom vychode (Lloreda et al., 2016; Abu el Samen et al., 2023). Mechanizmy vzniku a vy-
voja infekcii nie su dostato¢ne preskiimané. Mikroskopické huby z komplexu ESCA su
prirodzenou suc¢astou mikrobiému vinohradov. Existuje spektrum faktorov, ktoré iniciu-
ju zmenu endofytickej fizy mikroskopickych hub na patogenicku fazu. Za tieto javy sa
povazuje najmé vystavenie rastliny biotickym alebo abiotickym stresom, ako je nedos-
tato¢na vyziva, dlhotrvajice sucho, mechanické poskodenie rastliny a zasolenie pody
v danej lokalite (Hrycan et al., 2020; Petrini, 1991; Stone et al., 2000). Prejavy GTD su
sezénne premenlivé a koreluju s meteorologickymi podmienkami pocas vinohradnic-
kych ro¢nikov. Nezanedbatelnym faktorom je aj genetickd variabilita vini¢ovych odrdd
vo forme odlisnej miery rezistencie konkrétnych odrdd proti vzniku a rozvoju infekcif
spdsobenych drevokaznymi hubami (Calzarano et al., 2014; Di Marco, 2011). Od oka-
mihu napadnutia hubou az po objavenie sa prvych symptémov sa na vini¢i ochorenia
kmienkov vyvijaju pomaly. Po niekolkych rokoch od primérnej infekcie sa drevokazné
huby zacinaju spravat invazivne, ¢o sa prejavuje vo forme $pecifickych folidrnych sympto-
mov (Verhoeff, 1974).

Cielom experimentu bolo prostrednictvom vybranych vegetaénych indexov vyhodnotit
fyziologické reakcie vinicovych krov infikovanych komplexom hub ESCA pocas vegetac-
ného obdobia a zhodnotit vplyv amputdcie casti infikovaného vini¢ového kmienka na fy-
ziologické reakcie zmladenych vinic¢ovych krov.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Vinohradnicka obec Nitra sa nachadza v Nitrianskom vinohradnickom rajone, kto-
ry je sicastou Nitrianskej vinohradnickej oblasti. Vinohrad sa nachadza v Demonstrac-
nej zdhrade Slovenskej polnohospodarskej univerzity v Nitre. Rok vysadby vinohradu
je 2007. Vinohrad je pestovany na rynsko-hessenskom vedeni. Ro¢ny sucet tepldt nad
10 °C je vyssi ako 3000 °C. Priemernad teplota pocas vegetacného obdobia je 1617 °C.
Prevladajucim pddnym typom v lokalite je fluvizem. Geografické suradnice vinohradu
s 48,301220° s. §., 18,100772° v. d. (Dzatko et al. 2009). Pre ucely experimentu sme po-
uzili modra mustova odrodu vini¢a Cabernet Sauvignon, ktord je pestovana na podpni-
ku SO4. V slovenskych vinohradoch patri Cabernet Sauvignon medzi najviac pestované
odrody. Jeho pestovatelské plochy v SR st 639,2 ha (Meravd, 2021). Priemerna vyska
urod sa pohybuje medzi 6-9 tha! s koeficientom rodivosti 1,6. Cukornatost hrozna
je v priemere 18-20 °NM (Pospisilova et al., 2005). Je citlivou odrodou na napadnutie
ochoreniami kmienkov vini¢a. Experimentdlne vini¢ové kry sme rozdelili na 4 varian-
ty (Tabulka 1). V kazdom variante sme pracovali s 10 vini¢ovymi krami. Merania sme
uskutoénili v 5 opakovaniach vo fenologickej faze Zaciatok dozrievania (BBCH 81) dila
5.8.2024.
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Tabulka 1 Charakteristika sledovanych variantov

Oznacenie variantu | Charakteristika variantu

AS Vinic¢ové kry bez folidrnych symptémov ESCA syndréomu

S Vinicové kry prejavujtice folidarne symptomy ESCA syndrému

Vinicové kry po amputacii casti kmienka, bez foliarnych symptémov

AAS ESCA syndrému v ¢ase amputdcie

Vini¢ové kry po amputdcii ¢asti kmienka, prejavujuce folidrne

AS symptomy ESCA syndréomu v ¢ase amputacie

V auguste 2022 sme pomocou prerezavacej pilky (FELCO, Svajéiarsko) realizovali am-
putdciu vini¢ovej hlavy s castou vini¢ového kmienka (Obrazok 1) symptomatickych
a asymptomatickych krov.
h Ay : Rezné rany po amputdcii sme oSetri-
li zmesou ucinnych latok obsahujicou
azoxystrobin 93,5, g/l, folpet 500 g/l,
metrafenone 500 g/l, oxichlorid medi
30%. Po zaschnuti zmesi sme na ra-
nu naniesli vrstvu akrylovej, vodou
rozpustnej neriedenej farby. S cielom
zabezpelit konzistenciu a presnost sa
vSetky merania uskutocnili v ten isty
den - ekvivalentné rastliny, plne vy-
vinuté listy a s analogickym stadiom
vyvoja - medzi 11:00 a 13:00. Na vy-
hodnotenie indexu listovej plochy
(LAI) sme pouzili LaiPen LP 100 (Pho-
ton System Instruments, Brno, Ces-
ka republika). LAI je definovany ako
jednostrannd plocha zelenych listov
na jednotku plochy pody v korunach
listnatych stromov. Zariadenie funguje
na principe merania slneéného Ziare-
nia vykonanych pomocou $irokouh-
: # Iého optického senzora (Photon Sys-
Obrdzok 1 Amputdcia casti vinicového kmienka ~ tems Instruments, 2016a). V priebehu
(Jands, 2022) merania sme zariadenie umiestnili 0,5
metra nad zemskym povrchom, pod
vini¢ovymi krami. Na vyhodnotenie normalizovaného rozdielového vegeta¢ného indexu
(NDVI) sme pouzili zariadenie Plant Pens NDVI 300 (Photon System Instruments, Br-
no, Ceska republika). Toto zariadenie pracuje na principe analyzy absorpcie vinovej dizky
odrazenej od povrchu listu. Merali sme pri vinovych dizkach 740 nm a 660 nm, ktoré sme
vypocitali pomocou rovnice (Photon Systems Instruments, 2016b):
NDVI = (R740 - R660) / (R740 + R660)
Meranie sme realizovali prichytenim zariadenia o vini¢ovy list vystaveny priamemu sl-
necnému Ziareniu.

B S 7 k1
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Na vyhodnotenie fotochemického indexu odrazivosti (PRI) sme pouzili zariadenie
Plant Pens PRI 200 (Photon System Instruments, Brno, Ceska republika). Zariadenie pra-
cuje na principe komparacie odrazivosti listov v dvoch tizkych pasmach vinovych dizok so
stredom blizko 530 nm a 590 nm. PRI detekuje zmeny karotenoidnych pigmentov, ktoré
sved¢ia o zmenach v miere absorpcie CO,, ucinnosti vyuzitia svetla rastlinou, a ako indi-
kator vodného stresu. Pouziva sa pri analyzach produktivity a stresu vegetacie. PRI index
sme vypocitali pomocou rovnice (Photon Systems Instruments, 2016b):

PRI = (R530 - R590) / (R530 + R590)

Meranie sme realizovali prichytenim zariadenia o vini¢ovy list vystaveny priamemu sl-
necnému Ziareniu.

Na $tatistické vyhodnotenie sme pouzili metédu analyzy rozptylu v programe XLSTAT
v.2021.4.1 (Addinsoft, Francuzsko). Na testovanie $tatistickej vyznamnosti vysledkov sme
pouzili test LSD (test najmensich vyznamnych rozdielov, p < 0,05). Rozdelenie udajov sme
testovali pomocou Shapiro-Wilkovho testu na hladine $tatistickej vyznamnosti 0,05. Sta-
tisticktl vyznamnost rozdielu medzi vzorkami sme posudzovali pomocou ANOVA-Tukey-
ho testu (p = 0,05).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V pripade asymptomatickych krov sme zistili o 44 % vy$sie priemerné hodnoty inde-
xu LAI v porovnani so symptomatickymi vini¢ovymi krami. Rozdiel aritmetickych prie-
merov bol $tatisticky preukazny (Tabulka 2). V pripade vini¢ovych krov s amputovanou
¢astou kmienka sme zistili o 39 % vyssie hodnoty indexu LAI v pripade krov bez prvot-
nych folidrnych symptémov ESCA syndrému v porovnani s krami prejavujicimi folidrne
symptémy pred amputiciou infikovanej ¢asti kmienka. Rozdiel medzi nameranymi hod-
notami bol $tatisticky preukazny. V pripade variantov s amputovanou ¢astou kmienka sme
zistili vyssie hodnoty LAI v porovnani s vini¢ovymi krami bez amputacie kmienka. Hod-
noty LAI potvrdzuju negativne posobenie ESCA syndrému na listovi plochu symptoma-
tickych vini¢ovych krov.

Tabulka 2 Index listovej plochy (LAI)

Variant AS S A-AS A-S

AP + SD 1,576 + 0,054a 1,093 + 0,166b 1,713 + 0,080a 1,229 +£0,162b
Min 1,543 0,962 1,622 1,057
Max 1,730 1,454 1,876 1,537

CV (%) 3 15 5 13

Pozn.: AP - aritmeticky priemer, SD - smerodajna odchylka, min - minimum, max - maximum,
cv - varia¢ny koeficient, S - symptomatické kry, AS - asymptomatické kry, A-S — symptomatické
kry po amputdcii ¢asti vini¢ového kmienka, A-AS - asymptomatické kry po amputdcii ¢asti vini-
¢ového kmienka. a, b znamena, Ze riadky s rozdielnym pismenom su $tatisticky preukazne odlisné
(Tukey test, p <0,05).

Su et al. (2022) zistili, Ze mnoZstvo atmosférickych zrazok, resp. rezim zavlahy maju
vplyv na hodnoty LAI v pripade vini¢ovych krov. Na zéklade roznych zavlahovych rezi-
mov dospeli k zaveru, Ze index listovej plochy sa zvysSuje priamo timerne k objemu apli-
kovanej vody. Nekroza cievnych zvizkov vini¢a ako nésledok infekcie mikroskopickymi

/80/



Aktudlne trendy v agropotravindrstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

hubami z komplexu ESCA vedie k naruseniu transportu vody do nadzemnych organov
vini¢ovych krov (Petit et al., 2006; Magnin-Robert et al., 2011). ZniZzené mnozstvo do-
stupnej vody pre nadzemné organy vinica negativne ovplyviuje vyvin listovej plochy vini-
¢ovych krov pocas vegeta¢ného obdobia. Nase zistenia su v sulade so zisteniami Su et al.
(2022).

V pripade asymptomatickych krov sme zistili o 12 % vyssie priemerné hodnoty indexu
NDVI v porovnani so symptomatickymi vinicovymi krami. Na zéklade $tatistického vy-
hodnotenia sme zistili $tatisticky preukazné rozdiely medzi symptomatickymi a asympto-
matickymi vini¢ovymi krami v hodnotdch NDVT indexu (Tabulka 3). V pripade vinico-
vych krov s amputovanou ¢astou kmienka sme zistili o 2% vyssie hodnoty indexu NDVI
v pripade krov bez prvotnych foliarnych symptémov ESCA syndrému v porovnani s kra-
mi prejavujucimi folidrne symptémy pred amputdciou infikovanej ¢asti kmienka. Medzi
experimentalnymi variantmi krov s ¢astou amputovaného kmienka sme medzi namerany-
mi hodnotami nezistili $tatisticky preukazné rozdiely. Hodnoty NDVTI potvrdzuju zmenu
fyziologickych reakcii symptomatickych vini¢ovych krov.

Tabulka 3 Normalizovany rozdielovy vegetacny index (NDVI)

Variant AS S A-AS A-S

AP + SD 0,579 £ 0,012ac | 0,518 +0,022bc | 0,573 +0,025¢ 0,560 + 0,028¢
Min 0,560 0,480 0,490 0,530
Max 0,590 0,550 0,600 0,610

CV (%) 2 4 4 5

Pozn.: AP - aritmeticky priemer, SD - smerodajnd odchylka, min - minimum, max - maximum,
cv - variacny koeficient, S — symptomatické kry, AS - asymptomatické kry, A-S — symptomatické
kry po amputdcii ¢asti vini¢ového kmienka, A-AS - asymptomatické kry po amputdcii ¢asti vini-
¢ového kmienka. a, b znamena, Ze riadky s rozdielnym pismenom su $tatisticky preukazne odlisné
(Tukey test, p <0,05).

Junges et al. (2017) vo svojej $tadii sledovali hodnoty NDVI indexu vo vinohradoch
pocas vegetacného obdobia v lokalite Rio Grande do Sul, v Brazilii. Pre odrodu Caber-
net Sauvignon (CS) zistili vyssie hodnoty NDVI v porovnani s odrodou Chardonnay, ¢o
oddvodnuji vyssou vegetativnou vitalitou odrody CS. Autori zistili hodnoty NDVI medzi
fenofazami BBCH 71 a BBCH 81 blizke 0,8. Na zéklade porovnania s na$imi vysledkami
sme zistili niz$ie hodnoty NDVI pre oblast Slovenka v porovnani s lokalitou Rio Gran-
de do Sul. Rozdiely mozno vysvetlit vy$§imi priemernymi teplotami a vysokymi thrnmi
zrazok v lokalite Rio Grande do Sul pocas vegetacného obdobia. Predpokladom nizsieho
NDVI indexu v pripade symptomatickych krov je nekrdza casti listovej ¢epele, ktora vedie
k jej fyziologickym zmenam.

V pripade asymptomatickych krov sme zistili o 11 % vyssie priemerné hodnoty indexu
PRI v porovnani so symptomatickymi vini¢ovymi krami. Zistili sme $tatisticky preukaz-
né rozdiely v hodnotach indexu PRI medzi asymptomatickymi a symptomatickymi krami
(Tabulka 4). V pripade vini¢ovych krov s amputovanou ¢astou kmienka sme zistili o 1%
vyssie hodnoty indexu PRI v pripade krov prejavujtcich folidrne symptémy pred ampu-
taciou infikovanej casti kmienka v porovnani s krami bez prvotnych foliarnych sympto-
mov ESCA syndrému. Rozdiel medzi variantmi s amputovanou castou kmienka nebol
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Statisticky preukazny. Vyssie hodnoty PRI indexu v pripade krov prejavujtcich folidrne
symptomy pred amputdciou infikovanej ¢asti kmienka moézu suvisiet s objavenim sa foli-
arnych symptomov na 33 % krov bez prvotnych folidrnych symptémov ESCA syndrému
v ¢ase amputécie kmienka. Statisticky preukazné rozdiely medzi symptomatickymi kra-
mi a krami prejavujicimi folidrne symptoémy pred amputdciou infikovanej ¢asti kmienka
potvrdzuji opodstatnenost amputacie vinicového kmienka ako alternativnej metddy pre
sandciu patogénov sposobujucich ochorenia kmienkov vinica.

Tabulka 4 Fotochemicky index odrazivosti (PRI)

Variant AS S A-AS A-S

AP = SD -0,008 £0,009a | -0,104 +0,032b | -0,025 £ 0,018ab | -0,015 + 0,008a
Min -0,023 -0,155 -0,061 -0,023
Max 0,005 -0,049 -0,001 0,004

CV (%) 1 4 2 1

Pozn.: AP - aritmeticky priemer, SD - smerodajna odchylka, min - minimum, max - maximum,
cv - varia¢ny koeficient, S — symptomatické kry, AS — asymptomatické kry, A-S - symptomatické
kry po amputcii ¢asti vini¢ového kmienka, A-AS - asymptomatické kry po amputacii ¢asti vini-
¢ového kmienka. a, b znamena, Ze riadky s rozdielnym pismenom su statisticky preukazne odlisné
(Tukey test, p < 0,05).

Cogato et al. (2022) uvadzaji, ze PRI index reaguje na stresové podmienky pri pesto-
vani vinica. Pri strese rastliny vyvolanom silnym deficitom zrazok sa hodnoty PRI znizuju
v dosledku vddnutia listov, interkonverzie xantofylovych pigmentov a zmien v pomere ka-
rotenoidov ku chlorofylu. Infekcia vini¢a hubami z komplexu ESCA vedie k nekréze ciev-
nych zvazkov (Petit et al., 2006; Magnin-Robert et al., 2011). Narusenie transportu vody
a 7ivin do nadzemnych organov vini¢a vyvolava stresové podmienky v dosledku defici-
tu dostupnej vody pre organy vinica. Deficit vody vedie k expresii folidrnych symptémov
ESCA syndréomu a zaroven znizuje intenzitu fotosyntézy, ¢o sa prejavuje v niz$ich hodno-
tach PRI indexu. Vyssie hodnoty PRI indexu v pripade vini¢ovych krov s amputovanou
Castou starého dreva su vysledkom normalneho transportu vody a zivin prostrednictvom
zdravych cievnych zvézkov v novo zapestovanych vini¢ovych kmienkoch.

ZAVER

Ochorenia kmienkov vini¢a st jednou z najvacsich vyziev, ktorym svetové vinohrad-
nictvo v sucasnosti celi. Na zdklade vyhodnotenia fyziologickych reakcii vini¢ovych
krov mozeme potvrdit negativne posobenie ESCA syndromu na fyziologické reakcie vi-
ni¢a. Ochrana proti ESCA syndréomu sa obmedzuje len na preventivne opatrenia, ktoré
zmierfiuji pociatoény nastup ochorenia a mézu predizit Zivotnost vinohradu. Zakladom
prevencie je znizovanie pestovatelského stresu, ktory zohrava zasadna ulohu v odolnos-
ti vinic¢a proti patogénom. Alternativhou metddou pre oSetrenie symptomatickych krov
sa javi amputdcia Casti infikovaného kmienka a ndsledné zapestovanie nového vini¢ové-
ho kmienka vyrastajiceho z vizudlne zdravého starého vini¢ového dreva. Nevyhnutnos-
tou pre eliminaciu dalsieho Sirenia drevokaznych je zavedenie prisneho medzinarodného
monitoringu biologického mnozitelského materidlu. Vinohrady s vyskytom folidrnych
symptémov nad 10 % odporucame zlikvidovat.
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Corymbia citriodora ako antimikrobialny agent a konzervant
ovocia a zeleniny

Corymbia citriodora as an antimicrobial agent and preservative of fruits
and vegetables

Miroslava KACANIOVA, Andrea VERESOVA

Ustav zdhradnictva, Fakulta zdhradnictva a krajinného inZinierstva,
Slovenskd polnohospoddrska univerzita, Trieda Andreja Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

Plant components are assessed for their antibacterial and preservative qualities on food
products as part of the ongoing continuous for natural food preservatives. Our study’s ob-
jective was to assess the antimicrobial activity of Corymbia citriodora essential oil against
a species of phytopathogenic microorganisms, including Fusarium solani, Botrytis cinerea,
Xanthomonas arboricola, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas syringae, Agrobacte-
rium radiobacter, and Monilia fructigena. The minimal inhibitory concentration and the
disc diffusion method were used to track the antibacterial activity in vitro. The antimicro-
bial activity of kohlrabi, strawberry, kiwi, and beet was observed in situ. The most effective
antimicrobial activity was discovered in vitro against X. arboricola using the disc diffusion
method, A. radiobacter, and P. syringae using the agar dilution method. In situ conditions
also showed evidence of antimicrobial activity against A. radiobacter, B. cinerea and M.
fructigena on vegetables and fruits model. We believe that the essential oil of C. citriodora
is a good antibacterial agent that can prolong the shelf life of food that comes from plants.
Keywords: Corymbia citriodora, disc diffusion method, minimal inhibition concentration,
bacteria, vapor phase

UvoD

Rastliny st vo svojom prostredi neustale konfrontované so $irokym spektrom poten-
cidlnych $kodcov a patogénov, medzi ktoré patri hmyz, hadatka, virusy, baktérie, huby
a oomycéty. Zatial ¢o mnohé patogény sa vyvinuli tak, aby infikovali nadzemné Casti rast-
liny (listy, stonky, kvety a plody), iné sa zameriavaju na podzemné organy (korene a hlu-
zy) (Yadeta a Thomma 2013; Ghalem, 2016). Bakteridlne a hubové patogény sposobujuce
ochorenie rastlin sa podielaju na vyrobnych a ekonomickych stratach v polnohospodar-
stve tym, Ze znizuju kvalitu a drodu konkrétnych plodin alebo obmedzuju ich produkciu
v oblastiach s podmienkami prostredia priaznivymi pre rozvoj ochoreni (Obradovic et al.
2008; Sankaran et al. 2010; Khan, 2023). Okrem hubovitych ochoreni, ktoré st pri¢inou
mnohych problémov v dosledku ich prevalencie a mnozstva strat sposobenych v rastlinnej
vyrobe, existuje vyznamny pocet bakteridlnych ochoreni, ktoré st extrémne destruktiv-
ne a predstavuji hrozbu pre plodiny (Obradovic et al. 2008). Napriek tomu, Ze chemic-
ka kontrola uc¢inne a vo velkej miere znizuje u¢inky vacsiny hubovitych a bakteridlnych
ochoreni, nie je vzdy ziaduca a predstavuje nebezpecenstvo pre zdravie ludi, zvierat a Zi-
votné prostredie, ak sa pouzivaji nadmernym a nevhodnym spdsobom (Shabana et al.
2008; El-Mohamedy a Aboelfetoh 2014). Navyse, mnohi farmari najma v rozvojovych kra-
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jinach ich nemdzu vyuzivat pre ich vysoké naklady a nedostatok vedomosti o ich aplikdcii
(Dhlamini et al. 2005).

Z tohto dovodu sa v poslednych dvoch desatrociach uskutocnili rozsiahle studie
biopesticidov, ktoré su lahko biologicky odburatelné a bezpe¢né pre Zzivotné prostredie
na kontrolu hubovitych a bakteridlnych ochoreni plodin (Al-Askar 2012). Slubnym rie-
$enim a mudrym nastrojom by teda mohli byt aromatické rastliny, ktoré sa v tradi¢nej
medicine pouzivaju pre svoje antimikrobidlne aktivity uz od staroveku (Ismail et al. 2012;
Pawar 2013). Stadie vykonané v minulosti potvrdili, Ze mnohé rastlinné silice vykazovali
antimikrobidlny u¢inok na grampozitivne a gramnegativne baktérie, huby a fytopatogény.

Cielom nasej prace bolo sledovanie antimikrobialnej aktivity Corymbia citriodora rast-
linnej silice proti fytopatogénom s vyuzitim diskovej diftiznej metédy a minimélnej inhi-
bi¢nej koncentrécie in vitro podmienkach a v parnej faze metédou in situ.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Corymbia citriodora bola zakipena od firmy Hanus, s.r.o. (Nitra, Slo-
vensko). Rastlinnd silica (RS) bola vyrobend destilaciou suchych listou vodnou parou. RS
bola skladovana v tme pri teplote 4 °C. Vyrobca uvadza chemické zloZenie silice nasledov-
ne: citronelal, citronelol, citronellyl acetat, limonén, 1,8-cineol, beta pinén, alfa pinén, beta
karyofylén, linalol, eugenol.

Testované mikroorganizmy

V préci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructi-
gena CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Per-
soon : Fries F-314. Cisté kultiry mikroorganizmov boli ziskané z ceskej zbierky mikro-
organizmov (Brno, Ceska republika).

Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita Corymbia citriodora rastlinnej silice (CCRS) bola stanovena
diskovou difiznou metddou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton
agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vldknité huby
(MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikro-
bidlne inokulum sa upravilo na optickd hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10*
KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli
nasytené 10 ul CCRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujicu suspenziu mikroorga-
nizmov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20 °C.
Dve antibiotika ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako
pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnova-
né 0,1% DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskuto¢iovali
v trojnasobnom opakovani.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)
Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
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Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna ¢ast 50 pl inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkova mikrotitra¢nu platiiu. Nasledne sa
CCRS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2 mg/ml
v MHB, SDB a 100 ul suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkuba¢nej peridéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy CCRS in situ bola testovana na vsetkych bak-
téridch a MVH na modeli jahod, kivi, cvikli a kalerabu. Zahriaty MHA, SDA sa nalial
do 60mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrdjané jahody, kivi, cvikla a kaleraby
na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inokulum, ako
bolo opisané vyssie. CCRS sa zriedila v etylacetdte na 500, 250, 125 a 62,5 ul/l a naniesla
sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostdvajuceho etylacettu (1 minuta) sa misky
uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni. Inhibicia
rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metddou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemovd hustota (Vv) mikrobialnych koldnii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] poc¢itanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referenéného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota mikrobidl-
nych kolénii sa nasledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobialna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI) BGI = [(C -
T)/C] x 100, kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a ex-
perimentalnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimuldciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statisticka variabilita udajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antimikrobidlna aktivita C. citriodora rastlinnej silice (CCRS) bola hodnotend disko-
vou diftznou metédou a minimélnou inhibi¢nou koncentraciou. Silna az strednd inhi-
bi¢na aktivita CCRS bola pozorovand v pripade vacsiny testovanych mikroorganizmov
(obrazok 1). Xanthomonas arboricola bol najcitlivej$ou baktériou zo vietkych testovanych
baktérii, pricom CCRS vykazovala velmi silna inhibi¢nd aktivitu. Z testovanych mik-
roskopickych hub bol najcitlivej$i Botrytis cinerea.

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentracii (ob-
noty MIC 50 (1,24 mg/ml resp. 1,45 mg/ml) a MIC 90 (1,56 mg/ml resp. 1,65 mg/ml). Naj-
vyssie hodnoty MIC 50 a MIC 90 boli stanovené pre Monilia fructigena a Fusarium solani.

Obrazok 2. Minimalna inhibi¢na koncentracia CCRS v mg/ml

Nase pozorovania ukdzali, ze CCRS bola aktivnejsi proti baktéridm, po ktorych nasle-
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Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita CCRS diskovou difiiznou metodou
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Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita CCRS diskovou difiiznou metédou

v mm
dovali MVH, ¢o nie je v stlade s predtym publikovanymi vysledkami (Ramezani et al.,
2002; Ramsewak et al., 2003; Sartorelli et al., 2007). Vys$ia citlivost gramnegativnych mik-
roorganizmov vo¢i CCRS moze byt sposobeny pritomnost vonkajsej membrany obklopu-
jucej bunku, ¢o obmedzuje difuziu hydrofébnych zlicenin cez jeho lipopolysacharidovy
obal. V sti¢asnom globalnom scendri si mikroorganizmy sposobujuce ochorenia ziskavaji
rezistenciu voci vacsine antimikrobidlnych latok pouzivanych na liecbu antifungalnych
a antibakteridlnych infekcii (Ramezani et al., 2002; Ramsewak et al., 2003; Sartorelli ef al.,
2007).

CCRS je znama svojou antimikrobidlnou aktivitou (Chandra et al., 2012). V stadii
CCRS extrahovana z listov a kvetov rastlin bola testovana oddelene na antibakterialnu ak-
tivitu pri réznych koncentraciach metédou diskovej difuzie, kde sapre optimalne zhod-
notenie vysledkov merala inhibi¢nd zéna (Sharma et al., 2011). Rozne $tudie ukazali, ze
CCRS ma potencidlny uc¢inok na rozne baktérie a moze inhibovat ich rast (Javed et al.,
2012). V inej $tudii bolo pozorované, ze CCRS nebola takmer u¢innd proti multirezis-
tentnym baktériam (Menut et al., 1995). Mishra et al. (2010 ) zistili, Ze CCRS vykazovala
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inhibi¢ny u¢inok proti S. aureus, S. typhimurium a B. cereus. B. subtilis je tiez baktéria pre-
ndasand potravinami, o ktorej sa uvadza, ze ju inhibuje CCRS, ktory moze byt dobrym anti-
mikrobidlnym zdrojom pre potravinarsky priemysel (Magiorakos et al., 2012). Existuje len
malo dostupnych sprav o antifungdlnej aktivite CCRS. Podla inej $tudii je CCRS schopna
inhibovat A. fumigatus (Tolba et al., 2015). Hodnoty MIC boli vypocitané pre kmene hub
aj baktérii, vysledky MIC ukazali vyznamna inhibiciu oboch skupin moikroorganizmov,
ked boli osetrené CCRS. CCRS z listov vykazovala hodnotu MIC 5 ug ml voci S. aureus
a 10 pg ml voci A. fumigatus. Podobne kvetinova CCRS vykazovala hodnotu MIC 10 pg
ml voli B. subtilis a 5 pg ml voéi S. cerevisiae. Obidve CCRS teda maju dobré protihubové
a antibakterialne vlastnosti (Sharma et al., 2011).

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli jahody ukazala, Ze vietky fytopatogény boli
inhibované CCRS v parnej faze vo vsetkych testovanych koncentracidch (obrézok 3). Pri
najvyssej koncentracii CCRS (500 pl/l) bola na jahode B. cinerea najsilnej$ie inhibovanou
MVH (62,45 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentrécii bola pozorovand pre Monilia
fructigena.

Rozne prirodné produkty, vratane RS, boli skiimané z hladiska ich antimikrobialneho
potencialu proti patogénom a hubam sposobujticim kazenie v réznych produktoch z ovo-
cia a zeleniny, najmi v jahodach. RS sa nedavno pouzivali v jedlych filmoch na zlep$enie
fyzikalno-chemickych, antioxida¢nych a antimikrobidlnych vlastnosti (Martinez et al,
2018; Kahramanoglu, 2019). Niektoré $tidie uvddzaju réznu antimikrobidlnu aktivitu RS
pri roznych koncentracidch a celkovy efekt zlepSenia trvanlivosti a zachovania kvality plo-
dov jahod (Rahmawati et al., 2017). Vykon jedlych folii bol posilneny kombinaciou roz-
nych bioaktivnych zlicenin, najmé RS z aromatickych rastlin, ktoré moézu nielen zlepsit
antimikrobidlne vlastnosti, ale aj zniZit biochemické poskodenia sposobené spracovanim,
ako je kolaps textury, a enzymatické hnednutie (Valdés et al., 2015).
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Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jahody
v %
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Antimikrobidlna analyza in situ na modeli kivi ukdzala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované CCRS v parnej faze vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok 4). Pri
najvyssej koncentracii CCRS (500 pl/1) bola na kivi M. fructigena najsilnejsie inhibovanou
MVH (87,56 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre X. arbo-
ricola.

Hoci sa ukazalo, Ze aplikdcia syntetickych fungicidov, najmé benzimidazolu, dimety-
linhibitorov a dikarboximidu, je mimoriadne ¢inna proti $irokému spektru patogénov
v ovoci a zelenine (Martinez et al., 2018), ich potencialny negativny vplyv na Zivotné pros-
tredie a udské zdravie povzbudil vyskumnikov, aby nasli alternativne prirodné prostried-
ky na zamedzenie neziaduceho rastu mikroorganizmov, a tym zabrénili znehodnoteniu
potravin na zachovanie kvality ovocia pocas skladovania. Rovnako pokracujice a opako-
vané pridavanie fungicidov viedlo k vyvoju rezistentnych kmenov napr. mikroskopickych
vlaknitych hub (Wills a Golding, 2016 Martinez et al., 2018). Preto je dolezita aplikdcia
vhodnych technolégii na zniZenie strat a prediZenie pozberovej trvanlivosti ovocia a zele-
niny pocas skladovania (Aloui a Khwaldia, 2016). Prirodné a organické zluceniny ziskali
$iroky vyznam pre svoje aplikicie v potravinach, pretoze su zdraviu prospe$né s malymi
alebo ziadnymi vedlaj$imi u¢inkami, si nédkladovo efektivne a Setrné k Zivotnému pro-
strediu v porovnani s neorganickymi syntetickymi zli¢eninami. Preto sa prirodné anti-
mykotika rastlinného pdvodu stali idealnymi alternativami komer¢nych syntetickych
chemickych konzervaénych latok na zlepsSenie kvality a bezpecnosti potravin (Sheikh et
al., 2013). V tomto ohlade RS pritiahli vd¢siu pozornost kvoli svojim Sirokospektralnym
insekticidnym, antibakteridlnym a antifungalnym vlastnostiam spolu s ich vysokymi vy-
tazkami, voriami a chutami (Chanthaphon et al., 2008).
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli kivi v %

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli cvikle ukazala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované CCRS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 5). Pri
najvyssej koncentracii CCRS (500 pl/1) bola na cvikle A. radiobacter najsilnejsie inhibova-
nou baktériou (47,87 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre
Fusarium solani.

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli kalerabu ukazala, Ze vSetky fytopatogény bo-
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li inhibované CCRS v parnej faze vo véetkych testovanych koncentracidch (obrazok 6). Pri
najvyssej koncentracii CCRS (500 pl/l) bola na kalerdbe A. radiobacter najsilnejie inhi-
bovanou baktériou (57,84 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana
rovnako ako na modeli cvikle pre E solani.
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Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli cvikle v %

Oe62,5 @125 D250 @500

56,76 57,84
60 185156 53,45 :
- 45, , 45,3 47,8 43.56 44,83
50 I. 38,655 > 41,37
o 40 3456 32,12 67 e 345 32, 2 3;&,7
< a0 24 248 263 26 sefl || 2 ™
20 ﬂ I] 12,5 3 168
| el U UL
0
o & & & Ky &
‘s“‘\ c‘\\\ ot o o \é?\\ \‘\\\\\ o
o o & 5\‘{0 & o &
\‘\\\ \‘\\‘ \\\\S » \"\\ Q4 \\\‘ \)‘:\\\ \‘i\\
& o N A o o
l‘\\\o\\ ‘{\\\\\ \&‘\\\ L\;\\\\ \n\‘\ ¥ 9
R A% o o
4 & v &
3 ?l"\ ?,r

Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli kalerdbu
v %

ZAVER

Konzervacia potravin je mimoriadne dolezitd pre zaistenie ich bezpecnosti, kvality
a predizenej trvanlivosti. Tradi¢né met6dy sa Casto spoliehaju na chemické prisady, ale
rastie zaujem o prirodné alternativy. RS, ziskané z roznych rastlin, pontkaja slubné rie-
$enie vdaka svojim antimikrobidlnym vlastnostiam. V kontexte potravin sa RS vyuzivaju
pre ich chutové a aromatické vlastnosti. Mézu poskytnut intenzivne, prirodzené chute
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a aromy na zlep$enie zmyslového zazitku z potravinarskych produktov. Okrem toho st
RS uznavané pre ich potencidlne antimikrobidlne a antioxida¢né vlastnosti, vdaka kto-
rym st cenné pri konzervécii potravin. Pri pouzivani RS pri ovoci a zelenine je rozho-
dujuca kontrola kvality a ziskavanie zdrojov. Pre zachovanie konzistencie a bezpe¢nos-
ti je dolezité zabezpecit, aby sa RS ziskavali z renomovanych zdrojov a presli riadnym
testovanim Cistoty a zloZenia, a mali vyznamny konzervacény ucinok vo vztahu k roznym
mikroorganizmom.
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Antimikrobialny potencial rastlinnej silice Eucalyptus globulus
in vitro a v parnej faze proti fytoptogénnym mikroorganizmom

Antimicrobial potential of Eucalyptus globulus essential oil in vitro and
vapour phase against phytopathogenic microorganisms

Miroslava KACANIOVA, Andrea VERESOVA

Ustav zdhradnictva, Fakulta zdhradnictva a krajinného inZinierstva,
Slovenskd polnohospoddrska univerzita, Trieda Andreja Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

Eucalyptus globulus essential oil (EGEO) is considered as a potential source of bioac-
tive compounds with significant biological activity. The aim of this study was to analyze
the in vitro and in situ antimicrobial activity of EGEO. Antimicrobial activity in vitro was
determined via two methods: disk diffusion and minimum inhibitory concentration. The
best antimicrobial activity was shown against Pectobacterium carotovorum (19,67 mm)
and Pseudomonas syringae (18,33 mm). The minimum inhibitory concentration showed
the best results against Monilia fructigena (MIC 50 0.17 mg/ml, MIC 90 0.23 mg/m.). The
antimicrobial activity in situ, i.e., in the vapor phase, was significantly stronger than in
the contact application. At the highest concentration of EGRS (500 ul/l), Agrobacterium
radiobacter was the most strongly inhibited bacterium (78.65%) on plums. At the lowest
concentration of EGRS (62.5 pl/l), A. radiobacter was the most strongly inhibited bacteri-
um (87.68%) on kiwifruit. At the highest concentration of EGRS (500 pl/1), fungi (75.45%)
was most strongly inhibited B. cinerea on cucumber. At the lowest concentration of EGRS
(62.5 wl/l), Fusarium solani was the most strongly inhibited fungi (68.9%) on eggplant.
EGEO was comprehensively investigated in this study and information regarding the an-
timicrobial activities and chemical composition of the essential oil of Eucalyptus globulus
was expanded.
Keywords: Eucalyptus globulus, in situ, in vitro, antimicrobial potential, bacteria, fungi

UvVOD

Eukalyptus je vzdyzeleny vysoky strom, povodom z Austrdlie, Uspe$ne introdukova-
ny po celom svete, teraz sa vo velkom pestuje v mnohych inych krajindch vratane Indie
(Tyagi a Malik, 2011). Eukalyptus je velky rod z ¢elade Myrtaceae, ktory zahrna asi 900
druhov a poddruhov (Bruhl, 2004). V ¢inskej ludovej medicine sa tradi¢ne pouziva vela
druhov eukalyptov. Napriklad extrakty hortcej vody zo suenych listov Eucalyptus citriod-
ora (eukalyptus s citrénovou vonou) sa pouzivaju ako protizapalové, analgetické a antipy-
retické lieky na symptémy respira¢nych infekcii, ako je prechladnutie, chripka a upchatie
dutin (Silva et al., 2003). Rastlinné silice produkované E. citriodora sa pouzivaji na le-
karske a farmaceutické ucely (Ghisalberti, 1996). Extrakt z listov eukalyptu bol schvaleny
ako prirodna potravinova prisada a je tiez zahrnuty ako jeden z antioxidantov v zozname
existujucich potravindrskych prisad v Japonsku (Amakura et al, 2002). Neddvne $tudie
sa zameriavali na funkéné aspekty eukalyptovych extraktov/rastlinnych silic. Eukalypto-
vé extrakty vykazuju rozne biologické ucinky, ako st antibakteridlne, antifungélne, anti-
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hyperglykemické a antioxida¢né aktivity (Takahashi et al., 2004), pricom ustrednt tlohu
v tychto biologickych funkciach zohravaju rastlinné silice. Chemické zlozenie a biologické
ucinky rastlinnych silic, vratane ich antimikrobialnych vlastnosti a potencidlneho pouzitia
v potravindrskych vyrobkoch boli preskimané v roznych stadidch (Bakkali et al., 2008).
Mnozstvo $tudii preukdzalo antimikrobidlne vlastnosti eukalyptovych rastlinnych silic
proti $irokému spektru mikroorganizmov. Ukazalo sa, Ze silica E. citriodora ma $iroké
spektrum antifungdlnej aktivity. Okrem toho st Eucalyptus camaldulensis a Eucalyptus
urophylla st tiez dobre zname pre svoje antibakterialne (Cimanga et al., 2002) a antifun-
galne (Bardaweel et al., 2014) aktivity. Hoci sa niekolko $tudii zameralo na antifungalne
vlastnosti eukalyptovych rastlinnych silic (Ramezani et al., 2002; Somda et al., 2007), len
niekolko $tudif hodnotilo ich aktivitu proti patogénnym baktéridm a kvasinkam, ktoré
kazia potraviny (Delaquis, 2002; Sartorelli et al., 2007). Rastlinné silice (RS) maju vysoku
udinnost proti potravinovym patogénom a mikroorganizmom kaziacim sa v kvapalnej
faze, ale tento ucinok v potravinach sa dosiahne len s vy$$ou koncentraciou RS v po-
rovnani s MIC v zivnych médiach (Burt, 2004). Tato skuto¢nost moze znamenat orga-
nolepticky vplyv spdsobeny zmenou prirodzenej chuti jedla prekro¢enim prijatelnych
prahovych hodnoét chuti (Nazer et al., 2005). Preto na znizenie u¢inku RS na senzorické
vlastnosti moze byt jednym z alternativnych pristupov pouzitie RS v parnej faze. Anti-
mikrobidlne $tadie hodnotili u¢inok iba vtedy, ked existuje priamy kontakt medzi mik-
roorganizmom a antimikrobidlnou latkou. RS v parnej faze by mohli byt vysoko uc¢inné
proti potravinovym patogénom a baktériam kaziacich sa v relativne niz$ich koncentréci-
ach ako kvapalna faza, ¢im by mal minimalny vplyv na organoleptické vlastnosti. Vilela
et al. (2009) tiez Studovali uc¢inok eukalyptovej RS pomocou kontaktnych testov a testov
prchavosti na hubach kaziace potraviny. Preto by hodnotenie antimikrobialnych vlast-
nosti eukalyptovej RS v parnej faze otvorilo nov$iu dimenziu s obrovskymi potencilny-
mi aplikdciami.

Cielom nasej prace bolo zistit antimikrobialny potencial rastlinne;j silice Eucalyptus glo-
bulus proti fytopatogénnym mikroorganizmom v in vitro podmienkach pomocou diskovej
difiznej metddy a metdédy minimélnej inhibi¢nej koncentrécie, a v in situ podmienkach
v parnej faze na vybranom ovoci a zelenine.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Eucalyptus globulus bola zakupend od firmy Hanus, s.r.o. (Nitra, Slo-
vensko). Rastlinna silica mala pévod zo Spanielska a bola vyrobena destildciou Cerstvych
listov vodnou parou. RS bola skladovana v tme pri teplote 4 °C. Hlavnymi zlozkami, ktoré
uvadza vyrobca boli 1,8-cineol min. 80%, o -pinén, kamfén, borneol.

Testované mikroorganizmy

V préci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kulttry mikroorganizmov boli ziskané z ¢eskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceska republika).
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Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita E. globulus rastlinnej silice (EGRS) bola stanovend diskovou
difaznou metodou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton agare
(MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby (MVH)
na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikrobialne
inokulum sa upravilo na optickd hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10® KTJ/
ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli nasy-
tené 10 ul EGRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujticu suspenziu mikroorganizmov.
Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20 °C. Dve anti-
biotikd ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako pozitivne
kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnované 0,1 %
DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskuto¢niovali v trojna-
sobnom opakovani.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre mikroskopické vlaknité huby (MVH) pri teplote 25 °C.
Alikvotna cast 50 pl inokula s optickou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovt
mikrotitra¢nd platniu. Nasledne sa EGRS pripravila sériovym riedenim na koncentraény
rozsah od 400 ug/ml do 0,2 ug/ml v MHB, SDB a 100 ul suspenzie sa dokladne premie-
$alo s bakteridlnym inokulom v jamkéch. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri
teplote 37 °C a MVH sa inkubovali 24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pou-
zity ako negativna kontrola a MHB, SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontro-
la reprezentujica neinhibovany rast. Pre neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia
merala po inkubaénej peridde pri 570 nm spektrofotometrom Glomax (Promega Inc.,
Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy EGRS in situ bola testovand na vSetkych bakté-
ridch a MVH na modeli jablka, bandna, zemiaka a tekvice. Zahriaty MHA, SDA sa nalial
do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrajané jablko, banan, zemiak a tekvica
na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inokulum, ako
bolo opisané vyssie. EGRS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5 ul/l a naniesla
sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajuceho etylacetatu (1 minuta) sa misky
uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni. Inhibicia
rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metodou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemova hustota (Vv) mikrobialnych kolénii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] poc¢itanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referen¢ného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota mikrobidl-
nych kolénii sa nasledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobidlna aktivita
EO bola definovand ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)

BGI = [(C - T)/C] x 100,

kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a experimen-

talnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimulaciu rastu.
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Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statisticka variabilita udajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice E. globulus (EGRS) bola hodnotena diskovou
difuznou metédou a minimdlnou inhibi¢nou koncentriciou. Silnd az stredna inhibi¢nd
aktivita EGRS bola pozorovana v pripade vac¢siny testovanych mikroorganizmov (obra-
zok 1). Pectobacterium carotovorum bol najcitlivejsou baktériou zo vsetkych testovanych
baktérii, pricom EGRS vykazovala velmi silnt inhibi¢nu aktivitu. Z testovanych mikrosko-
pickych hub bol najcitlivejsi Botrytis cinerea. Podobné vysledky uz skor pozorovali mnohi
vyskumnici (Takahashi et al., 2004; Bakkali et al., 2008). Okrem toho boli grampozitivne
(G*) bakterialne kmene citlivejsie ako gramnegativne (G°) kmene. Gilles et al. (2010) tiez
uviedli, Ze sa zistilo, Ze najodolnejsia voci testovanym eukalyptovym siliciam je gramnega-
tivna baktéria P. aeruginosa sposobujtca kazenie potravin.
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15
11,67 12,33 12,67
—
) I
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MM

® Xanthomonas arboricola ® Pectobacterium carotovorum Pseudomonas syringae
= Agrobacterium radiobacter = Monilia fructigena = Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita EGRS diskovou difiiznou metédou
v mm

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentrécii (ob-
90 (0,23 mg/ml). Najvyssie hodnoty MIC 50 a MIC 90 boli stanovené pre Pseudomonas
syringae a Xanthomonas arboricola.

V studii Tyagi a Malik (2011) pre bakteridlne kmene sa MIC pohybovala od 2,25 do 9
mg/ml. MIC grampozitivnych baktérii (B. subtilis a S. aureus) bola nizsia ako u gramnega-
tivnych baktérii (E. coli aDH5, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa, P. fluorescens). Najvys-
$iu MIC (9 mg/ml) vykazovali pseudomonady. MBC bakteridlnych kmenov sa pohybovali
od 4,5 do 18 mg/ml a vykazovali podobny profil, t.j. P aeruginosa, P. fluorescens (18 mg/
ml) > E. coli aDHS5, E. coli ATCC 25922 (9 mg/ml) > B. subtilis a S. aureus (4,5 mg/ml).
MIC pre kmene hub sa pohybovali od 2,25 do 9 mg/ml. MIC pre P. digitatum, A. niger
bola vyssia (t.j. 9 mg/ml) ako A. flavus, R. nigricans a E. oxysporum (t. j. 4,5 mg/ml), nasle-
dovana Mucor spp. (t.j. 2,25 mg/ml). MFC sa pohybovala od 4,5 do 18 mg/ml a vykazovala
podobny vzorec, t.j. P. digitatum, A. niger (18 mg/ml) > A. flavus, R. nigricans, F. oxyspo-
rum (9,0 mg/ml) > Mucor spp. . (4,5 mg/ml). MIC C. albicans (2,25 mg/ml) bola vyssia
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ako S. cerevisiae (1,13 mg/ml), podobne aj MFC C. albicans (4,5 mg/ml) bola vyssia ako S.
cerevisiae (2,25 mg/ml).
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Obrdzok 2. Minimdlna inhibicnd koncentrdcia EGRS v mg/ml

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli slivky ukézala, ze vSetky fytopatogény boli
inhibované EGRS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrézok 3). Pri
najvyssej koncentracii EGRS (500 ul/l) bola na slivky Agrobacterium radiobacter najsilnej-
$ie inhibovanou baktériou (78,65 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozo-
rovana pre Pseudomonas syringae.
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Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli slivky v %

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli kivi ukdzala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované EGRS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentracidch (obrézok 4). Pri
najnizéej koncentracii EGRS (62,5 pl/l) bola na kivi A. radiobacter najsilnej$ie inhibova-
nou baktériou (87,68 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentrécii bola pozorovana pre
P, syringae.
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli kivi v %

Antimikrobialna analyza in situ na modeli uhorky ukazala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované EGRS v parnej faze vo vietkych testovanych koncentraciach (obrazok 5). Pri
najvyssej koncentracii EGRS (500 pl/l) bola na uhorke B. cinerea najsilnejsie inhibovanou
MVH (75,45 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovand pre M. fruc-

tigena.
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Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli uhorky
v %

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli baklazanu ukazala, Ze vSetky fytopatogény
boli inhibované EGRS v parnej faze vo vietkych testovanych koncentracidch (obrazok 6).
Pri najnizsej koncentracii EGRS (62,5 ul/l) bola na baklazine Fusarium solani najsilnejsie
inhibovanou MVH (68,9 %).

V $tudii Cmikova et al. (2023) antimikrobialna aktivita EGRS v parnej fize bola testo-
vana proti roznym mikroorganizmom a pri réznych koncentraciach. Pouzité koncentracie
EGRS boli 500 pL/L, 250 uL/L, 125 uL/L a 62,5 pL/L a potravinovy model na testovanie
antimikrobidlnej aktivity proti G*/G" baktériam, kvasinkdm a mikroskopickym hubam bo-
la biela redkovka. Najucinnej$ia koncentracia proti vybranym G* baktéridm bola 62,5 pl/l,
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Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli

baklazinu v %
a to proti E. faecalis (76,86 + 1,43%) a S. aureus (76,79 + 2,15 %). Vsetky ostatné koncen-
tracie mali inhibi¢ny ucinok proti G* baktériam, aj ked slabsi; EGEO v parnej faze vykazo-
valo probakterialnu aktivitu proti B. subtilis, ¢im podporovalo rast pri koncentraciach 500
pL/L, 125 pL/L a 62.5 uL/L. Inymi §tadiami sa zistilo, Ze stdle neexistuje Standardnd meto-
dika na hodnotenie antimikrobialnej aktivity RS v parnej faze, ale doteraz vykonané stadie
naznacuju, ze RS v parnej faze by sa mohli pouzit na konzervaciu potravin (Reyes-Jurado
et al., 2019). Nase vysledky potvrdzuju, ze EGRS ma antimikrobidlne vlastnosti v parnej
faze.

ZAVER

Vysledky tejto prace ukazali, Ze rastlinnd silica E. globulus vykazuje antimikrobidlny
potencial proti celému spektru fytopatogénnym mikroorganizmov, ¢i uz sa jednd o bak-
térie alebo mikroskopické vldknité huby. Okrem toho bola parna faza G¢innejsia pri inhi-
bicii mikrobialneho rastu a spdsobila Gplnu inhibiciu kmenov baktérii a mikroskopickych
hab na $tyroch modeloch ovocia a zeleniny. Na potvrdenie antimikrobidlnej aktivity E.
globulus v parnej faze je potrebna dalsia $tudia in vivo, ktord sa moze pouzit na konzerva-
ciu a/alebo predlzenie skladovatelnosti surovych a spracovanych potravin.
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Vyuzitie badianovej silice proti fytopatogénnym
mikroorganizmov v podmienkach in vitro a in situ

The use of star anise essential oil against phytopathogenic
microorganisms in in vitro and in situ conditions
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Abstrakt

The volatile oil known as star anise essential oil is taken from the star anise fruit (Il/i-
cium verum), a little star-shaped fruit with an anise flavour that is the fruit of a fragrant
evergreen tree in the Magnoliaceae family. Natural ingredients with antibacterial and an-
tioxidant capabilities to stop infections can be used as food preservatives to extend shelf
life. The goal of our study was to evaluate the antimicrobial activity of Illicium verum es-
sential oil against a range of phytopathogenic microorganisms. The antibacterial activity
was monitored in vitro using the disc diffusion method and the lowest inhibitory concen-
tration. In situ observations were made of the antibacterial activity of pear, strawberry,
carrot, and white radish. Using the disc diffusion method against Xanthomonas arboricola,
the agar dilution method against Agrobacterium radiobacter, the most potent antibacteri-
al activity was found in vitro. Antimicrobial activity against Pectobacterium carotovorum
and Pseudomonas syringae on fruits and vegetables, was also demonstrated under in situ
study. We think that star anise essential oil is a potent antibacterial that can extend the
shelf life of plant-based food.
Keywords: Illicium verum, antimicrobial activity, phytopathogenic microorganisms, vege-
table and fruits model, in vitro, in situ

Uvod

Pozornost, ktort rastlinné silice (RS) pritahuja kvoli ich biologickému uéinku ako po-
tencidlnych ¢inidiel na nicenie $kodcov, mikroorganizmov evidentne z roka na rok rastie.
Su povazované za vedlajsie produkty metabolizmu rastlin a povazuju sa za odparitelné
sekundarne metabolity rastlin, ktoré su zmesou mono a seskviterpénov (Yu et al., 2020).
Biologicka aktivita RS zavisi od ich chemického zlozenia, ¢asti rastliny, z ktorej boli extra-
hované, fenologickej fazy rastliny, podmienok prostredia a metdd extrakcie (Ukeh a Umo-
etok, 2011). Velky pocet izolovanych alelochemikalii vykazuje svoju bio aktivitu v nizkych
(10°-10"° mol/l) alebo extrémne nizkych koncentraciach (10'° mol/l) (Shutava et al.,
2018). Badidn je vzdyzelend aromaticka rastlina z ¢elade Schisandraceae pévodom z juho-
zépadnej Ciny. Vo velkej miere sa pestuje v tropickych a subtropickych oblastiach a pouzi-
va sa ako potravina aj ako liek, ¢o naznacuje malé alebo Ziadne toxické ucinky na cloveka
(Zhou et al., 2016). RS badianu sa aplikuje lokdlne pri reume a po porode, pouziva sa aj
ako antiseptikum, ako aj na lie¢bu zvracania, bolesti zaludka, réznych inych bolestiach
a nespavosti. Obsah RS v ¢erstvom ovoci je 2,5- 3,5 %, zatial ¢o v pripade susenej suroviny
medzi 8 a 9 percentami (Wang et al., 2011).
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Antimikrobidlny u¢inok badidnu je jednym z délezitych zamerani moderného farma-
kologického vyskumu. Badianovda RS ma $iroké inhibi¢né spektrum aktivit proti rastlin-
nym patogénnym mikroorganizmom (Wang et al., 2019). Niektoré $tidie navyse ukazali,
ze extrakty z roznych casti, ako st korene, konare, $upky a listy badidnu, maju ur¢ité anti-
bakteridlne a protiplesiiové ucinky. V pripade $tyroch testovanych hub (Helminthosporium
maydis, Rhizoctonia cerealis, Helminthosporiurn carposaprum, Verticillium dahlia) boli
antifungdlne koncentréacie v extraktoch semien a listov I. verum vyssie ako 50% a v ex-
traktoch z koreniov a konarov nizsie ako 50%. Antimikrobialna aktivita badianovej RS
(minimalna inhibi¢nd koncentracia, MIC = 0,5 pL/ml) bola zistena pre Bacillus subtilis,
a tato aktivita bola silnejsia ako u beznych konzervaénych latok, ako je napr. parabén (Da-
mayanti et al., 2019).

