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Metodika je vysledkem vyzkumné ¢innosti v projektu NAKI DF11P010VV028
»Ochrana kniZniho fondu a dokumenti aplikaci esencialnich oleji“,

feseném v letech 2011-2015 a financovaném Ministerstvem kultury CR.

Cil metodiky

Metodika ma za cil umoZnit kvantitativni vyhodnoceni dezinfekéniho G€inku par
esencialnich olejii na spory plisni ukotvenych na raznych druzich substrath.
Knihy ve sbirkdch jsou sloZeny ztady rGznych materidli, které ovliviiuji
ucinnost dezinfekénich prostiedki, proto nestac¢i vykonat jednoduché testy na
agaru nebo skle.

Certifikovana metodika je urcena pro instituce, které provadeéji kromé rutinni dezinfekce
knizek i viastni vyzkum a inovace téchto postupii. Metodiku je mozné vyuzit pro testovani par
EO ale i dalsich dezinfekcnich latek ve formeé par nebo aerosolu.

Dale je metodika doporucena k vyuziti subjektiim, které se zabyvaji vyzkumem vyuZiti
esencialnich olejii pro antimikrobialni ochranu v ostatnich odvétvich (zemédélstvi,
potravindrsky prumysl apod.)
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1. Uvod a literarni piehled dané oblasti

1.1 Vvyznam ochrany pisemnych Kulturnich pamatek proti mikroorganismim

Papir je jednim z hlavnich nositeltl kulturniho dédictvi lidstva. Pii nevhodném skladovani mtze vSak
velice snadno podléhat zkdze. Mezi nejvyznamnéjsi faktory zptsobujici jeho degradaci patii plisné
(Zotti et al., 2008; Pinheiro et al., 2011). Ty mohou kromé degradace papiru zpisobovat i zdravotni
problémy zaméstnanctim archivil, protoze archivni material, se kterym jsou tito lidé v dlouhodobém
kontaktu, mize byt kontaminovan mikroorganismy, a to i zdravi $kodlivymi druhy (Haleem Khan and
Mohan Karuppayil, 2012; Roussel et al., 2012).

K ochrané papirovych dokumentt se pouziva fada dezinfekcnich latek, v soucasné dobé je to butanol,
etylenoxid a jiné. Problémem je, Ze i tyto latky mohou negativné ovliviiovat zdravi zaméstnancti, jako
naptiklad tymol a formaldehyd, které jsou jiz zakazany (Sequeira et al., 2012). Proto se nadale hledaji
nové metody antimikrobialni ochrany kniznich fondii a archivalii, které by nijak neposkozovaly papir
ani dal$i pouzivané materialy, a které by zaroven nemély negativni vliv na lidské zdravi (Florian,
1993). Mezi zkoumané alternativy pro toto pouziti patii i esencialni oleje (EO) z rostlin (Pibiri et al.,
2006; Sequeira et al., 2012), protoze né€které z nich podle mnoha studii vykazuji fungicidni aktivitu
(Inouye et al., 2000).

1.2 EO a jejich vvuziti v dalSich sektorech, jako je potravinarstvi nebo ochrana rostlin

EO neboli silice jsou vylucovany rostlinami spolu s dal$imi sekundarnimi metabolity pro vlastni
ochranu rostlin pied Skodlivymi mikroorganismy a dalSimi neptateli (herbivory, hmyzem) nebo také
jako atraktanty lakajici opylovace. Jednd se o smési az desitek jednotlivych slozek zastoupenych
v riznych pomérech. Konkrétni sloZeni je zavislé na mnoha faktorech, mezi které patii kromé
genetické vybavy daného rostlinného druhu (variety, odridy) i klimatické a geografické podminky
rustu, nebo zplsob extrakce EO. Majoritné zastoupena slozka byva zodpovédna za dané ptisobeni EO,
ale neni to pravidlem. Dulezitou roli hraje vzajemny synergismus i antagonismus jednotlivych slozek,
proto mohou byt nékteré kombinace slozek ucinngjsi nez slozky samostatné.

Antimikrobialni ptisobeni EO je lidstvu znamé odpradavna, bylo a je vyuzivdno v mnoha odvétvich
lidského pusobeni, jak shrnuje napiiklad reserse Lang and Buchbauer (2012). V soucasnosti probiha
mnoho vyzkumnych projektt, které ovéfuji puisobeni EO a zdokonaluji zptsoby jejich aplikace jako
konzervanty v potravinaistvi (Lopéz et al., 2005; Libran et al., 2013; Manso et al., 2013; Melgarejo-
Flores et al., 2013; Moro et al., 2013) a farmacii (Mishra et al., 2013) nebo v zemédélstvi k ochrané
skladovanych plodin proti mikrobialni kontaminaci (Mari et al., 2002; Sellamuthu et al., 2013).
Pouziti jednotlivych slozek EO namisto kompletnich EO je levngjsi, protoze se daji pfipravovat
synteticky za vzniku pfirodné identickych latek, jsou stabilnéjsi a daji se snaze standardizovat pro
pouziti. Nizka toxicita EO jako celku je ovéfena staletimi pouzivani v tradi¢nich medicinach,
v kulinéfstvi, v hygien¢ a podobné. I zde ale nalezneme alergeny, a to pfedevsim u jednotlivych slozek
EOQ, ale i u pivodnich ptirodnich smési. Proto je na misté obezietnost a nutnost stanovovat a dodrzovat
bezpecné koncentrace téchto latek.

1.3 BéZné metody testovani fungicidniho uc¢inku EO

Mezi nejcastéji pouzivané metody ke zjisténi antimikrobialniho G¢inku EO patii diskové difuzni testy
(Lopéz et al., 2005; Pawar and Thaker, 2006; Sakr et al., 2012), které se bézné pouzivaji k testovani
citlivosti mikroorganismii vici antibiotikiim. Testy je mozné pouzit u bakterii, kvasinek i plisni. Na
zivnou agarem ztuzenou pudu se zaoCkovanym mikroorganismem je pfilozen tercik, ktery obsahuje
danou davku zkoumané latky, ktera mize difundovat agarem do okoli, a sleduje se, jaka je velikost
zony, ve které je potlaCen rdst mikroorganismu. Jinou moznosti je postupovat opacn€, do agaru
s zivnou pudou je pied ztuhnutim pfimichan EO a sleduje se rlGst mikroorganismu na takto
modifikované padé (Mishra and Dubey, 1994; Ali, 2007; Camele et al., 2012; Vitoratos et al., 2013).
Jednotlivé EO putisobi na rtizné mikroorganismy s rozdilnou intenzitou. Pokud je rust plisné potlacen
EO (aplikovanym jakymkoliv zpGsobem) a po pfenosu do prostiedi bez EO se za¢ne pliseni znovu



rozrastat, ma EO pouze fungistaticky efekt. Pokud jiz nedochazi k zadnému dalSimu ristu, ma EO
fungicidni efekt (Inouye et al., 2000; Tullio et al., 2007; Camele et al., 2012). Dalsi jednoduchou
alternativou je testovani antimikrobidlniho ucinku v tekuté ptidé (bujonu). Pfi ném je do bujonu piidan
EO (Casto v doprovodu detergentu pro lepsi rozpustnost EO v bujonu) a sleduje se, pii jaké
koncentraci jiz nevznikne zakal zpusobeny rastem mikroorganismua (Tullio et al., 2007) nebo kdy jiz
pomoci mikroskopu neni pozorovano kli¢eni spor (Ali, 2007).

