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Abstrakt

V soucasné dob¢ je vyuziti antifungdlni aktivity esencidlnich oleji pfi skladovani
zeleniny a potravin stale sledovanéj§im a zkoumangjsim tématem. Antifungalni G¢inky
esencidlnich oleji nabizi moznost prodlouzeni trvanlivosti potravin a snizeni ztrat
zpusobenych houbami a jinymi mikroorganismy. Jedna se o ptirodni latky, které pro
Clovéka ani zivotni prostfedi nejsou toxické. V posledni dobé zaznamenévaji
esencialni oleje rostouci popularitu diky svému riznorodému vyuziti nejen napf.
V kosmetickém a farmaceutickém primyslu, ale 1 v naSich domécnostech. Tato
popularita podporuje zajem o jejich vyuziti v potravinafstvi jakozto piirodniho
prostiedku ke snizovani vyskytu hub a prodluzovani trvanlivosti potravin.

Cilem diplomové prace je porovnani antifungalni ucinnosti vybranych
esencialnich oleji vuéi izolovanym mikroskopickym houbam z kofenové zeleniny
a porovnani vybranych metod pouzitych k hodnoceni. Literarni reSerSe ptredlozené
prace shrnuje dosavadni znalosti z oblasti antimikrobialnich G¢inkt esencialnich olej,
které nabizi moznost prodlouzeni trvanlivosti potravin a sniZeni ztrat zptisobenych
houbami a jinymi mikroorganismy. V ramci praktické ¢asti jsou z kofenové zeleniny
izolovany 4 nej¢etnéjsi morfotypy mikroskopickych hub (Fusarium sp., Paecilomyces
sp., Trichoderma sp. a Chalaropsis thielavioides), které jsou vyuzity pfi testovani
antifungalni aktivity vybranych esencialnich oleji (citronelovy, hiebickovy,
dobromyslovy, matovy, skoficovy a tymianovy) prostiednictvim metody diskové
difuze a mikrodiluéni metody. Vysledky metody diskové difuze a mikrodiluéni
metody se navzajem mirn¢ 1i8i. P mikrodiluéni metod¢ vychézi inhibice esencialnich
oleji mirn¢ vyssi, pravdépodobné z duvodu obsahu tékavych latek, které se
V uzavieném prostoru mikrodesticky efektivnéji Sifily, a tim silnéji ovliviiovaly rast
testovanych hub. Avsak tfi nejucinnéjsi oleje se v obou metodach shoduji. Konkrétné
jsou to oleje z dobromysli, tymianu a skofice. Stejné tak se shoduje v obou metodach

1 nejmén¢ ucinny olej — matovy.

Klicova slova: antifungalni aktivita, esencialni oleje, Fusarium, Paecilomyces,

Trichoderma, Chalaropsis thielavioides



Abstract

The utilization of the antifungal activity of essential oils in the storage of vegetables
and food is becoming an increasingly monitored and researched topic currently. The
antifungal effects of essential oils offer the possibility of extending the shelf life of
food and reducing losses caused by fungi and other microorganisms. These are natural
substances that are non-toxic to humans or the environment. Essential oils have re-
cently gained popularity due to their diverse applications, not only in industries such
as cosmetics and pharmaceuticals but also in our households. This popularity supports
the interest in their use in food as a natural means of reducing fungal occurrence and
extending the shelf life of food.

The aim of this thesis is to compare the antifungal effectiveness of selected
essential oils against isolated microscopic fungi from root vegetables and to compare
selected methods used for evaluation. The literature review presented in this thesis
summarizes the current knowledge in the area of the antimicrobial effects of essential
oils, which offer the possibility of extending the shelf life of food and reducing losses
caused by fungi and other microorganisms. In the practical part, the four most common
morphotypes of microscopic fungi (Fusarium sp., Paecilomyces sp., Trichoderma sp.,
and Chalaropsis thielavioides) are isolated from root vegetables, which are used in
testing the antifungal activity of selected essential oils (citronella, clove, dill,
peppermint, cinnamon, and thyme) using the disk diffusion method and the microdilu-
tion method. The results of the disk diffusion method and the microdilution method
slightly differ from each other. The inhibition of essential oils appears slightly higher
in the microdilution method, likely due to the presence of volatile compounds that
more effectively spread within the enclosed space of the microplate, thus exerting a
stronger influence on the growth of the tested fungi. However, the three most effective
oils are consistent in both methods. Specifically, these are the oils of dill, thyme, and
cinnamon. Similarly, the least effective oil is consistent in both methods — peppermint
oil.

Keywords: antifungal activity, essential oils, Fusarium, Paecilomyces, Trichoderma,
Chalaropsis thielavioides
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Uvod

Problematika mikroskopickych hub v potravinich pfedstavuje vyznamny zdravotni
I ekonomicky problém po celém svéte. Tyto mikroskopické houby zplsobuji
znehodnoceni potravin, snizuji jejich trvanlivost a mohou produkovat toxiny Skodlivé
pro zdravi lidi. V poslednich letech se zvysuje zdjem o alternativni ptirodni prostiedky
k ochran¢ potravin pied mikrobidlni kontaminaci a ztratou kvality.

Esencidlni oleje se stavaji stale popularnéjsi volbou diky svym piirodnim
antifungalnim vlastnostem a Sirokému spektru biologické aktivity. Obsahuji mnoho
bioaktivnich slou€enin, které vykazuji inhibi¢ni G€inky vici ristu mikroorganismil,
vcetné mikroskopickych hub. Jejich potencial jako alternativnich antimikrobialnich
latek je stale vice zkouman jak ve védeckém, tak i v primyslovém prostiedi. Esencialni
oleje by mohly piispét k prevenci vyskytu mikroskopickych hub v potravinach, a tedy
1 prodlouzit jejich trvanlivost, coz by zaroven chrénilo zdravi spotiebiteld a sniZovalo

vznik ekonomickych ztrat.




1 Literarni ¢ast
1.1 Esencialni oleje

Esencialni oleje (EO), také zvané éterické oleje, ¢i silice, piedstavuji smési latek, které
jsou soucasti vnitini struktury aromatickych rostlin (Loza-Tavera, 1999). Jedna se
o pfirozené se vyskytujici latky v kvétech, listech, kiife, kofenech, semenech a dalsich
¢astech téchto rostlin (Harding, 2016). Vizualni rozdily mezi EO jsou zna¢né, n¢které
jsou bezbarvé, jiné vykazuji Siroké spektrum odstini, od svétle zluté az po
¢erveno-oranzovou (napf. skoficovy nebo santalovy olej) (Haro-Gonzalez, 2021).

Nejcastéji vyuzivané EO jsou ziskavany z kvéti, napt. z jasminu (Jasminum spp.),
rize (Rosa spp.), violek (Viola spp.) a levandule (Lavandula spp.). Mezi dalsi ¢asto
vyuzivaji zdroje patii listy rostlin, jako je napf. tymian obecny (Thymus vulgaris),
eukalyptus (Eucalyptus spp.), mata peprna (Mentha piperita), rozmaryn lékaisky
(Salvia rosmarinus) a vonatka citronova (Cymbopogon citratus). Casto vyuZivané
rostliny, jejichz silice jsou obsazeny v plodech, jsou napf. pomerancovnik ¢insky
(Citrus sinensis), citronik pravy (Citrus limon) a badyanik pravy (lllicium verum).
Mezi rostliny s obsahem silic v semenech patii napt. kardamovnik obecny (Elettaria
cardamomum), kavovnik arabsky (Coffea arabica) a pepfovnik ¢erny (Piper nigrum).
Kromeé toho se také vyuziva kira napt. v piipadé skoticovniku pravého (Cinnamomum
verum) (Haro-Gonzalez, 2021; Husickova, 2022).

1.1.1 Chemické sloZeni esencialnich oleji

Slozeni EO z hlediska chemické stranky je velmi komplexni. Ve smési ¢istych EO se
nachdzi vice nez 200 slozek. Obecné jsou charakterizovany dvéma nebo tfemi
hlavnimi slozkami, které se v EO vyskytuji v koncentraci 20-70 % (Canadian.cz,
2020; Hanif et al., 2019).

Obvykle smési EO obsahuji derivaty fenylpropanti nebo terpeny. Mohou byt
klasifikovany do dvou c¢asti — prchava ¢ast (90-95 %) a stabilni zbytek (1-10 %).
Prchava ¢ast obsahuje zejména monoterpeny, seskviterpeny a jejich kyslikaté derivaty.
Tekavé latky EO maji tendenci odpafovat se pfi relativné nizkych teplotach
(Cavanagh, 2008; Haro-Gonzalez, 2021). Stabilni zbytek obsahuje mastné kyseliny,
uhlovodiky, steroly, vosky, flavonoidy a karotenoidy. Pfitomnost a koncentrace

urcitych chemickych slozek EO v rostling také kolisaji v zavislosti na ro¢nim obdobi,




klimatickych podminkach a na misté rustu rostliny (Saharkhiz et al., 2012; Hanif
etal., 2019).

Monoterpeny

Monoterpeny jsou acyklické, monocyklické nebo bicyklické C-10-izoprenoidy.
Skladaji se ze dvou izoprenovych jednotek Cs (Loza-Tavera, 1999).