Cielom nasej $tadie bolo zistit antimikrobialny potencial Illicium verum rastlinnej
silice proti fytopatogénnym mikroorganizmom v in vitro podmienkach za pomoci dis-
kovej diftiznej metddy a minimalnej inhibi¢nej koncentracie, a v parnej faze metédou
in situ.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Illicium verum (IVRS) bola zakupena od firmy Hanus, s.r.o. (Nitra, Slo-
vensko). Rastlinnd silica (RS) bola vyrobend destilaciou susenych plodov. RS bola skla-
dovana v tme pri teplote 4 °C. Hlavné zlozky silice uvadzané vyrobcom boli trans anetol,
metyl chavikol, limonén, cis anetol, alfa pinén, kubebén, fenikulin, alfa karyofylén, beta
karyofylén, p-anizaldehyd, eugenol, linalol.

Testované mikroorganizmy

V praci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kultiry mikroorganizmov boli ziskané z Ceskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceska republika).

Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita Illicium verum rastlinnej silice (IVRS) bola stanovena dis-
kovou difuznou metédou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton
agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby
(MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikro-
bidlne inokulum sa upravilo na optickd hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10°
KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli
nasytené 10 ul IVRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujtcu suspenziu mikroorganiz-
mov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20 °C.
Dve antibiotikd ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako
pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnova-
né 0,1% DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskutoc¢novali
v trojndsobnom opakovani.
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Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna ¢ast 50 pl inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovu mikrotitraénu platiiu. Nasledne sa
IVRS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2 mg/ml
v MHB, SDB a 100 pl suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 20 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujiica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkubacnej periéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy IVRS in situ bola testovana na vsetkych baktériach
a MVH na modeli hrusky, jahdd, mrkvy a bielej redkovky. Zahriaty MHA, SDA sa na-
lial do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrajané hrusky, jahody, mrkva a biela
redkovka na platky (o velkosti 0,5 mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inoku-
lum, ako bolo opisané vyssie. IVRS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5 ul/l
a naniesla sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajiceho etylacetatu (1 minuta)
sa misky uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni.
Inhibicia rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metédou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemova hustota (Vv) mikrobialnych koldnii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] pocitanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referen¢ného priestoru (pouzity rastovy substrit). Objemova hustota mikrobial-
nych kolonii sa nasledne vypoditala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobidlna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)

BGI = [(C - T)/C] x 100,

kde C a T bol mikrobialny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a experimen-

talnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimuldciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statisticka variabilita udajov
bola spracovana pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antimikrobidlna aktivita I. verum rastlinnej silice (IVRS) bola hodnotend diskovou
difdznou metdédou a minimdlnou inhibi¢nou koncentraciou. Silnd aZ stredna inhibi¢nd
aktivita IVRS bola pozorovand v pripade va¢siny testovanych mikroorganizmov (obrazok
1). Xanthomonas arboricola bol najcitlivejSou baktériou zo vsetkych testovanych baktérii,
pricom IVRS vykazovala velmi silnt inhibi¢nu aktivitu. Z testovanych mikroskopickych
hab bol najcitlivejsi Botrytis cinerea.

Ibrahim et al. (2017) pouzili metddy agarovej diskovej diftizie, techniky riedenia agaru
a stanovenia MIC a MBC (minimalna baktericidna koncentracia) na vyhodnotenie an-
tibakterialnej aktivity extraktu z badianu proti najsilnej$im multirezistentnym kmetiom
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Streptococcus pneumoniae, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Escherichia coli
a P aeruginosa. Vysledky ukazali, Zze badian mal vyznamnu antibakterialnu aktivitu pro-
ti véetkym testovanym baktériam s hodnotami MIC medzi 16 az 128 pl/ml. Kombinacia
badidnu a niektorych antibiotik méze predstavovat novii moznost na lie¢bu infekénych
chordb, pretoze odpadové extrakty mdzu posobit ako ¢inidla modifikujuce aktivitu anti-
biotik. Bakteriostaticky mechanizmus badianu je hlavne prostrednictvom réznych bakte-
riostatickych zloziek v extraktoch. Tieto posobia synergicky na degradaciu bakteridlnych
bunkovych stien a sposobuji poskodenie cytoplazmatickych membran. M6zu tiez denatu-
rovat membranové proteiny, ¢o vedie k strate glukdzy, proteinov a DNA z bunky, ¢o spo-
sobuje anabolické poruchy a vedie k smrti baktérii a hab (Ibrahim et al., 2017).

Botrytis cinerea 933
Fusarium solani =833
Monilia fructigena m———867
Agrobacterium radiobacter ! 1 5,67
Pseudomonas syringae I 73
Pectobacterium carotovorum I 1767
Xanthomonas arboricola I I 1513
0 5 10 15 20 25

MM

Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita IVRS diskovou difiiznou metédou
v mm
MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentracii (ob-
razok 2). Pre Pectobacterium carotovorum a Pseudomonas syringae sme zistili najnizsie
hodnoty MIC 50 (0,36 mg/ml resp. 0,37 mg/ml) a MIC 90 (0,43 mg/ml resp. 0,48 mg/ml).
Najvyssie hodnoty MIC 50 a MIC 90 boli stanovené pre Monilia fructigena a Fusarium
solani.

Botrytis cinerea

solani
Monilia fructigena
Agrobacterium radiobacter  —t——

_— gt
Pseudomonas syringag mmm— 3

; — ]
Pec ium carotovorunt "
Xanth arboricola emad
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mg/ml
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Obrdzok 2. Minimdlna inhibicnd koncentrdcia IVRS v ug/ml
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Pre niektoré huby, ako st Aspergillus flavus, Fusarium tricinctum a Candida albicans,
badian vykazuje aj fungicidne vlastnosti s hodnotami MIC a MFC (minimalna fungicidna
koncentracia) 2,5-25 pl/ml (Dzamic et al., 2009). Huang et al. (2010) stanovili hodnoty
IC50 pre 11 rastlinnych patogénov (vratane Alternaria solani, Bipolaris maydis a Botryo-
diplodia theobromae) pomocou testu priameho kontaktu a hodnoty IC50 IVRS proti rastu
mycélia sa pohybovali od 0,06 do 0,25 mg/ml. Pythium aphanidermatum a Botryodiplodia
theobromae boli vybrané na vyhodnotenie antifungalnej aktivity RS v parnej faze z I. ve-
rum, ako aj trans-anetolu pomocou testu kontaktu s parou. Pri pouziti inhibi¢ného testu
doslo tiez k silnej inhibicii kli¢enia spér Magnaporthe oryzae a hodnota IC50 silice bo-
la stanovena na 0,32 mg/ml. Pri vetkych koncentraciach v médiu vykazoval trans-anetol
velmi podobnt inhibi¢nu aktivitu ako IVRS proti testovanym hubam, ¢o opit naznacuje,
ze ide o hlavnu aktivnu zlozku medzi prchavymi latkami v silici (Li et al., 2020). V stlade
s tymito $tddiami Singh et al. (2006) pouzili techniku obratenych Petriho misiek a zistili,
ze RS vykazuje 100% zonu inhibicie pre Fusarium moniliforme. Zistilo sa tiez, Ze je vysoko
ucinny pri kontrole rastu Penicillium citrium, Aspergillus flavus a Penicillium viridicatum
tym, ze vykazuje viac ako 75 % inhibiciu mycéliovej zény, ako aj 50 % inhibiciu pre Asper-
gillus niger.

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli hrusky ukazala, ze vietky fytopatogény boli
inhibované IVRS v parnej faze vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok 3). Pri
najvyssej koncentrécii IVRS (500 pl/l) bola na hrugke P. carotovorum najsilnejsie inhibo-
vanou baktériou (68,54 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre
Pseudomonas syringae.

Botrytis cinerea w oy 6455
Fusarium solani m 5322 6734
Monilia fructigenn e (T e 5678 i 6398
Agrobacterium radiobacter m,—ﬂ 5432 H 6787
Pseudomonas syringae m s14 H 6345
Pectobacterium carotovorum e o | 107811 546 68,54
Xanthomonas arboricola ﬂm—ﬂ 56.76 H o787
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%

500 =250 =125 m62,5

Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli hrusky
v %

Antimikrobialna analyza in situ na modeli jahody ukézala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované IVRS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 4). Pri
najnizsej koncentracii IVRS (62,5 ul/l) bola na jahode P. carotovorum najsilnejsie inhibo-
vanou baktériou (78,56 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre
E solani.
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jahody
v %

Antimikrobialna analyza in situ na modeli mrkvy ukazala, Ze vietky fytopatogény boli
inhibované IVRS v parnej faze vo vietkych testovanych koncentraciach (obrazok 5). Pri
najnizsej koncentracii IVRS (62,5 ul/l) bola na mrkve P. syringae najsilnej$ie inhibovanou
baktériou (68,45 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre Botry-
tis cinerea.

Huby a baktérie kaziace potraviny mozu produkovat toxiny a sposobit rozklad potravin,
ktoré ohrozujua zdravie spotrebitelov. S dopytom po prirodnych potravinovych konzerva¢-
nych latkach, vyskum uvadzajtci u¢inky RS na mikroorganizmy v Cerstvych potravinach
v poslednych rokoch je hortucou témou (Dwivedy et al., 2018). Trvanlivost potravin je
najviac vyznamnd pre spotrebitela, ktord sa skracuje peroxidéciou lipidov a enzymatickou
hydrolyzou. Najviac obmedzujica je oxidacia tukov a olejov sposobujucich pachute, ¢o je
faktor ovplyvnujuci trvanlivost dehydrovanych potravin (Pedmashree et al., 2007). Prirod-
né latky, ktoré maju ako antimikrobidlne, tak aj antioxida¢né vlastnosti na prevenciu ka-
zenia sa moze stat vhodnou konzervaénou latkou potravin (Dwivedy et al., 2018). Rocha
Neto et al. (2019) zistili, ze 0,125 g/l IVRS v parnej faza uplne inhibovala rast Penicillium
expan sum v jablkach. Dwivedy et al. (2019) zistili, ze 0,7 ul/ml IVRS preukazala 38,33 %
ucinnost pri ochrane skladovania pistacii proti rastu kmenov Aspergillus flavus, pricom
uroven ochrany sa zvysila aZ na 61,66 % pri pouziti pri dvojnasobnej davke (1,4 pl/ml). Yu
et al. (2018) zistili, Ze 600 mg IVRS/kg potravy u nosnic moéze zvysit aktivitu u vajec skla-
dovanych od 0 d do 56 d, ¢o naznacovalo prediZenie trvanlivosti vajec. Zhang et al. (2023)
zistil, Ze vypary IVRS moéze ucinne inhibovat mikrobidlny rast na povrchu miésa a udr-
zujte ho Cerstvé. Yu et al. (2020) tiez zistili pokles celkového poctu baktérii v chladenych
bravéovych polovickach. Liu et al. (2020) zistili, Ze povlak IVRS s nanoemulziou predizil
trvanlivost masa od 8 d do 16 d kvéli antimikrobidlnym u¢inkom. Sun et al. (2014) zistili,
ze IVRS by mohla zlepsit chut duseného kurcata.
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Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli mrkvy
v %

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli bielej redkovky ukazala, ze vietky fytopato-
gény boli inhibované IVRS v parnej faze vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok
6). Pri najvyssej koncentracii IVRS (500 pl/l) bola na bielej redkovke Agrobacterium ra-
diobacter najsilnej$ie inhibovanou baktériou (68,75 %). Najslabsia inhibicia pri tejto kon-
centracii bola pozorovana rovnako ako na modeli cvikli pre B. cinerea.

6134

)

Botrytis cinerea

{3756
64,56

Fusarium solani Qe Y

Monilia fructi W 6327
Monilia fructigena 37
. . 68,75
Agrobacterium radiobacter T 33
Pseud. i m 6439
’seudomonas syringae PTES

. 6238

Pectobacterium carotovorum 1 3804 45 o
. 66,56
Xanthomonas arboricola n % S
13567

10 20 30 40 50 60 70 80
%

e

m500 ®m250 =125 ®62,5

Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli bielej
redkovky v %

ZAVER

Zaverom mozeme konstatovat, Ze badidnova RS ma vyznamnu antimikrobidlnu akti-
vitu v in vitro a in situ podmienkach. Je vhodnou antimikrobidlnou latkou proti Sirokému
spektru fytopatogénnych mikroorganizmov. Jej aktivita moézu byt spdsobena chemickym
zloZzenim a koncentraciou bioaktivnych zli¢enin. Vzhladom na dobru antimikrobialnu
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aktivitu, prirodna aromatickd anizovu prichut, IVRS ma dobry potencial byt skvelou al-
ternativou ako tradi¢nd potravinovd konzerva¢na latka. IVRS je vysoko uc¢innd, bezpecna
a ekonomicka antimikrobidlna latka pre buduci potravinarsky priemysel. Okrem toho, an-
timikrobialny mechanizmus uc¢inku IVRS a jej aktivnych komponentov vyzaduje dalsiu
$tudium. Pokusy v komer¢nej aplikacii a v dal$ich $tadidch na potravinach moézu zistit jej
moznosti aplikdcie ako prirodného konzerva¢ného prostriedku v potravinach a potravi-
narskom priemysle.
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Antimikrobialny efekt kardamonovej rastlinne;j silice
na fytopatogénne baktérie a mikroskopické vlaknité huby

Antimicrobial effect of cardamom essential oil on phytopathogenic
bacteria and microscopic filamentous fungi

Miroslava KACANIOVA, Andrea VERESOVA

Ustav zdhradnictva, Fakulta zdhradnictva a krajinného inZinierstva,
Slovenskd polnohospoddrska univerzita, Trieda Andreja Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

Elettaria cardamomum essential oil is low in toxicity and readily broken down in the
human body, exhibiting a broad spectrum of biological actions. Because of these quali-
ties, it is a strong contender for extending the shelf life and protecting agricultural prod-
ucts. Our research used the lowest inhibition concentration approach and the disc diffu-
sion method to examine the antibacterial activity of E. cardamomum essential oil against
phytopathogenic microorganisms. Furthermore, we used the method of plant essential oil
evaporation at varying concentrations to study the antibacterial action on a food model.
Pseudomonas syringae had the highest antibacterial activity via the disk diffusion method,
while Fusarium solani had the lowest. Agrobacterium radiobacter had the lowest MIC 50
(1.18 mg/ml) and MIC 90 (1.28 mg/ml) values. In models of vegetables and fruits, the
development of Pectobacterium carotovorum and Monilia fructigena was suppressed by the
greatest concentration of essential oil (500 ul/l).
Keywords: Elettaria cardamomum, antimicrobial activity, phytopathogenic bacteria and
fungi, vapor phase

UvoD

Elettaria cardamomum (L.) Maton, patri do ¢elade Zingiberaceae (miestny nazov: kar-
damoém), je drahé a komercne vyznamné korenie, ktoré je Ziadané na celom svete. Hoci
pochddza z Indie a Sri Lanky, pestuje sa aj v Guatemale, Thajsku, Salvddore, Malajskom
stostrovi, Vietname, Papui Novej Guinei, Kambodzi, Laose a Tanzanii, pricom Guatema-
la je najvdc¢sim producentom E. cardamomum vo svete (Cyriac et al., 2016; Aghasi et al.,
2018). Rastlinné silice si dobrym zdrojom bio aktivnych zlicenin vo forme cyklickych
a acyklickych, neokysli¢enych alebo okysli¢enych uhlovodikov monoterpénov, seskvi-
terpénov a diterpénov. V Tudovom liecitelstve sa pouziva pri lie¢cbe niekolkych chorob-
nych stavov, ako je zmiernenie bolesti, ran, nevolnosti a rakovinovych 1ézii (Man et al.,
2019). Zlozenie rastlinnej silice zavisi od ¢elade, rodu, druhu a chemotypu rastliny, ako aj
od materidlu, z ktorého sa ziskava, podmienok pestovania, obdobia zberu a geografické-
ho pdvodu (Figueiredo et al., 2008). Biologicka aktivita rastlinnej silice E. cardamomum
je uzko spojend s ich chemickym zlozenim, ako je ester a-terpinylacetdt a monoterpén
1,8-cineol, a-terpineol, linalool, a-pinén a niekolko dal$ich (Ashokkumar et al., 2020).
Siroka $kéla aromatickych rastlin alebo ich ¢asti bola skimand na pritomnost prchavych
zlti¢enin a hodnotend z hladiska antibakterialnych, antifungalnych a antivirusovych t¢in-
kov (Swamy et al., 2016). Rastlinné silice maju vdaka svojim biologickym aktivitam a vy-
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raznym chutovym a vonnym vlastnostiam vynikajici obchodny potencidl na globalnom
trhu kvoli vysokym poziadavkam v kozmetickom, farmaceutickom, potravinarskom prie-
mysle a tradi¢nej medicine (Sarkic a Stappen, 2018; Helal et al., 2019). Nielen kardamé-
nova silica, ale aj jeho extrakty maju slubny potencial na pouzitie ako konzerva¢né latky
v potravinarskom priemysle vdaka svojim antibakteridlnym a aromatickym vlastnostiam
a st povazované za preferované alternativy k syntetickym zlic¢enindm (Singh et al., 2018).
Rastlinnd silica E. cardamomum je znama svojou charakteristickou arémou a je Siroko
pouzivand v potravinarskom a kozmetickom priemysle ako ochucovadlo a vonné ¢inid-
lo. Je to relaxant hladkého svalstva ¢riev (Al-Zuhair, 1996) a vykazuje antispazmodické,
protihnackové a antibakteridlne u¢inky (Gilani et al., 2008; Ozkan et al., 2018). U tejto
rastlinnej silice bol zisteny antimikrobidlny ucinok proti niekolkym gramnegativnym
baktéridm, ako st Escherichia coli (Singh et al., 2007) a Pseudomonas aeruginosa (Boxall
et al., 2020).

Cielom nas$ej prace bolo overit antimikrobidlnu schopnost rastlinnej silice Elettaria
cardamomum proti fytopatogénnym mikroorganizmom v in vitro podmienkach, a v par-
nej faze na vybranom ovoci a zelenine.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Elettaria cardamomum bola zakupend od firmy Hanus, s.r.o. (Nitra,
Slovensko). Rastlinna silica mala p6vod z Guatemaly. RS bola skladovana v tme pri teplote
4 °C. Vyrobca uvadza chemické zloZenie silice nasledovne: 1,8-cineol (eukalyptol) 34 %,
D-limonén, neral, geraniol, geranial.

Testované mikroorganizmy

V praci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kultiry mikroorganizmov boli ziskané z ¢eskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceska republika).

Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita Elettaria cardamomum rastlinnej silice (ECRS) bola stano-
vena diskovou difuznou metédou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller
Hinton agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité
huby (MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni.
Mikrobidlne inokulum sa upravilo na opticku hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5
x 108 KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm
boli nasytené 10 ul ECRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujticu suspenziu mikroor-
ganizmov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 25
°C. Dve antibiotikd ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité
ako pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impreg-
nované 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskutoc-
novali v trojndsobnom opakovani.
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Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna ¢ast 50 pl inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovu mikrotitraénu platiiu. Nasledne sa
ECRS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 pg/ml do 0,2 pg/ml
v MHB, SDB a 100 pl suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujiica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkubacnej periéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy ECRS in situ bola testovana na vsetkych baktéri-
ach a MVH na modeli jablka, bandna, zemiaka a tekvice. Zahriaty MHA, SDA sa nalial
do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrdjané jablko, banan, zemiak a tekvica
na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inokulum, ako
bolo opisané vyssie. ECRS sa zriedila v etylacetite na 500, 250, 125 a 62,5 pl/l a naniesla
sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajiceho etylacetdtu (1 minuta) sa misky
uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni. Inhibicia
rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metédou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemova hustota (Vv) mikrobialnych koldnii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] pocitanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referen¢ného priestoru (pouzity rastovy substrit). Objemova hustota mikrobial-
nych kolonii sa nasledne vypoditala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobidlna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI) BGI = [(C -
T)/C] x 100, kde C a T bol mikrobialny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a ex-
perimentalnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimuldciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statistick4 variabilita udajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prirodné produkty a prirodzene odvodené zluceniny z rastlin mozu mat uplatnenie pri
kontrole patogénov v potravindch (Bowles a Juneja, 1998; Davidson et al., 2014). Vyzvou
je izolovat, stabilizovat a zaclenit prirodné antimikrobialne latky do potravin bez nepriaz-
nivého ovplyvnenia senzorickych, nutriénych a bezpe¢nostnych charakteristik (EIMalti
et al., 2007). To sa musi dosiahnut bez vyrazného zvysenia vyrobnych, spracovatelskych
a marketingovych nakladov.

Antimikrobidlna aktivita Elettaria cardamomum rastlinnej silice (ECRS) bola hodnote-
né diskovou difiiznou metédou a minimalnou inhibi¢nou koncentraciou. Silnd az strednd
inhibi¢na aktivita ECRS bola pozorovana v pripade vacsiny testovanych mikroorganizmov
(obrazok 1). Pseudomonas syringae bol najcitlivejSou baktériou zo vSetkych testovanych
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baktérii, pricom ECRS vykazovala velmi silnt inhibi¢nu aktivitu. Z testovanych mikrosko-
pickych huib bol najcitlivejsi Fusarium solani.
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Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita ECRS diskovou difiiznou metédou
v mm

Vysledky inej $tudie preukazali rézny stupen antimikrobidlnej aktivity ECRS proti
roznym kmenom bakterialnych druhov. V $tadii boli C. albicans a S. mutans najcitlivej-
$ie mikroorganizmy s maximdlnymi zénami inhibicie 11,6 + 0,56mm a 11,4 + 0,55mm,
po ktorych nasledovali kmene S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus a S. typhimurium
s velkostou inhibi¢nej zény 9,8 £ 0,20, 9,8 + 0,17, 8,1 + 0,15 a 5,7 + 0,20 mm. P. aeruginosa
bol najodolnejsi kmen (Abdullah, Asghar et al., 2017).

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentracii (ob-
razok 2). Pre Agrobacterium radiobacter sme zistili najnizsie hodnoty MIC 50 (1,18 mg/
ml) a MIC 90 (1.28 mg/ml). Najvyssie hodnoty MIC 50 a MIC 90 boli stanovené pre Mo-
nilia fructigena a Fusarium solani.
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Obrdzok 2. Minimdlna inhibi¢nd koncentrdcia ECRS v mg/ml

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli jablka ukazala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované ECRS v parnej faze vo vietkych testovanych koncentraciach (obrazok 3). Pri
najvyssej koncentracii ECRS (500 ul/l) bola na jablku E solani najsilnejsie inhibovanou
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MVH (57,87 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre M. fruc-
tigena.
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Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jablka
v %

Antimikrobialna analyza in situ na modeli bandna ukazala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované ECRS v parnej faze vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok 4). Pri
najvyssej koncentracii ECRS (500 pl/l) bola na bandne M. fructigena najsilnejsie inhibo-
vanou MVH (48,95 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre A.
radiobacter.
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli bandna
v %

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli zemiaka ukdzala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované ECRS v parnej faze vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok 5). Pri
najnizsej koncentracii ECRS (62,5 pl/l) bola na zemiaku M. fructigena najsilnejsie inhibo-
vanou baktériou (78,95 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre
Botrytis cinerea.
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Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli zemiaka
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Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli tekvice v
%

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli tekvice ukdzala, Ze vietky fytopatogény boli
inhibované ECRS v parnej faze vo vietkych testovanych koncentraciach (obrdzok 6). Pri
najvyssej koncentracii ECRS (500 pl/l) bola na tekvici Pectobacterium carotovorum a M.
fructigena najsilnejsie inhibovanou baktériou (78,98 %). Najslabsia inhibicia pri tejto kon-
centrdcii bola pozorovana rovnako ako na modeli cvikli pre E solani.

Ochorenia prendsané potravinami su stéle velkym problémom vo svete, dokonca aj
vo vyspelych krajinach (Mead et al., 1999). Rdzne mikroorganizmy tiez vedu ku kazeniu
potravin, ¢o je jedna z najdoleZitej$ich veci v potravinarskom priemysle. Doteraz bolo
zistenych mnoho patogénnych mikroorganizmov, ako napriklad Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Klebsiella pneumoniae a Listeria monocytogenes, ako povodcovia chordb
prendsanych potravinami a/alebo kazenia potravin (Deak, 2007). Surové a/alebo spraco-
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vané potraviny s vystavené kontamindcii pocas vyroby, predaja a distribucie potravin
(Deak, 2007). Spolahlivost syntetickych chemikalii pouzivanych na tGpravu potravin bola
spochybnovana z doévodu ekonomickych dopadov a obav spotrebitelov o ich bezpe¢nos-
ti. Velkd pozornost sa teda venovala prirodnym zli¢enindm alebo prirodnym produktom
(Alzoreky a Nakahara, 2003). V poslednej dobe je zna¢ny zdujem o extrakty a rastlinné si-
lice z aromatickych rastlin s antimikrobialnymi aktivitami na kontrolu patogénov a/alebo
mikroorganizmov produkujucich toxiny v potravinach (Alzoreky a Nakahara, 2003).

Testovala sa aj antimikrobialna aktivita niektorych zloziek RS proti patogénom z po-
travin, vratane hub produkujicich mykotoxiny (Kim et al., 1995; Ultee et al., 2000; Ultee
a Smid, 2001). Okrem toho boli RS vyvinuté a navrhnuté na rovnaky tcel v potravinach
ako prirodné antioxidanty a/alebo antimikrobidlne latky (Ginesta-Peris et al., 1994; Del
Campo et al., 2000; Hsieh et al., 2001).

ZAVER

Vysledkami nasich analyz sme zistili, Ze rastlinna silica kardaménu mala vys$i inhi-
bi¢ny ¢inok na rast fytopategénnych baktérii ale aj mikroskopickych hib podla zvolenej
metody antimikrobidlnej aktivity baktérie. Vysledkami nasich analyz sme zistili, Ze tato
rastlinnd silica sa vyznacuje silnou antimikrobidlnou aktivitou proti roznym baktériam
a MVH a mdze sa podielat na predlZovani trvanlivosti ovocia a zeleniny.
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Santalum album ako antimikrobialny produkt proti
fytopatogénnym mikroorganizmom

Santalum album as antimicrobial product against phytopathogenic
microorganisms
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Ustav zdhradnictva, Fakulta zdhradnictva a krajinného inZinierstva,
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Abstrakt

The essential oil in the heartwood of Santalum album is what gives it its commercial
and cultural importance; the amount of oil varies greatly between and even between spe-
cies. Because of its lingering scent when used as a fixative, Santalum album essential oil
(SAEO) is highly sought after by the food sectors. There are a number of EOs available
to add flavour to products and Santalum album EO plays a vital role with its strong sweet
fragrance. S. album EO keeps it contamination free, provides a rich flavour, and extends
shelf-life of the product. The main objective of the study was to evaluate the antibacterial
activity of the essential oil produced in Slovakia in vitro and in situ. The zones of inhi-
bition for phytopathogenic bacteria ranged from 15.33 to 16.33 mm and for pathogenic
fungi from 8.33 to 9.33 mm, respectively, indicating antibacterial activity that was either
moderate or very high. Xanthomonas arboricola had the lowest MIC values among the
bacteria tested. In situ antimicrobial analysis using apple, banana, cucumber and carrot
showed that most of the bacteria were inhibited by vapour phase SAEO at all concentra-
tions tested. Using the apple and banana model, the highest inhibition against Fusarium
solani and Pseudomonas syringae was observed at a concentration of 500 pl/l. Conversely,
P. syringae and X. arboricola on the cucumber and carrot model was most inhibited at
the lowest concentration of 62.5 pl/l. According to research, S. album essential oil exhibits
antibacterial activity and is safe and aesthetic, making it a possible alternative to conven-
tional food preservatives.
Keywords: sandalwood, essential oil, in situ, in vitro, shelf life, bacteria, fungi

UvoD

Rastlinna silica zo santalového dreva (SARS) sa pouziva lokdlne po starocia v ajurvéd-
skej aj tradi¢nej ¢inskej medicine. SARS sa destiluje z jadrového dreva stromu Santalum
album a obsahuje viac ako 125 $truktirne pribuznych zlicenin, pricom menej ako tucet
zloziek je pritomnych v koncentraciach vyssich ako 1 % hmotnosti (Roy et al., 2017). Pre-
toze SARS je vyznamnym obchodnym artiklom, pouziva sa v mnohych kozmetickych
produktoch a parfumoch. Je zndme, ze SARS md protizapalové vlastnosti in vitro pro-
strednictvom viacerych mechanizmov. SARS inhibuje oxida¢ny enzym 5-lipoxygenazu a
ma aktivitu zachytavajucu DPPH radikaly a in vivo, ¢im sa ziskali informacie, Ze SARS
chrani pecen mysi pred poskodenim spdsobenym oxida¢nym stresom a tvorbou reaktiv-
nych foriem kyslika (Baylac, 2003; Kamal et al., 2012; Misra a Dey, 2013a). V spolo¢nych
kultarach dermalnych fibroblastov a keratinocytov RS potlacala produkciu mnohych pro-
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zépalovych chemokinov a cytokinov produkovanych ako odpoved na stimuldciu lipopoly-
sacharidov (LPS). Produkcia PGE2 bola tiez potlacena, ¢o naznacuje, Ze SARS by mohol
posobit, aspon ¢iastocne, prostrednictvom inhibicie cyklooxygenazy (Sharma et al., 2013).
Uvédza sa, ze protizdpalovd aktivita v koze zavisi od aktivicie enzymu 11b-HSDI, ktory
hra ulohu pri syntéze kortizolu keratinocytmi. SARS tieZ potlacala expresiu prozapalové-
ho cytokinu IL-1b v keratinocytoch a redukovala drazdiva dermatitidu v kozi mysi stimu-
lovanej hapténom (Itoi-Ochi et al., 2016). Nedavny zdujem o $pecifické ciele pre zapaly
na lie¢bu koznych stavov, ako je psoridza a atopicka dermatitida, viedol k vyvoju mnoz-
stva liekov, ktoré znizuja hladiny IL-17 a aktivitu PDE4 (Golden et al., 2013; Wittmann a
Helliwell, 2013; Wasilewska et al., 2016). Ukézalo sa, ze $pecificky inhibuje oba tieto ciele
v réznych modeloch in vitro, (Sharma et al., 2017) ¢o naznacuje mechanizmus aktivity
pozorovanej v klinickych $tudiach RS pri lie¢be tychto koznych ochoreni. Zistilo sa, ze al-
fa-santalol je inhibitor tyrozinazy, kli¢ového enzymu v biosyntetickej drahe kozného pig-
mentu melaninu. Toto zaujimavé zistenie naznacuje, ze SARS moze potencidlne pdsobit
ako inhibitor abnormalnej pigmentacie spojenej so starnutim a vystavenim ultrafialovému
svetlu (Misra a Dey, 2013b).

Pouzivanie RS upadlo do nemilosti v roku 1900 s prichodom sulfatovych lie¢iv a inych
antibiotik, ale zaujem o RS, ako je SARS, sa v poslednych rokoch znovu ozivil kvoli ich
aktivite proti kmenom rezistentnym na antibiotika (Cao et al., 2008; Warnke et al., 2009).
Zistilo sa, Ze santalova RS je $iroko uc¢innd proti mnohym grampozitivnym kmenom bak-
térii, vratane Staphylococcus (vratane kmenov MRSA a VRSA rezistentnych na antibio-
tika), Streptococcus a niektorych gramnegativnych baktérii (Jirovetz et al., 2006; Mishra
a Dey, 2012). SARS preukazala silnu aktivitu proti mnohym hubovym dermatofytom a
kvasinkdm vratane Trichophyton, Microsporum a Candida (Inouye et al., 2006; Nardoni et
al., 2015). Santalovéd RS je u¢inna proti virusom Herpes simplex-1 a -2 (Koch et al., 2008).
Zistilo sa, ze beta-santalol, jedna z hlavnych zloziek SARS, inhibuje replikaciu chripkové-
ho virusu A/HK (H3N2) in vitro pri 100 ug/ml (Paulpandi et al., 2012). Antimikrobialny
mechanizmus (mechanizmy) Gc¢inku santalovej RS neboli dokladne objasnené, ale pozoro-
vané ucinky mozu byt ciastoéne sposobené narusenim integrity membrany, fenoménom,
ktory bol preukdzany pri inych RS (Carson et al., 2006; Bakkali et al., 2008).

Cielom nasej prace bolo zistit antimikrobidlnu aktivitu rastlinnej silice Santalum album
proti mikroorganizmom v in vitro a v in situ podmienkach na vybranom ovoci a zelenine.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Santalum album bola zaktipena od firmy Hanus, s.r.o. (Nitra, Sloven-
sko). Rastlinna silica mala povod z Australie a bola vyrobend destilaciou rozdrveného dre-
va vodnou parou. RS bola skladovana v tme pri teplote 4 °C. Hlavnymi zlozkami, ktoré
uvadza vyrobca boli a-santalol 41 az 55%, P-santalol 16 az 24%, tranz-a-bergamotol 3 az
6%.

Testované mikroorganizmy

V praci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
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na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kulttry mikroorganizmov boli ziskané z &eskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceska republika).

Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita Santalum album rastlinnej silice (SARS) bola stanovena dis-
kovou difuznou metédou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton
agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby
(MVH) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikro-
bidlne inokulum sa upravilo na optickd hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10°
KTJ/ml) a 100 ul sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli
nasytené 10 ul SARS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujicu suspenziu mikroorga-
nizmov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20 °C.
Dve antibiotikd ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako
pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnova-
né 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskuto¢novali
v trojnasobnom opakovani.

Minimdlna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre mikroskopické vldknité huby (MVH) pri teplote 25 °C.
Alikvotnd ¢ast 50 ul inokula s optickou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovu
mikrotitraéna platiiu. Nésledne sa SARS pripravila sériovym riedenim na koncentraény
rozsah od 400 pg/ml do 0,2 pug/ml v MHB, SDB a 100 ul suspenzie sa dokladne premie-
$alo s bakteridlnym inokulom v jamkach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri
teplote 37 °C a MVH sa inkubovali 24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pou-
zity ako negativna kontrola a MHB, SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontro-
la reprezentujtca neinhibovany rast. Pre neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia
merala po inkuba¢nej periéde pri 570 nm spektrofotometrom Glomax (Promega Inc.,
Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy SARS in situ bola testovand na vSetkych baktéri-
ach a MVH na modeli jablka, bandna, zemiaka a tekvice. Zahriaty MHA, SDA sa nalial
do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrajané jablko, bandn, zemiak a tekvica
na platky (o velkosti 0,5 mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inokulum, ako
bolo opisané vyssie. SARS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5 pl/l a naniesla
sa na sterilny filtracny papier. Po odpareni zostavajiceho etylacetdtu (1 minuta) sa misky
uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni. Inhibicia
rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metddou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemovd hustota (Vv) mikrobialnych koldnii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] poc¢itanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referenéného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota mikrobidl-
nych kolénii sa nasledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobialna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI) BGI = [(C -
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T)/C] x 100, kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a
experimentalnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimuldciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vietky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statisticka variabilita idajov
bola spracovana pomocou softvéru Microsoft-Excel.

Vysledky a diskusia

Antimikrobidlna aktivita S. album rastlinnej silice (SARS) bola hodnotena diskovou di-
fuznou metddou a minimalnou inhibi¢nou koncentraciou. Silnd az stredna inhibi¢na akti-
vita SARS bola pozorovana v pripade vac$iny testovanych mikroorganizmov (obrazok 1).
Pseudomonas syringae bol najcitlivej$ou baktériou zo vsetkych testovanych baktérii, pri-
¢om SARS vykazovala velmi silnu inhibi¢nu aktivitu. Z testovanych mikroskopickych hib
bol najcitlivejsi Fusarium solani.

MM

= Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum = Pseuds syringae
= Agrobacterium radiobacter ™ Monilia fructigena = Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita SARS diskovou difiiznou metédou
vmm

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimdlnych inhibi¢nych koncentricii (ob-
rézok 2). Pre Xanthomonas arboricola sme zistili najnizsie hodnoty MIC 50 (2,34 mg/ml)
a MIC 90 (2,56 mg/ml). Najvyssie hodnoty MIC 50 a MIC 90 boli stanovené pre Monilia
fructigena.

Celkovo osem vzoriek roznych santalovych drevin Amyris balsamifera L., Santalum al-
bum L. a Santalum spicatum a zmes a- a B-santalolov, ako aj eugenol ako referen¢na zluce-
nina, bolo testovanych agarovym riedenim a agarovou difuznou metédou na ich antimik-
robidlne latky. Antimikrobidlna aktivita sa sledovala proti kvasinkdm Candida albicans,
grampozitivnym baktériam Staphylococcus aureus a gramnegativnym baktériam Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae. V tejto praci bola zistena an-
timikrobidlna aktivita proti kvasinkdm, grampozitivnym a gramnegativnym baktéridm so
strednou az vysokou uc¢innostou. Rastlinné silice zo santalového dreva so strednou alebo
vysokou koncentraciou santalolov vykazuju lepsie antimikrobialne G¢inky proti pouzitym
mikroorganizmom (Jirovetz et al., 2006).

Na trhu je k dispozicii velké mnozstvo potravinarskych vyrobkov, u ktorych pridanie
SARS ako prirodného konzerva¢ného prostriedku zvysuje ich trvanlivost z mesiacov na
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Obrdzok 2. Minimdlna inhibicnd koncentrdcia SARS v mg/ml

roky. Tieto SARS sa tieZ pouzivaju na zvyraznenie chuti v $aldtovych dresingoch, poliev-
kach, dusenych pokrmoch, omackach a dokonca aj v nealkoholickych ndpojoch. SARS
sa pridavaju ku koncu varenia, pretoze vysoké teplo znici terapeutické vyhody. RS tera-
peutickej kvality st vo vSeobecnosti bezpe¢né pre Tudska spotrebu v malych mnozstvach
podla schvalenia vydaného Uradom pre potraviny a lie¢iva (FDA). RS sa vo velkej mie-
re pouzivaju ako veobecne uznavané bezpe¢né dochucovadld v potravindch, ndpojoch
a cukrovinkach podla prisnej spravnej vyrobnej praxe, a preto sa odporticané mnozstva
terapeuticky triedenych RS pouzivaju na pridanie chuti a vone do mnohych potravin a
nealkoholickych napojov (Das, 2016).

Antimikrobidlna analyza in situ na modeli jablka ukazala, ze vSetky fytopatogény boli
inhibované SARS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentracidch (obrazok 3). Pri
najvyssej koncentracii SARS (500 pl/l) bola na jablka Fusarium solani najsilnejsie inhi-
bovanou MVH (79,56 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre
Monilia fructigena.

= Xanth boricol P b ium ¢ = P syringae

= Agrobacterium radiobacter ™ Monilia fructigena ® Fusarium solani

= Botrytis cinerea

Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jablka
v %

Antimikrobialna analyza in situ na modeli bandna ukazala, Ze vSetky fytopatogény boli
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inhibované SARS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentracidch (obrazok 4). Pri
najvyssej koncentracii SARS (500 pl/l) bola na banane P. syringae najsilnejsie inhibovanou
baktériou (87,68 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana pre Agro-
bacterium radibacter.
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli bandna
v %

Antimikrobialna analyza in situ na modeli uhorky ukazala, Ze vSetky fytopatogény boli
inhibované SARS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentracidch (obrazok 5). Pri
najnizsej koncentracii SARS (62,5 pl/l) bola na uhorke P. syringae najsilnejsie inhibova-
nou MVH (68,54 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovand pre A.
radiobacter.

20 ST Ry o
ofis g

62,5 125 250 500
= Xanth b /! F i =F syringae
= Agrobacterium radiobacter ™ Monilia fructigena = Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli uhorky
v %
Antimikrobidlna analyza in situ na modeli mrkvy ukazala, Ze vietky fytopatogény boli

inhibované SARS v parnej faze vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 6). Pri
najnizsej koncentracii SARS (62,5 pl/l) bola na mrkve Xanthomonas arboricola najsilnejsie
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Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli mrkvy

v %
inhibovanou MVH (76,56 %). Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana
rovnako ako na modeli mrkvy pre P, syrinegae.

SARS je ziadana a pouzivana v potravinarskom priemysle v Indii. V potravinach a na-
pojoch sa SARS pouziva v hlavnych kategdriach potravinarskych vyrobkov, vratane al-
koholickych a nealkoholickych napojov, mrazenych mlie¢nych dezertov, cukrovinkach,
pecive, zelatine a pudingoch ako zvyraznovac chuti s uvadzanymi priemernymi maximal-
nymi droviiami pouzitia (Burdock and Carabin, 2008). SARS sa pouziva v potravindrskom
priemysle ako chutova prisada (Burdock a Carabin, 2008). SARS sa dobre miesa s rozny-
mi silicami ako bergamot, pelargdnia, levandula, myrha a ruza, a pouziva sa na konzer-
vovanie potravin. SA prasok zmieSany s mliekom alebo vyrobeny na tabletky je prospes-
ny pri lie¢be dyzurie. Jeho t¢innost mozno zvysit pridanim vody ajwain alebo infiziou
zazvoru. SARS je bezpeény na vnutorné pouzitie vdaka svojej antiseptickej povahe. SARS
je bezpe¢ny aj pri uzivani s mlieckom na lie¢enie vnutornych infekcii, ako je hrdlo, paze-
rak, zaludok, creva, vylucovacie cesty a pod., vdaka svojej dezinfek¢nej aktivite. Vyvojom
konzervécie potravin sa stala potreba predlzovania trvanlivosti potravin nevyhnutnym
procesom. Aplikdcia vyparov RS v aktivnom baleni a konzervacii potravin je metdda,
ktora umoznuje dlhsie skladovanie potravin. Medzi takéto potraviny patria méso, ryby,
hydina, syr, ovocie a zelenina. SARS je ndpomocny pri baleni potravin, ako st uhorky,
paprika, konzervované hovidzie miso, sled a vajcia na dlhsie obdobie. Para SARS sa po-
uziva na ochranu viacerych potravin a balenie suchych potravin pred znehodnotenim
mikroorganizmami vdaka svojej antimikrobidlnej aktivite. Pouzitie prirodzene sa vyskytu-
jucich antimikrobialnych zlicenin na konzervovanie potravin sa venuje pozornosti kvoli
povedomiu o prirodnych potravinovych produktoch a rasticemu zdujmu o mikrobidlnu
rezistenciu vo¢i konvenénym konzerva¢nym latkam na celom svete. SARS sa pouziva aj
v potravindrskom priemysle na stabilizaciu chuti. SARS posobi ako dobré maskovacie
¢inidlo pre neprijemné chute a pachy v potravinarskych vyrobkoch, ako je miso a iné
misové vyrobky, vdaka pritomnosti dlhotrvajuicej silnej sladkej, drevitej a korenistej
vone. SARS pomaha inhibovat oxida¢nu degradaciu mésovych vyrobkov vdaka svojej an-
tioxida¢nej aktivite (Misra a Dey, 2012).
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ZAVER

Santalové drevo je komer¢ne a kultdrne dolezity rastlinny druh najma v Indii patriaci
do ¢elade Santalaceae. Rastlinnd silica zo santalového dreva sa ziskava z jadrového dreva
destilaciou vodnou parou. Vdaka sladkej, silnej a trvalej voni je santalova silica po staro-
¢ia uzitoénd v parfumérskom priemysle, mydlach, svieckach, kadidle, ludovom liecitelstve.
Okrem toho sa santalové rastlinna silica moze vyuzit pre lekarske tucely a v potravindr-
skom priemysle, napr. pri prediZeni trvanlivosti ovocia a zeleniny ako bolo dokdzané aj
v naSom vyskume.
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Pouzitie japonskej prepelice (Coturnix japonica)
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The use of Japanese quail (Coturnix japonica) in biomedical research
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Abstract

Quails are used as both farm and laboratory animals. Genetic studies of quail as ex-
perimental animals began in the 1940. The advantages of quail in research fields include
small body size, low consumption, rapid maturation, and high egg production. Japa-
nese quail has become the most used in industry and in the field of scientific research.
The futures of quail research and of quail production are not independent, however,
and better links between both activities are needed to promote relevant research, ex-
plore new avenues of quail production, and help maintain this bird as an essential ani-
mal model.
Keywords: Japanese quail (Coturnix japonica), animal model, research

UvoD

V roku 1959 bolo prvykrat zaznamenané pouzitie prepelice japonskej ako laborator-
neho zvierata. Odvtedy sa tento druh coraz viac pouziva ako vtac¢i model pre biomedi-
cinsky vyskum. Prepelica japonska (Coturnix japonica) je znamy modelovy organizmus
na $tadium fotoperiodizmu (Nakane and Yoshimura, 2019), reprodukénej fyzioldgie
a spravania (Tsutsui and Ubuka, 2020) a genetiky (Minvielle 2004; Tsudzuki 2008; Nu-
nome et al. 2017) . Vo viacerych oblastiach vedeckého vyskumu (vyvojova bioldgia,
endokrinoldgia, imunolégia, $tidium starnutia, spravania ako aj rézne Iudské genetic-
ké poruchy) sa pouzivaju prave japonské prepelice (Coturnix japonica) ako laboratérny
zvieraci model. Japonska prepelica je charakteristickd svojim rychlym tempom rastu,
pohlavného dospievania tiez odolnostou voci ochoreniam. St velmi vhodné pre gene-
tické studie vtakov, predovsetkym kvoli ich nezvycajne kratkemu reprodukénému cyklu
a sekunddrne kvoli ich malej velkosti tela, ktord umoziiuje ziskat velké mnozstvo jedin-
cov za primerane nizke naklady v porovnani s inymi animalnymi modelmi vtakov.

Vyuzitie ako modelové zviera vo vyskume

Vyuzitie ako modelové zviera pre $tidium zdravia a chorob

Japonské prepelice sa objavuju ako zvieraci model pre $tidium vrodenych chyb
a chorob, ktoré ovplyviiuju Tudské zdravie (Cheng and Kimura, 1990; Mizutani, 2002;
Tsudzuki, 2008). V stcasnosti existuje niekolko linii prepelic, ktoré s vyuzivané vo
vyskume dedi¢nych choréb, malformécii a abnormalit. Prepelice boli pouzité v §tadi-
ach vyskumu starnutia, v imunoldgii, endokrinoldgii, vyvinovej (Dickman et al., 2004)
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a reprodukénej bioldgii (Ottinger et al., 2004); hypercholesterolémii charakterizovanej
rozvojom vaskularnych 1ézii a pod. Prepelica na $tudium starnutia poskytuje dve odlis-
né vyhody nad modelmi cicavcov. Po prvé, hypotalamické systémy u prepelic vykazuju
neuroplasticitu, napr. po aplikacii testosterénu u starnucich samcov dochadza k uplne;j
obnove sexudlneho spravania. (Ottinger et al., 2004). Druha vyhoda prepeli¢ieho mode-
lu je dynamika vo fyzioldgii kosti. Toto plati najmé pre samice, pretoze maju duté kosti,
ktoré sluzia ako zasobaren mineralnych latok pouzivanych pri produkcii vajec. U star-
nucich samic prepelic st kosti krehkejsie, ¢o umoziuje ich vyuzitie vo vyskume ako mo-
delu pre sledovanie vplyvu horménov a vitaminu D na osteoporézu (Takahashi et al,
1983). Geneticky jedine¢né linie japonskych prepelic boli pouzité na $tadium zrakového
systému napr. patologie sietnice a zrakového nervu (Takatsuji et al., 1984), spontanny
glaukom (Takatsuji et al., 1986, Weidner et al., 1995), katarakty (Takatsuji et al., 1985)
a degenerdciu sietnice (Zak et al., 2010). Japonské prepelice su citlivé na patogénne kme-
ne baktérii, ako je Salmonella pullorum, Escherichia coli (Woodard et al., 1973) a My-
cobacterium avium (Tell et al., 2003) a preto sluzili ako zvieraci model pre pochopenie
vyznamu tychto patogénov u hydiny. Nedavno Rundfeldt et al. (2013) pouzili na posu-
denie u¢innosti aerosolizacie nanocastic itrakonazolu proti Aspergillus fumigatus prave
prepelice.

Vyuzitie ako modelové zviera na objavenie a hodnotenie zliicenin proti ateroskleroze

Hoci mala japonska prepelica vhodné vlastnosti pre skrining ochorenia, ich vyvoj
ateroskler6zy bol prili§ variabilny nato, aby mohli byt modelom praktickym. Vyskum
bol cieleny na vytvorenie prepelice rovnomerne aterosklerotickej. Na tento tcel bola
selektivne chovand linia prepelic vnimavych na experimentalnu aterosklerézu (SEA).
Japonska prepelica SEA je teda novym zvieracim modelom pre vyskum ateroskler6zy
(Day and Stafford 1975).

Vyuzitie v oblasti reprodukcnej neuroendokrinoldgie

Predpokladalo sa, ze gonadotropin-inhibi¢ny hormén (GnRH) je jedinym hypotala-
mickym neurohorménom regulujucim uvolnovanie gonadotropinu u stavovcov. V roku
2000 v8ak Tsutsuiho skupina objavila u prepelic GnIH, novy hypotalamicky neuropep-
tid, ktory inhibuje uvolnovanie gonadotropinu. Tento objav drasticky zmenil nase cha-
panie reprodukénej neuroendokrinolégie ( Tsutsuiand Ubuka 2020).

VyuZitie ako modelové zviera v experimentdlnej embryoldgii

Pouziva sa technika oznacovania buniek zalozend na §trukturalnych rozdieloch me-
dzi interfazovym jadrom dvoch druhov vtdkov, japonskej prepelice (Coturnix coturnix
japonica) a kuriatka (Gallus gallus). Prepelicie jadro vykazuje velké heterochromatické
hmoty spojené s nukleolarnou RNA. Naopak, u kurcata usporiadanie chromatinu pocas
interfazy zodpovedd v§eobecnému vzoru pozorovanému v bunkich stavovcov: DNA je
pomerne rovnomerne distribuovana v nukleoplazme a mnozstvo chromatinu spojeného
s jadierkom nie je vyznamné. Je mozné rozlisit bunky tychto dvoch druhov v histologic-
kych rezoch zafarbenych Feulgenovou Rossenbeckovou reakciou a tieZ na trovni elek-
tronového mikroskopu v rezoch zahfnajucich jadierko. Prepeli¢ie bunky sa teda mozu
pouzit ako ,,prirodzené markery® na $§tadium roznych embryologickych problémov, ako
st problémy stvisiace s medzibunkovymi interakciami a migraciou buniek pocas onto-
genézy (Nicole Le Douarin 1973; Mizutani, 2002).
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Vyuzitie ako modelové zviera na kryobankovanie

Kryobankovanie samicej zdrodo¢nej plazmy

Tento model moéze tiez prispiet ku konzervicii ex situ ohrozenych druhov vtdkov (Liu
et al., 2013a). Jednoduché postupy vitrifikicie mozno pouzit v drsnom a odlahlom pro-
stredi, kde sa zvycajne vyskytuju ohrozené druhy (Comizzoli et al., 2012). Obnova do-
spelého ovarialneho tkaniva (Liu et al., 2013b) naznacuje, ze gonadové tkanivo z cenného
jedinca ohrozeného druhu a zakonzervované po neocakdvanej smrti moze byt pouzité
na vyskum druhovo $pecifickej reprodukénej fyzioldgie, o ktorej mozu byt nase znalosti
skromné (Comizzoli et al., 2012). Navyse Uspe$na xenotransplantacia (Song et al., 2012)
poskytuje moznost regeneracie ziskavania zarodo¢nej plazmy ohrozenych druhov.

Kryobankovanie tkaniva semenikov

Kryokonzervécia tkaniva semennikov je slubnd metdda zachovania samcej reproduke-
nej schopnosti pre druhy vtakov. Vitrifikdcia testikularneho tkaniva a uloZenie v ma-
krotrubiciach poskytuju sfubny model pre zachovanie a obnovu zarodo¢nej plazmy sam-
cov vtac¢ich druhov.

Vyuzitie na produkciu transgénnych vtdkov

V poslednej dobe sa japonskd prepelica ukazala ako vynikajici modelovy organizmus
na produkciu transgénnych vtakov pomocou lentivirusovych vektorov. Relativne mald velko-
st dospelych jedincov, kratky ¢as do pohlavnej dospelosti a obdivuhodna produkcia vajec ja-
ponskej prepelice sposobuju, ze vyvoj transgénnych linif je menej naro¢ny na pracu a priestor
v porovnani s kurcatami. Vysoky stupenn homoldgie medzi genémami kurciat a prepelic
umoznuje vyskumnikom navrhnut vysoko $pecifické konstrukty DNA na produkciu tran-
sgénnych vtdkov. Japonské prepelice st idedlne na in ovo zobrazovanie embryi exprimujtcich
fluorescen¢né reportéry zavedené z transgénu a/alebo elektroporécie (Poynter et al. 2009).