Témito metodami byly nalezeny EO nebo jejich slozky, které¢ maji silné antimikrobialni pisobeni proti
fad¢ bakterii i plisni. Jednd se o vhodné screeningové metody. Pro vyuziti v oblasti ochrany
pisemnych pamatek nejsou vhodné, protoze je vyzadovan velmi odlisSny zptsob aplikace EO.
PtedevSim se jednd o aplikaci EO ve formé plynné faze, tedy jejich par, jakozto vhodné metody pro
oSetfeni pisemnych pamatek.

1.4 Metody testovani fungicidniho ucinku EQ v plynné fazi

Metoda ,,mikroatmosféry*

Nejbéznéji uvadény test par EO v literatufe je metoda mikroatmosféry (Lopéz et al., 2005; Ali, 2007;
Tullio et al., 2007), kdy je do Petriho misky s mikroorganismem zaofkovanym na agarem ztuzené
pude uzavren téz kousek filtracniho papiru s nakapanym EO, ktery se do prostoru odpaii. Takto se
mohou porovnavat jednotlivé EO, zda v jejich pfitomnosti dochazi ¢i nedochdzi k potlaceni rdstu
plisné. U ucinnych EO casto zavisi na davce, jestli bude docileno efektu fungistatického nebo
fungicidniho. Neéktefi autofi stanovuji MIC jednotlivych EO tak, ze do prostoru misky o zndmém
objemu nakapou ur¢ity objem EO (Tullio et al., 2007). Na zaklad¢é nasich experimenttt miizeme fict,
ze kvantifikace G¢inné davky EO je zatizena chybou, a to z n¢kolika duvodu.

Prvnim z nich je ten, ze nékteré EO jsou schopné, jakozto organické molekuly, postupné prochazet
vétSinou plastli a unikat ven. Dale mohou difundovat do pfitomného agaru a jejich objem se bude
V uzaviené atmosféfe opét snizovat, a tim bude zaroven i klesat fungicidni uc¢inek jejich par. Nékteti
autofi naopak pfedpokladaji, Zze EO difundovany do agaru plisobi na plisenn a pfispiva k ucinku
v plynné fazi. Aby byly oba u¢inky oddéleny, byla v jedné laboratofi vyvinuta specialni cela (Inouye
et al., 2000), kde pusobily pary EO pfimo na rostouci hyfu plisng, ktera do cely proristala odjinud.

V literatuie je feSena otazka, zda jsou EO u¢inngjsi ve forme kapalné (bujon, agar s pfimési EO) nebo
plynné (pary EO nad vzorkem) (Tyagi and Malik, 2010). Jako u¢inng&jsi byly v riznych studiich
vyhodnoceny obé varianty, kapalné EO (Lopéz et al., 2005) ale i EO ve formé par (Tullio et al., 2007;
Laird and Phillips, 2012). Divod je dan pravdépodobné velikou rozmanitosti EO, testovanych
mikroorganismill, ale i vySe zminénymi faktory ovliviiyjicimi testy par EO. Mezi EO patii
z chemického hlediska velmi riznorodé latky s riznymi funkénimi skupinami, velikosti molekuly i
tenzi par. A u nékterych z nich neni doposud zndm mechanismus u¢inku antimikrobialniho pisobeni.
Proto je nevhodné nékteré jevy zobecnit na celou skupinu rostlinnych EO (Cavanagh, 2007).

Metoda par pisobicich na neporézni nosic

Postup metody vychazi ztechnickych norem pro vyhodnoceni u¢inku chemického dezinfekéniho
prostfedku na mikroorganismy ukotvené na nosi¢i. Jednou z nich je &eska technickd norma (CSN EN
14562), druhou je francouzska norma NF T 72-281 (AFNOR, 1986) uréend k dezinfekci povrchi
¢inidly v plynné fazi. Ta byla pouzita ve studii zaméfené na ¢isténi vzduchu a ventilanich systému
budov pomoci EO ve studii Pibiri et al. (2006). Princip spo¢iva v tom, ze mikrobidlni buniky ¢i spory
jsou ukotveny na neporéznim nosi¢i (naptf. hodinové sklo, podloZni sklicko) a jsou vloZeny na
definovanou dobu do prostiedi s EO. Po expozici EO jsou spory smyty sterilnim roztokem, a pak je
kultivacné zjistén ubytek zivych bunék oproti kontrolnimu vzorku. Limit pro dezinfek¢ni prostiedky
Vv Ceské 1 ve francouzské normé je pokles minimalné o 4 fady u plisni a o 5 fadt u bakterii.

1.5 Testovani fungicidniho ucinku EO na knihach a jejich aplikace na ochranu pisemnosti

Pro dezinfekci realnych predméti a sledovani dezinfekéniho ucinku par EO pusobicich na né, byly
vyvinuty specializované laboratorni testy. Protoze jsou EO zkoumany predevsim v oblasti
zemédelstvi, jiz dfive vznikly metodiky testovani dezinfekéniho ucinku par EO na zemédélskych
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produktech, jako je ovoce nebo zelenina a na dalSich potravinach (Mari et al., 2002; Melgarejo-Flores
et al., 2013; Vitoratos et al., 2013). Obvykle se v principu jednalo o pouZiti boxu, které zajistovaly
pozadovanou koncentraci EO, do nichz byly uzavieny produkty infikované plisni. Poté se srovnaval
rozvoj plisni S kontrolnimi vzorky, a to béhem doby umisténi produktti v parach EO a po jejich
vyjmuti a umisténi do stejného prostiedi, ve kterém byly kontrolni vzorky.

Stejny ptistup by bylo mozné pouzit i pfi testech s knihami, ale pouze v piipad¢, Ze by se knihy béhem
experimentu nebo po vyjmuti z par EO vyznamné zvlh¢ily. Za béznych laboratornich podminek maji
totiz knihy nizkou vodni aktivitu, ktera brani rastu plisni. Tento test by mohl simulovat udalost, pfi
které doslo k namoceni ¢i silnému navlhnuti knih zptsobujici silnou nachylnost knih k mikrobialni
zkéze.

