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ABSTRAKT

Tato diplomova price se zabyva antimikrobidlnimi vlastnostmi rostlinnych latek.
Charakteristika téchto latek, véetné mechanismu plsobeni na mikroorganismy a jejich
pramyslové vyuziti, je uvedena v teoretické ¢asti. Cilem mikrobiologické analyzy bylo
zjistit rozsah ptsobeni fedénych (10%) a koncentrovanych silic izolovanych z hiebicku
(Syzygium aromaticum), skofice (Cinnamomum) a tymianu (Thymus vulgaris)
na bakterie (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium) a kvasinky
(Yarrowia lipolytica, Candida tropicalis a Saccharomyces cerevisiae). Pro stanoveni
byla pouzita diskova difizni metoda. Vysledky potvrdily antimikrobidlni ucinek
testovanych silic. Nejvétsi inhibiéni vliv na pouzité druhy mikroorganismii meéla

koncentrovana tymianova silice.

Klic¢ova slova: hiebicek, skofice, tymian, bakterie, kvasinky, diskova difuzni metoda,
silice

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the antimicrobial properties of herbal substances.
Characteristics of these substances, including mechanism of action on microorganisms
and their industrial use, is presented in the theoretical part. The aim of microbiological
analysis was to determine the extent of diluted (10%) and concentrated essential oils
isolated from clove (Syzygium aromaticum), cinnamon (Cinnamomum), and thyme
(Thymus vulgaris) against bacteria (Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium) and yeast (Yarrowia lipolytica, Candida tropicalis and
Saccharomyces cerevisiae). To determine them, the disc diffusion method was used.
The results confirmed an antimicrobial effect of tested essential oils. Concentrated

thyme essential oil had the hightest inhibitory activity on all used microbial strains.

Key words: clove, cinnamon, thyme, bacteria, yeast, disc diffusion method, essential

oils
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1 UVvoD

Jiz od antickych dob nachazeli lidé v riznych rostlinach zdroj 1éCivé sily.
Postupem c¢asu bylo u fady rostlinnych latek popsano mnozstvi pozitivnich vlastnosti,
jako je napfiklad antioxidac¢ni aktivita, protizanétlivé puasobeni, antidiabeticka
a antikarcinogenni u¢innost. Zaroven mohou byt tyto pfirodni latky pouzity
proti bakteriim, plisnim, viriim, prvokim a hmyzu.

Diky témto schopnostem se vyuzivaji nejen v oblasti mediciny a farmacie,
ale také napiiklad v potravinaiském pramyslu, zemédélstvi a kosmetice. Rada rostlin
s antimikrobidlnim t¢inkem slouzi jako potravinové prostredky, kterymi lze dosdhnout
zlepSeni ¢i zvyraznéni viung, chuti a celkového aroma kone¢ného produktu. Jsou
pouzivany nejen v ramci pramyslové vyroby, ale také v mnoha domacnostech. K jejich
oblibé u spotiebitelil ptispiva také snadna dostupnost v trzni siti, nenarocné péstovani
a jednoduché pouziti pii kulinarni upraveé riznych pokrmu.

Neustale se zvySujici odolnost mikroorganismu vii¢i antibiotikim a konvenénim,
chemicky syntetizovanym piipravkim, je vazny celosvétovy problém. Z tohoto divodu
stoupa V posledni dobé zajem o mozné vyuziti ptirodnich antimikrobialnich latek
izolovanych z rtiznych druhd rostlin. Bylo zvetejnéno mnoho studii, které dokladaji
jejich G¢innost. Mezi pozitivni faktory jejich pouziti patii také jejich minimalni toxicita
pro ostatni organismy, obnovitelnost zdroji adobra odbouratelnost v zivotnim
prostiedi. Velice dulezitym negativnim cinitelem jejich praktickych aplikaci vSak stale

zlstava vysoka cenova nakladnost.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je zpracovat literarni reSersi, v niz budou shrnuty
poznatky o antimikrobialnim pusobeni ucinnych latek z rostlin. Dale charakterizovat
nejvyznamnéj$i rostlinné latky s antimikrobialnim G¢inkem a objasnit jejich ptisobeni
na mikroorganismy. Popsat moznosti jejich vyuziti, zvlasté v potravinaiském prumyslu.
V experimentalni ¢asti stanovit antimikrobialni ptisobeni vybranych silic. Ziskana data

zpracovat a vyhodnotit. Vysledky uvést v zavéru prace.

10



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Latky rostlinného pivodu s antimikrobialnimi vlastnostmi

Schopnost rostlin syntetizovat aromatické latky, zejména fenoly a jejich
kyslikaté substituované derivaty, je témétf neomezend. Bylo objeveno vice nez 100 000
riznych sekundarnich metaboliti, pficemz piiblizné¢ 10 000 z nich je chemicky
definovanych. Tyto latky se podileji na charakteristickém zbarveni a vlni rostlin. Déle
jsou zodpovédné za obranné mechanismy, a to nejen proti bylozraveim a hmyzu,
ale také proti bakteriim, viraim a plisnim (Cowan, 1999; Razzaghi-Abyaneh et Shams-
Ghahfarokhi, 2011).

Mezi  vyznamné  skupiny  sekundarnich  metaboliti  rostlin,  které
vykazuji antimikrobidlni U¢inky, patii naptiklad fenolické a polyfenolické slouceniny,
terpenoidy a alkaloidy. Lipofilni smési tvofené nékterymi z téchto latek jsou

oznacované jako esencialni oleje neboli silice.

3.1.1 Fenoly a polyfenoly

Jedna se o velice riznorodou skupinu, vyskytujici se prakticky ve vsech
potravindch. N¢které fenoly se vyznacuji vyznamnymi biologickymi G¢inky a mizeme
je tedy tadit mezi tzv. fytoalexiny, pfirodni antioxidanty nebo ptirozené toxické latky.
Jiné fenoly patti k latkdm chutovym, aromatickym ¢i do kategorie pfirodnich barviv
(Velisek et Hajslova, 2009). Antimikrobialni vlastnosti vykazuji zejména jednoduché

fenoly, fenolové kyseliny, chinony, flavonoidy, taniny a kumariny.

3.1.1.1 Jednoduché fenoly a fenolové kyseliny

Nejjednodussi fenoly se sklddaji z jednoho substituovaného fenolického kruhu.
Patii mezi né naptiklad katechol a pyrogalol, u kterych byly prokazany toxické ucinky
proti mikroorganismim. Ty byly zjiStény také u fenolickych kyselin, jako je naptiklad
kyselina kavova a skoficova. Kyselina kavova se vyskytuje v bézn¢ rostoucich bylinach
(estragon, tymian), které 1ze aplikovat proti viriim, bakteriim i plisnim (Cowan, 1999).

Dale bylo prokazano, ze s rostoucim poctem hydroxylovych skupin v molekule
roste také toxicita dané latky. Mechanismus ptsobeni pravdépodobné spociva v inhibici
enzyml oxidovanymi slouc¢eninami, a to v disledku reakci s thiolovymi skupinami

nebo skrze vice nespecifikované reakce s proteiny (Cowan, 1999).
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Do skupiny jednoduchych fenolt se fadi také latky, které jsou soucasti silic.
Jedna se o fenolické slouceniny obsahujici v bo¢nim fetézci tfi uhliky v niz$im
oxida¢nim stupni. Patfi sem napfiklad eugenol (pfitomny v silici hiebicku),
ktery potlacuje rust bakterii a plisni. Dal$i zastupci jsou thymol a karvakrol, chavicol
(nachazi se v bazalce, novém kofeni), isoeugenol, guajakol a dalsi (Velisek et Hajslova,
2009; Cowan, 1999).

Thymol (2-isopropyl-5-methylfenol, obr. 1), nazyvany také jako hydroxycymen,
je hlavnim  monoterpenovym  fenolem nachazejicim se Vvrostlinach  z Celedi
hluchavkovité — Lamiaceae (rody Thymus, Ocimum, Origanum, Satureja, Thymbra,
Monarda). Biosyntetizovan je z y-terpinenu, ze kterého vznika p-cymen, ktery je
nasledné hydroxylovan na thymol. Jeho vyuziti je velmi Siroké, pouziva se naptiklad
v kosmetice, v potravinaistvi (dodani viiné, ochrana pied patogennimi mikroorganismy)
nebo jako soucast insekticidnich a fungicidnich ptipravkd. V poslednich dvou
desetiletich probéhlo nékolik studii zabyvajicich se jeho antibakteridlni aktivitou
(Marchese et al., 2016). Napiiklad prace Mathela et al.(2010) potvrdila inhibi¢ni u¢inky
thymolu na grampozitivni (Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, Staphylococcus epidermidis) i gramnegativni (E. coli) bakterie.

H,C CH,

OH

CH,
Obr. 1: Thymol
3.1.1.2 Chinony

Chinony jsou slozeny z aromatického kruhu se dvéma keto skupinami.
Nejcast€ji  jsou  odvozeny od  benzo-1,4-chinonu, anthra-9,10-chinonu
a nafto-1,4-chinonu. Jedna se predevsim o zluté, ¢ervené a hnéd¢ zbarvené slouceniny
s vysokou reaktivitou. Vznikaji naptiklad v pribéhu enzymového hnédnuti pii krajeni
ovoce ¢i zeleniny. V ptirodé se vyskytuji v riznych ¢astech vyssich rostlin, liSejnicich,

vyssich houbach i mikroorganismech (Velisek et Hajslova, 2009; Cowan, 1999).