Jsou to ptirodni latky vyskytujici se v EO, které ptispivaji k charakteristické vini
a chuti rostliny. Uplatiuji se v regulaci rustu, reprodukénim cyklu a obrannych
mechanismech rostlin. Mezi vyznamné monoterpeny, které maji pfevazné komeréni
vyznam, patii menthol, menthon, kafra, karvon, tymol, fenchon a alfa—pinen

(Loza-Tavera, 1999; Dvotakova a spol., 2011).
Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou bezbarvé organické slouceniny s molekularnim vzorcem CisHas.
Tyto molekuly jsou sestaveny ze tfi izoprenovych jednotek a obvykle se vyskytuji ve
form¢ izopentenylového zbytku, nebot’ Cisty izopren Se V pfirodé téméf nevyskytuje.
Podobn¢ jako monoterpeny mohou mit seskviterpeny acyklickou, cyklickou
i bicyklickou strukturu (Ashour et al., 2010; Horackova, 2018).

cinogenni vlastnosti, avSak jiné mohou mit toxické ucinky a zplisobovat

nezadouci disledky (Ptikrylova, 2018).
1.1.2 Ziskavani a vyroba esencialnich oleji

EO jsou extrahovany z celé rostliny nebo z jeji Casti. Zptisob extrakce je velmi dilezity
aspekt konecné kvality EO. Ziskani EO probiha prostfednictvim riznych metod,
jejichz pouziti se li§i v zavislosti na rostlin€, z niz se olej extrahuje. Mezi nejcasté&ji
pouzivané metody patii destilace vodni parou, hydrodestilace a lisovani za studena

(Loza-Tavera, 1999).
Destilace vodni parou

Tento proces zahrnuje ohtati rostlinného materidlu ve vodni pafe. Para extrahuje
aromatické latky z rostlinného materidlu a nasledné se kondenzuje do tekuté formy,
coz vede k tvorbé EO. Tato metoda je velmi hojné vyuzivana nejen z diivodu extrakce
EO, ale také pro vznik vedlejsiho produktu ve form¢ kvétinové vody, ktera ma Siroké

vyuziti v kosmetickém ¢i farmaceutickém pramyslu (Tuley de Silva, 1995).
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Hydrodestilace

Hydrodestilace je metoda extrakce EO z rostlinného materidlu, kterd vyuziva paru
vznikajici pfi ohfevu smési rostlinného materidlu ve vod¢. Pti tomto procesu jsou aro-
matické latky z rostliny vydany do pary a nasledné kondenzovany do EO (Tuley de
Silva, 1995; Baser et Buchbauer, 2010).

Lisovani za studena

Tato metoda je obvykla pro ziskani EO z citrusovych plodi, jako jsou pomerance,
citrony nebo grep. Pii tomto procesu se diky pusobeni tlaku mechanicky rozdrti
olejové bunky v kife citrusovych plodd, a tim se uvolni jejich obsah. Tento obsah je
nasledné smichan s vodou, se kterou spoleéné vytvoii vodni emulzi. Smés se poté
odstfedi a tim se odd¢li EO. Tyto oleje jsou bézné dostupné a z tohoto divodu také

¢asto vyuzivany v kosmetickém a aromaterapeutickém pramyslu (Tisserand a Young,

2014).
1.1.3 Vyuziti esencialnich oleji

EO maji Sirokou skalu vyuziti a jsou hojné vyuzivany jiz od stfedovéku pro jejich
baktericidni, virucidni, fungicidni, antiparazitické ¢i insekticidni ucinky. V dne$ni
dobé jsou vyuzivany zejména ve farmaceutickém, hygienickém, kosmetickém,
zemé&délském a potravinaiském prumyslu (Cavanagh, 2007; Bakkali et al., 2008).

Vypary EO jsou pro rostliny dilezit¢ z divodu plnéni mnoha funkei. Jsou
vyuzivany rostlinami jako prostiedek k lakani opylovaci, pravdépodobné hraji roli
v komunikaci mezi rostlinami a plisobi jako pfirozeny obranny mechanismus proti
patogenim a predatorim, vcéetné¢ mikroorganismii, hmyzu nebo bylozravct
(Cavanagh, 2007).

Jejich silné aroma mlZe pozitivné ovlivilovat naladu a duSevni pohodu lidi, coz je
jednim z divodt, proc jsou tak oblibené v aromaterapii. EO se dale uplatiuji naptiklad
v ptirodnich medicinach, jako je napft. ¢inska medicina nebo ajurvéda (Cavanagh,
2007; Zrubecka, 2021). Potencialnim odvétvim vyuziti EO je konzervace
a prodluzovani trvanlivosti vyrobku (Saharkhiz et al., 2012). Dale se daji vyuzit jako
ekologicky Setrné lakajici latky k chytani Skodlivych hmyzich $kdci s imitacemi
jejich vlastnich feromoni, a dokonce 1 jako 1é€iva pro terapii mnoha nemoci, véetné

nadort (Breitmaier, 2006).

11




Aromaterapie

Aromaterapie je oznaceni pro pfirodni terapeutickou metodu, kterd cilené¢ vyuziva
1é¢ivych vlastnosti aromatickych EO za ucelem udrzeni nebo zlepSeni zdravi, ale také
k navozeni fyzické, dusevni a emoc¢ni pohody. EO ovlivituji nasi mysl prostiednictvim
¢ichu, coz ma komplexni ucinek na neurochemické procesy, emoce a chovani.
Vnimani vini aktivuje limbicky systém mozku, ktery ovliviiuje pamét, emoce
a chovani, a umoznuje rychlé vzpominani a mentalni ,,cestovani Casem a prostorem®,
coz piispiva k psychologickému efektu esenci (Harding, 2016; Zrubecka, 2021).

EO se diky své prchavosti odpafuji do okolniho prostredi, které diky svym
antimikrobialnim ucinkdm ,,Cisti“ od nezaddoucich mikroorganisma. Pfi nasledném
vdechnuti putuje vzduch s obsahem EO do plic, kde se vstiebava a vstupuje ptimo do
krevniho ob&hu. EO je mozné ve ziedéné koncentraci vyuzivat pfimo na kizi, napf.
pii masazi ¢i koupeli, kdy se vstiebavaji pokozkou a mohou eliminovat patogenni
organismy, a to diky svym antiseptickym a antibakteridlnim vlastnostem. Spravné
davkované EO nemaji vedlejsi uc¢inky a mohou posilovat obranyschopnost organismu
a predchazet komplikacim (Zrubecka, 2021).

1.1.4 Skladovani esencialnich oleji

Pt1 dlouhodobém skladovani za neptiznivych podminek jsou EO citlivé na chemickou
degradaci. Tremi hlavnimi faktory zodpovédnymi za tuto degradaci jsou teplo, svétlo
a kyslik. Pti skladovani v tmavych, chladnych a uzavienych nadobach se mize délka
degradace prodlouzit o meésice az roky, avSak pii skladovani v nevhodnych
podminkach mtize probéhnout béhem nekolika dnti ¢i tydni (Tisserand, 2013).

Negativni U€inky tepla na EO nejsou dosud plné prozkoumény, ale nékteré studie
naznacuji vyznamné rozdily vlivu teplotnich podminek mezi riznymi druhy EO.
Citlivost EO na teplotni zmény mtize byt ovlivnéna jejich obsahem monoterpent.

Svétlo, zejména UV zafeni, mize vést k tvorbé reaktivnich kyslikovych volnych
radikalt, coz maze také ovlivnit slozeni EO.

Atmosféricky kyslik mize zménit chemické slozeni EO oxidaci, coz zplsobuje
ztratu terapeutickych vlastnosti a mize zvysit alergenni potencial. Skladovani v chladu
a temnu muze tento proces zpomalit. Citrusové oleje jsou zvlasté citlivé na oxidaci

kvuli obsahu limonenu (Tisserand a Young, 2014).
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1.2 Antimykotické latky

Antimykotické ucinky mize vykazovat fada chemickych sloucenin, které maji
schopnost potlacovat nebo usmrcovat houby ¢i jiné mikroorganismy zpusobujici
infekce. Mezi tyto slouceniny patii napi. n€které organické kyseliny, jodové slouce-
niny a mnoho dalSich. Tyto latky mohou pusobit bud’ specificky na mikroskopické
houby nebo nespecificky na rizné mikroorganismy, véetn¢ bakterii. Jsou dulezité
v lécbe mykotickych infekci, které mohou postihnout riizné casti lidského téla
(Nazzaro et al., 2017).

Antimykotika v zemédélstvi chrani rostliny pifed houbovymi chorobami, které
mohou snizit vynosy a poSkodit plodiny. Jsou aplikovana na semena, ¢asti vzrostlych
rostlin nebo do pidy, aby ptedesla vzniku a Sifeni houbovych infekei. PouZivani
antimykotik v zeméd¢€lstvi je soucasti integrovaného managementu rostlin. Pti vyuzi-
vani téchto postupti je vSak dulezit¢ dodrzovat piisné regulace a postupy pro
minimalizaci negativnich dopadd na zivotni prostiedi a lidské zdravi (Brauer et al.,

2019; Chiu et al., 2022).
1.2.1 Antimykotické ucinky esencialnich oleju

Zajem o antimykotickou aktivitu EO v poslednich letech vyrazné vzrostl. Bylo
prokéazano, ze te¢kavé slozky nekterych EO maji silnou antimykotickou aktivitu, ¢asto
vyS§8i nez pii ptimém kontaktu (Cavanagh, 2007). Z pfirodnich latek patii EO mezi
nebo bylin vykazuje vysoké antimykotické vlastnosti. Tyto oleje, stejné jako jiné
rostlinné latky, mohou potlacit rtist mikroorganismfi a tvorbu biofilmu pomoci
specifickych mechanismu (Uma et al., 2017).