ZAVER

V tomto ¢lanku bolo popisané vyuzitie animéalneho modelu japonskej prepelice (Cotur-
nix japonica) ako oblubeného modelu v biomedicinskom vyskume na skiimanie roznych
klacovych otazok, ako je stddium somatickych a genetickych zmien spojenych s patogené-
zou roznych ludskych patologickych stavov, dostupnost transgénnych linii, nastroj na mo-
lekularne manipulacie ako aj identifikdcia klinickych cielov a vyvoj novych terapeutickych
¢inidiel. Tento zvieraci model ma velky vyznam v experimentdlnom vyskume, aby posky-
tol pohlad na Iudské biologické a patologické stavy, avsak je potrebné venovat mimoriad-
nu pozornost dosiahnutiu etickych noriem a noriem blaha spojenych s pouzivanim Zivych
organizmov na vedecké ucely.
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Charakterizacia kozkotvornych kvasiniek spdsobujtcich
birzu vina

Characterization of film-forming yeasts causing wine spoilage
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Abstract

Film-forming yeasts are common cause of wine spoilage. Isolation of axenic cultures
and identification by ITS-PCR led to four independent yeast strains: Candida stellimali-
cola (B1, B5, B6), C. fermentati (B2), C. smithsonii (B7) and Pichia membranifaciens (B3,
B4). All axenic yeast cultures were microbiologically and biochemically characterized. C.
stellimalicola strains were found to tolerate 8.5-9 .0 % v/v ethanol and only 30 % glucose
and were the only ones that did not produce hydrogen sulfide. In contrast, strains of P
membranifaciens had the highest hydrogen sulfide production and the highest ethanol tol-
erance (9.5 % v/v). They also produced a branched pseudomycelium and formed a thick
film on the surface when growing in liquid medium. The yeast strains C. fermentati and C.
smithsonii produced abundant pseudomycelium and had the highest osmotolerance. All
the yeast strains showed abilities that allow them to contaminate wines with low ethanol
and residual sugar concentrations.
Keywords: spoiled wine; film-forming yeasts; identification; characterization

UvoD

Tvorba sivobieleho povlaku - birzy, na povrchu vin je jednou z ¢astych choréb, ktord
postihuje vina vystavené kysliku, s nizkym obsahom alkoholu, vy$§im zvySkovym cukrom
a nedostato¢nou mikrobiologickou stabilizaciou. Birza je spdsobend pomnozenim kon-
zorcia aerofilnych kozkotvornych kvasiniek, ktoré sa vyznacuju tvorbou pseudomycélia
vystupujuceho na povrch vina a vytvdrajuceho prstenec az suvisli film na hladine népoja
(Malfeito-Ferreira and Silva, 2019; Minarik, 1981). Najznadmejsie birzotvorné kvasinky st
Wickerhamomyces anomalus, Pichia membranifaciens, P. kluyveri, Lindnera jadinii a Can-
dida vini. Nie je vSak nezvycajny ani vyskyt dalsich kvasiniek (Cryptococcus humicola, Sac-
charomyces cerevisiae, S. capensis, Dekkera bruxellensis Zygosaccharomyces bailii) ¢i octo-
vych baktérii (Kurtzman et al., 2011; Malfeito-Ferreira, 2011; Malfeito-Ferreira and Silva,
2019).

Okrem tvorby kontaminujicej kozky je birza spojena aj so vznikom zékalu a nezvrat-
nych chemickych zmien, ktoré ovplyviuji chut, vonu a celkova kvalitu napoja. Birzo-
tvorné kvasinky maju silne vyvinuty aerébny metabolizmus, ktorym st schopné reduko-
vat ¢ast etanolu na acetaldehyd, oxid uhli¢ity a vodu. ZniZovanie koncentracie etanolu je
spojené aj s jeho oxidaciou na kyselinu octovi a vznik etylacetdtu. Okrem etanolu sa vo
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vinach napadnutych birzou zniZuje aj obsah bezcukorného extraktu v dosledku ,,predy-
chania“ ¢asti neprchavych kyselin a glycerolu, ktory dodéva vinu plnost (Malfeito-Ferre-
ira and Silva, 2019; Mindrik, 1981). Pritomnost kmeiiov P. membranifaciens v konzorciu
birzotvornych kvasiniek prispieva k vzniku neprijemnych pachuti vina pretoze produkuju
prchavé fenoly (4-etylfenol, 4-etylguajakol), ktoré sa vyznacuju pachom spélenej gumy ¢i
konského sedla. Taktiez st zname vysokou produkciou sirovodika, ktory je typicky vonou
skazenych vajec (Wang et al., 2018). Vina napadnuté birzou tak strdcaju svoju plnost, st
prazdne a dostdvaju zvetrand, zoxidovand, $tiplavil pachut, ktort je mozné citit v chuti aj
vo voni (Malfeito-Ferreira and Silva, 2019).

Tvorbu povrchového biofilmu spojeného s birzou nemozno zamienat s kozkou tvoria-
cou sa pri zreni vina ,,spod kozky* (flor), ktord je tvorend uslachtilymi kvasinkami (S. be-
ticus, S. cheresiensis, Zygosaccharomyces rouxii, C. stellata, C. zemplinina). Tento typ zrenia
sa vyuziva pri vyrobe vin spod kozky Sherry Fino/Manzanilla (Jerez - Spanielsko), Vin
Jaune (Jura - Franctzsko), Vernaccia di Oristano (Oristano — Taliansko) a Tokajské samo-
rodné (Tokaj - Slovensko, Madarsko) (Csoma et al., 2020; Legras et al., 2016).

Obrdzok 1: Nativny prepardt konzorcia kvasiniek sposobujiicich birzu vySetrovaného vina

MATERIAL A METODIKA PRACE

Skimané kvasinky boli izolované z mladého vina (Veltlinske zelené) napadnutého kva-
sinkovou chorobou - birzou (Obrézok 1). Vino pouZité na izolaciu kvasiniek malo nasle-
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dujuce zakladné zloZenie: redukujice sacharidy 32 g/l, etanol 8,5 % obj., celkové kyseliny
6,4 g/l, prchavé kyseliny 0,9 g/1, celkovy SO, 5 mg/l a bolo skladované v pivni¢nom priesto-
re (15 °C) v sklenej nadobe.

Sterilne odobrata vzorka biomasy tvoriacej biologicku vrstvu (birzu) bola nariedena
do sterilnej deionizovanej vody a kultivovana na kvasni¢no-glukézovom stuzenom médiu
s pridavkom chloramfenikolu YDA+Ch (20 g/l glukéza, 10 g/l kvasni¢ny extrakt, 15 g/1
agar, 50 mg/l chloramfenikol). Po 48-hodinovej kultivacii pri 25 °C boli vybrané kolonie
kvasiniek dalej rozockované (platne s YDA+Ch médiom) az do dosiahnutia pozadovanej
Cistoty. Nasledne bola z vybranych ¢istych kolonii odobrata jedna bunka pomocou inverz-
ného mikroskopu LEICA Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Nemecko) a mikromani-
puldtora MM-92 (Narishige Group, Tokyo, Japonsko) vybaveného pneumatickym mik-
roinjektorom IM-9B (Narishige). Cistd kultira kvasiniek bola pomnoZend pomocou 48h
kultivécie v kvapalnom YD+Ch médiu. Kratkodobo boli kultary uchovévané na stuzenom
YDA médiu (25 °C) a na $ikmych agaroch (4 °C).

Izolované kvasinkové kmene boli identifikované pomocou ITS-PCR (Internal Tran-
scribed Spacer - Polymerase Chain Reaction) s nédslednou sekven¢nou analyzou. Ex-
trakcia gendmovej DNA sa uskuto¢nila podla modifikovaného protokolu od Looke et al.
(2011), pri¢om izolovanda DNA bola pouzitd na PCR reakciu (Furdikovd, 2023; Gajdo$ et
al., 2020). Nasledne boli amplifikované DNA nariedené a upravené na podmienky San-
gerovho sekvenovania Microsynth, kde prebiehalo sekvenovanie DNA (Microsynth Aus-
tria GmbH, Vieden, Rakusko). Vysledky sekvenovania vo formate FASTA (Fast Adaptive
Shrinkage/Tresholding Algorithm) boli porovnané s databazou NCBI pomocou BLAST
(Basic Local Aligment Tool).

Zakladna charakterizacia mikrobiologicka (mikroskopické a makroskopické znaky,
pohlavné rozmnozovanie, produkcia pseudomycélia), biochemicka (b-glukozidédzova ak-
tivita, produkcia sirovodika) a fyziologicka (rast v kvapalnom médiu, skvasovanie sacha-
ridov, utilizacia roznych zdrojov uhlika) prebiehala na zaklade mikrobiologickych metéd
opisanych v kvasinkovych taxonémiach od Kockova-Kratochvilovd (1990) a Kurtzman et
al. (2011).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zdrojom kozkotvornych kvasiniek kontaminujucich vino a spdsobujucich chorobu vi-
na - birzu, bolo mladé nestabilizované polosladké vino skladované v sklenenom demizo-
ne v pivni¢nych priestoroch. Na hladine vina sa nachadzala hruba zvrasnena sivo-biela
vrstva biomasy typickd pre birzu a vino bolo viditelne zakalené. Z biologickej vrstvy bolo
izolovanych 7 ¢istych kultdr kvasiniek, ktoré boli oznacené ako kmene B1 - B7. Izolované
kmene boli nasledne identifikované a taxonomicky zaradené pomocou ITS-PCR metody
(Tabulka 1). Kmene B1, B5 a B6 boli identifikované ako Candida stellimalicola, anamorfna
forma bola potvrdend aj neschopnostou pohlavne sa rozmnozovat pri 7 diovej kultivacii
na Fowellovom agare (Furdikovd, 2023). Rovnako nevykazovali pohlavné rozmnozovanie
ani kmene B2 (Candida fermentati) a B7 (Candida smithsonii). Naopak, pohlavné rozmno-
zovanie bolo potvrdené pre kmene B3 a B4 identifikované ako Pichia membranifaciens, ¢o
je nazov teleomorfnej formy kvasinky Candida valida (anamorf).
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Tabulka 1: Identifikcia ¢istych kultar kvasiniek izolovanych z birzy pomocou ITS-PCR

Oznacenie ITS-PCR

kmena Anamorfna forma Teleomorfna forma
Bl Candida stellimalicola* Starmera stellimalicola
B2 Candida fermentati* Meyerozyma caribbica
B3 Candida valida Pichia membranifaciens*
B4 Candida valida Pichia membranifaciens*
B5 Candida stellimalicola* Starmera stellimalicola
B6 Candida stellimalicola* Starmera stellimalicola
B7 Candida smithsonii* Meyerozyma smithsonii
Legenda: (*) prislusnost k teleomorfnej alebo anamorfnej forme bola potvrdena mikrobiologickym
testom schopnosti pohlavného rozmnozZovania (kultivacia na Fowellovom agare)

Morfologické viastnosti

V3etky identifikované kmene kvasiniek boli charakterizované z hladiska svojich ma-
kroskopickych a mikroskopickych znakov (Obrazok 2), na zdklade ktorych bola potvrdend
rozdielnost jednotlivych kmenov. Morfolégia buniek bola charakterizovana po 24-hodi-
novej kultivacii v YD médiu (20 g/l glukdza, 10 g/l kvasni¢ny extrakt, pH 6,5) na rota¢nej
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Obrdzok 2: Nativny prepardt Cistych kultiir kvasiniek izolovanych z birzy vina (A - C.
fermentati, B — P. membranifaciens, C - C. stellimalicola, D - C. smithsonii)
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trepacke. Morfoldgia makrokolénie bola hodnotend po 3-ojtyzdnovej kultivacii kmenov
na Sabouraudovom agare pri laboratdrnej teplote.

Kmene C. stellimalicola (B1, B5, B6) sa vyznacovala gulatymi a vajcovitymi bunka-
mi (1,5 x 4 mm), pri¢om na stuzenom agare vytvarali kolonie bielej az krémovej farby
s celistvyym okrajom a lesklym povrchom. Bunky C. smithsonii (B7) vykazovali gulaty az
elipsovity tvar s rozmermi 2 x 6 mm, bunky C. fermentati (B2) boli skor vajcovitého tvaru.
C. fermentati a C. smithsonii tvorili podobné, krémovo-maslové makrokolonie s hladkym
lesklym povrchom. Najvicsie odli$nosti boli pozorované pri kmenoch P. membranifaciens
(B3, B4), kedy bunky v nativnych preparatoch vykazovali pretiahnuty tvar a dosahovali
rozmery (2-5)x(2-17) mm. Na stuzenom médiu rastli kvasinky P. membranifaciens v po-
dobe nepravidelne lalo¢natych kolénii so suchym a vraskavym povrchom, ktorych farba
sa v strede postupne men z bielej na ruzovt a neskér az hnedu (Kurtzman et al., 2011).

Kvasinky, ktoré tvoria birzu, st charakteristické produkciou pseudomycélia, ktoré vzni-
ka, ked sa pri pu¢ani dcérske bunky neoddelia od materskych tplne a vytvara sa siet retia-
zok, ktoré maju oddelentd cytoplazmu (Kurtzman et al., 2011). Produkcia pseudomycélia
bola vyhodnotend po 7-dnovej kultivacii na Corn-meal agare (CMA) (Furdikovd, 2023),
kedy sa mikroskopicky pozoroval okraj narastenej kolénie kvasiniek (Obrazok 3). C. ste-
llimalicola (B1, B5, B6) produkovala len rudimentérne, nie dobre vyvinuté pseudomycé-
lium, naproti tomu, ostatné identifikované kvasinkové druhy tvorili husté, dobre formo-
vané, stromcekovité pseudohyfy. Tieto vysledky sa zhoduju s idajmi v dostupnej literatire
(Kurtzman et al., 2011; Vaughan-Martini et al., 2005).

Obrdzok 3: Mikroskopické pozorovanie tvorby pseudomycélia kultiir kultivovanych na CMA
(A - C. fermentati; B - P. membranifaciens; C - C. stellimalicola; D - C. smithsonii).
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Zdkladnd biochemickd, fyziologickd a technologickd charakterizdcia

Jednym z typickych znakov birzotvornych kvasiniek je tvorba biologickej vrstvy na
hladine pri raste v kvapalnom médiu. Tato vlastnost bola pozorovana iba pri kmenoch P
membranifaciens (B3, B4), ktoré po 14 dnovej staciondrnej kultivécii tvorili hrubd kozku
na povrchu kvapalného YD média. Kmene kvasinky C. stellimalicola (B1, B5, B6) vytvarali
iba prstenec $plhajtci sa po stenach skimavky, ¢o potvrdzuje afinitu ku kysliku. Pri kva-
sinkovych kultarach C. fermentati (B2) a C. smithsonii (B7) sa po 14 diioch nepozorovala
tvorba masivnych $truktdr na hladine média, biomasa sa vsak lepila na steny skamavky
a vytvarala tzv. masky. Pri vSetkych skumanych kultarach sa pozorovala subezna tvorba
sedimentu.

Okrem rastu v kvapalnom médiu a tvorby pseudomycélia je pre pochopenie schopnosti
kontaminovat vino potrebné poznat aj dalsie vlastnosti birzotvornych kvasiniek, ako st
etanoltolerancia, osmotolerancia ale aj schopnost fermentovat ¢i asimilovat rozne zdroje
uhlika (Tabulka 2).

Cisté kulttry kvasiniek izolovanych z birzy vykazovali etanoltolerancie od 8 % obj. (B2)
az po 9,5 % obj. (B3, B4). Literatdra pre tieto druhy uvadza aj o nieco vyssie hodnoty.
Druh P. membranifaciens, ktory v nasich podmienkach vykazoval etanoltoleranciu 9,5 %
obj., mdze véeobecne tolerovat az 11 % obj. etanolu v prostredi (Lachance, 1995). Podobne
je to aj pri druhu C. stellimalicola a C. smithsonii, ktorych vybrané kmene st schopné rast
aj pri koncentracii 10 % obj. etanolu v prostredi (Daniel et al., 2009; Gao et al., 2022). Naj-
niz$iu etanoltoleranciu zo skimanych kmenov vykazoval kmen C. fermentati (B2), ktoré-
ho etanoltolerancia bola 8,0 % obj. Tento udaj sa zhoduje s dajmi v literattre (Jensen et
al., 2009).

Osmotolerancia je schopnost vysporiadat sa s vysokym osmotickym tlakom. Vo vi-
ne je osmoticky tlak spdsobeny pritomnostou etanolu a zvyskového cukru, beznou me-
tédou stanovenia je vSak kultivacia v médiu s vysokou koncentraciou glukézy. Kurtz-
man et al. (2011) uvadzaju, ze kvasinky C. stellimalicola by mali tolerovat az do 50 %
glukézy v prostredi. Tento udaj sa v nasom pripade nepotvrdil, testované kmene C.
stellimalicola (B1, B5, B6) vykazovali niz$iu osmotoleranciu, a to len do 30 % glukodzy.
Podobne C. fermentati (B2), ktorej niektoré kmene mozu podla literatury tolerovat az
70 % glukozy (Wang et al., 2015), vykazovali osmotoleranciu 48 %. Osmotolerancia
C. smithsonii (B7) sa zhoduje s hodnotou uvéddzanou v literatdre a predstavuje 50 %
glukézy v médiu (Kurtzman et al., 2011). Kmene P. membranifaciens (B3, B4) tolero-
vali glukézu s koncentraciou 45 %, ¢o koresponduje s tidajmi v literattre (50 %) (Stra-
tford et al., 2019).

Na zéklade experimentalne dosiahnutych hodnot etanoltolerancie a osmotolerancie sa
potvrdilo, Ze birzotvorné kvasinky kontaminuji najmé vina s obsahom etanolu do 10 %
obj. a vina so zvySkovym cukrom.

Schopnost fermentovat a asimilovat rozne zdroje uhlika je kmerovo $pecifickd a zavi-
si od genetickej a nasledne enzymatickej vybavy kvasiniek. Zistené experimentalne tdaje
(Tabulka 2) su zhodné s dostupnou literaturou (Ali et al., 2022; Kurtzman et al., 2011).
Jedina odlisnost bola zaznamenand pri kvasinke C. fermentati (B2), ktora pri nasich expe-
rimentoch bola schopna skvasovat rafindzu, aj ked v literature sa tato vlastnost uvadza ako
negativna (Ali et al., 2022).
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Tabulka 2: Zakladnd charakterizacia identifikovanych kmenov kvasiniek izolovanych z
birzy

Kmen B1 B2 | B3 B4 | B5 B6 | B7
Etanoltolerancia (% obj.) 8,5 8,0 9,5 9,5 8,5 9,0 8,5
Osmotolerancia (hm. % glc) 30 48 45 45 30 30 50
B-Glukozidazova aktivita + + + + + + +

Produkcia sirovodika - +/- + + - - +/-

Fermentacia 2 % roztokov sacharidov

Galaktéza - - - - - - R

Glukéza + + . _ 4 ¥ +

Laktéza - - - - . _ R

Maltéza - - - - - - _

Rafinéza - + . . _ B, +

Sacharéza - - - - - - _

Trehaldza - + - - - - +

Auxanografia utilizdcie uhlika/dusika

Etanol + + + + + + +

Glukoéza + + + + + + +

Glycerol + + + + + + +

Inulin - + - - - _ _

Lakt6za + + + + + + +

Melezitdza - + - - R - +

Legenda: (-) - negativna, (+/-) - slab4, (+) - pozitivna

Birzotvorné kvasinky okrem toho, ze st schopné rast a vytvarat povlak na vinach,
podporuju aj zmeny v zloZeni napoja, ktoré vedu k jeho znehodnoteniu. Jednou z vlast-
nosti, ktoré sme v stlade s prebiehajicimi enzymatickymi aktivitami skimali, bola pro-
dukcia b-glukozidazy, ktord $tiepi glukozidicky viazané farebné a vonné latky, ¢im na
jednej strane uvoliluje arémy z nearomatickych prekurzorov, no zaroven destruuje sta-
bilné farebné latky. Vietky testované kmene produkovali b-glukozidazu (Tabulka 2), ¢o
zodpovedad aj ich charakterizacii v dostupnej literature (Lopez et al., 2015; Polizzotto et
al., 2016).

Dalsi produkt metabolizmu, ktory znehodnocuje vino, st prchavé sirne zliceniny, naj-
ma sirovodik, ktory pachne po zhnitych vajciach. Jeho produkcia je kmenovo $pecifickd
a produkuje sa najmi v prostredi s nedostatkom asimilovatelného dusika. Pomocou kulti-
vacie na Biggy agare (Furdikova, 2023) sme mohli pozorovat rozne silné zafarbenie rastu-
cich kolénii zodpovedajice mnozstvu vyprodukovaného sirovodika (Tabulka 2). Najin-
tenzivnejsie sfarbenie makrokoldnie bolo pozorované pri kmenoch P. membranifaciens
(B3, B4), ¢o zodpoveda aj tidajom v literature, ktoré uvadzaju silnt produkciu sirovodika
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touto kvasinkou (Penland et al., 2022). Pri kmenoch C. fermentati (B2) a C. smithsonii
(B7) bola pozorovana slaba produkcia sirovodika, ¢o koreluje s literatirou (Polizzotto et
al., 2016). Jedinym z testovanych kvasinkovych druhov, ktory neprodukoval sulfan, bol
druh C. stellimalicola (B1, B5, B6).

ZAVER

Biomasa kozkotvornych kvasiniek z kontaminovaného vina slizila ako zdroj na izolaciu
birzotvornych kvasiniek, pri¢om boli pomocou ITS-PCR identifikované kvasinkové druhy
C. stellimalicola, C. fermentati, P. membranifaciens a C. smithsonii. V$etky kmene boli pod-
robené mikrobiologickej a biochemickej charakterizacii, pricom sa potvrdila schopnost
tvorit pseudomycélium, ako aj vlastnosti potrebné na prezivanie vo vine so zvyskovym
cukrom (etanoltolerancia 8-9,5 % obj.; osmotolerancia 30-50 % glukdzy). Potvrdilo sa
tieZ, ze birza vina vacSinou nie je tvorend jedinym druhom kozkotvornych kvasiniek, ale
konzorciom réznych kvasinkovych druhov a kmeiov s rozmanitymi vlastnostami. Pre
dalsie pochopenie zmien, prebiehajucich vo vine postihnutom birzou, je potrebné vykonat
fermenta¢né experimenty zamerané na zmeny prebiehajice na urovni zékladnych zloziek
néapoja ako aj na jeho aromaticky profil.
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Eduard PINTER", Stefan AILER!, Martin JANAS!, Lucia BENESOVA?

'Institute of Horticulture, Faculty of Horticulture and Landscape Engineering,
Slovak University of Agriculture in Nitra v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra
2RC AgroBioTech, Slovak University of Agriculture in Nitra, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

Abstract

In winemaking, sulphur dioxide (SO,) is used for sulphurisation. Sulphurisation is the
treatment of grape must, mash or wine, wine vessels, production equipment and cellars
with sulphur dioxide. It has been used in winemaking since time immemorial (the Greeks
and Romans already used SO, to sulphurise wine containers). The technology of sulphur-
ing wine has been known for more than two millennia. Even today, wine sulphurisation is
a basic, regular, very important, irreplaceable technological operation in the production
and storage of wine, which ensures its physico-chemical, enzymatic and microbiological
stability.
Keywords: sulphur dioxide, oenology, labelling,

Position of sulphur dioxide in wine technology

Sulphur dioxide has an antioxidant, preservative and decontamination effect. This com-
plex range of its effectiveness has not yet been replaced by another technological aid. As
a reducing agent, SO2 reduces many substances in wine, which increases its stability and
quality. It mainly reduces polyphenols, anthocyanin dyes and tannins. Prevents prema-
ture aging of wine - formation of oldness (Ailer et al, 2022). With aldehydes, it creates
compounds that complete the special aroma and taste of wines. This particular aromatic
profile is completely absent in the oxidative form of production in wines. It also has bacte-
ricidal and fungistatic effects.

The reasons for attempts to replace, reduce doses, or completely exclude SO, from tech-
nology are its indisputable toxicity for the human body. Sulphur dioxide is categorized as
an allergen, and it follows that it has harmful effects. However, its toxicity for the human
body is still not fully understood. Within 24 hours after consumption, it is completely ex-
creted from the body in the form of sulphates.

Without the use of SO, it is still not possible to produce flawless, trendy and long-lived
wine. However, it is possible to control the vinification regime so that the amount of SO, in
the final product is as low as possible (Ailer and Pintér, 2023).

Free (effective) sulphur dioxide

With the use of SO,, you need to have some experience and, above all, theoretical
knowledge. It is important that only its free forms (HSO,- and SO,*) have a complex effect
in wine, i.e., dissociated and ionic sulphuric acid. Wines with a higher (optimal, sufficient)
acid content usually have a lower pH value. In such an environment, SO, molecules are
better dissociated and do not bind to the oxidizable components of the wine. The effect of
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sulphurisation is significantly higher here, and wines can be sulphurised more economi-
cally and with the use of lower doses.

Bound sulphur dioxide

Free forms of SO, gradually bind to the oxidizable substances of the wine during matu-
ration, mainly to its carboxyl components (pyruvic acid, acetaldehyde). Sulphur dioxide in
bound form is practically inactive in terms of desirable effects in wine. It follows from the
above that it is not possible to apply sulphur in one large dose, but gradually, at the most
suitable possible date and in optimal doses. The content of bound SO, only burdens the
wine and is reflected in the result of the analysis of the total SO, content.

Total sulphur dioxide
The sum of free and bound SO, is total SO,. This is a value that we have to keep under
control, because it is limited in terms of current legislation.

Methods of application of sulphur dioxide

Sulphurisation by burning of solid sulphur

It is sulphurisation with SO, gas. Sulphur is melted into cellulose slices, which are ig-
nited and the burning releases molecular SO,. It is the oldest and most used method of
sulphurising empty barrels. For sulphurising rooms and large storage areas, sulphurous
candles are used, which are more practical and cost-effective for this purpose.

o When sulphurising containers with sulphur flakes, we must ensure slow burning of
sulphur wicks. Therefore, they should be ignited from above. The sulphur cuts must
burn slowly and the gas — SO, — must be formed from elemental sulphur without
any residue.

o If we light the wick from below, due to the generation of a large amount of heat dur-
ing the intense burning, part of the elemental sulphur does not burn, but melts and
drips to the bottom of the container. Such unburnt sulphur can later become the
starting source for the formation of hydrogen sulphide (sulphur) during the final
fermentation of wine.

Dosage

A slice of sulphur weighs approximately 3 g. However, it must be weighed for an exact
dose calculation. When burning 1g of sulphur, theoretically 2g of SO, is produced. Ap-
proximately 40% of the generated SO, is absorbed into the wine. To increase SO, in wine
by approximately 10 mg.L"?, we need to burn 1.25g (a third) of sulphur wafers in an empty
container with a volume of 1001. Immediately after the complete burning of the sulphur
slice, we pour the wine into the sulphurised container. In case we are sulphuring a barrel
in which we will not store wine (dry conservation of an empty wooden barrel), we use 3 g
(1 slice of sulphur) per 1001.

Sulphurisation with potassium and sodium SO, salts in powder form
The most common method of sulphurisation in small-scale production is the use of
SO, salts. It is necessary to know that these are two different preparations, and each has
a different effectiveness:
a) K.§,0, - dipotassium disulphite (potassium pyrosulphite, potassium metabisulfite)
releases approx. 50 masses % of SO, after dissolution in wine.
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b) Na,S,O, - disodium disulphite (sodium pyrosulphite, sodium metabisulfite) releases
approx. 67 masses % of SO, after dissolution in wine.

Sodium pyrosulphite is therefore stronger (more effective) and this must be taken into

account when calculating the dosage.

» A condition for accurate sulphurisation is accurate quantity calculation, accurate
weighing and thorough dissolution of new (fresh) pyrosulphite. It is hygroscopic, so
it must be stored dry in airtight containers and containers.

o The application method itself is quite simple. The calculated amount of pyrosulphite
is first dissolved in a closed container and, after complete dissolution, is poured into
the wine, which is then thoroughly mixed.

Dosage

If 10 g of potassium pyrosulphite is applied to wine, 5g of SO, is released.

When applying 10 g of sodium pyrosulphite, 6.7 g of SO, is released.

Example: We want to add 40 mg.L" of SO,, sodium pyrosulphite, to the wine. We use
60 mg of pyrosulphite per liter. It is 3 grams per fifty liters and 6 grams per 100 liters.

Sulphurisation with pure SO, in liquid and gaseous form

It is supplied in pressure passported bottles. It is a pure gas, and no conversion is re-
quired when dosing. Due to the concentration and pressure in the bottle, it is necessary
that only trained personnel work and manage liquid SO,. Therefore, it is used only in large
operations.

Sulphurisation with aqueous solutions and combined preparations containing SO2

A number of complex technological processing aids and additives with a combined SO,
and containing sulphur dioxide are available on the market. With these preparations, it is
necessary to know the concentration of SO, present and to make an accurate dosage cal-
culation. In the case of commercial aqueous solutions, this is, for example, a concentration
of 15% SO,. It means that when using such an additive, in addition to sulphur dioxide, we
always add 85% water or other ballast to the must (wine).

Limits of sulphur dioxide

Sulphur dioxide is categorized as an allergen. Current EU legislation imposes the ob-
ligation to indicate the presence of sulphur dioxide in food in an amount higher than 10
mg.L ! with the following text: ,contains sulphites® or ,,contains sulphur dioxide®, the label
must be in the official language of the country where the wine (beverage) or food is placed
on the market. The maximum permissible amounts of total SO, in still wines according to
the applicable legislation are:

o max. 150 mg.L" in red wine,

o max. 200 mg.L" in white and rose wine,

o max. 200 mg.L" in red wine with a residual sugar content above 5 g.L"!,

« max. 250 mg.L"! in white and rosé wine with a residual sugar content above 5 g.L*,

» max. 300 mg.L"! in wine with residual sugar content above 45 g.L.

In sparkling and semi-sparkling wines, the limits of total SO, are as follows:

a) 185 mg.L"! for quality sparkling wines,

b) 235 mg.L" for other sparkling wines (Commission Regulation No. 2019/934).

The content of free SO, is currently not limited. It is important for the producer that
the content of free SO, above 50 mg.L" has a disturbing effect in the wine and is sensory
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noticeable. Therefore, when finalizing the wine, it is also necessary to take into account the
content of free SO, at the time of the expected consumption of the wine. The winemaker
should have laboratory equipment or other possibility to quickly determine the sulphur
dioxide content at any time.

Labelling of the content of SO, on the consumer packaging of wine

Sulphur dioxide is categorized as an allergen, its content in wine must be indicated on
the label with the words ,,Contains sulphur dioxide“ or ,Contains sulphites,” or the pic-
togram (Commission Regulation (EC) No. 607/2009) is used. As of December 13, 2014,
the minimum font size and expressiveness is also determined (EU Council Regulation No.
1169/2011).

Small amounts of sulphur dioxide (below 10 mg.l"') occur in some foods as a natural
by-product of yeast fermentation and do not need to be reported. The absolute majority
of wines contain more than 10 mg.L" of total SO, at the time they are put on the market.

Principles of sulphurifization of musts and wines

During the cellar manipulations during wine treatment, the wines oxidize quite inten-
sively, therefore compliance with the sulphur regime is very important.

The optimal/ideal permanent value of free SO, in white and rosé wine from the
post-fermentation phase to its consumption is 35 mg.L". In practice, it is impossible to
comply with it, but it is necessary to try and do as much as possible to achieve this value.
The following recommendations and principles must be followed:

1. Healthy and flawless, cool enough and gently harvested grapes do not need to be

sulphurised at all.

2. Must/mash from healthy and faultless, cool enough grapes intended for white and
rosé wine does not need to be sulphurised at all. On the contrary, by targeted oxy-
genation of the mash (must), we get rid of many oxidizable substances in the ideal
phase and lay the foundation for the wine’s longevity. The antioxidant effect of SO, is
not yet necessary here. Fermentation is a sufficiently reductive process, and the yeast
consumes the excess oxygen.

3. The mash of red grapes, especially if we macerate it through an open cap must be
sulphurised immediately after crushing with a dose of 30-40 mg.L" SO,. This will
prevent oxidation, but especially the development of acetic acid bacteria.

4. White and rosé must are first sulphurised immediately after clarification, before the
application of pure wine yeast culture — at a dose of 25 to 35 mg.L ™.

5. Healthy (flawless) fermenting for white and rosé must, as well as young wines fer-
mented in regulated conditions, in which the alcoholic fermentation ends, there is
no need to sulphurise at all. On the contrary, we would thereby increase the content
of undesirable acetaldehyde in the product. Due to the formation of acetaldehyde,
stopping the fermentation by applying sulphur dioxide is the least suitable way. It is
more suitable to use a combination of cold and filtration.

6. Freshly fermented (with the end of the fermentation process) white and rosé wine,
or wine after stopped fermentation (if we want to preserve residual sugar), is imme-
diately sulphurised with a dose of approximately 35 mg.L" of SO,.

7. Sulphurisation of freshly fermented red wine:

a) immediately after fermentation - if malic acid will be not biologically degraded,
to a value of 30 mg.L" of free SO,
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b) if biological degradation of malic acid is planned, then red wine is sulphurised
only after this process to a value of 30 mg.L'" of free SO,.

8. During each further manipulation (fining, bottling, filtration), all wines are sulphur-

ised on content of the free SO, approximately 30 mg.L"".

9. Specific cases of sulphurisation:

o Musts that have been pressed (obtained) from grapes attacked by mould and rot,
or mash that has suffered a heat shock, are particularly sulphurised.

o Mashes from mechanized harvesting are approached specifically.

+ A special mode of sulphurisation is selected for wines with increased content of
sulfane (hydrogen sulphide) in the wine. It is necessary to act vigorously and on
time (Ailer and Pintér, 2023).

Sulphurisation of wine is an irreplaceable technological operation. Especially smaller
wine producers often underestimate it, or they want to make wine without sulphur diox-
ide on purpose. The result is often the disappointment of failure.

The SO, content is determined by iodometric titration (reference method - Commis-
sion Regulation (EEC) No. 2676/90) or by a laboratory automatic analyzer, and according
to the results, the necessary dose of sulphurisation is determined. The amount of SO, used
depends on the type of storage material, regular topping of containers, number of manip-
ulations and also on the precision of the winemaker and winery staff. It is necessary to
reduce the SO, content in wine to the minimum necessary value, and this is only possible
by flawless management of the entire vinification process, from the processing of quality
grapes to finalization. Precision, hygiene and appropriate equipment are essential - suita-
ble storage containers with the possibility of applying a protective gas atmosphere.

Possibilities of SO, doses restriction in wine production

The basis for achieving a minimal but fully effective amount of sulphur dioxide in the
finished product is flawless quality grapes, consistency and technological discipline of the
winemaker. Another method to limit sulphuration is the use of a protective gas atmos-
phere, starting from the maceration and pressing of the mash.

Targeted oxygenation of mash or must is also a technological procedure that can reduce
the need for sulphurisation. This means that we will not use sulphur dioxide or any other
antioxidants in the grape processing technology until the must's settling phase, but we will
expose the must to atmospheric oxygen. The purpose of targeted oxygenation is to oxidize
and deactivate all potentially oxidizable phenolic substances in the must, especially flavo-
noids, which are subsequently removed from the must by settling. Wine with a minimum
content of oxidizable phenolic substances is less susceptible to oxidation during matura-
tion and the need for its sulphurisation is lower. This technology is used in the production
of white and rosé wines.

Procedures that can reduce the need for SO, application in wine production are sur lie
and batonnage technologies, i.e., maturation of wine on healthy, own, fine, dead yeast lees.
During aging on yeast, sulphur dioxide does not need to be applied to the wine, and the
need for sulphuration of the wine is lower even in the next stages of wine production.
These procedures have many advantages, but they are very laborious, financially expensive
and require the experience and feeling of the winemaker. The reducing environment dur-
ing wine maturation on yeast lees is supported by the presence of glutathione (GSH). It is
a tripeptide found in yeast cells. GSH has antioxidant properties and can react with wine

/ 152/



Aktudlne trendy v agropotravindrstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

aldehydes as well as sulphur dioxide. The addition of glutathione to wine is currently not
yet permitted, but many commercial technological aids based on extracts from dead yeast
cells (mannoproteins) also contain GSH. Glutathione cannot replace the broad-spectrum
effects of SO,, only support and supplement them (Baron, 2013).

The reduction of doses of sulphur dioxide in the pre-fermentation phase is also possible
with the method of wine production by carbonic maceration and with cryomaceration.

L-ascorbic acid (vitamin C) is an important antioxidant in oxidation-reduction reac-
tions. It is microbially very unstable. It can only be used during finalization when the wine
does not contain any microorganisms. Ascorbic acid has an immediate effect, thanks to
its high antioxidant activity. However, it only protects cider or wine against short-term in-
tensive aeration, but not against long-term oxidation. It is therefore not effective for long-
term storage of wine.

The broad-spectrum effect of sulphur dioxide has not yet been replaced by an alterna-
tive, less harmful substance. Efforts to do so continue to this day. The ideal condition is to
keep the wine in an atmosphere of protective gas during the entire production process.
Sulphurisation would only be necessary during its finalization, in a dose of up to 50 mg.L"
SO,. The content of total SO, in finished rosé and white dry wine up to 60 mg.L" is an
almost ideal state, which is very difficult to achieve in large-scale production conditions.
Such a value would also meet the limits for organic wine, where the highest permissible
amount is 100 mg.L".

CONSLUSIONS

In the case of sulfation (dosage) in the wine production process, an ad hoc approach is
necessary (especially depending on the state of the raw material, technological equipment,
type and style of wine, and other factors). Sulfurization is antagonistic in terms of ensur-
ing and maintaining the stability and quality of wine on the one hand and the negative
impact of sulphur dioxide on human health. It is necessary to reduce the SO, content in
wine to the minimum necessary value, and this is only possible by flawless management
of the entire vinification process, from the processing of quality grapes to finalization. Pre-
cision, hygiene, and appropriate equipment are essential - suitable storage containers with
the possibility of applying a protective gas atmosphere. The content of free SO, is currently
not limited. It is important for the wine producer that the content of free SO, does not ex-
ceed 50 mg.L ! because in such and higher concentrations it has a disturbing effect on the
wine and is sensory and negatively noticeable by the consumer. Therefore, when finalizing
the wine, it is also necessary to consider the content of free SO, at the time of the expected
consumption of the wine. It is essential not to exceed the maximum permitted total con-
tent of sulphur dioxide in the finished wine. The specific methods that allow reducing the
use of sulphur are targeted oxygenation (hyper-oxidation), mash cryomaceration, carbon-
ic maceration, use of vitamin C, and use of protective gas for example.
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Abstract

The pork market has recently faced numerous challenges, particularly concerning
health and sustainability aspects. The paper aims to highlight the current pork consump-
tion and future consumption perspectives among young consumers. The consumer study
is based on a questionnaire survey conducted on a sample of 443 pork consumers up to 25
years in the Slovak Republic. Various statistical methods were used to identify consump-
tion patterns, factors influencing current pork consumption, and determinants shaping
the future development of the pork market. The results revealed three identified segments
of young consumers: consumers with low consumption, consumers with moderate con-
sumption, and consumers with excessive consumption. Additionally, the findings reveal
factors affecting current and future pork consumption, highlighting differences among the
identified segments. The study provides a comprehensive view of the behaviour of young
pork consumers offering valuable insights not only for scientific purposes but also for
meat companies, policy makers, and consumers.
Keywords: consumption, factors, future, pork meat and meat products, young consumers

UvVoD

Brav¢ové miso je globdlne jednym z najviac konzumovanych druhov misa a predsta-
vuje vyznamny zdroj zivo¢i$nych bielkovin v strave ludskej populdcie (Lin-Schilstra et
al., 2022; Drewnowski, 2024). Vysoka spotrebitelska preferencia brav¢ového mésa mdze
byt pripisovana jeho nutri¢nému zlozeniu, vratane obsahu vysokokvalitnych bielkovin,
mikrozivin a makrozivin (Kung et al., 2021; Penkert et al., 2021; An et al., 2020). Konzu-
macia brav¢ového masa modze mat pozitivny vplyv na zdravie konzumenta, v stivislosti so
zlepSovanim celkového zdravia, posilnenim imunitného systému, priaznivymi tGc¢inkami
na kognitivne a psychomotorické procesy, ¢i centrdlny nervovy systém a dusevné zdravie
(Dobersek et al., 2021; Darooghegi Mofrad et al., 2021). Naviac brav¢ové miso je klasifi-
kované ako ¢ervené mdso a je Castokrat povazované za lacnej$iu alternativu hovadzieho
masa (McNeill, 2014). Je dolezité zdoraznit, ze dopyt po bravéovom mése v rozvojovych
krajinach neustéle rastie spolu s rastiicou populdciou, rasticimi prijmami a vy$sim stup-
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fom urbanizacie (Szlics a Vida, 2017). V kontexte uvedeného je mozné v nasledujucich
rokoch predpokladat meniaci sa trh s bravéovym masom. Oyewumi a Jooste (2006) pou-
kazuju na faktory, ktoré mozu ovplyvnit trendy v spotrebe bravéového masa, a zdoraziuju
najma prijem na obyvatela, rast populacie, ndboZenstvo, urbanizaciu, diverzitu stravy, ob-
medzenut dostupnost mésa a vnimanu kvalitu bravéového misa. Rastici dopyt v celosve-
tovom meradle poskytuje globalnemu sektoru o$ipanych dalsie prileZitosti na rast, av§ak
zintenziviiuje obavy v oblasti udrzatelnosti, najmi v otazkach zvy$enia dopytu po krmi-
vach, vyuzivania pody a vody, emisii sklenikovych plynov a zneclistenia ovzdusia, pddy
a vody (Wusheng et al., 2022). Zvy$ujici sa dopyt po bravéovom mise mdze priniest aj
dalsie rizika dotykajuce sa falSovania masa, ktoré sa v poslednych rokoch stava vyznam-
nym problémom (Rahmati et al, 2016). FalSovanie mdsa, najmé z ekonomickych dovo-
dov, je rozdirené a predstavuje vézne rizikd pre verejné zdravie, ako napriklad vystavenie
toxinom, patogénom alebo alergénom obsiahnutym v tychto produktoch (Capla et al.,
2020). FalSovanie sa tyka povodu mésa, nahrddzania médsa inymi ingredienciami, nesu-
ladu s deklarovanym mnozstvom, sposobu spracovania a priddvania neziaducich prisad,
ako st voda, muka alebo sol (Dooley et al., 2004; Ballin, 2010). Predan6cyova et al. (2023)
zdoraziuju, Ze dal$im determinantom ovplyviujicim konzumaciu ¢erveného mésa mo-
Zu byt obavy spotrebitelov nielen ohladom environmentalnych dopadov, ale aj celkovych
zivotnych podmienok zvierat. ZvySujica sa konzumadcia brav¢ového misa u jednotlivcov
moze mat aj negativne dosledky na ich zdravie. Je preukdzané, ze nadmerna konzumacia
bravéového misa, najmi spracovaného, moze negativne vplyvat na zdravie konzumentov
a zvysit riziko vzniku kardiovaskularnych ochoreni, rakoviny hrubého ¢reva, cukrovky,
vysokého krvného tlaku ¢i mrtvice (McNeill a Van Elswyk, 2012). V suvislosti s budicim
vyvojom trhu s bravéovym mésom je ddlezité poukazat na skutocnost, Ze pokial bude am-
biciou spotrebitelov konzumovat bravéové méso v nezmenenom rozsahu, je riziko, Ze pro-
dukcia nebude schopna pokryt dopyt. Z uvedeného dévodu sa v sucasnosti objavuji nové
pristupy, ktoré sa zaoberaju ndhradami mésa v podobe produkcie Zivoc¢isnych produktov
z kmenovych buniek, analdgii mias na baze rastlinnych bielkovin, ¢i konzumacie hmyzu
(Hadi a Brightwell, 2021; Font-i-Furnols a Guerrero, 2022).

Pre buduce smerovanie trhu s bravéovym mésom je kli¢ové pochopit spotrebitelské
spravanie a definovat determinanty, ovplyviujice rozhodnutia spotrebitelov o ndkupe
a konzumacii s perspektivou do budicnosti. Cielom prispevku je preskimat a identi-
fikovat spotrebitelské preferencie, tykajice sa konzumdcie bravéového mésa a vyrobkov
z brav¢ového misa na Slovensku. V suc¢asnej dobe sa meni spotrebitelské spravanie na tr-
hu s bravéovym midsom, s akcentom na trendy suvisiace so zdravou vyZivou a udrzatel-
nymi aspektmi produkcie a spotreby. Napriek uvedenému, na Slovensku absentuje kom-
plexnd spotrebitelskd $tudia, tykajuca sa konzumdcie bravéového misa s perspektivou
do buducnosti. Predkladana $tadia poskytne relevantné informaécie, ziskané z prieskumu
realizovanom na vzorke 443 konzumentov brav¢ového misa a vyrobkov z bravéového ma-
sa. Studia sa orientuje na mladt generaciu spotrebitelov, ktorych spotrebitelské spravanie
moéZze vyznamne ovplyvnit trh s bravéovym mésom s perspektivou do buducnosti. Stadia
sa zameriava na mnozstvo konzumadcie brav¢ového masa a méisovych vyrobkov, dovody
konzumadcie a vyznamnost faktorov v kontexte stiicasnej spotreby, ako aj planovanie bu-
didcej konzumicie a identifikdciu determinantov ovplyviujicich buddci trh s bravéovym
mdsom.

V kontexte uvedenych vychodisk a ciela prispevku boli formulované vyskumné otazky:

/156 /



Aktudlne trendy v agropotravinarstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

o AKk4d je ro¢na uroven konzumadcie bravéového misa a vyrobkov z bravéového masa
u slovenskych spotrebitelov mladej generacie?

o Aké determinanty mozu vyznamne ovplyvnit buduci trh s bravéovym masom a vy-
robkami z brav¢ového misa z pohladu mladej generacie slovenskych spotrebitelov?

MATERIAL A METODIKA PRACE

Spotrebitelskd studia je zalozend na prieskume zameranom na konzumentov bravéové-
ho madsa a vyrobkov z brav¢ového maisa, s ciefom odhalit mnozstvo konzumécie a deter-
minanty ovplyviiujice spotrebu mésa nielen v sti¢asnosti, ale aj s perspektivou do budtc-
nosti. Dotaznikovy prieskum bol realizovany v Slovenskej republike v rokoch 2019 -2020
a pre spotrebitelov bol distribuovany v elektronickej verzii s vyuzitim platformy Google
Forms. Dotaznikovy prieskum bol realizovany vyuzitim metoédy snowball a bolo do ne-
ho zapojenych 443 spotrebitelov bravéového mésa a vyrobkov z brav¢ového misa s ve-
kovym obmedzenim do 25 rokov. Respondenti, zapojeni do dotaznikového prieskumu,
boli rozdeleni podla vybranych socio-demografickych charakteristik, konkrétne pohlavia,
vzdelania, bydliska, po¢tu ¢lenov v domdcnosti, ekonomického statusu, mesa¢ného prijmu
domadcnosti a stravovacich navykov (Tabulka 1).

Tabulka 1. Socio-demograficky profil vyskumnej vzorky

Socio-demografické premenné n %
muz 153 34,5
pohlavie
zena 290 65,5
bez vysokoskolského vzdelania 133 30,0
vzdelanie
s vysokoskolskym vzdelanim 310 70,0
mesto 237 53,5
bydlisko
vidiek 206 46,5
1 ¢len 10 2,3
2 ¢lenovia 66 14,9
3 ¢lenovia 106 23,9
pocet ¢lenov
4 ¢lenovia 151 34,1
5 ¢lenovia 70 15,8
viac ako 5 ¢lenov 40 9,0
materska/rodic¢ovskd dovolenka 7 1,6
ekonomicky nezamestnany 4 0,9
status zamestnany 88 19,9
Student 344 77,7

/157 /



Aktudlne trendy v agropotravinarstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou Gc¢astou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

Pokracovanie Tabulky 1

Socio-demografické premenné n %
. menej ako 1000 Eur 69 15,6
mesacny
prijem 1001 -2000 Eur 215 48,5
domdenosti 0 ko 2001 Bur 159 | 359
konzumdcia iba klasického mésa bez ndhrad masa 229 51,7

prevaznd konzumdcia klasického mésa, prilezitostna

k ‘cia nahrad mi 189 42,7

stravovacie onzumadcia ndhrad misa

névyky prevazna konzumacia nahrad misa, prilezitostna 5 11
konzumacia klasického masa >
rovnakd konzumadcia klasického mésa aj ndhrad misa 20 4.5

Spotrebitelsky prieskum bol rozdeleny do troch hlavnych ¢asti. Prva ¢ast bola zamerana
na identifikovanie konzumovaného mnozstva bravéového misa a vyrobkov z brav¢ového
madsa za rok. Spotrebitelia ur¢ovali priemerné tyzdenné mnozstvo konzumdcie bravéové-
ho madsa a vyrobkov z brav¢ového misa (parky, Sunka, salama, slanina, klobasy, konzer-
vy a ostatné vyrobky). Spotrebitelia stanovovali pocet porcii konzumovanych vyrobkov
v priemere za tyzden, ktoré boli nasledne prepocitané na mnozstva konzumacie v kilogra-
moch za tyzdenné obdobie a ro¢né obdobie. Nasledne na zaklade vysledkov ro¢nej spotre-
by bravéového misa a masovych vyrobkov boli spotrebitelia rozdeleni do troch kategorii:
spotrebitelia vykazujici nizku konzuméciu (menej ako 16,5 kg), spotrebitelia vykazujtci
primerand konzumadciu (16,5-28,5 kg), spotrebitelia vykazujici nadmernt konzumaéciu
(viac ako 28,5 kg).

Druhd cast prieskumu sa orientovala na dovody a determinanty aktudlnej spotreby
brav¢ového misa a vyrobkov z brav¢ového misa. Spotrebitelia ur¢ovali kli¢ovy dovod
konzumacie, pricom mali na vyber z moznosti: chut, navyk z detstva, sicast racionalneho
stravovania, vysoka uroven vyzivovych hodnot, dobré skisenosti s konzumaciou vyrob-
kov, iné. V kontexte dévodov konzumacie, boli zistované $tatisticky vyznamné rozdiely
medzi definovanymi segmentmi spotrebitelov s vyuzitim Chi kvadrat testu $tvorcovej
kontingencie. Vyznamnu ¢ast prieskumu predstavovalo identifikovanie faktorov, determi-
nujucich spotrebu brav¢ového misa a vyrobkov. Spotrebitelia hodnotili 17 faktorov, kon-
krétne kvalitu, obsah bielkovin, podiel misa, obsah soli, obsah vody, obsah emulgatorov,
obsah tuku, vzhlad, vonu, krajinu povodu, vyrobcu, cenu, ¢erstvost, zdravotny aspekt, in-
formacie o produkte, propagaciu a ekologicky aspekt na 10-bodovej $kéle, pricom 1 pred-
stavovala bezvyznamnost a 10 vysoku vyznamnost. V kontexte faktorov, determinujucich
konzumaciu brav¢ového masa a vyrobkov z brav¢ového mdsa, boli skimané aj rozdiely
v hodnoteni v jednotlivych segmentoch pomocou Friedmanovho testu a Nemenyiho me-
tody.

Posledna cast prieskumu sa zameriavala na budice perspektivy v konzumacii brav-
¢ového misa a vyrobkov z brav¢ového misa. Spotrebitelia sa vyjadrovali k planovanej
buducej konzumacii a vyberali z nasledovnych moznosti: rapidne znizenie konzumacie,
mierne zniZenie konzumacie, bezo zmeny, mierne zvy$enie konzumacie, rapidne zvysenie
konzumacie. Pomocou Chi-kvadrat testu $tvorcovej kontingencie boli skiimané rozdiely
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medzi jednotlivymi segmentmi spotrebitelov. Spotrebitelia uréovali aj potencidlny vplyv
aspektov, ako su potravinové $kandaly, choroby zvierat, zloZenie, falSovanie, zI¢ Zivotné
podmienky zvierat, tvrdenia o negativnych zdravotnych ucinkoch, nedostatocna ponuka
madsa na trhu, sklon k vegetarianstvu, konzumadcia rastlinnych ndhrad mias, konzumacia
hmyzu, konzumécia hybridnych mésovych vyrobkov, konzumdcia mésa produkované-
ho v laboratériach na 10-bodovej skale, pricom 1 predstavovala ziadny vplyv a 10 velmi
vyznamny vplyv. V kontexte hodnotenia uvedenych determinantov budicej konzumacie
brav¢ového masa a vyrobkov z bravéového misa boli skiimané rozdiely v hodnoteni v jed-
notlivych segmentoch s vyuzitim Friedmanovho testu a Nemenyiho metody.

