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Abstrakt
Paenibacillus larvae je ptivodcem zavazného onemocnéni moru véeliho plodu (Apis
mellifera L.). V sou¢asné dob¢ reprezentuje jeden z nejvétSich problému pro vcelate
z divodu ekonomickych ztrat a z divodu absence efektivniho terapeutického 1éciva.
Ugelem této prace bylo analyzovat antimikrobialni uginek proti P. larvae, genotyp
ERIC | (CCUG 48979) a genotyp ERIC Il (CCUG 48972) deviti fenolickych latek
izolovanych z Ceskych medu — kyselin p-kumarové, t-skoficové, ferulové, gallové,
chlorogenové, vanillové, 3- a 4-hydroxybenzoové a kdvové. Antimikrobidlni u¢inek byl
sledovan meéfenim rastovych kiivek bakterii v tekutém MYPGP médiu (sledovani
minimalni inhibi¢ni koncentrace, MIC) a také pomoci difuznich testi. Ukazalo se, ze
koncentrace fenolickych latek pfirozené se vyskytujicich v medu (v fadu fmol/mg)
nemaji na patogena P. larvae vliv, avsak ve vyssich koncentracich ma napt. kyselina
p-kumarova v rdmeci trvani testu Uplny inhibi¢ni G¢inek (MIC=1 mg/ml), nasledovana
kyselinami 3- a 4-hydroxybenzoovou (MIC=2 mg/ml). Dale byly vytvoteny smési latek
0 koncentraci ptirozené se vyskytujicich v medu (fmol/mg) a studovan jejich inhibi¢ni
G¢inek na patogena P. larvae. Uéinek v$ak nebyl prokazan ani na jeden z genotypi
patogena. Klastrovou (shlukovou) analyzou bylo mozné rozd¢lit medy s ohledem jejich
puvod (kvétovy, medovicovy, smiSeny). Touto analyzou byly také slouceny latky pattici
do stejné biosyntetické drahy (napt. kyseliny p-kumarova a ferulova).

Tato prace prispéla k hlubSimu porozuméni problematiky antimikrobidlniho

pusobeni fenolickych slozek medu a jejich mozného pouziti proti bakterii P. larvae.
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Abstract

Paenibacillus larvae is a bacterium causes American foulbrood disease of honeybee
(Apis mellifera L.). American foulbrood is the most deleterious bee disease. The disease
is still not able to be cure, thus, it causes the great finacial losses to beekeepers. The aim
of this study is to assess the antimicrobial properties of nine phenolic compounds —
p-coumaric, t-cinnamic, ferulic, gallic, chlorogenic, vanillic, 3- and 4-hydroxybenzoic
and caffeic acids - from several samples of Czech honey. The antimicrobial properties
were tested against two genotypes of P. larvae, genotype ERIC | (CCUG 48979) and
genotype ERIC Il (CCUG 48972). The ability of phenolic compounds tested to inhibit
the bacterial growth rate in liquid MYPGP medium and the difuse tests were tested.
The results showed that the growth of P. larvae was not affected by concentrations
of phenolic compounds naturally occurring in honey (fmol/mg). However, for example,
p-coumaric acid (minimal inhibitory concentration MIC, MIC=1mg/ml),
3-hydroxybenzoic acid and 4-hydroxybenzoic acid (MIC=2mg/ml) had a total inhibitory
effect. The mixtures of phenolic compounds tested were also prepared and they were
used in concentrations naturally occurring in honey (fmol/mg) and their inhibitory
effects on P. larvae pathogen were studied. However, they had no effect on the growth
of both genotypes of P. larvae. Besides, the samples of honey from different parts of
Czech republic were categorized based on their origin (floral, honeydew and mixed)
using cluster analysis. Moreover, the samples of honey were separated into different
clusters based on biosyntetic pathway that they belong to. This study contributed to
a deeper understanding of the antimicrobial effects of phenolic compound of honey and
their possible use against bacterium P. larvae.
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CiLE PRACE

l. V teoretické casti bylo cilem rigorézni prace vypracovani literarni
reSerSe zamétené na vceli produkty, hodnoceni kvality med a antimikrobidlni

vlastnosti fenolickych latek v medu

. V experimentalni c¢asti bylo cilem stanovit minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) vybranych fenolickych latek izolovanych z medu a jejich

smési u patogena Paenibacillus larvae
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1 Uvod

oy oo

let pred Kristem (Nayik et al., 2014; Obr. 1). Za prvni vc¢elafe byli idajné povazovani
Krétané a Egyptané, kteti chovali vCely pro med a propolis, nebot’ vétili v jeho
blahodarné ucinky na lidské zdravi a krasu (Kieliszek et al., 2018). Mezi v¢eli produkty
dale fadime matefi kasSicku, vosk nebo vceli jed. Tyto produkty byly od pradavna
pouzivany jako soucast tradi¢ni mediciny (Viuda-Martos et al., 2008). Diky vysokému
obsahu antimikrobidlnich latek maji Siroké pouziti v lidové medicing; podporuji imunitu
organismu, med rychle doddva energii po narocnych fyzickych vykonech, pouzivaji se
k 1é¢beé koznich viedii a mnoho jiného. Ve vSech piipadech vSak zélezi na typu rostliny,
geografickém pivodu, klimatickych podminkach a spravné skladovani produktt (Nayik
etal., 2014).

Pro plné vyuziti téchto produktl je predevsim potieba starat se o vcely a jejich
véelstva. Véela medonosna (Apis mellifera) se fadi mezi nedulezitéjsi opylovatele, na
kterych zavisi celosvétové vynosy zeméd€lsky a ekonomicky dulezitych plodin.
V poslednich letech jsou vcéely ¢im dal tim vic suZovany biotickym i abiotickym
stresem, jako jsou klimatické zmény, chemikélie produkované lidmi (xenobiotika)
a Vv neposledni fad€ rozsiteni parazitii a patogentli z jejich ptivodnich oblasti do novych
oblasti svéta (Goulson et al., 2015). Patogenni bakteric Paenibacillus larvae je
pivodcem zavazného onemocnéni moru vceliho plodu (American foulbrood, AFB)
které je v souladu s Veterindrnim zdkonem ¢. 166/1999 Sb. ve znéni pozdgjSich
predpisti fazeno mezi nebezpecné nakazy vcel. V soucasné dobé reprezentuje jeden
Z nejvetSich problémt pro veelate z divodu ekonomickych ztrat a z diivodu absence
efektivniho terapeutického 1éCiva (Sagona et al., 2017). V nékterych zemich (napf.
USA) totiz k boji proti AFB pouzivaji antibiotika (tetracyklin) ¢i chemoterapeutikum
sulfathiazol. Tyto latky vsak nezneSkodni infekéni endospory, dokazi potlacit pouze
klinické pfiznaky. PouZzivani antibiotik navic vede k bakteridlni rezistenci nebo
ke kontaminaci véelich produkti (Eguaras et al., 2005). Jedinou ,,lécbou‘ vcelstva je
Vv soucasnosti destrukce infikovanych kolonii spalenim (Williams, 2000; Sagona et al.
2017). V roce 2011 byl poprvé sekvenovan genom P. larvae (Chan et al., 2011), coz

velmi prispélo k dalSimu boji proti této bakterii.



V této praci byly pouzity dva nejrozsifenéjsi genotypy P. larvae, a to genotyp
ERIC | (CCUG 48979) a genotyp ERIC Il (CCUG 48972). Byly zkoumany ucinky
vybranych antimikrobialnich latek ziskanych z medu na tyto dva genotypy P. larvae
a jejich potencialni vyuziti v zakrmovani vcelstev vyvazenymi smésmi za uUcelem

zvySovani obranyschopnosti proti tomuto patogenu.

Obr. 1: Prvni zminka o vcelai'stvi z Pavouci jeskyné (Cueva de la Arafia) pobliZ méstecka
Bicorp ve Spanélsku se datuje do doby kamenné (autor J. Danihlik)



2 Véeli produkty
Biologicky aktivni latky piirodniho charakteru byly vzdy pod velkym zajmem, coz
miizeme také aplikovat na véeli produkty — produkty véely medonosné. Radime mezi né

nejen med, ale také propolis, matefi kasi¢ku nebo vceli jed a vosk.

2.1 Med

Med je nejznaméjsi primarni produkt vcelafstvi a historie jeho pouziti je
paralelni k dé&jinam lidstva; v kazdé kultufe Ize najit dikaz o pouziti
medu jako zdroje potravy, ale také jako symbol pouzivany v ndbozenstvi a magii (Krell,
1996). Naposledy publikované statistiky odhaduji ro¢ni svétovou produkci vice nez 1,5
milionu tun na svétovém trhu v hodnoté zhruba 4000 miliont dolart. Celosvétovému
prodeji medu dominuje Cina (Faostat, 2016).

Med je piirodni sladky produkt, ktery vcely tvoii z nektaru nebo medovice
ziskanych z rostlin. Ve svém téle je obohacuji o dalsi latky a vznikly produkt je poté
uskladiiovan v pléastech (Lampeitl, 1995). Cilem tohoto uskladiiovéni a zrani je pfeména
tekuté a mikrobidln¢ nestalé ptirodni §tavy na hutné a mikrobidln¢ stalé¢ zimni zadsoby —
med. Existuji tfi druhy medu s ohledem na jeho ptivod. Prvnim z nich je med kvétovy,
ktery pochazi z rostlinného nektaru. DalSim je medovicovy med, ktery vznika tak, ze
msice (Aphidinea) a dalsi podfady fadu stejnokiidlych (Homoptera): mery (Psyllinea)
a Cervci (Coccinea) nabodavaji rostlinna pletiva, kterymi proudi miza bohata na ziviny,
hlavné sacharidy (floém). V dobé rozmnozovani maji msice velkou spotiebu proteind,
kterych se ale v mize nachazi relativné malo. Nasatou mizu mSice filtruji a pfebytecny
sladky roztok (medovici) rozstfikuji do okoli. Kromé hmyzu je medovice tvoiena také
houbami, ptikladem je palickovice nachova (Claviceps purpurea). K tvorbé¢ mizy také
dochazi na listech nebo pupenech, kde se objevuje ve formé ¢&irych kapicek (Skrobal,
1967; Halouzka, 2014). Tietim typem medu je med smiSeny, ktery je kombinaci
medovicového a kvétového medu. V kazdém z uvedenych typli medu miiZeme
rozeznéavat mnoho variaci v zavislosti na jejich organoleptickych, fyzikalné-chemickych
vlastnostech a botanickém pivodu (Bradbear, 2009; Plutowska et al., 2011). Kvétové
a medovicové medy mohou byt po svém vytoceni dale zpracovany. Na zékladé
mechanismu upravy a konecného stavu medu ho podle vyhlasky 76/2003 Sb.
rozliSujeme na staceny, lisovany a plasteCkovy med. Jakakoliv neodbornd manipulace

nebo Spatny pracovni postup pii jeho vyrobé ma vliv na jeho kvalitu, stejné¢ tak mohou
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kvalitu medu ovlivnit nespravné skladovaci podminky (Hajduskova, 2006; Chuan et al.,
2012; Halouzka, 2014).

Kvalita medu je také ovlivnéna danym klimatem v urcité lokalité¢ a druhovym
slozenim rostlin. Tyto podminky jsou uzce spjaty s mistem vyskytu a potravinovym
fetézcem vcely, coz se dotykd zejména rostlin, které poskytuji véelam zdroje potravy

(Chuan et al., 2012).

2.1.1 Chemické slozeni medu

Med je sloZen pievazné ze sacharidl a vody, v malém mnoZzstvi se pak nachdzeji dalsi
slozky jako organické kyseliny, aminokyseliny, proteiny vcetné enzymu, vitaminy,
fenolické slouceniny a aromatické substance (Cantarelli et al., 2008). Dv¢ dulezité
kategorie neperoxidovych antimikrobialnich latek obsazenych v medu jsou flavonoidy
(napf. pinocembrin, quercetin nebo naringenin) a fenolové kyseliny (napi. kyselina
kavova, skoficova ¢i p-kumarova) (Wahdan, 1998; Sagona et al., 2017). Flavonoidy
Jsou sice piitomny v nepatrném mnozstvi, ale davaji medu jeho barvu, chut’ a aroma
(Alvarez-Suarez, 2017). Med ze stejného zdroje kvétin se muze liSit ve sloZeni a to
v disledku sezénni, klimatické nebo geografické variace. Kromé jiz jmenovanych
organickych latek se v medu vyskytuji mineraly a tézké kovy, které mohou v piipadé

medovicového medu tvofit az 1 % celkové hmotnosti (Tab. 1).



Tab. 1: Slozeni kvétového a medovicového medu (data uvedena v g/ 100 g medu;
Bogdanov et al., 2008; Alvarez-Suarez, 2017)

Kvétovy med Medovicovy med
Rozsah Pramér Rozsah Primér
Voda 16-19 17,2 16-19 16,3
Celkovy podil sacharidt 79,7 80,5
Monosacharidy
fruktosa 30-45 38,2 28 - 40 31,8
glukosa 24 - 40 31,3 19-32 26,1
Disacharidy
sacharosa 01-48 0,7 0,1-4,7 0,5
(iso)maltosa, ostatni 2,0-8,0 5 1,0-6,0 4
Trisacharidy
oligosacharidy 3,1 10,1
erlosa 0,5-6,0 0,8 0,1-6,0 0,1
melecitosa <0,1 0,3-22 4
ostatni 05-1,0 0,5 0,1-6,0 3
Mineraly, tézké kovy 0,1-05 0,1 0,6-2,0 0,9
Aminokyseliny, proteiny 02-04 0,3 0,4-0,7 0,6
Organické kyseliny 0,2-0,8 0,5 0,8-1,5 1,1
pH hodnota 32-45 3,9 45-6,5 5,2

2.1.1.1 Sacharidy

Med je slozen ze sacharidi priblizné ze 79-82 %, tvofi cukernou Cast v¢eli potravy, je
zdrojem energie pro ¢innost veelstva. Hlavni komponenty jsou monosacharidy glukosa
a fruktosa (75 %) a dale asi tficet dalSich sacharidi véetné disacharidd sacharosy
(disacharid sloZzeny z fruktosy a glukosy, které jsou spojeny prostiednictvim
a-(1-2) vazby), maltosy a isomaltosy, ¢i trisacharidu erlosy a melecitosy (Tab. 1)
(Alvarez-Suarez, 2017). Disacharidy maltosa a sacharosa se nachazeji v rozsahu 1-7 %
(Tewari a lrudazara, 2004). Sladkost medu je dana pivodem nektaru a odviji se od
poctu kvétovych zdroji, protoze jednodruhové medy jsou obvykle mén¢ sladké (Kamal
a Klein, 2011).

Produkce tohoto vysoce cukerného roztoku je mozna pouze v Ulu pii teplotach
blizkych 30 °C a sptidavkem enzymu invertasy (EC 3.2.1.26) sekretovaného
hltanovymi zlazami v¢el. Enzym invertasa (EC 3.2.1.26) rozklada sacharosu z nektaru
a medovice na glukosu a fruktosu (Crane, 1990). Obecné lze fici, ze v medovicovych
medech nalezneme glukosu (G) a fruktosu (F) v mensich koncentracich, avSak pomér

F/G je vysoky. Toto pravidlo ma vsak svoje vyjimky a vysoky F/G pomér nalezneme



také v nékterych kvétovych medech, napt. ve viesovych medech (Calluna vulgaris L.)
(Wasetal., 2011).