Pfimo v oboru ochrany pisemnych pamatek byly pouzity pary EO velmi vzacné. Zabyva se jim
predevsim Rakotonirainy and Lavédrine (2005). Kromé metody mikroatmosféry tento tym pracoval i
s knihami jako celky. Na ustfizky filtraéniho papiru byly naneseny spory plisni. Tyto ustfizky se
sporami ¢i jiz rostoucimi plisnémi byly zalozeny do knihy, ktera byla vlozena do boxu s definovanou
koncentraci par EO a relativni vlhkosti vzduchu. Po expozici EO vifadech dni byla ovéfovana
zivotaschopnost plisni a spor pomoci stérd. Testy dokazaly, Ze nejucinnéjsi ze zde testovanych slozek
EO, linalool (415 ppm), funguje v plynné fazi spiSe jen fungistaticky misto fungicidné, tudiz by mohl
byt pouzit hlavné¢ k preventivnimu oSetfeni pisemnosti v prostorach, kde jsou skladovany.

Takovy postup je vhodny pro studium dezinfekce knih a 1ze jej dale modifikovat. Po vyjmuti papirka
z oSetfenych knih je mozné postupovat riiznymi zpasoby a zjistovat pfezivani mikroorganismt — napf.
vyse uvedenymi stéry a kultivaci. Dalsi moznosti jsou stéry pro detekci ATP, které je pritomné pouze
Vv Zivych bunikach, ¢i pfenosem papirku na kultivaéni ptidu (Rakotonirainy et al., 2003; Rakotonirainy
and Dubar, 2013).



2. Testy antimikrobialniho G¢inku par EO za pouziti ruznvch nosicu spor

Vétsina testd antimikrobialniho uc¢inku par EO se provadi v nasycenych parach, pii realné aplikaci se
vSak pouzivaji hlavné fedéné pary EO. Proto jsme sestavili laboratorni aparaturu tvofici atmosféru
s fizenou koncentraci par EO a vlhkosti vzduchu/plynu, ktera je popsana v oddile 2.7. Kromé ni jsou v
metodice uvedeny 3 testy pro vyhodnocovani fungicidniho t¢inku par EO:

e Test spor na sklenéném nosici (2.2)

e  Zakladni test spor na papirovém nosici (2.3)

e Komplexni test spor na papirovém nosici (2.4)

2.1 Priprava testovaci suspenze spor plisni

Pro reprodukovatelné testy je nezbytné pfipravit Cerstvé spory plisni podle standartniho postupu.
Spory se ziskavaji smyvem fyziologickym roztokem obohacenym o detergent Tween 80 z plné
vyvinuté plisiiové kultury.

PouZity materidal, chemikdlie a vybaveni

Mikrobialni kultury:  vlaknité houby Aspergillus brasiliensis CCM 8222 (ex A. niger) a Penicillium
aurantiogriseum CCM F-389, pochazejici z Ceské sbirky mikroorganismi
(CCM, Masarykova Univerzita, Brno)

Kultivaéni pudy: Sabouradiiv agar, Sladinovy agar (HiMedia Laboratories, Cadersky-Envitek,
Brno)
Sterilni roztoky: Fyziologicky roztok s 0,05 % Tween 80 (V/V), (na 1 | destilované vody 9 g

NacCl, 0,5 ml Tween 80 (Sigma-Aldrich, Praha))
Destilovana voda s 0,05 % Tween 80 (V/V)

Sterilni material: Centrifugacni zkumavky, pipetovaci $picky, Petriho misky, zkumavky pro
Sikmé agary

Laboratorni vybaveni: Laminarni box, autoklav, biologicky termostat, lednice, automaticka pipeta,
centrifuga, kahan, o¢kovaci klicka, volitelné: pocitaci komtirka (typ Birker ¢i

Cyrus)

Postup

Veskeré operace s plisiiovymi kulturami a sporami jsou provadény v lamindrnim boxu, aby byla
zajisténa asepticka prace. Alternativou je prace pouzivajici plamene kahanu k dosazeni aseptickych
podminek pii manipulaci. Sterilni material je ptipraven parni sterilizaci v autoklavu 25 min pii 121 °C.

Pracovni kultura plisné€ je zaockovana na Petriho misku se Sabouradovym agarem ze zasobni kultury
skladované v lednici pfi teploté 5-8°C na Sikmém Sabouradové agaru. Nasleduje pfiblizné 5 dni
kultivace pii 25+£1°C a néasledné dozravani spor plisné 7 dni v lednici pti 5-8°C. Z takto pfipravené
sporuluyjici plisn€ je mozné smyt spory. Na Petriho misku se nalije ze zkumavky 10 ml fyziologického
roztoku, do kterého byl pfidan detergent Tween 80 (0,05%, V/V) pro zvySeni smacivosti spor.
Jemnym kyvanim se spory uvolni a pfeliji v suspenzi zpét do zkumavky. Smyv je mozné dvakrat
opakovat pro zvySeni vytézku spor. Pfi smyvani spor je pouze k jemné kyvano s miskou. Aby se
zamezilo uvolnéni fragmentt hyf do sporové suspenze, tak se nepouzivaji zadné nastroje, kterymi by
se tfel povrch plisné. Jinak by bylo nezbytné spory prefiltrovat. Takto pfipravenou suspenzi spor
zchladime v lednici na 5-8°C, abychom zabranili ¢i oddalili proces kliGeni a do 24 h pouZijeme na
pripravu vzorkt.



Nésledné je suspenze spor centrifugaci (2000g) zahusSténa na koncentraci na pfiblizné 1-10" = 1-10°
KTJ/ ml* (kolonie tvoticich jednotek), pfevedena do destilované vody s detergentem (0,05% Tween
80, V/V) a dvakrat promyta. Pfesny pocet KTJ je zjistén rozborem suspenze kultivaéni technikou. Pti
ni je testovana suspenze nafedéna desitkovou fedici fadou, z kazdého fedéni je vyset alikvot suspenze
na misku se sladinovym agarem a vloZen do termostatu s 25°C. Kazdych 24 h se misky kontroluji a
pocitaji narostlé kolonie, dokud se jejich pocet zvySuje. Z poctu narostlych kolonii se vypoéte KTJ v 1
ml testovaci suspenze. Do vypoctu se nezahrnuji misky, kde narostlo vice nez 165 kolonii, protoze
takto piili§ vysoké podty kolonii na jedné misce jsou jiz zkreslené (CSN EN 14562). Alternativou je
stanoveni celkového poctu spor v suspenzi (ziskaného v pocitaci komtrce ¢i pocitaCem bunék) a
vypocet pomoci faktoru pro prepocitani celkového poctu spor na pocet KTJ (pocet spor, které jsou
schopny tvofit kolonie) znamy z ptedchozich pokust.

Takto pfipravend suspenze spor je ihned pouzita na testy. Divodem pievodu testovaci suspenze
z fyziologického roztoku do destilované vody je, Ze za pouziti spor ve fyziologickém roztoku pfi
testech na sklenéném nosic¢i zistavalo opakované pfiblizné 1 % spor uchranéno pied vlivem par EO
patrné tim, Ze byly zakryty drobnymi krystalky NaCl. Pfi pouziti spor v destilované vodé€ byl tento
problém odstranén. Destilovana voda je vSak pro uchovavani spor osmoticky nepiiznivé prostiedi,
proto je tfeba neprodlené ptipravit vzorky.