12



Jejich antimikrobialni aktivita je zplGsobena poskozenim protein. Chinony
vytvaii ireversibilni komplexy s nukleofilnimi aminokyselinami, které jsou zabudované
v bilkovinach. Tyto bilkoviny ztraci svoji funk¢nost, coz vede k inaktivaci celého

organismu (Cowan, 1999).

3.1.1.3 Flavonoidy

Jejich zakladni strukturu tvofi dva benzenové kruhy, které jsou spojené
tifuhlikatym fetézcem. Tento fetézec je soucasti heterocyklického kruhu odvozeného
od pyranu. Flavonoidy se tedy fadi mezi derivaty flavanu (obr. 2). Z chemického
hlediska je 1lze klasifikovat podle jejich molekularni struktury, rozdila
V heterocyklickém kruhu nebo stupné jejich oxidace. Mezi zakladni struktury patii
katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly
a anthokyanidiny (Velisek et Hajslova, 2009).

O

/
Obr. 2: Flavan

Flavonoidy jsou nejbéZznéjsi skupinou fenolickych latek vyskytujicich
se v rostlinach, a to témét ve vSech jejich Castech. Jejich dobrymi zdroji jsou ovoce
a zelenina, dale vino, €aj, semena, ofisky, borivky, ostruziny, ¢ervené fazole, propolis
amed. Nejcastéji ptitomnou flavonoidni latkou ve stravé je kvercetin (Ahmad et al.,
2015).

Mezi vlastnosti flavonoid patfi vychytdvani volnych radikalti a antioxidac¢ni
aktivita. Pusobi také proti rakoving€, protialergicky, protizanétlivé a proti
mikroorganismim (Razzaghi-Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011).

Nedavné studie vysvéetluji antibakteridlni aktivitu flavonoidii tfemi rGznymi
mechanismy. Prvni zplisob popisuje perforaci cytoplazmatické membrany a tim
zhorSeni membranové fluidity. Déle se jedna o inhibi¢ni efekt plsobici na energeticky
metabolismus nebo o inhibici syntézy nukleovych kyselin. Flavonoidy mohou také

neutralizovat bakterialni toxiny. Bylo prokazano, ze katechiny brani toxinim bakterie
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Staphylococcus aureus (in vitro, in vivo). Podobné inhibuje také isoflavan genistein
exotoxiny a dale ma ochranny efekt proti infekci zpisobené bakterii Vibrio vulnificus
(Ahmad et al., 2015).

U flavonoidia jako je rutin, morin, kvercetin, apigenin, hesperidin, katechin
a dalsi, byly prokdzany antivirotické vlastnosti. Tyto latky jsou efektivni naptiklad proti
viru chiipky a herpes simplex viru. Proti viru HIV G¢inné pasobi glycyrrhizin, chrysin a
swertiofranchetin (Ahmad et al., 2015; Cowan, 1999).

3.1.1.4 Taniny

Taniny neboli tfisloviny jsou obecné popisovany jako skupina polymernich
fenolii vyznacujicich se adstringentni chuti. Hojn€ se vyskytuji naptiklad v zeleném caji
nebo ¢erveném viné. Z chemického hlediska se rozdé€luji na dvé velké skupiny — taniny
hydrolyzované a kondenzované. Kondenzované taniny oznacované také jako flavolany
jsou derivaty monomernich flavonoidi. U hydrolyzovanych tfislovin je zékladni
struktura tvotfena estery kyseliny gallové a glukozy, jednd se o tzv. polygalloylestery
(Velisek et Hajslova, 2009; Cowan, 1999). Jsou rozpustné ve vodé a maji schopnost
srazet proteiny a alkaloidy (Ekambaram et al., 2016).

Ttislovinam je pfipisovdna fada pozitivnich vlastnosti, jako je stimulace
schopny 1é¢it a pfedchazet riznym onemocnénim (Cowan, 1999).

Antibakteridlni u€inky taninl spocivaji v tvorb€ kovalentnich vazeb
S povrchovymi proteiny mikroorganismi. Potlacuji riist plisni, kvasinek a bakterii.
Kyselina tfislova obsazena naptiklad v kakaovych bobech, hroznech a ¢aji inhibuje rtst
intestinalnich bakterii jako je Escherichia coli, Clostridium perfringens, Enterobacter

cloacae a Bacteroides fragilis (Cowan, 1999; Ekambaram et al., 2016).

3.1.1.5 Kumariny

Jednoduché kumariny jsou strukturné odvozené od d-laktonu kyseliny
hydroxyskoticové. Zakladni latkou je kumarin (obr. 3), ktery je typicky svou vini
po Cerstvém jeteli. Ve vétsim mnozstvi se nachazi u Celedi bobovitych (komonice),

motenovitych (svizel vonny) a lipnicovitych (tomkovice vonnd) (VelisSek et Hajslova,
2009).
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vlastnosti. Jsou vysoce toxické pro hlodavce. Antibakteridlni ucinky byly popsany

u extraktu z mafinky vonné (Cowan, 1999).

AN

0~ X0
Obr. 3: Kumarin

3.1.2 Terpenoidy

Terpeny a terpeniody tvoii rozsdhlou skupinu sekundarnich metabolitii, které
jsou biosyntetizované mnoha riznymi druhy rostlin. Bylo identifikovano téméi 30 000
odlisnych terpenoidil. V rostlinach plni fadu zakladnich funkci, jako je naptiklad rast
a vyvoj, ochrana proti fotooxida¢nimu stresu, obrana vic¢i patogentim a bylozraveim
a dalsi (Velisek et al., 2008).

Jedna se o modifikované oxidované terpeny, jejichz zakladni struktura je tvofena
pétiuhlikatymi jednotkami isoprenu (2-methylbuta-1,3-dienu, obr. 4). Lze je rozdélit
na monoterpeny (C10), seskviterpeny (C15), diterpeny (C20), triterpeny (C30)
a tetraterpeny (C40). Synteticky ziskané i prirodni derivaty terpent a terpenoidi jsou
Siroce vyuzivany jako aromata v parfumérii nebo jako ochucujici aditiva

V potravinarském prumyslu (Velisek et al., 2008).

CH,

Obr. 4: Isopren

Terpeny i terpenoidy aktivné plsobi proti bakteriim, houbam, virim a prvokim.
Diky svému lipofilnimu charakteru narusuji membranu bunék. Vysledkem je zvySena
membranova fluidita a permeabilita, poskozeni proteini membrany a inhibice respirace.
Kyselina betulinové (triterpen) je jedna z mala terpenoidd, u kterych byly objeveny
inhibi¢ni G¢inky proti viru HIV (Cowan, 1999; Trombetta et al., 2005).
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3.1.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin obsahujici ve své molekule atom
dusiku. Je pro né€ charakteristicka nizkd molekulova hmotnost a heterocyklicka struktura
(Razzaghi-Abyaneh a Shams-Ghahfarokhi, 2011). Vétsina alkaloidi je syntetizovana
rostlinami (listy, kira, kofeny, semena), dale mohou byt izolovany z mechd, plisni,
nékterych bakterii a dokonce i ze zvifat, jako jsou napiiklad mravenci, mnohonozky,
berusky, brouci, motyli, korysi, zaby, ropuchy a mloci (Velisek et al., 2008).

Alkaloidy jsou vysoce reaktivni latky, které tc¢inkuji jiz v nizkych
koncentracich. Podle zakladni N-heterocyklické struktury a hlavnich prekurzora
biosyntézy se obecné rozd€luji na tfi hlavni skupiny. Pravé alkaloidy jsou
N-heterocyklické baze odvozené od stejnych prekurzori. Mohou se dale d¢lit
na alkaloidy pyridinové (nikotin, nornikotin), piperidinové (piperin), pyrrolidinové,
pyrrolizidinové (senecionin), chinolizidinové (lupin, lupinin) a chinolinové (chinin,
chinidin). Protoalkaloidy se odvozuji od aminokyselin, jedna se o alifatické
aminoslou¢eniny. Do této skupiny patii kapsaicinoidy. Pseudoalkaloidy jsou pak
derivaty N-heterocyklickych bazi, které vznikly zjinych prekurzort. Radi se sem
alkaloidy purinové (kofein, theobromin) a terpenoidni (solanin, tomatin) (Velisek et al.,
2008).

Antimikrobidlni aktivita byla prokazana naptiklad u solamarginu (glykoalkaloid
izolovany zbobuli Solanum khasianum) a dale u diterpenovych alkaloidu, které
sebézné¢  vyskytuji ~ vrostlinach zc&eledi Ranunculaceae  (pryskyinikovité).
Proti trypanosomam a plasmodiim je u¢inny berberin (obr. 5). Kapsaicin puisobi
na jednotlivé mikroorganismy rozdiln€. Bylo prokazano, Zze na bakterie ma vliv
inhibi¢ni (napiiklad Helicobacter pylori), zatimco u Candida albicans rast podporuje.
Mechanismus pusobeni alkaloidi na mikroorganismy je spojen s interkalaci
do struktury DNA (Cowan, 1999).