Béhem skladovéani se slozeni sacharidové slozky meéni v disledku aktivity
enzymu, mikroorganismu podilejicich se na tvorbé medu a také teploty. Kdyz je med
skladovan pfi teplotach nizSich, nez je teplota v tlu, dochazi u n¢kterych sacharida
(prevazné glukosy a fruktosy) ke krystalizaci. Medy s vysokym pomérem F/G (nad
1,33) krystalizuji mén¢, medy s F/G pomérem pod 1,11 krystalizuji rychle (Smanalieva
a Senge, 2009; Alvarez-Suarez, 2017). Dilezitou vlastnosti pro spravnou predikci
krystalizace je také pomér mezi glukosou a vodou (W) (G/W). Obecné lze fici, ze
pomala krystalizace se objevuje u medi s G/W pomérem mensim nez 1,7. Escuredo
et al., 2014 potvrdili, ze obsah glukosy, fruktosy a poméry F/G a G/W jsou hlavnimi

indikatory pro predikci krystalizace v medu.

2.1.1.2 Obsah vody

Vlhkost medu je kvalitativni kritérium, které urCuje schopnost medu zustat stabilni
a odolny viii fermentaci kvasinkami a bakteriemi. Cim je vlhkost vys§i, tim je vétsi
pravdépodobnost, Ze med bude pii skladovani kvasit. Idedlni je obsah vody v rozmezi
16 — 19g/100g medu (Bogdanov et al., 2008), v Evropské Unii (EU) je limit obsahu
vody stanoven na 21g/100g medu. Ceska smérnice rady 2001/110/ES ze dne 20.

prosince 2001 fika, ze by med nemél obsahovat vice nez 20g/100g medu vody.

2.1.1.3 Proteiny, enzymy a aminokyseliny
Pocet studii zabyvajici se proteiny je relativné maly, pfevazné z divodu jejich malého
obsahu v medu a také z dtivodu obtiznosti extrakce z prostiedi bohatého na sacharidy
(Chua et al., 2013). Hlavni metody stanoveni koncentrace proteini jsou Bradfordova
a Kjeldahlova, ackoliv nejsou uplné piesné, nebot’ napt. Kjeldahlova metoda slouzi ke
stanoveni ptritomnosti celkového obsahu dusiku (Chua et al., 2013).

Proteiny v medu mohou pochazet z nektaru nebo z pylu rostlin, ptilezitostné
z jejich mizy, castéji vSak pochazeji ze sekretu véelich Zlaz, které jsou zodpovédné
za rozklad pylu a nektaru. Primérny obsah proteintt v medu je kolem 0,2 — 0,7 %
s molekulovymi hmotnosti vrozmezi 22 az 75 kDa. Hlavnim proteinem
identifikovanym v medu je major royal jelly protein 1 (MRJP1, uniprot ¢islo 018330),
ktery je podobny apalbuminu-1 (Bilikova a Simuth, 2010).
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Zastoupeni aminokyselin patii mezi dal$i vyznamny faktor, ktery slouzi
k identifikaci botanického ptiivodu a kvality medu. Béhem skladovani a tepelné upravy
medu vSak muze dochazet k urCitym zménam slozeni. Tyto zmény jsou zpiisobeny
reakci karbonylové skupiny redukujiciho sacharidu s volnou skupinou aminokyselin,
peptidi nebo proteint (Iglesias et al., 2006). Aminokyseliny jsou do medu vpravovany
prostiednictvim véel nebo z rostlinnych zdroji, napf. z pylu (Czipaetal., 2011).
Celkové mnozstvi aminokyselin v medu ¢ini 1 % a majoritni aminokyselinou je prolin.
Ten tvoii 50 az 85 % celkového zastoupeni aminokyselin (Iglesias et al., 2006;

Halouzka, 2014).

2.2 Propolis

Propolis (z feckého ,,pro* = pied a ,,polis = mé&sto) je pryskyficova hmota, Kterou
sbiraji véely z rostlin. Byl vyuZivan jiz v antickém Recku a Egypté k 1é¢bé zranéni
a také jako dezinfek¢ni latka (Sforcin a Bankova, 2011), ve starovékém Egypté slouzil
také pfi mumifikaci (Kuropatnicki et al., 2011). Typicky je sloZen z rostlinnych
pryskyftic (50 %), z voskil (30 %), z esencialnich a aromatickych oleji (10 %), z pylt (5
%) a poslednich 5 % tvoii dalsi organické latky (Huang et al., 2014). V propolisu bylo
identifikovano vice nez 500 slou€enin, nejhojnéji zastoupenymi skupinami jsou vSak
flavonoidy a fenolové kyseliny s jejich estery, které Casto tvoti az 50 % propolisové
pryskyfice. Tyto latky udavaji propolisu jeho antimikrobialni vlastnosti (Bankova et al.,
2000; Sforcin a Bankova, 2011; Ristivojevi¢ a kol., 2015a). Béhem tvorby propolisu
veely rozmichavaji pryskyfiény rostlinny materidl s vlastnim voskem a enzymy.
Propolis ma ochrannou roli ve v¢elich koloniich, nebot” vysledny material vyuzivaji
véely k utésnéni trhlin a dér a chrani tak Ul pfed uto¢niky a také pted kontaminaci
a infekcemi (Simone-Finstrom a Spivak, 2010; Abu-Mellal et al., 2012; Tran et al.,
2012).

2.3 Materi kaSicka

Matefi kasicka (MK) je produkovana hltanovymi zlazami mladych véelich délnic. Je
hlavni slozkou potravy vcelich larev a nezbytnou komponentou pro vyvoj vceli matky.
Obsahuje kromé 10-hydroxy-2-decenové kyseliny, ktera ma antimikrobialni ucinek,
také proteinové slozky s antimikrobialni aktivitou, tzv. antimikrobialni peptidy (AmPS).

V mateti kasicce se vyskytuje asi 80 % téchto proteini (Vezeteu et al., 2016). Mezi tyto
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peptidy se tadi defensin-1 nebo také royalisin a patii do skupiny obrannych AmPSs (viz
kapitola Methylglyoxal a defensin-1 (UniProtKB - P17722)) (Fujiwara et al., 1990;
Kwakman a Zaat, 2012; Danihlik et al., 2016).

Slozeni MK se v prabéhu stafi larvy méni, obecné je vSak MK tvofena vodou
(60 - 70%), proteiny (12-15%), sacharidy (10-16%), lipidy (3-6%), vitaminy
a aminokyselinami. Proteiny rozpustné ve vod¢ tvoii 46-89% z celkového poctu
proteinti (Chen a Chen, 1995). Hlavni skupinou proteinti zastoupenych v matefi kasicce
je rodina proteini MRJPs (major royal jelly proteins). Tyto proteiny tvoii 82-90 %
z celkového proteinového obsahu MK. V roce 1998 bylo na zékladé analyzy cDNA
knihovny detekovano pét zakladnich proteind z této rodiny — MRJP1 (UniProtkKB -
018330), MRJP2 (UniProtKB - O77061), MRJP3 (UniProtkKB - Q17060), MRJP4
(UniProtKB - Q17061), MRJP5 (UniProtkKB - 097432). Proteiny MRJP3 a MRJP5 byly
na zaklad¢ této analyzy identifikovany jako polymorfni (Schmitzova et al., 1998;
Dostalkova, 2016). Albert a Klaudiny na zdkladé analyzy cDNA v roce 2004
identifikovali jesté dalsi tfi MRJP proteiny - MRJP6 (UniProtKB - Q6W3E3), MRJP7
(UniProtKB - Q6IMJ9, MRJP8 (UniProtKB - Q6TGRO).

MRIJP jsou sekre¢ni proteiny syntetizovany s N-koncovym signdlnim peptidem
(16-20 aminokyselin, AK). MRIJP proteiny jsou slozeny ze sekvence 400-578 AK
s teoretickou molekulovou hmotnosti pohybujici se mezi 45-68 kDa (Schmitzova et al.,
1998; Albert a Klaudiny, 2004; Dostalkova, 2016). Vétsina MRIJP proteinti se ve své
sekvenci vyznacuje vysokym obsahem pro vcely esencialnich aminokyselin, napf.
arginin, lysin, isoleucin, methionin nebo fenylalanin. MRJP 1-5 patii mezi nejvice
zastoupené proteiny v MK, predpokladd se tedy, Ze maji predevSim nutricni
(vyzivovou) funkci (Schmitzova et al., 1998; Albert a Klaudiny, 2004; Dostalkova,
2016).



3 Hodnoceni kvality medu

Vroce 1990 byla zaloZzena Mezinarodni komise medu (International Honey
Commision). Nyni tato komise doporucuje, jakymi metodami se ma zjistovat
a zajistovat kvalita medu. Metody pro posouzeni a uréeni kritérii kvality medu jsou
uvedeny v Evropské normé nebo v Kodexu Alimentarius (Bogdanov et al., 2000;
Bogdanov, 2009).

Existuje mnoho metod na posouzeni kvality medd. Od starSich analytickych
metod, jako je refraktometrické ¢i jodometrické stanoveni obsahu vody napt. metodou
Karl-Fishera (Fisher, 1935; Wedmore, 1955), az po metody nové, jako je napf.
vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC), kterou se zjiStuje mnoZzstvi
hydroxymethylfurfuralu (HMF) nebo fenolickych latek v medu (Jeuring a Kuppers,
1980; Pryzynska a Biesaga, 2009). Evropska legislativa ustanovuje kritéria sloZeni
medu. Tato kritéria musi byt splnéna, aby byl med vyhovujici pro prodej. Med obsahuje
vice jak 200 riznych skupin latek a uréeni fyzikalné-chemickych parametrit medu ndm
pomaha ziskat zakladni informace ohledné jeho chemického slozeni. Tyto metody
povazujeme zanepostradatelné také naptf. pro rozliSeni medovicovych meda

od kvétovych (Escuredo et al., 2014).

3.1 Stanoveni vlhkosti

Obsah vody (vlhkost) je jeden z parametrd pro urceni kvality kazdého potravinaiského
vyrobku. Technikou nejbéznéji pouzivanou pro tyto analyzy je diky své rychlosti,
pfesnosti a snadnému provedeni titrace podle Karl Fischera. Je zaloZena na principu
jodometrického stanoveni vody v roztoku baze (napf. RN-pyridin nebo imidazol),

metanolu s oxidem sifi¢itym a dal$imi rozpoustédly ptipadné aditivy podle rovnice:

H,O + I, + SO, + CH30H + 3RN = (RNH)SO4CH3 + 2(RNH)|

Voda stechiometricky reaguje s jodem a dalSimi slozkami roztoku, stanoveni tak lze
pfenést na velmi ptesnou coulometrickou metodu s elektrochemickou generaci
titraéniho ¢inidla. Jeden mol jodu se spotfebuje na 1 mol vody a dojde k pfeneseni
naboje odpovidajicimu 1 molu elektront.

Dalsi hojn¢ pouzivanou metodou stanoveni vlhkosti je refraktometrie (Abbeho

refraktometr), ktera je vSak mén¢ piesna (Wedmore, 1955; Bogdanov, 2009).



3.2 Stanoveni obsahu sacharidu

Mnozstvi sacharidii mizeme stanovit dvéma zpiisoby: nespecifickymi a specifickymi
metodami. Nespecificky jsou stanovovany redukujici sacharidy jako glukosa a fruktosa,
Fehlingovou metodou (Klein, 2012). Mnozstvi neredukujicich sacharida je pak
spocitano jako rozdil celkového mnozstvi sacharidi a redukujicich sacharidu.

Mezi specifické metody fadime metody chromatografické (Pourtallier et al.,
1990). Plynové chromatografie vyuzivd kapilarni kolony pro separaci silylovanych
sacharidovych  derivatt. HPLC vyuzivda kolony bud na bazi kiemiku
s refraktometrickou detekci, nebo iontoméni¢ové kolony s pulsni amperometrickou
detekci (Bogdanov et al., 2000). V rutinni kontrole jsou méfeny hlavné glukosa,
fruktosa a sacharosa, které mohou byt méteny také enzymové, kdy dochazi k preméné
kofaktoru nebo kosubstratu. Vznik nebo ubytek téchto slozek je sledovan
spektrofotometricky piipadné elektrochemicky a nejéastéji jde o dehydrogenace
fosforeénych esterti sacharidii pyridinovymi dehydrogenasami za soucasné¢ konverze
NAD" (nebo NADP*) na NADH+H" (nebo NADPH+H"). Redukovan4 forma kofaktoru

se stanovi méfenim absorbance pfi 340 nm (Guan a Li, 2010).

3.3 Stanoveni aktivity diastasy

Diastasa (a-amylasa, EC 3.2.1.1 a B-amylasa, 3.2.1.2) katalyzuje pfeménu Skrobu
na maltosu. o-amylasa degraduje skrob na smés tvoienou disacharidem maltosou,
trisacharidem maltotriosou (ktera obsahuje tfi o (1-4)-vazané zbytky glukosy)
a oligosacharidy znamé jako dextriny (obsahuji o (1-6) vétvené fetézce glukosy) (Sakac
a Sak-Bosnar, 2012; Halouzka, 2014). Diastasa je indikatorem &erstvosti medu. Skrob
ani jeho prekurzory se v medu prakticky nevyskytuji, vcely vsak samy diastasu
ptidavaji do medu (Bogdanov, 2009). Pro stanoveni aktivity diastasy se vyuzivaji dvé
metody: Schadeho metoda vyuZzivajici Skrob jako substrat (vysledek vyjadien
ve Schadeho jednotkach) a Phadebasova metoda pouzivajici uméle vytvoreny, modie
zbarveny Skrob. Na rozdil od Shadeho metody je u Phabasovy metody pouZzivan
definovany substrat, protoze komercné dostupny Skrob se znacné lisi v kvalité
a v ptipadé nevhodného skrobového substratu mize dojit k ovlivnéni vysledkit méfené
aktivity. Ob&é metody slouzi pro spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu

(Bogdanov, 2009).
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3.4 Stanoveni aktivity invertasy

Invertasa (EC 3.2.1.26) katalyzuje $tépeni sacharosy za tvorby glukosy a fruktosy
v ekvimolarnim pom¢ru (Obr. 2). Slouzi jako indikator Cerstvosti. Tento enzym je velmi
nachylny na tepelné zachazeni a podminky skladovani. Vcely jsou schopny invertasu
produkovat a ptidavat ji do medu pfi procesu jeho tvorby. Vysledky enzymové aktivity
se vyjadiuji v jednotkach premény invertasy (IU/kg) nebo jako IN (invertasové ¢islo),
kde 1 IN =7,344732 1U/kg. Jedna jednotka invertasy (IU/kg) je definovana jako pocet
molekul substratu pfeménénych za jednu minutu a vyjadifenou v mnozstvi 1 kg medu.
V praxi je bézné uzivané vyjadieni aktivity invertasy v Cisle invertasy. V metodé
stanoveni aktivity invertasy je jako substrat pouzit p-nitrofenyl-a-D-glukopyranosid.
V praxi je invertasa $iroce vyuzivana v prumyslové vyrobé umélého medu a tekutych

sacharidu (Alekseeva et al., 2014; Halouzka, 2014).

CH:OH OH . o
o invertasa T ki
. oH  H . +
OH
HO H i o
sacharosa a-D-glukosa B-D-fruktosa

Obr. 2: Enzymové S$tépeni disacharidu sacharosy na monosacharidové jednotky o-D-
glukosu a f-D-fruktosu.

3.5 Stanoveni elektrické vodivosti

Toto méfeni zavisi na obsahu kyselin, mineralti a tézkych kovii v medu. Cim vyssi je
jejich obsah, tim vyssi je vodivost medu. Vodivost je velmi dobrym kritériem pro urceni
botanického ptivodu medu. Medovicové medy mivaji zpravidla vyssi hodnoty pH

a konduktivity nez medy smiSené a kvétové (Bogdanov et al., 2000).