Poznamka:

* Pri manipulacich se sporami Vv testech dochadzi k poklesu jejich Zivotaschopnosti a K naredéni.
Skokovy pokles Zivotaschopnosti byl pozorovan pri vysuSeni na nosicich a k pozvolnému klesani
dochazi pri dlouhodobych experimentech (tydny). Proto byva zjistény pocet KTJ vtestech u
kontrolnich vzorkii nizsi nez pocet KTJ vypocteny z rozboru testovaci suspenze Spor.

K naredeni spor u sklenénych nosicit dochadzi tim, Ze se na nosic aplikuje 50 ul spor, které se po
wytazeni z esenci smyji pomoci 5 ml roztoku.

S tim v$im je nutné pocitat, aby pocet Zivych spor na nosicich byl béhem celych experimenti
dostatecny. Optimdlni koncentrace KTJ kontrolnich vzorkii je 10°-10° /ml.



2.2 Test spor na sklenéném nosici

Princip

Ptezivani spor, které byly na sklenéném nosici vystaveny ptsobeni par EO, se testuje kultivacni
technikou. Na nosic¢i je vysusen dany pocet spor, které jsou po vytazeni z par EO ze skla smyty a
nafedény desitkovou fedici fadou. Nasledné se kultivaci zjisti poCet prezivajicich spor a vypocte se
stupeni redukce oproti kontrolnimu vzorku.

PouZity materidl, chemikdlie a vybaveni
Mikrobialni kultury:  testovaci suspenze spor (viz 2.1)

Kultivaéni pudy: Sladinovy .agar, Sabouradiiv bujéon (HiMedia Laboratories, Cadersky-Envitek,
Brno).
Sterilni roztoky: Fyziologicky roztok s 0,05 % Tween 80 (V/V), na 1 1 destilované vody

9 g NaCl, 0,5 ml Tween 80 (Sigma-Aldrich, Praha)
Destilovana voda s 0,05 % Tween 80 (V/V)

Sterilni material: 500ml  Erlenmeyerovy banky, zkumavky, podlozni sklicka pro
mikroskopovani, podlozka pro piipravu vzorkl (napf. hlinikova folie),
sklenéné kulicky o priméru 5 mm, ockovaci hokejky, Petriho misky,
pipetovaci Spicky

Laboratorni vybaveni: Lamindrni box, autoklav, biologicky termostat, automaticka pipeta, tfepacka
vortex

Postup

Manipulace se sporami se vykonavaji v lamindrnim boxu, aby byla zajiSténa asepticka prace.
Alternativou je prace pouzivajici plamene kahanu k dosazeni aseptickych podminek pii manipulaci.
Sterilni material je pfipraven parni sterilizaci v autoklavu 25 min pti 121 °C.

Priprava vzorku

Vhodnymi sklenénymi nosi¢i spor jsou vysterilizovana podlozni sklicka pro mikroskopovani. Rozlozi
se na sterilni podlozku (napf. hlinikova f6lie) a nanese se na né 50 pl testovaci suspenze spor. Po
vysuSeni suspenze za laboratorni teploty jsou vzorky ptipraveny k vlozeni do testovaného prostiedi
par EO. U kazdého vzorku je nezbytné ptipravit 2-3 opakovani.

Zpracovani a vyhodnoceni vzorki

Vzorky jsou po vytaZeni z testovaného prostfedi par EO minimalné 1 hodinu ponechany na pfistupu
¢istého vzduchu v laminarnim boxu. Poté jsou spory ze skelnénych nosi¢u kvantitativné a sterilné
smyty 5 ml fyziologického roztoku s prfidavkem Tween 80 do 500mL Erlenmayerovych banék. Ulpélé
zbytky zaschlé suspenze spor jsou setfeny sterilni ty¢inkou (o¢kovaci hokejka). Nasledné je sklen¢ny
nosi¢ vhozen do baiky a po pfidani sklenénych kulicek je intenzivné tfepdn 2 minuty na tfepacce
vortex pro dokonalé smyti vSech spor ze sklicka. Poté je pfipravena desitkova fedici fada sporové
suspenze, kde je v kazdém kroku smisen 1 dil sporové suspenze a 9 dili Sabouradova bujonu. Pt
manipulaci se sporovou suspenzi je tieba suspenzi pted kazdym pipetovanim intenzivné protiepat na
ttepaCce vortex. Z kazdé koncentrace je nanesen alikvot suspenze na Petriho misku se sladinovym
agarem, rozetifen o¢kovaci hokejkou po povrchu a kultivovan pii 25°C.

Po 2 a 3 dnech ristu je spoCitan pocet narostlych kolonii, dale jsou misky kontrolovany kazdych
dalsich 24 hodin, dokud se nepfestane zvySovat poc¢et narostlych kolonii. U spor poSkozenych parami
EO muze byt kultiva¢ni doba delsi nez u kontrolniho vzorku. Nasledné je vypocten pocet piezivajicich
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spor vzorkli a porovnan S kontrolnimi vzorky. Ty jsou zpracovany stejné s jedinym rozdilem, Ze
nebyly vystaveny ptisobeni esenci*. Vysledkem vypoctu je, o kolik fada se snizila koncentrace zivych
spor pusobenim esenci. Pokud je pokles o 4 a vice tadd, jednd se u plistovych spor o ucinny
dezinfekéni postup (CSN EN 14562).

Poznamka:

* Neni mozné vztahovat pocet prezilych spor vzorku k poctu KTJ testovaci suspenze, protoze priprava
a zpracovani vzorku poskodi Zivotaschopnost nékterych spor. Jeste vétsi chybou by bylo vztahovani
k celkovému poctu spor testovaci suspenze zjisténému jinou neZ kultivacni technikou (napr. v
Biirkerové pocitaci komiirCe), protoze viechny spory ve vychozi suspenzi nejsou schopny vyklicit a dat
vzniknout kolonii.

Béhem dlouhodobych experimentii (tydny) dochdazi také k samovolnému odumirdni spor v kontrolnim
vzorku, proto je nezbytné pouzivat k vypoctu kontrolni vzorek stejného stari. Pouze v pripade, Ze
behem sledovaného obdobi prezivani kontrolniho vzorku neklesda, je mozné vypocitat primérnou
hodnotu prezivani kontrolniho vzorku a k té méreni vztahovat.
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2.3 Zakladni test spor na papirovém nosici

Princip

Na papirovém nosici je vysusen dany pocet spor. Po vytazeni z par EO jsou nosice steriln¢ pieneseny
na zivnou pudu a rist spor na nich je porovnan s ristem kontrolniho vzorku. Uvedeny postup byl
zaveden pro filtracni papir a pfi pouziti nosice z jiného papirového materialu je nezbytné postup podle
potieb adaptovat (viz nize, 2.5). Jedna se o jednoduchou a rychlou metodu pro testovani G¢innosti par
EO.