Obr. 5: Berberin

16



3.1.4 Dalsi latky s antimikrobidlnim tG¢inkem

Kromé vySe jmenovanych sloucenin jsou vyznamné také nékteré peptidy, které
maji schopnost kontrolovat nebo zastavovat rist mikroorganismil. Antimikrobidlni
peptidy (AMPs) mohou byt izolovany z velkého mnoZstvi rostlin, nebo jejich ¢asti.
Jsou dulezitou slozkou vrozeného imunitniho systému a signalnich drah. AMPs
interaguji S grampozitivnimi 1 gramnegativnimi bakteriemi, prvoky, kvasinkami,
plisnémi a viry. Mechanismus u¢inku spoc¢iva v poruseni cytoplazmatické membrany.
Kationtové peptidy mohou také inhibovat transport proteinii nebo enzymi, reagovat
sDNA a RNA, zptsobovat inhibici iontovych kandalkli a pierusovat syntézu
peptidoglykenu (Meneguetti et al., 2017).

Antimikrobialni vlastnosti dale vykazuji polyaminy, isothiokyanaty a glukosidy
(Cowan 1999).

3.1.5 Mechanismy uéinku rostlinnych latek na mikroorganismy

Ptehled zakladnich zptsobt inhibi¢niho pliisobeni vybranych rostlinnych latek

na mikroorganismy je uveden v tabulce 1.

Tab. 1: Mechanismy uc¢inku rostlinnych latek na mikroorganismy (Cowan, 1999

- upraveno)

Zatazeni Antimikrobiilni latka Mechanismus u¢inku

Jednoduché fenoly  Epikatechin Poruseni membrany

Chinony Hypericin Vytvofeni komplexu s bunéénou
sténou, maktivace enzymil

Flavonoidy Chrysin Vytvoteni komplexu s buné¢nou
sténou

Flavony Abyssmon Inaktivace enzymil, inhibice
reverzni transkriptazy u HIV viru

Taniny Elagitanin Vazba na protemy, inhibice
enzymil, vytvofeni komplexu s
bunné¢nou sténou, poruseni
membrany

Kumariny Warfarm Interakce s DNA

Terpenoidy Kapsaicin Poruseni membrany

Alkaloidy Berbenn, Piperin Interkalce do bun&né stény
a/nebo DNA
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3.1.6 Esencialni oleje

Esencialni oleje patifi mezi sekundarni metabolity aromatickych bylin, keti
I stromil. Jejich ukolem je chranit rostlinu pfed mikroorganismy a hmyzem. Silice
mohou byt syntetizovany v riiznych rostlinnych organech, jako naptiklad v poupatech,
kvétech, listech, stoncich, vétvich, semenech, bobulich, kofenech, dfevu nebo kure.
Nésledné¢ jsou wulozeny v sekre¢nich buiikach, dutinach nebo kandlcich, dale
Vv epidermalnich bunikach a trichomech. Pro primyslové vyuziti jsou Casto ziskavany
pomoci destilace vodni parou nebo superkritickou fluidni extrakci (SFE), zejména
za pouziti oxidu uhli¢itého (Andrade et al., 2014). Jako dalsi mozné zptisoby ziskani
silic uvadi Velisek také extrakci nepolarnimi rozpoustédly nebo lisovani rostlinnych
¢asti a nasledné oddélovani vrstev (Velisek et Hajslova, 2009).

Z chemického hlediska se jedna o heterogenni hydrofobni kapalné smési slozené
z tekavych aromatickych sloucenin (alkoholy, aldehydy, fenoly, terpeny, terpenoidy,
karotenoidy, kumariny a dalsi). Za latky, které maji duleZitou roli ve sloZeni riznych
druht silic, jsou povazovany predevsim aromatické fenoly (karvakrol, thymol, safrol,
eugenol), terpeny (pinen, myrcen limonen, p-cymen, terpinen) a terpenoidy (Razzaghi-
Abyaneh et Shams-Ghahfarokhi, 2011; Pandey et al., 2017).

Jako lipofilni slou¢eniny prochazi silice pfes bunécnou sténu a cytoplazmatickou
membranu az do bunky mikroorganismt. Cytotoxicka aktivita je ziejmé spojena
S naruSenim struktury polysacharidli, mastnych kyselin a fosfolipidi. Diky tomuto
mechanismu ptisobeni miize byt zasazeno vice cili ve stejnou dobu. Antimikrobialni
pusobeni silic je ovlivnéno nejen jejich slozenim, ale také slozenim vnégjSich struktur
mikroba, jejich propustnosti a nabojem (Andrade et al., 2014).

Mezi nejvyznamnéj$i ucinky silic patfi jejich antioxidacni, antimikrobialni
ainsekticidni aktivita. Déle jsou studovany pro své antifungdlni, antivirotické,
antihelmintické, ovocidni, larvicidni a moluskocidni vlastnosti. Pusobi také
proti viedim a zanétim. Diky Sirokému spektru pozitivnich G¢inkd jsou vyuzivany
v fad€ primyslovych odvétvi, naptiklad ve farmacii a krmivafstvi. Své uplatnéni nalezly
také v kosmetickém primyslu, kde slouzi jako aditiva ke zvyraznéni viné mydel ¢i

parfému (Pandey et al., 2017).
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3.1.7 Vyuziti latek s antimikrobialnim tG¢inkem

Spole¢né s zivymi kulturami mikroorganismi, produkty mikrobialni fermentace
a primarnimi metabolity rostlin, mohou byt vySe uvedené latky vyuzivany jako soucast
dopliikkovych smési pro hospodaiska zvirata. Bylo napiiklad prokdzéno, ze smeés
triterpenovych saponinti, izolovanych =z nékterych druhti bakopy, chrani zvifata
pted infekci, urychluje jejich rast, zvySuje jejich imunitu, produktivitu, dojivost, kvalitu
mléka a vajec. Mezi vyhody pouziti téchto latek patii nesporné také to, Zze jsou
ziskavany z obnovitelnych zdrojti, nevznikd na né rezistence mikroorganismd,
nehromadi se v Zivotnim prostiedi a tudiz ho ani nezneéistuji (Opletal et Simerda,
2009).

Alkaloidy se kvili svym vyznamnym biologickym vlastnostem V soucasnosti
pouzivaji pfedev§im ve farmacii. Naptiklad atropin, ziskavany z ruliku zlomocného
(Atropa belladonna), se vyznacuje svymi protikieGovymi ucinky a je vhodny k 1é¢eni
zanétu tlustého stieva. Z rostliny Erythroxylon coca, ktera se nachazi v oblasti Stéedni
Ameriky, se pro farmaceutické ucely ziskava kokain (piisobi anesteticky a stimula¢né
na centralni nervovy systém). Dale se vyuziva také reserpin (jako sedativum
a trankvilizér) a efedrin, ktery snizuje piekrveni sliznic (McMurry, 2007).

Esencialni oleje extrahované zriznych druhd rostlin (naptiklad Anacardium
occidentale, Myristica fragrans, Ricinus communis nebo Cocos nucifera) jsou
vyuzivané k syntéze stfibrnych nanocastic (AgNPs). V procesu jejich ptipravy maji
hlavni vyznam nizkomolekularni aromatické a alifatické terpenoidy. AgNPs se uplatiiuji
v textilni vyrobé a mikroelektronice. Jejich pouziti v biologickych aplikacich zahrnuje
oblast zemédélstvi, vyrobu potravin 1 naklddani s odpady. Pro své antimikrobidlni,
antiparazitické, antidiabetické, antioxidacni a protinadorové vlastnosti se vyuzivaji
pii 1é¢be, biomolekularni detekei a diagnostice (Mashwani et al., 2016).

V potravinafstvi jsou rostlinné latky s antimikrobialnim G¢inkem rovnéz Casto
vyuzivany. Jiz od pocatka lidské civilizace se silice pouzivaji k ochucovani pokrmi
anapoju. Jejich dalsi moznd aplikace souvisi s ochranou potravin pfed hmyzem,
patogennimi houbami a bakteriemi v prib&hu jejich skladovani. Nedavné studie
potvrzuji, ze pouziti silic prodluzuje dobu trvanlivosti. Napiiklad skotficova silice
eliminovala houbové choroby vyskytujici se na bananech a tim zvysila dobu jejich
skladovéani o 28 dni. PtestoZze dostupna literatura oznacuje silice za vysoce specifické,

biodegradabilni, s minimalnim vlivem na necilené organismy a netoxické pro ¢lovéka,
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jejich komeréni vyuziti ma i své nevyhody. Jedna se pfedevsim o cenovou efektivitu
(Pandey et al., 2017; Andrade et al., 2014). Piekazkou jejich pouziti je také
nedostatecna reprodukovatelnost. Kvili vysokému poctu bioaktivnich latek, které
obsahuji je casto jejich biologickd ucinnost zna¢né rozdilna. Dal$Sim limitujicim
faktorem, ktery omezuje jejich pouziti je i jejich vyrazné aroma (Ribeiro-Santos et al.,
2017).