3.6 Stanoveni obsahu prolinu

Mnozstvi aminokyselin je uvadéno na zakladé mnozstvi prolinu, protoze prave prolin je
v medu nejvice zastoupen. Jeho obsah je méfen spektrofotometricky a je stanoven
pomoci intenzity vniklého zbarveni po reakci s ninhydrinem, kdy dochazi ke vzniku
fialového komplexu (Ough, 1969). Tato metoda ma dostacujici variabilitu vysledkt
a dosahuje rozdilnych hodnot prolinu, které¢ jsou dany druhem a stafim medu. Jeho

mnozstvi neustale klesa béhem skladovani a tudiz 1 obsah prolinu patii mezi ukazatele
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zralosti a stafi medu (Czipa et al., 2012). Minimalni obsah prolinu podle EU (2002)
musi dosahovat mnozstvi vétsi nez 180 mg/kg medu (Czipa et al., 2012). V Némecku je

med s obsahem méné nez 180 mg / kg povazovan bud’ za nezraly, nebo falSovany

(Bogdanov, 2009; Halouzka, 2014).

3.7 Stanoveni obsahu ve vodé nerozpustnych latek

Toto stanoveni je dilezité z hlediska detekce necCistot v medu. Vosk je povazovan
za hlavni zdroj kontaminace témito latkami. Vysledek je vyjadien v procentech
z celkové vahy medu (Codex Alimentarius Standard for Honey, 1993). Metoda je vSak
velice nepfesnd a ma velmi vysokou mezilaboratorni variabilitu (mezi 26-85%)

(Bogdanov, 2009).

3.8 Stanoveni mnoZstvi hydroxymethylfurfuralu (HMF)

HMF je cyklicky aldehyd poprvé publikovany vroce 1875 vznikajici degradaci
nékterych sacharidi (Rosatella et al., 2011). Pfitomnost mnoha kyselin a také
monosacharidi glukosy a fruktosy vyskytujicich se v medu vytvaii ptiznivé podminky
pro vznik této latky. Vznika totiz pfevazné preménou sacharidi pomoci Maillardovy
reakce (neenzymové reakce probihajici mezi redukujicimi sacharidy) nebo kyselou
dehydrataci hexos.

HMF je dilezitd chemicka slou€enina pro posouzeni Cerstvosti a kvality medu.
HMF je obsaZen u Cerstvé vyto¢eného medu v malém mnozstvi do 5 mg/kg, ale jeho
koncentrace se zvySuje Vv dusledku vystaveni medu teploté vyssi nez 40 °C nebo
dlouhodobému skladovani. V doposud zjisténych studiich nebyl zjiStén negativni vliv
HMF na c¢lovéka (Capuano a Fogliano, 2011), pro véely je vSak vysoce toxicky a je
nutné se vyvarovat zkrmovani vcelstva nekvalitnim cukrem nebo medem, ktery byl
vystaven teplotam vy$$im nez 50°C (LeBlanc et al., 2009; Khalil et al., 2010). Ke
stanoveni HMF se pouzivaji tfi metody: kolorimetricka (s pouzitim p-toluidinu),
spektrofotometricka (s pouzitim hydrogensifi¢itanu sodného) a metoda HPLC (Jeuring
a Kuppers, 1980; White, 1979). Z divodu potencialni karcinogenity p-toluidinu se vSak
upiednostiiuji  zbylé dv€ metody, které navic vykazuji lepsi opakovatelnost
a reproducibilitu. Limit pro mnozstvi HMF v medu je v EU 40 mg na kilogram medu
(Bogdanov, 2009), v CR je dle Normy jakosti &. CSV 1/1999 limit 20 mg/kg.

12



3.9 Stanoveni fenolickych latek

Med je bohaty na tadu fenolovych kyselin a flavonoidt, které vykazuji Siroké spektrum
biologickych u¢inkt, ptisobi naptiklad jako pfirodni antioxidanty (Pyrzynska a Biesaga,
2009). Ackoli chemie medu a jeho produkti je v poslednich nékolika desetiletich velice
zkoumanym tématem, existuje pouze né€kolik recenzi shrnujicich metody, které se
pouzivaji pro extrakci, separaci a stanoveni fenolickych sloucenin ve vzorcich medu
(Gomez-Caravaca et al., 2006; Pryzynska a Biesaga, 2009, Ciulu et al., 2016). Jako
nejvhodnéjsi extrakce se jevi extrakce na pevné fazi (SPE), ktera byva provedena
pomoci komer¢nich SPE kolon a poskytuje jednodussi, rychlejsi a levnéjsi metodu
ve srovnani s pouzitim iontoméni¢e Amberlite XAD-2. Nejlepsi vysledky navratnosti
u flavonoida a fenolovych kyselin vykazuji sorbenty Bond Elut octadecyl Cig, Strata-X
a Amberlite XAD-2 (Pulcini et al., 2006). Po extrakci jsou fenolické slouceniny
separovany metodou HPLC s reverzni fazi, k identifikaci se pak nejéastéji pouziva UV
detekce (da Rosa Neng et al., 2014; Ahmed et al., 2014). Od doby, co jsou fenolické
slouceniny (zejména fenolové kyseliny a flavonoidy) znamy jako taxonomické markery
v rostlinach, jsou analyzy téchto sloucenin spolu s t€kavymi terpenoidy obvykle

pouzivany k uréeni kvétového a zemépisného pivodu (da Silva et al., 2016).
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4 Antimikrobialni latky v medu
Antimikrobidlni aktivita obecné¢ znamena aktivita latky vedouci k inhibici nebo
uplnému zastaveni nemoci zpisobené mikroby (Sackett, 1919; Molan, 1992; Khilnani a
Wing, 2011; Nafea et al., 2014). V medu byla poprvé popsana jiz na konci 19. stoleti,
konkrétn¢ v roce 1892 nizozemskym védcem van Ketelem, pozdéji také v roce 1919
americkym bakteriologem a doktorem W. G. Sackettem (Sackett, 1919; Molan, 1992).
V prvotnich pokusech, kdy byl pouzit pouze Cisty med v riznych koncentracich a kde
bylo vyuzito mikrobiologickych metod typu difusnich testi ¢i zalévani bakteridlnich
kultur do tekutého média ¢i agaru, byly zaznamenany jak inhibi¢ni zony rastu, tak také
minimalni inhibi¢ni koncentrace (Molan, 1992). V téchto pokusech vSak byl prokazan
pouze bakteriostaticky ucinek (pouze inhibice ristu bakterii po dobu inkubace) a nebylo
prokazano, zda ma med i baktericidni ucinek (tj. letalni pro bakterie).

Dobie prozkoumanymi antibakteridlnimi vlastnostmi medu jsou vysoky obsah
sacharidt ¢i nizké pH, slouceniny jako peroxid vodiku, methylglyoxal a vceli peptid

defensin-1 (Kwakman a Zaat, 2012).

4.1 Sacharidy v medu

Jak jiz bylo zminéno vySe, med obsahuje okolo 80 % sacharidii a dalSich cca 18 % tvori
voda. Kombinace vysokého obsahu sacharidi spolu s nizkym obsahem vody zplsobuje
osmoticky stres, ktery zabranuje $ifeni mikroorganismti v medu. Malé nafedéni medu
také zabranuje rustu kvasinek, nejlepsi antibakterialni aktivity sacharidi je dosazeno

nafedénim medu piiblizné na 30 — 40 % (Kwakman a Zaat, 2012).

4.2 Peroxid vodiku (H,0,)

V 60. letech 20. stoleti byl peroxid vodiku povazovéan za hlavni slou¢eninu pfispivajici
k antimikrobialni aktivité medu (White et al., 1963; Molan, 1992). Vznika za aerobnich
podminek pfeménou glukosy diky pisobeni enzymu glukosaoxidasy (EC 1.1.3.4), ktery
se prirozené nachazi v medu, kde jej pridavaji v¢ely. Mnozstvi a aktivita tohoto enzymu
zavisi na puvodu nektaru (rostliny). Ptispéni H,O, k antimikrobialni aktivité¢ medu mize
byt méfeno pridavkem enzymu katalasy (EC 1.11.1.6), kdy dochazi k neutralizaci H,O,
(White et al., 1963). Pozd¢ji vsak bylo zjisténo, ze velké mnozstvi medi ma svou
antibakterialni aktivitu nejen diky sacharidim a peroxidu vodiku (Kwakman a Zaat,

2012).
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4.3 Methylglyoxal a defensin-1

Methylglyoxal a vceli peptid defensin-1 byly objeveny teprve nedavno v medu
Z balminu metlatého (Leptospermum scoparium), ktery roste na Novém Zélandu
(Mavric et al., 2008; Kwakman a Zaat, 2012).

Methylglyoxal (MGO) vznika obecné ze sacharidii piisobenim tepla, v medu je
tvofen neenzymatickou konverzi dihydroxyacetonu (Mavric et al., 2008; Adams et al.,
2009). Koncentrace MGO v potravinach se pohybuje mezi 3-47 mg/kg, pficemz v medu
Z manuky zacinaji koncentrace na 38 mg/kg. V ostatnich medech se MGO také nachazi,
avSak koncentrace neptesahuji 24 mg/kg (Mavric et al., 2008; Kwakman a Zaat, 2012).

Peptid defensin-1 neboli royalisin byl poprvé identifikovan ve véeli hemolymfé
(Casteels-Josson et al., 1994) a matefi kasi¢ce (Fujiwara et al., 1990; Kwakman a Zaat,
2012). Oba dva defensiny se od sebe sekvenéné odliSuji. Defensin-I obsazeny
v hemolymf¢ obsahuje na C-konci peptidu fenylalanin (amidovy C-konec). Royalisin
obsahuje ve své aminokyselinové sekvenci na pozici 50 tyrosin misto argininu
vyskytujiciho se u defensinu-1 z hemolymfy (Casteels, 1998; Dostalkova, 2016). Tento
peptid ma potvrzenou aktivitu proti Gram-pozitivnim bakteriim typu B. subtilis,

S. aureus, ¢i P. larvae (Kwakman a Zaat, 2012)

4.4 Fenolické slou¢eniny

wevr

v rostlindch, kde jsou Siroce rozsifeny. Jsou charakterizovany tim, Ze maji alespoii jeden
aromaticky kruh s jednou nebo vice pfipojenymi hydroxylovymi skupinami (Strack,
1997). Koncentrace fenolickych slou¢enin v extraktech zavisi na riznych faktorech —
od pouziti roztoki a rozpoustédel pro extrakci, jejich koncentraci az po délku macerace
materialu (Kasparavi¢ien¢ et al., 2013, Ceksteryté et al., 2016).

Biologické aktivity medu, propolisu a mateti kaSicky jsou prevazné pficitany
fenolickym slou¢eninam, jako jsou fenolové kyseliny a flavonoidy. Flavonoidy
a fenolové kyseliny (derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoficové) jsou
rozdélit na flavonoly, flavanony, flavony, anthokyanidy a isoflavony (Manach et al.,
2004; Pyrzynska a Biesaga, 2009). Lidé ani zvitata si nedokazi fenolické slou¢eniny

syntetizovat, proto se stavaji zajimavymi pro farmaceutické firmy a firmy zabyvajici se
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doplinky  stravy diky svym  pozitivnim  G¢inkim na  zdravi (Cook
a Samman, 1996; Yao et al., 2004; Was et al., 2017).

Flavonoidy vykazuji Sirokou skalu biologickych aktivit, v€etn¢ antialergickych
a vasodilata¢nich ucinka (Pyrzynska a Biesaga, 2009). Navic flavonoidy inhibuji
lipidovou peroxidaci, agregaci krevnich destiCek, kapilarni propustnost a kiehkost
a aktivitu enzymovych systémi vcetné cyklooxygenasy (EC 1.14.99.1) a lipoxygenas
(EC 1.13.11.-) (Pyrzynska a Biesaga, 2009). To hlavné znamena, Ze tyto slouceniny
jsou velmi dobré antioxidanty. Antioxidant mize byt definovan jako jakakoliv latka,
ktera i1 pii relativné nizké koncentraci zabranuje oxidaci substratu. Antioxidanty jsou
schopny stabilizovat nebo deaktivovat volné radikaly ptedtim, nez dojde k tutoku
na buiku. Jsou dulezité pro regulaci riznych systéma v buiice. Antioxida¢ni ucinek
fenolovych kyselin spoc¢iva hlavné v jejich redoxnich vlastnostech a schopnosti pisobit

jako redukéni ¢inidlo nebo donor vodikovych atomi (Atoui et al., 2005).

44.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny byly Siroce zkoumany jako potencidlni modely pro vyvoj
novych primarnich antioxidantt, které mohou zabranit nebo zpomalit in vitro a / nebo in
vivo oxidaéni procesy (Rajalakshim a Narasimha 1996; Bors 1996; Rice-Evans 1999).
Antioxidacni aktivita fenolickych slou¢enin pfitahuje velkou pozornost ve vztahu
k jejich fyziologickym funkcim, zejména pii prevenci koronarnich onemocnéni srdce,
rakoviny nebo zanétu (Surh, 1999; Galati, 2004). Fenolické antioxidanty byly také
pfidavany do jidla uz léta, aby se zabranilo oxidacnim procesiim, a jsou dnes Siroce
pouzivany k lepsi konzervaci potravin (Rajalakshim a Narasimha 1996; Rice-Evans
1999).

4411 Biosyntéza fenolovych kyselin

Fenolové kyseliny jsou tvofeny prevazné skrz Sikimatovou drdhu z dehydroSikimové
kyseliny. Pfikladem mize byt kyselina gallova (Niemetz a Gross, 2005). Dalsi fenolové
kyseliny jsou tvofeny konverzi L-fenylalaninu a tak vstupuji do fenylpropanoidové
drahy (Obr. 3). Fenylalaninamoniaklyasa (PAL, EC 4.3.1.24) katalyzuje prvni krok v
této cesté, preménu L-fenylalaninu na kyselinu skoficovou, ktera je V reakci
katalyzované cinnamat-4-hydroxylasou (C4H, EC 1.14.13.11) pieménéna na p-
kumarovou kyselinu. Ta je poté diky enzymu p-kumarat:CoA ligasy (EC 6.2.1.12)
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pfeménéna na p-kumaroyl-CoA. Pfeménou p-kumarové kyseliny vznikaji posléze diky
fad¢ hydroxylaci a methylaci i dalsi fenolové kyseliny (napt. kyselina kavova, ferulova
a sinapova). Sinapova a ferulova kyselina jsou prekurzory lignini (Hoffman et al.,
2004; Halouzka, 2014). p-kumaroyl-CoA je klicovy meziprodukt vedouci k syntéze
flavonoidu a stilbentl. Z kyseliny skoficové mize také zpétnym tokem vznikat kyselina
benzoova a kyselina salicylova za pomoci enzymu benzoat-2-hydroxylasy (BA2H, EC
1.14.12.10), d¢je se tak vSak pouze u rostlin vysoce rezistentnich vié¢i chorobam, kde je
indukovana tvorba kyseliny salicylové. Tato akce pusobi jako spoustéci reakce, pii niz
dochazi k tvorbé nekrotickych 1ézi kolem pocateéniho bodu infekce, které omezuji
Sifeni houbovych, bakterialnich nebo virovych patogent (Crozier, 2006; Halouzka,
2014).

COOH
kyselina gallova

- 9200 Hﬁ

kysellna sinapova

HOL

—19:/‘ MHe kyselina benzoova  kyselina salicylova
e L-fenylalanin
COMT- 1
COOH PAL ¢
kyselina 3-dehydrosikimova OH
| ==
= | OH

HOOC
HOOC kyselina skoficovi kyselina S5-hydroxyferulova

sacharidy ca FEHT ocn
& OH
oH oH
COMT-A
|
| HOOC
HOOC HOOC ) .
kyselina p-kumarova kyselina kavova kyselina ferulova

Obr. 3: Schéma drahy kli¢ovych enzymii a biosyntézy kyseliny gallové, ferulové a kavové
(Upraveno dle Crozier, 2006).