Za antimikrobidlni nebo antimykotickou aktivitu EO mohou byt zodpovédné
vlastnosti terpent a terpenoidd. Tyto latky, diky své vysoké lipofilnosti a nizké
molekulové hmotnosti, dokazi narusit bunéénou membranu, coz vede k bunécné smrti
nebo inhibici sporulace a kli¢eni hub, které mohou zplisobovat onemocnéni rostlin,

kozni infekce ¢i degradaci zemedélské produkce a potravin (Nazzaro et al., 2017)
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1.3 Charakteristika vybranych esencialnich oleji
1.3.1 Dobromysl obecna (Origanum vulgare)
Taxonomické zarazeni (dle Biolib.cz):

Rige: rostliny (Plantae)

PodFiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vy$si dvoudélozné (Rosopsida)

Rad: hluchavkotvaré (Lamiales)

Celed’: hluchavkovité (Lamiaceae)

Rod: dobromysl (Origanum)

Druh: dobromysl obecna (Origanum vulgare L.)

Charakteristika

Dobromysl obecna (O. vulgare L.), znama téZ pod nazvem oregano, je vytrvala bylina
puvodné pochézejici z oblasti Stfedomoii a zapadnd Eurasie. Nasledné¢ byla
zavle€ena i do Severni Ameriky (Pezzani et al., 2017). Jedna se o rostlinu dorustajici
kolem 30-50 cm vysky. Na listech, listenech a kalichu se vyskytuji polokulovité tmavé

lesklé zlazy, které vylucuji silice (Mollerova, 2008).

Tato aromatické bylina je vyuZivana po celém svéte jako kotfeni a 1é€iva rostlina
soucasné (Pezzani et al., 2017). Je pouzivana jako prostiedek k 1écbé mnohych
onemocnéni, jako jsou kiecovity kaSel, zazivaci potize a menstruacni problémy. Déle
je Siroce vyuzivana ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu, jako aromaticka
pfisada potravinafskych vyrobkd, alkoholickych néapoju a v parfumerii pro svou
kofenitou vini (Sahin et al., 2004).

Vyuziti dobromyslového esencialniho oleje

EO Origanum vulgare se vyznacuje Zlutohnédou barvou a charakteristickou vyraznou,
ptijemnou kofenénou vini (Aromakh.cz, 2024). Hlavnimi slozkami oleje jsou zejména
cymen, terpinen, thymol, 4—terpineol a karvakrol (Pezzani et al., 2017; Oniga et al.,
2018).

V 1ékaistvi se EO O. vulgare vyuziva na podporu obranyschopnosti organismu,
zvySuje chut’ k jidlu, redukuje nadymani, pfispiva k udrzeni optimdlniho krevniho

tlaku, pomaha snizovat teplotu téla, je uzite¢ny pfi revmatickych potizich, funguje jako
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repelent a ma protiplisiiové vlastnosti. Je silnym antiseptikem. Je vhodny pro mastnou,
problematickou a akndzni plet. Pfidava se do masaznich oleji pro uvolnéni
bolestivych a ztuhlych svall a je soucasti produktd pro ustni hygienu. V aromaterapii
se vyuziva na povzbuzeni paméti a pomaha pii psychosomatickych problémech

(Harding, 2016; Bora, 2022).
1.3.2 Mata peprna (Mentha piperita)
Taxonomické zarazeni (dle Biolib.cz):

RiSe: rostliny (Plantae)

PodFiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad: hluchavkotvaré (Lamiales)

Celed’: hluchavkovité (Lamiaceae)

Rod: mata (Mentha)

Druh: mata peprna (Mentha piperita L.)

Charakteristika

Mata peprna (M. piperita L.) vznikla jako hybridni druh z maty klasnaté
(M. spicata L.) a maty vodni (M. aquatica L.). Pravdépodobné pochazi ze zapadni
Evropy a v soucasnosti je roz$itend v mirnych klimatickych podminkach po celém
svéts. Péstuje se i v Ceské republice. Jednd se o vytrvalou bylinu dorGstajici vysky

40-80 cm a vytvafejici nadzemni plazivé vybézky (Pazdera, 2015).

Mitové druhy byly znamy a ¢lovékem vyuzivany jiz pied vice nez 2000 lety.
Samotna mata se pouziva vice nez 250 let (Saharkhiz et al., 2012). M. piperita je
celosvétové péstovanou vytrvalou bylinou typickou svym svézim, ,,vétrovym®
aromatem. Caj z maty blahodarné puisobi na travici trakt a pomahd pii enteritidg,

nadymani, stievni kolice a onemocnéni zluéniku (McKay et al., 2006).
Vyuziti matového esencialniho oleje

EO M. piperita ma svétle Zlutou barvu, je znam svou chladivou, Stiplavou,
mentolovou vini s ¢istymi sladkymi tony (Harding, 2016). Hlavnimi slou¢eninami
EO z maty jsou menthon, mentol, menthofuran, B-felandren, isomenthon, acetat

mentolu, B-karyofylen a 1,8—cineol (Moghaddam et al., 2013).
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M. piperita je druh, ktery ma ekonomickou hodnotu zejména diky svému aroma, vuni
a lécivym vlastnostem. Védecky je prokazdno mnoho prospésnych ucinkt, napf.
antivirové, antibakterialni, analgetick¢ a antioxidantni ucinky. Kromé toho bylo
prokazano, ze EO M. piperita ma inhibi¢ni uCinky proti rastu hub a produkci
aflatoxinu druhu Aspergillus (Saharkhiz et al., 2012).

V aromaterapii se EO M. piperita vyuziva pti obnové energie pii vycerpani, na
podporu pozitivity a zklidnéni mysli. J. Harding (2016) doporucuje matovy olej na
zmirnéni zazivacich problémit, vcetné bolesti bficha a zalude¢ni potize. Dale je
vhodny pro problematickou plet’ s akné. Ma chladivy efekt a podporuje prokrveni

pokozky. Pouziva se v ptipravcich na masaze a pro ustni hygienu (Shah a Millo, 2004).
1.3.3 Tymian obecny (Thymus vulgaris)
Taxonomické zarazeni (dle Biolib.cz):

RiSe: rostliny (Plantae)

Pod¥ise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad: hluchavkotvaré (Lamiales)

Celed’: hluchavkovité (Lamiaceae)

Rod: matefidouska (Thymus)

Druh: tymian obecny (Thymus vulgaris L.)

Charakteristika

Tymian obecny (T. vulgaris L.), také znam jako matetidouska obecna, je mala vytrvala
poloopadava bylina dorustajici délky 30 cm. Ptivodnim mistem vyskytu je Sttedomofi,
ale vsouCasné dobé zplanuje i na jingch mistech Evropy s teplym
a suchym podnebim. Ma listy S Cetnymi piisedlymi zlazkami, vylucujicimi silice
(Pazdera, 2015).

Tymian je vyuzivan pro kuchatské ucely, a to jak v Cerstvé, tak i ve své susené
formé¢ (Harding, 2016). Tymian ma antibakterialni, antifungalni a desinfekéni ucinky,
pusobi proti nékterym prvokim a kvasinkdm a ¢astecné ucinkuje i proti herpetickym
virim. Pouzivad se jako kloktadlo pii z&nétech v dutiné Ustni nebo pfi anginé

a k vyplachum pii gynekologickych problémech (Pazdera, 2015).
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Vyuziti tymidnového esencialniho oleje

EO zT. wvulgaris ma Zzlutohnédou barvu a vyznaCuje se intenzivni, 0strou,
pronikavou, ale piijemnou bylinnou vini (Aromakh.cz, 2024). Podle zvolené oblasti
sbéru se z T. vulgaris ziskavaji EO s odliSnym chemickym sloZenim. Tyto oleje jsou
linalool z Francie, ktery je Setrny k pokozce a vyznacuje se svou jemnou bylinkovou
a Stiplavou vani (Harding, 2016).

Tymianovy EO ma 1é¢ivé vlastnosti, pisobi jako antiseptikum, které podporuje
hojeni ran a snizuje riziko infekci v stni dutin€. Pomaha také pfi nevolnosti, inavé,
respira¢nich potizich, nachlazeni a kasli (Rizwan, 2012). Je ¢astou soucasti masaznich
olejt pro uvolnéni bolestivych a ztuhlych svali. Masti z tymianového EO se pouzivaji
krémi, masti a balzdma. Podporuje traveni a je GCinny proti stfevnim parazitim
(Pazdera, 2015; Karelhadek.eu, 2024). Dale podporuje rist vlas a zabranuje jejich
vypadavani. Ma také vynikajici repelentni G¢inek proti hmyzim sktdcim (Rizwan,

2012).
1.3.4 Citronela javska (Cymbopogon winterianus)
Taxonomické zaiazeni (dle Biolib.cz):

Rige: rostliny (Plantae)

PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)

Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Trida: jednodé€lozné (Liliopsida)

Rad: lipnicotvaré (Poales)

Celed’: lipnicovité (Poaceae)

Rod: vonatka (Cymbopogon)

Druh: citronela javska (Cymbopogon winterianus L.)

Charakteristika

Rod Cymbopogon zahrnuje vice nez 100 druhti, které se vyskytuji v tropickych
oblastech (Leite et al., 2010). N¢které druhy rodu Cymbopogon piedstavuji dulezity
zdroj ptirodnich EO (Verma et al., 2020).

Na trhu jsou k dispozici dva typy citronelovych EO, a to cejlonsky a javsky typ,

které jsou ziskavany z druhui C. nardus a C. winterianus. Lisi se mezi sebou zejména
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obsahem citronellalu (Leite et al., 2010). Diky své vyssi vytéznosti se na trhu vice
vyskytuje citronela javského typu (Cymbopogon winterianus). Pochazi z tropickych a
semitropickych oblasti Asie, Indie, Indonésie a péstuje se i v Jizni a Stiedni Americe.
Svétova produkce citronelového oleje piesahuje 2000 tun ro¢né (Simic et al., 2008;
Verma et al., 2020).