PouZity material, chemikalie a vybaveni
Mikrobialni kultury:  Testovaci suspenze spor (viz 2.1)

Kultivaéni pudy: Sladinovy agar (HiMedia Laboratories, Cadersky-Envitek, Brno).
Sterilni roztoky: Destilovana voda s 0,05 % Tween 80 (V/V)
Sterilni material: Zkumavky, podlozka pro ptipravu vzorkil (napf. hlinikova folie), Petriho

misky délené na Ctvrtiny, pipetovaci $picky, podlozky pro nosice (napf.
sklenéné kadinky ¢i misky)

Laboratorni vybaveni: Laminarni box, autoklav, biologicky termostat, automaticka pipeta, tfepacka
vortex, kahan, pinzeta, ethanol

Postup

Manipulace se sporami se vykondvaji v laminarnim boxu, aby byla zajiSténa aseptickd prace.
Alternativou je prace pouzivajici plamene kahanu k dosazeni aseptickych podminek pifi manipulaci.
Sterilni material je pfipraven parni sterilizaci v autoklavu 25 min pti 121 °C.

Piiprava vzorki

Nejprve jsou pripraveny papirové nosice. List filtraéniho papiru je nafezadn na kousky o velikosti
maximalné 2,5 x 2,5 cm. Pouziti jiného substratu nez filtraéniho papiru je popsano v kapitole 2.5.
Nosice jsou vysterilizovany v autoklavu a po vychladnuti je na né mozné aplikovat spory. Testovaci
suspenze spor je nafedéna 10x tak, aby méla koncentraci p¥iblizng 10° KTJ/ ml. Na kazdy nosi¢ je
nakapdno 20 pl suspenze. Po vysuSeni jsou vzorky na sterilni podlozce vlozeny do testovaciho
prostiedi. Jako podlozka slouzi sklenéna kadinka, Petriho miska nebo pro vétsi soubor vzorki stojan
na barveni sklicek s mikroskopickymi preparaty, do kterého byly vlozeny papirové nosice do mezery
mezi sklicky (obr. 1 a 2). Dalsi moznosti je zalozit vzorky mezi listy knihy, kde se zohledni vliv
penetrace par EO na fungicidni a¢innost uvniti knihy.

Obr. 1 Umisténi vzorkii spor na papirovych nosicich (na filtracnim papire a lepence) v kadinkdch a
stojancich pro test par EO
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Zpracovani a vyhodnoceni vzorku

Po vytazeni z par EO jsou vzorky asi 3 h ponechany v laminarnim boxu k odvétrani sorbovanych EO a
poté se oveétuje prezivani spor. Pro tento el jsou spory i se svym papirovym nosi¢em vlozeny do
optimalniho prostfedi pro rust tedy poloZeny na sladinovy agar a vlozeny do termostatu s 25+1°C. Ke
kultivaci je vhodné pouzivat Petriho misky délené na ¢tvrtiny, na kterych je mozné kultivovat nékolik
nezavislych vzorkda.

Po 1, 2 a 3 dnech kultivace je sledovan a vyhodnocen relativni stupeii rastu plisné€ podle ,,vizualni
stupnice ristu“. Hlavni vyhodnoceni probiha po 3 dnech kultivace, kdy jsou neposkozené plisné jiz
dostate¢né vyvinuté. Nenarostlé vzorky se kultivuji a sleduji dalSich 7 dni pro ovéfeni, zda nedojde
k nartstu dosud negativnich vzorku.

Vyvojové faze (P. aurantiogriseum a A. brasiliensis), na zakladé kterych byla navrZena vizualni
stupnice ristu:
Obdobi, kdy rostou vegetativni hyfy:

1. Zaclina se objevovat bily nartist hyf (mycelium) v oblasti nakapanych spor

2. Dobfte viditelny bily narGst hyf vystupujici vyrazné¢ nad podlozku, kterou plné zakryva

Vv oblasti nakapanych spor

Obdobi, kdy se zacnou tvorit spory:

3. Zacinaji se tvofit prvni spory, mycelium se diky jejich pigmentim slabé zabarvuje

4. Mnoho spor zptsobuje tmavé zabarveni mycelia, na plose o prifezu do 1 cm

5. Mnoho spor zplsobuje tmavé zabarveni mycelia, na plose 1,5 cm

6. Plisen presahuje z papirového nosice, roste az do okrajii misky
Pokud je pozorovany riist mezi dvéma stupni, je mozné ho hodnotit po polovinach stupné. Protoze
existuje urCitd variabilita mezi vzorky, je nezbytné pro kazdy vzorek vypoCist primér ze 2-3
opakovani.

Stupnice byla vytvofena na zéklad¢ vyvoje kontrolnich vzorkl a je zavisla na pouzitych druzich plisni,
kultiva¢nim médiu, dob¢ a teplot€ kultivace. I mala zména kultiva¢nich podminek mtize ovlivnit vyvoj
plisni, proto je nezbytné pro pouziti stupnice v novych podminkach ji ovéfit a ptipadné upravit.

Poznamka:

1 pres pouziti vizudlni stupnice pro hodnoceni piisobeni par EO je jednoznacny vysledek pouze ,, riist
negativni (stupen 0)“ a ,,rist bez negativniho viivu EO (stupen 5-6)“. U castecného riistu lze oznacit
miru dezinfekcniho ucinku slovy jako slabou, cdstecnou ¢i silnou, ale to je velice nepresné. Proto jsme
zavedli testovani se sadou papirkii s riiznym mnozstvim spor (viz komplexni test spor na papirovém
nosici 2.4). Koncentrace spor pouzivand u zdkladniho testu (10° sporiml) odpovida 1. Fedéni v
komplexnim testu.
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Vizualni stupnice ristu plisné Aspergillus brasiliensis

na nosici z filtra¢niho papiru poloZeném na sladinovém agaru, pri 25°C

Nejsou pozorovany zadné znamky ristu

Tvorba

R hyf
Slabé viditelny nartist bilych

hyf v oblasti nakapanych spor
/ Nékolik drobnych kolonii
V misté nakapanych spor

Dobie viditelny bily nartst
hust¢ propletenych hyf
(mycelium) vystupujici do
prostoru nad podlozku, ktera
plné zakryva oblast
nakapanych spor

Tvorba

. g , spor
Mycelium zacind tvofit prvni

tmavée zbarvené spory
v neékolika mistech nebo fidce
po celém povrchu

Intenzivni produkce spor,
ktera zptsobuje tmavé
zabarveni mycelia na plose o
prifezu 0,5 —1 cm

Intenzivni produkce spor,
ktera zplsobuje tmavé
zabarveni mycelia na plose o
prifezu okolo 1,5 cm