Zkratky enzymu: PAL - fenylalaninamoniaklyasa; BA2H — benzoat-2-hydroxylasa;, C4H —
cinnamat-4-hydroxylasa; COMT-1 - O-methyltransferasa kyseliny kavové nebo 5-
hydroxyferulové; F5H — ferulat-5-hydroxylasa.
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4412 Vyznamni zastupci fenolovych Kkyselin: derivaty kyseliny

hydroxybenzoové

Gallova kyselina

Kyselina gallovd je organickd kyselina, systematickym nazvem 3.,4,5-
trihydroxybenzoova kyselina, kterda se nachdzi v dubénkach, ofesich, dubové kure,
¢ajovych listcich a v dalSich rostlindich, kde se nachézi bud’ volnd, nebo véazana
do taninti, ze kterych se ziskdva kyselou hydrolyzou. Reakce kyseliny s zeleznatymi
solemi se pouzivala pro tvorbu inkoustu (tzv. dubénkovy inkoust). Nejvyznamnéjsi
slouceniny odvozené od této kyseliny jsou taniny (Pengelly, 2004). Tato kyselina ma
antimikrobidlni ucinky, ptisobi jako antioxidant a muze byt pouzita také jako vychozi

sloucenina pro syntetickou vyrobu alkaloidu maskalinu (Makepeace, 1951).

2-protokatechovéa kyselina

2-protokatechova kyselina, je dihydroxybenzoova kyselina. Je to hlavni metabolit
fenolickych antioxidantl nalezenych v zeleném caji (Pietta et al., 1998). Poprvé byla
izolovana z kury stromi Boswellia (kadidlovnik) a Diospyros (ebenovnik). Tato
kyselina méa u nékterych druh hmyzu vliv pii tuhnuti kutikuly (napf. u $vaba). Velmi
vysoky obsah byl nalezen v rostliné euterpe brazilska (Euterpe oleracea), ¢esky také
kapuston brazilska (Pacheco-Palencia et al., 2008).

4-hydroxybenzoova kyselina

4-hydroxybenzoova kyselina také znadma jako kyselina para-hydroxybenzoova je pevna
bilad krystalicka latka rozpustna v organickych rozpoustédlech, méné pak ve vod¢ ¢i
v chloroformu. Je isomerem kyseliny salicylové. Jeji vyznam spociva v pfipravé jejich
esteri zndmych jako parabeny, které jsou pouzZivany jako konzervanty pievazné
Vv kosmetice ¢i v o¢nich roztocich. Je jednim z hlavnich metabolitli vyskytujicich se
v lidském téle po konzumaci zeleného Caje (Pietta et al., 1998). Byla nalezena napf.
v tiezalce teckované (Hypericum perforatum) nebo v kokosu a vanilce. Velké mnozstvi

(892 + 52 mg/kg) se objevuje také v kapustoni brazilské (Pacheco-Palencia et al., 2008).

Vanillova kyselina

Vanillova kyselina, systematickym nazvem 4-hydroxy-3-methoxybenzoova kyselina, je

oxidovana forma vanilinu. Je to derivat dihydroxybenzoové kyseliny pouZzivany jako
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ochucovadlo. Je také meziproduktem pfi vyrobé vanilinu z ferulové kyseliny. Nejvetsi
mnozstvi této kyseliny bylo nalezeno v rostliné Angelica sinensis (tzv. Zensky zensen),
tradi¢ni bylin€ pouzivané v ¢inské mediciné. V kapustoni brazilské se objevuje ve velmi
vysokych mnozstvich (1,616 + 94 mg/kg) (Pacheco-Palencia et al., 2008). Tato latka

byla detekovana také ve ving, octu a arganovém oleji.

Syringova kyselina

Syringova kyselina je pfirozené se vyskytujici trihydroxybenzoova kyselina. Latka je
obsazena v trnovniku ¢i v palmé a v kefich a stromech rodu klimant (Ardisia, napft.
Ardisia elliptica). V kapustoni brazilské se opét objevuje ve velmi vysokych
mnozstvich (1,073 £ 62 mg/kg) (Pacheco-Palencia et al., 2008). Je to kyselina

sy . .. o 2+ v r 7o ¥
zpomalujici samovolnou oxidaci iontli Fe“". Je obsazena také ve viné.

3-hydroxybenzoova kyselina

3-hydroxybenzoova kyselina je chemicka komponenta latky zvané kastoreum; coz je
vymeSek andlnich pachovych zlaz, kterym si bobr evropsky a bobr kanadsky znackuji
své teritorium. Kastoreum ma vyraznou vini, pfipominajici vanilku nebo maliny.
Pouziva se k vyrobé parfémi, osvézovacl vzduchu, cukrovinek nebo k ochuceni
cigaret. Byla také soucasti legendarniho univerzalniho protijedu zvaného mithridate,
doporucovalo se jako analgetikum a antipyretikum. 3-hydroxybenzoovou kyselinu
mizeme také ziskat pomoci bakterie Pseudomonas z 3-chlorobenzoové kyseliny

(Johnston et al., 1972). Je obsazena také v plodech ananasovniku.

Salicylové kyselina

Salicylova kyselina je monohydroxybenzoova kyselina. Jednd se o bezbarvou
krystalickou organickou kyselinu, kterd byla roku 1838 izolovana z kliry vrby bilé,
pozdé&ji také z tuzebniku jilmového. Je Siroce vyuzivdna v organické syntéze a ucinkuje
jako rostlinny hormon (=fytohormon). Aktivni slozka aspirinu - Kyselina
acetylsalicylova, vznika pravé ze salicylové kyseliny. Zfejmé nejznamé;jsi je jeji pouziti
pro 1é¢bu akné (Schror, 2016). Pouziva se také ke konzervovani potravin a do zubnich

past.
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4413 Vyznamni zastupci fenolovych Kyselin: derivaty kyseliny

skoricové

t-skoficové kyselina

t-skoficova kyselina je organicka slou¢enina s chemickym vzorcem CgHsCHCHCOOH.
Tvofi dva izomery cis a trans, pfevazné se vSak vyskytuje jako trans isomer.

Jednd se o bilé¢ krystalky mirn€¢ rozpustné ve vodé, ale lépe v organickych
rozpoustédlech. Ziskava se z oleje skotice nebo z balzdmu, napiiklad storaxu. Nachazi
se také v bambuckém masle. Lze ji vyrobit také synteticky. Kyselina skoficova se
pouziva v ochucovadlech, syntetickém indigu a v nékterych 1é¢ivech, jejim primarnim
pouzitim je ovSem vyroba methyl-, ethyl- a benzylestert pro parfumarsky prumysl -
kyselina a jeji tékavejsi ethylestery (ethylcinnamat) jsou vonné a chutové slozky
esencialniho oleje skofice (Hoffman et al., 2004). Biosyntéza kyseliny z fenylalaninu

probiha za pfitomnosti enzymu fenylalaninamoniaklyasy (PAL; Obr. 2).

p-kumarova kyselina

Existuji tii isomery této kyseliny (m, 0, a p), nejhojnéji je zastoupena pravé p-kumarova
kyselina (Boerjan et al., 2003). Vznika z kyseliny skoficové reakci katalyzovanou
enzymem cinnamat-4-hydroxylasou, pro jehoz funkci je nezbytny cytochrom P450
(Obr. 2). Je to bila krystalicka latka slabé rozpustna ve vodé, naopak velmi rozpustna
v ethanolu a diethyletheru. p-kumarova kyselina je hlavni komponentou ligninu. Kromé
pylu je také zastoupena v medu (Kassim et al., 2010). Kyselina byla také nalezena v
liané Gnetum cleistostachyum. Je obsaZena v ofiScich, rajCatech, ¢esneku, mrkvi a také
vin€. Ma antioxidacni vlastnosti. Diestery této kyseliny byly nalezeny v karnaubském

vosku.

Kyselina kdvova

Kyselina kavova je hydroxyskoticova kyselina nalezena ve vSech rostlinach, nebot je
dilezitou slozkou pii biosyntéze ligninu (Boerjan et al., 2003). Tato kyselina je
antioxidant jak in vitro, tak in vivo, je dokazana také jeji imunomodulacni
antioxidanty (Olthof et al., 2001). Byla nalezena v S$alvéji, tymianu, maté nebo
blahovi¢niku kulatoplodém (Eucalyptus globulus) a v nepukalce obtizné (Salvinia

molesta). Nejhojnéji je zastoupena v brusinkach a arganovém oleji.
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Ferulova kyselina

Ferulova kyselina je hojné zastoupena v bunécné sténé rostlin, kde je kovalentné vazana
napfiklad na arabinoxylany. Jakozto komponenta ligninu je dalezitym prekurzorem pii
syntéze jinych aromatickych sloucenin. Pro rostlinnou fisi je také nezbytna pii syntéze
pektinu (Saulnier a Thibault, 1999). Etymologicky ptvod pochazi z rodu Ferula,
odkazujici na obrovsky fenykl neboli lo¢idlo obecné (Ferula communis). Byla nalezena
v kukufici, zité, pSenici a také v napf. v bambusu. V ¢inské mediciné je jejich vlastnosti
vyuzivano predevsim z rostlin Angelica sinensis (tzv. zensky zensen) a zemézluce

okolikaté (Centaurium erythraea) (Kumar a Pruthi, 2014)

5-hvdroxvyferulova kyselina

5-hydroxyferulova kyselina vznika v prvnim kroku pfeménou fenylalaninu na kyselinu
skoficovou za katalyzy enzymu fenylalaninamoniaklyasy. Z ferulové kyseliny poté
vznikd za pomoci enzymu ferulat-5-hydroxylasy (F5H, viz. Obr. 2). Je stejné jako

kyselina kavova prekurzorem pfi biosyntéze sinapové kyseliny.

Chlorogenova kyselina

Chlorogenova kyselina (CGA) je ester kavové a chininové kyseliny (Clifford et al.,
2003). Je velmi dobie rozpustna v ethanolu a acetonu. Byla nalezena v bambusu
(Phyllostachys edulis) a viesu obecném (Calluna vulgaris). Je dilezitym
meziproduktem pii biosyntéze ligninu. Tento antioxidant zpomaluje uvolnéni glukosy
do krevniho tecisté po jidle (Johnston et al., 2003). Je to nejhojnéji zastoupena fenolova
kyselina v duzing lilku a patii také mezi hlavni komponenty kavy. Dale byla nalezena
v broskvich a S$vestkach, nckteré izomery, jako naptiklad 3,4-dikaffeoylchininova
kyselina, 3,5-dikaffeoylchininova kyselina a cynarin (1,5-dikaffeoylchininova kyselina)
byly nalezeny v bramborech (Tajik et al., 2017).

Kyselina sinapova

Kyselina sinapova je kyselina béZné se vyskytujici ve viné a octu. MiZe tvofit dimery
sama se sebou nebo s kyselinou ferulovou. Je hojné uzivana jako matrix v metod¢
MALDI (hmotnostni spektrometrie). Alkaloid sinapin byl nalezen v semincich brukve

¢erné (Tzagoloff, 1963).
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Rosmarinova kyselina

Rosmarinova kyselina je ester kyseliny kédvové. Je to slouc¢enina majici antioxidaéni
vlastnosti nalezena v mnoha rostlinach, jako napf. medunka lékaiska (Melissa
officinalis) nebo majoranka zahradni (Origanum majorana). Poprvé byla izolovana roku

1958 z rozmarynu (Rosmarinus officinalis).

4.4.2 Antioxidacni efekt fenolickych sloucenin na vcely

Vcelafi jsou neustdle nuceni se zabyvat hrozbami zplisobenymi patogeny, Skudci,
pesticidy a Spatnou vyzivou na zdravi vcelstev. Pfiméfend vyziva podporuje rozvoj
zdravych vcelich kolonii (Brodschneider a Crailshaim, 2010; Di Pasquale et al., 2013).
Antioxidanty obsazené v medu, propolisu ¢i matefi kaSicce, jako jsou flavonoidy
a fenolové kyseliny, ale také kyselina askorbova, tokoferol, ubichinol-10, glutathion,
glutathionperoxidasy a reduktasy chrani lipidy, proteiny a DNA pfed poskozenim
zpuisobenym reaktivnimi formami kysliku (Sies, 1997). Jednou z forem socidlni imunity
ve vcelich koloniich je sbér antimikrobialnich rostlinnych pryskyfic a jejich pouziti
Vv ulu, napi. propolisu. I kdyZ propolis mize byt také kontaminovan pesticidy, ma spise
potencial jako detoxikacni ¢inidlo, stejné tak jako pfispiva ke zvySujici se vceli
zivotaschopnosti prostiednictvim antioxida¢nich drah (Simone-Finstrom et al., 2017).
Pyl, ktery je v podstaté hlavnim zdrojem bilkovin, aminokyselin, lipidd, Skrobu,
sterold, vitaminii a mineralnich latek, je hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje Zivot
jedinct. Pyl je také oznacovan jako lapa¢ volnych radikalt a inhibitor lipidové
peroxidace, coz jsou vlasnosti souvisejici pfevazn€ s obsahem fenolickych sloucenin
(Ceksteryte et al., 2006; Ceksteryté et al., 2016). Dle Almaraz-Abarca et al., 2004 pyly
pochézejici z rlznych rostlinnych piivodd maji odliSnou antioxida¢ni kapacitu, ktera
uzce souvisi sobsahem fenolovych kyselin, spiSe neZz s celkovym mnozZstvim
fenolickych latek. Pyl je také dulezity na Grovni veelstev, protoze umoznuje produkci
kaSicky mladymi délnicemi, kterd je posléze pouZita k vyzivé larev, krdlovny a starSich
véelich délnic (Di Pasquale et al., 2013). Nové larvy jsou prvni tfi az Ctyfi dny krmeny
kasickou, ktera téméf neobsahuje pyl, z divodu vysokého mnozstvi fenolickych latek,
které mohou byt pro larvy toxické. V nasledujicich dnech se v kaSi¢ce procento obsahu

pylu zvySuje a mirn€ snizuje se mnozstvi proteinti (Lucchetti et al., 2018).
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5 Paenibacillus larvae

P. larvae je pavodcem zavazného onemocnéni moru véeliho plodu (AFB).
V poslednich letech byla zjisténa fada rozdilii v pribéhu onemocnéni morem vceliho
plodu v zavislosti na genotypu ptivodce onemocnéni. Analyzou metody polymerazové
retézové reakce (PCR), zaloZzené na rozdilech repetitivnich elementech ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensus), byly objeveny 4 zakladni genotypy P.
larvae oznacené ERIC I-1V, kdy prvni dva genotypy jsou podle prozatim dostupnych
informaci bézné, zatimco genotypy ERIC Il a ERIC IV se vyskytuji vzacné. Nejdelsi
dobu mnozeni ma genotyp ERIC I, ktery dokaze usmrtit v§echny napadené larvy béhem
12 dnti, zatimco zbylé tii genotypy uz do tydne (Peters et al., 2006).