Vyuziti citronelového esencialniho oleje

EO z C. winterianus, tzv. Java citronella, ma Zlutou barvu a vyznacuje se lehkou,
mirné nasladlou a teplou citronovou viini. Diky své vuni a u¢inktim se ¢asto vyuziva
jako alternativa k medunce lékarské (Melissa officinalis) (Karelhadek.eu, 2024).
Hlavnimi slozkami EO z C. winterianus jsou citral, citronellal, geraniol, citronellol,

isopulegol, elemol a limonen (Verma et al., 2020).

Citronelovy olej se pouziva jako antiseptikum, antispasmodikum, diuretikum,
pusobi antistresové a povzbuzuje duSevni stav (Kakaraparthi et al., 2014; Harding,
2016). Je vhodny pro problematickou plet’ a snizuje tvorbu mazu, a to i ve vlasové
pokozce (Karelhadek.eu, 2024). Dale je Siroce vyuzivan v parfumerii, kosmetice
a potravinafském prumyslu. Vyuziva se i jako rostlinny repelent proti hmyzu
(Kakaraparthi et al., 2014). Simic et al. (2008) ve své studii uvadi antimikrobialni
aktivitu EO z C. winterianus proti pidnim patogeniim, houbam zpusobujicich kazeni
potravin pfi skladovani, producentim mykotoxinti a také rostlinnym, zvifecim

a lidskym patogentim.
1.3.5 Hiebickovec kofenny (Syzygium aromaticum)
Taxonomické zaiazeni (Biolib.cz):

Rige: rostliny (Plantae)

PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad: myrtotvaré (Myrtales)

Celed’: myrtovité (Myrtaceae)

Rod: hiebi¢kovec (Syzygium)

Druh: hiebickovec kofenny (Syzygium aromaticum)
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Charakteristika

Hiebickovec kotfenny (S. aromaticum L.) patii do ¢eledi myrtovité (Myrtaceae), ktera
zahrnuje vice nez 3000 druhti a nalezicich do 130150 rodu, jako jsou napf. rod myrta,
eukalyptus, hiebickovec a guava. S. aromaticum je aromaticka rostlina pavodné
roz§ifena na ostrovech v Moluckém souostrovi ve vychodni Indonésii, dnes je Siroce
péstovana i v jinych tropickych a subtropickych oblastech, jako je napt. Madagaskar,
Sri Lanka a Cina. Jedna se o stalezeleny strom, dortstajici vysky 8-15 m a vyzadujici

velmi teplé klima (Grulich, 2011; Haro-Gonzalez, 2021).

Nejvyznamnéjsi Casti hiebiCkovce jsou jeho kvéty. Jsou vonné, rozvijeji se
z cervenych, silné aromatickych poupat, které po usuSeni znadme jakozto
koteni — ,,hiebicek*. Rocné je mozné ze vzrostlého stromu sklidit 2—4 kg susené¢ho

hiebicku (Pazdera, 2015).
VyuZziti hiebi¢kového esencidlniho oleje

Ze susenych poupat S. aromaticum se uz po staleti ziskava EO, ktery napomaha pii

bolestech zubt a vyuziva se v zubnim Iékaistvi jako antiseptikum (Harding, 2016).

S. aromaticum je bohaty na tékavé latky a antioxidanty, jako je napi. eugenol,
thymol, B-karyofylen a a-humulen (Haro-Gonzalez, 2021). Eugenol je hlavni vonnou
silici, kterd predstavuje alesponn 50 % oleje a vyznacuje Se svymi antiseptickymi
a anestetickymi U¢inky, avSak ve vétSsim mnozstvi je jedovata (Grulich, 2011;
Haro-Gonzalez, 2021).

EO z hiebicku obsahuje vysoké mnozstvi fenolickych sloucenin s raznymi
biologickymi uc€inky, vcetné antibakterialnich, antifungélnich, insekticidnich
a antioxidacnich vlastnosti. Vyuziva se pfi vyrobé potravin, 1é¢iv, hygienickych
produktd, kosmetiky a parfémt. Vytéznost a kvalita EO ze S. aromaticum je
ovliviiovana napf. i fenologickou fazi rostliny. Nejkvalitngjsi EO z hiebicku je

ziskavan z poupat dospélych stroma (Haro-Gonzalez, 2021).
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1.3.6 Skoficovnik pravy (Cinnamomum verum)
Taxonomické zarazeni (Biolib.cz):

RiSe: rostliny (Plantae)

PodFiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: nizsi dvoudélozné (Magnoliopsida)
Rad: vaviinotvaré (Laurales)

Celed’: vaviinovité (Lauraceae)

Rod: skoficovnik (Cinnamomum)

Druh: skoficovnik pravy (Cinnamomum verum)
Charakteristika

Skoficovnik pravy (Cinnamomum verum) je aromaticka stalezelena dievina typicky se
vyskytujici na Sri Lance, Madagaskaru, v jizni Indii a dalsich ¢astech jihovychodni
Asie (Harding, 2016). Dortsta do vysky 15 m a méa tmaveé hnédou mélce ryhovanou
borku (Grulich, 2011).

Skoficovnik se vyuziva jako zdroj kofeni, konkrétné jeho silicemi prosycena
vnitini strana borky, ktera se vyuziva suSena vcelku ¢i mleta. Skoficovnik puisobi
baktericidng, zlepSuje chut’ k jidlu, pomaha pii traveni, vyuziva se v kosmetice

a parfumerii, a ma mnoho dal8ich 1é¢ebnych ucinka (Grulich, 2011).
Vyuziti skoricového esencialniho oleje

Skoticovy EO urfeny pro aromaterapeutické vyuziti se ziskdva parni destilaci
piedevsim z listi. Z kiry se taktéz mtuze EO vyrabét, ale pro aromaterapii je prilis
drazdivy. EO z listi ma jemnou, kofenénou a hiejivou vini a je K pokozce mnohem
Setrng¢jsi (Grulich, 2011; Harding, 2016).

karyofylen, kyselina skoticova a cinnamyl acetat. Vyzkumy prokazaly mnoho
farmakologickych Uc€inkl, vcetné potencidlu k 1é€bé bolesti hlavy a migrény
(Barbarossa et al., 2022). Olej je G¢inny pii stimulaci krevniho obéhu a zahfivani téla.

V aromaterapii se vyuziva k ulevé od depresi a dusevniho vycerpani (Harding, 2016).
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1.4 Houby (Fungi)
1.4.1 Obecna charakteristika

Houby (Fungi) piedstavuji jednu z nejvétsich skupin eukaryotickych heterotrofnich
organismi. Jednd se o kosmopolitni organismy, které hraji klicovou roli v mnohych
ekosystémech. Pivodné byla tato skupina povazovana za rostliny, kam byla také
fazena (Kalina a Véana, 2005).

Nejednd se o fotosyntetizujici organismy, jelikoz v bufice nejsou piitomny
chloroplasty, které touto schopnosti disponuji. Jejich zakladnimi stavebnimi
jednotkami jsou houbové bunky tvotici houbova vlakna, tzv. hyfy, které svym ristem
a vétvenim davaji vznik podhoubi (myceliu) (Kalina a Vana, 2005). Houby absorbuji
Ziviny pfes bunécnou sténu. Rozmnozuji se jak pohlavné, tak nepohlavné. Pohlavni
rozmnozovani zahrnuje spojeni gamet V plodnicich, zatimco nepohlavni
rozmnozovani zahrnuje tvorbu spor ¢i déleni houbovych vlaken (Keizer, 1999;
Sedléatova a spol., 2021).

Primarni funkce hub spociva v rozkladu organické hmoty a opakované recyklaci
zivin v ekosystémech. Nckteré houby se vyznacuji mutualistickym souzitim
s rostlinami, mnohé z nich patii mezi patogenni organismy. Z hlediska ¢lovéka maji
velky vyznam v potravinafstvi (slouzi jako zdroj potravy), dale v primyslu (produkce
chemickych latek) a 1ékatstvi (zdroj 1é¢iv) (Keizer, 1999).

1.4.2 Mikroskopické houby

Mikroskopické houby, tzv. mikrohouby, jsou mikroskopické eukaryotické organismy,
zahrnujici vlaknité houby, kvasinky a rzi. Jejich bunécné stény jsou tvotfeny chitinem.
Vyskytuji se jak na pevning, tak ve vodnim prostiedi, véetné moii. Nalezneme je napf.
I na rostlinach, hmyzu, v bachoru dobytka, vlasech a kuzi. Mikrohouby se odlisuji od
makrohub mj. absenci velkych, mnohobunéénych plodnic. T¢lo mikroskopickych hub

je tvofeno vlakny, tzv. hyfami, které vétvenim vytvaieji mycelium (Cannon a Sutton,
2004).

1.4.3 Charakteristika vybranych mikroskopickych hub
Fusarium

Rod Fusarium nalezi do skupiny vieckovytrusnych hub. V soucasné dobé je popsano

zhruba 70 druhl, jejich pocet se vSak neustale méni. Jsou vyznamnymi
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mykotoxinogennimi druhy hub. Nékolik druhii z nich je dokonce patogennich pro
¢loveéka (Hof, 2020).

Houby rodu Fusarium patii mezi rychle rostouci houby na rtiznych standardnich
zivnych médiich, jako je napt. bramborovy dextrozovy agar (PDA). Kolonie jsou
zpocatku bilé a pozdéji se zbarvuji do razovych, oranzovych a ¢ervenych ¢i hnédych
odstint (Hof, 2020).