Udaje ziskané zo spotrebitelského prieskumu boli spracované pomocou Microsoft Ex-
cel a vyhodnotené v statistickom programe XLSTAT 2022.4.1.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky spotrebitelského prieskumu ukézali, ze v podmienkach Slovenskej republiky
je konzumdcia brav¢ového misa a vyrobkov z bravéového mdsa relativne na vysokej Grov-
ni a priemerne dosahuje troven az 31,5kg. Primerané mnozstvo konzumacie bravéového
madsa a mésovych vyrobkov dosahuje 27,1 % spotrebitelov zapojenych do dotaznikového
prieskumu, ¢o predstavuje ich ro¢nt konzumaciu na trovni 16,5 az 28,5kg. Uvedeny seg-
ment spotrebitelov priemerne za rok skonzumuje 9,8kg bravéového miso a 12,5kg vy-
robkov z brav¢ového misa, ¢o znamend, Zze priemernd tyZzdenna spotreba spotrebitela zo
skiimaného segmentu pozostiva zo 190 g brav¢ového maisa, 1ks brav¢ového parku, 60g
bravcovej Sunky, 16g konzervy, v ktorej prevlada bravéové miso, 103 g ostatnych brav-
¢ovych vyrobkov, vratane salamy, klobasy, slaniny, ¢i inych bravcovych vyrobkov. Nad-
mernd konzumdcia brav¢ového misa a vyrobkov z brav¢ového mdsa je zaznamenand
u 42,9 % respondentov, ¢o mdze v budticnosti viest k prejavujicim sa negativnym zdravot-
nym tcinkom u spotrebitelov. Priemernd ro¢na spotreba spotrebitelov v tomto segmente
predstavuje 16,9kg bravéového masa a 34,9kg vyrobkov z bravcového misa. Priemerny
konzument zo skimaného segmentu spotrebuje za jeden tyzden 325g brav¢ového misa,
3,5ks bravéovych parkov, 127 g bravéovej $unky, 100 g konzervy, v ktorej prevlada bravco-
vé mdso a 310 g ostatnych bravéovych vyrobkov. Na druhej strane bola evidovana aj nizka
konzumacia tohto typu mésa u 30,0 % opytanych, ¢o znamend konzuméciu pod tGroviiou
16,5kg za rok. Priemerny spotrebitel, patriaci do skimaného segmentu, spotrebuje prie-
merne za rok 6,1kg brav¢ového misa a 4,7 kg vyrobkov z brav¢ového mésa. Z dosiahnu-
tych vysledkov je mozné konstatovat, Ze priemerny spotrebitel zaradeny do tohto segmen-
tu skonzumuje za tyzden 118 g bravéového misa, 0,5ks bravéového parku, 22 g bravcovej
$unky, 5g konzervy, v ktorej prevlada brav¢ové midso a 45g ostatnych bravéovych vyrob-
kov. V suvislosti s konzumadciou brav¢ového mésa a vyrobkov z bravéového misa je po-
trebné zhodnotit aj klu¢ové dévody konzumacie. Vysledky spotrebitelského prieskumu
ukadzali, Ze mladi spotrebitelia konzumuji bravéové maso najma z dévodu navyku konzu-
macie od detstva (29,1 %), z dovodu dodrziavania zasad racionalneho stravovania (24,4 %)
a kvoli jeho chuti (23,3 %). V kontexte indikdcie hlavnych dévodov konzumacie, vysledky
Chi kvadrat testu $tvorcovej kontingencie ukazali $tatisticky vyznamné rozdiely v hodno-
teni vyznamnosti dovodov konzumaécie medzi jednotlivymi segmentmi (p=0,004). Na za-
klade udajov uvedenych v Tabulke 2 je mozné konstatovat, Ze pre spotrebitelov s vyssou
uroviiou konzumadcie je najviac vyznamnym dévodom chut, zatial ¢o pre spotrebitelov
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s primeranou a nizkou konzumdciou je kla¢ovym dévodom konzumdcie ich navyk z det-
stva.

Tabulka 2. Dévody konzumdcie bravéového misa a vyrobkov z bravéového masa
v jednotlivych segmentoch

Spotrebitelia Spotrebitelia Spotrebitelia
s nizkou s primeranou s nadmernou
konzumaciou konzumaciou konzumaciou
n % n % n %
chut 35 26,3 19 15,8 49 25,8
navyk z detstva 40 30,1 42 35,0 47 24,7
suicast raciondlneho stravovania 38 28,6 26 21,7 44 23,2
vysokd tirover vyZivovej hodnoty 8 6,0 16 13,3 34 17,9
dobré skiisenosti s vyrobkami 5 3,8 9 7,5 14 7,4
iné 7 53 8 6,7 2 1,1

Vysledky prieskumu dalej poukazali aj na vyznamnost determinantov ovplyvilujicich
konzumaciu bravéového misa a vyrobkov z bravéového misa a na zaklade aritmetického
priemeru je mozné konstatovat, ze najdolezitej$imi faktormi pre mladych spotrebitelov st
Cerstvost (X=8,553), kvalita (X=8,528), podiel mdsa (¥=8,307), krajina pévodu (X=7,864),
vona (x=7,851) a vzhlad (x=7,849). Na druhej strane najmenej vyznamnymi faktormi boli
identifikované propagdcia (X=5,031) a ekologicky aspekt (X=5,765). Aplikovanim Fried-
manovho testu (p < 0,0001) a post-hoc Nemenyi procedury boli identifikované $tatistic-
ky vyznamné rozdiely v hodnoteni faktorov pri konzumacii brav¢ového misa a vyrobkov
z brav¢ového misa v jednotlivych segmentoch. Rozdiely v spotrebitelskej percepcii st gra-
ficky zndzornené pomocou Demsarovho grafu (Obrazok 1 - Obrazok 3).
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Obrdzok 1. Rozdiely v hodnotent faktorov determinujiicich spotrebu bravéového mdsa
a vyrobkov z bravéového mdsa v segmente spotrebitelov s nizkou konzumdciou
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Obrdzok 2. Rozdiely v hodnoteni faktorov determinujiicich spotrebu bravéového mdsa
a vyrobkov z bravéového mdsa v segmente spotrebitelov s primeranou konzumdciou
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Obrdzok 3. Rozdiely v hodnotenti faktorov determinujiicich spotrebu bravéového mdsa
a vyrobkov z bravéového mdsa v segmente spotrebitelov s nadmernou konzumdciou

V kontexte buducich perspektiv na trhu bravéového mésa a vyrobkov z bravéového ma-
sa ciefom prieskumu bolo aj identifikovat ako sa u spotrebitelov mladej generdcie zmeni
spotreba v najblizsich rokoch. Na zéklade vysledkov je mozné konstatovat, Ze priblizne
polovica spotrebitelov v budtcnosti nepldnuje zvysit ani znizit spotrebu brav¢ového ma-
sa. Brav¢ové madso md byt konzumované v mensej miere u 36,3 % spotrebitelov a zvysenie
spotreby predpokladd len 10,6 % spotrebitelov zapojenych do prieskumu. Pomocou Chi
kvadrat testu $tvorcovej kontingencie bolo skumané, ¢i aktudlne mnozstvo konzumdcie
ma vplyv na potencidlny buduci vyvoj spotreby brav¢oviny, avsak vysledky nepreukazali
$tatisticktl vyznamnost. V nasledujicej Tabulke 3 je uvedeny predpokladany vyvoj budu-
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cej konzumacie brav¢ového misa a vyrobkov z bravéového misa z pohladu jednotlivych
segmentov.

Tabulka 3. Potencialny vyvoj buducej konzumacie bravéového masa a vyrobkov
z brav¢ového misa v jednotlivych segmentoch

Spotrebitelia Spotrebitelia Spotrebitelia

s nizkou s primeranou s nadmernou

konzumaciou konzumaciou konzumaciou

n % n % n %

rapidne znizenie spotreby 16 12,0 15 12,5 22 11,6
mierne zniZenie spotreby 39 29,3 24 20,0 45 23,7
bez zmeny 68 51,1 68 56,7 99 52,1
mierne zvysenie spotreby 8 6,0 8 6,7 19 10,0
rapidne zvysenie spotreby 2 1,5 5 4,2 5 2,6

Predpokladany vyvoj zo strany spotrebitelov a trendy v spotrebe bravéového mésa
a mésovych vyrobkov s perspektivou do buddcnosti mézu byt ovplyvnené viacerymi fak-
tormi. Na zdklade vysledkov prieskumu a aritmetického priemeru je mozné konstatovat,
ze mladi spotrebitelia povazuju za najvyznamnejsie aspekty, determinujice buduci vyvoj
trhu bravéového masa, najma choroby zvierat (X=7,242), falSovanie misa (X=7,210), zloze-
nie (X=6,783) a zI¢ zivotné podmienky zvierat (X=6,770). Na druhej strane za nevyznamné
determinanty povazuju konzumadciu rastlinnych nahrad mias (X=3,966), tvrdenia o nega-
tivnych zdravotnych uc¢inkoch vyplyvajicich z konzumacie (X=3,688), ako aj sklon k ve-
getarianstvu (X= 3,623). V kontexte determinantov budiicej konzumacie bravéového mésa
a vyrobkov z brav¢ového misa bola skiimana aj ich vyznamnost v jednotlivych segmen-
toch. Vysledky Friedmanovho testu identifikovali $tatisticky vyznamné rozdiely v kazdom
segmente (p<0,001). Implementovanim post-hoc Nemenyiho metddy bolo zistené, medzi
ktorymi determinantmi su $tatisticky vyznamné rozdiely a ktoré determinanty boli spotre-
bitelmi v jednotlivych segmentoch hodnotené rovnako (Tabulka 4 — Tabulka 6).

Tabulka 4. Rozdiely v hodnoteni determinantov budiicej konzumacie bravéového misa
a vyrobkov z brav¢ového midsa v segmente spotrebitelov s nizkou konzumdaciou

Determinanty }f;‘iﬁ:g:::ii Skupiny
tvrdenia, Zze méso $kodi ludskému organizmu 3,808 A

sklon k vegetarianstvu 4,293 A

konzumdcia rastlinnych ndhrad mias 4,662 A

nedostato¢na ponuka masa na trhu 5,086 A

hmyz 6,421 B | C

hybridné méso 6,797 CcC|D
potravinové $kandaly 6,823 C|D]|E
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Pokracovanie Tabulky 4

Determinanty }fgjﬁ:gg::fe Skupiny

miso produkované v laboratériach 7,256 C|DJ|E|F
zivotné podmienky zvierat 7,914 D|E| F
zloZenie 8,173 D|E| F
fal§ovanie misa 8,259 E | F
choroby zvierat 8,508 F

Tabulka 5. Rozdiely v hodnoteni determinantov budicej konzumacie bravéového mésa
a vyrobkov z brav¢ového misa v segmente spotrebitelov s primeranou konzuméaciou

Determinanty 1?521;‘2::3; Skupiny

sklon k vegetarianstvu 4,346 A

tvrdenia, Zze méso $kodi ludskému organizmu 4,479 A

konzumicia rastlinnych ndhrad mias 4,504 A

nedostato¢nd ponuka misa na trhu 5,408 A B

hmyz 6,233 B

hybridné méso 6,550 B C

miso produkované v laboratoriach 6,750 B C
potravinové $kandaly 6,788 B C
zloZenie 7,892 C D
zivotné podmienky zvierat 7,946 C D
falSovanie mésa 8,533 D
choroby zvierat 8,571 D
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Tabulka 6. Rozdiely v hodnoteni determinantov budicej konzumadcie brav¢ového misa
a vyrobkov z brav¢ového midsa v segmente spotrebitelov s nadmernou konzuméciou

Determinanty }?;(ilenn;f:gi Skupiny

sklon k vegetarianstvu 4,221 A

konzumicia rastlinnych nahrad mias 4,768 A

tvrdenia, ze méso $kodi fudskému organizmu 4,908 A

nedostato¢nd ponuka mésa na trhu 5,621 C

hmyz 6,387 C|D

hybridné méso 6,584 C|D|E
potravinové $kandaly 6,603 C|D|E
méso produkované v laboratoriach 6,621 C|D|E
zloZenie 7,539 D|E|F
zivotné podmienky zvierat 7,755 E| F
falSovanie miasa 8,447 F
choroby zvierat 8,545 F

Vysledky spotrebitelskej $tadie realizovanej na Slovensku poukdzali na konzuméciu
brav¢ového mdsa a masovych vyrobkov s dérazom na mladu generaciu spotrebitelov, pri-
¢om bola preukdzana relativne vysoka konzumacia bravéového misa s priemernou ro¢nou
spotrebou az na Grovni 31,5 kg. Mladi konzumenti boli rozdeleni do troch segmentov v za-
vislosti od mnozstva konzumadcie brav¢oviny za obdobie jedného roka, konkrétne spotre-
bitelia vykazujuci nizku konzumadciu brav¢ového mésa a masovych vyrobkov, spotrebitelia
vykazujtci primerant konzumaciu bravéového méasa a masovych vyrobkov a spotrebite-
lia vykazujici nadmern konzumaciu bravéového miasa a misovych vyrobkov. Iné $tudie
u mladej generdcie zatial neskiimali spotrebitelské segmenty v otdzke mnozstva skonzu-
movaného bravéového misa. Studia Verbekeho (2011) identifikovala tri spotrebitelské
segmenty zohladfujuc mnoZstvo a frekvenciu konzumaciu brav¢ového misa, konkrétne
nekonzumenti bravéového masa, nizka rozmanitost, nizka frekvencia a vysokd rozmani-
tost, vysoka frekvencia. Dalsie $ttdie sa zaoberali segmentmi spotrebitelov na trhu brav-
¢ového misa, aviak z inych perspektiv. Stidia realizovana Ortizom et al. (2021) identifi-
kovala tri spotrebitelské segmenty, zohladnujtc trendy spotreby a spotrebitelské spravanie
k Cerstvym iberskym médsovym vyrobkom. Definované segmenty oznacovali nemotivova-
nych, inovativnych a tradi¢nych spotrebitelov. Dalgia $tddia uskuto¢nend Lin-Schilstrom
et al. (2022) identifikovala Styri segmenty spotrebitelov (ndro¢ni, priemerni, ekologicki
a lahostajni) na zdklade postojov a vnimania bravéového mésa a motivov ku konzumécii.
Vysledky nasej studie dalej poukazali na chut a délezitost vo vyzive ako kluc¢ové dovo-
dy konzumicie brav¢ového misa a vyrobkov v definovanych segmentoch. Tanjung et al.
(2021) vyzdvihuje, Ze brav¢ové madso je konzumované najma vdaka jeho unikétnej chuti.
Studia medzi slovenskymi spotrebitelmi odhalila aj faktory determinujtce roven aktual-
nej konzumacie a z vysledkov vo vsetkych troch segmentoch vyplyva, ze kvalita, ¢erstvost
a podiel mdsa vo vyrobkov st kluc¢ovymi pre mladu generaciu spotrebitelov. Faktormi,
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ovplyvilujicimi spotrebu brav¢ového misa a vyrobkov z bravéového maisa, sa zaoberali
aj iné $tudie a ich vysledky ukazali, Ze cena, kvalita a krajina povodu su pre spotrebitelov
klacové (Papanagiotou et al., 2013; Kung et al., 2021; Grunert, 2005; Font-i-Furnols et al.,
2011). Hati et al. (2021) a Wu et al. (2017) zdéraznili, Ze spotrebitelia bert do uvahy aj
Cerstvost a bezpecnost potravin. Borrisser-Pair6 et al. (2016) a Chernukha et al. (2021)
identifikovali kvalitu, Cerstvost, cenu, povod a obsah tuku ako dolezité faktory vo vybere
brav¢ového misa. McCarthy et al. (2004) uvadzaju, Ze cena, prijem, chut, bezpecnost a en-
vironmentalne aspekty su klu¢ové pri konzumacii misa. Vysledky nasho vyskumu ukézali,
ze mladi spotrebitelia neplanuji vyznamne menit aroven spotreby bravéového mésa s per-
spektivou do budutcnosti a za najdoleZitejie determinanty buduicej spotreby bravc¢ového
masa povazuju falSovanie mésa, choroby zvierat, zloZenie masa, ako aj Zivotné podmienky
zvierat. Buducu spotrebu bravéového masa mozu urcovat rozne faktory, ako su klimatic-
ké zmeny, environmentalne problémy, obavy ohladom zdravotnych ué¢inkov konzumécie
brav¢ového misa, existencia novych rastlinnych nahrad mésa (Van Vlietet al., 2020) a tiez
meniace sa spotrebitelské navyky a preferencie (Milford et al., 2019).

ZAVER

Stucasné trendy v konzumdcii bravéového mésa a vyrobkov z bravéového misa su
ovplyvnené meniacim sa zivotnym $tylom, stravovacimi navykmi, obavami spotrebitelov
ohladom negativnych zdravotnych uc¢inkov vyplyvajucich z konzumadcie a environmental-
nymi aspektmi produkcie a spotreby. Prispevok sa zameriava na trh s bravéovym mésom
v Slovenskej republike, pricom sa orientuje na mladu generaciu spotrebitelov, ktorej sa
budiicnost trhu bravéového masa dotyka najviac. Spotreba bravéového misa je globdlne
na relativne vysokej urovni, na ¢o poukazali aj vysledky spotrebitelskej studie. Spotrebi-
telsky prieskum odhalil priemernt ro¢nt konzumaciu bravéového mésa na trovni 31,5kg
na osobu. Respondenti boli rozdeleni do troch skupin podla trovne konzumacie: spot-
rebitelia s nizkou konzumaciou, spotrebitelia s primeranou konzumaciou a spotrebitelia
s nadmernou konzuméciou. Stddia sa koncentrovala na identifikovanie faktorov sic¢asnej
a budiicej konzumadcie brav¢ového misa a poukdzanie na $tatisticky vyznamné rozdiely
v hodnoteni v ramci jednotlivych segmentov, ako aj medzi spotrebitelskymi segmentmi.

V kontexte dosiahnutych vysledkov je mozné vyuzit zistenia v oblasti vedy, vyskumu
a praxe, najmi problematiku nového pohladu na spotrebitelské spravanie, s dorazom
na komplexnost identifikovanych faktorov sti¢asnej spotreby bravéového mésa a determi-
nantov buddceho vyvoja trhu s bravéovym mésom. Uvedené poznatky modzu byt prino-
som aj pre podnikatelské subjekty operujice na sti¢asnom trhu s bravéovym masom, naj-
mi pri tvorbe marketingovych stratégii zameranych na podporu konzumacie kvalitného
brav¢ového misa slovenského povodu. Okrem uvedeného, vysledky $tidie mozu poskyt-
nat cenné informadcie pri zvy$ovani spotrebitelského povedomia tykajiceho sa znizenia
celkovej konzumacie bravéového masa kvoli jeho environmentalnym a zdravotnym dopa-
dom. Z uvedeného dévodu, méze byt $tudia prinosom pre tvorcov politik pri implemen-
tovani novych programov podporujucich zdravé a udrzatelné stravovanie v spolo¢nosti.

Napriek mnohym prinosom $tadie pre vedecké poznatky a praktické aplikdcie, boli
identifikované aj urcité obmedzenia. Hlavné obmedzenia zahinaju riziko sebaposudzo-
vania respondentov v stvislosti s ur¢ovanim mnozstva konzumacie bravéového misa
a mésovych vyrobkov, ako aj geograficki obmedzenost vyskumu, ktory sa zameriava iba
na Slovensku republiku. Pre dalsi vyskum by bolo uzito¢né skiumat spotrebu brav¢ového
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masa s perspektivou do buddcnosti v rdéznych krajinach, aby sa identifikovali a podrobnej-
$ie analyzovali existujuce rozdiely.
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Antimikrobialna aktivita rastlinnej silice Pinus sylvestris
v in vitro a in situ podmienkach

Antimicrobial activity of Pinus sylvestris essential oil in in vitro and in
situ conditions

Andrea VERESOVA, Miroslava KACANIOVA

Ustav zdhradnictva, Fakulta zdhradnictva a krajinného inZinierstva,
Slovenskd polnohospoddrska univerzita, Trieda Andreja Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

Essential oils (EOs) are plant-based liquids that are naturally volatile, fragrant, and
unique. EOs are a complex mixture of alcohol, phenolic chemicals, and terpenes, which
are secondary metabolites. EOs have a variety of biological properties, such as anti-inflam-
matory, antibacterial, and antioxidant properties. Specifically, EOs have strong antimicro-
bial and food-preservative qualities that hold great promise for the food sector. The aim of
this study was the antimicrobial potential of Pinus sylvestris essential oil against (PSEO)
phytopathogenic bacteria and microscopic filamentous fungi. In our study, the disc diffu-
sion method and minimum inhibitory concentration were evaluated in an in vitro study
and vapor phase on apple, pear, potato and radish in an in situ study. Xanthomonas arbo-
ricola was the most sensitive of all microorganisms tested, while Pinus sylvestris essential
oil showed intermediate inhibitory activity. The lowest MIC 50 (2.47 ug/ml) and MIC 90
(2.87 pg/ml) values were evaluated against Pseudomonas syringae and the highest values
were found against Monilia fructigena MIC 50 (6.75 ug/ml) and MIC 90 (7.23 pg/ml). At
the lowest concentration of essential oil (62.5 ul/l), Botrytis cinerea was the most strongly
inhibited microorganism (85.43%) on apple model. At the lowest concentration of essen-
tial oil (62.5 pl/1), Agrobacterium radiobacter was the most strongly inhibited microorgan-
ism (87.68%) in the pear model. At the highest concentration of essential oil (500 ul/l),
Fusarium solani was the most strongly inhibited microorganism (78.94%) on the potato
model. At the highest concentration of essential oil (500 pl/l), Pseudomonas syringae was
the most strongly inhibited microorganism (77.56%) on the radish model.
Keywords: phytopathogenic bacteria and fungi, Pinus sylvestris, antimicrobial activity, in
vitro, in situ

UvVOD

Aplikdcia antibiotik je jednym zo sposobov, ako kontrolovat patogénne baktérie a bak-
térie kaziace potraviny, ktoré moézu mat negativny vplyv na ¢loveka. Tieto antibiotika vsak
postupne zlyhavaji kvéli viacerym faktorom, medzi ktoré patri zneuzivanie a nadmerné
uzivanie antibiotik bez predpisu na samolie¢bu, pouZivanie podradnych antibiotik, nekon-
trolovana aplikacia antibiotik v chove zvierat a veterinarnej medicine a klesajiica miera
objavovania novych antibiotik (Economou a Gousia, 2015; Szul, 2024). Tieto faktory su
hlavnymi silami, ktoré posilnuju vyvoj rezistencie voci viacerym liekom medzi patogénmi,
¢o je v sucasnosti hlavnou globalnou vyzvou v klinickom prostredi aj v komunite. Ako
stratégia preZitia si tieto multirezistentné baktérie vyvinu rézne mechanizmy rezistencie
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na antibiotik, a preto je lie¢ba infekcii naro¢na a ndkladna (Fokunang et al., 2011). Dal-
§im dosledkom hrozby globalnej antimikrobidlnej rezistencie je postupny prechod od or-
todoxnej mediciny k bylinnej terapii (Gogoi et al., 2020) v snahe hladat nové zluceniny,
ktoré mozu slazit ako lepsia alternativa k antibiotikdm.

Rastlinné silice (RS) sa vyznacuju nizkou Groviiou toxicity, nemaja vedlajsie uc¢inky a che-
micka diverzita z hladiska aktivity je vys$$ia v porovnani so syntetickymi chemikaliami (Mun-
da et al., 2019; Justino de Aratjo et al., 2020; Paw et al., 2020), a preto st vhodné na pouzitie
ako lie¢ivé zlozky (Namshir et al., 2020). RS maju tieZ potencidl stat sa prirodzenym antioxi-
dantom v potravinovych systémoch, biologickou kontrolou skodcov skladovanych produktov
a inhibitorom rastu mikroskopickych vlaknitych huab (Adjaoud et al., 2020). Napriek ich te-
rapeutickym aplikdcidm sa uvddza, Ze pouzivanie niektorych RS sposobuje vedlajsie ucinky,
ako je otrava, dermatologickd a neurologickd toxicita (Vostinaru et al., 2020).

Pinus sylvestris (borovica lesnd) patri do ¢elade Pinaceae, pochadza z Euroazie a vysky-
tuje sa vacsinou v severnej a vychodnej Eurdpe. Rod Pinus je najbeznejsou ihli¢natou rastli-
nou s asi 250 druhmi roz$irenymi po celom svete (Aboaba et al., 2014; Sharma et al., 2020).
Strom je vysoky asi 25 az 40m so vzdyzelenymi, vonavymi modrozelenymi ihlickovitymi
listami s velkostou asi 3 az 5cm usporiadanymi striedavo alebo $piralovito (Judzentiene et
al., 2007). P. sylvestris je najrozmanitejsi zo vSetkych druhov borovic na svete so $irokym
spektrom aplikacii (Judzentiene et al., 2007). Strom je okrasna rastlina s environmentalnou
hodnotou pri kontrole erdzie a ako surovina v papierenskom priemysle (Bergstrém, 2003).
RS z P. sylvestris ma $iroké spektrum medicinskych aplikacii vdaka svojim antiparazitic-
kym, antivirusovym, antialergickym, antispazmodickym, antihyperglykemickym, protiza-
palovym a expektora¢nym vlastnostiam (Silori et al., 2019). Okrem toho je terpénova RS
z P. sylvestris je uzito¢na vo farmaceutickom, chemickom, kozmetickom a vonavkarskom
priemysle, dokonca aj ako potravinové prisada a konzervac¢nd latka (Silori et al., 2019).

Cielom nasej prace bolo zhodnotenie antimikrobidlnej aktivity rastlinnej silice Pinus
sylvestris proti fytopatogénom v in vitro a in situ podmienkach.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Pinus sylvestris (PSRS) bola zakdpend od firmy INEVITA (Bratislava,
Slovensko). Rastlinna silica (RS) bola pripravena z ihli¢ia. RS bola skladovand v tme pri
teplote 4 °C.

Testované mikroorganizmy

V préci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kulttry mikroorganizmov boli ziskané z ¢eskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceska republika).

Diskova difazna metoda
Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Pinus sylvestris (PSRS) bola stanovena dis-
kovou difuznou metédou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton
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agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby
(MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikro-
bialne inokulum sa upravilo na optickd hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10*
KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli
nasytené 10 ul PSRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujtcu suspenziu mikroorganiz-
mov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 25 °C.
Dve antibiotika ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako
pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnova-
né 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskuto¢iiovali
v trojnasobnom opakovani.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna ¢ast 50 pl inokula s op-
tickou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovu mikrotitra¢nu platnu. Nasled-
ne sa PSRS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2
mg/ml v MHB, SDB a 100 pl suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inoku-
lom v jamkdch. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa
inkubovali 24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kon-
trola a MHB, SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujica nein-
hibovany rast. Pre neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkubacnej
periode pri 570 nm spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fizy PSRS in situ bola testovand na vsetkych bak-
téridch a MVH na modeli hrugky, jablka, zemiaka a redkovky. Zahriaty MHA, SDA sa
nalial do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrdjané jablka, hrusky, zemiaky
a redkovky na platky (o velkosti 0,5 mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo ino-
kulum, ako bolo opisané vyssie. PSRS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5
ul/l a naniesla sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajuceho etylacetatu (1
minuta) sa misky uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH
pocas 7 dni. Inhibicia rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metédou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych metéd. V tomto
koncepte sa objemova hustota (Vv) mikrobidlnych kolénii najprv odhadla pomocou
softvéru Image] pocitanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie
(p) spadajtce do referen¢ného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota
mikrobidlnych koldnii sa nasledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobi-
alna aktivita EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)
BGI = [(C - T)/C] x 100, kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrol-
nej skupine a experimentalnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimula-
ciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statistickd variabilita idajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft-Excel.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Borovica je vdaka svojmu neustidlemu vyuzivaniu v aromaterapii jednou z najpopular-
nejsich rastlin v celej civilizacii. Borovicova silica je vysoko koncentrovany v ihli¢kach,
vetvickach a puacikoch, ktoré sa daji lahko ziskat (Kelkar et al., 2006). Borovicové silice st
prchavé zlozky (zlozitd zmes polarnych a nepolarnych zlucenin) ziskavané z ihli¢ia boro-
vice. ZlozZenie silne zavisi od druhu (alebo rodu) extrahovanej rastliny, geografickej polohy
tejto rastliny, stupna znecistenia ihlic¢ia, ¢asu zberu a technik extrakcie (Morsy, 2017; Kurti
etal., 2019).

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice P. sylvestris (PSRS) bola uskuto¢nend diskovou
difuznou metddou a vysledky st uvedené na obrazku 1 a minimalnou inhibi¢nou koncen-
traciou a vysledky st uvedené na obrazku 2. Najsilnejsia antimikrobidlna aktivita PSRS

vy

ml) a MIC 90 (2,87 mg/ml) boli zaznamenané u baktérii Pseudomonas syringae a najvyssie
hodnoty boli zistené u Monilia fructigena MIC 50 (6,75 mg/ml) a MIC 90 (7,23 mg/ml).

Citlivost komer¢nej borovicovej RS proti Escherichia coli diskovym difuznym testom
ukdzala vyznamnu inhibiciu rastu E. coli (Markowska-Szczupak et al., 2022), aj ked sa bo-
rovicova RS pouzila vo vysokych koncentraciach (100 % a 50 %) podobne ako v nasej $ta-
dii. Toto zistenie je v stlade s inymi vyskumnymi $tudiami na tému (Apetrei et al., 2013).
Okolo diskov nasiaknutych borovicovou RS v koncentracii od 6,25 do 25 % a 0,85 % NaCl
pufra (kontrola) neboli ziadne zony inhibicie rastu. V inej praci bolo zistené, ze rozne RS
ovplyviuju rast patogénnych baktérii (Apatrei et al., 2013). V inej $tudii sa dokonca nepo-
tvrdila Ziadna aktivita proti baktéridam (Friedman et al., 2002).
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Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita PSRS diskovou difiiznou metédou
v mm
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Obrdzok 2. Minimdlna inhibicnd koncentrdcia PSRS v mg/ml

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim jablka ukazala, Ze vSetky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi PSRS vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 3). Pri
najnizsej koncentracii silice (62,5 pl/1) bol Botrytis cinerea najsilnejsie inhibovanym mik-
roorganizmom (85,43 %) na jablku. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozoro-
vand pre X. arboricola.
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Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jablko
v %

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim hrusky ukazala, Ze vietky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi PSRS vo vietkych testovanych koncentréciach (obrazok 4). Pri
najnizéej koncentracii silice (62,5 pl/l) bol Agrobacterium radiobacter najsilnejsie inhibo-
vanym mikroorganizmom (87,68 %) na hruske. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii
bola pozorovana pre Pectobacterium carotovorum.
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli hrusky
v %

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim zemiaka ukazala, Ze vSetky mikroorganiz-
my boli inhibované vyparmi PSRS vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 5).
Pri najvyssej koncentracii silice (500 ul/l) bol Fusarium solani najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (78,94 %) na zemiaku. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola
pozorovand pre P. carotovorum.

Aplikdcia RS ako potravinarskych prisad je v poslednom ¢ase rastiicim zdujmom kvoli
ich vysokym antimikrobidlnym a antioxida¢nym aktivitdm (Calo et al., 2015). Kazda z RS
ma ind biologicku aktivitu, fyzikalno-chemické vlastnosti a vonu. Preto je dolezité vybrat
ta najvhodnejsiu alebo kombinaciu pre kazdu konkrétnu aplikaciu (Chen et al., 2021). RS
st charakterizované ako vysoko prospesné rastlinné extrakty pouzivané v kozmetickom
a potravinarskom priemysle, $pecidlne ako antimikrobidlna zlucenina. Ked je RS zaclene-
nd do cyklodextrinovych nanocastic, moze to viest k antimikrobialnemu baleniu potravin
(Simionato et al., 2019). Rozni vyskumnici dokazali, Ze RS maju silnt antimikrobialnu ak-
tivitu voci potravinovym patogénom a tato u¢inna vlastnost bola optimalizovana potra-
vinarskym priemyslom tak, aby sa pouzival ako u¢innd konzerva¢na latka alebo aby sa
aplikoval do obalov (Nazari et al., 2019; Simionato et al, 2019). RS a ich zluceniny vyka-
zuju potravinové konzerva¢né a antimikrobidlne vlastnosti proti réznym patogénom v po-
travinovych materialoch, ako je zelenina, mésové vyrobky, ryby, ryza, ovocie a mlie¢ne
vyrobky (Pandey et al., 2017; Kamle et al., 2019).

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim redkovky ukazala, Ze vetky mikroorganiz-
my boli inhibované vyparmi PSRS vo vsetkych testovanych koncentracidch (obrdzok 6).
Pri najvyssej koncentracii silice (500 pl/l) bol P. syringae najsilnej$ie inhibovanym mikro-
organizmom (77,56 %) na redkovke. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozo-
rovana pre M. frucitigena.

ZAVER

Cielom nasej prace bolo sledovanie antimikrobidlnej aktivity borovicovej rastlinnej si-
lice proti fytopatogénnym mikroorganizmom. Borovicova RS preukazala antimikrobidlny
ucinok proti baktéridm aj mikroskopickym vlaknitym hubdam. Pouzitim borovicovej rast-
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Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli redkovky
v %

linnej silice na modeloch jablka, hrusky, zemiaku a redkovky sme zaznamenali podobny
antimikrobidlny ¢inok proti baktéridm a mikroskopickym hubdm. Z tohto dévodu mé-
zeme borovicovi rastlinnd silicu povazovat za prostriedok s dobrym antimikrobidlnym
ucinkom a rovnako moéze byt pouzita ako konzervant na zeleninu a ovocie.
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Antimikrobialna aktivita levandulovej rastlinnej silice proti
rastlinnym patogénom

Antimicrobial activity of lavender essential oil against plant pathogens
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Ustav zéhradnictva, Fakulta zdhradnictva a krajinného inZinierstva,
Slovenskd polnohospoddrska univerzita, Trieda Andreja Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovensko

Abstrakt

The aim of this study was the antimicrobial potential of Lavandula angustifolia essential
oil against (LAEO) phytopathogenic bacteria and microscopic filamentous fungi. In our
study, the disc diffusion method and minimum inhibitory concentration were evaluated in
an in vitro study and vapor phase on kiwifruit, strawberry, beet, and zucchini in an in situ
study. Pseudomonas syringae was the most sensitive of all microorganisms tested, while
LAEO showed strong inhibitory activity. The lowest MIC 50 (3.24 pg/ml) and MIC 90
(3.56 pg/ml) values were evaluated against P. syringae, and the highest values were found
against Monilia fructigena MIC 50 (5.76 pg/ml) and MIC 90 (5.98 pg/ml). At the highest
concentration of essential oil (500 wl/l), Botrytis cinerea was the most strongly inhibited
microorganism on the kiwifruit model. At the lowest concentration of essential oil (62.5
w/1), Fusarium solani was the most strongly inhibited microorganism in the strawberry
model. At the lowest concentration of essential oil (62.5 pl/l), P. syringae was the most
strongly inhibited microorganism on the beets model and M. fructigena was the most
strongly inhibited microorganism on the zucchini model.
Keywords: plant pathogenic bacteria and fungi, lavender, antimicrobial activity, vegetable,
fruits

UvVoD

Syntetické antimikrobidlne latky a antibiotikd sa uz dlho pouzivaji proti réznym in-
fekénym ochoreniam u Tudi aj zvierat. Hlavnou nevyhodou antimikrobidlnej chemote-
rapie je rastuca antimikrobidlna rezistencia, ktord znizuje u¢innost lie¢by (Schelz et al,
2006). Nedavne studie preto kladli doraz na pouzivanie alternativnych prirodnych pro-
duktov, najmi tych, ktoré sa ziskavaji z rastlin (Prabuseenivasan et al., 2006; O’Bryan et
al., 2015). Rastliny a rastlinné extrakty sa ako tradi¢né lieky pouzivaji uz mnoho storodi.
Prchavé zluceniny rastlinnych extraktov, najma rastlinné silice (RS), st zname ako sekun-
darne rastlinne metabolity, ktoré sa vyuzivali predovetkym v aromaterapii, kozmetike
a medicine (Cavanagh a Wilkinson, 2005). Zistilo sa, Ze rézne RS roznych rastlin, ako je
tymidn, oregano, mdta, $korica, rasca, $alvia, klin¢ek a eukalyptus, maju silné antimikro-
bidlne vlastnosti (Sienkiewicz et al., 2014). RS z levandule je zndma ako jedna z najpo-
puldrnejsich RS, ktort mozno extrahovat z niekolkych druhov levandule. Existuju $tyri
hlavné druhy levandule, a to; Lavandula latifolia, Lavandula angustifolia, Lavandula sto-
echas a Lavandula x intermedia (sterilny krizenec L. latifolia a L. angustifolia) (Cavana-
gh a Wilkinson, 2002). Medzi nimi je Lavandula angustifolia najrozsiahlejsie pestovanym
druhom, ktory je bezne uznavany ako komer¢na levandula. Levandulova RS sa primarne
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skladd z monoterpenoidov a seskviterpenoidov, kde linalool a linalylacetat si dominant-
né. Lavandulylacetat, terpinén-4-ol a lavandulol su zlozky strednej Grovne, zatial ¢o gafor
a 1,8-cineol st obsiahnuté v nizkom az strednom zlozeni (Kizilay a Sarer, 2022). V aroma-
terapii sa pouziva samotna RS a dve hlavné zlozky RS, linalool a linalylacetat. Linalool a li-
nalylacetat boli detegované ako silné antimikrobidlne latky proti baktéridm prenasanym
potravinami, ako st Escherichia coli a Enterobacter cloacae (Sokovic et al., 2010). Niektoré
dalsie zluceniny ako limonén, a-pinén a B-pinén maji antibakteridlnu aktivitu proti roz-
nym ludskym a rastlinnym patogénnym mikroorganizmov (Inouye et al., 2001). Zistilo sa,
ze levandulova RS ma in vitro u¢inok proti meticilin-rezistentnému Staphylococcus aureus
a vankomycinu-rezistentnému Enterococcus faecium (Nelson, 1997).

Cielom nasej prace bolo zhodnotenie antimikrobidlnej aktivity rastlinnej silice Lavan-
dula angustifolia proti rastlinnym patogénom v in vitro a in situ podmienkach.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Lavandula angustifolia (LARS) bola zaktipena od firmy Hanus (Nitra,
Slovensko). Rastlinna silica (RS) bola vyrobena destilaciou ¢erstvych kvetov a stoniek vod-
nou parou. Krajina pévodu rastlinnej silice bolo Bulharsko. RS bola skladovana v tme pri
teplote 4 °C. Hlavnymi zlozkami silice boli linalylacetdt 20% az 40%, lavandulylacetat 1,5%
do 6%, linalol 18% az 40%, gafor do 0,5%, 1,8-cineol do 1,5%.

Testované mikroorganizmy

V praci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kulttry mikroorganizmov boli ziskané z &eskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceskd republika).

Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Lavandula angustifolia (LARS) bola stanovena
diskovou difiznou metddou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton
agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby
(MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) poc¢as 5 dni. Mikro-
bidlne inokulum sa upravilo na opticka hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10*
KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli
nasytené 10 pl LARS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujicu suspenziu mikroorga-
nizmov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 25 °C.
Dve antibiotika ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako
pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnova-
né 0,1% DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskuto¢iovali
v trojnasobnom opakovani.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)
Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
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Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna ¢ast 50 pl inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkova mikrotitra¢nu platiiu. Nasledne sa
LARS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2 mg/ml
v MHB, SDB a 100 ul suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujiica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkuba¢nej peridéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy LARS in situ bola testovana na vsetkych bak-
téridch a MVH na modeli kivi, jahody, cvikle a cukety. Zahriaty MHA, SDA sa nalial
do 60mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrdjané kivi, jahody, cvikle a cukety
na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inokulum, ako
bolo opisané vyssie. LARS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5 pl/l a naniesla
sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajuceho etylacetdtu (1 minuta) sa misky
uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni. Inhibicia
rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metddou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemovd hustota (Vv) mikrobialnych koldnii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] poc¢itanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referenéného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota mikrobidl-
nych kolénii sa nasledne vypoc¢itala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobialna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)

BGI = [(C - T)/C] x 100,

kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a experimen-

talnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimulaciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statisticka variabilita udajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Lavandula angustifolia (LARS) bola usku-
to¢nena diskovou difuznou metddou a vysledky st uvedené na obrazku 1 a minimalnou
inhibi¢nou koncentraciou a vysledky st uvedené na obrazku 2. Najsilnejsia antimikro-
bidlna aktivita LARS bolo zistena proti fytopatogénnej baktérii Pseudomonas syringae

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentracii. Naj-
niz$ie hodnoty MIC 50 (3,24 mg/ml) a MIC 90 (3,56 mg/ml) boli zaznamenané u baktérii
Pseudomonas syringae a najvyssie hodnoty boli zistené u Monilia fructigena MIC 50 (5,76
mg/ml) a MIC 90 (5,98 mg/ml).

Antimikrobidlna aktivita RS, ktoré sme analyzovali, je porovnatelnd s idajmi uvede-
nymi v predchddzajucich $tadiach (Sokovic et al., 2007; Blazekovic et al., 2011). Okrem
toho sa preukazalo, Ze eukalyptol, jedna z primarnych zloziek LARS, vykazuje antimik-
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robialnu aktivitu proti baktériam, ako je Staphylococcus aureus, meticilin-rezistentny S.
aureus, E. coli a Candida albicans (Hendry et al., 2009). Podobné vysledky boli zazna-
menané v inych $tudidch spolu s aditivnymi a antagonistickymi Gc¢inkami (Gill et al.,
2002; Mourey a Canillac, 2002). RS predstavuju komplexné zmesi chemickych zlac¢enin
s roznymi antimikrobidlnymi vlastnostami a z tychto dévodov je velmi tazké zredukovat
ich antimikrobidlny tG¢inok na jednu alebo niekolko ucinnych latok (Bouzouita et al.,
2005).

Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum O Pseudomonas syringae

OAgrobacterium radiobacter ') Monilia fructigena Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita LARS diskovou diftiznou metddou
v mm

Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum O Pseudomonas syringae
OAgrobacterium radiobacter *) Monilia fructigena Fusarium solani

Botrytis cinerea

MIC50 MIC90

Obrdzok 2. Minimdlna inhibicnd koncentrdcia LARS v mg/ml

Antimikrobialna analyza in situ s pouzitim kivi ukdzala, Ze vSetky mikroorganizmy boli
inhibované vyparmi LARS vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok 3). Pri naj-
vyssej koncentracii silice (500 pl/l) bol Fusarium solani najsilnejsie inhibovanym mikro-
organizmom (57,65 %) na kivi. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana
pre Botrytis cinerea.
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Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum Pseudomonas syringae

OAgrobacterium radiobacter Monilia fructigena Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli kivi v %

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim jahody ukazala, Ze vetky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi LARS vo vietkych testovanych koncentracidch (obrazok 4). Pri
najnizsej koncentracii silice (62,5 /1) bol E solani najsilnejsie inhibovanym mikroorga-
nizmom (68,65 %) na jahode. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozorovana
pre Agrobacterium radiobacter.

Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum Pseudomonas syringae

OAgrobacterium radiobacter Monilia fructigena Fusarium solani

Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jahoda
v %

Antimikrobialna analyza in situ s pouzitim cvikle ukazala, Ze v8etky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi LARS vo vSetkych testovanych koncentracidch (obrazok 5). Pri
najnizsej koncentracii silice (62,5 pl/l) bol Pseudomonas syringae najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (78,97 %) na cvikli. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentrécii bola po-
zorovana pre B. cinerea.
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Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum Pseudomonas syringae

OAgrobacterium radiobacter Monilia fructigena Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli cvikla v %

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim cukety ukdzala, Ze vietky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi LARS vo vietkych testovanych koncentraciach (obrazok 6). Pri
najvyssej koncentracii silice (62,5 /1) bol Monilia fructigena najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (87,96 %) na cukete. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola po-
zorovand pre E solani.

Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum Pseudomonas syringae
OAgrobacterium radiobacter Monilia fructigena Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli cuketa
v %

Levandulové RS sa pouziva na predizenie kvality a trvanlivosti chleba (Vasileva et al.,
2018), ako aj v obaloch na skladovanie jahod (Sangsuwan et al., 2016). Levandula je ob-
lubena surovina, z ktorej sa ziskavaji kvalitné a $iroko pouzivané aromatické produkty.
RS je mozné ziskat z roznych druhov levandule, no najkvalitnejsi je z levandule uzkolistej
(Lavandula angustifolia Mill.). M4 vysoky obsah linalylacetatu a linaloolu (Hossain et al.,
2017). Okrem antimikrobialnej aktivity ma LARS aj sedativne, karminativne, antidepre-
sivne a protizdpalové ucinky (Cavanagh a Wilkinson, 2005). Zistilo sa tiez, ze LARS mo-
ze zvysit antimikrobidlnu aktivitu inych zlicenin a tak sa moézu vyvinut nové prostried-
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ky na boj proti antibiotickej rezistencii (Todorova et al., 2022). Bola preukazana synergia
s antibiotikami a antiseptikami. LARS zvy$uje aktivitu antiseptickych latok, ako je okteni-
din dihydrochlorid, proti meticilin-rezistentnym kmenom S. aureus (Kwiatkowski et al,
2019). Rovnaky t¢inok bol preukdzany aj pri kombinacii LARS so $tyrmi antimikrobidl-
nymi latkami (nystatin, chloramfenikol, ciprofloxacin a kyselina fusidova) (de Rapper et
al., 2016). LARS inhibuje rast kvasiniek Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 a Candida
albicans ATCC 10231 a kmenov hub Aspergillus brasiliensis ATCC16404 a Fusarium mo-
niliforme. Antifungalna aktivita je silnejsia proti Aspergillus brasiliensis ATCC16404 a je
o nieco slabsia proti Fusarium moniliforme. Proti testovanym kmeiiom baktérii a hub bola
pozorovana odli$nd aktivita silice. Tento rozdiel je spésobeny povodom a zlozenim LARS,
v ktorom prevladaju okyslicené terpénové zluceniny. V LARS, s ktorym sa uskutocnovali
pokusy, prevlada linalylacetat, ktory zosiliiuje protiplesiiovy uc¢inok. Z literatdry je zrejmé,
ze silice obsahujice menej linalylacetdtu a viac linaloolu maju lepsiu antibakterialnu akti-
vitu. Prevladajuice terpénové zluceniny v zlozeni LARS urcuju jeho antimikrobialnu akti-
vitu. Pri rdznom pdvode silic sa pozoruji rozdiely v obsahu jednotlivych zloziek (Kwiat-
kowski et al., 2019). Preto mdze mat LARS rdzne uc¢inky na bakteridlne a hubové kmene.
Stoyanova et al. (2019, 2022) zistili, Ze bulharské levandulové silice maji antimikrobialny
ucinok na grampozitivne baktérie. V inych $tadiach (Todorova et al., 2022) LARS z juzné-
ho Rumunska vykazovala silnejsiu antimikrobialnu aktivitu proti gramnegativnym bak-
tériam E. coli. LARS z Ciernej Hory tiez vykazuje antibakterialnu aktivitu (Petrovic et al.
2019).

ZAVER

Napriek technologickému vyvoju vo vyrobe potravin zostiva bezpe¢nost potravin
problémom verejného zdravia, ktory vyvolava velké obavy. Na zvySenie bezpe¢nosti potra-
vindrskych vyrobkov a zvysenie trvanlivosti tych, ktoré sa lahsie kazia, st preto potrebné
nové metodiky. Niektoré rastlinné produkty vratane rastlinnych silic maji antimikrobi-
alne vlastnosti proti $irokému spektru potravinovych a rastlinnych patogénov. RS by sa
mobhli pouzit aj ako prirodny zdroj konzerva¢nych latok, a ako prisady do aktivnych oba-
lov potravin Ich tloha pri udrziavani pozberovej kvality a konzervacii réznych potravin
bolo potvrdené nasimi §tadiami in vitro a in situ.
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Investigation of antimicrobial activity of geranium (Pelargonium
graveolens) plant essential oil
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Abstrakt

According to published research, Pelargonium graveolens essential oil is a rich source
of bioactive chemicals with a high degree of biological activity. The aim of this study was
the antimicrobial potential of Pelargonium graveolens essential oil against (PGEO) phyto-
pathogenic bacteria and microscopic filamentous fungi. In our study, the disc diffusion
method and minimum inhibitory concentration were evaluated in an in vitro study and
vapor phase on apricot, peach, tomato and collard greens in an in situ study. Pseudomonas
syringae was the most sensitive of all microorganisms tested, while PGEO showed strong
inhibitory activity with disc diffusion method. The lowest MIC 50 (0.24 pg/ml) and MIC
90 (0.49 pg/ml) values were evaluated against Pectobacterium carotovorum, and the high-
est values were found against Monilia fructigena MIC 50 (0.67 ug/ml) and MIC 90 (0.97
pg/ml). At the highest concentration of essential oil (500 pl/l), Fusarium solani was the
most strongly inhibited microorganism on the apricot model. At the higher concentration
of essential oil (500 /1), Xanthomonas arboricola was the most strongly inhibited micro-
organism in the peach model. At the lowest concentration of essential oil (62.5 ul/l), X.
arboricola was the most strongly inhibited microorganism on the tomato model and the
collard greens model.
Keywords: bacteria, fungi, geranium, antimicrobial activity, in vitro, in situ

UvoD

Pelargonium graveolens, bezne znamy ako pelargdnia, je jednym z viac ako 250 dru-
hov v ramci rodu Pelargonium, ktoré st pévodné v juznych castiach Afriky (Mativandlela
et al., 2006). Nie vsetky druhy rodu tam vsak sidlia. Niektoré sa rozvetvili a vdaka ob-
chodu s korenim a zberu lie¢ivych rastlin ndmornikmi dnes niektoré druhy mozno ndjst
prirodzene rasttice v Australii, vychodnej Afrike, Novom Zélande, na Strednom vychode,
ostrovoch Helena, Tristan de Chuna a Madagaskar (Cavar a Maksimovi¢, 2012). Aj ked
st najpozoruhodnejsie kvoli vonam, ktoré produkuju, st to v skuto¢nosti rastlinné silice,
ktoré poskytuju vyhody. Rastlinné silice sii sekundérne metabolity, ktoré produkuju rast-
liny. Tieto silice st prchavé, prirodné a komplexné zliceniny, o ktorych je zndme, Ze st
dolezité pri rozmnozovani rastlin, pretoze pomahaju pri $ireni semien a pelu pritahova-
nim hmyzu. A <o je dolezitejsie, st uréené na ochranu rastlin pred baktériami, virusmi,
$kodcami a hubami (Atailia a Djahoudi, 2015). Préve tieto benefity dnes tla¢ia rastlinné
silice do beznych odvetvi, akymi st potravinarstvo a medicina. P. graveolens sa v potravi-
narskom priemysle vyuziva pre svoju antimikrobidlnu aktivitu. Rastlinna silice sa v nie-
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kolkych $tudidch ukazala ako ¢inna v boji proti baktériam a mikroskopickym vlaknitym
hubam. Tento antimikrobialny t¢inok viedol k testovaniu silice proti patogénom spdso-
bujicim kazenie potravin so slubnymi vysledkami. Je v potravinarskom priemysle vysoko
povazovany za konzerva¢ny prostriedok (Boukhatem et al., 2013). Najnovsie a pravdepo-
dobne najrelevantnej$ie pouZitie rastliny je v oblasti mediciny. P. graveolens preukazal po-
tencial v mnohych réznych $tadiach pre mnozstvo pozitivnych vyhod. Medzi tieto vyhody
patri antibakteridlna, antifungélna a antioxida¢na aktivita a iné. Tradi¢ne sa rastlina pou-
ziva na lie¢bu réznych symptémov vratane: zépalu obliciek, ran, hortcky, prechladnutia
a bolesti hrdla, zapalu, silného menstruaéného krvécania, hemoroidov, tplavice, rakovi-
novych gastrointestinalnych ochoreni, hyperglykémie, nespavosti, srdcovych chorédb, as-
tmy, nevolnosti a zvracania, hortucke a tuberkuléze a inych ochoreniach (Lalli ef al., 2008).

Reakcia a citlivost patogénov na RS st rozne. Napriklad sa preukazalo, ze t¢inok ba-
zalkovej RS na rozne baktérie vyvolal rozne reakcie v zmysle inhibicie (Ji et al., 2008; Mo-
ghaddam et al., 2014) proti Sirokému spektru patogénov. Ukazalo sa, Ze je obzvlast a¢in-
ny proti Pseudomonas tolaasii, zatial ¢o Brenneria nigrifluens bola sotva ovplyvnend RS.
Okrem toho boli inhibované aj Xanthomonas citri a Rhodococcus fascians, ale vo vyssich
koncentraciach RS v porovnani s P. tolaasii. Dalgia $tddia preukazala mierny tspech dru-
hu Tanacetum RS, ale zistilo sa Ze je neucinna proti Erwinia amylovora alebo Xanthomo-
nas spp. (Salamci et al. 2007). Origanum onites sa naopak osvedc¢il proti Clavibacter michi-
ganensis a Xanthomonas spp. s konzistentnymi inhibi¢nymi zénami (Kotan et al., 2010).
V mnohych $tudiach sa preukdzalo, ze reakcia $pecifickej fytopatogénnej huby v kontakte
s RS bola velmi variabilna od jednej RS k druhej. Botrytis cinerea je inhibovany RS z ¢ier-
nej rasce a feniklu, ale nie z mity piepornej (Aminifard a Mohammadi, 2012). Treba po-
znamenat, ze pritomnost bud fenolovych (feniklova silica) alebo aromatickych zlucenin
(¢ierna rasca) ma zrejme vy$siu antifungalnu aktivitu proti B. cinerea. Podobne Aspergillus
spp. Ukazalo sa, Ze je citlivy na RS z citrénovej travy, klin¢eka, oregana a tymianu, ale nie
je citlivy na RS $korice a zazvoru (Bozik et al., 2017) a Penicillium digitatum su vysoko
ovplyvnené tymianovou RS, menej feniklovou a bazalkovou (Ortiz de Elguea-Culebras et
al., 2016).