P. larvae je Gram-pozitivni, fakultativn¢ anaerobni a katalasa-negativni bakterie.
Je dlouhd piiblizné 2,5 — 5 um a ma tendence tvofit fetézce. Patii mezi velmi
nebezpecné patogeny, nebot’ vytvaii vysoce odolné spory (proti teplu i chemikaliim),
které se dokazou snadno $ifit po okoli (Peters et al., 2006). Spory jsou vysoce infekéni
pouze pro larvalni stddia vcel, a to zejména u larev starych 12-36 hodin, kterd jsou
nejnachylngjsi (Bamrick a Rothenbuhler, 1961). Do téla vcelich larev se spory dostanou
prostfednictvim potravy, osidluji stfevo, kde se masivné mnozi, aniz by porusSovaly
integritu tkan¢ sttevniho epitelu. BEhem tohoto stadia ziji bakterie v symbiodze s larvou
jako komenzaly, tj. zivi se potravou pfijatou larvou (Genersch, 2010). Ve stievech larev
se bakterie mnozi az do stadia, kdy proniknou skrze sttevni epitel do t€lni dutiny larvy
(Yue et al., 2008). Takové masivni namnozeni zpusobuje postupny proteolyticky
rozklad celé larvy, ktery vede k tvorbé mazlavé tekutiny na dné bun€k. Po jejim
zaschnuti vznika tzv. pfiSkvar obsahujici spory P. larvae (Obr. 4). Viely ve snaze
odklidit uhynuly plod odvickovavaji napadené buiiky, ¢imz dochéazi k tniku bakterii
1 spor, jejich zachyceni na dospé€lych vcelach a miize tak dochazet k opétovnému Siteni
bakterie na dalsi larvy (Genersch, 2010; Spivak a Reuter, 2001). Zbytky rozkladajicich
se larev jsou po pozieni dosp€lymi vcelami straveny, takze véely s dobrym ¢isticim
pudem mohou vyznamné ziedit koncentraci bakterii a spor ve vcelstvu, nacez se
veelstvo miize samo ozdravit. Mechanismus patii mezi socialni imunitu (Panasiuk et al.,
2010; Dostalkova, 2016). K nakazeni bakteriemi P. larvae dochazi také tzv.
pfirozenymi cestami, kdy napft. ,,vCely zlod¢jky* pronikaji do infikovanych vcelstev,
,,vylupuji* je a do svych vlastnich li pfinasi nakazené medné zasoby. DalSim piipadem

jsou ,,vCely toulaveé®, které ,,uplaceji*“ v€ely zodpovédné za hlidani Glu svymi medovymi
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zasoby, které tak mohou nasledné nakazit jejich kolonii. Kromé téchto tzv. pfirozenych
cest prenosu bakterie mezi vcelstvy jsou mozné pienosy zplusobené samotnym
vcelaiem. Ten mize vyménovat med nebo plasty mezi riznymi vcelstvy, které mohou
byt sporami P. larvae uz kontaminované (Genersch, 2010). Odolné spory P. larvae
prezivaji v pudé i mnoho desitek let a zptisobuji dlouhodobé zamoteni oblasti nakazy.

V soucasné dob¢ je P. larvae velmi studovanym organismem za ucelem zlepseni
strategii pro lep$i kontrolu onemocnéni zpusobenych touto bakterii (de Graaf et al.,

2013; Khilnani a Wing, 2015)

Obr. 4: Pohled do napadené buiiky véeli larvy a vznik piiSkvaru obsahujici spory P. larvae
(autor J. Danihlik).
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6 Analyza rastu bakterii a statistické vyhodnoceni

Pro spravné vyhodnoceni riistu mikroorganismti za urcitych podminek je vhodné
vyuzivat metod prediktivniho modelovani. Modely se vyuzivaji k popisu chovani
mikroorganismu Vv tekutém médiu pod vlivem ruznych fyzikalnich a chemickych
podminek (teplota, pH, antimikrobialni latky) (Zweitering et al., 1990). Jako minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) se oznacuje nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky, pii
které jesté nepozorujeme bakteridlni rust. Vyjadiuje mnozstvi antimikrobidlni latky
(napt. v g/ml, mg/1), které uplné potlac¢i rist kmene péstovaného in vitro (\Votava et al.,
2010). MIC je mozné uréit pomoci kvantitativni zfed'ovaci metody, ktera se provadi ve
zkumavce nebo na mikrotitracni desti¢ce spektrofotometricky. Difazni stanoveni
citlivosti k antimikrobialni latce (kvalitativni test) se déli dle zpusobu nanaseni
testované latky. Kapkové metody, kdy se latka kape na povrch tuhého média. Diskové
metody vyuzivaji disky filtracniho papiru, které jsou nasyceny testovanou latkou a
kladou se na agarové plotny (Greenwood et al., 1999; Votava, 2000; Votava et al.,

2010). V této praci bylo pouzito metody kapkové.

6.1 Spektrofotometrické stanoveni MIC

Bakterialni rast Casto vykazuje faze, které zacinaji od hodnoty nula, stoupaji az
K hodnoté maximalniho ristu (um) @ v uréitém Case se dostavaji do lag faze (A).
Asymptoty (A) neboli maximalni hodnoty je dosazeno pii finalni fazi, kdyz rychlost
klesa a dosahne nuly. Tyto tii parametry (im, A, A) popisuji rustovou kiivku bakterii. Ta
ma sigmoidalni tvar a je definovana jako logaritmus poc¢tu organismii vynesenych proti
Casu (Zweitering et al., 1990). V této praci probihalo stanoveni antimikrobialni aktivity
fenolickych latek pomoci ristovych kiivek bakterii dle Bilikova et al., 20009.

Experimentalni stanoveni probihd spektrofotometricky méfenim optické hustoty
(OD, optical density). Pro méfeni ristovych kiivek bakterii se vyuziva 96ti jamkova
desticka, do které je napipetovan dany objem rastového média spolecné
s antimikrobialni latkou (koncentrace latky je udavana v pg/ml). Ta byva obvykle
nafedéna v geometrické koncentra¢ni fad¢é s faktorem fedéni 2 (Berthold et al., 2013).
Do jamky se poté doplni stejny objem bakteridlni suspenze, kterd je nafedéna v tekutém
médiu na urcitou hodnotu optické hustoty.

Ke stanoveni vlivu latek se vyuzivaji bakterie nachazejici se v exponencialni
fazi rastu, kdy se bakteridlni bunky intenzivné mnozi a rychlost déleni je tedy

konstantni (Hod’ak, 1979). Ubytek bunék zplsobeny odumirdnim je v poméru
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k prirtstku novych jedincti minimalni. K faktorim ovliviiujicim délku log faze fadime
vedle druhovych vlastnosti bakteridlni kultury pfedevSim slozeni kultury a délku
kultivace. Bakterialni rast je nasledné¢ zaznamenavan na spektrofotometru po dobu
nékolika hodin méfenim absorbance pii 600 nm (Madigan et al.,, 2010). Toto

modelovani je znamo jiz nékolik desetileti (Zweitering et al., 1990).

6.2 Shlukova (klastrova) analyza

Metodou vyuzitou pro vyhodnoceni naméfenych dat (vysledky chromatografické
analyzy a analyzy medt) byla shlukova analyza. Jedna se o metodu, ktera shlukuje
objekty do skupin tak, aby objekty nalezici do jedné skupiny, byly sobé podobné
(Tryon, 1939; Statsoft.cz). V této praci bylo pouzito hierarchického shlukovani, kdy
byly shluky vytvofeny v n€kolika krocich — postupné se spojovaly objekty s nejmensi
vzdalenosti. Existuje n¢kolik metod, jak urcit vzdalenost mezi shluky. Zde bylo pouzito
Wardovy metody, ktera je zalozena na principu analyzy rozptylu. Poc¢itd soucet druhych
mocnin odchylek ptipadii v potencidlnim slouc¢eném shluku. Slouci ty dva shluky, pro
které je soucet nejmensi (program Statistica). Vysledkem je graf zvany dendrogram
(Obr. 5) — ten ukazuje kompletni historii spojovani do shlukti od jednotlivych objektt
(vlevo) az do jednoho sluku se vSemi objekty (vpravo). Na ose x je vzdalenost, pii které

se hluky spojily.
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Albanie
Rakousko
Irsko

N I3

Svycarsko

Nizozemi
Zapadni Némecko
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Norsko | — |
Vychodni Némecko

Bulharsko .
Jugoslavie :I
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Polsko
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Mad’arsko
Portugalsko
Spanélsko
Finsko

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Vzdalenost spoje

Obr. 5: Priklad dendrogramu za pouziti hierarchického shlukovani. Je zde znazornéno, ze
v daném parametru se jako prvni spojilo Dansko a Svédsko, ve vzdalenosti 4,8. Jako posledni se
s ostatnimi spojilo Finsko, z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze je nejdale od ostatnich.
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7

Pouzity material

Na analyzu bylo pouzito 67 vzorka medi z celé CR (Tab. 2).

Tab. 2: Vzorky medd, jejich druh a oblast, ze které pochazi.

ID

24
25
26

27
28
29
30
31
32
33
34

Druh
kvétovy
kvétovy

kvétovy

medovicovy
kvétovy

medovicovy
kvétovy
kvétovy

kvétovy

kvétovy

medovicovy
kvétovy
medovicovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
medovicovy
medovicovy

kvétovy

medovicovy
kvétovy
kvétovy

kvétovy
medovicovy

kvétovy
medovicovy
medovicovy

kvétovy
medovicovy
medovicovy

Oblast
Brno
Brno

Zabieh
Zabieh
Horni Cermna
Horni Cermna
Horni Cermna
Horni Cermna

Horni Cermna

Hukvaldy
Praha 6
Chrést

Jablonec nad Nisou
Praha 6
Praha
Valasské Mezific¢i

Sviadnov
Dobré
Frystak
Frystak

Kozlovice

Kozlovice

Havli¢kuv Brod
Havli¢kav Brod

Havli¢ktav Brod
Hustopece
Hustopece

Vrchlabi
Vrchlabi
Trhanov
Trhanov
Trhanov
Trhanov

ID
35
36

37

38
39
40
41
42

43

44

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

57

58
59
60

61
62
63
64
65
66
67

Druh
kvétovy
kvétovy

medovicovy

kvétovy

kvétovy
medovicovy
medovicovy
medovicovy

kvétovy

kvétovy

kvétovy
smiSeny
kvétovy
smiSeny
medovicovy
smiSeny
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy

medovicovy

medovicovy
kvétovy
medovicovy

kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy
kvétovy

Oblast
Bouzov

Bouzov

Konstantinovy
Lazné

Dubicko
JeSov

Mohelnice

VI¢ice u Trutnova

U Dobrusky
Milovice u
Mikulova
Milovice u
Mikulova

Strakonice
Hvozdany
Hvozdany
Hvozdany
Hvozdany
Hvozdany
Hvozdany
Samotisky
Borotice
Borotice
Bozice
Lednice

Cermna u m.
5 Libava
Cermna u m.
Libava
Ctidruzice
Cermna u m.
Libava
Bozice
Ctidruzice
Ctidruzice
Ctidruzice
Bozice
Bozice
Borotice
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7.1 Chemikalie

agar (Carl Roth), glukosa (Sigma Aldrich), hydrogenfosfore¢nan didraselny (K;HPOy;
Penta), isopropylalkohol (Sigma Aldrich), kyselina nalidixova (Sigma), methanol
(Sigma Aldrich), dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma), kyselina p-kumarova, kyselina
ferulova, kyselina t-skoficovd, kyselina vanillovd, kyselina 3-hydroxybenzoova,
kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina gallova, kyselina chlorogenova, kyselina kavova
(vée Sigma Aldrich, poskytnuto Ing. Sanjou Cavar, Ph.D., Centrum region Hana pro
biotechnologicky a zemédélsky vyzkum, Olomouc), kvasni¢ny extrakt (Carl Roth),
Mueller-Hinton broth (Honeywell Fluka), pyruvat sodny (Sigma Aldrich), tetracyklin
hydrochlorid (TTC, Serva)

7.2 Biologicky material

Bakterialni kmeny pouzité pro testovani byly poskytnuty ze Swedish University of
Agricultural Sciences, Department of Ecology, Uppsala, Dr. Evou Forsgren.

Testované bakterialni kmeny:

Paenibacillus larvae genotyp ERIC | (CCUG 48979)
Paenibacillus larvae genotyp ERIC Il (CCUG 48972)

7.3 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko), autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko,
automatické pipety (Eppendorf, Némecko), densitometr McFarland (BioSan, LotySsko),
digitalni pH metr WTW 526 (InoLab, Némecko), digitalni ptedvazky (KERN,
Némecko), elektromagnetickd michacka IKA (Labortechnik, Némecko), flowbox
Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heto-Holten, Dansko), Flowbox Bioban (Steril, Italie),
chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), inkubator INCUBAT (Melag,
Némecko), magneticka michacka (IKA, Némecko), mikrodesticky Test plate 96F (TPP,
Svycarsko), mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments,
USA), minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika), Petriho misky (SPL life
Sciences, Korea), spektrofotometr BioSpec-nano (Shimadzu, USA), spektrofotometr
Lightwave Il (Biochrom, VB), tiepacka Mixing Block MB-102 (BIOER technology,
Cina), vortex mixer SA8 (Stuart, UK)
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8 Metody

8.1 Priprava média

MYPGP médium bylo ptipraveno dle Dingman a Stahly, 1983 nasledovné:

e 10 g/l Mueller-Hinton broth

e 15 g/l kvasniény extrakt

e 39/l K;HPO,

e 19/l pyruvat sodny

e Autoklavovano pii 121°C/15 min.

e Pfidano 20 ml 10% glukosy (autoklavovana oddéleng).
MYPGP agar: viz MYPGP médium, pied autoklavovanim obohacen o agar (20 g/l)
MYPGPn agar: viz MYPGP médium, po autoklavovani obohacen o nalidixovou
kyselinu 20 pg/ml (de Graaf et al., 2013). Pevna média byla nalévana do Petriho misek

s prumérem 9 a 13 cm do vysky 4 mm.

8.2 Piiprava bakterialniho materialu k experimentu

Kultura P. larvae byla uchovavana v mrazicim boxu (-80 °C). Takto zmrazena kultura
byla rozsuspendovéana v 5 ml sterilni destilované vody, rozockovana na pevné MYPGP
médium obohacené o kyselinu nalidixovou a kultivovana 7 dni pfi 37 °C. Tydenni
kultura byla poté opét pfeockovéna na nové pevné MYPGP médium a kultivovéana pfii
37 °C. Nasledné bylo pracovano s kulturou starou 48 hodin (Votava et al., 2010).
Z takto pfipravenych Ccerstvych bakteridlnich kultur byla pomoci vatové tycinky
vytvofena suspenze v tekutétm MYPGP médiu (ODgoo = 0,1), ktera byla pouZita pro

testovani antimikrobialni aktivity.

8.3 Stanoveni mnozZstvi fenolickych latek ve vzorcich medu

Toto stanoveni bylo provedeno ve spolupraci s Ing. Sanjou Cavar, Ph. D. z Centra
regionu Hana. 10 mg medu bylo rozpusténo v okyselené vod¢ a precisténo pomoci SPE
(HLB Waters, reverzni faze). Nasledné byly tyto vzorky medu analyzovany pomoci
UHPLC (BEH Waters, kolona 10 cm). Kdetekci bylo pouzito hmotnostni
spektrometrie.

V piedlozenych 67 vzorcich medu (Tab. 2) bylo nalezeno 17 fenolickych latek —
14 fenolovych kyselin a 3 flavonoidy. Na zakladé Cetnosti vyskytu bylo z tohoto
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mnozstvi vybrano 9 zastupcu fenolovych kyselin — gallova, 4-hydroxybenzoova,
vanillova, 3-hydroxybenzoova, chlorogenova, kavova, p-kumarova, ferulova a t-

skoficova. S nimi byly dale provedeny uvedené konkrétni analyzy.