Esencidlni oleje mohou byt piidavany pfimo do potravin nebo zaclenény
do jejich obald. Jsou cenény zejména pro své ochranné antimikrobidlni a antioxidacni
ucinky. Pouzivanymi silicemi jsou napiiklad silice z bazalky (Ocimum basilicum),
rozmaryny (Rosmarinus officinalis), kardamomového semene (Elettaria cardamomum)

a hefmankového kvétu (Matricaria chamomilla) (Ribeiro-Santos et al., 2017).

3.2  Obecna charakteristika vybranych druhi rostlin
3.2.1 Hrebickovec vonny (Syzygium aromaticum)

Pojem hiebi¢ek oznacuje susend kvétni poupata pochazejici z hiebickovce
vonného (Syzygium aromaticum, ¢eled” myrtovité), ktery je Siroce rozsifen v mnoha
tropickych zemich (Ramadan et al., 2013). Jedna se o stalezeleny strom, vysoky
8 — 12 m, vyjimeéné az 20 m. Ma hustou kuZelovitou korunu. Listy jsou na lici tmaveé
zelené, lesklé, na rubu svétlejsi. Jejich tvar je podlouhly, elipticky nebo kopinaty. Kvéty
jsou uspotradany do hustych vrcholi¢natych kvétenstvi. Plodem je bobule obsahujici
1 -2 semena (Vali¢ek, 2005).

Hiebicek obsahuje Sirokou $kalu potencialné bioaktivnich sloucenin, jako jsou
napiiklad seskviterpeny, taniny a terpenoidy. Jeho hlavni vonnou slozkou je eugenol
(4-allyl-2-methoxyfenol), u kterého byla prokazana antifungalni aktivita (Ramadan et
al. 2013). Andrade et al. (2014) ve své studii uvadi, Zze eugenol je v hiebickové silici
obsazen v mnozstvi 83,63 %. Dale je zde ptitomny B-karyofylen (12,39 %), a-humulen
(3,05 %) a eugenol acetat (0,95 %).

U hiebi¢kového esencialniho oleje bylo zjisténo mnoho biologickych ucinkd,
jako jsou antimikrobialni, insekticidni a antioxidacni vlastnosti. Tradi¢né je pfidavan
do potravin ke zlepseni aroma. Jeho pfitomnost v syrech a mase vykazuje antilisterickou
aktivitu. Mtize byt ovsem pouzit také v fadé nepotravinarskych aplikaci. Je naptiklad
ucinny proti bakteriim pifitomnym V dutiné ustni, které zplsobuji zubni kaz

a parodontopatii. Dale chrani proti tkafiovym onemocnénim ocnich ¢ocek a srde¢niho
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svalu. Pfitestu provedeném na diabetickych krysach bylo prokazéno, ze hiebickova
lé¢ba vyznamné snizuje zvySenou hladinu cukru v krvi a peroxidaci lipidd (Ramadan

etal., 2013).

3.2.2 Skoficovnik (Cinnamomum)

Skoticovnik se fadi k Celedi Lauraceae (vaviinovité). Ve svét€é je jednim
v Cing, Indii, Vietnamu, Malajsii, na Madagaskaru, Sri Lance a Seychelskych ostrovech
(Jeyaratnam et al., 2016).

Rod Cinnamomum zahrnuje piiblizn¢ 200 druhd rostlin. Hospodaisky
nejvyznamngéjsi je skoficovnik cejlonsky (Cinnamomum zeylanicum, syn. Cinnamomum
verum) a skoficovnik ¢insky (Cinnamomum cassia). V obou piipadech se jedna
o stalezelené stromy (popiipadé kete). Listy jsou vstficné, jednoduché a napadné
zilkované. Nendpadné drobné kvéty, zluté zbarvené, vyrtstaji v fidkych vrcholi¢natych
kvétenstvich. Plodem je bobule modro¢erné barvy (Valicek, 2005).

Skoficovy esencidlni olej je znamy svymi antioxida¢nimi, antibakterialnimi
potravinaistvi a farmaceutickém pramyslu (Xing et al., 2014). Pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) identifikoval Unlu et al. (2010) devét
hlavnich slozek skoticové silice (Cinnamomum zeylanicum), které piedstavuji 99,24 %
z celkového vzorku. Jedna se o a-pinen (1,64 %), benzaldehyd (9,94 %), 1,8-cineol
(1,55 %), limonen (4,42 %), linalool (1,38 %), cinnamaldehyd (68,95 %), eugenol
(2,77 %), cinnamyl acetat (7,44 %) a skoficovou kyselinu (1,15 %).

Kromé vyse uvedenych vlastnosti byly u silice z Cinnamomum cassia prokazany
protialergické a protinddorové UCinky. Antimutagenni aktivita je zfejma také
u esencialniho oleje z Cinnamomum zeylanicum. Mezi jeho dalsi ptiznivé vlivy patii

insekticidni a akaricidni ptisobeni (Jeyaratnam et al., 2016; Unlu et al., 2010).

3.2.3 Tymian obecny (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris (z feckého slova thymos — odvazny, silny) patii do Celedi
Lamiaceae, neboli hluchavkovité. Tato Celed obsahuje pfiblizn¢ 220 rodl, ptficemz
nejvice pribuznymi tymianu jsou Origanum, Satureja, Micromeria a Thymbra. Tymian

je Siroce rozsifen v oblasti Stfedozemniho mofte, ktera je také oznacovana za ptivodni
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centrum jeho vyskytu. Konkrétné se jednd o zapadni ¢ast Stiedozemi. V soucasnosti
je b&zné péstovan napiiklad v Italii, Spanélsku, Francii nebo Recku. Roste ale také
v oblasti USA a na jihovychodni a jihozapadni Sibifi a Zakavkazsku (Morales, 2002;
Valicek, 2005).

Charakteristickymi morfologickymi znaky pro tymian jsou jednoduché
celokrajné listy s kratkymi ftapiky, dale Ctyfhrannd lodyha, ktera ve spodni casti
dfevnati, a drobné kvéty usporddané do kvétenstvi lichoklas slozeny z lichopteslent.
Zbarveni dvoupyskaté koruny mize byt fialové, rizové, krémové ¢i bilé barvy. Vyska

rostliny je 20 — 40 cm (Morales, 2002; Valicek, 2005).

Obr. 6: Tymian obecny

Z chemického hlediska obsahuje tymian flavonoidy, taniny, saponiny, fenolické
slouceniny a zvlasté¢ esencialni oleje, jejichz dominantnim zéstupcem je monoterpen
thymol. Hlavni slozky komeréné dostupné tymianové silice jsou: tymol (23 — 60 %),
y-terpinen (18 — 50 %), p-cymen (8 — 44 %), karvakrol (2 — 8 %) a linalool (2 — 4 %).
Na zéklad€ prevazujiciho zastoupeni jednotlivych monoterpenoidll v esencidlnim oleji
se rozlisuje nekolik riznych variant a kultivart tymianu obecného (Satyal et al., 2016;
Ferreira et al., 2016).

Vyuziti tymianu je velmi Siroké. Jiz od antickych dob je pouzZivan
V potravinafstvi. Pfidava se do likérti, k masu a k syrim pro ochuceni. V dnesni dob¢ je

také soucasti provenséalského kofeni a tzv. Bouguet garni (svazek bylinek vhodnych
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pro ptipravu polévek, vyvart a dalSich pokrmt). Diky své typické viini je ¢asto soucasti
kosmetickych produktl, jako napiiklad deodoranti, zubnich past a Ustnich vod.
V medicin¢ je dobie znamou bylinkou, ktera se po tisice let vyuziva naptiklad
proti kasli, zubnimu plaku, bronchitidé, koznim infekcim, alopecii a gastrointestinalnim

problémam (Satyal et al., 2016; Tohidi et al., 2017).

3.3 Obecna charakteristika testovanych druhii mikroorganismi
3.3.1 Bakterie

Bakterie patfi mezi prokaryotické organismy, které jsou charakteristické tim,
Ze bakterialni chromozom je v cytoplazmé uloZzen volné. Jejich velikost se nejcastéji
pohybuje vrozmezi 0,5 — 1,5 um. Tvary bunék jsou tyCinkovité, méné¢ Casto pak
kulovité nebo vlaknité. Dle stavby bunécné stény lze bakterie rozdélit na grampozitivni
a gramnegativni druhy. Pokud se Gramuv barvici roztok z bunék nevymyva, jedna se
0 grampozitivni bakterie. Ty maji v bunééné sténé silnou vrstvu peptidoglykanu,
ktera je vyplnéna teichoovou kyselinou. Na peptidoglykan jsou dale navazany jesté
polysacharidy skladajici se z glukosy, galaktosy, mannosy a tak dale. Bunécna sténa
gramnegativnich bakterii je slozena ztenké peptidoglykanové vrsty a z vnéjsi
membrany, kterd je slozena z fosfolipidil, protein, lipoproteint a lipopolysacharidii.