Choroby rostlin zptisobené druhy Fusarium maji zna¢ny negativni dopad na
zemédelskou produkei po celém svété. Tento rod hub je zndmy svou schopnosti
infikovat rizné rostliny s moznosti produkovat mykotoxiny. Mykotoxiny mohou byt
produkovany jiz v zrnech (pf. u kukufice, pSenice, jeCmene a ovsu) pred sklizni. Tyto
toxiny mohou byt ptitomny i v riznych ovocnych plodech ¢i zelening (Sharma et al.,
2017; Hof, 2020).

Chalaropsis thielavioides

Ch. thielavioides, diive klasifikovana jako Thielaviopsis thielavioides, je vieckovy-
trusnd houba patfici do fadu Pleosporales. Je znama jako ptic¢ina poskliziiového Cer-
nani kotfenové zeleniny, véetné mrkve a brambor (Paulin-Mahady et al., 2002). Infekce
zpusobena Ch. thielavioides mize negativné ovlivnit skladovani a distribuci
sklizenych produktd. Mrkve, bez ohledu na to, zda pochazeji z ekologického ¢i
konvencniho zemédélstvi, téméf vzdy na svém povrchu obsahuji spory
T. basicola a Ch. thielavioides. Infekce se projevuji jako tmavé zelené az ¢erné hou-
bové povlaky zeleniny po prodlouzené inkubaci v plastovych saécich. Tyto houby

produkuji nepohlavni reprodukéni organy (Weber a Tribe, 2004).

Obrazek 1.1: Fusarium sp. a Chalaropsis thielavioides (foto: autor)

22




Paecilomyces

Druhy hub z rodu Paecilomyces patii mezi vieckovytrusné houby. Kolonie rodu
Paecilomyces muze nabyvat v zavislosti na kultivaénim médiu riznych barevnych

odstintd od bilé pies krémovou az do oranzové ¢i ruzové (Brabb et al., 2012).

Do rodu Paecilomyces nalezi entomopatogenni druhy hub, které mohou napadat
a posléze usmrcovat hmyz. Napt. Wright et al. (2003) ve své studii zjistil, Ze zastupce
tohoto rodu je schopen béhem 4 dnil od inokulace usmrtit celou populaci termiti.

Nekteré druhy Paecilomyces jsou rovnéz znamy svou schopnosti produkovat
biologicky aktivni latky, jako jsou antibiotika a enzymy. Z tohoto diivodu maji vyznam

vvvvv

lidské infekce (Castelli et al., 2008).
Trichoderma

Rod Trichoderma je velmi rozmanity, zahrnuje mnoho druhti hub s riznymi
biologickymi vlastnostmi a schopnostmi, coz z néj ¢ini pfedmét rozsdhlého vyzkumu
a zajmu. Vytvareji svétle zelené konidie a vyznacuji se rychlym ristem. Konidiofory
jsou Casto vétvené a tvoii charakteristickou repetitivni strukturu (Schuster et al., 2020).

Tyto houby jsou schopné rozkladat celulozové odpadni materidly. Nedavné
vyzkumy ukazuji, Ze nejenze pusobi jako bio kontrolni ¢inidla, ale také podporuji
odolnost, riist a vyvoj rostlin, coZ mize vést ke zvySeni vynosu plodin. Jejich bio
kontrolni aktivita, zahrnujici mykoparazitismus, produkci antibiotik a soutézeni
o ziviny, také vyvolava obranné nebo systémové rezistencni reakce u rostlin (Naher
et al., 2014). Schopnost bojovat proti pidnim patogentim, bezobratlym a bakteriim
zprosttedkovavaji rizné antimikrobidlni slouceniny a jeji agresivni ristovy zpusob

(Verma et al., 2007; Naher et al., 2014).

Obriazek 1.2: Paecilomyces sp. a Trichoderma sp. (foto: autor)
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Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je porovnat antifungalni U€¢innost vybranych
esencialnich oleja vuci izolovanym mikroskopickym houbam z ptirozeného substratu
a porovnat metody pouzité k hodnoceni.

V ramci prace jsem se zaméfila na problematiku hub kontaminujicich kofenovou
zeleninu. Dil¢imi cili bylo vyizolovat nejcetnéjsi druhy hub, které kofenovou zeleninu
napadaji, a nasledné porovnat antifungélni aktivitu vybranych esencidlnich oleji vici

vybranym houbdm pomoci metody diskové difuze a mikrodilué¢ni metody.
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2 Metodika

V ramci realizace své diplomové prace jsem se zaméfila na problematiku hub
infikujicich kofenovou zeleninu. Vyuziti esencialnich oleji se jevi jako perspektivni
strategie pro zpomaleni procesu infekce a nasledné degradace. Tento piistup je zvlasté
relevantni vzhledem k soucasnym environmentalnim vyzvam a pottebé udrzitelného

zachazeni s potravinami.

2.1 lzolace mikroskopickych hub z prirozeného substratu

K provedeni izolace houbovych organismut byla vyuzita ndhodné vybrana sada vzorkt
kofenové zeleniny (celer, mrkev a petrzel), pochazejici z nékolika obchodi
s potravinami. Ze zkoumané zeleniny bylo v laboratofi ndhodné odebrano sterilnim
skalpelem né&kolik cca 1 cm velkych povrchovych vzorktu (Obrazek 2.1). Pro izolaci
hub byla uplatnéna metoda inkubace zeleniny ve vlhkych komirkach a na agarovém

médiu. Inkubace trvala 12 dni.

Obrazek 2.1: Priprava vzorkii zeleniny pro inkubaci na agarovych plotnach
(foto: autor)
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2.1.1 Inkubace zeleniny ve vlhkych komirkach

Vlhké komirky byly tvofeny vysokymi sterilnimi sklenénymi Petriho miskami
(e 11,5 cm). Nad dno téchto komurek byl umistén filtraéni papir, ktery byl zavlhcen
destilovanou vodou a nasledné na né&j bylo vyskladalo 8 vzorki zeleniny (Obrazek
2.2). Vlhké komurky byly uskladnény v termostatu pfi teploté cca 25 °C po dobu 12
dni. Dle potieby byly opétovné zavlhéovany. Pro kazdy druh zeleniny byly zalozeny
2 vlhké komirky, celkem tedy 6 komirek (Obrazek 2.3).

= 0
S

Obrazek 2.3: Vlhké komiirky se vzorky zeleniny po 12 dnech inkubace (foto: autor)
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2.1.2 Inkubace zeleniny na agarovych plotnach

Na agarové médium MEA (Malt extract agar) bylo vyskladano vzdy po 6 vzorcich
zeleniny na jednu misku. Pro kazdy druh zeleniny byly zalozeny 4 Petriho misky
s agarem (Obrazek 2.4). Celkem tedy bylo zalozeno 12 misek. Inkubace probihala za
stejnych podminek jako u metody vlhkych komirek v termostatu pii 25 °C po dobu
12 dni.

Na Obrazku 2.3 vidime agarové plotny s inkubovanymi vzorky mrkve (vlevo
nahote), petrzele (vpravo nahote) a celeru (dole vlevo) po 12denni inkubaci. Vpravo
dole jsou vyfoceny zalozené vlhké komtirky se vzorky zeleniny a jiz zminéné agarové

plotny s inkubovanou zeleninou.

Obrazek 2.2: Agarové plotny se vzorky mrkve (foto: autor)

2.1.3 Vybér a determinace kment mikroskopickych hub
Po 12 dnech byly narostlé kolonie hub izolovany na nové agarové plotny (MEA)
a postupné pireockovanim ,,preCistovany*. Nasledn¢ byly ¢isté kmeny hub rozfazeny
do morfotypt a identifikovany pod svételnym mikroskopem.

Celkem bylo izolovano 58 kmend hub, které byly nasledné roziazeny do
13 morfotypi (Obrazek 2.4) a pro potieby diplomové prace byly vybrany
4 nejcetnéjsi morfotypy, coz byly zastupci rodu Fusarium sp., Paecilomyces sp.,
Trichoderma sp. a druhu Ch. thielavioides. Vybrané morfotypy byly rozockovany

a namnozeny pro dal$i pouziti v pokusech.
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Obrazek 2.3: Nahote a vlevo dole — agarové plotny, dole vpravo — zaloZené vlhké komiirky
(foto: autor)

Obrazek 2.4: 1zolované kmeny hub roziazené do 13 morfotypii (foto: autor)
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2.2 Testovani antifungalni aktivity

Na zéklad€ rozsdhlého pilotniho pokusu (nepublikovaného) bylo pro testovani
antifungalni aktivity vybrdno 6 esencidlnich oleji — citronelovy, dobromyslovy,
hiebickovy, matovy, tymianovy a skoficovy. Antifungélni ucinek téchto oleji byl
testovan na 4 nejcetnéjSich morfotypech hub izolovanych ze zeleniny v predchozi ¢asti
experimentu — Fusarium sp., Paecilomyces sp., Trichoderma sp. a Ch. thielavioides.
Testovani antifungdlni aktivity bylo provedeno prostfednictvim metody diskové

difuze a dale mikrodilué¢ni metodou.
2.2.1 Metoda diskové difuze

Tato metoda je zaloZena na méfeni zony inhibice ristu mikroorganismi na agarové
plotné kolem centralné¢ uloZené¢ho disku napusténého neziedénym EO. Suspenze
4 vybranych mikroskopickych hub (ziskanych z ptedchozi izolace) byly pfipraveny
ziedénim ve sterilni destilované vodé na MacFarland optickou hustotu 0,5. Pripravené
suspenze hub (0,1 ml) byly rozetfeny na kultivaéni médium MEA v Petriho miskach
(¢ 60 mm). Do stfedu Petriho misky byl nasledné vlozen disk (¢ 5 mm), napustény
3 ul EO. Celkem bylo zaloZzeno 72 misek (6 oleji x 4 houby x 3 opakovani)
(viz Obrazek 2.5). Nasledné byly Petriho misky kultivovany ve tmé pii 25 °C po dobu

4 dnu, a poté byly ode¢teny zony inhibice okolo diskt s olejem (v mm).