8.4 Stanoveni a optimalizace vhodného rozpoustédla
fenolickych latek metodou méreni ristovych krivek

Pro analyzu byla pouzita organicka rozpoustédla dimethylsulfoxid (DMSO) a methanol
(MeOH) v koncentraéni fadé 25 - 0,78 %. Mé&feni probihalo v triplikatu po dobu 15,5
hodiny, kdy byla na spektrofotometru Synergy™ HT (BioTek Instruments, USA)
meéfena optickd hustota bun¢k (OD). Pro méfeni ristovych kiivek bakterii byla vyuzita
96ti jamkova mikrodesticka, do které bylo napipetovano 75 ul bakterialni suspenze
P. larvae spoleéné se 75 ulrozpoustédla o dané koncentraci a nafedéné v tekutém
MYPGP médiu. Kontroly byly pipetovany dle Tab. 3. Jako blank bylo pouzito MYPGP

médium bunék se sterilni vodou.

Piiprava tetracvklinu (TTC):

Zasobni roztok (10 mM) byl nafedén pomoci MYPGP média na koncentraci 1,25 mM,
pouzita finalni koncentrace byla poté 625 pM.

Piiprava bakterialni suspenze mrtvych bunék:

Z bakterialni suspenze byl odebran 1 ml, nasledné byly bunky zcentrifugovany
(11000 x g, 10 minut). Pelet byl poté rozsuspendovan v1 ml 70 % isopropanolu.
Vzorky byly ponechdny 1 hodinu na ledu, poté byl centrifugaci odstranén isopropanol
(11000 x g, 10 minut). Pelet mrtvych bakterialnich bun¢k byl rozpustén v 1 ml
tekutého MYPGP média.

K vyhodnoceni takto naméfenych dat bylo poté vyuzito programi Excel
(Microsoft, USA), OriginPro (OriginLab, MA, USA) a STATISTICA 12 software
(StatSoft, OK, USA).
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Tab. 3: Kontroly pouZité pii stanovovani vhodného rozpoustédla fenolickych latek.

Kontrolni vzorek Objem v jamce (75 ul) Objem v jamce (75 ul)
Pozitivni kontrola Cisté tekuté MYPGP médium Suspenze bakterialni kultury
Negativni kontrola Cisté tekuté MYPGP médium Suspenze mrtvé bakteridlni

kultury

Tekuté MYPGP médium s pfidavkem

Antibiotikum kontrola == ot ika tetracyklinu (100 )

Suspenze bakterialni kultury

Kontrola rozpoustédla Cisté tekuté MYPGP médium 25% DMSO/MeOH
Slepy vzorek (blank) Cisté tekuté MYPGP médium Sterilni voda
8.5 Difuzni testy

Po inkubaci pfi 37 °C (viz kapitola 8.2) byla vatovou ty¢inkou odebrana
z pevného MYPGP média (Dingman a Stahly, 1983) cerstva bakterialni kultura (48
hodin) a rozsuspendovana ve sterilni sklenéné zkumavce s cca 5 ml sterilni destilované
vody az na hodnotu 0,5 McFarland, ktera piiblizn¢ odpovida hodnoté ODgy=0,1.
Nasledné byla bakterialni suspenze o¢kovana pomoci vatové tycinky ve tiech rtiznych
smérech pod thlem asi 60° na pevné MYPGP médium v Petriho misce obohacené
0 kyselinu nalidixovou. Po zaschnuti bakterialni suspenze byly na misku s médiem
aplikovany testované fenolické latky a to tak, ze 10 pl latky o koncentraci 20, 10 a 5
mg/ml bylo aplikovano pfimo na povrch naockovaného média. Takto aplikované latky
bylo nutno ponechat zaschnout cca 20-30 minut. Veskeré prace byly provadény
ve sterilnim laminarnim boxu a takto pfipravené Petriho misky byly inkubovany dnem
vzhliru po dobu minimélné 48 hodin pii 37 °C. K vyhodnoceni takto naméfenych dat
bylo poté vyuzito programi Excel (Microsoft, USA), OriginPro (OriginLab, MA, USA)
a STATISTICA 12 software (StatSoft, OK, USA).

8.6 Uréeni MIC fenolickych latek a jejich smési pomoci méreni
ristovych krivek

Spektrofotometrické stanoveni antimikrobialni aktivity probihalo pomoci méfeni
rastovych kiivek bakterii (Bilikova et al., 2009). Pro méfeni ristovych kiivek bakterii
byla vyuzita 96ti jamkova mikrodesticka, do které bylo napipetovano 75 pl ristového

média spolecné se 75 ul fenolické latky (koncentra¢ni fady od 4, 2 nebo 1 mg/ml) nebo

smési fenolickych latek rozpusténych ve 2 % methanolu a nafedéné v tekutém MYPGP
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médiu. Kontroly byly pipetovany dle Tab. 4. Poté byla na spektrofotometru Synergy ™
HT (BioTek Instruments, USA) méfena opticka hustota (OD) pii vinové délce 600 nm
po dobu 16 hodin. Jako blank bylo pouzito tekuté MYPGP médium bunék se sterilni
vodou. M¢ieni bylo provadéno v triplikatu. Pokud se u nékterych fenolovych kyselin
stalo, Ze nebyla stanovena konkrétni MIC, byl problém bud’ s rozpuSténim latky
na pozadovanou koncentraci (napf. kyselina chlorogenovd), nebo je zapotiebi pouzit
vys$§i koncentraci dané latky. Tento protokol byl dale optimalizovan dle Bilikova et al.,
2013, avsak po ptidavku NaOH dochazelo k tvorbé srazenin, mnohdy také barevnych
komplexi.

Piiprava TTC a suspenze mrtvych bakteridlnich bunc¢k probihala stejné jako
v kapitole 8.4. K vyhodnoceni takto namétenych dat bylo poté vyuzito programu Excel
(Microsoft, USA).

Tab. 4: Kontroly pouZité pii stanovovani MIC.

Kontrolni vzorek Objem v jamce (75 ul) Objem v jamce (75 ul)
Pozitivni kontrola Cisté tekuté médium Suspenze bakterialni kultury
Negativni kontrola Cisté tekuté médium Suspenze mrtvé bakterialni
kultury
Antibiotikum Tekuté médium s piidavkem Suspenze bakterialni kult
kontrola antibiotika tetracyklinu (100 pl) p ury
Kontrola Tekuté médium s rozpoustédlem
wex testované latky (nafedéno totozné Suspenze bakterialni kultury
rozpoustédla . 12
jako testovana latka)
Slepy vzorek (blank) Cisté tekuté médium Sterilni voda
8.7 Kolorimetrické stanoveni Zivotnosti bakterii

Kolorimetrické stanoveni zivotnosti bakterii probihalo za pomoci barviva resazurinu (7-
Hydroxy-3H-fenoxazin-3-on-10-oxide, AlamarBlue), ktery se vyuziva k urCovani
zivotnosti bunk a jehoz piirozena barva je tmavé modra. Zivymi buiikami (napf.

bakteriemi) je redukovan na resorufin, ktery ma rtizovou barvu a fluoreskuje (Obr. 6).
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Obr. 6: Pfeména resazurinu na resorufin v zZivych buiikach. Pti sekundarni redukci dochézi

k pfeméné az na bezbarvy hydroresorufin.

Bakterie byly rozsuspendovany v tekutém MYPGP médiu (ODgp=0,1). V 96ti

jamkové mikrotitracni desticce bylo smichano 75 ul bakteridlni kultury se 75 pl

testované fenolické latky (testovany byly kyseliny p-kumarova, t-skoficova a ferulovd)

Vv koncentracni fad¢ 5000-39 pug/ml (koncentra¢ni fada fenolické latky byla nafedéna

v tekutém MYPGP médiu). Pii kaZzdém testovani bylo nutné vytvofit kontrolni jamky

(Tab. 3). Ke 150 pl vjamce bylo ptidano 15 pl barviva resazurinu (0,03% wi/v).

Inkubace probihala 12 hodin, poté byla odeétena MIC.
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9 Vysledky

9.1 Stanoveni mnoZstvi fenolickych latek ve vzorcich medu

Na zéklad¢ vysledkd z chromatografické analyzy 67 vzorkli medi provedené ve
spolupraci s Ing. Sanjou Cavar, Ph. D. bylo k nasledujicim experimentim vybrano
devét nejhojnéji zastoupenych fenolovych kyselin, které jsou vyjmenovany na obr. 7

(derivaty kyseliny skoficové) a 8 (derivaty kyseliny hydroxybenzoové).

7000 S

6000 —

5000

4000 -

3000 —

koncentrace (fg/mg)

2000 - - . w

1000 —

0_-—;.— ' | == |

p-kumarova kyselina ferulova kyselina kavova kyselina
t-skoficova kyselina chlorogenova kyselina

Obr. 7: Box plot fenolovych kyselin - derivati Kyseliny skoficové obsaZenych v 67 vzorcich
medu. Koncentrace je vyjadiena v fg/mg.
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Obr. 8: Box plot fenolovych kyselin - derivati kyseliny hydroxybenzoové obsazenych v 67
vzorcich medu. Koncentrace je vyjadiena v fg/mg.

9.2 Optimalizace vhodného rozpoustédla pro analyzu
jednotlivych fenolickych latek a jejich vliv na rist bakterii

Vhodné rozpoustédlo pro vybrané fenolické latky bylo testovano v pfitomnosti bakterie
P. larvae ERIC | a Il v 96ti jamkové mikrotitraéni desticce. Pro analyzu byla pouzita
organicka rozpoustédla dimethylsulfoxid (DMSO) a methanol (MeOH) v koncentraéni
fadé 25 - 0,78 %. M¢teni probihalo v triplikatu po dobu 15,5 hodiny, kdy byla métena
optickd hustota bun¢k (OD). Bylo zjiSténo, ze pro rozpousténi vybranych fenolickych
latek jsou tato dvé rozpoustédla vhodna, avsak v ptipadé DMSO (Obr. 9 a 10) jsou
bakterie P. larvae genotyp ERIC | schopny Zzivota pouze v koncentraci DMSO 3%
a méng, v piipadé genotypu ERIC II se jevi jako vhodné pouzit koncentrace do 6 %
DMSO. V piipadé MeOH (Obr. 11 a 12) jsou poté oba genotypy bakterie P. larvae

schopné zivota v koncentraci MeOH 2 % a mén¢.
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Obr. 9: Ristové krivky bakterie P. larvae, genotyp ERIC |, za pouZiti rozpoustédla
DMSO. Koncentra¢ni fada DMSO 25 - 0,78 %. Nejvice bakteriim vyhovuje koncentrace
DMSO 3 % a méné.

Vysvétlivky: K+ = pozitivni kontrola (zZivé bakterie); K- = negativni kontrola (mrtvé bakterie);
Antibiotikum kontrola = TTC v kone¢né koncentraci 625 pM; MYPGP médium + 25%
DMSO; Blank = MYPGP médium + voda

—e—759
0,550 r 25%
——12,50%
0,500 | 6,25%
0,
0450 | TTI%
——1,56%
0,400 F 0,78%
0350 [ K+
(=1
(=] —a—K-
)
80'300 i —e—Antibiotikum kontrola
0,250 | Kontrola rozpoustédla
—o—Blank
0,200 |
0,150 | e .,_-._.—d:'oi
Z 2 . PR S
0,100 i oot , e . e
0,050

S IR NI N I SRt
€as (h)

Obr. 10: Ristové krivky bakterie P. larvae, genotyp ERIC Il, za pouZziti rozpoustédla
DMSO. Nejvice bakteriim vyhovuje koncentrace DMSO 6 % a méné.

Vysvétlivky: K+ = pozitivni kontrola (zivé bakterie); K- = negativni kontrola (mrtvé bakterie);
Antibiotikum kontrola = TTC v kone¢né koncentraci 625 pM; MYPGP médium + 25%
DMSO; Blank = MYPGP médium + voda
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Obr. 11: Rustové kiivky bakterie P. larvae, genotyp ERIC | za poutziti rozpoustédla
MeOH. Koncentraé¢ni fada 25 - 0,78 %. Nejvice bakteriim vyhovuje koncentrace MeOH 2 % a
méng.

Vysvétlivky: K+ = pozitivni kontrola (zivé bakterie); K- = negativni kontrola (mrtvé bakterie);
Antibiotikum kontrola = TTC v koneéné koncentraci 625 uM; MYPGP médium + 25% MeOH;
Blank = MYPGP médium + voda
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Obr. 12: Rustové krivky bakterie P. larvae, genotyp ERIC | za pouziti rozpoustédla
MeOH. Koncentra¢ni fada 25 - 0,78 %. Nejvice bakteriim vyhovuje koncentrace MeOH 2 % a
méng.

Vysvétlivky: K+ = pozitivni kontrola (Zivé bakterie); K- = negativni kontrola (mrtvé bakterie);
Antibiotikum kontrola = TTC v kone¢né koncentraci 625 uM; MYPGP médium + 25% MeOH;
Blank = MYPGP médium + voda
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9.3 Difuzni testy

Difuzni testy byly provedeny pievazné zdavodu zjisténi potencialniho
antimikrobialniho pusobeni vybranych fenolickych latek na patogena P. larvae,
genotypy ERIC | a ERIC II. Pfi difuznich testech dochédzi po inkubaci za vhodnych
podminek k uvolnéni potencidlni antimikrobialni latky, kterd v piipad¢ pozitivniho
vysledku vytvofi inhibi¢ni zonu v disledku inhibice bakterialniho ristu. Je-li testovana
bakterie vuci testované latce rezistentni, inhibi¢ni zéna se nevytvoii (Votava et al,
2010).

K experimentu byly pouzity ¢tvercové Petriho misky s bakterialnimi kulturami
starymi 48 hodin. Roztoky latek ve vysledné koncentraci DMSO 2% byly aplikovany
Vv triplikatech pfimo na MYPGP médium inokulované bakterialnim kmenem
na povrchu. Jako kontrola byl pouzit 2 % roztok DMSO.

Na obr. 13 a 14 jsou uvedeny box ploty inhibi¢nich zon pro genotyp ERIC I, kde
byl pozorovan nejvétsi  vliv  kyselin  p-kumarové,  3-hydroxybenzoové
a 4-hydroxybenzoové. Inhibi¢ni zény tvorily tyto tii kyseliny ve vsSech tfech
testovanych koncentracich (5, 10 a 20 mg/ml). Na obr. 15 a 16 pak lze vidét genotyp
ERIC 11, kde byl pozorovan nejvétsi vliv na tuto bakterii taktéz u jiz zminénych tii
kyselin ve vsech tfech testovanych koncentracich.

Inhibi¢ni zony byly viditeln¢ pozorovany na piikladu kyseliny p-kumarové (Obr.
17a,b), kde lze vidét mirnou inhibici také u koncentrace c3 (5 mg/ml). V ptipadé
kyseliny t-skoficové (Obr. 18 a,b) se u genotypu ERIC I tvoii zona pii koncentraci c;
(10 mg/ml), u genotypu ERIC II se vSak jiz v této koncentraci netvoti zadna viditelna
zona, ERIC I se tudiz v tomto ptipad¢ jevi jako mirn¢ citlivejsi.

Ostatni testované fenolické latky vykazovaly citlivost pouze pii koncentraci ¢,
(20 mg/ml), dve z testovanych latek - kyselina chlorogenova a skoficova — netvoftily

inhibi¢ni z6nu v zadné testované koncentraci.
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Obr. 13: Box plot genotypu ERIC T a vlivu derivati kyseliny skoFicové. Nejvetsi vliv I1ze
pozorovat u kyseliny p-kumarové a t-skoficové.

Vysvétlivky: c;=koncentrace 20 mg/ml, c,=koncentrace 10 mg/ml, cs=koncentrace 5 mg/ml. K=
kontrola (2 % roztok DMSO).
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Obr. 14: Box plot genotypu ERIC I a vlivu derivati kyseliny hydroxybenzoové. Nejveétsi
vliv Ize pozorovat u kyseliny 3-hydroxybenzoové a 4-hydroxybenzoové.