Prostor mezi témito strukturami se oznaduje jako periplazmaticky (Silhankova, 2002).

3.3.1.1 Rod Escherichia

Taxonomické zatazeni rodu Escherichia je nasledujici: doména: Bacteria, kmen:
Proteobacteria,  tfida: Gamma  Proteobacteria,  fad: Enterobacteriales,
¢eled: Enterobacteriaceae (Sedlacek, 2007).

Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae jsou spojeny s mnoha problémy tykajicimi
se bezpecnosti a trvanlivosti potravin. Mohou byt pfitomny naptiklad v nedostate¢né
zpracovanych mléénych produktech. Enzymatickym rozkladem proteini nebo lipida
vyvolavaji kazeni vyrobki, které vede k podstatnym ekonomickym ztratam (Ntuli et al.,
2016).

Escherichia coli je sou¢asti normalni intestinalni mikroflory ¢lovéka i dalSich
savcu (Fratamico et al., 2016). Vyskytuje se ve spodni ¢asti stievniho traktu a tudiz také
ve vykalech. Pokud je ptitomna ve vodé nebo potravinach, je ziejmé, ze doslo k jejich

kontaminaci fekaliemi. Escherichia coli patii do skupiny gramnegativnich tycCinek,
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fermentuje jednoduché cukry za vzniku organickych kyselin (kyselina mlécna,
pyrohroznova, octova, mravenéi), oxidu uhli¢itého a vodiku (Silhdnkova, 2002).

K sérotypizaci E. coli se tradi¢né vyuziva test zalozeny na reakci protilatky
a urcitého antigenu, ktery je umistény na povrchu bunky. V soucasné dob¢ rozliSujeme
pfiblizné 186 O-antigen sérotypti a 53 sérotypi s H-antigenem. Patogenni skupiny
E. coli, které zpuisobuji fadu onemocnéni lidi a zvifat, 1ze rozdé€lit na druhy zptsobujici
prijmova a extraintestindlni onemocnéni (zanét mocovych cest, meningitida,
pneumonie, septikémie a dalsi). Podle faktoru virulence, které E. coli nese, se dale
rozliSuje na kmeny enteropatogenni (EPEC), enterotoxigenni (ETEC), enteroinvazivni
(EIEC), enteroagregacni (EAEC), Shiga-toxin produkujici E. coli (STEC), difuzné
adherentni (DEAC) a adherentné invazivni (AIEC) (Fratamico et al., 2016).

3.3.1.2 Rod Enterococcus

Z fylogenetického hlediska patii rod Enterococcus do skupiny grampozitivnich
druhti. Jako samostatny rod vznikl v roce 1984, vyclenénim z rodu Streptococcus.
Bakterie Streptococcus faecalis a Streptococcus faecium byly reklasifikovany
na Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium. Spole¢né s rody Bavariicoccus,
Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus a Vagococcus se fadi
do celedi Enterococcaceae (Lebreton et al., 2014).

Zastupci tohoto rodu se vyskytuji v gastrointestinalnim traktu lidi a zvifat.
Stejné tak jsou pfitomni také ve stfevech hmyzu, v tradi¢nich fermentovanych
vyrobcich, v mléénych produktech, na rostlinach, v piidé a ve vod¢€. Jsou oznacovani
jako indikatorové bakterie fekalniho znecisténi (Lebreton et al., 2014). Ekologické
studie ukazuji, ze jejich Siroké rozsifeni je zptisobeno jejich snadnou adaptaci. Bakterie
jsou schopny rdstu v aerobnim i anaerobnim prostiedi, které obsahuje 5 — 10 %
chloridu sodného. Dale snasi az 40 % soli zlu¢ovych kyselin a hodnoty pH v rozmezi
4,6 — 9,9. Prezivaji teplotu 63,5 °C po dobu tficeti minut. V nemocni¢nim prostiedi
mohou u imunokompromitovanych pacient zpusobovat vznik infekci (Chajecka-
Wierzchowska et al., 2017).

Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium jsou obecné nejCastéji se
vyskytujicimi enterokoky v potravinach. Diky svym proteolytickym a esterolytickym
vlastnostem, schopnosti produkovat diacetyl a dal§i vyznamné aromatické slouceniny,

jsou Casto vyuzivany napiiklad pfi vyrobé salami, klobés nebo pii zrani tradi¢nich syrt
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vyrabénych ve Stiedozemi (Recko, Itlie, Spanélsko, Portugalsko). Jejich mnozstvi se
pohybuje vrozmezi 10*— 10° CFU/g. Naopak jako kontaminujici mikrofléra se

vyskytuji u fermentovanych Spanélskych zelenych oliv (Lebreton et al., 2014).

3.3.2 Kvasinky

Kvasinky se fadi do #ise houby (Fungi). Jedna se o heterotrofni eukaryotni
mikroorganismy. Jejich cCesky nazev je odvozen od schopnosti zkvaSovat
monosacharidy, nékteré disacharidy a popiipadé také trisacharidy (Silhankova, 2002).
V potravinaiském primyslu maji jak pozitivni vyznam (napiiklad vyroba piva, vina,
lihu akvasnic), tak také negativni (kaZeni masa, ryb, dribeze a podobn¢) (Gorner
et Valik, 2004).

Pro sviyj rist vyzaduji kvasinky kyslik. Pfi jeho nedostatku v§ak mohou pfeménit
svllj metabolismus na fermentacni, kdy dochazi ke zkvasovani jednoduchych cukrt
za vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého. Teploty, které jsou pfiznivé pro kvasinky,
se pohybuji v rozmezi 0 — 45°C. Siroké rozpéti je také u hodnot pH (3 — 11), pii¢emz
nékteré druhy snasi hodnoty pH az 1,5 (Gorner et Valik, 2004).

3.3.2.1 Rod Saccharomyces

Rod Saccharomyces patii mezi rody tvofici askospory. Ty maji kulovity
az elipsoidni tvar, v asku se nachazi v po¢tu 1 — 4. Kvasinky nalezZici do tohoto rodu
nikdy nevyuzivaji jako zdroj uhliku laktosu a jako zdroj dusiku dusi¢nan (NOs.). Jejich
tvar je vétsinou kratce elipsoidni, vejéity nebo az protahly (Silhankova, 2002).
Optimalni hodnoty pH pro Saccharomyces cerevisiae, ktera nalezi do tohoto rodu, se
pohybuji v rozmezi 2,5 — 8,5. Nicméné jako acidofilni organismus 1épe roste v prostiedi
s kyselym pH (Liu et al., 2015).

JiZz v davné minulosti vyuzivali lidé schopnosti kvasinek preménit cukry
na ethanol a zddouci vonné slouceniny. Ziskavali tak potraviny a napoje s prodlouzenou
trvanlivosti, bohaté na senzoricky aktivni latky, s lepsi stravitelnosti, a diky pfitomnosti
alkoholu zptsobujici dobrou naladu. Jako cisté kultury se zacaly pouzivat az v 19.
stoleti, a to diky prikopnické praci Louise Pasteura a Emila Christiana Hansena
(Gallone et al., 2016).

Saccharomyces cerevisiae je jedna z nejrozsitenéjSich kvasinek v prostiedi,

Casto oznaCovédna jako pekaiskd nebo pivni kvasinka. Kromé vyuziti v pekatském
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primyslu a pivovarnictvi se pouziva naptiklad pfi vyrobé bourbonské whisky,
jable¢ného cideru nebo fermentovaného ryzového napoje, bézné nazyvaného jako saké.
Pro jednotlivé komodity existuji specifické kmeny, které se liSi naptiklad tvorbou
ruznych organickych kyselin a esterti ovliviiyjicich vyslednou vini vyrobku. Ve forme
pekatského drozdi je Saccharomyces cererevisiae dobrym zdrojem bilkovin a vitamint
skupiny B, svyjimkou kobalaminu. Casto je vyuZivana také jako doplnék stravy,

zvlasté v zemich, kde je v potravé nedostatek proteinti (Moyad, 2007).

3.3.2.2 Rod Candida

Jako symbiotické organismy se kvasinky rodu Candida vyskytuji u 75 %
zdravych jedincti a u kompromitovanych pacienti mohou zptsobovat vznik infekénich
onemocnéni. Za nejvice patogenni druh je obecné povazovana Candida albicans a dale
Candida tropicalis (Weerasekera et al., 2016).

Pro Candida tropicalis jsou charakteristické kulovité nebo mirné elipsoidni
buiky o velikosti 4,3 — 7,2 x 5,8 — 10,8 um, které¢ snadno tvoifi pseudomycelium.
Kolonie jsou mekké, krémovité, hladké nebo kuceravé. Jako kontaminant se casto
vyskytuje v kvasném prumyslu, kdy diky svym nizkym narokim na prostedi vytlacuje
z fermentace jiné kvasinky. Pod nazvy Candida kefyr ¢i Candida murmanica se pouziva
pro vyrobu drozdi z netradi¢nich substrati, které je ur¢ené pro krmné ucely (Kalhotka,
2014).