Cielom nagej $tudie bolo zistenie antimikrobidlneho potencidlu rastlinnej silice Pelar-
gonium graveolens proti patogénom rastlin v in vitro diskovou difiznou metédou a met6-
dou minimalnej inhibi¢nej koncentracie a in situ za pouzitia parnej fazy.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Pelargonium graveolens (PGRS) bola zakupend od firmy Hanus (Nit-
ra, Slovensko). Rastlinna silica (RS) bola vyrobena destildciou Cerstvej viate vodnou pa-
rou. Krajina pévodu rastlinnej silice bolo Spanielsko. RS bola skladovana v tme pri teplote
4 °C. Hlavnymi zlozkami silice si geraniol 60 az 75 %, linalol, citronelol, a -terpineol, bor-
neol, mentol.

Testované mikroorganizmy

V praci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
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na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kulttry mikroorganizmov boli ziskané z &eskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceska republika).

Diskova difazna metoda

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Pelargonium graveolens (PGRS) bola stano-
vena diskovou difiznou metédou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller
Hinton agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité
huby (MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni.
Mikrobidlne inokulum sa upravilo na opticku hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5
x 10* KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm
boli nasytené 10 ul PGRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujicu suspenziu mikroor-
ganizmov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20
°C. Dve antibiotikd ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité
ako pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impreg-
nované 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskutoc-
novali v trojnasobnom opakovani.

Minimadlna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna cast 50 pl inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovu mikrotitra¢nu platiiu. Nédsledne sa
PGRS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2 mg/ml
v MHB, SDB a 100 pl suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujiica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkuba¢nej periéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej faizy PGRS in situ bola testovand na vsetkych baktéri-
4ch a MVH na modeli marhule, broskyne, paradajky a baklazanu. Zahriaty MHA, SDA sa
nalial do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrdjané marhule, broskyne, para-
dajky a baklazany na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo
inokulum, ako bolo opisané vyssie. PGRS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5
ul/1 a naniesla sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajtceho etylacetatu (1 mi-
nuta) sa misky uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas
7 dni. Inhibicia rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metoédou.

In situ mikrobialny rast bol stanoveny pomocou stereologickych metéd. V tomto kon-
cepte sa objemova hustota (Vv) mikrobidlnych kolénii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] poc¢itanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referen¢ného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemovd hustota mikrobial-
nych kolonii sa nésledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobidlna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)

BGI = [(C - T)/C] x 100,
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kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a experimen-
talnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimulaciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
V3etky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statistickd variabilita ddajov
bola spracovana pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Pelargonium graveolens (PGRS) bola usku-
to¢nena diskovou difuznou metddou a vysledky st uvedené na obrazku 1 a minimalnou
inhibi¢nou koncentraciou a vysledky st uvedené na obrazku 2. Najsilnejsia antimikro-
bidlna aktivita PGRS bolo zistend proti fytopatogénnej baktérii Pseudomonas syringae

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentracii. Naj-
nizsie hodnoty MIC 50 (0,24 mg/ml) a MIC 90 (0,49 mg/ml) boli zaznamenané u baktérii
Pectobacterium carotovorum a najvyssie hodnoty boli zistené u Monilia fructigena MIC 50
(0,67 mg/ml) a MIC 90 (0,97 mg/ml).

Antibakterialne u¢inky RS réznych druhov Pelargonium vratane P. tomentosum, P. den-
ticulatum, P. odoratissimum, P. fragrans boli hodnotené v predchadzajucich $tudiach. Zis-
tilo sa, Ze poskytuju sfubné vysledky proti niekolkym baktéridm (Lis-Balchin et al., 1998;
Khokra et al., 2008). Prabuseenivasan et al. (2006) analyzovali pelargénové RS, pricom
pozorovali inhibi¢né ucinky proti roznym bakteridlnym kmenom, vratane Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Proteus vulgaris.

Podla Rota et al. (2008) mozno aktivitu rastlinnych silic klasifikovat ako silne inhibi¢nu,
ak st inhibi¢né zony vyssie ako 20 mm; stredne inhibi¢né, s inhibi¢nymi zénami medzi 12
a 20mm; a Ziadny inhibi¢ny uc¢inok, ked st inhibi¢né zony nizsie ako 12mm. Boukhatem et
al. (22013) nasli inhibi¢né zény pre E. coli (11,3 a 15,5 mm), S. aureus (12,8 a 21,1 mm) a Ziad-
nu aktivitu proti S. typhimurium s pouzitim silice z pelargdnie (Pelargonium graveolens).

V praci Santos et al. (2024), MIC PGRS bola 2,95 mg/ml pre vietky testované patogény.
Wei et al. (2022) porovnali dve metddy extrakcie GEO a ziskali hodnoty MIC 6,25 mg/
ml pre E. coli a 25 mg/ml pre S. aureus, ¢o su vyssie hodnoty ako hodnoty zistené v nasej
stadii. Co sa tyka MBC, bolo pozorované, ze pre extraként metddu vyuzivajucu enzyma-
ticku pred upravu kombinovant s mikrovlnami bez rozpustadla tvoria hodnoty MBC rov-
naké hodnoty MIC pre obe baktérie; pri hydrodestilacnej metdde sa koncentracia MBC
zdvojndsobila vo vztahu k MIC. Podla Berthold-Pluta et al. (2018), faktory, ktoré urcuju
antimikrobidlnu aktivitu esencidlnych olejov, st ich zlozenie, funkéné skupiny v aktivnych
zlozkach a synergické interakcie medzi tymito zlozkami.

V stadii Kac¢aniova et al. (2024) na jablkovom modeli infikovanom baktériami G* bol
PGRS najucinnejsi proti Enterococcus faecalis (95,67 + 4,32 %) pri koncentracii 62,5 ug/
ml, zatial ¢o pri inhibicii Priestia megaterium vykazovala probakteridlne uc¢inky. Parna fa-
za PGRS pri koncentracii 500 pg/ml pri inhibovala Serratia marcescens (74,23 + 3,72 %)
a pri koncentracii 62,5 pg/ml pri inhibovala E. coli (67,54 + 3,56 %). Zhrnutim vysledkov
ziskanych pre inhibiciu Salmonella enterica tvoriacej biofilm, PGRS u¢inne zniZil svoj rast
na mrkvovom modeli pri koncentracii 250 pg/ml na 96,23 + 3,72 %. Proti tejto baktérii
rasticej na jablkovom modeli vykazovala PGRS mierne t¢inky s maximalnou uc¢innostou
pri aplikovanej koncentréacii 500 ug/ml.
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Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita PGRS diskovou difiiznou metédou
v mm

MIC50 MIC90

= Monilia fructigena = Fusarium solani = Botrytis cinerea

Obrdzok 2. Minimdlna inhibi¢nd koncentrdcia PGRS v mg/ml

62,5 125 250 500

n. i i syringae

= Monilia fructigena = Fusarium solani = Botrytis cinerea

Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli marhule
v %
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Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim marhule ukazala, Ze vSetky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi PGRS vo v8etkych testovanych koncentraciach (obrazok 3). Pri
najvyssej koncentracii silice (500 /1) bol Fusarium solani najsilnejsie inhibovanym mik-
roorganizmom (69,54 %) na modeli marhule. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii
bola pozorovana pre P. carotovorum.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim broskyne ukazala, ze vetky mikroorganiz-
my boli inhibované vyparmi PGRS vo vetkych testovanych koncentraciach (obrazok 4).
Pri najvyssej koncentrécii silice (500 ul/1) bol Xanthomonas arboricola najsilnej$ie inhibo-
vanym mikroorganizmom (68,65 %) na broskyni. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentra-
cii bola pozorovana pre Agrobacterium radiobacter.

100

Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli broskyne
v %

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim paradajky ukazala, Ze vSetky mikroorga-
nizmy boli inhibované vyparmi PGRS vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok
5). Pri najnizsej koncentricii silice (62,5 pl/l) bol X. arboricola najsilnejie inhibovanym
mikroorganizmom (88,94 %) na paradajke. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola
pozorovana pre P. carotovorum a Botrytis cinerea.

120
100

80

= Monilia fructigena & Fusarium solani Boryts cinerea

Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli paradajok
v %
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Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim baklazianu ukazala, ze vSetky mikroorga-
nizmy boli inhibované vyparmi PGRS vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok
6). Pri najnizej koncentricii silice (62,5 pl/l) bol X. arboricola najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (87,68 %) na baklazédne. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola
pozorovand pre Pseudomonas syringae.

x]f% 4 TP
T i | T
I | T‘PI.' o
‘ SngT:"I% 9% s
625 125 250 E

syringae

100

= Monilia fructigena ® Fusarium solani

Botrytis cinerea

Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli
baklazdnu v %

Zaclenenie cerstvého ovocia a zeleniny do jeddlnicka sa povazuje za neoddelitelnt
sucast zdravého Zivotného $tylu. Naopak, znizend spotreba tychto potravin bola spojend
s nepriaznivymi zdravotnymi vysledkami a zvySenym rizikom vzniku uréitych neprenos-
nych choréb. V réznych fazach vyrobného procesu je Cerstva zelenina prilezitostne na-
chylna na kontamindciu patogénnymi baktériami prena$anymi potravinami. Patogénne
baktérie sa mozu dostat na pole prostrednictvom znecistenej vody, pody, dobytka, volne
Zijucich zivocichov a zariadeni pouzivanych pocas zberu, ako aj krizovou kontaminaciou
od polnohospodarskych pracovnikov (Gurtler et al., 2022). Jedno z rie$eni v boji proti
kontamindcii potravin mozno najst v pouzivani RS, kedZe tieto zmesi sa vd¢$inou pouzi-
vajui ako arémy v potravindrskom sektore. V nasej $tudii sme demonstrovali t¢inky PFEO
proti fytopatogénmi nao¢kovanym na marhulové, broskynové, paradajkové a baklazanové
modely potravin. Nase vysledky ukazuju, Ze PGEO bol tcinnejsi, najma pri najnizsej kon-
centrdcii na ovoci a pri najvyssej na zelenine. Todd at al. (2013) naockovali Salmonellu
do organickej rimskej rasce, ladového $alatu a organického detského a zrelého $pendtu.
V tejto $tudii sa na vyhodnotenie tc¢inkov RS doslo k poklesu rastu Salmonella. Zistenia
Kacaniovej et al. (2020) preukazali silnt antibakteridlnu aktivitu cédrového EO pri in-
hibicii vyvoja M. luteus a S. marcescens na modeloch chleba, modeloch mrkvy a zeleru
s pouzitim rovnakej metody ako v tejto $tadii. Podla tychto zisteni cédrovy EO vykazoval
antifungdlny a¢inok proti Penicillium expansum, P. chrysogenum, P. italicum a P. aurantio-
griseum, ktoré sa vyvijali na chlebovom modeli. Pri hodnoteni na modeli mrkvy a zeleru
ako substratoch vykazovali najvyssie davky EO silnt antifungélnu aktivitu, ktord ucinne
inhibovala rast vSetkych testovanych kmenov mikroskopickych vlaknitych huab.

ZAVER

Cielom nasej prace bolo sledovanie antimikrobidlnych vlastnosti (in vitro a in situ), ko-
meréne ziskanej RS Pelargonium graveolens od firmy Hanus na Slovensku. Patogény rast-
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lin boli citlivé na antibakteridlny a¢inok PGRS. Preto mdze byt PGEO dobrou volbou pre
vyskum a vyvoj ako ndhradné prirodné antibakteridlne ¢inidlo na zastavenie kontamina-
cie potravin mikroorganizmami. Zistenia tejto Studie ukdzali, ze PGRS ma antibakterialnu
ucinnost proti patogénom, ktoré sa vyskytuju na rastlindch a st kultivované v laboratér-
nom prostredi. Na porovnanie u¢innosti PGRS pri blokovani fytopatogénnych mikroor-
ganizmov je potrebny dalsi vyskum na preskiimanie potencialnych ucinkov PGRS, ¢i uz
samotného alebo v spojeni s roznymi fyzikédlnymi tpravami.
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Vyuzitie rozmarinovej rastlinnej silice na konzervaciu ovocia
a zeleniny

The use of rosemary essential oil for the preservation of fruits and
vegetables

Andrea VERESOVA, Miroslava KACANIOVA
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Abstrakt

Due to its pharmacological and antibacterial properties, rosemary which was once only
used as a scent in the cosmetics industry has progressively found extensive uses in the
food and pharmaceutical industries. The purpose of this study was to determine the an-
tibacterial ability of Rosmarinus officinalis essential oil (ROEO) against microscopic fila-
mentous fungus and phytopathogenic bacteria. In this work, the vapor phase on strawber-
ry, peach, tomato, and cucumber was studied in situ, and the disc diffusion method and
lowest inhibitory concentration were assessed in an in vitro investigation. Of all the mi-
croorganisms studied, Pseudomonas syringae proved to be the most sensitive, and the disc
diffusion method demonstrated high inhibitory action of ROEO. In comparison to Agro-
bacterium radiobacter, the lowest MIC 50 (1.34 ug/ml) and MIC 90 (1.58 pg/ml) values
were assessed. Pectobacterium carotovorum was the most highly inhibited microbe on the
strawberry model at the highest dose of essential oil (500 pl/1). In the peach model, Botryt-
is cinerea exhibited the most inhibition of any microbe at 500 ul/concentration of essential
oil. A. radiobacter on the cucumber model and Fusarium solani on the tomato model both
showed the strongest inhibition of microorganisms at the maximum concentration of es-
sential oil (500 ul/l). Fruit and vegetable shelf life can be greatly extended by using ROEO.
Keywords: Rosmarinus officinalis, antimicrobial potential, food model in vapor phase, in
vitro condition

UvoD

Jednym z hlavnych problémov sucasnej antibiotickej terapie je rezistencia a nasled-
né vedlajsie ucinky lieku. V sulade s tym, po skimani uc¢inkov rastlin, ich ¢lovek pouzil
v roznych odvetviach. Po objaveni penicilinu v 40. rokoch a jeho pouziti v lie¢be sa kazdy
den zavadzali nové antibiotika na lie¢bu infekcii (Jafari-Sales a Pashazadeh, 2020). Vysled-
kom bolo rozsirenie klinického vyuzitia prirodnych a syntetickych antibiotik v lie¢be kli-
nickych infekcii (Goncagiil et al., 2020). Nadmerné pouzivanie tychto antimikrobialnych
liekov viedlo u vdcsiny baktérii k zvySenej liekovej rezistencii voc¢i r6znym antibiotikdm
(Jafari-Sales a Bolouri, 2018). To bol jeden z dovodov rasticeho pouzivania bylin ako niz-
korizikovych, cenovo dostupnych a lacnych prirodnych zloziek pri liecbe bakteridlnych
infekcii v porovnani so syntetickymi antibiotikami (Can a Siimer, 2019). Tieto bylinné
pripravky su tiez u ludi oblubenejsie (Bozin a Mimica-Duki¢, 2007). Uloha prirodnych
produktov pri vyrobe lie¢iv rastie, a to nielen vtedy, ked sa bioaktivne zlu¢eniny pouzivaju
priamo ako terapeutické liecivd, ale aj ked sa pouzivaji ako surovina na syntézu lie¢iv, ale-
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bo ako modelovy zéklad pre nové biologicky aktivne zlti¢eniny (Dello a Prado, 2021). Std-
die ukazuju, Ze len asi 10 % z 250 000 druhov rastlin $tudovanych na celom svete (Cragg
a Newman, 2002). Preto sa skiimalo pouzitie rastlinnych drog ako alternativy k chemic-
kym liekom a antibiotikdm.

Rozmarin patri do ¢elade Lamiacea a je oblubeny ako korenie a lie¢ivé rastlina v mno-
hych krajinach. M4 antibakteridlne, protiplesniové, protirakovinové, antidiabetické, protiza-
palové, analgetické, antioxida¢né a endemické G¢inky na oblast Stredozemného mora a Azie
(Campo et al., 2000; Yesil-Celiktas et al., 2010). Celad Lamiacae, alebo &elad matovych, je
Celad rastlin, krikov a stromov, ktora zahfna asi 200 rodov a 3 200 druhov, z ktorych mnohé
maju dlht histériu uzivania drog a potravin (Ozcan, 2003). Rozmarin je zaradeny do Sve-
tovej série burin, ale pre svoju popularitu a terapeutické vlastnosti ma najvys$siu prioritu.
Antimikrobidlne vlastnosti rozmarinu si sposobené fenolovymi zlu¢eninami: karnozol,
kyselina rozmarinova, kyselina kavovd, flavonoidy vratane diosminu, luteolin, zinkquanin
a monoprény ako gafor, cineol a borneol (Peng et al., 2005). Rozmarin je odolny vo¢i vod-
nému stresu a moze pokradovat v raste v podmienkach sucha (Kloy et al., 2020). Cerstvé aj
suSené listy rozmarinu sa pre svoju charakteristicka voiu pouzivaji pri vareni jedal alebo
v malych mnozZstvach ako bylinkové ¢aje, zatial ¢o vytazky z rozmarinu sa bezne pouZivaju
ako prirodné antioxidanty na zlepSenie trvanlivosti potravin (Kloy et al., 2020). Rozmarin je
jedno z koreni, ktoré ma najvyssi obsah antioxidantov a moze pomoct v boji proti baktériam
a rakovine. Antioxida¢né vlastnosti extraktov z rozmarinu sa liSia v zavislosti od genetic-
kych a rastovych podmienok, regiénu a geografického poévodu, klimatickych podmienok,
extrakény proces, kvalita hlavnej rastliny a datum zberu (Kloy et al., 2020). Zatial ¢o vlast-
nosti rozmarinu na posilnenie imunity st dostato¢ne ¢inné, rastlina dobre funguje aj proti
bakteridlnym infekcidm, najmi tym, ktoré sa vyskytuju v zalidku. Helicobacter pylori je bez-
ny a velmi nebezpeény patogén alebo patogén, ktory moze viest k zalido¢nému vredu, ale
rozmarin preukazatelne poméha zabranit jeho rastu. Rozmarin je tiez spojeny s prevenciou
stafylokokovej infekcie, ktord kazdoro¢ne zabije tisice Iudi (Kloy et al., 2020).

Cielom nasej $tudie bolo sledovanie antimikrobidlnej aktivity rastlinnej silice Rosma-
rinus officinalis proti fytopatogénom v in vitro podmienkach diskovou difiznou metdédou
a metédou minimalnej inhibi¢nej koncentracie a in situ podmienkach za pouzitia parnej
fazy na ovoci a zelenine.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinnad silica Rosmarinus officinalis (RORS) bola zakdpend od firmy Hanus (Nitra,
Slovensko). Silica bola vyrobend destilaciou kvitntcej viiate vodnou parou. Krajina po-
vodu rastlinnej silice bolo Tunisko. RS bola skladovana v tme pri teplote 4 °C. Hlavnymi
zlozkami silice su 1,8 cineol 38 - 55%, gafor 5-15%, a+p pinén 13 -23 %, limonén 1-4%,
borneol 1-5%.

Testované mikroorganizmy

V praci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
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: Fries F-314. Cisté kultiry mikroorganizmov boli ziskané z ceskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceskd republika).

Diskova difuzna metéda

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Rosmarinus officinalis (RORS) bola stanove-
né diskovou difiznou metédou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hin-
ton agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby
(MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikrobi-
dlne inokulum sa upravilo na opticka hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10® KTJ/
ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli nasytené
10 ul RORS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujticu suspenziu mikroorganizmov. Baktérie
sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20 °C. Dve antibiotika ATB
(Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako pozitivne kontroly pre
baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnované 0,1 % DMSO (dimetyl-
sulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskutociiovali v trojnasobnom opakovani.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna ¢ast 50 ul inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovt mikrotitra¢nt platnu. Nésledne sa
RORS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2 mg/ml
v MHB, SDB a 100 pl suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujiica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkubacnej periéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobidlna analyza parnej fazy RORS in situ bola testovana na vsetkych bakté-
ridch a MVH na modeli jahody, broskyne, paradajok a uhorky. Zahriaty MHA, SDA sa
nalial do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrdjané jahody, broskyne, paradaj-
ky a uhorky na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo ino-
kulum, ako bolo opisané vyssie. RORS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5 pl/1
a naniesla sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostévajiceho etylacetatu (1 minuta)
sa misky uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni.
Inhibicia rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metddou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemova hustota (Vv) mikrobidlnych kolonii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] pocitanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referenéného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota mikrobidl-
nych kolénii sa nasledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobialna aktivita
EO bola definovana ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)

BGI = [(C - T)/C] x 100,

kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a experimen-

talnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimuldciu rastu.
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Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statisticka variabilita udajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rastlinna silica z rozmarinu je zndma svojim chemickym zlozenim, ktoré ma priaznivé
vlastnosti. Pouziva sa na lie¢bu niekolkych chordb, ako st choroby stvisiace so zapalom
(Borges et al., 2019), rakovina, cukrovka (Hamidpour et al., 2017), kardiovaskularne cho-
roby (Sedighi et al., 2015) a Alzheimerova choroba (Nieto et al., 2018). Pouziva sa na lie¢-
bu respira¢nych a zapalovych ochoreni (Padalia et al., 2015) v dosledku pritomnosti zltce-
niny 1,8-cineolu. Rozmarinovéd RS je zndma aj pre svoju antimikrobidlnu aktivitu (Borges
et al., 2019; Aziz et al., 2022) a této aktivita je spojend s hlavnymi chemickymi zli¢eninami
esencialneho oleja (1,8-cineol a a-pinén) (Irshad et al., 2020). 1,8-cineolové a a-pinéno-
vé zluceniny s zname svojou antimikrobidlnou aktivitou proti niektorym mikroorganiz-
mom, ako je Bacillus subtilis, Escherichia coli (Jiang et al., 2011) a Mycobacterium smegma-
tis (Fikri-Benbrahim et al., 2020). Rozmarin sa pouziva v potravindrskom priemysle ako
konzerva¢ny prostriedok (Borras-Linares et al., 2014) a v kozmetike (de Macedo et al.,
2020) ako stimulacny a rozjasnujuci prostriedok a tiez ako prostriedok na tpravu pokozky
(Borras-Linares et al., 2014).

Antimikrobialna aktivita rastlinnej silice Rosmarinus officicnalis (RORS) bola usku-
to¢nend diskovou difiznou metédou a vysledky su uvedené na obrazku 1 a minimalnou
inhibi¢nou koncentraciou a vysledky st uvedené na obrazku 2. Najsilnejsia antimikro-
bidlna aktivita RORS bolo zistena proti fytopatogénnej baktérii Pseudomonas syringae

Py

mm).

B Xanthomonas arboricola Pectobacterium carotovorum ® Pseudomonas syringae

B Aorob, i diob. B Monilia fructi; B Fusarium solani

Botrytis cinerea

18
15,67 16553

14,67

12,33 12,33

MM

Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita RORS diskovou difiiznou metédou
v mm
MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentrécii. Naj-
niz$ie hodnoty MIC 50 (1,34 mg/ml) a MIC 90 (1,58 mg/ml) boli zaznamenané u bakté-
rii Agrobacterium radiobacter a najvyssie hodnoty boli zistené u Fusarium solani MIC 50
(2,47 mg/ml) a MIC 90 (2,76 mg/ml).
Mnohé studie preukazali, Ze rozmarinové RS poskytuje u¢innt antibakterialnu aktivitu
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proti roznym mikroorganizmom (Bouyahya et al., 2017; Farhat et al., 2017). Gramnega-
tivne baktérie (E. coli) boli o nieco viac citlivé na rozmarinova RS ako na grampozitiv-
ne baktérie (Vahdat et al. 2019). Megzari et al. (2015) zistili, ze rozmarinova RS vykazu-
je antibakteridlnu aktivitu proti rovnakému bakteridlnemu kmeriu s priemermi inhibicie
podobnymi tym, ktoré sme pozorovali v nasej stadii. Bajalan et al. (2017) uviedli, Ze RS
z rozmarinu vykazuje antibakteridlnu aktivitu proti $tyrom kmenom baktérii, najma E. co-
li, s inhibi¢nou zénou 18,5 mm, po ktorych nasledoval Staphylococcus aureus (14,6 mm),
Klebsiella pneumoniae (13,9mm) a Streptococcus. agalactiae (13,1 mm). Abdellaoui a et
al. (2020) odhalili, Ze najvy$sia antibakteridlna aktivita bola proti E. coli, ktord bola z tes-
tovanych kmenov najcitlivej$ia s najvac¢sou inhibi¢nou zénou (18,4 mm). Chahboun et
al. (2020) ukazali, Ze rozmarinovd RS v oblasti Taza v Maroku bola uc¢inna proti vietkym
kmeniom, okrem Pseudomonas aeruginosa, pricom ostatné kmene mali priemery medzi
12,0 a 22,0 mm.

B Xantl icol F b ium carotovorum ® Pseudomonas syringae
B Agrobacterium radiobacter ™ Monilia fructigena B Fusarium solani

® Botrytis cinerea

MG/ML

MIC50 MIC90

Obrdzok 2. Minimdlna inhibi¢nd koncentrdcia RORS v mg/ml

b ¥ carotovorum ® Pset i -

8 Monilia fructigena  Fusarium solani B Botrytis cinerea

625 125 250 500

Obrdzok 3. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli jahody
v %
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Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim jahody ukazala, ze vetky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi RORS vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 3). Pri
najvyssej koncentracii silice (500 ul/l) bol Pectobacterium carotovorum najsilnejsie inhibo-
vanym mikroorganizmom (67,85 %) na jahode. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii
bola pozorovand pre F. solani.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim broskyne ukazala, ze vetky mikroorganiz-
my boli inhibované vyparmi RORS vo véetkych testovanych koncentraciach (obrazok 4).
Pri najvyssej koncentracii silice (500 pl/l) bol Botrytis cinerea najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (88,75 %) na broskyni. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentrécii bola
pozorovand pre P. carotovorum.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim paradajky ukazala, Ze vSetky mikroorganiz-
my boli inhibované vyparmi RORS vo vietkych testovanych koncentraciach (obrézok 5).
Pri najvyssej koncentracii silice (500 ul/l) bol E solani najsilnejsie inhibovanym mikroor-
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Obrdzok 4. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli broskyne

120

100

125 500

0,
v %
. sringae  ®
® Monilia fructigena ® Fusarium solani ® Botrytis cinerea
80
. 787 1y 6765 518
¢ %3'4 3,2 4,56
5787 574 I
60 7 787 55,76
433,45 53,4
7,54 46,74
50 15,64 o
4328 4358474356
37,56
& 40 35,67
3343 3450463,
30
20
10
0
62,5 125 250 500

Obrdzok 5. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli paradajky
v %
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ganizmom (68,76 %) na paradajke. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozoro-
vana pre Monilia fructigena.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim uhorky ukézala, Ze vietky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi RORS vo vsetkych testovanych koncentraciach (obrazok 6). Pri
najvyssej koncentracii silice (500 pl/l) bol Agrobacterium radiobacter najsilnejsie inhibo-
vanym mikroorganizmom (78,65 %) na uhorke. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii
bola pozorovand pre Monilia fructigena.
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Obrdzok 6. Antimikrobidlna aktivita na potravinovom modeli uhorky
v %

Konzervovanie potravin bolo vzdy vyznamnou oblastou vyskumu v potravindrskom
priemysle (Zhang et al., 2023). Roznych Cerstvé potraviny, ako je bravéové, kuracie ma-
so a syry, su nachylné na mikrobidlne napadnutie, ¢o vedie k ich kazeniu. Okrem toho
mozu niektoré invazne huby vytvérat toxiny, ktoré by mohli viest k zdravotnym problé-
mom, ako je hepatotoxicita a rakovina zaludka, ak st ndhodne skonzumované (Shwaiki
et al., 2021). Preto je nevyhnutné zamerat sa na vyvoj konzerva¢énych latok ako klucovej
vyskumnej priority v oblasti konzervécie potravin. Potravinové konzervanty mozu pria-
mo inhibovat rast mikroorganizmov, ¢im predlzuja trvanlivost roznych potravin. Zatial ¢o
chemické konzerva¢né latky boli komer¢ne vyuzivané uz dlhd dobu na uéely skladovania
a konzervovania druhov potravin kvoli ich vysokej u¢innosti a nizkej cene, ich chemické
zlozky boli identifikované ako bezpe¢nostné riziko a hrozby pre ludské zdravie. Dlhodobé
pouzivanie chemickych konzerva¢nych litok moze tiez viest k vyvoju kmenov baktérii
odolnych vo¢i liekom (Géksen et al., 2021). Coraz viac chemickych konzervantov je za-
kazanych pre dosiahnutie ciela trvalo udrzatelného rozvoja, preto sa vyskum a pouzivanie
prirodnych konzerva¢nych latok v potravinach stalo naliehavou nevyhnutnostou a naj-
slubnej$ou oblastou vyvoja v potravinarskom priemysle. V poslednych rokoch si ziskava
na popularite pouzivanie prirodnych t¢innych litok ako konzerva¢nych latok. Spomedzi
tychto zlicenin vzbudili zdujem rastlinné silice ako sfubna alternativa k chemickym kon-
zerva¢nym latkam vdaka ich prirodzenym, bezpe¢nym, antioxida¢nym a antibakterial-
nym vlastnostiam (Goksen et al., 2020). Napriklad aplikdcia rozmarinovej rastlinne;j silice
zlepsila zmeny v Struktire mésa kurciat pocas ich skladovania. Sledovali sa mikrobidlne
a chutové zmeny, ¢o ma za nasledok dlhsiu trvanlivost (Mavalizadeh et al., 2022). Priprava
chitosanovych naplni a tieZ vyrazne oddialila trvanlivost plodov datli (Soltani et al., 2022).
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ZAVER

Rozmarin vyrazne znizuje rast patogénnych mikroorganizmov ludi, potravin, zvierat
a rastlin, a spomaluje rast tychto mikroorganizmov. Antimikrobidlny t¢inok rozmari-
novej silice sa zvy$oval so zvySujucou sa koncentraciou RS na modeli ovocia a zeleniny.
Vzhladom na vyznam lie¢ivych rastlin a ich metabolitov pri zabezpecovani zdravia Iudi
a vysoky ekonomicky potencidl tychto rastlin, predstavuje spolahlivy zdroj antimikrobi-
alnej aktivity. Cast vyskumu agrobiotechnolégif na univerzitich a vyskumnych tstavoch
je venovana identifikdcii, industrializacii a optimalizacii metdd extrakcie farmaceutickych
metabolitov z tychto rastlin. Vysledkami nadich pokusov sme zistili, Ze rozmarinova silica
ma vysoky potencial pre ochranou proti patogénom, a in vitro a in situ pokusy by mohli
byt doplnené o experimenty in vivo.
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Antimikrobialna aktivita rastlinnej silice ruzZe damascénskej
v podmienkach in vitro a in situ

Antimicrobial activity of Damask rose essential oil under in vitro
and in situ conditions
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Abstrakt

Rosa damascena an important species as a source of rose oil, is one of the oldest rose
species grown in Iran. The large cultivation area of Damask rose in Iran represents a po-
tentially rich source of genetic resources for the species. The aim of this study was the an-
timicrobial potential of Rosa x damascena essential oil (RDEO) against phytopathogenic
bacteria and microscopic filamentous fungi. In our study, the disc diffusion method and
minimum inhibitory concentration were evaluated in an in vitro study and vapor phase
on apple, pear, potato and carrot in an in situ study. Pectobacterium carotovorum was the
most sensitive of all microorganisms tested, while RDEO showed strong inhibitory activ-
ity with disc diffusion method. The lowest MIC 50 (4.23 ug/ml) and MIC 90 (4.48 ug/ml)
values were evaluated against Agrobacterium radiobacter. At the highest concentration of
essential oil (500 pl/1), A. radiobacter was the most strongly inhibited microorganism on
the apple model. At the 250 pl/concentration of essential oil, P. carotovorum was the most
strongly inhibited microorganism in the pear model. At the lowest concentration of essen-
tial oil (62.5 wl/1), Botrytis cinerea was the most strongly inhibited microorganism on the
potato model and P. carotovorum on the carrot model.
Keywords: phytopathogenic microorganisms, Rosa x damascena, antimicrobial activity,
vegetable and fruits model

UvoD

Rod Rosa, ktory patri do ¢elade Rosaceae, zahriia okolo 200 druhov a viac ako 18 000
kultivarov (Gudin, 1999). Ruze sa pouzivaju aj v potravinarskom, parfumérskom a kozme-
tickom priemysle uz mnoho rokov. Rézne druhy ruzi, a to Rosa damascena (damascénska
ruza) a Rosa bourboniana (Edwardova ruza) sa bezne pouzivaju na extrakciu rastlinnych
silic a produkciu ruzovej vody. Kvitnutie v R. bourboniana je sporadické a kvitne trikrat
do roka, t. j. april — maj, jul — august a polovica oktobra; vSak april — m4j je hlavoym ob-
dobim kvitnutia (Sood a Nagar, 2004). Pestuje sa vylu¢ne na extrakciu ruzovej vody, lebo
vyroba silice z kvetov je velmi nizka. Rastlinna silica tejto rastliny md upokojujuce ucinky
a pomdha zmiernit depresiu, smutok, nervové napdtie a stres, a preto sa tieZ pouziva v aro-
materapii po celom svete. Vyuzitie ruze je v parfumérstve, a rovnaké vyuzitie ma aj jej
rastlinnd silica. U druhu R. damascena boli zistené antioxida¢né a antimikrobidlne latky
(Achuthan et al., 2003; Basim a Basim, 2003; Kumar et al., 2009; Servi et al., 2020), a an-
ti-HIV vlastnosti (Mahmood et al., 1996). Rastlinna silica sa pouziva aj pri zlom krvnom
obehu, astme a kasli, nepravidelnej menstrudcii, leucorrhoei a poruchach funkcie mater-
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nice. PouZiva sa aj pri koznych ochoreniach, mozno ju pouzit na sucht pokozku, ekzémy
a citlivi pokozku. Parna terapia ruzovou silicou poméha pri niektorych alergiach, boles-
tiach hlavy, migrény a pod. (Kumar et al, 2014). Genetickd a morfologickd rozmanitost
kultivarov ruzi bola $tudovana v Bulharsku (Rusanov et al., 2005; Rusanov ef al., 2012),
Indii (Kaul et al., 2009), Irdne (Kiani et al., 2009) a Pakistine (Ahmed, 2018). Bolo usku-
to¢nené mnozstvo experimentov, kde sa zistovalo chemické zloZenie silice z damasskej
ruze mnohymi vyskumnikmi (Almasirad et al., 2007; Rusanov et al., 2011; Kumar et al.,
2013). V Indii je ruzova silica vd¢$inou pestovand v severnych $tatoch vratane Himachalu
Pradesh, Dzammu a Ka$mir, Rajasthan, Haryana, Uttar Pradesh a niektoré oblasti Pandza-
bu na 2500-3000 hektarov pody a ro¢ne sa vyraba asi 200 kg ruzovej silice. Uskuto¢nilo sa
niekolko pokusov na porovnanie vykonnosti odrdd ruze pre vyrobu ruzovej silice a ich
chemické zloZenie (Mostafavi a Afzali, 2009; Kovatcheva at al., 2011; Verma et al., 2011).

Cielom nasej $tadie bolo sledovanie antimikrobidlnej aktivity rastlinnej silice Rosa x
damascena proti rastlinnym patogénom v in vitro podmienkach diskovou diftznou me-
tédou a metédou minimalnej inhibi¢nej koncentracie a in situ podmienkach za pouzitia
parnej fazy na ovoci a zelenine.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinna silica

Rastlinna silica Rosa x damascena (RDRS) bola zakupend od firmy Hanus (Nitra, Slo-
vensko). Prvym krokom je vyroba ruzového konkrétu, ktory sa ziskava extrakciou kve-
tov ruze damascénskej. Nésledne sa tato prijemna voskovita substancia rozpusti v ¢istom
etanole a schladi. Vymrazeny vosk sa odfiltruje a z roztoku sa odpari vietok lieh. Vysled-
kom je ruzové absolute. Krajina povodu rastlinnej silice bolo Turecko. RS bola skladovana
v tme pri teplote 4 °C. Hlavnymi zlozkami silice st enyletyl alkohol 45 -71 %, cirtronellol
6-12 %, geraniol 2,5% - 7,5 %, nerol 1,5 % - 6,5 %.

Testované mikroorganizmy

V préci boli pouzité fytopatogénne druhy mikroorganizmov: Xanthomonas arborico-
la Vauterin et al. 1995VP CCM 1441, Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee
1945AL CCM 1008, Pseudomonas syringae van Hall 1902AL CCM 2868, Agrobacterium
radiobacter (Beijerinck and van Delden 1902) Conn 1942AL CCM 2926, Monilia fructige-
na CCM F-300, Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014, Botrytis cinerea Persoon
: Fries F-314. Cisté kultiry mikroorganizmov boli ziskané z ceskej zbierky mikroorganiz-
mov (Brno, Ceskd republika).

Diskova difuzna metéda

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Rosa x damascena (RDRS) bola stanovena
diskovou difiiznou metddou. Bakteridlne druhy sa kultivovali 24 hodin na Mueller Hinton
agare (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) pri teplote 37 °C a mikroskopické vlaknité huby
(MVB) na Sabouraud Dextrose agar (SDA, Oxoid, Basingstoke, UK) pocas 5 dni. Mikro-
bialne inokulum sa upravilo na optickd hustotu 0,5 McFarlandovho $tandardu (1,5 x 10*
KTJ/ml) a 100 pl sa pridalo na platne s MHA a SDA. Sterilné papierové disky 6 mm boli
nasytené 10 pl RDRS a umiestnili sa na vrstvu agaru obsahujticu suspenziu mikroorga-
nizmov. Baktérie sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH 5 dni pri teplote 20 °C.
Dve antibiotikd ATB (Gentamicin, Fluconazol, Oxoid, Basingstoke, UK) boli pouzité ako
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pozitivne kontroly pre baktérie a MVH. Ako negativna kontrola sluzili disky impregnova-
né 0,1 % DMSO (dimetylsulfoxid, Centralchem, Bratislava, SK). Analyzy sa uskutociiovali
v trojnasobnom opakovani.

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC)

Mikrobidlne inokulum sa kultivovalo 24 hodin v Mueller Hinton Broth (MHB, Oxo-
id, Basingstoke, UK) pre baktérie pri teplote 37 °C a v Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid, Basingstoke, UK) pre MVH pri teplote 25 °C. Alikvotna cast 50 pl inokula s optic-
kou hustotou 0,5 McFarland sa pridala na 96-jamkovu mikrotitra¢nu platiiu. Nésledne sa
RDRS pripravila sériovym riedenim na koncentra¢ny rozsah od 400 mg/ml do 0,2 mg/ml
v MHB, SDB a 100 pl suspenzie sa dokladne premiesalo s bakteridlnym inokulom v jam-
kach. Bakteridlne vzorky sa inkubovali 24 hodin pri teplote 37 °C a MVH sa inkubovali
24 hodin pri teplote 25 °C. MHB, SDB s RS bol pouzity ako negativna kontrola a MHB,
SDA s inokulom bol pouzity ako pozitivna kontrola reprezentujica neinhibovany rast. Pre
neadherentné mikroorganizmy sa absorbancia merala po inkuba¢nej periéde pri 570 nm
spektrofotometrom Glomax (Promega Inc., Madison, WI, USA).

In situ analyzy

Antimikrobialna analyza parnej fazy RDRS in situ bola testovana na vsetkych bakté-
ridch a MVH na modeli jablko, hruska, zemiak a mrkva. Zahriaty MHA, SDA sa nalial
do 60 mm Petriho misiek (PD) a do veka PD. Nakrajané jablka, hrusky, zemiaky a mrkvy
na platky (o velkosti 0,5mm) sa umiestnili na agar. Potom sa pripravilo inokulum, ako
bolo opisané vyssie. RDRS sa zriedila v etylacetate na 500, 250, 125 a 62,5 ul/l a naniesla
sa na sterilny filtra¢ny papier. Po odpareni zostavajiiceho etylacetdtu (1 minuta) sa misky
uzavreli a inkubovali pri teplote 37 °C pre baktérie a 25 °C pre MVH pocas 7 dni. Inhibicia
rastu baktérii a MVH bola hodnotena stereologickou metddou.

In situ mikrobidlny rast bol stanoveny pomocou stereologickych met6d. V tomto kon-
cepte sa objemova hustota (Vv) mikrobialnych kolonii najprv odhadla pomocou softvéru
Image] poc¢itanim bodov stereologickej mriezky zasahujucich kolonie (P) a tie (p) spada-
juce do referen¢ného priestoru (pouzity rastovy substrat). Objemova hustota mikrobial-
nych kolénii sa nasledne vypocitala nasledovne: Vv (%) = P/p. Antimikrobidlna aktivita
EO bola definovand ako percento inhibicie rastu mikroorganizmov (BGI)

BGI = [(C - T)/C] x 100,

kde C a T bol mikrobidlny rast (vyjadrené ako Vv) v kontrolnej skupine a experimen-

talnej skupine, resp. negativne vysledky predstavovali stimulaciu rastu.

Statistické vyhodnotenie
Vsetky analyzy boli vykonané v trojndsobnom opakovani. Statistick4 variabilita idajov
bola spracovand pomocou softvéru Microsoft-Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antimikrobidlna aktivita rastlinnej silice Rosa x damascena (RDRS) bola uskutocne-
né diskovou difuznou metédou a vysledky st uvedené na obrazku 1 a minimalnou in-
hibi¢nou koncentraciou a vysledky st uvedené na obrazku 2. Najsilnej$ia antimikrobidl-
na aktivita RDRS bolo zistend proti fytopatogénnej baktérii Pectobacterium carotovorum

vy

V praci Shohayeb a et al. (2014) silica z ruze damascénskej vykazovala Siroké spektrum
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antimikrobidlnych tc¢inkov proti testovanym organizmom. Zostupné poradie antifungal-
nej aktivity silice z ruze bolo Penicillium notatum, Aspergillus niger a Candida albicans.
Gram-pozitivne baktérie, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis a Streptococcus pyogenes
boli citlivejsie ako gramnegativne baktérie a mali MIC a MBC v rozmedzi 0,125 az 2 mg/
ml, respektive 0,5 az 4 mg/ml. Acinetobacter baumannii, ktory je prirodzene odolny voci
vadsine antibiotik, bol relativne citlivej$i ako iné gramnegativne baktérie. Naopak, Kleb-
siella pneumoniae bola najmenej citlivd gramnegativne baktéria. MIC Gram-pozitiviych
baktérii pre rozne extrakty boli vyznamne niZ$ie ako hodnoty K. pneumoniae. Baktéria
Mycobacterium phlei bola stredne citliva v porovnani s grampozitivnymi a gramnegativ-
nymi baktériami.
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Obrdzok 1. Antimikrobidlna aktivita RDRS diskovou difiiznou metédou
v mm

MIC 50 a MIC 90 boli stanovené analyzou minimalnych inhibi¢nych koncentracii. Naj-
niz$ie hodnoty MIC 50 (4,23 mg/ml) a MIC 90 (4,48 mg/ml) boli zaznamenané u bakté-
rii Agrobacterium radiobacter a najvyssie hodnoty boli zistené u Fusarium solani MIC 50
(7,34 mg/ml) a MIC 90 (7,56 mg/ml).
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Obrdzok 2. Minimdlna inhibi¢nd koncentrdacia RDRS v mg/ml
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V §tadii Demirel (2022) E coli bola inhibovand minimalnou koncentraciou 125 pl/ml
riedenia silicou z ruze $tandardného kmena aj CI, B. subtilis minimalnou koncentraciou
15,62 ul/ml a 31,25 pl/ml riedenia silice z ruze $tandardného kmena a CI, v uvedenom po-
radi, a S. aureus minimdalnou koncentraciou 31,25 ul/ml a 125 ul/ml $tandardného kmena
zriedeného silicou z ruze a CI, v danom poradi. Zistilo sa teda, Ze silica z ruze moze vyka-
zovat antimikrobidlnu aktivitu u grampozitivnych aj gramnegativnych baktérii.

V sucasnosti sa preferencie spotrebitelov presuvaju smerom k potravindm, ktoré
st bez chemickych prisad a vykazuju Cerstvej$ie a prirodzenejsie vlastnosti (da Cruz-
Cabral et al., 2013). V salade s tymto sa skiimaja alternativne pristupy k zachovaniu
kvality potravin. Vybrané metabolity produkované rastlinami patria medzi perspektiv-
nejsie alternativy, pretoze rastliny produkuji Siroké spektrum réznych zlucenin, ktoré
maju Casto antimikrobidlne vlastnosti. Rastlinné silice (RS) a ich zlozky maja preuka-
zatelny rozsah antibakteridlnej aktivity, ako aj antifungalne, insekticidne a antioxida¢né
vlastnosti (Tajkarimi et al., 2010; Hyldgaard et al., 2012). Zaujem o RS vzrasta kvoli ich
relativnej miere zdravotne bezpecnosti, st Iahko rozloziteIné, Setrné k Zivotnému pros-
trediu a nefytotoxické (da Cruz-Cabral et al., 2013). Rozne $tudie in vitro uvadzaji RS
v kvapalnej faze vykazujucej vysokd u¢innost proti patogénom prenasanym potravina-
mi a kaziacimi mikroorganizmom; vSeobecne, je v$ak potrebnd vyssia koncentracia RS,
ktord dosahuje rovnaky ucinok v potravinach ako in vitro. Preto by sa RS mali pouzivat
ako prirodné konzerva¢né latky, pretoze mozu upravovat chut jedla (Gutierrez et al.,
2008). Boli navrhnuté niektoré alternativy na minimalizaciu koncentracie RS potreb-
nej na inhibiciu/inaktivaciu mikroorganizmov, ako je pouzitie RS v ich prchavej parnej
faze, ¢im je mozné znizit mnozstvo potrebné na zabezpecenie pozadovaného antimik-
robidlneho u¢inku (Boukhatem et al. 2014). Bioaktivita RS v plynnej faze je zaujimavou
alternativou, ktora robi ich potencidlne uzito¢nymi ako antimikrobidlne ¢inidla a kon-
zervanty pre skladovanych cerstvych produktov; slubné vysledky sa uz ziskali, najmi
pre baktérie a huby (Sacchetti et al., 2005; Moreira et al., 2005; Murbach Teles Andrade
etal.,2014).

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim modelu jablka ukazala, ze vetky mikroor-
ganizmy boli inhibované vyparmi RDRS vo vetkych testovanych koncentraciach (obrazok
3). Pri najvys$sej koncentracii silice (500 pl/1) bol A. radiobacter najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (36,87 %) na modeli jablka. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii
bola pozorovand pre Pseudomonas syringae.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim hrusky ukazala, ze v§etky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi RDRS vo vSetkych testovanych koncentraciach (obrazok 4). Pri
najvyssej koncentracii silice (250 ul/1) bol Pectobacterium carotovorum najsilnejsie inhibo-
vanym mikroorganizmom (37,87 %) na hruske. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii
bola pozorovana pre P. syringae.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim zemiaka ukazala, Ze vSetky mikroorganiz-
my boli inhibované vyparmi RDRS vo vietkych testovanych koncentraciach (obrazok 5).
Pri najniz8ej koncentracii silice (62,5 pl/l) bol Botrytis cinerea najsilnejsie inhibovanym
mikroorganizmom (45,87 %) na zemiaku. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentrécii bola
pozorovand pre P. carotovorum.

Antimikrobidlna analyza in situ s pouzitim mrkvy ukdzala, Ze vietky mikroorganizmy
boli inhibované vyparmi RDRS vo vetkych testovanych koncentraciach (obrazok 6). Pri
najnizsej koncentracii silice (62,5 pl/1) bol P. carotovorum najsilnejsie inhibovanym mikro-
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organizmom (37,85 %) na mrkve. Najslabsia inhibicia pri tejto koncentracii bola pozoro-
vana pre Monilia fructigena.

Wang (2003) zistil, Ze niektoré prchavé zltceniny RS z ¢ajovnika pouzivané v aktivnych
obaloch na konzervovanie malin pomocou modifikovanej atmosféry a skladovani pri 10
°C si zachovali kvalitu a vyrazne oddialila kazenie malin. Serrano et al. (2005) vyvinuli
aktivne balenie obsahujice eugenol, mentol, tymol a eukalyptol pre ceresne pocas sklado-
vania a zistilo sa, Ze rast mikroskopickych vlaknitych hub sa vyrazne znizil; okrem toho
kvalita ¢ere$ni bola vylep$ena, zachovavajuca farbu a pevnost ovocia. Tzortzakis (2007)
hodnotil kvalitu jahod a paradajok vystavenych vyparom eukalyptovej a $koricovej RS.
V tejto praci podobne ako v nasej bola zistena ochrana proti mikroorganizmom a zvysenu
kvalitu ovocia. Suhr a Nielsen (2003) hodnotili parnu fazu $korice, bobkového listu, klin-
¢eku, citrénovej travy, horcice, pomaranca, $alvie, tymidnu a ruze na konzervovanie razné-
ho chleba a uviedla, ze parna faza RS hor¢ice a citrénovej travy boli najviac u¢inné. Du et
al. (2009) studovali antimikrobialnu aktivitu RS z korenia, cesnaku a oregana v paradajko-
vych filmoch proti Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica a Listeria monocytogenes
a ukdzali, Ze paradajkové filmy impregnované RS inhibovali rast testovanych mikroorga-
nizmov sposobom zavislym od koncentracie. Phillips et al. (2012) testovali protiplesiiovy
ucinok zmesi RS z bergamotu a pomaranca v parnej faze na paradajky. Tato $tudia ukaza-
la, Ze zmes fungovala ako uc¢inné antimykotikum bez ovplyvnenia senzorickych vlastnosti
testovanych paradajok.

ZAVER

Antimikrobidlna G¢innost rastlinnych silic proti mnohym potravinovym ako aj rast-
linnym mikroorganizmom pri aplikdcii priamym kontaktom bola potvrdené v mnohych
studidch. Avsak, parna faza rastlinnych silic nebola dokladne preskiimana. V nasej praci
sa nam podarilo potvrdit vysledky metédou diskovej difiiznej metédy a minimaélnej in-
hibi¢nej koncentrécie, avak nase vysledky z parnou fazou pouzitim RS z ruze neboli az
tak jednoznac¢ne preukdzatelné. Je dobre zndme, Ze antimikrobidlna aktivita RS zavisi
najmé od ich chemického zlozenia. Je tiez doleZité; vSak pochopit prchavost tychto zlu-
¢enin, ako aj metodoldgie pouzitej na hodnotenie antimikrobidlnej Gc¢innosti v parnej
fazy. Aj ked stéle neexistuje $tandardna metodika uréovania ¢innosti EO v plynnej faze
su doteraz uvedené vysledky povzbudivé a naznac¢uju mozné aplikacie v konzervovanie
potravin.
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Sledovanie obsahu furfuralu a furfurylalkoholu v bielych vinach
vyzrievanych v roznych typoch drevenych sudov

Monitoring the content of furfural and furfuryl alcohol in white wines
aged in different types of wooden barrels
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Abstract

The topic of barrel-aging white wine is somewhat controversial in profession-
al circles and has been scarcely researched in the scientific field. Oak wood contains
a high amount of volatile compounds that influence the aroma of wine aging in bar-
rels. These compounds mainly include lactones, furfural and its derivatives, phenol-
ic aldehydes, and volatile phenols. For the experiment, five grapevine varieties were
selected: Riesling italico, Veltliner green, Palava, Sauvignon Blanc, and Chardonnay.
The wines fermented and aged for 12 months in different barrels. Spontaneous malo-
lactic fermentation (MLF) occurred in all barrels, and malic acid was completely bro-
ken down. The content of furfural and furfuryl alcohol was determined using gas chro-
matography with mass spectrometry (GC-MS). The average furfural content in all
wines varied significantly depending on the vintage and barrels, ranging from 140 to
5000 pg.1l". It was confirmed that more intense toasting transfers higher amounts of com-
pounds formed by the thermal degradation of cellulose, including furfural, into the wine.
A significant difference was found between the first and second use of the barrels. The
proportion of the detected aromatic compounds in the wines decreased by 11.4 to 36.5%
with the second use of the barrels. Yeasts can metabolize furfural into furfurylthiol, a com-
pound with a strong coffee aroma, which is an important sensory descriptor.
Keywords: barrique, white wine, furfural, quality

UvoD

Tvorba velkych ¢ervenych vin tradi¢ne zahfiia zrenie v drevenych sudoch. Sudy maju
svoje miesto aj pri vyrobe Specifickych bielych vin s vysokym archivaénym potencidlom. V
debnarstve st vdaka poziadavkdm producentov vina pouzivané rozne druhy, ale na zakla-
de kvalitativnych vysledkov patria medzi najrozsirenejsie dubové drevo (Ribéreau-Gayon a
kol. 2006), najma dub zimny (Quercus petraea L.), dub letny (Quercus robur L.) a americky
dub biely (Quercus alba L.). Vino prechddza pocas zrenia v dreve mnohymi fyzikalno-che-
mickymi modifikaciami, ktoré vedd k znaénym zmendm v ich zloZeni, farbe, stabilite a v
senzorickych vlastnostiach. V ostatnych rokoch sa vyskum zameral na identifikdciu a kvan-
tifikdciu aromatickych zlic¢enin uvolnenych pocas zrenia vina v sudoch. Vanilin (vanilka),
whisky laktény (kokos), prchavé fenoly (korenitost) a 2-furanmethanthiol (kava) su pova-
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zované za kluc¢ové molekuly spojené so zrenim vina v dubovych sudoch (Blanchard a kol.
2001). Chemické zlozenie dubového dreva je ovplyvnené druhom duba, zemepisnym po-
vodom, lesnym hospodarenim, spdsobom spracovania dreva, obzvlast susenim, a nakoniec
intenzitou opélenia (Chira a Teissedre, 2015). Dubové drevo z pohladu vyuzitelnosti pre
barikové sudy sa sklada z vody, bunkovych stien a vylthovatelnych latok. Dubové drevo
obsahuje vysoké mnozstvo prchavych latok, ktoré maju vplyv na arému vina zrejiceho v
sude. Patria k nim predovsetkym laktény, furfural a jeho odvodené zliceniny, fenolové al-
dehydy a prchavé fenoly. Toustovanie ovplyviiuje vyraznejsie koncentraciu furanu, guaja-
kolu, vanilinu a elagotaninov. Zo senzorického hladiska sa vyrazne zvys$uje vanilkova aré-
ma a znizuje horka chut a adstringencia (trpkost, drsnost). Adstringencia vina sa zvySuje s
koncentraciou elagotaninov (Chira a Teissedre, 2013). Vina, ktoré chceme obohatit o latky
z ozehnutého dreva, by mali byt ziskané vyhradne zo zdravého hrozna, ktorého cukorna-
tost dosiahla aspon 23 °NM. Barrique vyZaduje bezcukorny extrakt vina najmenej 25 g1
a skuto¢ny obsah alkoholu aspon 13,0 % obj. Cielom $tudie bolo zistit vplyv zemepisného
povodu a sposobu vyroby sudov na obsah furfuralu a furfurylalkoholu vo vine ¢o ulahéi
vyrobcovi vyber suda pre konkrétny typ vina. Studia bola sucastou rozsiahlej dizertacnej
prace (Vidlat, 2024). Moreno a Peinad (2012) uvadzaju, Ze furdnové aldehydy vznikaju z
celuldzy a hemiceluldzy pocas opalenia dreva. Medzi tieto aldehydy patria najma furfural,
5-metyllfurfural (5MF) a 5-hydroxymetyllfurfural (SHMF). Ich aréma pripomina tousto-
vany chlieb, mandle alebo karamel. Ich koncentracia vo vine zavisi od intenzity opélenia
suda a od dizky jeho kontaktu s vinom. Kvasinky mozu metabolizovat furfural na furfuryl-
thiol, zluceninu silne vonajtcu po kéve, ktory je vyznamnym senzorickym deskriptorom.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Proces tvorby vina prebiehal vo vyrobnom zazemi firmy Vinselekt Michlovsky a.s., so
sidlom v Rakviciach v rokoch 2016 a 2017. Pre experiment bolo vybranych pat na Mora-
ve pomerne roz$irenych odrdd, a to Rizling vlassky, Veltlinske zelené, Palava, Sauvignon
blanc a Chardonnay. Vina kvasili a zreli cca 12 mesiacov v rozdielnych sudoch. Vo vset-
kych sudoch spontanne prebehla MLF a kyselina jabl¢nd bola tplne odbtrana.