Vysvétlivky: c;=koncentrace 20 mg/ml, c,=koncentrace 10 mg/ml, cs=koncentrace 5 mg/ml. K=
kontrola (2 % roztok DMSO).
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Obr. 15: Box plot genotypu ERIC IT a vliva derivata kyseliny skoFicové. Nejvétsi vliv Ize
pozorovat u kyseliny p-kumarové a t-skoficové.

Vysvétlivky: c;=koncentrace 20 mg/ml, c,=koncentrace 10 mg/ml, cs=koncentrace 5 mg/ml. K=
kontrola (2 % roztok DMSO).
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Obr. 16: Box plot genotypu ERIC 11 a vlivu derivati kyseliny hydroxybenzoové. Nejvetsi
vliv Ize pozorovat u kyseliny 3-hydroxybenzoové a 4-hydroxybenzoové.

Vysvétlivky: c¢;=koncentrace 20 mg/ml, c,=koncentrace 10 mg/ml, cs=koncentrace 5 mg/ml.
K= kontrola (2 % roztok DMSQO).
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Obr. 17 a,b: Difuzni testy bakterie P. larvae genotyp ERIC I (a) a ERIC II (b) za pouziti
kyseliny p-kumarové. Kyselina tvoii viditelné zony v koncentraci ¢, i c,. U koncentrace c; Ize
také pozorovat naznak tvorby zony, avSak pouze u genotypu ERIC 1.

Vysvétlivky: ci;=koncentrace 20 mg/ml, c,=koncentrace 10 mg/ml, c;=koncentrace 5 mg/ml.
K= kontrola (2 % roztok DMSO).

Obr. 18 a,b: Difuzni testy bakterie P. larvae genotyp ERIC I (a) a ERIC II (b) za pouziti
kyseliny t-skoFicové. Kyselina tvofi viditelné zony pouze v koncentraci ¢;, U koncentrace c, se
viditelna zdéna tvori pouze u genotypu ERIC 1.

Vysvétlivky: c;=koncentrace 20 mg/ml, c,=koncentrace 10 mg/ml, cs=koncentrace 5 mg/ml.
K= kontrola (2 % roztok DMSO).
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9.4 Stanoveni MIC jednotlivych fenolickych latek pomoci riistovych
kiivek

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) fenolovych kyselin na patogena
P. larvae, genotypy ERIC | a ERIC I, byla stanovena a shrnuta v tabulce 5. Pii méfeni
ristovych kiivek bakterialnich kment P. larvae byl nejvétsi inhibi¢ni ti¢éinek pozorovan
pii aplikaci kyseliny p-kumarové (Obr. 19). Inhibi¢ni u¢inky byly pozorovany jiz pii
koncentraci 1 mg/ml. V ptipad¢ kyselin 3-hydroxybenzoové a 4-hydroxybenzoové se
jednalo shodné o inhibi¢ni koncentraci 2 mg/ml. V piipad¢ kyseliny t-skoficové doslo
k inhibici bakterialniho rdstu az pii koncentraci 4 mg/ml, shodné také v piipadé
kyseliny ferulové. U kyseliny chlorogenové, gallové, kavové a vanillové nebyly
pozorovany inhibi¢ni G¢inky ani u jedné z testovanych fenolickych latek. Inhibi¢ni
ucinky antibiotika tetracyklinu byly pozorovany u obou testovanych kment P. larvae.
Pokud se u nékterych kyselin stalo, Ze nebyla stanovena konkrétni MIC, byl problém
bud’ s rozpusténim latky na pozadovanou koncentraci (kyselina chlorogenova), nebo je

zapotiebi pouZzit vyssi koncentraci dané latky.

Tab. 5: MIC jednotlivych fenolovych Kyselin u bakterialnich kmenii P. larvae, genotypy
ERIC l aERIC II.

MIC (mg/ml)
ERIC | ERIC I

p-kumarova kyselina 1 1
t-skoticova kyselina 4 4
Ferulova kyselina 4 4
Chlorogenové kyselina >2 >2
Gallova kyselina >2 >2
Kavova kyselina >2 >2
Vanillova kyselina >2 >2
3-hydroxybenzoova kyselina 2 2
4-hydroxybenzoova kyselina 2 2
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Obr. 19: Riistova kfivka bakterie P. larvae, genotyp ERIC | s kyselinou p-kumarovou. Kyselina byla testovana v riaznych koncentracich (1000 — 7,81
pg/ml). U€inek kyseliny na bakterialni rust byl sledovan po dobu 16 hodin. A - koncentrace 1 mg/ml. B — koncentrace 0,5 mg/ml. C — koncentrace 0,25
mg/ml, D — koncentrace 0,125 mg/ml. E — koncentrace 62,5 ug/ml. F — koncentrace 31,25 pg/ml. G — koncentrace 15,63 ug/ml. H — koncentrace 7,81 pug/ml.
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Obr. 20: Riistova k¥ivka bakterie P. larvae, genotyp ERIC 11 s kyselinou p-kumarovou. Kyselina byla testovana v riznych koncentracich (1000 — 7,81
pg/ml). U€inek kyseliny na bakterialni rust byl sledovan po dobu 16 hodin. A - koncentrace 1 mg/ml. B — koncentrace 0,5 mg/ml. C — koncentrace 0,25
mg/ml, D — koncentrace 0,125 mg/ml. E — koncentrace 62,5 ug/ml. F — koncentrace 31,25 pg/ml. G — koncentrace 15,63 pg/ml. H — koncentrace 7,81 pg/ml.
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9.5 Stanoveni MIC smési fenolovych kyselin 0 koncentraci
odpovidajici pfirozenému obsahu v medu

Pro simulaci konkrétniho zaStoupeni latek v medu byly vytvofeny smési — analoga
presného mnozstvi deviti vybranych fenolovych kyselin v medu, jejichz koncentrace
byly zjistény metodou UHPLC (Tab. 6). Testované smési byly vybrany na zakladé
zastoupeni jednotlivych latek a jejich koncentraci. Smeési byly taktéz testovany na
genotypech ERIC 1 a ERIC Il patogenu P. larvae méfenim rastovych kiivek a byla
sledovana MIC jednotlivych smési.

V piipad¢ genotypu ERIC 1 byl pozorovan mirny inhibi¢ni vliv vSech
testovanych smési (Obr. 21), nejvétsi inhibice bakterialniho ristu byla zaznamenana
u smési ¢. 53 a 55. Uplna inhibice ristu patogena viak nebyla zaznamenana v zadné
z vybranych smési. V piipadé genotypu ERIC Il nebyla u zadné z uvedenych smési

pozorovana inhibice ristu patogena (Obr. 22).
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Tab. 6: Koncentrace fenolovych kyselin, pfirozené se vyskytujicich v medu, ve smésich testovanych na rust P. larvae. Koncentrace je uvedena ve fg/mg.
Uplny antimikrobidlni uc¢inek nebyl zaznamenan ani u jedné z testovanych smési.

ID  p-kumarova t-skoficova Ferulova Chlorogenova 3-hydroxybenzoova 4-hydroxybenzoova Vanillova Gallova Kavova Antimikrobialni Antimikrobidlni
smési  kyselina kyselina  kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina  kyselina kyselina aktivita ERIC | aktivita ERIC Il
1 2032,14 0,00 2091,12 44,00 37,57 1986,19 1187,35 317,45 1879,85 NE NE
2 1374,26 0,00 1398,15 50,09 41,86 3076,46 1669,34 390,41 1323,12 NE NE
4 2617,77 317,65 4458,34 50,71 147,87 3353,67 2001,94 1106,62  1585,38 NE NE
6 3257,66 0,00 2661,33 0,00 63,32 3840,24 1142,13 393,59 673,68 NE NE
7 1518,11 351,37 1434,06 44,02 80,57 2659,63 900,92 469,81 402,09 NE NE
10 2522,60 552,24 3427,34 0,00 0,00 3610,70 1566,71 423,66 942,76 NE NE
12 2152,95 0,00 3488,56 0,00 0,00 4307,20 1799,36 429,73 575,60 NE NE
14 2078,28 0,00 1446,68 92,14 15,66 1793,36 553,57 105,14 631,08 NE NE
22 3034,75 353,41 2339,88 72,10 50,54 2789,90 1031,26 545,27 652,86 NE NE
23 1995,97 219,08 2997,86 18,61 51,48 1938,99 1806,75 302,52 410,96 NE NE
26 1264,93 331,68 1671,38 21,09 52,17 4060,93 1005,94 330,18 387,72 NE NE
32 1343,75 291,35 1075,01 0,00 22,79 930,51 578,81 29,96 214,43 NE NE
34 1695,43 469,65 1150,98 0,00 47,46 1570,86 431,47 427,02 341,45 NE NE
36 1604,00 261,63 1582,83 0,00 16,45 812,45 228,52 16,41 957,02 NE NE
37 267,89 38,21 166,29 0,00 5,31 330,61 77,08 33,60 49,88 NE NE
39 1819,79 476,99 1474,36 0,00 16,40 1315,01 304,03 28,36 511,59 NE NE
40 1319,14 454,95 1672,53 0,00 157,95 2648,69 934,32 944,47 410,69 NE NE
48 4118,21 365,19 2937,02 0,00 0,00 4867,19 1097,53 224,38 980,85 NE NE
49 3138,32 151,73 2572,27 452,24 17382,06 3445,69 728,95 319,27 717,73 NE NE
50 1102,49 400,76 1136,70 0,00 66,18 4575,71 675,14 286,60 257,52 NE NE
53 1887,13 795,25 1968,23 0,00 0,00 844,98 179,75 16,85 1971,36 NE NE
54 1188,22 216,83 1253,82 0,00 20,73 701,85 148,83 0,00 697,08 NE NE
55 1771,85 880,76 1657,60 0,00 6155,51 1102,77 268,17 27,77 2273,16 NE NE
58 3461,66 530,95 2547,01 147,97 47,08 2777,71 567,57 163,40 1991,14 NE NE
59 2458,23 1186,41 6644,22 0,00 0,00 1657,41 388,46 0,00 1956,81 NE NE
61 2735,89 829,75 1934,26 373,51 71,67 2800,77 537,27 448,78 442181 NE NE
63 2915,46 439,64 4240,02 0,00 142,67 1898,25 930,94 1186,62  2534,96 NE NE
64 1936,60 427,64 1736,75 0,00 0,00 982,01 0,00 0,00 2013,51 NE NE
65 647,61 265,95 678,82 0,00 0,00 763,20 131,59 0,00 1066,96 NE NE
66 1188,65 356,71 957,58 754,39 0,00 1483,19 337,13 0,00 3431,13 NE NE
67 1445,12 570,90 1138,58 1020,32 0,00 1659,18 379,30 26,55 2535,40 NE NE
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Obr. 21: Ristové krivky bakterie P. larvae ERIC | s vybranymi smé&mi fenolovych
kyselin. U¢inky smési na bakterialni rust byly sledovany po dobu 16 hodin.

Vysvétlivky: K+ = pozitivni kontrola (zivé bakterie); K- = negativni kontrola (mrtvé bakterie);
Antibiotikum kontrola = TTC v koneéné koncentraci 625 uM; Blank = MYPGP médium + voda
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Obr. 22: Ristové kiivky bakterie P. larvae ERIC Il s vybranymi smémi fenolovych
kyselin. U¢inky smési na bakterialni rust byly sledovany po dobu 16 hodin.

Vysvétlivky: K+ = pozitivni kontrola (zivé bakterie); K- = negativni kontrola (mrtvé bakterie);
Antibiotikum kontrola = TTC v koneéné koncentraci 625 pM; Blank = MYPGP médium + voda
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9.3 Kolorimetrické stanoveni MIC pomoci resazurinu

V pilotnich pokusech bylo na zakladé vyhodnoceni ristovych kiivek testovano, zda
v jamce mikrodesticky s hodnotou nejvyssi koncentrace fenolické latky, kdy byla
metodou ristovych kiivek prokazana inhibice riistu po dobu 16 hodin, nebude probihat
rist bakterii ani po experimentu. Z jamky mikrodesticky Shodnotou nejvyssi
koncentrace bylo po zméfeni rustovych kiivek odebrano 75 pl bakterialni kultury
a preockovano na misku s pevnym MYPGP médiem. Inkubace probihala 72 hodin
e tm¢ pti 37 °C. Bakteridlni rist nebyl ani po této dobé zaznamenan. Pro dalsi potvrzeni
bakteriocidni funkce vybranych fenolovych kyselin byla pouzita metoda s barvivem
resazurinem v 96ti  jamkovych mikrodestickach. Stanoveni bylo provadéno
v triplikatech a do kazdé jamky bylo po ptidani bakterialni suspenze (piiprava dle
kapitol 8.2 a 8.7 této prace) a fenolické latky piidavano 15 ul barviva resazurinu (0,03
% (w/v). Inkubace probihala 12 hodin ve tmé¢ pti 37 °C.

Na obr. 23a je ukazana bakterialni suspenze P. larvae, genotyp ERIC I, kde se
Vv jamkach 1-3 nachazi kyselina p-kumarova. Zde lze pozorovat vyrazné tmave fialové
zbarveni v fadé B (koncentrace 2,5 mg/ml) podobné mrtvym bunkam. Toto zabarveni
Ize taktéz pozorovat u genotypu ERIC Il (Obr. 23b), kde lze podobné zbarveni vidét
u kyselin t-skoficové a ferulové viadé C (koncentrace 1,25 mg/ml). Totoznému
zabarveni suspenze mrtvych buné€k, které se nachazi v jamkéach 10 — 12C, vSak zcela
neodpovidad Zadna jamka pouzité fenolové kyseliny a fluorescen¢ni vyhodnoceni zatim
nebylo pro tuto metodu vyvinuto. Problémem muze byt doba inkubace bakterialnich
kmena P. larvae pro dosahnuti exponencialni faze rstu (je az 5 hodin), kdy je
nejvhodnéjsi sledovat aplikaci fenolické latky. Naslednd inkubace s resazurinem (90
min) poté zabraniuje sledovani pfimého ucinku fenolické latky ihned po jeji aplikaci.
Z téchto pokust tedy neni zcela zifejmé a identifikovatelné, jak dana fenolickd latka
pusobi, proto jiz nebylo pokracovano s dalSimi fenolickymi latkami. Inhibi¢ni ucinky
antibiotika tetracyklinu byly pozorovany u vSech testovanych kmenu P. larvae (jamky
10-12D).
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Obr. 23a,b: Stanoveni MIC pomoci resazurinu u P. larvae, genotypy ERIC | a Il.
Porovnani zbarveni média s bakterialni suspenzi po piidavku resazurinu (0,03 % (w/v) a

bakterialniho kmene ERIC I (A) a ERIC II (B). Odecet po 16. hodinach.

Koncentrace fenolickych latek v fadach: A — 5 mg/ml, B — 2,5 mg/ml, C — 1,25 mg/ml, D —
0,625 mg/ml, E — 0,312 mg/ml, F — 0,156 mg/ml, G — 0,078 mg/ml, H — 0,039 mg/ml.