Vznik infekci zpisobenych Candida tropicalis muze byt u lidi spojen
s antineoplastickou 1écbou, vyskytem akutni leukémie nebo neutropenie. Rychlé Sifeni
a vysoka mortalita je zfejmé zpusobena tadou faktorti virulence, které se u Candida
tropicalis nachazi. Jedna se napiiklad o produkci hemolytickych faktort, sekreci
lytickych enzymt (pfedevSim fosfolipaz a protedz, které hraji dilezitou roli pii invazi
a preziti v hostitelské tkani) a dobrou pfilnavost k povrchu bunky (Brilhante et al.,
2016).

3.3.2.3Rod Yarrowia

Rod Yarrowia byl vytvoifen Van der Walt a Von Arx v roce 1980, kdy David
Yarrow z Delfské mikrobiologické laboratofe tento rod identifikoval. VétSina kment

rodu je striktné aerobni a neni schopna ristu pii teploté vyssi nez 32 °C (Nicaud, 2012).
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Yarrowia lipolytica (diive oznaCovana jako Candida lipolytica) je v ptirod¢
Siroce rozsifena. Nachdzi se také v masnych vyrobcich, véetné parkd, a v mléénych
produktech, zvlasté v syrech. Miize se vyskytovat také na fekaliich, orofaryngealnich
vytérech a koznich stérech asymptomatickych osob. Piesto, ze byla diive povazovana
za kvasinku s nizkou virulenci, bylo zji§téno, Ze Se muze podilet na vzniku
nozokomialnich nakaz (Zhao et al., 2015).

V mnoha biotechnologickych a environmentalnich oblastech neustale roste
zajem o vyuziti této kvasinky. Yarrowia lipolytica je schopna rozkladat a vyuzivat
Siroké spektrum uhlikovych zdroj, jako je glukosa, alkoholy, acetaty, hydrofobni
substraty (alkany, mastné kyseliny, oleje), ale také nckteré nizkomolekularni latky.
Dale je schopna je biotransformovat na produkty s vyssi pfidanou hodnotou (napiiklad
organické kyseliny, jednoduché buné&cné proteiny, tuky, enzymy). Jeji intenzivni
sekre¢ni ¢innost je vyuzivana také v potravinatském a farmaceutickém priamyslu. Slouzi
napiiklad pro vyrobu aromatickych latek, organickych kyselin, polyalkoholt a dalsich
latek (Bellou et al., 2014; Zhao et al., 2015).
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4 METODIKA

V ramci experimentdlni casti diplomové prace byla na vybranych druzich
mikroorganismi izolovanych z masnych vyrobkii nebo ziskanych z Ceské sbirky
mikroorganismii (CCM) testovana antimikrobidlni aktivita vybranych silic a jejich

smeési.
4.1 Izolace mikroorganismui

Izolaty bakterii byly ziskdny v ramci mikrobiologickych analyz masnych
vyrobki z poloprovozl na tstavu Technologie potravin Mendelovy univerzity. Navazka
10 g masného vyrobku byla spolu s 90 ml fyziologického roztoku homogenizovana
3 minuty pomoci homogenizatoru typu STOMACHER. Pfislusné desitkové fedéni
vzorku bylo inokulovano do sterilnich jednorazovych Petriho misek a bylo zalito
rozehfatou azchlazenou zivnou plidou. PO uplynuti doby kultivace byly
po vyhodnoceni Petriho misek odebrany stéry vybranych charakteristickych kolonii
a pfeockovany na nové Petriho misky. Nasledné byly narostlé kolonie kiizovym
roztérem pieockovavany az do ziskani cistych kultur mikroorganismi vhodnych

pro identifikaci (obr. 8).

Obr. 7: Kultivace kvasinek na Chloramphenicol Glucose Agar

Zajmovou skupinou byly tyto mikroorganismy:
Enterokoky — stanoveni probéhlo na zivné puidé Compass Enterococcus Agar pii 44 °C

za 48 h. Nasledné pomnoZeni a precisténi probihalo na téze pudé pii 37 °C po dobu
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72 h. Mikromycety (kvasinky) — ke stanoveni byla vyuzita Zivna pida Chloramphenicol
Glucose Agar, na které byly kvasinky kultivovany 3 — 5 dnti pii 25 °C. Ziskani Cisté
kultury probihalo za stejnych podminek.

4.2 Pouzité Zivné pudy

Kultivace mikroorganismiit prob¢hla na zivnych médiich (pidach), coz jsou
tekuté, polotuhé nebo tuhé smési presné definovanych latek. Skladaji se z pfirodnich
nebo syntetickych soucasti, které umoziuji pomnozeni nebo zachovani zivotaschopnosti

mikroorganismi (Burdychova et Sladkova, 2007). Pro mikrobiologickou analyzu byly

pouzity nasledujici pady:

4.2.1 Plate Count Agar (PCA)

Jednd se o neselektivni nutricné bohatou ptdu, ktera je vhodnd pro kultivaci
celkového pocétu mikroorganismu. Obsahuje 5,0 g tryptonu; 2,5 g kvasni¢ného extraktu;
1,0 g glukézy a 12,0 g bakteriologického agaru. Pro jeho ptipravu se odvazi 20,5 g,
které se nasledn¢ rozpusti v 1000 ml destilované vody. Pomoci kyseliny octové
(popt. hydroxidu sodného) se pH pudy upravi na hodnotu 7 + 0,2 pii 25 °C. Sterilizace
probiha v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Puda je vyrabéna firmou Biokar

Diagnostics, Francie.

4.2.2 Chloramphenicol Glucose Agar

Agarova puda s kvasniénym extraktem, glukézou a chloramfenikolem se
pouziva pro kvasinky a plisn€. Je sloZena z kvasni€ného extraktu 5 g; glukozy 20 g;
chloramfenikolu 0,1 g (inhibuje riist bakterii) a bakteriologického agaru 15 g. Pfiprava
probihda obdobnym zptisobem jako u PCA agaru. Navazka o hmotnosti 40,1 g se
rozpusti v1000 ml destilované¢ vody, pH pidy se upravi na 6,6 = 0,2 pii 25 °C
a sterilizuje se 15 minut pii 121 °C. Vyrobcem pudy je Biokar Diagnostics, Francie.

4.2.3 Compass Enterococcus Agar

Jde o selektivni pomnoZovaci pldu, kterd je uréena pro enterokoky. Jednotlivé
bunky zde rostou modrou barvou (obr. 7). Médium obsahuje pepton 27,5 g; kvasni¢ny
extrakt 5 g; chlorid sodny 5 g; tween 80 1 g; selektivni agens 0,3 g, X-glukosid 0,1 g
a bakteriologicky agar 14,0 g. Hmotnost navazky potifebné k piipravé je 52,9 g@.
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Po rozpusténi v 1000 ml destilované vody se pH upravi na 7,5+0,2 a nasleduje
sterilizace pti 121°C po dobu 15 minut. Vyrobcem pudy je Biokar Diagnostics, Francie.

Obr. 8: Compass Enterococcus Agar s modie narostlymi koloniemi

4.2.4 Tryptone Soya Broth (TBS)

Trypton-s6jovy bujon se sklada z tryptonu 17 ¢, enzymaticky natravené sojové
moucky 3 g, glukézy 2,5 g, hydrogenfosfore¢nanu draselného 2,5 g a chloridu sodného
5 g. Na pfipravu se pouzije 30 g. Navazka se smicha s 1000 ml destilované vody.
Po uplném rozpusténi se upravi hodnota pH na 7,3 = 0,2 pii teploté 25 °C. Nasledné
probéhne sterilizace v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Vyrobcem je rovnéz

Biokar Diagnostics, Francie.

4.3 Identifikace mikroorganismu

Identifikace enterokokd a kvasinek probihala pomoci biochemickych
Microlatestii dodanych od firmy Erba Lachema (Ceskd republika). Pfed vlastnim
provedenim jednotlivych testil bylo nutné vytvofit si 24 h staré kultury.

Pro identifikaci kvasinek byl pouzit CANDIDA-Screen test, zaloZeny na osmi
dil¢ich testech (uredza, sachardza, maltéza, laktoza, galaktdza, trehaloza, celobioza
a prolin). Do pfislusnych jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano vzdy 0,1 ml
dobfe zhomogenizované mikrobialni suspenze o hustoté¢ 3 McF a jamky byly nasledné
ptevrstveny nékolika kapkami sterilizovaného parafinového oleje. Inkubace probihala

24 h pii teploté 25°C. Na zakladé barevnych reakci byla provedena identifikace (obr. 9).
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Pro potvrzeni spravného vysledku a vylouceni mozné chyby zptisobené nezadouci

kontaminaci byl tento test opakovan dvakrat.