Obrazek 2.5: Petriho misky pFipravené na rozetieni suspenze hub a vloZeni disku s EO
(foto: autor)
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2.2.2 Mikrodilu¢ni metoda

Metoda je zalozena na méfeni zmén zakalu v jamkach mikrodesti¢ek, zptisobenych

riznou intenzitou ristu testované¢ho organismu.

Priprava mikrodesticek:

1. Do 1. tady (A) bylo napipetovano 184 ul rustového bujonu a ptidano 16 ul EO.

2. Dale do nasledujicich fad (B—H) bylo napipetovano 100 pl rastového bujonu.

Vedle sebe v kazdé tadé byla zalozena 3 opakovani pro kazdou houbu (1-2-3,
4-5-6, 7-8-9, 10-11-12). Pro kazdy olej byla zalozena 1 destic¢ka, aby nedoslo ke

zkresleni vysledkl riznou tékavosti oleju.

3. Do kazdé jamky v fadé¢ A-E bylo napipetovano 10 pl pfipraveného inokula. Pro

kazdy rod houby byly zao¢kovany vzdy 3 jamky vedle sebe v ptislusné radé.

4. Redéni koncentrace EO bylo provedeno nasledovné. Po promichani suspenze

v jamkach bylo z celé 1. fady odebrano 100 pl, které byly pfidany do 2. fady, dale

se proces opakoval az do 6. fady (F). Z 6. fady bylo odstranéno 100 pl. V 7. fadé

(G) se ponechal bujon bez pfidavku EO a poté se pfidalo inokulum. V 8. fadé¢

(H) byl ponechan pouze bujon.

Koncentrace esencialniho oleje v Fadach:

Rada A (8 %), B (4 %), C (2 %), D (1 %), E (0,5 %), F (0,25 %), G a H (0 %).

Tabulka 2.1: Schéma desti¢ky v Fadach (vlastni zpracovani)

Koncentrace
EO (%)

Fusarium sp.

Paecilomyces

sp.

Trichoderma

sp.

Chalaropsis

thielavoides

A-8

P [P [P

T |T |T

CH | CH

CH

B4

C-2

D-1

E-0,5

F-0,25

G-0

H-0

> rmz O @1/ H
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3 Vysledky

3.1 Metoda diskové difuze

Vysledkem metody diskové difuze je plocha inhibi¢nich zoény okolo disku napusté-
ného esencialnim olejem na agarové plotné (cm?). Vysledky této metody byly
hodnoceny v programu STATISTICA prostfednictvim jednofaktorové analyzy
ANOVA a Tukeyho testu na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Tabulka 3.1 shrnuje
vSechny vysledky ziskané v ramci testovani EO metodou diskové difuze. Vysledky
antifungélni aktivity EO na jednotlivé testované houby jsou podrobné&ji popsany

Vv nasledujicich kapitolach.

Tabulka 3.1: Primér ploch (cm?) inhibi¢nich zén jednotlivych EO (£SD) (vlastni zpracovani)

Houby | 2 carium sp. | Paecilomycessp. | Trichodermasp. | Chalaropsis
EO thielavioides
skorice 7,01 £0,55Db 14,73 £3,07 a 3,64+0,20a 22,06t0a
hirebicek 8,40+1,33b 10,23 +£0,97 a 8,17+ 0,86 ab 8,50+£0,75b
dobromysl 21,79+0,27 ¢ 22,06+ 0,00 b 15,87 +4,52b 9,29+0,73 b
citronela 1,44+0,37a 1,12+0,22 ¢ 0,39 +0,09 a 7,52+0,95b
mata 2,75+0,84 a 0,69 + 0,06 ¢ 0,21 £0,01 a 0,28+0c
tymian 22,06+ 0c 22,06+ 0,00 b 17,82+4,24Db 10,27 +1,36 b

a,b,c — statisticky pritkazné rozdily mezi variantami ve sloupci (p <0,05)
SD — smérodatna odchylka

3.1.1 VIliv esencialnich oleji na rast Fusarium sp.

Porovnani antifungalniho u¢inku EO vici houbé Fusarium sp. znazoriuje Graf 3.1.
Z grafu je patrné, ze nejvy$si antifungalni aktivitu vykazoval EO z dobromysli
az tymianu. Naopak nejnizsi u¢inek vykazoval EO z citronely a z maty. EO z hiebicku
a ze skofice mély z testovanych EO stfedni antifungalni ucinek. Vysledky dale
ilustruje Obrazek 3.1, kde je zfetelny nartst houbového mycelia na miskach s EO
z citronely a maty, zatimco na plotnach, kde byl aplikovan dobromyslovy a tymianovy
olej houba nerostla. Rozdily v ucinnosti EO byly statisticky prukazné (viz Tabulka
3.1).

31




Pramér ploch inhibi€nich zén testovanych esencialnich olejd
Fusarium sp.

22 L i g—

inhibiéni plocha (cm2)

2 . 1 L L . 1
skofice hfebicek dobromysl citronela mata tymian

l=] Primér
EC T Primér2*SmQdch

Graf 3.1: Primér ploch inhibi¢nich z6n testovanych EO u Fusarium sp. (cm?)
(vlastni zpracovani)

Obrazek 3.1: Agarové plotny s inhibi¢ni aktivitou vybranych EO na rist houby Fusarium sp.
Zleva: tymianovy, dobromyslovy, hi‘ebi¢kovy, skoficovy, citronelovy a matovy EO (foto: autor)
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3.1.2 VIliv esencialnich oleji na rust Paecilomyces sp.

Graf 3.2 znazoriuje porovnani antifungalniho u¢inku EO vici houbé Paecilomyces sp.
Antifungalni aktivita vybranych olejti na houbu Paecilomyces sp. byla velmi podobna,
jako aktivita pii testovani houby Fusarium sp. Nejvys$si antifungalni aktivitu
vykazovaly opét EO z dobromysli a tymianu. EO z citronely a maty mély opét nejnizsi
ucinek. Hrebickovy a skoticovy EO projevily opét stfedni antifungalni u¢innost vici
testované houbé&. Vysledky jsou ziejmé i na Obrazku 3.2, kde je viditelna Gplna
antifungalni aktivita tymianového a dobromyslového EO, zatimco na miskach s mato-
vym a citronelovym EO je patrny nartst houbového mycelia. Rozdily v u¢innosti EO

byly statisticky prikazné (viz Tabulka 3.1).

Prumér ploch inhibi€nich zén testovanych esencialnich olejl

Paecilomyces sp.
28

24 | 1

22 = =
- /
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16 |

14 | 1
12 t

inhibiéni plocha (cm2)

il ==

= LN [N SN ]

skofice hfebitek dobromysl citronela mata tymian

[ Primér
EO T Primér+2*SmQdch

Graf 3.2: Primér ploch inhibi¢nich z6n testovanych EO u Paecilomyces sp. (cm?)
(vlastni zpracovani)

33




Obriazek 3.2: Agarové plotny s inhibi¢ni aktivitou vybranych EO na rist Paecilomyces sp.
Zleva: tymianovy, dobromyslovy, hi‘ebi¢kovy, skoficovy, citronelovy a matovy EO (foto: autor)

3.1.3 VIliv esencialnich oleji na rust Trichoderma sp.

Porovnani antifungalni aktivity EO vi¢i houbé¢ Trichoderma sp. je znazornéno v Grafu
3.3. Zgrafu je zfejmd nejvyssi antifungdlni aktivita opét dobromyslového
a tymianového EO. Zatimco hiebickovy EO vykazoval opét stfedni antifungalni
aktivitu, u¢inek skoticového EO byl vyrazné nizsi nez u predeslych testovanych hub.
Nejnizsi antifungalni G¢inky vykazovaly opét matovy a citronelovy EO. Vysledky jsou
dale ilustrovany v Obrazku 3.3, kde je vidét narostlé houbové mycelium téméf pies
celou misku u citronelového a matového EO. Na miskach s aplikovanym tymianovym
a dobromyslovych EO houba opét nerostla. Rozdily v ti¢innosti EO byly statisticky
prukazné (viz Tabulka 3.1).
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Graf 3.3: Priamér ploch inhibi¢nich zén testovanych EO u Trichoderma sp. (cm2)
(vlastni zpracovani)

Obrazek 3.3: Agarové plotny s inhibi¢ni aktivitou vybranych EO na rast Trichoderma sp. Zleva:
tymianovy, dobromyslovy, hiebi¢kovy, skoficovy, citronelovy a matovy EO (foto: autor)

3.14

Vliv esencialnich oleji na riast Chalaropsis thielavioides

Antifungalni u¢inek EO vici houbé Ch. thielavioides je zobrazen v Grafu 3.4. Je

patrné, ze narozdil od vysledkii antifungélniho U¢inku u ptedeslych testovanych hub,

nejvys

§i antifungalni aktivitu projevil skotficovy EO. Naopak nejnizsi aktivitu
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vykazoval opét matovy EO. Tymianovy, dobromyslovy, citronelovy a hiebickovy EO
vykazovaly stfedni antifungalni aktivitu. Tyto vysledky jsou ilustrovany i na Obrazku
3.4, kde je patrny nardst mycelia pravé na matovém EO. Na misce s aplikovanym
skoficovym EO houba nevyrostla. Rozdily v Gi¢innosti EO byly statisticky pritkkazné
(viz Tabulka 3.1).