Sloupce 1 — 3: kyselina p-kumarova, sloupce 4 — 6:kyselina t-skoticova sloupce 7 — 9: kyselina
ferulovd. 10 — 12A: pozitivni kontrola (zivé bunky), 10 — 12B: kontrola rozpoustédla (2%
DMSO0), 10 — 12C: negativni kontrola, 10 - 12D: Antibiotikum kontrola, 10 — 12E: TTC +
MYPGP médium, 10 — 12F: Slepy vzorek, 10 — 12G: kyselina p-kumarova (5 mg/ml)
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9.6 Shlukova (klastrova) analyza

9.6.1 Shlukova analyza fenolickych latek

Jak jiz bylo tfeceno diive, na zaklad¢ vysledkii chromatografickych analyz provedenych
na zakladé spoluprace s Ing. Sanjou Cavar, Ph.D. z Centra regionu Hana bylo
v predlozenych 67 vzorcich medu (Tab. 2) nalezeno 17 fenolickych latek — 14
fenolovych kyselin a 3 flavonoidy. Data z této analyzy byla podrobena shlukové
(klastrové) analyze v softwaru STATISTICA. Diky této metodé jsou shlukovany do
klastri latky na zakladé podobnych vlastnosti. V této praci bylo pouzito hierarchické
shlukovani, coz znamen4, Ze byly shluky vytvofeny postupné v nékolika krocich. Jako
prvni byly spojeny ty, které maji mezi sebou nejmensi vzdéalenost (zndzornéno na ose
X), V tomto ptipad¢ vzdalenost Euklidovskou (vzdalenost bod od bodu). Tato vzdalenost
byla vypoétena programem STATISTICA na zakladé Wardovy metody (Obr. 24).
Vyhodnocenim metody byly spojeny latky, které patii do stejnych
biosyntetickych drah, jako je tomu v piipadé kyseliny gallové a salicylové (derivaty
hydroxybenzoové kyseliny), Kkyseliny 4-hydroxybenzoové a vanillové (derivaty
hydroxybenzoové kyseliny) a kyseliny p-kumarové a ferulové (derivaty kyseliny
skoficové). Do klastru byly také spojeny latky zdanlivé odlisné napt. flavonoid
naringenin a kyselina kavova. Na zaklad¢ studia biosyntézy je vSak flavonoid
naringenin zcela prokazatelné syntetizovan z kyseliny skoficové a jejich derivatd, tedy
I Z kyseliny kavové. Navic bylo klastrovou analyzou vzorkti medu (Obr. 25) zjisténo, ze
tyto dvé latky se nachazeji soucasné v kvétovych medech (ID medu 15, 27, 52, 53, 55,
59, 62 a 64) v mnohem vétSich mnozstvich, nez v ostatnich vzorcich medu. Tyto
analyzy vSak musi byt dale potvrzeny s vétSim mnozZstvim vzorkil a za pouZiti dalSich

metod vyhodnoceni.
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Tree Diagram for 17 Variables
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Obr. 24: Dendrogram shlukové analyzy 17 fenolickych latek. Hierarchické shlukovani na
zékladé Wardovy metody (Euklidovska vzdalenost). Shlukuji se latky patfici do stejnych
biosyntetickych drah.

9.6.2 Shlukova analyza vzorki medi

Klastrovou analyzou byly podrobeny také ptedlozené vzorky medu (Tab. 2). Bylo
zjisténo, ze vzorky mohou byt rozdéleny do tii klastrti (Obr. 25). V klastru 1 Ize nalézt
medy obojiho druhu a také medy smiSené, v klastru 2 pievazné medy kvétového piivodu
a v klastru 3 medy medovicového ptavodu (Tab. 7). Je tedy mozné fici, ze takovymto
vyhodnocenim lze uréit pivod medu. Dale bylo potvrzeno, Ze pokud byly medy
od stejného vcelafe (stejny geograficky puvod), shlukly se v ramci klastru k sobé
na nejmensi vzdalenost (napf. vzorky 1 a 2, 7 a 9, 22 a 23). Medy také nemusely
pochézet od stejného vcelate, pokud vSak byl jejich geograficky pivod blizky (napf.
vzorek 36 z Bouzova a 39 z JeSova) a byly stejného (v tomto piipadé kvétového)
puvodu, byly v klastru také spojeny s nejmensi moznou vzdalenosti. Touto analyzou
vsak bylo testovano pouze 67 medd, pro relevantnéjsi statistické vyhodnoceni je potieba

vice vzorku.
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Tree Diagram for 67 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Obr. 25: Dendrogram shlukové analyzy 67 vzorki medid. Hierarchické shlukovani
na zakladé Wardovy metody (Euklidovska vzdalenost).

Tab. 7: Zastoupeni jednotlivych druhiéi medu ve tfech nalezenych klastrech. Hodnota je
uvedena v procentech.

Kvétovy Medovicovy SmiSeny

Klastr 1 75,00 25,00 0
Klastr2 85,19 14,81 0
Klastr3 42,86 46,43 10,71
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10 Diskuze

Cilem ptedlozené rigordzni prace bylo stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC)
vybranych fenolickych latek izolovanych z medu a jejich smési u patogena
Paenibacillus larvae, genotyp ERIC | (CCUG 48979) a genotyp ERIC 1l (CCUG
48972). P. larvae je puvodcem zavazného onemocnéni moru véeliho plodu. V soucasné
dob¢ reprezentuje jeden z nejvétSich probléma pro vcelafe z divodu ekonomickych
ztrat a z davodu absence efektivniho terapeutického 1é¢iva.

Stanoveni antimikrobialni aktivity pomoci metody méfeni rastovych kiivek patii
mezi jednoduché metody, umoziujici urc¢it MIC potencidlni antimikrobidlni latky.
V této praci bylo diky metod¢ méteni rastovych kiivek prokdzano piisobeni nékterych
fenolovych kyselin izolovanych z medu na P. larvae.

Vhodnost metody méfeni rustovych kiivek byla testovana také na bakterii E. coli
NCTC 10538 s peptidem apidaecinem Ia, kdy byla potvrzena antimikrobialni aktivita
peptidu apidaecin Ia s minimalni inhibi¢ni koncentraci 25 pg/ml (Dostalkova, 2016).
Antimikrobidlni aktivita peptidi apidaecinu a defensinu 1 byla také testovana
s bakterialnimi kmeny P. larvae v ramci prace Khilnani a Wing, 2015, kdy se projevila
antimikrobialni aktivita obou peptidd vici P. larvae.

Antimikrobidlni a antioxidacni aktivita latek nalezenych v medu ¢i propolisu je
znama jiz del$i dobu. Ve studii Baltrusaityté et al. (2007) byla u 35 fenolickych extraktt
z litevskych medii a 9 vzorkl v¢eliho chleba prokazana schopnost lapat volné radikaly,
ackoliv rozmezi této aktivity bylo Siroké (43,0 — 95,7 %). V této studii byly také
v piedloZenych biologickych materialech nalezeny metodou HPLC fenolické latky
(kyselina p-kumarova, kaempferol, chrysin a apigenin), avsak antimikrobialni nebo
antioxidacni aktivita spojend s témito latkami nebyla prokdzana. Antioxidacni aktivita
fenolickych latek byla testovana pozdéji (Kassim et al., 2010). V methanolovych
a (HME) a ethylacetatovych (HEAE) extraktech malajsijského medu bylo nalezeno
6 fenolickych latek ve vysSich koncentracich — kyseliny ellagova, ferulova, kavova,
gallova a chlorogenova a flavonoid myricetin, v mensich koncentracich pak kyselina
p-kumarova a flavonoidy hesperetin, quercetin, chrysin luteolin a kaempferol.
Nejhojnéji zastoupenou latkou v obou extraktech byla kyselina ellagova 3295,83 pg/100
g (HME) a 626,74 ng/100 g (HEAE). In vitro byla také testovana schopnost téchto
extraktll inhibovat oxid dusnaty. Tato schopnost byla prokdzana u vSech testovanych

extraktt v rozmezi koncentraci 37,5 a 271,7 pg/ml.

57



Komplexni studie vlivu samotnych medu, propolisu ¢i latek z nich izolovanych
na patogena P. larvae nejsou jesté pln€ vypracovany. Jednou z mala studii tohoto typu
je prace Bilikova et al. (2013), kde byl testovan propolis a latky z néj izolované
na antimikrobialni aktivitu proti P. larvae. Bylo zji$téno, Ze nejvice aktivni konstituenty
byly pinocembrin (MIC=62,5 pg/ml po 48 hodinach), 3-O-acetyl pinobanksin
(MIC=125 ng/ml po 48 hodinach) a derivaty kyseliny kavové (MIC=125 nug/ml po 48
hodinach). Vyhoda propolisu a latek z n€j izolovanych je hlavné ta, ze se nachazeji
piirozené pfimo v ulu, stejné tak jako med. Ackoliv v této praci nebyl antimikrobialni
ucinek smési fenolickych latek izolovanych z medu prokazan, Nafea et al. (2014)
testovali Ctyfi druhy egyptskych medt — lu¢ni, citrusovy, kafrovy a bavinikovy, aby
ukazali, ze tyto medy maji v riznych koncentracich (5, 10 a 20 %) inhibi¢ni G¢inky
proti P. larvae. Nejvétsi inhibiéni Gcinek (= nejvetsi inhibiéni zéna v mm) byla
zaznamenana u bavlnikového medu v koncentraci 20 %, a to 27,75 mm. Studiem
antimikrobialnich vlastnosti medu se zabyvali také Erler et al. (2014), kde byli pouzity
tii druhy rumunskych medd proti nékterym patogenim véetné P. larvae a spojili
dohromady inhibi¢ni vlastnosti medu se schopnosti v¢elich kolonii adaptovat se v ramci
,»socialni imunity* proti riznym patogentim. V ramci publikace Sagona et al. (2017)
bylo testovano patnact italskych meda proti P. larvae ATCC 9545. Byla zjistovana
MIC a také celkové mnoZstvi fenolickych latek a flavonoidl. VSechny testované vzorky
zjiSténa u vzorki medd Arbutus (planika), které mély také zjistén nejvyssi obsah
fenolickych sloucenin (243,2 + 25,1 mg/kg). V této praci byl antimikrobialni U¢inek
proti P. larvae prokazan u p-kumarové kyseliny (MIC=1 mg/ml), 3-hydroxybenzoové
kyseliny (MIC=2mg/ml), 4-hydroxybenzoové kyseliny (MIC=2mg/ml), ve dvojnasobné
koncentraci (MIC=4mg/ml) pak u ferulové a t-skoficové kyseliny.

Zajistovani alternativnich pfirozené se vyskytujicich antimikrobidlnich latek
pusobicich proti P. larvae je vsoucasné dob¢ stale aktivni, coz dokazuje studie
Fernandez et al. (2018). Zde byly testovany dva extrakty - hydroalkoholicky (HE)
a esencialni olej (EO) rostliny Laurus nobilis L. (Vies vzneseny neboli bobkovy list).
Bylo zjisténo, ze HE extrakt byl schopen inhibovat rist P. larvae v koncentraci 580
mg/ml, coz zde védci pficitaji pritomnosti fenolickych latek, které byly analyzovany
pomoci Fourierovy spektroskopie. V této publikaci je navic tvrzeni, Ze pokud byla vceli

kolonie pfikrmovana cukrem s pfidavkem HE viesového extraktu, bylo pozorovano
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zlepSeni obecnych vlastnosti v ulu, ackoliv konkrétni zmény napf. v hygienickém
chovani nebyly zaznamenany.

V této praci se pouziti metody s fluorescenénim barvivem resazurinem zdalo
nevhodné pro studium antimikrobidlni aktivity latky, jelikoz pii stanoveni je nutné
sledovat zménu poctu vitalnich bakterii pouze v pribehu ristové (,,exponencidlni®) faze
bakterii (Madigan et al., 2010). Aplikace resazurinu k inkubovanym bakterialnim
buiikdm omezuje sledovani zivotnosti pouze na 90 min useky (nutnd doba inkubace
bakterie s barvivem), coz je nevyhodou, protoze muze dojit ke zkresleni vysledku,
napiiklad mnozenim piezivS§ich bakterii. Tato metoda je tedy vhodna pro klasickou
mikrobiologickou metodu stanoveni MIC, kdy se po nékolikahodinové inkubaci
potencidlni antimikrobidlni latky s bakterii vizualné odecitd stupeit zdkalu
v jednotlivych jamkach (ziva bakteridlni kultura zakalend, mrtvé bakterialni kultura
¢ird) (Votava et al., 2010), ne vSak pro sledovani inhibi¢niho ucinku ihned po aplikaci
antimikrobialnich latek ke vzorku. Dal$imi metodami zjistovani zivotnosti bakterii jsou
luminiscen¢ni metody ¢i méfeni pomoci fluorescein diacetatu a propidium jodidu.
Vhodnost téchto metod vSak musi byt otestovéna.

Diky shlukové (klastrové) analyze jsou latky shlukovany do klastra
na zaklad€ podobnych vlastnosti. V této praci bylo diky shlukové analyze mozno
rozdélit testované medy s ohledem na jejich puvod (kvétovy, medovicovy a smiseny)
do tfi klastrii. Touto analyzou bylo také mozZno spojit latky, které patii do stejnych

biosyntetickych drah.
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11 Zavér

e Vhodné rozpoustédlo pro fenolické latky je jak DMSO, tak MeOH, avSak aby
nedochézelo k thynu bakterii, musi byt maximalni koncentrace rozpoustédla
2 %.

e Na zéklad¢ difuznich testi byl genotyp ERIC I urCen jako mirné citlivéjsi
k vybranym fenolovym Kkyselinam (kyseliné p-kumarové, 3- a 4-
hydroxybenzoov¢ a t-skotficové) nez genotyp ERIC II.

e U jednotlivych fenolovych kyselin byla stanovena MIC a difuzni testy — ukazalo
se, ze ve vysokych koncentracich maji nckteré latky vradmci trvani testu
dokonce uplny inhibi¢ni ucinek - kyselina p-kumarova v koncentraci 1 mg/mil
a kyseliny 3- a 4- hydroxybenzoova v koncentraci 2 mg/ml.

e Velmi malé koncentrace fenolovych kyselin (fmol/mg) vyskytujicich se
pfirozené¢ v medu nemaji vliv na rist patogena P. larvae, genotyp ERIC I ani
na genotyp ERIC II.

e U smési fenolovych kyselin o koncentraci ptirozené se vyskytujicich v medu
nebyl také prokazan inhibi¢ni Gi¢inek ani na jeden z genotypti patogena P. larvae

e Diky klastrové (shlukové) analyze bylo mozno rozdélit medy s ohledem jejich
puvod.

e Diky klastrové analyze bylo také mozné spojit latky, které patii do stejnych
biosyntetickych drah.

V ramci dal§i prace by mély byt optimalizovany metody pro studium viability
bakterialnich bun€k vhodné pro sledovani pfimého Gc¢inku ihned po aplikaci potencialni
antimikrobidlni latky na bakterii. Dale by také bylo pfinosné najit vhodna rozpoustédla
pro vSechny ziskané fenolické slouceniny a podrobit shlukové analyze vice vzorkl

meda.
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13 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFB american foulbrood (mor v¢eliho plodu)

AmPs antimikrobialni peptidy

ATP adenosintrifosfat

BA2H benzoat-2-hydroxylasa

C4H cinnamat-4-hydroxylasa

COMT-1 O-methyltransferasa kyseliny kdvové nebo 5-hydroxyferulové

DMSO dimethylsulfoxid

F5H ferulat-5-hydroxylasa

HEAE ethylacetatovy extrakt

HME methanolovy extrakt

HMF hydroxymethylfurfural

HPLC high-performance  liquid  chromatography  (vysokoucinna
kapalinova chromatografie)

K2HPO, hydrogenfosfore¢nan disodny

MeOH methanol

MGO methylglyoxal

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace (konstanta)

MRJP major royal jelly protein

oD optical density (opticka hustota)

PAL fenylalaninamoniaklyasa

TTC tetracyklin

UHPLC ultra  high performance liquid chromatography (ultra

vysokoucinna kapalinova chromatografie)
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