CANDIDA-Screen (LA
— ErbaV®

Lachema
Barevna Skala / Farebna stupnica / Colour scale / LiseTHas wkana / Poréwnawcza skala barw / Szinskala / Farbskala / Escala de colores

H G F E D C B A
URE SUC | MLT LAC GAL TRE | CEL PRO

Ol 1)
O 9000000000000 O

Obr. 9: Barevna skala pro vyhodnoceni CANDIDA-Screen testu

24 h stara kultura enterokokii pro ENCOCCUStest byla pripravena na selektivni
pudé Compass Enterococcus Agar. ENCOCCUStest umoziuje provést identifikaci 36
kmenti, pomoci biochemickych testl pro arginin, sorbozu, arabinézu, mannitol, sorbitol,
melibidzu, raffindzu a melezitézu. Do jednotlivych jamek mikrotitraéni desticky bylo
napipetovano 0,1 ul bakterialni suspenze, jejiz hustota ¢inila 2 McF. Jamka H (test pro
arginin) byla pfevrstvena kapkou sterilniho parafinového oleje. Inkubace probé&hla
pfi teploté 37 °C. Po 24 h byl pomoci barevné srovnavaci stupnice test vyhodnocen
(obr. 10). Jako doplikovy test pro potvrzeni ¢&i vyvraceni vysledku byl pouzit
PYRAtest, ktery je zalozeny na rychlé detekci aktivity pyrrolindolarylamidazy. Zona
testovaciho prouzku byla nejdiive navlhéena 20 pl destilované vody a poté byl
proveden stér z pfislusného agaru. Inkubace prob&hla za laboratorni teploty.
Po 10 minutach bylo pomoci kapatka pfidano specialni ¢inidlo pro PYRAtest. Jako

pozitivni reakce byl hodnocen vznik ¢erveného zbarveni.
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Obr. 10: Barevna skala pro vyhodnoceni EN-COCCUStestu

4.4  Testovani antimikrobialnich Géinkii (antimikrobidlniho ptsobeni
silic na vybrané mikroorganismy)

4.4.1 Testované silice

K experimentu byly pouzity &tyfi vzorky silic, ziskané od firmy SYNPO.
Jednalo se o extrakty z hiebicku, skofice, tymianu a jejich smés v poméru 1:1:1. Tyto
latky byly testovany vzdy ve dvou koncentracich — nefedéné a 10%. Redéna silice byla

ptipravena smichanim 1,8 ml dimethylsulfoxidu s 0,2 ml koncentratu.

4.4.2 Sbirkové kmeny a izolaty mikroorganismu

Rostlinné silice byly testovany na tiech kmenech bakterii — Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, a ttech kvasinkach — Yarrowia lipolytica,
Candida tropicalis a Saccharomyces cerevisiae. Druhy Enterococcus faecium
a Yarrowia lipolytica byly ziskany vlastni izolaci z masnych vyrobku. Ostatni testované
mikroorganismy byly dodany ve formé &istych sbirkovych kultur od CCM (Ceska
sbirka mikroorganismti; Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta). Escherichia
coli CCM 7929, Enterococcus faecalis CCM 4224, Candida tropicalis CCM 8223
a Saccharomyces cerevisiae CCM 8191.
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4.4.3 PomnoZeni mikroorganismi

Jako zivné médium k pomnozeni mikroorganismii byl pouzit TBS bujon.
Sbirkové kultury dodané ve formé zelatinovych diskii a izolované druhy byly
kultivovany na inkubované tiepacce pii 37 °C pro bakterie a 25 °C pro kvasinky.

Celkova doba pomnozeni byla 18 h.

4.4.4 Diskova difuzni metoda

Princip diskové difizni metody je zalozen na méfeni priméru inhibi¢ni zony
(v mm), ktera vznikla v okoli papirového disku napusténého urcitou antimikrobialni
latkou. Zjisténé vysledky se zpracovavaji pomoci statistickych testu.

Osmnactihodinova kultura bakterii (kultivace pomoci TBS bujonu pfi teploté
37°C) a kvasinek (kultivace pomoci TBS bujonu pii teploté 25 °C) byla
zcentrifugovana (pii 3 000 otackach, po dobu 20 minut). Supernatant byl odstranén
a zbyly sediment nasledné¢ pomoci vortexu rozmichan v 15 ml fyziologického roztoku.
Hustota takto pripravené bakterialni suspenze byla upravena na 1 McF. Pouze u kmene
Candida tropicalis se v priubéhu kultivace nepodatilo ziskat dostate¢né mnozstvi bungk,
takze vysledna hustota odpovidala hodnoté 0,68 McF. Na ptedem piipravené Petriho
misky s PCA bylo inokulovano 0,1 ml vzorku. Pomoci jednorazové plastové tycinky
byl proveden roztér po celém povrchu agaru. Dalsim krokem byla ptiprava a fedéni
silic. Na sterilni papirové disky bylo naneseno vzdy 30 pl pfislusné silice. Takto
ptipravené disky byly vyzihanou pinzetou pteneseny na povrch zivné pudy (dva disky
na jednu Petriho misku). Pro kazdy vzorek silice probéhlo testovani na tfech miskach,
celkové tedy v Sesti opakovanich. Byla provedena také kontrola na rlst
mikroorganismii a pro zjisténi, zda vysledky nebudou ovlivnény pouzitym
dimethylsulfoxidem. Inkubace probéhla v termostatech pii 25°C (pro kvasinky) a 37°C
(pro enterokoky a E. coli). Odecitani vysledkt bylo realizovano dvakrat, v intervalech
20 a 44 h od pocatku inkubace.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Identifikace izolovanych kultur

Na zaklad¢ biochemického testu CANDIDA-Screen byla provedena identifikace
Sesti Cistych kultur kvasinek vyizolovanych z masnych vyrobku (obr. 12). Podle
barevnych zmén jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky (obr. 11) bylo zjisténo,
7€ vSech Sest vzorki nalezi ke stejnému druhu. Jedna se o druh Yarrowia lipolytica
(Candida lipolytica). Tento zavér byl potvrzen i ve druhém opakovani testu, ktery byl
uskute¢nény po dalSim pfeockovani mikroorganismi. Divodem pieockovani bylo

ovéfeni, zda se jedna o skute¢né ¢istou kulturu.

Obr. 11: Zbarveni mikrotitra¢ni desticky pro CANDIDA-Sreen po 24 h

Erba Lach 7
Datum/Datum/Date/fata Zprac./Sprac./Ref./Mpent. nposen |
M"(ROLATEST@ 5 n:z 3 4 2/044 & www.erbalachema.com

CANDIDA-Screen ==
Kmen &./Kmef €./Strain No./Ho. aHanuaa Poznamky/Notes/OTmeTku

H G F E D C B A

URE suc MLT LAC GAL TRE CEL PRO
1 2 4 1 2 4 1 2
i = = = = - - +
= Profil/Profile/Mpoduns
Dodatkové testy/Addilional tests/[IononHITenbHbe TecTe) Identifikace/ldentifikacia/ldentification/MaeHTudukauus
Wﬂ/ MW/{/N
03/14

Obr. 12: Vyhodnocovaci formulai pro CANDIDA-Screen test
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Identifikace  mikroorganismii  zrodu Enterococcus
biocehmického testu EN-COCCUStest a dopliikového

probéhla  pomoci

testu pro detekci
pyrrolindolarylamidazy (PYRAtest). Zbarveni jamek mikrotitra¢ni desticky odpovidalo

druhu Enterococcus faecium (obr. 13). Tento vysledek potvrdil také PYRAtest.
Po jedné az dvou minutach od pfidani specidlniho ¢inidla na prouzek doslo v misté, kde
byly piitomny bakterie, ke vzniku cervené barvy (obr. 14). Reakci byla tedy
vyhodnocena jako pozitivni.

MIKROUNTEST® W“m-m Erva Lachema oo £
EN-COCCUStest L0421 || 62133 Bmo, CZ N
Kmen &/Kmeh & /Strain No /Ho. ananwsa Poznamky/Notes/OTmenion T

EN-COCCUStest
H G F £ D c 8 A '8
ARG SOE ARA MAN SOR MLB RAF MLZ |/ 4 -
1 2 4 1 2 4 ;| 2 1
+ - + + = &) — — ! ’
Profil/Profile/Mpodwns / .
= S 4 | €

Obr. 13: Vyhodnoceni EN-COCCUStestu

Obr. 14: Vyhodnoceni PYRAtestu
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5.2 Vyhodnoceni diskové difuzni metody

Vyhodnoceni diskové difizni metody probéhlo na zaklad¢ zjisténych prameéri
inhibi¢nich zon, které byly u vSech vzorki méteny dvakrat, vzdy v intervalu 20 a 44 h
od pocatku inkubace. Pokud se u testované latky neprojevily antimikrobialni G¢inky,

byla velikost inhibi¢ni zony rovna priméru papirového disku (9 mm).

5.2.1 Vyhodnoceni kontrolnich vzorki

Zivotaschopnost pouzitych kultur byla ovéfena pomoci kontrolniho testu, kdy
na Petriho misky byly naofkovany pouze ptislusné kmeny mikroorganismi. U vSech
Sesti testovanych druhii byl jiz po dvacetihodinové kultivaci zietelné viditelny jejich

rast (obr. 15).