Primér ploch inhibiEénich zén testovanych esencidlnich olejd

Chalaropsis thielavioides
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inhibicni plocha (cm2)

_2 1 1 1 1 1 1
skofice hiebicek dobromysl citronela mata tymian

B Primér
EO T Primér#2*SmQOdch

Graf 3.4: Prumér ploch inhibi¢nich zén testovanych EO u Ch. thielavioides (cm2)
(vlastni zpracovani)

Obrazek 3.4: Agarové plotny s inhibi¢ni aktivitou vybranych EO na rist Ch. thielavioides.
Zleva: matovy, citronelovy, tymianovy, hiebi¢kovy, dobromyslovy a skoficovy EO (foto: autor)
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3.2 Mikrodiluéni metoda
Mikrodiluéni metoda byla vyuzita pro stanoveni miry inhibice koncentraci
jednotlivych EO v rozmezi 8 — 0,25 %. V ramci této metody byly testovany stejné EO
I houby jako v pripadé predchozi metody diskové difuze. Vysledky jsou rozdéleny
podle druhu esencidlnich oleji, kde je hodnocena mira inhibice jednotlivych
koncentraci oleje na testované kmeny hub.

Mira inhibice je rozdélena do 3 kategorii, kdy inhibice v rozmezi 100—75 %
odkazuje na vysokou inhibi¢ni aktivitu EO, inhibice v rozmezi 75-50 % znadi stiedni
inhibi¢ni uc¢inek a inhibice nizsi nez 50 % odkazuje na nizkou, nevyznamnou inhibi¢ni

aktivitu daného EO (viz Tabulka 3.2).

Tabulka 3.2: Rozdéleni inhibi¢ni aktivity EO podle hodnot (%)
! 100-75 % Vysokaé inhibi¢ni aktivita EO
75-50 % Stredni inhibi¢ni aktivita EO

pod 50 % Nevyznamna inhibi¢ni aktivita EO

3.2.1 Antifungalni aktivita citronelového EO

Vysledky antifungalni aktivity citronelového EO shrnuje Tabulka 3.3. Z vysledkd je
patrné, Ze pii koncentraci vyssi nez 2 % vykazoval olej vysokou inhibi¢ni aktivitu viéi
vSem testovanym houbam. Pfi niZ§i koncentraci dochazelo k rozdilnym inhibi¢nim
ucinkim oleje na testované houby. Houba Ch. thielavioides byla vi¢i u€¢inkiim citro-
nelového oleje v porovnani s ostatnimi testovanymi houbami nejcitlivejsi. Pii 0,5 %

koncentraci EO stale vykazoval k této houbé vysokou inhibi¢ni aktivitu (viz Graf 3.5).

Tabulka 3.3: Inhibi¢ni aktivita citronelového EO na rist hub (%) (vlastni zpracovani)

Citronela Inhibice ristu (%)

Koncentrace EO
(%)

Chalaropsis
thielavioides

Fusarium Paecilomyces | Trichoderma

8%
4%
2%
1% 69,91 72,53 63,99
0,50 % 56,10 58,40 26,65
0,25 % 46,83 40,74 11,27

Legenda: Cervena barva — vysoka inhibice (procento inhibice je 75-100 %), zluta barva — stiedni inhi-
bice (procento inhibice je 50-75 %), zelena barva — neinhibuje (inhibice <50 %)
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Graf 3.5: Inhibice ristu vybranych hub p¥i riznych koncentracich citronelového EO (vlastni
zpracovani)

3.2.2 Antifungalni aktivita dobromyslového EO

Tabulka 3.4 shrnuje vysledky antifungélni aktivity dobromyslového EO. Z Grafu 3.6
je patrné, ze EO z dobromysli ma pii koncentraci vyssi nez 0,5 % vysokou antifungalni
ucinnost. Nejcitlivéjsi houba v porovnani s ostatnimi testovanymi houbami vuci
ucinkim oleje byla opét Ch. thielavioides, a to ve vSech testovanych koncentracich
oleje. Rozdily v u¢inku oleje u ostatnich testovanych hub byly pouze pii koncentraci
0,25 %. Zatimco olej vuci Fusarium sp. a Paecilomyces sp. vykazoval stfedni inhibi¢ni

aktivitu, vii¢i Trichoderma sp. projevil pouze nizkou inhibi¢ni G¢innost.

Tabulka 3.4: Inhibi¢ni aktivita dobromyslového EO na riist hub (%) (vlastni zpracovani)

Dobromysl Inhibice rastu (%)
Koncentrace EO Chalaropsis
(%) Fusarium Paecilomyces | Trichoderma |thielavioides

8 %
4%
2%
1%
0,50 %
0,25 %

Legenda: ¢ervend barva — vysoka inhibice (procento inhibice je 75-100 %), zlutd barva — stiedni
inhibice (procento inhibice je 50-75 %), zelena barva — neinhibuje (inhibice <50 %)
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Graf 3.6: Inhibice ristu vybranych hub p¥i riznych koncentracich dobromyslového EO
(vlastni zpracovani)

3.2.3 Antifungalni aktivita hiebickového EO

Antifungalni aktivita hiebickového EO je shrnuta v Tabulce 3.5. Z Grafu 3.7 je patrné,
ze olej projevil vi¢i vSem testovanym houbam vysokou inhibi¢ni aktivitu pfi
koncentraci vyssi nez 1 %. Pti nizsich koncentracich olej ptisobil na testované houby
rozdilné. Zatimco pii koncentraci 0,25 % vykazoval olej vuc¢i Fusarium sp., Pae-
cilomyces sp. a Trichoderma sp. nizkou inhibi¢ni aktivitou, na Ch. thielavioides olej

pusobil stale vysokym inhibi¢nim u¢inkem.

Tabulka 3.5: Inhibi¢ni aktivita hi‘ebi¢kového EO na rist hub (%) (vlastni zpracovani)

Hiebicek Inhibice rastu (%)
Koncentrace EO Chalaropsis
(%) Fusarium Paecilomyces | Trichoderma | thielavioides

8 %
4 %
2%
1%
0,50 %
0,25 %

Legenda: Cervena barva — vysoka inhibice (procento inhibice je 75-100 %), zluta barva — stfedni
inhibice (procento inhibice je 5075 %), zelena barva — neinhibuje (inhibice <50 %)
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Graf 3.7: Inhibice ristu vybranych hub p¥i riznych koncentracich hiebickového EO
(vlastni zpracovani)

3.2.4 Antifungalni aktivita matového EO

Vysledky antifungalni aktivity matového EO jsou shrnuty v Tabulce 3.6. Antifungalni
aktivita matového oleje je oproti ostatnim testovanym olejim viditelné nizsi. Z Grafu
3.8 je patrné, Ze koncentrace EO vyssi nez 4 % ptlisobi na vSechny testované houby
vysokym inhibi¢nim t¢inkem. Pfi koncentraci 2 % pisobi olej nejmensim inhibi¢nim
ucinkem na houbu Fusarium sp. Pfi koncentraci nizsi nez 0,5 % vykazuje antifungalni
aktivita matového EO vuci Fusarium sp. zapornymi hodnotami, coz znamena, ze
houba pfi této koncentraci rostla 1épe nez v kontrolni varianté bez EO (Obrazek 3.5).
Koncentrace oleje 0,50 % a niz$i pusobila na vSechny testované houby nizkou

nevyznamnou antifungalni aktivitou.

Tabulka 3.6: Inhibi¢ni aktivita matového EO na rist hub (%) (vlastni zpracovani)

Mita Inhibice ristu (%)
Koncentrace EO Chalaropsis
(%) Fusarium Paecilomyces | Trichoderma |thielavioides
8 %
4 %
2% 67,96
1% 17,09 67,29 55,48 18,03
0,50 % -15,95 29,63 19,52 1,64
0,25 % -44,89 21,31 14,76 3,17

Legenda: Cervena barva — vysoka inhibice (procento inhibice je 75-100 %), zlutd barva — stfedni
inhibice (procento inhibice je 5075 %), zelena barva — neinhibuje (inhibice <50 %)
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inhibice ristu (%)
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Fusarium Paecilomyces Trichoderma = Chalaropsis

Graf 3.8: Inhibice riistu vybranych hub p¥i riiznych koncentracich matového EO
(vlastni zpracovani)

Obrazek 3.5: Mikrodilué¢ni desti¢ka — vyznaceny komurky s Fusarium sp. p¥i
0,50 % a 0,25 % koncentraci (foto: autor)
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3.2.5 Antifungalni aktivita skoricového EO

Vysledky antifungalni aktivity skoficového oleje jsou shrnuty v Tabulce 3.7. Z Grafu
3.9 je patrné, ze skoficovy EO vykazoval vysokou inhibi¢ni aktivitu. Konkrétné
projevil vysokou inhibici riistu ve vSech testovanych koncentracich na vSechny

testované houby, kromé koncentrace 0,25 % vaéi houb¢ Trichoderma sp.