Zdravé hrozno bolo zberané po dosiahnuti cukornatosti 22 NM, obsah titrovatelnych ky-
selin sa pohyboval nad 7 g.I" a hodnota pH do 3,5. Vynimkou bol Rizling vlassky, ktory pri
cukornatosti cez 24 °NM obsahoval len 4,5 g.1" titrovatelnych kyselin. Meranie cukornatosti
prebiehalo priebezne pocas dozrievania refraktometrom vo vinici a pred zberom boli sledova-
né parametre zistované v laboratériu. Hrozno bolo zberané ru¢ne. Must kazdej z piatich odrod
bol naplneny do 12 réznych dubovych barikovych sudov (Tabulka 1) v dvoch opakovaniach,
to znamena celkom do 120 sudov. Alkoholova (AF) aj malolaktickd fermentacia (MLF) pre-
behli v sude. Start AF bol vykonany pomocou &istého kmena kvasiniek neutralneho typu (Oe-
noferm Klosterneuburg-Erbsloeh Geisenheim). MLF prebehla spontanne. Vyziva kvasiniek
nebola aplikovand. Fermentdcia prebiehala v teplote prostredia 15 °C. Sledované prchavé latky
sme stanovili pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS).
Detekcia prebiehala pomocou hmotnostne selektivneho detektora s vyuzitim elektronického
narazu (ioniza¢na energia 70 keV, teplota zdroja 230 °C, teplota kvadrupolu 150 °C, teplota
prenosovej linky 260 °C) a selektivneho monitorovania idnov pre $pecificka detekciu cielovych
zliéenin. Kvantitativna analyza bola ziskana z kalibra¢nej krivky vytvorenej pre kazdu zluce-
ninu v modelovom roztoku vina. Na stc¢asnu identifikdciu a kvantifikaciu réznych zlucenin
boli pouzité nasledujiice m/z iény: furfural, 96/95; furfurylalkohol, 98/97. Pri zreni vina v su-
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Obrdzok 1 Priebeh experimentu v jednotlivych roénikoch

de sa furfural méze premenit na furfurylalkohol (Prida a Chatonnet, 2010). Preto sme celkovi
koncentraciu furfuralu vypoéitali ako sucet furfuralu a furfurylalkoholu. Statistické hodnote-
nie vysledkov sme realizovali metdédou ANOVA (Tukey post hoc test) na hladine vyznamnosti

a=0,05.

Tabulka 1 Druhy a oznacenie variantov pouzitych sudov (A - L)
Oznacenie variantov pouzitych sudov Povod dreva ‘If;:g i)n:;
Seguin Moreau caucasian classic M (A) Kaukaz Francuzsko
Stockinger Y LDL (B) Ybbstal (Rakusko) Rakdusko
Seguin Moreau Icon Blanc ML (C) Franctzsko — zmes oblasti Francuzsko
Seguin Moreau Icon Blanc ML Aquaflex (D) | Francuzsko — zmes oblasti | Francuzsko
Stockinger P LDL (E) Falc (Nemecko) Rakusko
Nadalie Perle blanche (F) Franctzsko — zmes oblasti Francuazsko
Ermitage CM B (G) Bertrange (Franctzsko) Francuazsko
IS:)ng.l:i?eggr:;’;fr(i%?;;lfsléb};ljﬂ(gg i ) Francuzsko — zmes oblasti Francuzsko
Francois Freres BM (I) Bertrange (Francuzsko) Francuzsko
Berthomieu CM N (J) Nevers (Francuzsko) Francuzsko
Cadus Access (K) Francuzsko - zmes oblasti Francuzsko
Cadus Equilibre (L) Francuzsko - zmes oblasti Francuzsko
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Porovnanie obsahu furfuralu v jednotlivych variantoch

Priemerny obsah furfuralu vo v$etkych vinach sa podla ro¢nika i sudov zna¢ne lisil a
pohyboval sa v rozmedzi priemerov od 140 do 5000 pg.l"'. Najvacsie zmerané mnozstvo
bolo takmer 36x vy$sie v porovnani s najniz§im. Bol zisteny vyrazny rozdiel medzi prvym
a druhym pouzitim sudov. Pri prvom pouziti (ro¢nik 2016) bola priemerna hodnota fur-
furalu vo vSetkych vinach 2800 pg.1", zatial ¢o pri druhom (ro¢nik 2017) iba 330 pg.1. Pri
druhom pouziti sudov teda vina v priemere obsahovali iba 12 % furfuralu z novych sudov.
Najvyssi priemerny obsah furfuralu pri prvom (5000 pg.l") aj druhom (660 pg.l?) pouziti
bol zisteny pri vinach zo sudov Seguin Moreau Fraicheur ML TH (H). Je to velmi zauji-
mavé zistenie, pretoze jedine vo variante H bol pouzity sud s agatovymi ¢elami. MozZe to
vsak byt sposobené aj intenzitou toustovania tela a ¢iel suda. VSetky ostatné varianty boli
vyhradne z dreva duba. Najmenej furfuralu v oboch ro¢nikoch obsahovali vina zrejice v
sudoch Stockinger Y LDL (B) a Stockinger P LDL (E). Pri ro¢niku 2016 to bolo 1005/980
pgl?, pri druhom pouziti 140/150 pg.l'. VSeobecne plati, ze sudy, ktoré v prvom roku
uvolnili do vina nadpriemerné mnozstvo furfuralu, ho uvolnili nadpriemerne aj v druhom
roku a obdobne tento vztah plati aj pre podpriemerné mnozstvo.

Tabulka 2 Priemerny obsah furfuralu vo vinach sledovanych odrdd v zévislosti od
variantu suda

Variant Roc¢nik Furfural (ug.1") Variant Roc¢nik Furfural (ug.1")
B 2017 140,292a E 2016 975,083h
E 2017 147,142ab B 2016 1045,333h
D 2017 202,750abc D 2016 1648,333i
A 2017 225,250abc A 2016 2172,500j
C 2017 259,917bcd F 2016 2456,250k
F 2017 273,250cd L 2016 2728,4171
L 2017 275,333cd K 2016 2732,4171
K 2017 363,083de C 2016 2878,000m
J 2017 407,417d I 2016 3684,583n
I 2017 463,417ef G 2016 3881,0830
G 2017 531,000f J 2016 4534,583p
H 2017 660,421g H 2016 5000,242r

Poznamka: a az r znamena, Ze riadky s odliSnymi pismenami su $tatisticky odlisné (Tukey test, p <
0,05).

Obsah furfuralu by mal stipat s teplotou pri toustovani, kedZe je produktom degrada-
cie hemiceluldzy. To sa pri pokuse potvrdilo, pretoze sudy Seguin Moreau Fraicheur ML
TH (H) maju ako jediné zo vSetkych porovnavanych sudov toustované aj ¢eld, ktoré tvoria
cca 30 % vnuatorného povrchu suda. Velmi zaujimavé je porovnanie sudov Seguin Moreau
Icon Blanc ML (C) a Seguin Moreau Icon Blanc ML Aquaflex (D), kde vina zo sudov D
obsahovali v ro¢niku 2016 o cca 43 % menej furfuralu ako vina zo sudov C.
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ZAVER

Vino zrodené v sude obsahuje viac ako 800 réznych latok, ktoré vino v spolupraci s kys-
likom optimalizujua. Kyslik je prvkom Zivota vina a vino je vinom, ked je zivé. A prave sud
najlepsie optimalizuje mnozstvo kyslika pri kvaseni a dozrievani vina, ¢o napomaha zvy-
$eniu jeho kvality, ktord je jednoznaéne ovplyvnend druhom dreva, $tylom toustovania,
dobou zrenia a odrodou vini¢a. Pét roznych odrdd vin, z ktorych kazdé zrelo v dvandstich
rozdielnych typoch suda zo siedmich debnarstiev, bolo §tudovanych pomocou chemickej
analyzy. Potvrdilo sa, Ze intenzivnejsie sendvicovanie prendsa do vina zvy$eny obsah latok
vznikajucich teplotnou degraddciou celuldzy, a to aj furfuralu. Prejavilo sa to na sudoch
Seguin moreau Fraicheur ML TH (H), Berthomieu CM N (J), Francois Freres B M (I)
a Ermitage CM B (G). Je dolezité, aby si vyrobca zvolil spravnu kombindciu typ hrozna,
druh suda i sposob technoldgie, aby bolo zrenie vina v sude skuto¢nou symbiézou analy-
tickych a senzorickych parametrov.
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Abstract

One of the important initiatives of European Strategy on soil monitoring is a stimu-
lation of national strategies of soil protection and their evaluation. In effort of European
Commission is an approximation of such soil monitoring process which will be helpful
for management of all activities on soil including soil protection and functions of soil
by transparent manner in all EU countries. In harmony with European strategy impor-
tant soil properties concerning recommended concrete threats to soil are included in soil
monitoring system in Slovakia (soil contamination, soil acidification, soil salinization and
sodification, decline in soil organic matter and macro- and microelements, soil compac-
tion and soil erosion, as well). Based on obtained results it may be said that significant
soil changes were indicated in some indicators of physical degradation of soil - especially
concerning soil erosion and compaction, as well. Obtained measured data and required
outputs are reported to Joint Research Centre (JRC) in Ispra (Italy) and European Envi-
ronmental Agency (EEA) in Copenhagen (Denmark).
Keywords: soil monitoring, soil protection, land use, threats to soil, EU initiatives

UvoD

Vstupom do spolocenstva krajin EU sa vnasa viac svetla aj do podnej politiky nasej
krajiny, ktora sa tak stiva sucastou Eurdpskej pddnej politiky. Jej asilim je mobilizovat
a akcelerovat vetky Eurdpske vyskumné a vedecké kapacity zaoberajtice sa pddou, jej po-
stavenim a funkciami v Zivotnom prostredi s dorazom na jej ochranu v snahe zachovat
ju v udrzatelnom stave aj pre budiice generacie. To znamena na jednej strane maximalne
vyuzit existujice poznatky o podach, na druhej strane zabezpecit ich kompatibilitu a in-
tegraciu v ramci eurdpskeho spolocenstva. Ta druhd poziadavka je prave ulohou v stcas-
nosti pracujicich Eurdpskych komisif pre rozne oblasti podnej politiky zahrfnajtc aj vykon
ochrany pody. Tento predpokladd permanentné sledovanie jej stavu spojené s predikciou
jej dalsieho mozného vyvoja. Monitoring p6d tak ma osobitné postavenie pri stratégii
ochrany, ako aj dal$ieho vyuzivania pddy. Tato koncepcia bola plne chapand a aj uplatnend
v eurdpskej stratégii pod, osobitne pre vykon monitoringu pdd v EU (Huber, et al. 2001),
ktora bola publikovana este v roku 2004 v Luxemburgu (Van Camp et al., 2004) a na kto-
rej vypracovani sa podielal aj Vyskumny ustav podoznalectva a ochrany pody v Bratislave.
Zameranie pdd v SR je v sulade s Ndrodnou stratégiou udrzatelného rozvoja SR, uzne-
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senim vlddy SR ¢&. 664/2000, Statnou pddnou politikou, Stratégiou ochrany a vyuZivania
polnohospodérskej pody v SR do roku 2024, Stratégiou EU na ochranu pédy, pripravova-
nou Ramcovou smernicou EU na ochranu pddy, ako aj Polnohospodérskou a potravino-
vou politikou SR kladucu déraz na efektivnejsie vyuzivanie, ochranu, regenerdciu a trvald
reprodukciu prirodnych zdrojov SR. Vykon monitoringu p6od je v stlade so Zdkonom ¢.
220/2004 Z.z. o ochrane a vyuzivani polnohospodarskej pody a jeho novelizovanej Vy-
hlagky MPRV SR 59/2013. Je zaroven jednym z dolezitych bodov eurdpskej podnej poli-
tiky.

Detailnejsie sme sa zacali zaoberat hodnotenim aktudlneho stavu a vyvoja degradac-
nych procesov v polnohospodarskych pddach Slovenska prostrednictvom komplexného
systému monitorovania pod Slovenska (permanentne od roku 1993) podla konkrétnych
ohrozeni (acidifikacia, salinizdcia a sodifikdcia, kontamindcia pod, ubytok podnej orga-
nickej hmoty a pristupnych makrozivin (P, K, Mg) a mikrozivin (Cu, Zn, Mn), kompakcia
a erozia pdd) (Linkes a kol., 1997, Kobza a kol., 2002, 2009, 2014, 2019, 2024).

Cielom prispevku je poskytnut udaje o dolezitych podnych vlastnostiach tykajucich sa
odporucanych konkrétnych hrozieb pre podu zaradené do monitorovacieho systému pody
na Slovensku (kontamindcia pody, acidifikdcia pddy, salinizacia a sodifikdcia pody, pokles
organickej hmoty a makro- a mikroprvkov, zhutniovanie pody a erézia pddy. Ziskané na-
merané udaje a pozadované vystupy su hldsené Spolo¢nému vyskumnému centru (JRC)
v Ispre (Taliansko) a Eurdpskej environmentalnej agenture (EEA) v Kodani (Déansko).

MATERIAL A METODIKA PRACE

V prispevku sme vychddzali z najnovsich vysledkov permanentného systému monito-
rovania pod na Slovensku, ktory zahrnia 318 monitorovacich lokalit na polnohospodar-
skych podach (Kobza a kol., 2024). Boli sledované a hodnotené zakladné indikatory vlast-
nosti pod, ktoré sa vztahuji ku konkrétnym ohrozeniam pody:

Monitorované indikdtory podla degradacnych procesov pod:

Acidifikacia pod: pH/H,O, pH/KCI, pH/CaClL, KVK (katiénova vymenna kapacita),
vymenné kationy (Ca?*, Mg*, K, Na*), aktivny Al (len ak pH/KCI < 6,0).

Salinizécia a sodifikacia pdd: elektricka vodivost (ECe), obsah vymenného Na v sorp¢-
nom komplexe pddy (ESP) sodikovy adsorpény pomer (SAR), pH/H, O, vymenné katiény
a ani6ny (Ca?*, Mg*, K, Na*, CI, SOf’, COf’, HCOs').

Kontaminacia pod: Cd, Cr, Pb, Ni, Zn, Cu, As, Co (rozklad la¢avkou kralovskou), Hg
(celkovy obsah — analyzator DMA-1 evp)

Kvantitativne a kvalitativne zloZenie pddnej organickej hmoty: POC, N, C . /C,, Q*,

Obsah pristupnych makrozZivin: P, K, Mg (Mehlich IIL);

Obsah pristupnych mikrozZivin: Cu, Zn, Mn (DTPA);

Kompakcia pddy: objemova hmotnost, pérovitost, maximalna kapildrna kapacita, zr-
nitost (USDA).

Erozia pddy: '’Cs, pH/KCl, Cox, P, K, zrnitost (USDA).

Analyzy boli vykonané na pracovisku laboratérnych &innosti pri NPPC - VUPOP
v Bratislave podla Jednotnych pracovnych postupov rozborov pdd (Kolektiv, 2011). Do-
siahnuté vysledky boli spracované a vyhodnotené podla zauzivanych $tatistickych postu-
pov v rokoch 2018 -2022.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Acidifikdcia pod

Acidifikdcia, proces okyslenia pody, predstavuje jeden zo zavaznych procesov chemic-
kej degradacie. Prirodzeny acidifika¢ny proces je intenzivinym hospodarenim a pretrva-
vajicou industrializdciou akcelerovany antropogénnou acidifika¢nou zatazou. V klasickej
literature je kyslost pody charakterizovana nenasytenostou sorpéného komplexu, t.j. va¢-
$inovym zastpenim H* a AP** iénov a pritomnostou volnych H* a AI** iénov v pddnom
roztoku.

Pokles priemernej hodnoty aktivnej podnej reakcie v skupindch vyuzivanych ako orné
pody sme zaznamenali v skupine fluvizemi na nekarbonatovych fluvidlnych sedimentoch,
v skupine pseudoglejov, regozemi na karbonatovych viatych pieskoch, a v skupine regoze-
mi na nekarbondtovych viatych pieskoch. Zmeny v skupinach pdd vyuzivanych ako travny
porast su vyrazné v skupine pseudogleje na polygenetickych sprasovych hlinach (pokles
0 0,56 jednotiek).

Tabulka 1 Acidifikacia vo vztahu k degrada¢nym procesom v pode

Degradacny proces Negativny vplyv acidifikacie
Erézia *

Zhutnenie, kompakcia *
Kontamindcia * k *

Znizenie obsahu organickej hmoty v pode * *
Obmedzenie tvorby mikrobialnej biomasy * *

* slaby; * * stredny; % * * silny

Salinizdcia a sodifikdcia péd

Salinizdcia je proces akumuldcie neutralnych sodnych soli v pdde, predovsetkym chlo-
ridu sodného (NaCl) a siranu sodného (Na,SO,). Indikitorom procesu salinizécie je jed-
nak celkovy obsah rozpustnych soli v pdde a jednak mern4 elektricka vodivost nasyteného
extraktu pody (ECe) (Hrasko, 1962).

Sodifikicia je proces viazania vymenného sodika na sorpény komplex pod. Tento
proces je podmienovany pritomnostou alkalickych soli v pode, predovsetkym uhli¢itanu
sodného (Na,CO,), hydrogénuhli¢itanu sodného (NaHCO,) a kremicitanu sodného (Na-
,810,). Indikdtorom procesu sodifikdcie je jednak obsah vymenného sodika v sorpénom
komplexe (ESP) a jednak podna reakcia (pH) (Sotdkova, 1988, Valla a kol., 1983).

Na zéklade analyz procesov salinizcie a sodifikdcie v 6. monitorovacom cykle moze-
me monitorované lokality rozdelit do $tyroch skupin. V prvej skupine je poda lokality IZa
a Gabcikovo bez vyraznejsich prejavov solnych procesov. V druhej skupine su lokality Ko-
marno-Hadovce so slabou salinizdciou (obsah rozpustnych soli v péde 0,10-0,15%) aj so-
difikdciou (ESP 5-10 %) a Zemné so slabou sodifikaciou. V tretej skupine je lokalita Zlatna
na Ostrove s prejavmi stredne intenzivnej sodifikdcie (ESP 10-20 %). A vo §tvrtej skupine
st pody na lokalitich Kamenin, Ziar nad Hronom a Malé Raskovce so silnymi procesmi
salinizacie (obsah rozpustnych soli v pdde > 0,70 %) aj sodifikacie (ESP > 20 %). Z analyz
podzemnych vdd vyplyva, zZe v niektorych rokoch 6. monitorovacieho cyklu boli zvysené
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hodnoty celkovej mineralizacie (>1000 mS.I") a kritickd hodnota SAR > 5, t.j. hodnoty,

ktoré indikuju procesy salinizécie, boli sporadicky vyssie len na lokalitich Komarno-Ha-

dovce a Zlatna na Ostrove.
vy

Obrdzok 1 Primdrne zasolend péda na Vychodoslovenskej nizine (Malé
Raskovce)

Obrdzok 2 Sekunddrne zasolend péda v Ziarskej kotline (v okoli hlinikdrne)

Nami doteraz ziskané poznatky z vyvoja vlastnosti solnych poéd potvrdzuji sucasne
prebiehajtice procesy salinizacie a sodifikdcie pdd, pri¢om sa ukazuje, Ze proces sodifikdcie
je dominantny. Zaroven nami dosiahnuté vysledky merani dovolia konstatovat, Ze procesy
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salinizacie a sodifikdcie prebiehaju od substratovych horizontov smerom k povrchu pody,
pricom tento vyvoj je zretelnejsi v pddach so slabym az strednym vyvojom solnych pod.

Z hladiska rizikovosti vzniku a rozsirovania solnych pdd charakterizovaného chemic-
kym zlozenim podzemnych vod, je takéto riziko najredlnejsie na dolnej casti Zitného
ostrova v useku Zlatnd na Ostrove — Komarno. Sved¢ia o tom vyssie hodnoty elektrickej
vodivosti a vysokd mineralizacia podzemnych vod. Na Slovensku evidujeme celkom do 3
tis. ha solnych pod (Kobza a kol., 2019).

Kontamindcia pody
V 6. odberovom cykle (rok 2018) sme sledovali zmeny v obsahu rizikovych prvkov len

na lokalitach, kde bol v predoslom cykle stanoveny obsah vyssi ako 80 % limitnej hodnoty
podla platnej legislativy. Pozitivny trend, znizenie obsahu arzénu, sme zaznamenali na 9
zo sledovanych 16 lokalit, jeho obsah vsak zostava stdle nadlimitny. Na 15 lokalitach z cel-
kového poctu 30 sme zaznamenali zniZenie celkového obsahu kadmia, ktory stale zostava
nadlimitny. Na 17-tich lokalitach z celkového poétu 38 sme zaznamenali zniZenie celkové-
ho obsahu kobaltu. Med patri medzi esencidlne prvky pre rastliny aj Zivocichy v optimal-
nom koncentra¢nom intervale. Na 10 lokalitach z celkového poctu 17 sme zaznamenali
zniZenie celkového obsahu medi. Z celkového poc¢tu hodnotenych lokalit v pripade niklu
(32 lokalit), stale zostava vysoké percento nadlimitnych (81 %). Obsah olova zostal na 11
sledovanych lokalitach aj v roku 2018 nadlimitny, na jednej sledovanej lokalite bol v roku
2018 podlimitny, avsak vyssi ako 80 % limitnej hodnoty podla platnej legislativy. Celkovy
obsah Zn bol v roku 2018 na 17 lokalitdch vy3si ako je limitnd hodnota podla platnej legis-
lativy a na 7 lokalitach sa dostal pod tito hodnotu.

V prevaznej vac¢$ine vsak fenomény kontamindcie nie st viditelné volnym okom, ale je
potrebné ich zistit laboratdrne. Z viacerych moznych prikladov je mozné uviest situdciu
vo vyvoji fluéru v Ziarskej kotline, kde v porovnani s koncentraciou fluéru v ovzdusi, jeho
obsah v pode i v sti¢asnosti stale 3-ndsobne prevysuje platny hygienicky limit pre vodoroz-
pustny fluér (5 mg.kg?).
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Graf 1 Vyvoj fluru v okoli hlinikdrne (Ziarska kotlina)

Bolo zistené, ze pddy, ktoré boli kontaminované v minulosti, st kontaminované aj v su-
Casnosti, a preto je potrebné ich neustdle monitorovat. Na Slovensku evidujeme menej ako
1% kontaminovanych pod z celkovej vymery polnohospodarskych pod.
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Kvantitativne a kvalitativne zloZenie podnej organickej hmoty

Mnozstvo podneho organického uhlika (POC) je podmienené genézou pdd, ale na or-
nych podach, predovsetkym v orni¢nom horizonte, je jeho obsah ovplyvneny intenziv-
nym vyuzivanim pody, a preto v porovnani s prirodnymi pddami koncentricia POC je
na ornych pddach znaéne nizsia. Priemerné hodnoty POC sa v ornych pddach Slovenska
pohybujt v intervale 1-2.5% (Kobza a kol. 2020), ¢o v prepocte na humus (prepocitava-
st charakteristické pre regozeme, najvyssie pre ¢iernice. Nakolko POH obsahuje viac ako
95 % celkového mnozstva dusika (Nt), hodnoty Nt su v stlade s hodnotami POC a medzi
tymito parametrami POH boli vo vSetkych hodnotenych podnych typoch zistené kladné,
$tatisticky vyznamné linedrne koreldcie.

V 9¢é. rokoch v dosledku vyraznych zmien, ktorymi preslo polnohospodérstvo na Slo-
vensku sme na vSetkych podnych typoch zaznamenali pokles obsahu POC. Na zaciatku
nového milénia, jednou z priorit $tatnej dotacnej politiky bolo aj zvySovanie obsahu orga-
nickych latok v pdde prostrednictvom organického hnojenia, ¢im sa troven POC zvysila.
V sucasnosti je obsah POC na vicsine podnych typoch ustéleny, mierne zvysenie obsahu
POC bolo zaznamenané na pseudoglejoch a kambizemiach pod trvalymi travnymi po-
rastami a na fluvizemiach a hnedozemiach.

Z hladiska kvality POH relativne stabilnd a vyzretda POH bola zistend na cernozemiach
a cierniciach (hodnoty C,, /C,, > 1), kde prevladaju stabilnejsie huminové kyseliny. Naj-
menej kvalitné sa ukazuji pseudogleje na TTP, na ktorych je hodnota C, /C, <1 a hod-
nota Q*, sa pohybuje v rozpiti 5,5 - 7. V priebehu celého monitorovacieho obdobia boli
zmeny optického parametra minimdlne a udrziavali sa na hodnotach charakteristickych
pre dany podny typ.

V poslednom obdobi sme sa zacali venovat aj raseliniskdm, ktoré st najva¢sim rezer-
voarom terestridlneho organického uhlika a plnia mnohé ekologické funkcie. Doteraz
ziskané vysledky ukazuji na vyrazné rozdiely v sledovanych parametroch, predovsetkym
na vys$iu zasobu organickej hmoty na vrchoviskovych raseliniskdch v porovnani so slatin-
nymi ra$eliniskami (Baranc¢ikovd a kol., 2018).

Obsah pristupnych makrozivin (P, K, Mg) a mikrozivin (Cu, Zn, Mn)

Nadalej pokracuje ubytok pristupnych zivin najma na ornych podach, ¢o poukazuje
na deficit hnojenia. Od roku 1993 (zac¢iatok monitorovania p6d na Slovensku) zistujeme
priemerny ubytok pristupného fosforu a draslika v polnohospodarskych, najma ornych
pddach v priemere o 10-30%, ¢o je prejavom nizkych davok aplikovanych hnojiv (pred
rokom 1990 priemernd davka aplikovanych Zivin 220-230kg. ¢ .z NPK. na 1 ha, v sticas-
nosti priemerne 100kg. ¢. Z. NPK na 1 ha). Obsah prijatelného horcika je stale dobry az
vysoky (s vynimkou velmi kyslych pod, ako st podzoly a rankre podzolové), pohybuje
sa v priemernom rozpéti 200 -600 mg.kg’, ¢o ukazuje na prirodzene dobru prirodzent
zéasobenost nasich pod tymto prvkom, pretoZe ani v minulosti ani v sucasnosti sa horc¢ik
do pody nedodéval (s vynimkou vapenato-hore¢natych hmét — napr. dolomitickych va-
pencov za ucelom vapnenia kyslych pod).

Co sa tyka obsahu mikrozivin (Cu, Zn, Mn), tento je v su¢asnosti stredny, aj ked v po-
slednom obdobi zaznamenavame ich mierny pokles. Pripadné lokélne deficity prejavova-
né urc¢itymi karenénymi poruchami polnych plodin je mozné napravit formou folidrneho
postreku prislu$nou zivinou, ako ekonomicky najprijatelnejsi spdsob. Avsak pri zakladani
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$pecidlnych kultur (ovocné sady, vinice...) je potrebné pripadné deficity v obsahu jednot-
livych mikroZivin odstranit aplikdciou prislusného hnojiva do pddy na hodnotu stredného
obsahu (Kobza a Gaborik, 2008).

Kompakcia pody

Fyzikdlny stav sledovanych pod bol najviac ovplyvneny zrnitostnym zloZzenim pody
(podnym druhom). Celkovo hodnoty objemovej hmotnosti (priemer za vsetky cykly)
mierne klesali v smere od zrnitostne lahsich ku taz§im podam. Tento trend sa prejavo-
val aj v jednotlivych cykloch (s vynimkou ornice lahkych pdd v prvych dvoch cykloch
a hlinitych pdd v piatom cykle v oboch hibkach ornice a podornice). V SR je primarne
zhutnenych asi 200 tis. ha polnohospodarskych pdd, potencidlne dal$ich asi 500 tis. ha
polnohospodarskych pdd.

Tabulka 2 Priestorové zastupenie pdd (% plochy ornych pod) v ramci ornice (10-20 cm)
a podornice (30-40 cm) v 6. odberovom cykle Monitoringu pod Slovenska

% plochy ornych pod
Kategorie rizika zhutnenia pody (v %)
ornica podornica

<20 76,1 26,4
20-40 20,8 14,8
41-60 3,1 33,2
61-80 - 25,5

>80 - 0,1

Erézia pody

Intenzitu erdzie pddy sledujeme pravidelne v 5- ro¢nych cykloch na 20-tich vybranych
transektoch. Recentna erdzia, ktord prebieha na konkrétnych lokalitdch v poslednom ob-
dobi, bola vyhodnotena na zéklade stanovenia priestorovej aktivity radioaktivneho izoto-
pu '"¥Cs v podnych profiloch jednotlivych ¢asti zdujmového tzemia. Aktivita izotopu cé-
zia bola v niektorych pripadoch zaznamenana a7 do hibky 0,50 m, ¢o potvrdzuje vyraznt
akumulaciu podnych castic pretransportovanych vplyvom vodnej erézie po svahu. Plosné
vymery jednotlivych kategérii erodovanosti boli vygenerované aplikovanim erézneho pre-
dikéného modelu Univerzélnej rovnice straty pddnej hmoty — USLE (Wischmeier, Smith,
1978). Hodnoty potenciilnej vodnej erézie na vsetkych sledovanych transektoch vyznam-
ne prekracujui limity straty pédnej hmoty pre hlboké az velmi hlboké pody (15 - 20 t/ha/
rok). Vypocitané hodnoty aktudlnej vodnej erézie boli v porovnani s potencidlnou erd-
ziou (okrem transektov pri Kezmarku, Plavych Vozokanoch a Smolinskom) podlimitné,
¢o je vysledkom vysokej protierdznej t¢innosti pestovanych polnohospodarskych plodin,
predovsetkym trvalych travnych porastov, travnych miesaniek, a hustosiatych obilnin.
Potencidlna vodnd erdzia predstavuje 52,3 % vymery polnohospodarskych pdd Slovenska
(Tabulka 3).

Recentnd erozia prebiehajtica na lokalitdch v obdobi s najvyssou intenzitou polnohos-
podarskej vyroby az po st¢asnost je indikovand na zaklade distribucie radioaktivneho izo-
topu cézia (**’Cs) v pddnych profiloch jednotlivych ¢astiach eréznych transektov. Ziskané
hodnoty priemernej ro¢nej straty pddy su na vetkych zdujmovych lokalitach vyrazne vys-
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$ie ako hodnoty aktualnej straty pody. Aktudlna vodna erdzia sa prejavuje na 12,3 % vyme-
ry polnohospodarskych pod Slovenska (Tabulka 3).

Tabulka 3 Vymery kategorii potencidlnej a aktualnej vodnej erdzie

Poda evidovana v registri GSAA (2023) Potencidlna erdzia Aktualna erdzia
Kategorie erodovanosti (strata pody) Vymera (ha) | %z PP | Vymera (ha) | % z PP
Ziadna, alebo nizka (0 -4 t/ha/rok) 853 809 47,7 1571531 87,7
Stredna (4 - 10 t/ha/rok) 173 843 9,7 124 146 6,9
Vysoka (10 - 30 t/ha/rok) 248 779 13,9 77 226 4,4
Extrémna (viac ako 30 t/ha/rok) 514 819 28,7 18 347 1,0
Spolu 1791 250 100.0 1791 250 100,0

Monitoring pod SR v kontexte s iniciativami EU

Po vstupe SR do EU (1.5.2004) pracovisko aktivne participuje na tvorbe a zdokonalo-
vani eurdpskeho informac¢ného systému o podach, najmé v oblasti monitoringu pod (aj
prostrednictvom Ministerstva zivotného prostredia — Slovenskej agentury Zivotného pro-
stredia a Eurdpskej Environmentdlnej Agenttry - EEA) a sucasne sa spoluriesitelsky po-
diela na vytvarani a spristupfiovani vybranych suborov priestorovych informacii o pode
(tiez vo vztahu k JRC - Eurdpske centrum pre pddu). Ide o participaciu pri tvorbe uda-
jov pre potreby ochrany pody a uzemi v prostredi geografického informacného systému
(GIS). Z dalgich iniciativ treba spomentt aktivity so SAZP a vydanie publikicie Globalne
megatrendy v Zivotnom prostredi (Povazan a kol., 2023), kde je zahrnuté aj pdda, najméi
problém jej znecistovania. Publikdcia vznikla na zadklade iniciativ EEA (Eurdpska envi-
ronmentélna agentura) so sidlom v Kodani. Po¢as dlhodobého rie§enia monitoringu pod
na Slovensku sme sa v minulosti zapojili aj do rieSenia medzindrodného projektu EN-
VASSO (Environmental Assessment of Soil for Monitoring), (Morvan et al., 2007). V sa-
¢asnom obdobi ide o harmonizéciu narodnych monitoringov poédy s LUCAS-om (Land
Use and Land Cover Survey), ktory je v podstate eurépskym centrdlne riadenym moni-
toringom pody a podnej pokryvky pri zohladneni EUSO (Eurdpske observatorium pre
podu), kde jednym z délezitych aktivit je prave vytvorenie harmonizovaného ramca pre
monitorovanie pddy v Eurdpe. Taktiez treba spomenut spolupracu s JRC (Joint Research
Centre) so sidlom v Ispre (Taliansko) a najmi s EEA v Kodani (Déansko) pri spracovani
viacerych vystupov z monitoringu pdd SR, ako napr. spoluticast na priprave materialu Soil
monitoring in Europe, projekt wiki, praca v EK v suvislosti s monitoringom p6dy a najma
jej kontamindciou. TaktieZ mozno spomentt spolupracu na projekte ISLANDR (Informa-
tion-Based Strategies for Land Remediation) v ramci Horizon Europe, a to v oblasti difu-
znej kontamindcie p6d najma formou dotaznikov. V neposlednom rade mozno spomentit
aj spolupracu v rdmci IMPEL-u (European Union Network for the Implementation and
Enforcement of Environmental Law - implementdcia environmentdlnej legislativy EU
v ramci medzinarodnej spolupréace). Z najnovsich aktivit mozno spomenut tcast na pro-
jekte EJP SOIL_D6.5 Gudelines for accounting and monitoring agricultural soil carbon,
fertility and degradation changes at different scales (Andrenalli ef al., 2024). Zavizujucim
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materidlom tiez bude Smernica Eurdpskeho parlamentu a Rady o monitorovani a odol-
nosti pddy (Smernica o monitorovani pody) (EK, 2023).

| JRClspra(Tal) | | Eurépska environmentalna agentura, Kodar |
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Obrézok 3 Implementdcia CMS-Péda v rdmci Ciastkovych monitorovacich
systémov a tok informdcii medzi EEA a SR

ZAVER

Na zaklade nami doteraz zistenych poznatkov najvyraznej$ie zmeny sme zistili pri
zhor$ovani fyzikdlneho stavu pod a najmé erdzie pod najmd na intenzivne obhospoda-
rovanych polnohospodarskych podach, tiez vyrazny tbytok pristupnych zivin (hlavne
fosforu a draslika) najmi na ornych podach. V poslednej dobe zistujeme urcitu stabili-
zaciu pddnej organickej hmoty na niektorych lokalitdch a pédach. V kontamindcii pod
sme od zacdiatku monitorovania pod zatial nezistili Statisticky preukazné zmeny, ¢o vSak
znamend, ze lokality ktoré boli uz v minulosti kontaminované si tento nepriaznivy stav
udrzuju aj v sticasnosti.

Jednou z délezitych iniciativ Eurdpskej stratégie monitoringu p6d je stimuldcia nérod-
nych stratégii ochrany pddy a ich hodnotenia. Snahou EK je pribliZenie takého monitoro-
vacieho procesu, ktory by bol ndpomocny pre riadenie vSetkych aktivit na pode vratane
ochrany pody a jej funkcii transparentnym spdsobom vo vsetkych krajinach EU. V stlade
s koncepciou Eurdpskej stratégie, v monitorovacom systéme pod Slovenska je zahrnuté
sledovanie dolezitych vlastnosti pod podla konkrétnych ohrozeni (kontaminacia pod, aci-
difikdcia, salinizcia a sodifikdcia pod, ubytok podnej organickej hmoty a makro- a mik-
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rozivin, kompakcia a erézia p6d). Monitoring pod tak ma osobitné postavenie pri stratégii
ochrany, ako aj dal$ieho vyuzivania pddy. Tato koncepcia bola plne chapand a aj uplatnend
v eurdpskej stratégii pod, osobitne pre vykon monitoringu péd v EU.
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Rozdiely v zakladnych chemickych vlastnostiach pod
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Differences in the basic chemical properties of minimally and
conventionally cultivated soils
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of conventional (KT) and mini-
mized (MT) tillage on the basic chemical properties of Mollic Fluvisol, Chernozem, and
Haplic Luvisol. The differences in soil properties between KT and MT were investigated at
fifteen sites to a depth of 0.4 m. The results revealed that the concentration and distribu-
tion of total and labile carbon in the profile, as well as pH,,, , and hydrolytic acidity values
corresponded with the depth of tillage. The change in tillage from conventional to min-
imized tillage resulted in a statistically significant decrease in the concentration of labile
carbon (C,) and a decrease in humus quality (C, /C,, - carbon of humic acids and fulvic
acids) in Chernozem and Haplic Luvisol, while in Mollic Fluvisol there was a statistically
significant increase in hydrolytic acidity (H). Therefore, C, C, /C,, and H can be con-
sidered as suitable indicators of changes in the chemical properties of soils whose tillage
technology has been transformed from conventional to minimized tillage.
Keywords: conventional tillage, hydrolytic acidity, minimized tillage, organic carbon, pH

UvoD

Novsie poznatky o vztahoch medzi pestovanymi plodinami a pddno-klimatickymi
podmienkami, vyzivou a ochranou rastlin naznacili, ze konvenéné obrabanie pody, kto-
rého zékladom je orba, mozno efektivne nahradit inymi napr. minimaliza¢nymi technolo-
giami (Kotorova et al., 2018).

Dlhodobé pouzivanie konvené¢nej technoldgie vedie k poklesu obsahu podnej organic-
kej hmoty urychlenim jej mineralizécie spdsobenej zvy$enou aeraciou pody (Sithole et al.,
2019). Dochadza k rozpadu podnej Struktiry spojenou s narastom objemovej hmotnosti
pody, poklesom makropdrovitosti, v dosledku ¢oho sa znizuje dostupnost vody aj Zivin, ¢o
sa v kone¢nom dosledku prejavi poklesom urod (Qin et al., 2004).

Na zniZenie strat pody a zachovanie jej vlhkosti sa postupne zavadza konzerva¢né ob-
rabanie (bez obrabania — no-till, minimaliza¢né obrabanie, mulCovacie obrabanie), ktoré
vedie k poklesu erdzie a degradacie pody. Konverzia konven¢ného na minimalizacné obra-
banie moze podporit nérast obsahu organického uhlika a dusika v povrchovej vrstve pody
(Jacobs, 2009), sposobit zmeny v dostupnosti zivin (najma fosforu), katiénovej vymenne;j
kapacity a pH, ktoré ovplyviuju dostupnost makro — a mikroprvkov t¢inkom na chemic-
ké reakcie za vzniku nerozpustnych zlticenin (Watts et al., 2010; Busari a Salako, 2013).

Cielom price bolo prezentovat zisadné rozdiely v zakladnych chemickych vlastnos-
tiach ¢ernozemi, hnedozemi a ¢iernic obrabanych konvenénou a minimaliza¢nou techno-
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légiou. Rozdiely boli skiimané na patnastich pokusnych lokalitach, kde pédne vzorky boli
odobraté zo susednych parciel, z ktorych jedna bola o$etrend minimaliza¢ne a vedlajsia
konvencne.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Lokality odberu pédnych vzoriek a ich charakteristika

Vyskum sa realizoval v siedmich polnohospoddrskych podnikoch, kde sa dlhodobo
(6-22 rokov) pdda obraba minimaliza¢ne, bud na celej vymere alebo len na urcitych par-
celach. Na kazdom z pdtnastich stanovist sa na rovnakej BPEJ (Bonitovanej p6dno-eko-
logickej jednotke) kontrolnd poda obrdbana konven¢nou technoldgiou (KT) nachddzala
v bezprostrednom susedstve s pddou obrdbanou minimaliza¢nou technoldgiou (MT)
(Polldkova et al., 2018).

Geomorfologicky su lokality Selice a Dolna Streda situované v Podunajskej niZine
na oboch brehoch rieky Vah v nadmorskej vyske 113-130m. Priemernd roc¢na teplota
v rokoch 1970-2007 bola 9,9 °C a priemerné zrazky 538 mm. Lokality Mocenok, Prasi-
ce, Dolnd Malanta, Dolné Dubové a Krakovany sa nachddzaji v Podunajskej pahorkatine
(Nitrianska, Zitavsk4, Trnavska) v nadmorskej vyske 160 — 280 m. Priemernd ro¢na teplota
v rokoch 1970-2007 bola 9,9 °C a priemerné zrazky za rovnaké obdobie boli 561,5 mm.

Osevny postup vo vsetkych zaujmovych lokalitich je velmi podobny. Polnohospodari
pestuju len ekonomicky zaujimavé plodiny, ktoré stale rotuju, preto bolo mozné na porov-
nanie pddnych vlastnosti pouzit parcely spravované nielen jednym podnikom.

V zaujmovych lokalitdch konvencna technoldgia obrabania pody (KT) zahfna orbu
s obratenim do hibky 25-30cm a nésledné operacie spojené s pripravou osivového 167ka.
Pdda s minimaliza¢nou technolégiou (MT) je obrdband povrchovo, do hibky 10-12cm
bez obratenia. V zévislosti od aktudlneho fyzikélneho stavu pédy sa pouziva hibkové
kyprenie do 40 cm (bez obracania).

Tabulka 1. Lokalizacia odberovych miest, pouzivana technoldgia obrdbania, podny typ,
pestované plodiny v ¢ase odberu podnej vzorky

Lokalita Technoldgia | Podny typ Pestovana plodina v ¢ase odberu vzorky
Cernozem MT repka olejna, KT psenica ozimna
Mocenok | MT (15) Cernozem MT ja¢men jarny, KT slne¢nica rocna
Jarok KT Cernozem MT péenica ozimnd, KT pdenica ozimnd
Ciernica MT pSenica ozimna, KT pSenica ozimna
Krakovany | MT (6) Cernozem MT soéja fazulovd, KT slne¢nica ro¢nd
Piestany KT Ciernica MT kukurica siata, KT kukurica siata
Dolna MT (9) Ciernica MT péenica tvrdd, KT p3enica tvrdd
Streda KT Ciernica MT péenica ozimna, KT repka olejna
Selice MT (22) Ciernica MT -, KT -
KT
Dolné MT (10) Cernozem MT pSenica ozimna, KT pSenica ozimna
Dubové KT Hnedozem MT péenica ozimna, KT pdenica ozimnd
Radosovce Hnedozem MT repa cukrova, KT repa cukrova
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Pokracovanie Tabulky 1

Lokalita Technoldgia | Podny typ Pestovana plodina v ¢ase odberu vzorky
Prasice MT (15) Hnedozem MT repka olejnd, KT pSenica ozimna
Paulen KT Hnedozem MT péenica ozimna, KT pSenica tvrda
Dolnd MT (21) Hnedozem MT kukurica siata, KT kukurica siata
Malanta KT

MT - minimaliza¢né obrabanie, KT - konven¢né obrabanie, pocet rokov minimaliza¢ného obra-
bania pody je uvedeny v zatvorke

Odber pédnych vzoriek

Rozdiely vo vlastnostiach pdd obrébanych konven¢nou a minimaliza¢nou technold-
giou boli zistované na patnastich stanovistiach, z ¢ernozeme (5 stanovist), hnedozeme (5
stanovist), a ¢iernice (5 stanovist), ktoré boli zrnitostne stredné. Na kazdom z pétnastich
stanovist pody obrabanej minimaliza¢ne boli vykopané tri sondy a taktiez tri sondy boli
vykopané v ten isty deil na susednej parcele obrédbanej konven¢ne. Odbery vzoriek a ana-
lyzy boli urobené na jar 2015 a 2016 do hibky 0,4 m po 0,1 m vrstvach.

Na stanovenie chemickych vlastnosti boli vzorky laboratériu vysusené. Z ciastkovych
vzoriek troch sond kazdej parcely boli urobené zlozené vzorky po 0,1 m vrstvach. Takto
z kazdej parcely vznikli zlozené vzorky pody z vrstiev 0,0-0,1m; 0,1-0,2m; 0,2-0,3m;
0,3-0,4m. Kazda zlozend pddna vzorka bola rozomleta a preosiata cez sito s priemerom
6k 2mm. Vo vzorkach boli stanovené nasledovné chemické vlastnosti:

+  obsah celkového organického uhlika (C ) - oxidimetricky metédou Turina (Or-

lov a Gri$ina, 1981),
+  obsah labilného uhlika (C)) oxidovatelného 5 mmol.dm™ KMnO, v kyslom pro-
stredi 2,5 mmol.dm™ H,SO, (Loginow et al., 1993),

«  obsah celkového dusika (N,) - metéddou Kjeldahla (Hriviidkova et al., 2011),

o frakéné zlozenie humusu skratenou frakciondciou Kononovej a Bel¢ikovej (1961)

+  podna reakcia - potenciometricky v H,O (Hriviakova et al., 2011),

o hydrolytickd kyslost (H) - metédou Kappena (Hanes, 1999),

o kationova sorpc¢na kapacita (T) — metodou Pfeffera v modifikacii Molodcova a Ig-

natovej (Hanes, 1999).

Analyzy organického uhlika boli robené v troch opakovaniach, ostatné analyzy v dvoch
opakovaniach. Ziskané vysledky boli spracované Statisticky pomocou analyzy rozptylu
ANOVA (Statgraphics Centurion XVI, Vers. 16.0.08).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Organickd hmota v podnych profiloch

Obsah organickej hmoty v pode je regulovany bilanciou medzi biotickymi vstupmi
a stratami a abiotickymi podmienkami, medzi ktoré mozno zaradit aj sposoby obrébania
pody. V profiloch hodnotenych spdsobov obrabania vidno zna¢né rozdiely v obsahoch aj
v distribucii organickej hmoty (tab. 2). V pode obrabanej minimaliza¢ne (MT) je zrejmy
vy$si obsah celkového organického uhlika (C ) v povrchovej (0-0,1m) vrstve (v Cierni-
ci dokonca preukazne) v porovnani s pddou konven¢ného systému (KT). Ostry pokles
C,, v MT systéme nastal uz vo vrstve 0,1-0,2m, kym v pode obrabanej konvencne az vo
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vrstve 0,3-0,4m. Prerozdelenie uhlika v profiloch tzko stvisi s hibkou obrébania a za-
prévania pozberovych zvyskov a organickych hnojiv do pody, ktoré je v MT do hibky
0,10-0,15m, kym orba sa vykondva az do hibky 0,3m. V pode obribanej konvenéne bol
obsah C_ vo vrstve 0,0-0,3m viac-menej vyrovnany. Podobnu distribtciu uhlika v MT
verzus KT zistili aj Jacobs et al. (2010), Jakab et al. (2023).

Tabulka 2. Obsah organického uhlika a dusika, ich pomerné zastpenie a kvalita

humusu - priemery z parciel ¢ernozemi, hnedozemi a ¢iernic konvenéného

a minimaliza¢ného obrabania pody

. Cox | CL

Hlbka " CN, Cu/ Ci

[gke]

kt | mr | kr | mr | kT | MT | KT | MT
Cernozem

0,0-0,1 16,1 a 18,1a 2,3a 2,3a 10,2a 10,2 a 1,34a 1,12b

0,1-0,2 15,6 a 14,1a 2,1a 1,6 b 10,6 a 10,4 a l,41a L,15b

0,2-0,3 14,8 a 12,8 a 19a 1,3b 10,5a 9,9a 1,47 a 1,26 b

0,3-0,4 99a 93a 1,3a 1,0a 95a 9,2a 1,42a 1,31a

(0,0-0,4) | 14,1a 13,6 a 19a 1,6 b 10,2a 9,9a l,41a 1,21b

[m]

Hnedozem
0,0-0,1 11,2a 12,6 a 1,7a 1,7a 99a 10,1 a 0,88 a 0,93 a
0,1-0,2 11,1a 11,0 a 1,6a 1,5a 10,2 a 10,7 a 0,97 a 0,94 a
0,2-0,3 10,3 a 81b 1,5a LLlb 10,5a 10,0 a 1,05a 0,85b
0,3-0,4 6,7 a 58a 09a 0,6 b 85a 92a 1,18 a 0,86 b
(0,0-0,4) 9,8a 94a 1,4a 12b 98a 10,0 a 1,02a 0,89 b

Ciernica
0,0-0,1 223a 25,1b 2,3a 2,8a 10,8 a 11,4b 1,26 a 1,28 a
0,1-0,2 23,0a 21,0 a 2,7a 24a 10,4 a 10,9 a 1,32a 1,39 a
0,2-0,3 21,0 a 18,3 a 2,2a 1,8a 10,2 a 10,4 a 1,48 a 1,33 a
0,3-0,4 15,8 a 15,7 a 1,5a 1,4a 10,1 a 9,9a 1,30 a 1,38 a
(0,0-0,4) | 20,5a 20,0 a 2,2a 2,1a 10,4 a 10,7 a 1,34 a 1,35a

Vysvetlivky: C - celkovy organicky uhlik, C, - labilny organicky uhlik, N, - celkovy organicky
dusik, C_/N, - pomer C_/N, C, /C_ - zastipenie uhlika huminovych kyselin a fulvokyselin, KT
- konvencné obrabanie pody, MT - bezorbové minimaliza¢né obrabanie pddy. Rozdielne pismena
(a-b) oznacuju, ze vlastnosti pddy medzi konven¢nym a minimalizaénym obrabanim sa $tatisticky
vyznamne lisia pri (P < 0,05) podla Tukeyho testu.

Spolu s poklesom celkového obsahu organického uhlika s hibkou nastal rovnomerny
pokles labilného uhlika (C)), ktory bol mierne vyssi v 0,0-0,1m vrstve pody obrabanej
minimaliza¢ne, avSak vo vrstve 0,1 -0,4m mala MT menS$iu koncentraciu labilného uhli-
ka nez poda obrabana konvencne. Vysledky nepotvrdili predpoklad, ze C, bude vyrazne,
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preukazne vyssi v povrchovej vrstve 0,0-0,1(0,2) m pddy obrabanej minimaliza¢ne, i ked
je zname, Ze obsah labilnej formy organickej hmoty sa da rychlo zvysit pridanim éerstvych
rastlinnych a Zivo¢isnych zvyskov, no tiez sa velmi rychlo straca, najma v désledku pokle-
su doddvok cerstvych zvyskov alebo zintenzivnenia obrabania p6dy Brady a Weil (1999).
Celkovo, v sumérnej vrstve 0,0-0,4m vsetkych skimanych pod bol C, viac obsiahnuty
v pdde konvenéného systému v porovnani s minimaliza¢nym, v ¢ernozemi a hnedozemi
dokonca $tatisticky preukazne (tab. 2). Preto mozno C, povazovat za vhodny indikator
zmien chemickych vlastnosti pddy, ktorej technoldgia obrdbania bola transformovana
z konven¢nej na minimalizaénd. VSeobecne, labilné formy organického uhlika st vybor-
nym ukazovatelom kvality pddy, a ovela citlivejsie reaguju na zmeny v hospodareni v po-
rovnani s celkovym obsahom organického uhlika (Haynes, 2005).