Plisen pokryta sporami
presahuje z papirového nosice,
roste az do kraji misky
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Vizualni stupnice ristu plisné Penicillium aurantiogriseum

na nosici z filtra¢niho papiru poloZeném na sladinovém agaru, pri 25°C

Nejsou pozorovany zadné znamky rlstu

Tvorba

o hyf
Slab¢ viditelny nartst bilych

hyf v oblasti nakapanych
spor/ Nékolik drobnych
kolonii v misté nakapanych
spor

Dobte viditelny bily nartist
hust¢ propletenych hyf
(mycelium) vystupujici do
prostoru nad podlozku, ktera
zakryva oblast nakapanych
spor

Tvorba

, U spor
Mycelium zacina tvofit

prvni modro-zelené
zabarvené spory v n¢kolika
mistech nebo fidce po celém
povrchu

Intenzivni produkce spor,
ktera zpusobuje tmavé
zabarveni mycelia na plose o
prafezu 0,5 -1 cm

Intenzivni produkce spor,
kterd zptisobuje tmavé
zabarveni mycelia na plose o
praiezu okolo 1,5 cm

Plisen ptesahuje
zZ papirového nosice, mize
rlst az do okraji misky

(u penicillia do 3 dnt
kultivace nenastava)
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2.4 Komplexni test spor na papirovém nosici

Princip

Vysledky komplexniho testu udavaji, o kolik fada klesl pocet zivotaschopnych spor vzorku. Ve
zkumavkach je pfipravena desitkova fedici fada. Z kazdého fedéni je na samostatny nosi¢ nanesen
stejny objem suspenze spor. Po vytazeni z prostfedi EO jsou nosice steriln€ pieneseny na zivnou pidu,
je vyhodnocen jejich riist a porovna se s kontrolnim vzorkem, na kterém stupni fedéni se jesté udrzely
zivotaschopné spory.

PouZity materidal, chemikalie a vybaveni
Mikrobialni kultury: ~ Testovaci suspenze spor (Viz 2.1)

Kultivaéni pudy: Sladinovy agar, (HiMedia Laboratories, Cadersky-Envitek, Brno).
Sterilni roztoky: Destilovana voda s 0,05 % Tween 80 (V/V)
Sterilni material: Zkumavky, podlozka pro pfipravu vzorkti (napf. hlinikova folie), Petriho

misky dé€lené na Ctvrtiny, pipetovaci Spicky, podlozky pro nosic¢e (napf.
sklenéna nadoba na barveni mikroskopickych preparati, sklenéné kadinky ¢i
misky)

Laboratorni vybaveni: Laminarni box, autoklav, biologicky termostat, automaticka pipeta, tfepacka
vortex, kahan, pinzeta, ethanol

Postup

Manipulace se sporami se vykonavaji v lamindrnim boxu, aby byla zajisténa asepticka prace.
Alternativou je prace pouzivajici plamene kahanu k dosazeni aseptickych podminek pfi manipulaci.
Sterilni material je pfipraven parni sterilizaci v autoklavu 25 min pti 121 °C.

Piiprava vzorki

Testovaci suspenze spor o koncentraci piiblizné 10" KTJ je nafedéna v péti postupnych krocich do
zkumavek desitkovou fedici fadou (napt. 1 ml suspenze + 9 ml vody). Téchto 6 riznych koncentraci
spor (testovaci suspenze spor a pét dalSich fedéni) je nanaseno na suché a sterilni nosice z filtra¢niho
papiru (ptiprava viz oddil Zakladni test na papirovém nosici 2.3) po 20 ul suspenze. Do testovaného
prostfedi vkladame sadu nosi¢l vytvofenych zruznych koncentraci spor, a to nejméné ve 2
opakovanich. Pro zajisténi homogenity rozmisténi vét§iho mnozstvi vzorkli a zabranéni jejich
vzajemnému fyzickému kontaktu doporuCujeme pouziti napt. sklenéné nadobky na barveni
mikroskopickych preparati, kterou lze vysterilizovat, a ktera nijak nepohlcuje EO (obr. 2). Déle se
S nosici se sporami pracuje stejnym zptsobem jako v zdkladnim testu papirovych nosica.

Obr. 2 Stojanek s nosici z filtracniho papiru v komplexnim testu. Na nosice v horni fadé byl nanesena
nejvyssi koncentrace spor (Cernd skvrna).
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Zpracovani a vyhodnoceni vzorku

Po vytazeni z par EO jsou vzorky asi 3 h ponechany v laminarnim boxu k odvétrani sorbovanych EO.
Poté jsou preneseny na Petriho misky délené na cCtvrtiny se sladinovym agarem a vlozeny do
termostatu s 25+1°C. Po 3 dnech je vyhodnocen rist nasledovné - je porovndna sada papirkti vzorku
se sadou kontroly (obr. 3) — na kolika stupnich fedéni zustaly n&jaké Zivotaschopné spory, ze kterych
vyrostla plisen. Vysledkem je pfiblizny pocet fadt, o ktery poklesl pocet zivych spor u vzorku, na
ktery ptisobily pary EO, podobné jako to bylo vyhodnocovano u sklicek.

Po dal$ich 7 dnech kultivace je zkontrolovano, zda nedoslo k nartistu dosud negativnich vzorkt.

Kontrola 0 1

Vzorek 0 1

Obr. 3 Schéma kultivace vzorki po vytazeni z EO a zpracovani vysledkii v komplexnim testu na
papirovem nosici. Na délené Petriho misky byly rozmisteny papirové nosice se Sesti ruznymi
aplikovanymi koncentracemi spor (1. Fadek kontrola, 2. Fadek vzorek z par EO). Cislo uddva, kolikrat
byla sporova suspenze rFedéna v pomeru 1:9. pred aplikaci na papirovy nosic. Barvy zndzornuji, zda
doslo k preziti spor a ndslednému ristu plisné (zelené — riist pozitivni) nebo K potlaceni ristu (Cervené
— rust negativni). Vilustracnim pripadé doslo podle nami zavedeného testu k poklesu poctu
Zivotaschopnych spor o 3 Fady.

Tento noveé zavedeny komplexni test na papirovych nosicich pfinasi nejblizsi mozné ptiblizeni testu na
sklenénych nosicich.
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2.5 Pouziti zakladniho a komplexniho testu spor na ruznvch typech papirovvch
nosicu (substrati)

Vyse uvedené testy byly vyvinuty za pouziti nosi¢t z filtracniho papiru. U testll lze pracovat s
riznymi typy papirovych nosic¢li vcetné lepenky, ale pokud nosi¢e svymi vlastnostmi ovliviiuji rtst
plisné pfi kultivaci, je nezbytné podminky adaptovat (napf. smocit nosi¢ po polozeni na agar, aby
doslo krychlé aktivaci spor kontaktem s vlhkosti, modifikovat stupnice ristu ¢i prodlouzit dobu
kultivace).