Tabulka 3.7: Inhibi¢ni aktivita skoFicového EO na rist hub (%) (vlastni zpracovani)

Skorice Inhibice ristu (%)
Koncentrace EO Chalaropsis
(%) Fusarium Paecilomyces | Trichoderma |thielavioides

8 %
4%
2%
1%
0,50 %
0,25 %

Legenda: ¢ervena barva — vysoka inhibice (procento inhibice je 75-100 %), zelena barva — neinhibuje
(inhibice <50 %)

Skofice
120
100
80
60

40

inhibice ristu (%)

20

8% 4% 2% 1% 0,50% 0,25%
koncentrace EO (%)

Fusarium Paecilomyces Trichoderma Chalaropsis

Graf 3.9: Inhibice riistu vybranych hub p¥i riznych koncentracich skoficového EO
(vlastni zpracovani)
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3.2.6 Antifungalni aktivita tymianového EO

Vysledky antifungalni aktivity tymianového EO shrnuje Tabulka 3.8. Stejné jako

Vv piipadé skoticového oleje 1 EO z tymianu vykazoval nejvyssi inhibicéni G€inek vici

vSem testovanym houbam do koncentrace 0,50 % (viz Graf 3.10). Stfedni inhibi¢ni

aktivitu vykazoval tymianovy EO pti koncentraci 0,25 % vici houbam Paecilomyces

sp. a Trichoderma sp.

Tabulka 3.8: Inhibi¢ni aktivita tymianového EO na rist hub (%) (vlastni zpracovani)

Tymian

Inhibice rastu (%)

Koncentrace EO Chalaropsis

(%) Fusarium Paecilomyces | Trichoderma | thielavioides

8 %

4 %

2%

1%

0,50 %

0,25 %

Legenda: Cervena barva — vysoka inhibice (procento inhibice je 75-100 %), Zlutd barva — stfedni
inhibice (procento inhibice je 5075 %)

120

100

80

60

40

inhibice ristu (%)

20

Tymian

8% 4% 2% 1% 0,50% 0,25%
koncentrace EO (%)

Fusarium Paecilomyces Trichoderma Chalaropsis

Graf 3.10: Inhibice riistu vybranych hub p¥i riiznych koncentracich tymianového EQ

(vlastni zpracovani)

43




4 Diskuse

Z vysledki obou pouzitych metod — diskové difuzni metody a mikrodiluéni metody je
ziejmé, ze Vvysokou antifungalni aktivitu prokazuji EO piedev§$im z tymianu,
dobromysli a skofice. Zatimco z vysledku metody diskové difuze je patrné, ze nejvyssi
antifungalni aktivitu prokazuji tymianovy a dobromyslovy olej, pii mikrodilu¢ni
metode¢ vykazuje nejvyssi antifungalni ucinek vici testovanym houbam skoticovy olej
spole¢n¢ s tymidnovym.

Nejméné inhibicné¢ uc¢inny EO se projevil v obou metodich matovy olej,
ackoliv pfi mikrodiluéni metodé¢ meél pii koncentraci vyssi nez 4 % vici vSem
testovanym houbam vysokou inhibi¢ni u¢innost. Tento vysledek potvrzuje studie
Pourbaige et al. (2013), ktera se zabyvala antifungalni aktivitou matového EO a byl
prokazan fakt, ze matovy EO je u¢inny vi¢i testovanym houbovym patogeniim
a antifungalni aktivita se zvySuje se zvysujici se koncentraci oleje. Ackoliv pii mém
méfteni antifungalni aktivity mikrodilu¢ni metodou métovy olej v koncentraci 0,25 %
neinhiboval rast hub velmi dobie, ve studii Saharkhiz et al. (2012) matovy olej
vykazoval proti kvasinkdm rodu Candida pfi stejné koncentraci inhibi¢ni G¢inek
43-51 %. Tento inhibi¢ni rozdil mtize byt tedy dan rozdilnosti testovaného organismu,
jelikoz byla pouzita stejna metoda méfeni i stejné ristové médium (bujon).

Rozdily ve vysledcich metody diskové difuze a mikrodiluéni metody mizou byt
vykazovaly nékteré oleje vyssi inhibici rlstu nez za pouziti metody diskové difuze,
i pfes to, Zze byly pouzity v mnohem niz$i koncentraci. Ve studii Cavanagh (2007)
byla zkoumana role t€kavych latek esencialnich olejl a jejich antifungalni aktivita. Jeji
studie potvrzuje, ze né¢které EO mohou mit bioaktivni parovou (t€kavou) fazi, ktera
Casto pusobi i bez pifimého kontaktu s cilovymi mikroorganismy. Pfekvapivé bylo
zjisténo, ze inhibi¢ni ucinek na rast hub miize byt vyssi v pfipad€ vyuziti nepiimého
kontaktu oleji obsahujicich tyto t€kavé latky nez pfi jejich pfimém kontaktu.

Vysledky mikrodilu¢ni metody prokazuji, Ze nejveétsi inhibici rastu hub ze vSech
testovanych EO vykazuje skoficovy olej, zatimco pii diskové difuzni metodé
prokazoval zna¢né niz$i antifungalni aktivitu. Vy$8i inhibi¢ni aktivitu skoficového
zminénych, té¢kavych latek obsazenych v tomto oleji. T¢kavé latky se v uzavieném

prostoru mikrodesti¢ky efektivnéji Sifily, a tim silngji ovliviiovaly rist testovanych
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hub. Toto tvrzeni také potvrzuje studie od Yang et al. (2021), ktera se zabyva analyzou
tékavych latek skoficového oleje a prokazuje spojitost mezi antifungalnimi u¢inky EO
a jejich t€kavymi slozkami.

Diivodem vysoké antifungalni aktivity dobromyslového a tymianového EO
v obou metodach méfeni je predevsim pritomnost thymolu a karvakrolu, které jsou
jejich hlavnimi slozkami. Studie Gutiérrez-Pozo et al. (2023) zabyvajici se
antifungalni aktivitou thymolu, karvakrolu a eugenolu potvrzuje vysokou antifungalni
ucinnost EO obsahujicich tyto latky. Studie dale poukazuje na vyznamnou antifungalni
aktivitu hiebickového a skoficového oleje, pticemz zasadnim divodem této aktivity je
obsah hlavni slozky — eugenolu. Vysledky antifungalni aktivity hiebickového oleje
potvrzuje i studie od Chee a Lee (2007), ve které byla zkoumana antifungalni aktivita
oleje vii¢i kmenim hub napadajicich kiiZi ¢i nehty. Ve studii byla stanovena MIC
0,50 %, ktera se shoduje s vysledky mého méfeni mikrodiluéni metody, kdy inhibice
rustu pti koncentraci oleje vyssi nez 0,50 % byla vysoka.

Nizk4 antifungélni aktivita matového a citronelového EO vii¢i houbam za pouZiti
citronellalu, geraniolu ¢i mentolu v kombinaci s agarovym médiem. Uz v roce 1986
ve své studii Moleyar a Narasimham zjistili, ze pouzitim agarového média se sniZuje
inhibiéni G¢inek oleji obsahujici tyto latky. Test antifungalni aktivity byl proveden
konkrétné vaci houbam Aspergillus niger, Fusarium oxysporum a Penicillium digita-
tum. Provadén byl 1 antifungalni test oleji bez agaru v kapalnych tfepanych kulturach
a vysledky inhibice vy$ly zna¢né vyssi. Cavanagh (2007) také zminuje dualezitost
vybéru média pii urovani citlivosti hub. Jiz difive bylo zjisté€no, Ze rlst na riznych
médiich mize vyznamné zménit citlivost hub vii¢i antimykotickym latkam, jako jsou
EO. Je proto dilezité volit médium nejlépe odpovidajici podminkam, ve kterych se
houby vyskytuji v pfirozeném prostiedi, aby byly vysledky co nejrelevantné;jsi.

Hodnoty inhibi¢ni aktivity u Ch. thielavioides se u citronelového,
dobromyslového, matového a skoficového EO dostaly nad 100 % ziejmé z diivodu
nepiesnosti pii zakladani desti¢ek. Jednim z konkrétnich faktort, ktery mohl zptisobit
chybu, je pravdépodobné pouziti jedné pipety. Pii manipulaci mezi 96 komtirkami je
mozné, Ze se na Spi¢ce pipety zachytilo mikroskopické mnozstvi materidlu, které
mohlo vést k nepiesnostem. Dal§im diivodem mtize byt specificky zptisob ristu hub

a aktudlni nasmérovani ¢asti hub (fragmenty hyf) pfi méfeni spektrofotometrem.
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S5 Zavér
Z vysledkli méfeni antifungalni aktivity vybranych esencidlnich olejt vii¢i testovanym
houbam Ize konstatovat, Ze vSechny testované oleje antifungalni aktivitu vykazovaly.
Avsak pii snizujici se koncentraci se velmi rychle snizoval i inhibi¢ni UcCinek.
Nejvyznamnéj$i antifungalni aktivitou se prokazaly esencialni oleje z tymidnu,
dobromysli a skofice, zatimco matovy olej vykazoval inhibi¢ni u¢inek v nizsich
koncentracich nejslabsi. Vysledky se v obou metodach mirné liSily, a to predevsim
z divodu obsahu tékavych latek v olejich. Tékavé latky obsazené v esencidlnich
olejich se pfi mikrodiluéni metod€ v uzavieném prostoru mikrodesticky efektivnéji
Sitily, a tim silnéji ovliviiovaly rist testovanych hub. Z tohoto diivodu pii metodé dis-
kové difuze doslo u matového a citronelového oleje k nizsi antifungalni aktivite i pres
100% koncentraci oleju, zatimco pti mikrodilu¢ni metodé vykazovaly oleje vysokou
inhibi¢ni u¢innost i pfi zna¢né nizsi koncentraci.

Tato studie splnila cile prace, kterym bylo zhodnoceni inhibi¢nich ucinkt
zkoumanych oleji pomoci vybranych metod a jejich potencidlu jako moznych

prostiedkil pro kontrolu a potlaceni riistu mikroskopickych hub v potravinach.
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