Rovnako ako organicky uhlik, aj koncentracia celkového dusika (N)) klesala s hibkou
(tab. 2). Organicky dusik je sic¢astou pddnej organickej hmoty, najma humusu, v ktorom
tvori jeden zo zakladnych stavebnych prvkov. V§eobecne plati, ze so zvy$ovanim stupiia
humifikacie sa zvy$uje aj zastipenie dusika v humuse, ¢asto hodnotené ako pomer C:N.
Vysledky ukdzali rovnomerné zuzovanie pomeru C_:N, s hibkou, ¢o sved¢i o vyssom stup-
ni rozkladu, mineralizacie, humifikacie a/alebo stabilizacii p6dnej organickej hmoty s hlb-
kou. Medzi pddou obrabanou MT a KT neboli zaznamenané preukazné rozdiely v pome-
roch C_:N. )

Narast miery humifikicie so stupajicou hlbkou bol potvrdeny zvysujucou sa kvalitou
humusu, ktord bola hodnotend ako zastipenie uhlika huminovych kyselin a fulvokyselin
(Cy/Cp)- Takmer v celom profile Ciernice bola kvalita humusu nepatrne vyssia v pode
obrabanej minimaliza¢ne nez obrdbanej konvencne (tab. 2). Na druhej strane, hodnoty
C,,i/C, ukézali vyssiu kvalitu humusu v ¢ernozemi a hnedozemi obrabanej konvencne ¢o
naznacuje, Ze transformaciou obrabania z KT na MT doslo v uvedenych pddnych typoch
k poklesu kvality humusu. Vo vrstve 0,0 - 0,3 m ¢ernozeme a vo vrstve 0,2-0,4 m hnedoze-
me boli rozdiely statisticky preukazné (tab. 2). Vyssia kvalita humusu v ¢ernozemi a hne-
dozemi obrébanej konvenéne bola pravdepodobne spdsobend intenzivnej$im vstupom
vzduchu a najmai kyslika, ktory urychlil procesy premeny zapravanej organickej hmoty aj
v hibsich vrstvach. Naopak, Tobiasova a Simansky (2009) zistili odlisny trend v hnedoze-
mi v lokalite Dolna Malanta a konstatuju, Ze v 0,0 - 0,3 m vrstve boli obsah a kvalita humu-
su nepreukazne vys$ie v pdde obrabanej minimaliza¢ne.

Sorpéné viastnosti a pH pédnych profilov

Vysledky stanoveni ukazali nérast hodnét pddnej reakcie s hibkou v poédach obraba-
nych oboma technolégiami (tab. 3). Spolu s narastom pH,, , takmer rovnomerne klesala
hydrolytickd kyslost (H) a stipal stupen nasytenia sorpéného komplexu bazickymi ka-
tiénmi (V), ktory bol okrem hnedozemi plne nasyteny. Okyslenie povrchovej vrstvy pody
(0,0-0,2/0,3 m) pravdepodobne suvisi s rozkladom organickej hmoty (jej najvacsie zastu-
penie bolo prave vo vrstve 0,0-0,2/0,3m) pocas ktorého sa do pody uvolfuju organic-
ké kyseliny (Huluage, 2005; Pollakova et al., 2015), rozpustny organicky uhlik a CO, ako
zdroj kyseliny uhlicitej (Fujii et al., 2017). Zvy$ena kyslost taktiez svisi s vylu¢kami kore-
nov (v ktorych st zastupené aj organické kyseliny), tiezZ s vymyvanim bézickych kationov
zrazkovou vodou, ako aj ich odberom trodami plodin.
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Tabulka 3. Podna reakcia a charakteristiky sorpéného komplexu — priemery z parciel
¢ernozemi, hnedozemi a ¢iernic konvenéného a minimaliza¢ného obrabania pody

) pH,, H | T | %
[}IIIIII])ka [%] [mmol.kg']

KT MT KT | MT | kT | MT | KT | MT
Cernozem

0,0-0,1 7,13 a 6,73 a 12,2 a 169a | 1251a | 141,5a | 90,6a 88,1a
0,1-0,2 7,25 a 7,15 a 10,5a 13,1a 148,8a | 147,7 a 93,0a 91,1a
0,2-0,3 7,32 a 7,05 a 9,9a 12,0 a 117,0a | 146,7 a 91,5a 91,8a
0,3-0,4 7,48 a 7,21a 7,8a 7,2a 159,0a | 153,8a | 95,1a 95,3 a
(0,0-0,4) | 7,30a 7,04 a 10,1 a 12,3a | 137,5a | 147,4a | 92,6a 91,6 a

Hnedozem
0,0-0,1 7,05 a 6,91 a 13,1a 16,2 a 117,7a | 121,2a | 889a 86,6 a
0,1-0,2 7,06 a 6,98 a 12,8 a 153 a 105,2a | 118,0a | 87,8a 87,0 a
0,2-0,3 7,40 a 6,98 a 9,3a 143 a 106,9a | 122,3a | 91,3a 88,3 a
0,3-0,4 7,21 a 7,10 a 9,6 a 11,0 a 118,6a | 1456a | 919a 92,4 a
(0,0-0,4) | 7,18a 6,99 a 11,2a 14,2 a 112,1a | 126,8a | 90,0a 88,6 a

Ciernica
0,0-0,1 7,66 a 7,24 a 7,6 a 155b | 223,8a | 2134a | 96,6a 92,7 a
0,1-0,2 7,66 a 7,30 a 7,5a 14,7b | 217,0a | 228,7a | 96,5a 93,6a
0,2-0,3 7,74 a 7,52 a 6,1a 95a 222,8a | 208,8a 97,3 a 95,5a
0,3-0,4 7,86 a 7,75 a 58a 7,1a 2329a | 206,2a 97,5a 96,6 a
(0,0-0,4) | 7,73a 7,45 a 6,8a 11,7b | 224,1a | 2143a | 97,0a 94,6 a

Vysvetlivky: pH,, | - aktivna podna reakcia, H - hydrolyticka kyslost, T - kationové sorpcna ka-
pacita, V - stupen nasytenia sorpéného komplexu bazickymi kationmi, KT - konvencné obrabanie
pody, MT - bezorbové minimaliza¢né obrébanie pddy. Rozdielne pismend (a-b) oznacuju, ze vlast-
nosti pody medzi konven¢nym a minimaliza¢nym obrabanim sa $tatisticky vyznamne lisia pri (P <
0,05) podla Tukeyho testu.

Porovnanie chemickych vlastnosti pody obréabanej minimaliza¢ne s podou obraba-
nou konven¢ne poukazalo na vyssie pH,,,, a logicky nizie hodnoty H najma v 0,0-0,3m
vrstve pody obrdbanej konvencne (tab. 3). Dovodom je pravidelné obracanie ornice, a tak
vynasanie preplavenych bazickych katiénov do povrchovej vrstvy pody, kym v pode obra-
banej minimaliza¢ne zostavaju tieto latky v niz$ich vrstvach. Premiestnenie preplavenych
bazickych katiénov zo spodnej do povrchovej vrstvy pody, hlbsie zapravanie pozberovych
zvyskov a hnojiv sa prejavilo aj rovnomernej$im obsahom bdzickych katiénov, katiéno-
vej sorpcnej kapacity a vy$$im nasytenim bézickymi kationmi pody obrabanej konvenéne
v porovnani s obrabanou minimaliza¢ne (najma vo vrstve 0,0 -0,3 m).

Poda obrabana konvencne mala nepreukazne vyssie hodnoty pH,,, , nez obraband mi-

/242/



Aktudlne trendy v agropotravindrstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

nimaliza¢ne (najma vo vrstve 0,0-0,2/0,3 m). Rozdiely PH,,0 sice neboli preukazné, av-
$ak boli podobné tym, aké uviedli Biichi et al. (2017) aj Mloza-Banda et al. (2016).

Z vysledkov uvedenych v tabulke 3 je zrejmé, Ze okrem H, ziadna zo skiimanych sorpc¢-
nych vlastnosti a pH,,, sa preukazne nelisila medzi porovndvanymi systémami obrabania.
Preto hydrolytickd kyslost mozno povazovat za lepsi ukazovatel okyslenia pddy v porov-
nani s ostatnymi sledovanymi parametrami. Uvedené konstatovanie boli potvrdené aj vy-
sledkami uvadzanymi Li a Johnson (2016).

ZAVERY

Vysledky ukazali, Zze koncentrdcia a rozmiestnenie uhlika v profile korespondovala
s hlbkou obrabania. V povrchovej (0,0-0,1m) vrstve pddy obrabanej minimaliza¢ne bol
vy$si obsah celkového (v ¢iernici Statisticky preukazne) aj labilného organického uhlika,
kym vo vrstve 0,1 -0,4m boli vyssie obsahy oboch foriem uhlika v pdde obrabanej kon-
vencne.

Premiestnenie preplavenych bazickych kationov orbou zo spodnej do povrchovej vrs-
tvy pody, hlbsie zapravanie pozberovych zvyskov a hnojiv sa prejavilo vy$sim pH_, | a niz-
$ou hydrolytickou kyslostou najmi v 0,0 - 0,3 m vrstve pddy obrabanej konven¢ne nez mi-
nimaliza¢ne.

Transformaciou obrabania z konven¢ného na minimaliza¢né doslo v ¢ernozemi a hne-
dozemi k $tatisticky preukaznému poklesu koncentrécie labilného uhlika (C)) a k poklesu
kvality humusu (C,, /C,, - zastipenia uhlika huminovych kyselin a fulvokyselin), kym
v ¢iernici doslo k Statisticky preukaznému narastu hydrolytickej kyslosti (H). Preto mozno
C,, C,,/C,, a H povazovat za vhodné indikdtory zmien chemickych vlastnosti pody, ktorej
technoldgia obrabania bola transformovana z konvenénej na minimalizaénd.
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Druhova diverzita travneho porastu ovplyvnena mineralnym
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Plant species diversity of semi-natural grassland influenced by mineral
fertilization applied by various approaches: permanently, interrupted,
and cyclically
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Abstract

The aim of study was to evaluate effects of mineral fertilizer application on botanical
composition of semi-natural grassland. In four-year period, nitrogen and phosphorus
were applied as a single element or their combination at doses as follows: permanently
(4x30 kg.ha! N and/or 4x6 kgha' P once a year); interrupted (biyearly 2x 60 kg.ha!
and/or 2x12 kg.ha' P) and cyclically (once a four year: 120 kg.ha' and/or 24 kg.ha'P
every second year). The highest (120N/24P) and middle (60N/12P) doses were applied
as a rotation of macrobiogenic elements, as well. These treatments were compared with
non-fertilized control and a set of fertilized controls. Effect on botanical composition of
semi-natural grassland of these applications was investigated. Control treatments had the
lowest level of plant species diversity. Nitrogen, phosphorus and their combination had id-
iosyncratic results, with lowest level of biodiversity in comparison to applied interrupted.
However, the highest and middle doses mineral nutrients applied as rotation over four-
year period provided, on average, better results. After the first cycle of applied nutrient on
a rotation principle, it seems that such an approach to stabilize plant species richness.
Keywords: nitrogen, phosphorus, fertilization, plant species

UvoD

Antropogénne aktivity tuplne zmenili suchozemsky povrch, ocedny i atmosféru a pre-
rozdelili Zivot na Zemi (Lewis, Malsin, 2015). Preto Paul Crutzen navrhol, dobu, v kto-
rej zijeme, pomenovat Antropocéne (Cruzten, Stoemer, 2000; Crutzen, 2002). N zaklade
tychto informadcii rézni autori (Rockstrom et al. 2009a,b; Steffen et al., 2011, 2015) vytvo-
rili koncept deviatich planetarnych limitov, ktoré, ak chce Iudstvo prezit, by nemali byt
prekrocené. Jednym z tychto limitov je biogeochemicky cyklus dusika a fosforu. Autori
kvantifikovali maximalne mnozZstvo aplikovaného dusika na jednu $tvrtinu az jednu tre-
tinu sucasnej urovne. Pri fosfore horna hranica je stanovena na desat ndsobok rychlos-
ti zvetravania/uvolilovania tejto ziviny do podneho prostredia. KedZe uvedené hranice
st prchavé, stanovili sme davku dusika na 30 kg.ha ako Stvrtinovi davku zo sticasnych
urovni a 6 kg.ha' fosforu ako hornd hranica zvetrdvania materskych hornin a jeho uvol-
novania do prostredia. Daldou planetdrnou hranicou bola stanovena aj diverzita. Preto
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v predlozenom prispevku hodnotime rdzne pristupy aplikovaného dusika a fosforu (sa-
mostatne, alebo v kombindcii) na druhovu pestrost poloprirodného travneho porastu.

MATERIAL A METODIKA PRACE

V roku 2020 bol v Liptovskej Teplicke na trvalom travnom poraste, ktorého podny typ
je rendzina (pH neutrdlna - 6,90; velmi dobré koncentrécia - C__43,20 g.kg™; nizka kon-
centracia P - 5,99 mgkg'; vyhovujtca koncentracia K - 115,14 mg.kg’; a velmi vysoka
koncentracia Mg - 1131,45 mg.kg™"), zaloZeny pokus s aplikovanim mineralny priemysel-
nych hnojiv. Aplikovali sa dusikaté a fosfore¢né hnojiva: cyklicky (raz za $tyri roky: N 60
alebo 120 kg.ha', P 12 alebo 24 kg.ha' a ich kombinacia), prerusovane (kazdy druhy rok:
N 30 alebo 60 kg.ha'', P 6 alebo 24 kg.ha", a ich kombindcia), alebo kazdoro¢ne (N 30, P 6
kg.ha'! a ich kombindcia). Ich vplyvy sa porovnavali s nehnojenou kontrolou, kazdoro¢ne
hnojenym variantom N120 a P24, ako aj rovnakym variantom, ale obohatenym o draslik
(K) (N120, P24, K48 - udaje za chemickou znackou prvku je mnozstvo kg.ha'). Zaroven
na 6smich variantoch doslo v ¢ase i priestore k zmene aplikovanych Zivin. Zamerom bolo
aplikovat hnojiva takym spdsobom, aby za $tyri roky v trvani jedného cyklu, boli parcely
travneho porastu hnojené 120 kg.ha'N, 24 kg.ha! P a ich kombinacia. Uvedené sa netyka
hnojenych kontrol. Aplikaciu zivin v jednotlivych rokoch zobrazuje tabulka 1.

Priemyselné fosfore¢né a dusikaté hnojivd (davky N30 a N60) boli aplikované na jar.
Dévka dusika N120 bola delend na dve (rovnaké), pricom prva davka bola rozhodend
na jar a druhd po prvej kosbe. Porasty sa vyuzivali extenzivnym spdsobom, t.j. dvakrat
pocas vegetacného obdobia: v case maximalne naakumulovanej fytomasy (jul) a potom ku
koncu vegetacie (koniec septembra, pripadne zaciatok oktobra).

Pred prvou kosbou sa vykonalo botanické hodnotenie na stanovenie pritomnosti vys-
$ich rastlin. Zaznamenané rastliny sa zapisali do xIs siboru, v ktorom boli zoradené podla
opakovani, ako aj za cely variant. V predlozenom prispevku hodnotime pocet druhov rast-
lin v priemere za opakovanie, ako aj druhy pritomné na variante.

Rozmery parcely boli 1x1m. Kazdy zo sledovanych 20 variantov mal 4 opakovania.
Parcely boli od seba navzajom oddelené 0,5m chodnikom.

Tabulka 1 Schéma déavok zivin aplikovanych na jednotlivé varianty

Variant 2020 2021 2022 2023
1 N120 0 P24 0

2 0 N120 0 P24
3 P24 0 N120 0

4 0 P24 0 N120
5 Permanentne P6 P6 P6 P6
6 Prerusovane P12 0 P12 0

7 Cyklicky P24 0 0 0

8 Permanentne N30 N30 N30 N30
9 Prerusovane N60 0 N60 0
10 Cyklicky N120 0 0 0
11 Permanentne N30 P6 N30 P6 N30 P6 N30 P6
12 Prerusovane N60 P12 0 N60 P12 0
13 Cyklicky N12 0P24 0 0 0
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Pokracovanie Tabulky 1

Variant 2020 2021 2022 2023

14 Permanentne N120 P24 N120 P24 N120 P24 N120 P24
15 Kontrola 0 0 0 0

16 N60 0 P12 0

17 0 N60 0 P12

18 P12 0 N60 0

19 0 P12 0 N60

20 Permanentne | N120 P24 K48 N120 P24 K48 N120 P24 K48 N120 P24 K48

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade variantov 1 -4 a 16 - 19 (rota¢na aplikacia Zivin) mozno hovorit, Ze predlo-
zené vysledky predstavuju stibor vystupov jedného cyklu. Tabulka 3 zobrazuje vystupy $ta-
tistického Setrenia, pomocou dvojcestnej analyzy variancie, kde roky, varianty aj ich inte-
rakcia poukazuju na $tatisticky vysoko preukazné rozdiely medzi variantmi v pritomnosti
rastlinnych druhov (merané na zédklade jednotlivych opakovani).

Z tabulky 2 vyplyva, Ze najmensia diverzita rastlinnych druhov, ¢i uz v priemer za va-
riant, alebo po opakovaniach, sa nachadza variantoch bud bez aplikacie zivin (kontrola,
variant 15), alebo aplikdcia zivin v ,,plnej“ davke a pravidelnym kazdoro¢nym spdsobom
(varianty 14 a 20). Ak sa strieda aplikacia dusika a fosforu, raz za $tyri roky (varianty 1 az
4 a 16 az 19) takyto pristup md stabilizujuci efekt na druhovi diverzitu. Pritom polovi¢-
né mnozstvo N aj P (varianty 16-19) sa prezentuju mierne vy$$ou diverzitou, za variant
(38,06 rastliny) i po opakovaniach (27,78), nez varianty s plnou tGroviiou vyzivy (varianty
1 az 4 - variant: 37,87; opakovanie: 27,66).

Hnojenie fosforom sa prezentuje nizSou druhovej pestrostou, nez hnojenie dusikom.
Kombinovana aplikacia sposobuje vacsiu redukciu. Vynimkou je hodnotenie na zéklade
opakovania. Tieto vysledky st roznosmerné, ale (za variant) preruSovana aplikacia, t.j.
striedanie hnojenia a nehnojenia, redukuje druhovt pestrost. Pri vyhodnocovani za opa-
kovania fosfor a dusik maju uplne opa¢né pdsobenie ak sa Ziviny aplikuju permanentne,
prerusovane, alebo cyklicky (tabulka 2). Kombindacia oboch Zivin pozvolna znizuje diver-
zitu smerom od permanentného k cyklickému aplikovaniu priemyselnych hnojiv. Roz-
nosmernost dodavanych zivin podla Suding et al. (2005) potvrdzuju tym, Ze dusik nepria-
mo, prostrednictvom zatienenia vyssich a rychlejsie rasttcich druhov, redukuje druhovua
diverzitu, najmé nizich a pomaly rastucich Zivin. Autori dalej poukazuju na to, Ze fosfor
priamym spdsobom ovplyviiuje diverzitu a to tym, ze po aplikacii fosfore¢nych hnojiv
z porastu ustupuju tie druhy, ktoré maji nakladné mechanizmy osvojovania si tejto Ziviny.
Naproti tomu Hautier et al. (2009) hovoria o tom, Ze (experimentélne) dodania svetla ne-
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guje negativne pdsobenie aplikovanych Zivin.

Tabulka 2 Priemerné $tvorro¢né vysledky zastpenia rastlin na jednotlivych variantoch
(ks.m?)

Variant Pocet druhov - variant Pocet druhov - opakovanie
n=4 n=16

1 36,75%® 27,31bede
2 38,25%® 27,62¢de
3 37,75® 28,75¢
4 38,75° 26,94¢%b<d
5 Permanentne 37,25%® 28,444
6 Prerusovane 37,00 25,943bcd
7 Cyklicky 39,00° 28,065
8 Permanentne 39,25b 26,192b<d
9 Preru$ovane 38,25® 26,50
10 Cyklicky 39,00° 25,81%¢
11 Permanentne 37,25%® 26,942bcd
12 Prerusovane 34,50 26,88cde
13 Cyklicky 36,25 26,312
14 Permanentne 34,25%® 24,75%
15 Kontrola 35,00 25,873b¢
16 38,00® 26,6320cde
17 37,50% 28,12¢de
18 39,00° 28,13
19 37,75%® 28,25¢de
20 Permanentne 33,502 25,06%

Pozndmka: rovnaké pismend uvedené v hornom indexe znamenaju, Ze medzi porovnavanymi va-
riantmi neexistuju Statistické preukazné rozdiely (P= 0,05)

Tabulka 3 Vysledky $tatistického Setrenia (cely experiment)

. Suma Df Priemerny | g sdnota p
stvorcov Stvorec
(R}gind Mean 231985 319 727,22 87 18 < 0,0000
Varifmt 1164,47 3 388,16 1653 0,000 7
Varianty y 398,325 19 20,96 3o < 0,0000
Roky Y 7963,4 57 13,39 el 0,007 8
Chyba 2002 240 8,34
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Tabulka 4 Priemerné zastipenie rastlin v jednotlivych rokoch (ks.m?)

Pocet druhov - variant Pocet druhov - opakovanie

Rok
n=20 n=80

2020 36,75* 27,90¢
2021 40,80° 29,464
2022 35,40° 24,46
2023 35,90* 25,88°
Poznamka: rovnaké pismend uvedené v hornom indexe znamenaju, Ze medzi porovnavanymi va-
riantmi neexistuju tatistické preukazné rozdiely (P= 0,05)

Z tabulky 4 vyplyva, Ze v druhom roku sledovani bolo zaznamenanych najviac rastlin-
nych druhov, v priemere za variant. Tento rok mal preukazuje najvyssiu diverzitu pocas
sledovaného obdobia (ANOVA FS’ 6 = 15391 P<0,0001). Hodnotenie diverzity na zak-
lade opakovani poukazuje na to, Ze kazdy pestovatelsky ro¢nik sa odlisoval od ostatnych
(ANOVA F. .= 38,770; P<0,0001).

3,316

ZAVER

Hnojenie poloprirodného travneho porastu dusikom a fosforom, vzdy samostatne, raz
za $tyri roky, nemd az taky negativny vplyv ako aplikdcia fosforu kazdoro¢ne, raz za dva
roky, ¢i raz za $tvorro¢né obdobie. Uvedené plati pre obe urovne rota¢nych aplikacii.

Prerusovana aplikacia dusika, fosforu, alebo oboch zivin naraz, ma negativne pdosobe-
nie na druhovu pestrost. Rovnako nepriaznivé pésobenie maju aj maximalne drovne apli-
kovaného dusika a fosforu (+obohatené o variant s draslikom) i nehnojena kontrola.
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Testovanie davok digestatu na botanické zlozenie travneho
porastu

Testing digestate doses for botanical composition of grassland

Ing. Jozef Cunderlik, PhD.

Ndrodné polnohospoddrske a potravindrske centrum - Vyskumny tistav rastlinnej vyroby -
tstav travnych porastov a horského polnohospoddrstva,
Mlddeznicka 36, 974 21 Banskd Bystrica, E-mail: jozef.cunderlik@nppc.sk

Abstract

The aim of the research task was to verify the influence of different doses of alternative
organic fertilizer (digestate - after the production of biogas) on the botanical composition
of grasslands.

On average of three years (2019 and 2021) grass species (Arrhenatherum elatius,
Agrostis stolonifera, Lolium perenne, Festuca pratensis) were dominant on fertilized var-
iants. Leguminous species had a higher representation mainly in the second and third
mowing (Trifolium pratense, Trifolium repens a Lotus corniculatus). They had the highest
representation of herbal species (Tragopogon pratensis, Taraxacum officinale, Ranunculus
acris).The herbal component had a higher representation than leguminous species in the
monitored years.

Keywords: grassland, digestate, botanical composition

UvoD

Poda je prostredim, do ktorého sa v pripade polnohospodarskej vyroby aplikuju rozne,
najmi organické latky (komposty, biokaly, dnové sedimenty, pesticidy, Cistiarenské kaly,
atd.) za u¢elom zvySovania produkénych vlastnosti pody (Kubica, 2006).

Vyrazny pokles vyroby organickych hospodarskych hnojiv postiva do popredia rézne
alternativne formy vyuzivania hospodarskych odpadov organického pévodu so zdmerom
rieit deficit organickej hmoty v pode a udrzat poédnu urodnost na pozadovanej trovni
(Bielek, 2005). Jednou z moznosti, ktord zaroven prispieva i k ochrane Zivotného pros-
tredia, je vyuzitie digestdtu, odpadu po kontinualnej fermentacii Zivo¢isnych a rastlin-
nych odpadov, ktorej cielom je vyroba bioplynu (Viglasky, 2007). Bioplyn, ktory sa vyraba
anaerébnou digesciou, umoznuje produkciu obnovitelného tepla, elektrickej energie a do-
pravného paliva, zatial ¢o cyklus Zivin sa uzatvara pouzitim druhého produktu, digestatu,
ako organického hnojiva (Gadus a Pruzinsky, 2010). Vyhnity kal z bioplynovej stanice ob-
sahuje znaéné mnozstvo Zivin a za predpokladu Ze splia stanovené parametre, je mozné
ho pouzit ako hnojivo (Horbaj a Marasova, 2007).

MATERIAL A METODIKA PRACE

Cielom rieSenej vyskumnej tlohy bolo overit vplyv roznych davok vyhnitého digestatu,
ako alternativneho organického hnojiva na botanické zloZenie travneho porastu v priebe-
hu rokov 2019 -2021. Uloha sa riesila na plochach pokusného aredlu NPPC - VUTPHP,
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stanoviste Radvan, ktoré sa nachddza v nadmorskej vyske 480 m na sklonitom svahu so SV
expoziciou a presnou poziciou podla GPS - s.8. 48° 71.875 a v.d. 19° 10.378 . Priemerné
ro¢né zrazky st 853 mm, za vegetacné obdobie 441 mm. Priemerné rocné teploty su 7,7
°C, za vegetaciu 13,6 °C. Geologicky substrat stanovista tvoria zvetraliny andezitov, podny
typ — kambizem, pddny druh - hlinitd. Vyhnity digestat, ktory sme aplikovali na travny
porast, je pohotovostnym zdrojom dusika, ktory je fyziologicky vyuzitelnejsi nez z mine-
ralnych hnojiv. Jeho zlozenie je primarne ovplyvnené mnozstvom a chemickym zlozenim
vstupnych surovin, ¢o st v naSom pripade kukuri¢na silaZ a trdvna senaz (tab. 1). Digestat
bola tmava, nepachnuca, heterogénna suspenzia pevnych a koloidnych latok. Vyhnity di-
gestat mal v roku 2019 pH 7,45, neokysloval podu, a tym zlep$oval vyuzitie fosforu z pody.
Obsah sudiny bol 67,51 %. Vyrazné rozdiely v chemickom zlozeni digestatu v roku 2020
sme nezistili. Najvy$si obsah susiny (102,40 %) a fosforu (29,78 g.kg"') bol v roku 2021.
Digestat sa aplikoval na povrch porastu na jar v kazdom sledovanom roku v nasledovane;j
davke hnojenia:

V1 - nehnojend kontrola

V2 -N90vkgha ¢ z digestat (jednorazova davka na jar)

V3 -N 120 v kg.ha'! ¢ z. digestat (jednorazova davka na jar)

V4 -N 150 v kg.ha'! ¢. z. digestat (jednorazova davka na jar)

Na zéklade chemického rozboru vyhnitého digestatu sa vypocitali davky digestatu, rov-
najuce sa ¢istym Zivindm N vo variantoch V2,V3 a V4.

Davky digestatu sa aplikovali na travny porast po zazelenani porastu. Porasty sa v uZit-
kovom roku vyuzivali 3 x kosbou, pricom 1. kosba sa uskuto¢nila na zaciatku klasenia
prevladajucich druhov trév, druha s odstupom 7-8 tyzdnov po prvej a tretia (podla sta-
vu porastu) 8-10 tyzdilov po druhej. Pred kazdou kosbou sa vykonalo floristické zloZenie
porastov metédou projektivnej dominancie podla Regala (1968). Pred zaloZzenim pokusu
v roku 2019 a po skonéeni pokusu v roku 2021 sme z hibky 0- 150 mm odobrali podne
vzorky (tab. 2) na stanovenie zakladnych agrochemickych vlastnosti pody: pH (KCl), hu-
mus, Cox, N, Ca, P, K, Mg. V jarnom odbere podnych vzoriek v roku 2019 sa sledované
varianty vyznacuju kyslou pédnou reakciou, strednou zasobou humusu, vy$$ou zdsobou
dusika a hor¢ika a vyhovujicou zasobou draslika. Obsah fosforu a vapnika je nizky. V je-
sennom odbere v roku 2021 sa varianty vyznacuji slabo kyslou podnou reakciou, obsah
humusu bol vyssi (48,64 -55,81 g.kg') ako v jarnom odbere. Zvysil sa aj obsah fosforu
(3,42-3,86 g.kg"), ale celkovo bol nizky. Obsah draslika bol dobry. Vysoké obsahy hor¢ika
sme zaznamenali na vSetkych variantoch aj v jesennom odbere.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Do bioplynovej stanice (BPS) samozrejme mozu vstupovat i iné, réznorodé zlozky (ka-
ly z COV, vedlajsie zivocisne produkty...), ktoré sa odrazia na chemickych vlastnostiach
digestatu — obsahu susiny, organickych latok, makroZivin, mikrozivin, rizikovych litok
a pH. V trdvnom poraste sa vyskytuju rézne druhy a skupiny rastlin s réznymi narokmi
a schopnostami osvojovania si Zivin. Variabilita stanovi$tnych podmienok a druhového
zloZenia porastov je pri¢inou $irokého rozpitia obsahu zivin v susine, aké nachddzame pri
vicsine polnohospodarskych plodin.

V rokoch 2019-2021 sme hodnotili botanické zlozenie travnych porastov pred kos-
bami. V roku 2019 (tab. 3) mali najvyssie zastupenie pred prvou kosbou travne druhy
na hnojenych variantoch (65-73 %). Dominantné zastipenie mali Arrhenatherum elatius,
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Agrostis stolonifera, Dactylis glomerata a Lolium perenne. Zastipenie bylinnych druhov
bolo na trovni 21-24%. Prevladali hlavne Achillea millefolium, Capsella bursa-pastoris,
Galium odoratum, Hypericum perforatum, Plantago lanceolata a Taraxacum officinale. Po-
diel bobovitych bol na turovni 6-18 %. Z nich mali najvyssie zastipenie Trifolium repens,
Trifolium pratense a Lotus corniculatus. Pred druhou kosbou sme vykonali botanické zlo-
Zenie travnych porastov (tab. 3). Travne druhy aj v druhej kosbe dominovali na vsetkych
variantoch (60-75 %). Mierny pokles bylinnych druhov bol na hnojenych variantoch (16
-23 %). Na kontrolnom variante doslo k narastu bylinnej zlozky na uroven 25 %. Zastupe-
bolo na variante hnojenom davkou digestatu 150kg N ¢.z.ha!. V tretej kosbe (tab. 3) doslo
na véetkych variantoch k narastu bobovitych druhov na droven 12 - 25%. Travne druhy
na kontrolnom variante zaznamenali vyrazny pokles, na tGrovent 55%. Na variantoch,
hnojenych davkou digestatu 90kg N ¢.z.. ha', 120kg N ¢.z.ha'! a 150kg N ¢.z.ha'!, sme
zaznamenali rovnakd Uroven zastipenia travnych druhov, ako v druhej kosbe. Bylinné
druhy dosiahli najnizsie zastupenie (13 - 20 %) na vsetkych variantoch, v porovnani s pr-
vou a druhou kosbou. Varianty vo vSetkych troch kosbach mali Gplné zapojenie porastu
s minimom prazdnych miest.

V druhom roku, v ramci sledovanych parametrov, doslo k zmenam v botanickom zlo-
zeni jednotlivych druhov pred kosbami (tab. 4). Najvyssie zasttpenie pred prvou kosbou
mali travne druhy na hnojenych variantoch (65-75 %). Dominantné zastipenie mali
Arrhenatherum elatius, Agrostis stolonifera, Dactylis glomerata, Festuca arundinacea, Festu-
ca pratensis a Festuca rubra. V porovnani s rokom 2019 doslo k narastu travnych druhov
v poraste. Zastipenie bobovitych bolo na trovni 10 - 15%. Zvy$ené zastupenie mali Trifo-
lium pratense a Vicia cracca. Naopak, pokles v zastupeni sme zaznamenali u Trifolium re-
pens a Lotus corniculatus. Zastapenie bylinnych druhov bolo na trovni 15 -20 %. Zvysené
zastipenie, v porovnani s rokom 2019, mali Tragopogon pratensis, Taraxacum officinale,
Veronica chamaedrys a Leucanthemum vulgare. Pokles v zastupeni bol u druhov Acetosa
pratensis, Alchemilla vulgaris, Capsella bursa-pastoris a Galium odoratum. Trévne druhy
dominovali aj v druhej kosbe (tab. 4) na vSetkych sledovanych variantoch (62-71 %).
Na vsetkych variantoch doglo k narastu bobovitych druhov na troven 14 -25%. Zasttpe-
nie bobovitych, v porovnani s prvou kosbou, bolo vyssie o 38 %. Pokles bylinnych druhov
v druhej kosbe sme zaznamenali na vs$etkych variantoch (12-17 %). V tretej kosbe (tab.
4) doslo k poklesu bobovitych druhov na 13-20% v porovnani s druhou kosbou. Bylin-
né druhy zaznamenali ndrast na 14-19% na vsetkych variantoch v porovnani s druhou
kosbou. Travne druhy zaznamenali zvySené zastipenie na variantoch, hnojenych davkou
digestatu 120kg N ¢.z..ha' a 150kg N ¢.z..ha'. Vysoké davky dusika podporuju vyssie za-
stupenie travnych druhov v porastoch, ako to uvadzaju (Holubek, et al., 2007; Krajéovi¢,
et al., 2002; Vertes, et al.,2004). V roku 2021 sme zaznamenali zmeny v botanickom zlo-
zeni travneho porastu na vSetkych variantoch pokusu (tab. 5). Najvyssie zasttpenie pred
prvou kosbou mali tréavne druhy na hnojenych variantoch (70-74 %). Dominantné zastu-
penie mali Arrhenatherum elatius, Agrostis stolonifera, Lolium perenne, Festuca pratensis
a Poa pratensis. V porovnani s rokom 2020 doslo k poklesu v zastipeni travnych druhov
Phleum pratense a Festuca rubra v poraste. Podiel bobovitych bol na trovni 12 - 18 %. Zvy-
$ené zastipenie mali Trifolium pratense, Trifolium repens a Lotus corniculatus. Zastape-
nie bylinnych druhov bolo na trovni 12 -15%. Zvy$ené zastipenie v porovnani s rokom
2020 mal len Ranunculus acris. Pokles v zastipeni bol u Alchemilla vulgaris, Taraxacum
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officinale, Plantago lanceolata, Veronica chamaedrys a Leucanthemum vulgare. Vyskyt
prazdnych miest (2 %) bol na kontrolnom variante spésobeny poskodenim porastu ra-
ticovou zverou. Travne druhy aj v druhej kosbe (tab. 5) dominovali na v$etkych varian-
toch (65-72 %). Na vsetkych variantoch doslo k narastu bobovitych druhov na troven
18-23 %. Narast bobovitych druhov bol 0 26 % v porovnani s prvou kosbou. Pokles bylin-
nych druhov (10-12%) bol na vsetkych sledovanych variantoch. Zasttipenie bylin, v po-
rovnani s prvou kosbou, bolo niz$i 0 22 %. V tretej kosbe (tab. 5) doslo k narastu bylinnych
druhov na troven 16-21% na vetkych variantoch. Bobovité druhy zaznamenali pokles
12-17 % na v8etkych variantoch. Travne druhy zaznamenali pokles zasttpenia (62 -72 %)
na v$etkych sledovanych variantoch v porovnani s prvou a druhou kosbou. V roku 2021
bolo vyssie zastupenie travnych druhov v prvej kosbe o 2% v porovnani s druhou kosbou
a 0 6% vyssie, ako v tretej kosbe. Bobovité druhy mali vyssie zastipenie v druhej kosbe
0 26% v porovnani s prvou a tretou kosbou. Celkové zastupenie bylinnych druhov bolo
vyssie v tretej kosbe o 25 % ako v prvej a 0 41 % ako v druhej kosbe.

Tabulka 1 Chemické zlozenie digestatu

Rok | pH/KCI | SU5m 5 [ e 5] — (= 5
gkg

2009 | 745 | 6751 | 4700 | 1511 | 4046 [ 2597 [ 995 | 1232

2020 | 765 | 6127 | 6338 | 1616 | 5079 | 3265 | 469 | 1655

2021 | 741 | 10240 | 4629 | 2978 | 3613 | 1562 | 293 | 2539

Tabulka 2 Agrochemické vlastnosti pody (0- 150 mm) v rokoch 2019 -2021

Humus | Cox | N Ca P K M;

Rok Variant %2{ | |1 | | |1 £
gkg mg.kg

Kontrola 510 | 52,06 |30,20 | 2,31 | 1,13 | 1,73 | 115,28 | 884,83

2019 Biokal 90 kg.ha' | 4,30 | 46,38 | 26,90 | 2,04 | 1,24 | 1,69 | 99,31 | 646,35

Jarny
odber | Biokal 120 kg.ha™ | 4,66 | 42,76 | 24,80 | 2,31 | 1,24 | 1,52 | 138,74 | 705,56

Biokal 150 kg.ha! | 4,65 40,69 | 23,60 | 2,20 | 1,29 | 1,52 | 157,93 | 767,26
Kontrola 5,81 51,20 | 29,70 | 1,97 | 2,05 | 3,42 | 135,78 | 671,17
%e()SZe}m}} Biokal 90 kg.ha™! 5,95 55,81 | 32,37 | 2,43 | 2,07 | 3,67 | 168,81 | 522,35
ggg: Biokal 120 kg.ha' | 5,74 54,28 | 31,48 | 2,32 | 2,11 | 3,86 | 152,29 | 613,28
Biokal 150 kg.ha' | 5,24 48,64 | 28,22 | 2,14 | 2,15 | 3,77 | 131,65 | 625,79
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Tabulka 3 Floristické zloZenie porastov (%) v prvej kosbe v roku 2019

1. kosba 1.variant | 2.variant | 3.variant | 4.variant
TRAVY 60 65 68 73
BOBOVITE 18 11 9 6
OSTATNE BYLINY 22 24 23 21
PRAZDNE MIESTA - - - -
Arrhenatherum elatius 9 10 7 13
Agrostis stolonifera 5 6 8 8
Dactylis glomerata 7 9 10 11
Festuca arundinacea 5 4 3 6
Festuca pratensis 8 7 6 5
Festuca rubra 4 6 7 5
Lolium perenne 9 7 6 8
Phleum pratense 4 8 7 6
Poa pratensis 8 6 9 7
Trisetum flavescens 1 2 5 4
Lotus corniculatus 5 2 1 +
Trifolium pratense 4 2 3 2
Trifolium repens 8 7 4 3
Vicia pannonica 1 + 1 1
Achillea millefolium 4 5 3 2
Alchemilla vulgaris 5 4 2 3
Anthriscus syslvestris 1 + 3 2
Campanula rapunculoides + - 1 +
Capsella bursa-pastoris 3 2 3 1
Convolvulus arvensis - + 1 1
Crepis biennis + 1
Echinochloa crus galli + - 1 +
Elytrigia repens + - - +
Chenopodium album + - 1

Galium odoratum 3 1 1 2
Hypericum perforatum + 5 2 3
Leucanthemum vulgare (LAM) + + - +
Meum atharnanticum 1 + + -
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Pokracovanie tabulky 3

1. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4. variant
Plantago lanceolata 2 3 1 3
Polygonum arviculare + + + -
Ranunculus acris + - - +
Rumex acetosa + + 1 +
Stellaria graminea - + + -
Tragopogon pratensis + + 1 1
Taraxacum officinale 2 1 1
Veronica chamaedrys 1 2 1 1

2. kosba 1.variant | 2.variant | 3.variant | 4. variant
TRAVY 60 65 70 75
BOBOVITE 15 12 10 9
OSTATNE BYLINY 25 23 20 16
PRAZDNE MIESTA - - - -

3. kosba 1.variant | 2.variant | 3.variant | 4. variant
TRAVY 55 65 71 75
BOBOVITE 25 19 14 12
OSTATNE BYLINY 20 16 15 13

Tabulka 4 Floristické zlozenie porastov (%) v prvej kosbe v roku 2020

1. kosba 1.variant | 2.variant | 3.variant | 4.variant
TRAVY 65 69 70 75
BOBOVITE 15 13 11 10
OSTATNE BYLINY 20 18 19 15
PRAZDNE MIESTA - - - -
Arrhenatherum elatius 7 9 8 10
Agrostis stolonifera 8 7 9 8
Dactylis glomerata 6 7 8 9
Festuca arundinacea 7 5 4 8
Festuca pratensis 10 9 8 7
Festuca rubra 8 7 6 5
Lolium perenne 7 6 8 9
Phleum pratense 3 7 6 5
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Pokracovanie tabulky 4

1. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4.variant
Poa pratensis 7 8 7 9
Trisetum flavescens 2 4 6 5
Lotus corniculatus 2 1 1 1
Trifolium pratense 7 6 5 4
Trifolium repens 5 5 3 2
Vicia cracca 1 1 2 3
Acetosa pratensis 1 2 3 2
Alchemilla vulgaris 2 1 3 1
Anthriscus syslvestris + + 1 +
Capsella bursa-pastoris 1 2 1 1
Chenopodium album + + + -
Galium odoratum 2 2 1 1
Leucanthemum vulgare (LAM) 3 2 1 2
Meum atharnanticum + - + -
Plantago lanceolata 2 2 1 2
Rumex acetosa - - 1 1
Stellaria graminea + - + +
Tragopogon pratensis 1 1 2 1
Taraxacum officinale 3 2 1 2
Trollius altissimus 1 1 2 1
Veronica chamaedrys 4 3 2 1
2. kosba 1.variant | 2.variant | 3.variant | 4.variant
TRAVY 62 63 68 71
BOBOVITE 21 25 19 14
OSTATNE BYLINY 17 12 13 15
PRAZDNE MIESTA - - - -
3. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4.variant
TRAVY 61 67 70 73
BOBOVITE 20 18 14 13
OSTATNE BYLINY 19 15 16 14
PRAZDNE MIESTA - - - -
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Tabulka 5 Floristické zloZenie porastov (%) v prvej kosbe v roku 2021

1. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4.variant
TRAVY 68 70 72 74
BOBOVITE 18 16 13 12
OSTATNE BYLINY 14 15 14
PRAZDNE MIESTA
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Pokracovanie tabulky 5
1. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4. variant
Taraxacum officinale 2 2 1 1
Trollius altissimus 1 1 1 1
Veronica chamaedrys 2 1 1 1
2. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4. variant
TRAVY 65 69 71 72
BOBOVITE 23 21 18 18
OSTATNE BYLINY 12 10 11 10
PRAZDNE MIESTA - - - -
3. kosba 1. variant | 2.variant | 3.variant | 4. variant
TRAVY 62 65 69 72
BOBOVITE 17 16 14 12
OSTATNE BYLINY 21 19 17 16
PRAZDNE MIESTA - - - -
ZAVER

Travne druhy v sledovanych rokoch dominovali na vsetkych variantoch (55-75 %).
Bylinnd zlozka mala za sledované roky vyssie zastupenie, ako bobovité druhy. Doterajsie
vysledky ukazuju, Ze aplikdcia digestatu, okrem zvy$ovania mnozstva Zivin v pode, zlepsu-
je rast rastlin, urodu a botanické zlozenie porastu, pricom mdze potlacat vyskyt fytopato-
génnych druhov (Arthurson, 2008).

PODAKOVANIE

Tento prispevok bol spracovany vdaka podpore UOP ,Vypracovanie pldnov monito-
ringu vplyvu redukcie odpadovej biomasy a zvyskov z polnohospodarskej pody na za-
soby uhlika v pode, a pldnov manazmentu zachovania kvality p6dy a uhlika v pode pre
t&ely plnenia Smernice EU & 2018/2001, financovanej z kontraktu 1092/2022/MPRV-
SR-930.

Kontaktna adresa
Ing. Jozef Cunderlik, PhD.,
Mladeznicka 36, 974 21 Banska Bystrica, E-mail: jozef.cunderlik@nppc.sk

LITERATURA

Arthurson, V. 2008. Proper Sanitization of Sewage Sludge: a Critical Issue for a Sustainable
Society. Applied and Environmental Microbiology, 2008, vol. 74, no.17, pp.5267-5275

Bielek, P. 2005. Nitratovd direktiva na Slovensku. In Agrochémia, ro¢. 9, ¢.1, s. 19 - 21,
ISSN 1335 - 2415

1262/



Aktudlne trendy v agropotravindrstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

Gadus, J., Pruzinsky, J. 2010. Demonstracné zariadenie vyuZzitia bioplynu v Nitre, 2010.
www.biom.cz [online].

Holubek, R. et al. 2007. Krmovindrstvo — manaZment pestovania a vyuZivania krmovin.
SPU: Nitra, 223 s. ISBN 978-80-8069-911-6

Horbaj,P., Marasova, D. 2007. Bioplyn a jeho vyuZitie. Fakulta BERG, Technicka univerzita
v Kosiciach, Pont s.r.o0., 2007. 95 s. ISBN 978-80-8073- 7771

Kubica, J. 2006. Technologicky model vyroby a spracovania bioplynu. Diplomova praca. Slo-
venska technicka univerzita v Bratislave, Fakulta elektrotechniky a informatiky, 2006,
43s.

Kraj¢ovi¢, V. et al. 2002. Strukttra, funkcie a stabilita li¢no-pasienkovych ekosystémov pri
znizenych vstupoch. In: Ekolégia travneho porastu VI. Zbornik z medzindrodnej vedec-
kej konferencie VUTPHP B. Bystrica. s. 104-123

Regal, V.1968. Picnindiska a synekologickd charakteristika lu¢nich druhii CSSR. Kandidat-
ska doktoranska prace, VSZ, Praha, 1968, 279 s. - 1.dil.

Viglasky, J. 2007. Polnohospoddrska biomasa a biomasa v lestnictve, dendromasa. Technic-
ka univerzita vo Zvolene, 2007. 26 s. ISBN 978-80-228-1808-7

Verteés E et al. (2004). Effects of grassland cultivation on nitrogen and carbon cycles and
quality dynamics. In: 20" meeting EGF 2004 at Luzern - Switzerland pp. 526-538.

/263 /



Aktudlne trendy v agropotravinarstve
Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou Gc¢astou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

Produkcia fytomasy travneho porastu v procese jeho
revitalizacie

Grassland phytomass production in the process of its revitalization

Lubomir HANZES, Norbert BRITANAK

Ndrodné polnohospoddrske a potravindrske centrum, Vyskumny tistav rastlinnej vyroby,
Ustav trdavnych porastov a horského polnohospoddrstva, pracovisko Liptovsky Hrddok,
Gasperikova 599, 033 80 Liptovsky Hradok, lubomir.hanzes@nppc.sk

Abstract

We often encounter the degradation of grasslands, which is caused by the absence of
exploitation. All available pratotechnical and intensification interventions can be used
to restore neglecte, abandoned phytocenoses. The article is based on a long-term exper-
iment aimed at revitalizing the unused/abandoned grassland. An experiment was carried
out in a mountainous region of Slovakia - at Liptovska Teplicka site (990m a. s. L.). An
experiment was divided into two four-year experimental phases, in whose we monitored
the impact of revitalization interventions on the dry matter production of above-ground
phytomass. The first experimental phase consisted of one control variant (original aban-
doned, untreated grassland) and seven treatment variants, where techniques of mowing,
mulching and their combinations were applied. In the second experimental phase, the in-
tensity of use was increased in some grassland plots and at the same time we included the
phosphorus, potassium and nitrogen fertilization, at three different levels. During the first
research period, control variant has provided the highest amount of above-ground dry
matter production (on average 4,89t ha'), due to biomass accumulation. In the second
experimental phase dry matter production correlated with the fertilization. The highest
dry matter production was recorded in the grasslands fertilized by N and P (treatment
7 - 5,36t ha'l; treatment 8 — 5,04t ha'). In this phase, the unused stand (control), together
with the unfertilized variants, was one of the least productive ones.
Keywords: grassland, revitalization, dry matter production, fertilization, mowing

UVOD

Obnova degradovanych, povodnych rastlinnych spoloéenstiev travnych porastov a ich
produkénej funkcie je podla BULLOCKA et al. (2011) a WHITEA et al. (2018) dolezi-
ta nielen z hladiska biodiverzity a ekosystémovych sluzieb, ale aj produkcie potravin. Pri
revitalizacii lu¢no-pasienkovych spolocenstiev su potencialne pristupné klasické techno-
16gie ich obhospodarovania (BLAKESLEY a BUCKLEY, 2016; BLUTHGEN et al., 2012).
Sposob a intenzita vyuzivania TTP ovplyviiuje sucasne tak druhové zlozenie, ako aj pro-
dukciu krmu (GRUBER et al., 2002; BLUTHGEN et al., 2012). Kosenie je neselektivne
odstranovanie fytomasy z porastu, pricom kosbou sa odobera cela hmota aktivnej asi-
milacnej plochy a sucasne sa stimuluje rast rastlin. Hnojenim sa porast zahustuje, o ma
za nésledok zvysenie jeho produkcie a aj kvality (MRKVICKA a VESELA, 2006). Dusik
(N), sa véeobecne povazuje za jeden z hlavnych faktorov zvy$enia produkcie travnych po-
rastov. Podobne ako dusik, aj fosfor (P) je zivina, ktord bezne ovplyviiuje funkcie (napr.
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produkciu fytomasy) suchozemskych ekosystémov (TURNER et al., 2018). Péda m4 ¢asto
nedostatok dostupného fosforu pre rastliny a mikroorganizmy kvoli jeho silnej sorpcii, vy-
plavovaniu zrazkami a nizkej miere zvetravania materského materidlu vo vacsine sucho-
zemskych ekosystémov (ELSER, 2012).

Cielom prispevku je zhodnotenie produkcie fytomasy travneho porastu v procese je-
ho revitalizacie poc¢as dvoch experimentalnych faz, s rozne nastavenymi pratotechnickymi
postupmi.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Hodnotené parametre vychddzajt z dlhodobého pokusu, ktory bol zalozeny v roku 2006
na stanovisti v Liptovskej Teplicke (990 m n. m., GPS: N 48.92543, E 20.14078), na degra-
dovanom - opustenom travnom poraste. Bol zalozeny metédou dlhych pasov v troch opa-
kovaniach a 6smich variantoch. Pokus mé dlhodoby charakter, pricom v prispevku hodno-
time produkciu susiny nadzemnej fytomasy pocas jeho dvoch experimentalnych faz. Prva
féza trvala od roku 2006 do roku 2009, s variantnym prevedenim, uvedenym v tabulke 1.

Tabulka 1 Variantné prevedenie experimentu pocas 1. fazy, v rokoch 2006 - 2009

Varianty | Pratotechnické zasahy

Nevyuzivany porast — kontrolny variant

Jedna kosba za rok

Jedna kosba za rok s ponechanim fytomasy na poraste

Dve vyuzitia (dve kosby za rok)

Mulcovanie raz za rok

Striedavé vyuzivanie (1. rok kosba, 2. rok mul¢., 3. rok kosba, 4. rok mul¢.)

Dve vyuzitia (mulcovanie a jedna kosba za rok)

Sl IR SN A o D S e

1. rok mul¢ovanie, 2. rok kosba, 3. rok kosba, 4. rok kosba

Druha experimentalna fdza bola v rokoch 2013 - 2016, s variantnym prevedenim, uve-
denym v tabulke 2.

Tabulka 2 Variantné prevedenie experimentu pocas 2. fazy, v rokoch 2013 - 2016

Varianty | Pratotechnické zasahy

Nevyuzivany porast — kontrolny variant

Jedna kosba za rok

Dve kosby za rok (hnojenie PK)

Dve kosby za rok

Mulcovanie raz za rok

Dve kosby za rok (hnojenie PK + N 45)
Dve kosby za rok (hnojenie PK + N 90)
Tri kosby za rok (hnojenie PK + N 90)

RN R
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Pri P hnojeni bola dévka 30 kg.ha'.rok! a K 60 kg.ha".rok. Fosfor a draslik sa apliko-
vali v jarnom obdobi. Podobne sme na jar hnojili aj davkou N 45. Davka N 90 bola rozde-
lend, pricom polovicu (45 kg.ha') sme aplikovali v jarnom obdobi a druht déavku po prvej
kosbe. Kosba pri jednokosnom a mul¢ovanom variante bola vykonand pri maximalnej
akumulacii nadzemnej fytomasy. Pri viackosnych variantoch bol termin prvej kosby (resp.
mul¢ovania v 1. faze) na zaciatku klasenia a plného klasenia prevladajtcich druhov trav
v poraste. Pri dvojkosnom vyuzivani (a dvoch vyuzitiach v 1. exp. faze) sa druha kosba
realizovala priblizne 60 az 65 dni po prvej kosbe (resp. mul¢ovani). Pri trojkosnom vyuziti
nasledovala druha a tretia kosba v intervaloch cca 40 az 45 dni.