Priklad nosice: Lepenka potazena platnem, tloustka 1,75 mm
Lepenku je mozné zpracovat stejnym zpisobem jako filtra¢ni papir s témito vyjimkami

o Lepenku je nutné po prenosu na agar z boku (aby nedos$lo k rozmyti spor) zvlhéit sterilni
destilovanou vodou nebo Sabouradovym bujonem, aby se podpofil rist plisné a nevysusil agar
pod lepenkou. Pokud by ke zvlh¢eni nedoslo, opozdil by se pocatek rtstu plisné a zavisel by
na vlhkosti agaru. Jednotlivé Petriho misky s agarem by se mohly lisit. Na 1 g lepenky bylo
pouzito 0,5 ml tekutiny.

e Dalsi odlisnost je, ze plisefi ma na lepence jiny charakter riistu, proto je nutné modifikovat
vizualni stupnici rustu a prodlouzit dobu kultivace, nebot’ tlusta lepenka tvofi bariéru mezi
plisni a agarem a zpomaluje jeji rist. Rust na lepence se vyhodnocoval po 2, 3 a 7 dnech
kultivace. Pro kontrolu riistu negativnich vzork je lepenka kultivovana dalSich 7 dni.

2.6 Pouziti zakladniho a komplexniho testu u spor riaznvch druhu plisni

Pfi pouziti jiné plisn€ je nezbytné projit dikladné vSechny kroky testii a ovéfit si, zda nedochazi
k odchylkam v rastu nové pouzité plisné. Pliseni je tieba po vytazeni z testovaného prostredi kultivovat
V co nejvhodnéjsich podminkach, proto je mozné zmenit:

e Dobu kultivace, n¢které druhy plisni rostou pomaleji
e Teplotu kultivace — nékteré druhy maji jinou optimalni teplotu
o Kultivacni ptidu — n€které druhy maji odlisné naroky na ziviny

Nékteré druhy plisni na tlustém celulosovém substratu nerostou, ani kdyz je polozeny na agaru, proto
neni mozné délat testy na lepenkach u vSech druht.

Pro zékladni test je nutné upravit vizualni stupnici rastu pro kazdy druh plisné. Pary EO ve vyse
uvedenych postupech zpiisobily zahubeni ¢asti nebo vsech spor a opozdovaly vyvoj mycelia, ale mize
nastat, ze plisen po vystaveni param EO poroste, ale ztrati schopnost sporulace nebo zméni charakter

o

rustu.
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2.7 Testovaci linka a nastaveni podminek

2.7.1 Testy v nasycenych parach (statickd atmosféra)

Tento test se provadi pro rychlé zjisténi fungicidniho U¢inku par EO za zvolené relativni vlhkosti
vzduchu. V uzavieném prostoru (exsikator) je umisténa oteviena nadobka s testovanou esenci,
oteviena nadobka s nasycenym roztokem anorganické soli pro zajisténi pozadované relativni vlhkosti
vzduchu a testovany vzorek plisné€. V nasledujici tabulce jsou uvedeny piiklady pouzivanych soli a
relativni vlhkost nad jejich nasycenymi roztoky.

Sual Teplota Rel. vihkost
(°C) (%)
KNO; 22 95
NaCl 23 75
K,COs 23 43
LiCl-1H,0 20 15
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2.7.2. Testy ve ziedénych parach (dynamickd atmosféra)

Skladba linky, kterd umozni sledovat uc¢innost fedénych par EO za riznych podminek, je schematicky
uvedena na obrazku 4.

Ze zdroje testované atmosféry, kterym je v ptipadé plynu tlakovy zasobnik a v ptipad€ vzduchu maly
kompresor (1) (napt. vzduchovaci kompresor pro akvaria), jde plyn do nadoby (2) s nasycenym
roztokem anorganické soli k dosazeni potfebné relativni vlhkosti. Poté se proud plynu déli do dvou
vétvi opatienych rotametry (3, 4) s regulaci pratoku. Proud z rotametru (3) vstupuje do impingeru
(probublavacky) (5) se zkoumanou esenci, kde se nasyti jejimi parami. Druhou vétvi prochazi proud
fediciho plynu, jehoz prutok se reguluje rotametrem (4).

Natedéné pary esenci, u kterych je fedici pomér dan tdaji rotametrti (3) a (4), vstupuji do testovaci
nadoby - exsikatoru (6), kde jsou na zvoleném substratu umistény vzorky plisni. Exsikatort (6) miize
byt v lince vice za sebou, pak je vhodné, aby pti vysSich vlhkostech byla na dné druhého a dalsiho
exsikatoru nadobka s roztokem pfislusné soli stejné jako v nadobé (2). Dlivodem je nutnost pokryt
ubytek vody v proudici atmosféie v disledku jeji absorpce vlozenymi substraty. Pii zatazeni vice
exsikatoril za sebou je nutné pocitat s lehce se snizujici koncentraci par EO.

V piipadé pouziti vzduchu jako nosného plynu je linka rozsifena o filtr (7) a manostat (8). Filtr (7)
(bud’ HEPA filtr nebo ru¢né vytvoteny filtr, ve kterém vzduch prochazi skrz n€kolik vrstev buniCiny a
gazy) je umistén na vstupu vzduchu do kompresoru (1) a brani kontaminaci prostiedi v lince
mikroorganismy. Manostat (8) slouZi k zaji§téni konstantniho tlaku vstupni atmosféry a je umistén
v lince za kompresorem (1). Je tvofen probublavackou s definovanou vyskou vodni hladiny, ktera
urcuje tlak v lince. Piebyte¢ny plyn odchazi vystupem manostatu. K propojeni objekti v lince byly
pouzity teflonové hadicky, které nejlépe odolavaji prostupu a tedy ztratam par EO.

[ s

N

O

Obr. 4. Schéma testovaci linky

. Vzduchovaci kompresor nebo stlaceny plyn

. Uzaviena nadoba s nasycenym vodnym roztokem soli k nastaveni pozadované relativni vlihkosti
. Rotametr s regulaci prutoku vzduchu k nasyceni slozkami EO

. Rotametr s regulaci prutoku vzduchu k fedéni nasycenych par slozek EO

. Impinger (probublavacka) k syceni proudu vzduchu parami slozek EO

. Testovaci exsikator na vzorky s naoc¢kovanymi plisnémi

. Filtr

. Manostat
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Pokud nalezneme v literatuie tidaje o zavislosti tenze par pouzitych esenci na teploté, miizeme stanovit
jejich koncentrace v proudici atmosféte linky pii dané teploté.

Ptiklad: Pro citral a linalylacetat

Tenze par z Antoinovy rovnice: log P = A-(B/T). Pouzity udaje z knihy Dykyj J. (1984)

. . - Tenze nasycenych . .
Sloucenina Koeficient A | Koeficient B par pii 23°C (Pa) Teplotni rozsah platnosti
Citral 8,568 3184 6,56 10 — 60°C
Linalylacetat 8,254 3019 11,48 8 —44°C

Za predpokladu idedlniho chovéani lze ztenze nasycenych par vypocitat koncentraci esence
v nasycenych parach v g/m® a tento udaj pouzit pro vypolty mnozstvi esenci protékajici testovaci
linkou. Pro citral je pti 23°C tato hodnota 0,406 g/m® a pro linalylacetat 0,916 g/m®.

Pfi zjistovani, kolik esence se absorbuje v Case ztestovaci atmosféry do 26 g lepenky uloZené
v exsikatoru (6), je do linky davkovan vzduch nasyceny parami smési citral + linalylacetat (1 : 1)
v mnozstvi 100 ml/min, tj. 6 1/hod. K proudu nasycenych par je dale pfidano stejné mnozstvi Cistého
vzduchu, aby koncentrace par EO odpovidala 50% nasyceni. Mnozstvi esenci ve smési v plynné fazi
odhadneme zudaji pro ¢&isté slozky. V ptipadé poméru slozek 1:1 jako pramérnou hodnotu
koncentraci Cistych slozek. V pripad¢ jiného poméru jako vazeny priimér. Viz nasledujici tabulka.

Esence Proteklé mnozstvi esenci
teplota | pratok konc. . .
oC m¥hod g/’ g/hod | g/4dny | g/7 dni g/10 dni
Citral 23 0.006 0.406 0.00244 | 0.234 0.409 0.585
LA 23 0.006 0.916 0.00550 | 0.528 0.923 1.319
Cit + LA (odhad) 23 0.006 0.661 0.00397 | 0.381 0.666 0.952

Absorpce EO v lepence:

<z .o PtirGstek obsahu Piirtstek obsahu EO v 26 g lepenky
. Proslé mnozstvi EO . 1 oo
Obdobi exsikétorem (g) EOv26g vztazeny na proslé mnozstvi EO
& lepenky* (g) exsikatorem (%)
1.az 4. den 0.381 0.059 155
4.az7.den 0.286 0.01 3.5
7.az 10. den 0.286 0.016 5.6

*) Analyza byla provedena v Ustavu analytické chemie CAV Brno v ramci feseni tohoto projektu.

Z vysledku je patrné, Ze v prvnich fazich pisobeni esenci je proudici atmosféra o esence znacné
ochuzovana zejména u povrchu porézni faze, jakou je lepenka.

Z ¢isel vyplyva, ze pokud by v exikatoru (6) bylo kolem 169 g lepenky s dobie pfistupnym povrchem,
prakticky veskery vstupujici EO by byl v ni v po¢ate¢ni fazi absorbovan. Tim si vysvétlujeme
vyznamné zpomaleni G¢inku esenci na spory na poréznich substratech ve srovnani se sklenénym
povrchem, véetn€ zpomaleni ti¢inku na spory na sklenéném povrchu v piipadé, Ze je ve spoleCném
prostoru soucasn¢ piitomno vétsi mnozstvi porézniho substratu. Dale je mozné odhadnout, ze po 10
dnech za uvedenych podminek bude 1 kg knih absorbovat 3 az 4 g EO.
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2.8 Vvsledky vzorového experimentu

Podminky testii:

Testovana pliseni: Aspergillus brasiliensis

Testované EO (slozky): smés 1:1 citral a linalyl acetat, nasycené pary fedény v poméru 1:1 se
vzduchem

Teplota: 22°C

Atmosféra: vzduch

Relativni vlhkost vzduchu: 45 %, 75 %

Koncentrace testovaci suspenze zjisténa rozborem: 1,1-10° spor/ml

Vysledky testii:

Vysledky testu na sklenéném nosiéi:

Pocet zivych spor v 1 ml suspenze smyté ze sklenéného nosice je uvedena v tabulce:

doba plsobeni EO (dny)
3 7 14

kontrola | 7,4-10* | 7,1-10* | 1,5-10°
EO, 45% | 3,5-10" | 2,7-10* | 3,4-10*
EO, 75% | 1,6:10° 0 0

vzorek

Vysledky zdkladniho testu na papirovém nosiéi:

Rust plisné na papirovém nosi¢i vyhodnoceny podle vizualni stupnice ristu je uveden v tabulce:

doba plsobeni EO (dny)
vzorek
3 7 14
kontrola| 5 5 4,5
EOQ,45% | 5 4,5 4,5
EO,75% | 5 4 0

Vysledky komplexniho testu na papirovém nosi¢i:

Pocet papirovych nosict s riiznymi koncentracemi spor ziskanymi desitkovym fedénim, na kterych
vyrostla plisen, je uveden v tabulce:

doba pusobeni EO (dny)
vzorek
3 7 14
kontrola 6* 6 6
EO, 45% 6 6 5,5 (pokles 0 0,5 fadu)
EO, 75% 6 5 (pokleso 1tad) | 1** (pokles o 5 rada)

*) Vyrostlo vSech 6 koncentraci spor, **) Vyrostla pouze nejvyssi koncentrace spor
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Graficky znazornéné vysledky testu spor na sklenéném nosici a komplexniho testu spor na papirovém
nosici, které udavaji, o kolik fadu poklesla Zivotaschopnost spor ve vzorcich vystavenych parami EO.
Podle norem pro dezinfekci (CSN EN 14562, AFNOR 1986) je u plisni nutny pokles alespon o 4 fady.

Pokles klicivosti spor
(log)

Pokles klicivosti spor

0

sklo 45%
-1

sklo 75%
2 — — — papir 45%
3 — = = papir 75%
-4 Sve

ucinna

-5 dezinfekce
6 plisni

0 2 4 6 8 10 12 14
Doba plsobeni EO (dny)

Zavér: Pii vyhodnocovani G¢inkti par EO po 14 dnech plisobeni byla dosaZena u¢inna dezinfekce pii
75% relativni vlhkosti vzduchu, naopak pti 45% relativni vlhkosti vzduchu byly podminky neucinné
to na obou typech nosicu.

2.9

Navrh postupu pri testovani antimikrobialniho aéinku EO

Pro hledani esenci pouzitelnych jako dezinfek¢ni latky a stanovovani jejich antimikrobidlni u¢innosti
navrhujeme postup s témito kroky:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Vybér mikroorganismi — pouzit 2 druhy plisni pouzité v metodice (A. brasiliensis a P.
aurantiogriseum) a k nim ptipojit dalsi z béznych mikrobialnich kontaminant daného prostiedi
véetné zastupce odolnych druhit

Vybér esencialnich oleji a jejich sloZek — vybrat EO, u nichz byla pozorovana
antimikrobialni aktivita proti cilovym mikroorganismim ¢i u kterych tuto aktivitu
predpokladame

Vybér materiali nosic¢i, které budou testovany

Pilotni testy v nasycenych parach EO (2.7.1) — test na sklenéném nosi¢i (2.2), zakladni test
na papirovém nosiéi (2.3)

Sestaveni testovaci linky (2.7.2) a nastaveni podminek (koncentrace par, relativni vlhkost,
sloZzeni atmosféry, rozmisténi vzorkil) — test na sklenéném nosici (2.2), zakladni test na

papirovém nosici (2.3)

Testovani mikroorganismii na riiznych nosicich (2.5), které se budou v daném prosti-edi
vyskytovat — zakladni a komplexni testy na papirovém nosici (2.3, 2.4)
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