Produkénu schopnost porastov sme zistovali irodou susiny (t.ha') z troch opakovani,
pri kazdom vyuziti. Zberova plocha jednej parcely bola 10,5 m* (1,5 x 7 m). Produkciu ze-
lenej hmoty z nevyuzivaného porastu (kontrolny variant) sme zistovali z troch odberov, zo
zberovej plochy 1 m? uréenej na tento odber. Rovnakym sposobom (z 1 m?) sme zistovali
urodu zelenej hmoty aj na mul¢ovanych variantoch. Namerané parametre sme vyhodno-
covali metédami parametrickej a neparametrickej analyzy variancie. Podrobné floristické
zapisy a zdroven priebeh poveternostnych ukazovatelov pocas predmetného pokusného
obdobia st u autorov prispevku.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Produkcia susiny nadzemnej fytomasy v 1. experimentdlnej faze

Produkcia nadzemnej fytomasy patrila pocas prvych Styroch rokov medzi najvyssie
na kontrolnom, nevyuzivanom variante, najma v 2., 3. a 4. experimentdlnom roku (tab.
4). V roku 2007 sa tento porast urodou 6,33 t.ha susiny zaradil medzi najprodukénejsie,
a to nielen pocas prvej experimentalnej fazy, ale aj v ramci celého hodnoteného obdobia.
Diferencie v produkcii susiny neboli v prvom vyskumnom roku medzi variantmi este vy-
razné. V nasledujucich rokoch sa rozdiely zvysovali najma medzi oSetrenymi variantami
a kontrolnym variantom. Z revitalizovanych porastov patril v dalsich troch rokoch me-
dzi produkénejsie najmé variant 7 (mul¢ovanie + kosba), dvojkosny porast vo variante 4,
ale tiez porast s jednou kosbou pocas roka a ponechanim pokosenej hmoty na stanovisti
(var. 3). Naopak niz$ie Grody travnej hmoty vykazoval variant 2, s jednou kosbou a na-
slednym odobratim hmoty.

V priemere rokov boli $tatistickym hodnotenim medzi jednotlivymi variantmi zazna-
menané najvyssie rozdiely medzi kontrolnym variantom (4,89 t.ha'! suiny) a ostatnymi
siedmimi vyuzivanymi variantmi (tab. 3). Tieto rozdiely boli vo vSetkych pripadoch $tatis-
ticky vysoko preukazné. Produkcia susiny pévodného, nevyuzivaného porastu vo variante
1, bola charakteristickd vysokym nérastom a kontinualnym hromadenim fytomasy (sta-
riny). Naopak, po dlhej peridéde absencie vyuzivania, dochddzalo v osetrenych porastoch
pocas $tyroch rokov k zasahom, pri ktorych bola fytomasa odoberana, a nasledné dorasta-
nie do dal$ej exploatdcie prebiehalo bez dodania Zivin. Toto mohli byt dévody, ktoré sa
podpisali pod diferenciiciu produkcie medzi nevyuzivanym a o$etrenymi variantmi. Sta-
tisticky preukazné rozdiely sme evidovali aj v skupine variantov s pratotechnickymi zasah-
mi (var. 2 - 8), najméd medzi variantom 7 a ostatnymi $iestimi (tab. 1).
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Tabulka 3 Produkcia susiny (t.ha') vo variantoch 1 -8, v priemere rokov prvej
experimentalnej fazy.

Variant 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

Priemer rokov
2006 -2009

Da . =0391,Da,, =0517

4,89¢ | 2,07a | 2,86c | 2,88c | 2,43ab | 2,30ab | 3,28d | 2,59bc

Vysvetlivky: Rézne pismena znamenaju, Ze medzi porovnavanymi variantmi st Statisticky preu-
kazné rozdiely (Da 005 = 0,391)

Produkéna schopnost porastov vo variantoch sa v jednotlivych $tyroch rokoch prvej
experimentélnej fazy vyvijala rozne. Statisticky preukazné zmeny sme zaznamenali na va-
riantoch 1, 2, 3 a 6 (tab. 4). Na kontrolnom variante bola v 2. a 3. roku produkcia susiny
$tatisticky preukazatelne vyssia, v porovnani s prvym rokom vyskumu. Rozdiely boli vyso-
ko signifikantné. Na variante 2 bola tendencia v produkcii su$iny opa¢nd, pri¢om najvys-
$ia zaznamenand hodnota produkcie (2,827 t.ha') bola v prvom roku sledovania. Rozdiely
v trodach medzi prvym rokom a tromi nasledujicimi, boli v tomto variante $tatisticky
vysoko preukazné. Vo variante 3 bola zaznamenand najvyssia produkcia v roku 2008, a to
3,407 t.ha''. Statisticky vysoko signifikantné rozdiely boli evidované prave medzi tymto ro-
kom a prvymi dvoma. Produkcia su$iny na variante so striedavym vyuzivanim (var. 6)
bola so Statistickymi rozdielmi medzi rokmi 2008 a 2009 (statisticky vysoko preukazny
rozdiel) a zaroven rokmi 2007 a 2008 (3tatisticky preukazny). Signifikantny rozdiel v tom-
to poraste bol zaznamenany aj medzi prvym a poslednym rokom tejto experimentélnej
fazy. Pri hodnoteni produkcie vo variante 6 (striedanie kosenia a mul¢ovania v naslednosti
rokov) mozeme konstatovat, Ze vyssia produkcia bola v rokoch s kosnym vyuzitim (2006,
2008) a nizsia pri realizdcii mul¢ovania (2007, 2009). Uroda susiny vo variantoch 7 a 8
bola pocas 4 rokov vyrovnand, bez $tatisticky preukaznych rozdielov. Podobne sa vyvija-
la produkcia aj na mul¢ovanom poraste (var. 5) a poraste vyuzivanom kosenim dva krat
za rok (var. 4) (tab. 4).

Tabulka 4 Produkcia susiny (t.ha') vo variantoch 1 - 8, pocas $tyroch rokov prvej
experimentalne fazy.

Rok/Variant 1. 2, 3. 4. 5. 6. 7. 8.
2006 2,83a | 2,83b | 2,64a | 2,57a | 2,83a | 2,67bc | 3,91a | 2,1la
2007 6,33b | 1,76a | 2,67a | 3,45a | 2,19a | 1,94ab | 3,48a | 2,21a
2008 595b | 1,92a | 3,41b | 2,91a | 2,30a | 2,98c | 3.43a | 3,22a
2009 4,48ab | 1,79a | 2,75a | 2,63a | 2,43a | 1,6la | 2,32a | 2,8la
Da . 2,062 | 0,529 | 0,457 | 1,348 | 1,005 | 0,837 | 1,832 | 1,306
Da 3,000 | 0,769 | 0,665 | 1,961 | 1,462 | 1,218 | 2,665 | 1,900
Vysvetlivky: Rozne pismena znamenaju, Ze medzi porovnavanymi rokmi st $tatisticky preukazné
rozdiely (Da 0,05)
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Produkcia susiny nadzemnej fytomasy v 2. experimentdlnej fize

Urody susiny sa v jednotlivych porastoch zacali v néslednosti rokov diferencovat po-
stupne (tab. 6). V prvom roku druhej experimentdlnej fazy (2013) boli celkové urody es-
te relativne vyrovnané, pricom mierne vyssia produkcia bola zaznamenana na hnojenych
porastoch: variant 3 (6,43 tha'), variant 6 (6,12 tha') a variant 7 (5,92 t.ha'). Aj v ro-
ku 2014 bola najvyssia celkova ro¢nd produkcia susiny nadzemnej fytomasy (6,28 t.ha')
v poraste s PK hnojenim (var. 3), s minimalnym rozdielom v porovnani s prechddzajucim
rokom (tab. 4). Podobne, boli vyssie urody aj na variantoch s aplikaciou dusika (var. 7 -
6,16 t.ha''; var. 8 — 5,59 t.ha'), ale aj dvojkosnom poraste bez hnojenia (var. 4 - 5,52 tha™).
Produkcia susiny na nevyuzivanom poraste (3,88 t.ha') bola v tomto roku, po prvy krat
talnom roku 2015 bol zaznamenany na v8etkych variantoch pokles trod susiny (tab. 6).
Mohlo to byt aj dosledkom $pecifického priebehu poveternostnych ukazovatelov (opro-
ti predchadzajucim rokom), t.j. deficitom zrazok a zvysenim tepldt. Opit sa pod vysku
produkcie podpisalo hnojenie, a to najma aplikdcia dusika. Celkova rocnd produkcia bola
najvyssia na variantoch 8 (4,36 t.ha'), 7 (4,20 t.ha) a 6 (3,82 tha'). Aj v poslednom roku
bola najvyssia celkova produkcia na variantoch s hnojenim, a to najma aplikaciou N (var.
du vykazovali porasty vyuzivané extenzivne, a to mulcovanim (var. 5) a jednou kosbou
pocas roka (var. 2) (tab. 6).

Z hladiska trod, hodnotenych v priemere $tyroch rokov druhej experimentélnej fazy
sme, oproti prvému pokusnému obdobiu, zaznamenali zmeny. Tie sa tykali najma pome-
ru produkcie medzi nevyuzivanym porastom a skupinou revitalizovanych porastov (tab.
5). Kym v prvej experimentalnej fize vyrazne prevySovala produkcia opusteného poras-
tu (var. 1) nad porastmi vyuzivanymi, v druhom experimentalnom bloku sa pohybova-
la na spodnej hranici priemernych $tvorro¢nych trod (3,77 t.ha?). Statisticky preukazné
rozdiely boli zaznamenané medzi tymto porastom a porastmi hnojenymi dusikom (var.
7, 8). Rovnako ako pri hodnoteni produkcie v rokoch, aj pri ich priemernych trodach
za experimentalnu fazu sa potvrdila korelacia medzi hnojenim a vyskou trod. Aplikacia
mineralnych hnojiv, najmé dusika, ktory ma najvacsi vplyv na tvorbu krmu z travnych po-
rastov, je v pozitivnej korelacii s rastom trod. Tato zavislost je zndma z prac viacerych
autorov (BRITANAK et al., 2010; SIMKIN et al., 2016; ZHANG, 2017; HANZES et al.,
2018) a potvrdilo sa to aj v nasom experimente. Medzi hnojenymi porastmi sme signifi-
kantné rozdiely nezaznamenali. Najvy$sia priemernd troda bola na variante 7 (5,36 t.ha™).
PodIa ELSERA et al. (2007) obohatenie suchozemskych ekosystémov dusikom a fosforom
vytvara silné pozitivne synergické reakcie vo vztahu k produkcii. Na zaklade metaanalyzy,
na ktoru sa citovani autori odvolavaji, N alebo P individudlne stimulovali produktivitu
travnych porastov 0 20 % a N a P v kombindcii zvysili produktivitu o 60 %. Najmenej pro-
dukény bol jednokosny porast (var. 2 — 3,33 tha) a porast mul¢ovany (var. 5 — 3,33 tha)
(tab. 5). Na niz8iu produkciu nadzemnej fytomasy z mul¢ovanych pléch upozoriuju aj
TONN a BRIEMLE (2008), pri¢com na zaklade ich zisteni boli urody zelenej hmoty mul-
¢ovanych variantov preukazne nizsie, ako urody hnojenych a kosne vyuzivanych variantov
s najvyssou frekvenciou vyuzivania.
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Tabulka 5 Produkcia susiny (t.ha') vo variantoch 1 - 8, v priemere rokov druhej
experimentalnej fazy.

Variant 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

Priemer rokov
2013-2016

Da,, = 1,650, Da,, =2,181

3,77ab | 3,33a | 4,64abc | 3,43ab | 3,33a | 4,84abc | 5,36c | 5,04bc

Vysvetlivky: Rézne pismena znamenaju, Ze medzi porovnavanymi variantmi st Statisticky preu-
kazné rozdiely (Da 005 = 1,650)

Pri hodnoteni celkovej ro¢nej produkcie susiny porastov pocas $tyroch rokov druhej
experimentalnej fazy boli, na rozdiel od prvého vyskumného obdobia, zaznamenané $ta-
tistické rozdiely pri vSetkych variantoch (tab. 6). Pri nehnojenych kosnych porastoch (var.
2, 4) sa produkcia v naslednosti rokov kontinudlne znizovala, pricom pri niektorych po-
rovnaniach boli $tatistické diferencie vysoko preukazné. Podobny trend vykazoval aj ne-
vyuzivany porast (var. 1). Pri hnojenych porastoch neboli rozdiely medzi rokmi az také
vyrazné. Pri aplikacii PK (var. 3 - 6,432 t.ha' ) a nizsej davky N 45 (var. 6 - 6,119 tha'),
bol produkény vrchol uz v prvom roku tejto experimentélnej fazy, so $tatistickymi roz-
dielmi pri porovnani produkcie v dal$ich troch rokoch. Pri aplikdcii N 90 (var. 7, 8) boli
porasty najprodukénejsie v roku 2014, pricom rozdiely s ostatnymi rokmi neboli az také
jednoznac¢né. Na zaklade nasich vysledkov mozno konstatovat, Ze so stupajicou intenzi-
tou hnojenia sa zvy$ovala produkcia su$iny a zdroveil znizovala jej variabilita medzi rok-
mi. Aplikdcia Zivin v tomto pripade zabezpecovala stabilitu urod travnych porastov, a tiez
v rokoch s nepriaznivymi poveternostnymi podmienkami z Casti kompenzovala ubytok
hmoty, ktory sa prejavil na nehnojenych porastoch. Podla HOLUBEKA (2002) vyziva tr-
valych trdvnych porastov do ur¢itej miery eliminuje rozdiely v ekologickych podmienkach
a posobi ako vyznamny regula¢ny faktor irod susiny. Podla citovaného autora, vyssia in-
tenzita hnojenia ¢iasto¢ne kompenzuje nepriaznivé vplyvy prostredia.

Tabulka 6 Produkcia susiny (t.ha') vo variantoch 1 - 8, pocas $tyroch rokov druhej
experimentélne fazy.

Rok/Variant 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

2013 5,37¢ 4,77¢ 6,43b 5,13¢ 4,24b 6,12¢ | 592bc | 4,95ab
2014 3,88b 4,13c 6,28a 5,52b 4,42b 5,11b 6,16¢ 5,59b
2015 3,03ab | 2,70b 3,46a 2,652 | 3,43ab | 3,82a 4,20a 4,36a
2016 2,80a 1,72a 4,07a 2,33a 1,24a 4,30a 5,15b 5,27b
Da 005 0,930 0,675 1,768 0,732 2,209 0,526 0,926 0,770
Da 001 1,353 0,982 2,573 1,062 3,214 0,765 1,347 1,120

Vysvetlivky: Rozne pismend znamenajd, Ze medzi porovnavanymi variantmi su $tatisticky preu-
kazné rozdiely (Da

0,05)
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ZAVER

Produkcia su$iny nadzemnej fytomasy, zaznamenand v procese revitalizacie dlhodo-
bo nevyuzivaného travneho porastu sa pocas dvoch experimentalnych faz vyvijala roz-
ne. Faktormi, ktoré prispeli k diferenciacii irod boli okrem spdsobu a frekvencie zasahov
a poveternostnych ukazovatelov aj aplikacia Zivin. Prvé $tyri roky revitalizacie sme vyraz-
ne rozdiely v produkcii fytomasy vyuzivanych porastov nezaznamenali. V priemere tejto
pokusnej peridédy bola najvyssia produkcia na nevyuzivanom, kontrolnom variante (4,89
tha'). Ndrast a hromadenie nadzemnej fytomasy (stariny) a naopak, po dlhej dobe absen-
cie vyuzivania jej niekolkoro¢né odstranovanie bez saturdcie Zivin, sa podpisali pod tuto
rozdielnost v trodach medzi kontrolnym variantom a variantmi obhospodarovanymi. Za-
radenie aplikdcie zivin do experimentalneho dizajnu v druhej faze, vyrazne stimulovalo
narast fytomasy. Vyssiu produkciu sme v priemere pokusného obdobia evidovali najma
pri porastoch s aplikaciou N + PK (var. 7 - 5,36 t.ha’; var. 8 — 5,04 tha'; var. 6 — 4,84
tha'), ale aj pri samotnom PK hnojeni (var. 3 - 4,64 t.ha).
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Modeling of grassland emissions at the Velkd Luka experimental site
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Abstract

The dynamics of carbon accumulation in grass communities is affected by climate
change. There are more frequent changes in the production, quality and species richness
of grassland ecosystems. Through the results of a long-term experiment at Velka Luka, in
the below-average rainfall year 2022, we recorded a 33.00% reduction in soil carbon on the
non-fertilized variant. Most of this carbon was not mineralized, but largely transformed
into CO, Fertilized variants have long-term balanced levels of soil carbon, so we did not
record significant losses of soil carbon. The variant with a high dose of fertilizers (200kg
N :30kg P : 80kg K) recorded an increase in soil carbon by 4.00% despite the climatically
extreme year.
Keywords: carbon sequestration, emissions, soil carbon, grasslands

UvVoD

Dolezitym prvkom ekologickej stability krajiny st travne porasty (Novak, 2009). Pro-
dukeiu, kvalitu aj druhovt bohatost ekosystémov travnych porastov ovplyviiuje klimatic-
ka zmena (Brookshire a Weaver, 2015; Vargova a kol.,, 2021). Travne porasty slizia ako
jeden z délezitych zasobnikov uhlika v suchozemskych ekosystémoch, kde sa uklada asi
jedna tretina globalneho suchozemského uhlika (Breymeyer a Melillo, 1991, Xu et al.,
2018). Ekosystém travnych porastov hra dolezitt tlohu pri zniZovani koncentracii skleni-
kovych plynov v atmosfére a zmierfiovani globalneho oteplovania (O‘Mara, 2012, Gang et
al., 2016). Zo svojej podstaty je velmi vyznamny ich korenovy systém. Flexibilne reaguje
na rozne zasahy ako je intenzita hnojenia, kosenie ¢i spasanie, ¢o sa prejavuje i v zmenach
velkosti podzemnej rastlinnej biomasy a jej distribucii v pédnom profile (Vozar a Kovar,
2015). Korene roznych skupin rastlin preferuju rézne horizonty pody a st sucasne vy-
znamnym zdrojom organickej hmoty, ktora zlep$uje $truktiru a urodnost pédy (Dong,
2023).

Vyznam trvalych travnych porastov z hladiska absorpcie emisii je znacny. Slovenska
republika ako ¢lensky stat OSN sa prihldsila k rdamcovému dohovoru OSN o zmene kli-
my (UNFCCC) a zaviazala sa monitorovat a reportovat kazdoro¢ne emisie sklenikovych
plynov produkované v roznych sektoroch v ramci SR. Povinnost vykazovat emisie z vyu-
zivania krajiny vyplyva aj z ,,Rozhodnutia Eurépskeho parlamentu a Rady EU &. 529/2013
o pravidldch zapocitavania a akénych planoch pre emisie a absorpcie sklenikovych plynov
vyplyvajuce z ¢innosti savisiacich s vyuzitim pddy, so zmenami vo vyuzivani pody a les-
nym hospodarstvom®, na zaklade ktorého je Slovenska republika povinna evidovat emisie
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z polnohospodarskej vyroby. V sticasnosti je platny legislativny stav na zaklade Nariadenia
EP a Rady (EU) 2018/1999 z 11. decembra 2018 o riadeni energetickej tinie a opatreni
v oblasti klimy. Stcastou agendy UNFCCC je sektor vyuzitia krajiny - LULUCE Tento
sektor zahrna vietky sklenikové plyny (CO,, CH, a N,O) a zakladné znecistujtice latky
z lesnych poziarov (NOx a CO). Jednotlivé inventare kateg6rii LULUCEF su prepojené so
véetkymi relevantnymi procesmi, ktoré stvisia s piatimi zdsobami uhlika (ziva biomasa
- nad zemou a pod zemou, mftva organickd hmota — mrtve drevo a opad, uhlik v pode).
V sektore LULUCEF je inventarizacia zaloZena na definicii reprezentativnych typov katego-
rif vyuzitia pody - lesnd poda (Forest land, FL), ornd pdda (Crop land, CL), travne porasty
(Grass land, GL), mokrade (Wetlands), sidla (Setlements, S) a ind pdda (Other Land, OL).
Dolezité su ich ¢asové zmeny. Prvé tri kategdrie maji najvacsi vyznam vzhladom na ich
relativnu velkost pokrytia rozlohy Slovenska, ktoré predstavuje viac ako 90 % celého uze-
mia. Procesy spojené s vyuzivanim pddy a zmenami vo vyuzivani pody vacsinou sdvisia
s bilanciou CO, (IPCC 2006 GL). Cielom prace bolo poukazat na teoretické mnozstvo
emisii, ktoré dokazu absorbovat hnojené trévne porasty, lebo v klimaticky extrémnych
podmienkach hnojené travne porasty mozu byt potencidlnych emitentom uhlika.

MATERIAL A METODIKA PRACE

Z rastlinnych a podnych vzoriek odobratych na experimentalnom stanovisti Velka Lu-
ka boli vyhodnocované zakladné parametre podla metodiky 2006 IPCC GL, resp. v ¢ase
ulohy platna metodika 2019 IPCC GL. Dlhodoby experiment na stanovisti Velka Luka sa
nachddza na rovinatej ltike v zdpadnej casti Zvolenskej kotliny v nadmorskej vyske 350 m.
Variantné rieSenie je uvedené v tabulke. Skoro na jar bola aplikovana prva davka hnojiv
(65% N a cela davka P a K) a po prvej kosbe bola dodand druhd dévka N (35 %). Porasty
sa vyuzivali 3x pocas vegetatného obdobia. Pre riesenie ulohy bola urcujuca produkcia
susiny v jednotlivych variantoch.

Varianty riesenia:

Variant Popis Pomer Zzivin
1 nehnojena kontrola -
2 hnojena 22,0 kg P; 41,5 kg K -
3 50 kg N : 15,0 kg P: 40 kg K (1:0,30:0,8)
4 100 kg N : 30,0 kg P : 80 kg K (1:0,30:0,8)
5 150 kg N : 45,0 kg P : 120 kg K (1:0,30:0,8)
6 200 kg N : 60,0 kg P : 160 kg K (1:0,30:0,8)
7 50 kg N:7,5 kg P : 20 kg K (1:0,15:0,4)
8 100kg N : 15,0 kg P: 40 kg K (1:0,15:0,4)
9 150 kg N :22,5kg P : 60 kg K (1:0,15:0,4)
10 200 kg N : 30,0 kg P: 80 kg K (1:0,15:0,4)

Sledované parametre boli viazanie uhlika v Zivej a neZivej hmote v nadzemnej Casti.
Prostrednictvom metodiky 2019 IPCC GL sa stanovili zdujmové parametre ako st emisie
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resp. zachyty emisii sklenikovych plynov. V Zivej biomase dlhodobych travnych porastov
nenastdva ziadna zmena podla pristupu urovne 1. Tento pristup bol pouzity pri odhade
emisii/zachytov v tejto kategérii. Nedoslo k Ziadnym zmendm v type ani intenzite hos-
podarenia a biomasa je na travnych porastoch priblizne v ustilenom stave (akumuldcia
uhlika rastom rastlin je vyvazena stratami pasenim, rozkladom a poziarom). Emisie CO,
sa povazuju za nevyznamné, pretoze sa nepredpokladd ziadna zmena v DOM (mftva or-
ganickd hmota) a zasoby uhlika v pode (Groven 1, IPCC 2006 GL). Toto je konzervativny
predpoklad, ak krajina neo¢akavala vyznamné zmeny v kategériach alebo rezimoch riade-
nia pocas vykazovaného roka.

Udaje z pokusnych stanovist, ktoré neboli stanovené boli extrapolované. Rovnice podla
metodiky IPCC 2006 Gl boli zjednodusené.

Zasoba organického uhlika v nadzemnej fytomase:

ZOC (t.ha') = Groda susiny (t.ha') x 0,475 (prepocitavaci koeficient, Schlesinger, 1991)

Koeficient pomeru nadzemna/podzemnd biomasa - 2,8.

Prevod uhlika na CO, (*44/12)

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkova vymera travnatych ploch na Slovensku v roku 2022 predstavovala 848 888 ha.
Je to priblizne 17,3 % z celkovej rozlohy krajiny. Postupnost zmien v charaktere a vyuzi-
van{ krajiny dlhodobo eviduje Urad geodézie, kartografie a katastra Slovenskej republiky.
Z tychto udajov sa zostavuju zakladné jedno a dvadsatrocné zostavy vyuzitia krajiny pre
potreby LULUCE. Obhospodarované trvalé travne porasty (TTP) v roku 2022 predstavo-
vali 508 950 ha, ktoré boli hospodarsky vyuzivané. V lokalite Velka Luka sa uskuto¢nili
3 odbery rastlinnej hmoty a odber poédnych vzoriek na jesen na stanovenie zdkladnych
agrochemickych vlastnosti pddy. Na laboratérne analyzy odobranych pddnych vzoriek sa
pouzila Vyhlaska MPRV SR Z.z. ¢.151/2016, ktorou sa ustanovuji podrobnosti o agroche-
mickom skusani pod a o skladovani a pouzivani hnojiv.

V roku 2021 bola podna reakcia extrémne az silne kysld, pohybovala sa v rozpiti
od 4,10 do 4,84 (tab. 1). Obsah humusu bol namerany od 35,33 g.kg"' na variante 10 az
50,69 g.kg! na variante 3. Na nehnojenom variante bol najvyssi obsah humusu 53,19 g.kg™
aj Cox 31,19 g.kg'!, a najvyssi obsah dusika (2,59 g.kg"). Vyssi obsah dusika bol na varian-
toch 5-7.

Tabulka 1 Vybrané agrochemické vlastnosti pody v roku 2021 a prevod na Ca CO,
(tha)

Variant | pH/KCI gﬁfg’ﬁ Ifgf‘lfg‘?}s g'llfg,l CN gfg,l E;eé‘(’)‘i
1 4,50 31,19 53,19 2,59 12,04 31,18 114,34
2 410 | 2640 | 4506 | 208 1269 | 2640 | 9678
3 456 | 2940 | 50,69 | 220 1336 | 2939 | 107,77
4 4,55 28,51 49,15 2,16 13,20 28,51 104,54
5 465 | 2435 | 41,99 | 247 986 | 2435 | 8930
6 448 | 2435 | 41,9 | 255 9,55 2435 | 8929
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Pokracovanie Tabulky 1

variant | pH/KC | g0 | TR B e | g | o,
7 4,48 25,54 44,03 2,49 10,26 25,55 93,67
8 4,42 26,43 45,57 2,16 12,24 26,44 96,94
9 4,79 25,25 43,52 2,20 11,48 25,26 92,61
10 4,84 20,49 35,33 2,38 8,61 20,49 75,14

V nasledujicom roku bola podna reakcia extrémne az silne kyslda, pohybovala sa v roz-
pati od 4,42 do 4,95 (tab. 2). Obsah humusu osciloval od 34,65 g.kg” na variante 4 a 6 do
41,89 g.kg' na variante 2. Na nehnojenom variante bol vysoky obsah humusu a stredny
obsah dusika (2,22 g.kg'). Vyssi obsah dusika sme evidovali na variantoch 2-3. V zraz-
kovo podpriemernom roku 2022 sme zaznamenali na nehnojenom variante znizenie pod-
neho uhlika o 33,00 %. Rovnako doslo medziro¢ne k poklesu pH, vo v$etkych hnojenych
variantov, okrem variantu 7, kde sa zvy$ila hodnota pH. Vacsina uhlika v kontrolnom va-
riante nebola mineralizovana, ale z velkej casti transformovand na CO,. Hnojené varian-
ty majti dlhodobo vyrovnané hladiny podneho uhlika a nezaznamenali sme tak vyrazné
straty podneho uhlika. Variant 10 s vysokou davkou hnojiv (200kg N.ha!, 30kg P.ha’,
80kg K.ha') zaznamenal aj napriek klimaticky extrémnemu roku narast podneho uhlika
04,00 %.

Tabulka 2 Vybrané agrochemické vlastnosti pody v roku 2022 a prevod na Ca CO,
(tha)

| i || e | e | O | e | oo, e | o,
1 4,42 20,70 | 35,69 2,22 9,32 20,69 | 75,86 | -10,49 | -38,48
2 4,34 24,30 | 41,89 2,19 11,10 | 24,31 89,13 -2,09 -7,65
3 4,63 21,60 | 37,24 2,27 9,52 21,61 79,24 -7,78 | -28,53
4 4,67 20,10 | 34,65 1,80 11,17 | 20,11 73,72 -8,41 | -30,82
5 4,89 21,00 | 36,20 1,94 10,82 | 20,99 | 76,97 -3,36 | -12,33
6 4,60 20,10 | 34,65 1,97 10,20 | 20,09 | 73,68 -4,26 | -15,61
7 4,46 24,00 | 41,38 2,07 11,59 | 23,99 | 87,97 -1,56 -5,71
8 4,56 20,70 | 35,69 1,71 12,11 20,71 75,93 -5,73 | -21,01
9 4,90 24,00 | 41,38 2,18 11,01 24,00 | 88,01 -1,25 -4,60
10 4,95 21,30 | 36,72 1,93 11,04 | 21,31 78,13 0,82 2,99

Na lokalite Velkd Luka v roku 2021 (tab. 3) bol variant 6 (N 200 kg.ha', P 60 kg.ha',
K 120 kg.ha') s najvys$ou produkciou susiny 10,48 tha', ¢o znamena akumuldciu 4,98t
uhlika a teoretickd akumulaciu C v podzemnej hmote na tGrovni 29,34 tha' C. V teore-
tickom prevedeni na CO, by to predstavovalo mozny zdchyt 18,25t a 51,11t CO,. Tie-
to odhady su zatazené neurcitostou + 75,00 % a viac (2006 IPCC GL). V roku 2022 (tab.
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4) bol variant 10 (200kg N.ha, 30kg Pha, 80kg K.ha!) s najvys$sou produkciou susiny
6,41 tha', ¢o predstavuje akumulaciu 3,04 t uhlika a teoretickt akumulaciu uhlika v pod-
zemnej hmote na trovni 17,95 t.ha” C. Teoretické prevedenie na CO, by to predstavovalo
mozny zachyt 11,15t a 31,26t CO,. Tieto odhady su zatazené neurcitostou + 75,00 % az +
107,98 % z dovodu extrémneho agroklimatického priebehu roku. Novak uvadza (2009), ze
dolezitym prvkom ekologickej stability krajiny st travne porasty. Ich stabilita a odolnost
voci klimatickym zmenach sa zvysi obhospodarovanim a hnojenim (Vozar a Kovar, 2015),
¢o nase vysledky potvrdili, pretoze vyssie davky hnojiv zabezpecili vyssie a rovnomernej-
$ie urody susiny aj v klimaticky rozdielnych rokoch.

Tabulka 3 Produkcia susiny v roku 2021 (t.ha") a prevod na C a CO, (t.ha™)

Variant Produkcia Obsah Prevod na quzemné Obsah Prevod na

C CO, biomasa C CoO,
1 4,86 2,31 8,46 13,61 6,46 23,70
2 7,00 3,33 12,19 19,60 9,31 34,14
3 6,80 3,23 11,84 19,04 9,04 33,16
4 7,68 3,65 13,38 21,50 10,21 37,45
5 9,71 4,61 16,91 27,19 12,91 47,35
6 10,48 4,98 18,25 29,34 13,94 51,11
7 6,72 3,19 11,70 18,82 8,94 32,77
8 7,46 3,54 12,99 20,89 9,92 36,38
9 8,69 4,13 15,14 24,33 11,56 42,38
10 8,76 4,16 15,26 24,53 11,65 42,72

Tabulka 4 Produkcia susiny v roku 2022 (t.ha") a prevod na C a CO, (t.ha™)

Obsah Prevod na | Podzemna Obsah Prevod na

Variant | Produkcia C co, biomasa C co,
1 3,17 1,51 5,52 8,88 4,22 15,46
2 2,55 1,21 4,44 7,14 3,39 12,44
3 3,70 1,76 6,44 10,36 4,92 18,04
4 4,57 2,17 7,96 12,80 6,08 22,29
5 5,95 2,83 10,36 16,66 7,91 29,02
6 5,95 2,83 10,36 16,66 7,91 29,02
7 3,17 1,51 5,52 8,88 4,22 15,46
8 4,93 2,34 8,59 13,80 6,56 24,04
9 6,14 2,92 10,69 17,19 8,17 29,94
10 6,41 3,04 11,16 17,95 8,53 31,26
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Pasienky su velmi doleZitou zasobarniou uhlika a pokracuju v sekvestracii uhlika so
zna¢nym potencidlom na jeho dalsie zvySovanie (O‘Mara, 2012), ¢o koreSponduju aj nase
vysledky. Rovnako ako O‘Mara (2012), ktory opisoval intenzivne trévne porasty v Irsku,
aj nase vysledky z hnojenych travnych porastov potvrdzuju, ze adaptacia travnych poras-
tov na zmenu klimy bude premenlivd, s moznym zvy$enim alebo zniZenim produktivity
a zvySenim alebo zniZenim zasob uhlika v pdde. Kluc¢ové bude rychlo a cielene reagovat
na zmeny (O‘Mara, 2012, Gang et al., 2016). Vysokohorské liky a alpské stepi, ktoré su
citlivym indikdtorom klimatickych zmien podla zisteni Dong (2023) ukladanie dusika
a oteplovanie vyznamne neovplyvnili toky sklenikovych plynov v alpskych pastvinach, ale
ich kombinovany t¢inok znizil emisie CO,. Tvrdenie potvrdzuju aj nase tidaje, ked v zrdz-
kovo podpriemernom roku 2022 variant s vysokou davkou hnojiv zaznamenal narast pod-
neho uhlika 0 4% a nehnojeny variant mal zniZenie pédneho uhlika az o 33 %.

Zaver

Najvyssie zachyty uhlika sme zaznamenali na obidvoch variantoch s najvys$§imi dév-
kami zivin, kde boli najvyssie urody susiny, 10,48 t.ha! (2021) resp. 6,41 tha' (2022).
Znamend to akumuldciu 4,98t resp. 3,04t uhlika a teoretickd akumulaciu uhlika v pod-
zemnej hmote na drovni 29,34 tha' a 17,95 t.ha! C. To je mozny teoreticky zachyt 18,25
all,15ta pri podzemnej hmote na trovni 51,11 a 31,26t CO2 pri neurcitosti + 75,00 %
az + 107,98 %. V zrazkovo podpriemernom roku 2022 sme zaznamenali vys$iu produkciu
sudiny na variante s divkou dusika 200 kg.ha' a niz§ou davkou fosforu a draslika a na ne-
hnojenom variante sa znizil pédny uhlik o 33,00 %. Rovnako sme medziro¢ne evidovali
pokles pH na véetkych hnojenych variantov, okrem variantu 7 kde sa zvysila hodnota pH.
Zachyty uhlika a jeho zdroj vo forme CO, predstavuju prinosy a uzitky, ktoré poskytu-
ju travne porasty pre spolo¢nost. Poznatky o kolobehu a moznostiach viazania uhlika je
dolezity poznatok pre moderného polnohospodara zohladnujuceho Setrné a prirodne
blizke obhospodarovanie pddy a krajiny. Pri zohladneni smernic EU, ktord kladie doraz
aj na klimatickd zmenu st poznatky o kolobehu a podpore zvyseného viazania CO, klu-
cové.
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Vplyv hnojenia na medonosné a liec¢ivé druhy rastlin
v trdvnom poraste

Effect of fertilization on honey-bearing and medicinal species plants
in grassland

Vladimira Vargova

Ndrodné polnohospoddrske a potravindrske centrum - Vyskumny tistav rastlinnej vyroby —
Ustav trdavnych porastov a horského polnohospoddrstva Banskd Bystrica, Mlddeznicka 36,
Banskd Bystrica 974 23, vladimira.vargova@nppc.sk

Abstract

The aim of the research was to determine the impact of different fertilization on the
honey-bearing and medicinal species plants of alluvial meadow. The first field experiment
was established in the western part of the Zvolenska kotlina basin at 350m a.s.l. The ex-
periment consisted of 6 treatments of fertilization: unfertilized grass swards, PK fertilized
grass swards and grass swards fertilized 50, 100, 150 and 200kg N/ha. The monitored pe-
riods were 2022 and 2023. Grass swards were cut three times. We evaluated the botanical
composition of the stand before each mowing. They lowest value of honey-bearing poten-
tial (49.80 %) had control non-fertilized treatment. Fertilized treatmens had higher values
of honey-bearing potential. The highest honey-bearing potential (64.68 %) was found in
the treatment with the rate nitrogen 50 kg/ha, phosforus 7.5 kg/ha, potassium 20 kg/ha.
A significantly (P < 0.05) higher number of honey-bearing and medicinal plant species
was recorded in the second cut.
Keywords: grasslands, botanical composition, fertilization, honey-bearing, medicinal

UvVOD

Travne porasty primédrne zabezpecuju krm, Ziviny. Ich sekundarna funkcia je biodiverzi-
ta rastlin a zvierat, ktora je dolezitd pre udrzanie kolobehu zivin, vody, energie a funkénost
ekosystému (Skladanka, et al, 2014). Porasty maju pomerne vysoku ekologicku stabilitu
s dostatkom pelu, nektaru a medovice (Moravec et al., 1994). Z hladiska ekologickej funk-
cie st travne porasty vyznamnou zlozkou zivotného prostredia a zaroven spéjaju jednotlivé
prvky v krajine. Hodnotenim vegetacie rastlin so zretelom na vyskyt medonosnych a lie¢i-
vych rastlin poukazujeme na ich ekologicku a kulturnu hodnotu (Novak, 2009b). Zistenie
redlneho stavu vegetacie ma rozhodujtci vyznam pre krajinnoekologické studie, ktoré hod-
notia krajinu prevazne ako biologicky systém. Cielom prispevku bolo zistit vplyv diferen-
covaného hnojenia na pocet medonosnych a lie¢ivych druhov rastlin v trdvnom poraste.

MATERIAL A METODIKA PRACE

V zapadnej casti Zvolenskej kotliny na stanovisti Velkd Luka bol zalozeny pokus blo-
kovou metddou v $tyroch opakovaniach s velkostou pokusnej parcely 32 m? v nadmorskej
vyske 350 m. V prispevku prezentujeme vysledky za obdobie rokov 2022-2023. Dlhodoby
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priemer zrazok za vegetaciu je 428 mm a za rok 757 mm. Priemernd denna teplota vzdu-
chu za rok je 8,2 °C a za vegetaciu 14,7 °C. Geologicky substrat su aluvidlne naplaveniny,
podny typ je fluvizem. Travny porast bol z fytocenologického hladiska charakterizovany
ako zviz Alopecurion pratensis (dominantné travne druhy: Arrhenatherum elatius L., Alo-
pecurus pratensis L., Poa pratensis L., Agrostis stolonifera L.; dominantné legumindzy: Tri-
folium pratense L. a Trifolium repens L. a ostané li¢ne byliny: Leontodon hispidus L. a Tara-
xacum officinale auct non. Web.).

Tabulka 1 Varianty pokusu

dodanéV ;ir\:?r?;}g(g.ha") ! 2 3 4 > 6
N 0 0 50 100 150 200
P 0 22 7,5 15 22,5 30
K 0 41,5 20 40 60 80

Pokus je tvoreny Siestimi variantami s diferencovanou vyzivou (tab. 1). Na zaciatku ve-
geta¢ného obdobia bol v celej davke aplikovany fosfor, draslik a 65% dusika z celkového
mnozstva. Druhd davka N bola dodand po prvej kosbe. Porasty sa vyuzivali tromi kosbami
- 1. kosba - zaciatok klasenia prevladajtcich druhov trav, 2. kosba - 6 az 8 tyzdnov po 1.
kosbe, 3. kosba - 8 az 10 tyzdiiov po 2.kosbe. Pred kazdou kosbou sme hodnotili floristické
zlozenie porastu. Na zéklade fytocenologickych zapisov sme posudzovali vybrané ekolo-
gické vlastnosti, a to medonosnost a lie¢ivost (oficindlnost). Rastlinné druhy boli zaradené
do prislusnej kategorie a bola im pridelena hodnota tzv. ekocislo (Jurko, 1990). Na jesen
sa odobrali podne vzorky (0-150mm) na stanovenie pH/KCI, obsah organického uhlika,
fosfor, draslik a hor¢ik. Rozbor pod sa robil podla Vyhlasky MPRV SR Zz.¢.151/2016.

Medonosnost (M) sa urcila na zaklade poctu rastlinnych druhov z celkového poctu za-
znamenanych druhov. Prvé ¢islo znamend hodnoty nektaru, druhé medovice a tretie za-
hfna obsah pelu. Medonosné druhy sa diferencuju na $tyri skupiny: 1. slaba, 2. stredn4,
3. dobra a 4. velmi dobra. Medonosny potencidl (Novak, 2008) sa urcil na zaklade podielu
rastlin z celkového poctu rastlin v spolocenstve (%). Stupnica medonosnosti: 1. velmi niz-
ky (< 5 %), 2. nizky (5-10 %), 3. stredny (15-30 %), 4. vysoky (30-40 %), 5. velmi vysoky
(40-50%) a 6. mimoriadne vysoky (> 60 %).

Liecivost (oficindlnost) (O) sme posudzovali na zédklade floristického zloZenia a analyzy
zasoby liecivych rastlin, nasledne sa rastliny zaclenili do troch kategérii: 1. lie¢ivé rast-
liny, 2. uznand a normovand droga, 3. oficindlne podla liekopisu. Terapeuticky potencidl
bol hodnoteny podla stupnice: 1. ziadny alebo zanedbatelny (< 1 %), 2. velmi chudobny
(1-5 %), 3. chudobny (5-10 %), 4. malo bohaty (10-20 %), 5. bohaty (20-30%) a 6.
velmi bohaty (> 30 %).

Ziskané vysledky boli spracované statistickou metédou analyzy variancie ANOVA pro-
strednictvom Tukeyovho testu na hladine vyznamnosti 0,05, vykonané pouzitim progra-
mu STATGRAPHIC Centurion XVILI.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na aluvidlnej like sme pocas rokov 2022 -2023 vyhodnotili agrochemické vlastnosti
pod a ekologické vlastnosti rastlin ako medonosnost a oficinalnost. Pddna reakcia bola sil-
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ne kysla az kysld, hodnota pH oscilovala od 4,62 na variante 2 do 5,16 na variante 6 (tab. 2).
Na nehnojenom variante sme zaznamenali vysoky obsah humusu (23,10 g.kg'C_ ) a dusika
(2,35 g.kg') a nizky obsah draslika. Vyssi obsah fosforu v pode bol na variantoch 1 a 2
a hnojené varianty mali vys$iu zasobu hor¢ika v pode.

Tabulka 2 Agrochemické vlastnosti pod (priemer rokov)

varant [ B | Gon | Homs | N | K s o
1 4,80 23,10 39,82 2,35 21,54 79,34 170,09 9,83
2 4,62 20,70 35,69 2,01 61,66 103,50 340,96 10,30
3 4,68 17,70 30,51 1,67 7,65 87,12 340,64 10,60
4 4,88 22,50 38,79 2,01 10,18 81,79 358,65 11,19
5 5,08 20,70 35,69 2,00 8,44 104,73 424,63 10,35
6 5,16 21,30 36,72 2,04 8,25 84,25 417,93 10,44

Medonosnost zahffia obsah nektaru, medovice a pelu (Jurko, 1990). Véad$ina trav pro-
dukuje len pel. Dobry obsah nektaru a pelu ma Trifolium repens L. a Trifolium pratense
L. Z bylinnych druhov obsahuje vela nektaru a pelu Taraxacum officinale auct.non Web.
a Plantago lanceolata L. mé viac pelu (Novék, 2009b). V tradvnom poraste sme evidovali 26
druhov medonosnych rastlin (tab. 4). Po¢et medonosnych druhov v prvej kosbe osciloval
od 8 (variant 6) do 14 (variant 1 a 3) druhov (graf 1). V druhej kosbe sa pocet druhov
zvy$il, na 12 - 16 druhov. Najvyraznejsi narast po¢tu medonosnych druhov bol evidovany
na variante 6, az o 8 druhov. Tretia kosba zaznamenala signifikantne (P < 0,05) najnizsi
pocet druhov (tab. 3), od 8 druhov na variante s PK hnojenim (variant 2) do 13 druhov
na variante s davkou dusika 150 kg.ha* (variant 5).
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3 7= 64,68% 3
g 10 e ’/T 60,00% =%
Z 14 = 56,27% =2 56,08% -1 55,16% S
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S 20,00% 5
2 4 2
z ., 10.00%;
=
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£ 1 2 3 4 5 6
VARIANTY
1. Kosba 2. Kosba 3. Kosba ——md 1. kosba
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Graf 1 Medonosny potencidl (md) a pocet medonosnych druhov v jednotlivych
kosbdch
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Nehnojeny variant (1) mal najviac druhov so slabou medonosnostou ako Achillea mil-
lefolium L., Galium mollugo L., Leontodon hispidus L., Leucanthemum vulgare Lam., Ra-
nunculus acris L., Tragopogon orientalis L., Veronica verna L. (tab. 4), $est druhov so stred-
nou medonosnostou (Lotus corniculatus L., Medicago falcata L., Vicia tenuifolia Roth.,
Daucus carota L., Glechoma hederacea L., Senecio vulgaris L.), $tyri druhy s dobrou me-
donosnostou (Trifolium pratense L., Jacea pratensis Lam., Salvia pratensis L., Taraxacum
officinale auct.non Web.) a jeden s velmi dobrou medonosnostou, a to Trifolium repens
L. (tab. 4). Porast dosiahol najniz§i medonosny potencidl 47,62 % v tretej kosbe a najvyssi
53,57 % v druhej kosbe (graf 1). Tieto hodnoty predstavuju velmi vysoky stupent medonos-
nosti podla Novéka (2008, 2009a). Na véetkych variantoch sa vyskytoval druh Trifolium
repens L. s velmi vysokou medonosnostou (M = 4). Na variante 2 s PK hnojenim bolo
zaznamenanych $est druhov so strednou medonosnostou (M = 2) a $tyri druhy s dobrou
s najvys$sou davkou hnojenia (variant 6). Kategoriu so strednou medonosnostou charakte-
rizovali druhy ako Medicago falcata L., Daucus carota L., Senecio vulgaris L. a dobra hod-
notu medonosnosti (M = 3) mali druhy Trifolium pratense L., Cirsium arvense (L), Jacea
pratensis Lam., Taraxacum officinale auct.non Web. (tab. 4).

Medonosny potencial podla Novéka (2008) bol vyhodnoteny ako velmi vysoky (40— 50
%). Signifikantne (P < 0,05) najvyssi bol na hnojenych variantoch (56,48 %) pri porovnani
s nehnojenou kontrolou (tab. 3). Hnojené varianty 3 az 6 dosiahli v prvej kosbe medo-
nosny potencidl 40,00 - 66,67 %, v druhej kosbe sa mierne zvysil o 2,00 az 16,67 % na va-
riantoch 4-6. V tretej kosbe mal potencial hodnotu od 58,82 % na variante 6 do 66,67 %
na variante 3. Tento variant (3) sa vyznacoval najvy$sim medonosnym potencidlom
64,68 % so Statistickou preukaznostou (P < 0,05). Evidovali sme na nom aj vys$si vyskyt
druhov so strednou (M = 2) a dobrou medonosnostou (M = 3). Boli to druhy Lotus corni-
culatus L., Medicago falcata L., Vicia tenuifolia Roth., Daucus carota L., Glechoma hedera-
cea L., Senecio vulgaris L., Trifolium pratense L., Jacea pratensis Lam., Taraxacum officinale
auct.non Web.

Tabulka 3 Vplyv variantov, kosby a hnojenia na po¢et medonosnych, lie¢ivych druhov,
na medonosny a terapeuticky potencial

Faktory G O1E | Meonoa™ | Lietivé druhy | Tetapesticly
1 13,00* 49,82¢ 8,00* 31,72*
2 11,00* 50,21° 6,00° 24,07¢
3 14,33* 64,68" 9,00 35,71*
Variant 4 12,33* 56,23 8,00 29,97%
5 12,66* 56,08 6,00 33,18°
6 11,33* 55,16™ 9,00* 27,17*
P-value 0,5278 0,0205* 0,2101 02117

1282/



Recenzovany zbornik prispevkov z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcastou Nitra, 10. — 11. 9. 2024

Aktudlne trendy v agropotravinarstve

Pokracovanie Tabulky 3
Faktory Medonosné Medonosny Liegivé druby Terapeuticky
druhy potencial potencial
1 12,00 50,59° 7,17 32,57
2 14,66° 58,19° 9,33 33,33
Kosba
3 10,66 57,33¢ 6,50° 25,00
P-value 0,0140* 0,1223 0,0129* 0,0474*
1 13,00 49,82% 8,00° 31,72°
Hnojenie 2 12,33 56,48° 7,330 30,02°
P-value 0,6894* 0,1876* 0,0129* 0,7118*

Rozdielne indexy znamenajui $tatisticky preukazné rozdiely medzi troviiami faktorov
(Tukey t-test, P < 0,05), hnojenie: 1 - nehnojeny, 2 - hnojené porasty

Z celkového poctu rastlinnych druhov sa v poraste nachddzalo 17 lie¢ivych rastlin (tab.
4), z nich $tyri patria do liekopisnej skupiny (Achillea millefolium L., Agrimonia eupato-
ria L., Plantago lanceolata L., Taraxacum officinale auct.non Web.). Pocet lie¢ivych druhov
rastlin bol signifikantne (P < 0,05) najvyssi v druhej kosbe a najnizéi v tretej kosbe. Tera-
peuticky potencial posudzovany podla podielu liecivych latok, ktoré pomahaju liecit dy-
chacie a traviace organy nielen cloveka, ale aj hospodarskych zvierat a lesnej zveri (Novak,
2008), bol maximélny na variante 3 (35,71 %) a oznaceny ako velmi bohaty. Novak (2009)
uvadza, ze vo vyuzivanych travnych porastoch Zapadnych Karpat na Slovensku je az 32 %
druhov lie¢ivych a maji pomerne vysoky medicinsky potencial. Na nehnojenom variante
sme evidovali vyssi pocet lie¢ivych rastlin ako na variante 2 a 5. Pri §tatistickom hodnoteni
hnojenia ako faktora sme zistili, ze hnojenie negativne ovplyviiovalo pocet lie¢ivych dru-
hov rastlin a aj terapeuticky potencidl (tab. 3).

ZAVER

Prispevok prezentuje vplyv diferencovaného hnojenia na medonosnost a terapeuticky
ucinok travneho porastu. Druhd kosba evidovala signifikantne vy$si pocet medonosnych
a liecivych druhov rastlin. Najvy$si medonosny potencial (64,68 %) sa zaznamenal na va-
riante s davkou hnojenia 50kg N.ha", 7,5kg Pha' a 20kg K.ha", so silne kyslou poddnou
reakciou, strednym obsahom humusu a dusika. V poraste sa vyskytovali tri druhy s dob-
rou medonosnostou, osem druhov so strednou medonosnostou, jedenast druhov so sla-
bou medonosnostou a jeden druh s velmi dobrou medonosnostou (Trifolium repens L).
Vys$8i medonosny potencidl dosiahli hnojené varianty. Na zaklade oficindlnosti sme iden-
tifikovali 17 lie¢ivych druhov rastlin, z nich $tyri st zaradené do liekopisnej skupiny. Te-
rapeuticky potencidl bol hodnoteny ako bohaty az velmi bohaty s maximéalnou hodnotou
(35,71 %) na variante s davkou hnojenia 50 kg N.ha™.
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Tabulka 4 Ekologické hodnoty rastlinnych druhov travneho porastu (2022 -2023)

Rastlinny druh M (¢} Varianty

1 2 3 4 5 6
Lotus corniculatus L. 2-1 - * * *
Medicago falcata L. 2-2 - * * *
Trifolium pratense L. 3-3 1 * * *
Trifolium repens L. 4-3 2 * * * *
Vicia tenuifolia Roth. 2-1 - * * *
Acetosa pratensis Mill. -2 - * * * * *
Agrimonia eupatoria L. 2-2 3 * *
Achillea millefolium L. 1-1 3 * * * * *
Cirsium arvense (L). Scop. 3-2 - * * *
Daucus carota L. 2-1 1 * * * * *
Galium mollugo L. 1-1 - * * * * * *
Glechoma hederacea L. 2-1 2 * * * *
Jacea pratensis Lam. 3-2 1 * * * * * *
Myosotis arvensis L. 1-1 - * * * *
Leontodon hispidus L. 1-1 - * * * * * *
Leucanthemum vulgare Lam. 1-1 1 * * * * *
Plantago lanceolata L. -3 3 * * * * *
Plantago media L. -2 1 * * *
Prunella vulgaris L. 2-2 2 *
Ranunculus acris L. 1-2 1 * * * * *
Salvia pratensis L. 3-1 1
Sanguisorba officindllis L. 1-1 2 *
Senecio vulgaris L. 2-2 1 * * * *
Taraxacum officinale auct.non Web. | 3 -4 3 * * * *
Tragopogon orientalis L. 1-2 - * * * *
Veronica verna L. 1-1 1 * * * *
Vysvetlivky: M — medonosnost, O - lie¢ivost, * - vyskyt medonosného druhu
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