Obr. 15: Kontrola ristu kvasinek (Y. lipolytica, S. cerevisiae, C. tropicalis)

Naméfené hodnoty priméri inhibi¢nich zén v ptitomnosti diskd napusténych
pouze fedidlem jsou uvedeny v piiloze 5. Z obrazku 16 a 17 vyplyva, ze nejvétsi vliv
DMSO byl zjistén u kmene Enterococcus faecium, (po 20 i 44 h Kkultivace).
Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit jednovybérovy Wilcoxontiv test, ktery potvrdil
nulovou hypotézu (zjisténé hodnoty priméra se pohybuji okolo ¢isla 9). Je tedy ziejmé,
ze pouzité fedidlo nema negativni G¢inky na testované mikroorganismy a neovlivnilo

vysledky dalsich analyz (obr. 18).
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Obr. 16: Graf znazornéni velikosti inhibi¢nich zon (mm) u DMSO po 20 h
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Obr. 17: Graf znazornéni velikosti inhibi¢nich zon (mm) u DMSO po 44 h
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Obr. 18: Kontrola kvasinek pfi pouziti fedidla (Y. lipolytica, C. tropicalis, S. cerevisiae)

5.2.2 Vyhodnoceni inhibi¢niho u¢inku silic

K vyhodnoceni inhibi¢niho G¢inku jednotlivych druhi silic byl pouzit test
Kruskal-Wallisova ANOVA. Z naméfenych hodnot uvedenych v ptiloze (pfiloha 1, 2, 3
a 4) vyplyva, ze vSechny testované esencialni oleje mély na bakterie i kvasinky
inhibiéni G¢inek. Vysledky méfeni po 20 a 44 h kultivace jsou témét shodné.

U koncentrovanych silic dosahl po 20 h kultivace nejvétsi inhibicni aktivity
tymidn a skofice. I pfesto, ze podle vicenasobného porovnani zde neni vyznamny rozdil,
je z grafu ziejmé, ze tymianova silice pisobi na mikroorganismy nejvice (obr. 19).
Tento zavér potvrzuji i naméfené hodnoty po 44 h (obr. 20). Zde jsou pruméry
inhibi¢nich z6n u tymidnu statisticky vyznamné odlisné od plisobeni ostatnich silic.
Nejnizsi uc¢innost byla v obou piipadech zjisténa u hiebickové silice (obr. 21).

Antimikrobidlni aktivita esencidlnich oleji rtizného rostlinného ptivodu byla
testovana v mnoha studiich. Krisch et al. (2011) uvadi, ze mezi nejlepsi inhibitory ristu
kvasinek patii silice z tymianu a oregana. Duvodem je piitomnost fenolickych latek

thymolu a karvakrolu, které zpiisobuji poskozeni mikrobialni membrany.
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Obr. 19: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inki koncentrovanych silic po 20 h kultivace
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Obr. 20: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inki koncentrovanych silic po 44 h kultivace
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Utinnost hiebi¢kového a skoficového esencidlniho oleje a jejich smiSené
nanoemulze zkoumali Zhang et al. (2017). Testovani probihalo na bakteriich
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella Typhimurium a Staphylococcus aureus.
Na rozdil od vysledkii této diplomové prace byla u vSech mikroorganismi stanovena
vys$$i inhibi¢ni aktivita u hiebickové silice. Nejvyssi ucinek byl zjistén pii pouziti
hiebicko-skoficové nanoemulze. Znamena to tedy, ze tato nanoemulze ma vyssi
antimikrobialni aktivitu, nez jednotlivé esencialni oleje, které jsou jeji soucasti.

Studie (Ayoola et al., 2008) zabyvajici se chemickou analyzou a antimikrobialni
aktivitou hiebickového esencialniho oleje také potvrdila jeho efektivitu proti plisnim
(Candida albicans), gramnegativnim (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella Paratyphi, Citrobacter spp. a Enterobacter cloacae) a grampozitivnim
bakteriim (Staphylococcus aureus). Silice byla ziskana z kvétnich poupat hiebickovce
vonného parni destilaci. Nasledna GC-MS analyza urcila jako hlavni slozku eugenol.
Dale zde byl ptitomny karyofylen, eugenol acetat a a-humulen. Velikost inhibi¢ni zony
pro bakterii E. coli ¢inila 18 mm (pifi pouziti extrahované¢ho hiebickového oleje)
a23 mm (pii pouziti olejového extraktu 0 koncentraci 445 mg/ml). Jako solvent byl

pouzit methanol.

Obr. 21: Candida tropicalis — kontrola, 10% a koncentrovana hiebickova silice

Chemat et al. (2012) testovali antimikrobidlni wcinky rostliny Thymus
algeriensis genuinus na 8 druht bakterii a 2 druhy kvasinek. Vysledky studie potvrdily
vysokou inhibi¢ni aktivitu esencialniho oleje z této byliny. Pomoci diskové diftizni
metody byly stanoveny priiméry inhibi¢nich zon, u bakterii ¢inila nejvySsi hodnota
75 mm (Pseudomonas aeruginosa) a u kvasinek 45 mm (Saccharomyces cerevisiae).

Podle vysledku této diplomové prace ma tymianova silice (Thymus vulgaris) nejvetsi
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antibakterialni vliv na E. coli (64,67 mm). U Saccharomyces cerevisiae byla naméfena
inhibi¢ni zona o velikosti 75 mm (obr. 22), coz je vyssi hodnota nez u silice Thymus

algeriensis genuinus.

Obr. 22: Saccharomyces cerevisiae — kontrola, 10% a koncentrovana tymianova silice

Porovnéanim tucinnosti skotficovych esencidlnich olejii komeréné zakoupenych
Vv lokalnim obchodé v Turecku a pfirodnich silic, které byly ziskané ze skoticové kiry
vodni destilaci, se zabyva Kaskatepe et al. (2016). Bylo zjisténo, ze antimikrobialni
aktivita Uzce souvisi s mnozstvim hlavni slozky, trans-cinnamaldehydu. Statisticky
vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi testovanymi pfirodnimi silicemi a dvéma
komer¢nimi. U tieti komeréné ziskané silice byla antimikrobidlni aktivita prikazné
nizs§i, coz také odpovida vyrazné niz§imu obsahu trans-cinnamaldehydu. Je tedy zfejmé,
ze komeréné dostupné silice se od sebe navzajem lisi. Nejveétsi inhibicni vliv se projevil
u kvasinky Candida albicans.

Pii pouziti 10% roztoku silic byla po 20 h kultivace zjisténa prikazné nejvetsi
inhibice mikroorganismt skoficovym esencialnim olejem (obr. 23). Po dalsich 24 h
vSak doSlo ke zméné, kdy je sice zgrafu ziejmé, Ze ma skotice opét nejveétsi
antimikrobialni aktivitu, avsak statisticky tento rozdil potvrzen nebyl (obr. 24). Nejnizsi
ucinnost  vykazovala tymianova silice. Z vysledkd experimentu  vyplyva,
ze koncentrované silice jsou u¢inngjsi. Nejvyssi rozdil v inhibici mezi koncentrovanou

a 10% silici byl zjistén u tymianu.
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Obr. 23: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkt 10% silic po 20 h kultivace
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Obr. 24: Graf porovnani inhibi¢nich ucinki 10% silic po 44 h kultivace

42



Solomakos et al. (2008) uvadi, ze tymianovy esencidlni olej je ucinny
proti Listeria monocytogenes jiz v koncentraci 0,6 % (testovan na TBS bujonu). Dale
byla tymianovana silice, nisin a jejich smés aplikovana na mleté hovézi maso.
Nejlepsich vysledkit bylo dosazeno pii pouziti 0,6% silice a v kombinaci s nisinem
v mnozstvi 1000 IU/g, kdy doSlo ke snizeni populace bakterie pod oficialni limit
Evropské unie. Vys§i koncentrace tymianové silice (0,9 %) byla zexperimentu
vytazena z ditvodu nevyhovujicich vysledkii ze senzorického hodnoceni.

Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) byl nalezen pi#i porovnani inhibi¢niho
ucinku mezi bakteriemi a kvasinkami. Z nasledujicich grafii (obr. 25, 26) vyplyva, ze
koncentrované i tedéné silice vice potlacuji rist testovanych kvasinek nez bakterii.
Tento vysledek byl zjistén u vSech testovanych silic. Grafy pro jednotlivé silice jsou

uvedené v piiloze 10.
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Obr. 25: Graf porovnani inhibi¢nich G¢inkt koncentrovanych silic na bakterie
a kvasinky
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Obr. 26: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkd 10% silic na bakterie a kvasinky

Monu et al. (2016) testovali inhibi¢ni u¢inky hiebickového, skoficového
a tymidnového esencialniho oleje a jejich hlavnich slozek na kvasinky zptsobujici
kazeni potravin (Torulaspora delbrueckii, Candida krusei, Schizosaccharomyces pombe
a Zygosaccharomyces bailii). Experiment probihal jak na mikrobiologickych médiich,
tak také v potravinové matrici (salatovy dresing). Nejvétsi Gcinnost byla zjisténa
u trans-cinnamaldehylu a skoficového esencialnicho oleje (minimdlni inhibi¢ni
ur¢ena u thymolu a karvakrolu (200 mg/l). Z vysledki této diplomové prace je ziejmé,
ze na kvasinky kultivované na zZivném médiu méla nejvétsi inhibiéni vliv koncentrovana
silice tymianu a dale skofice (obr. 27). U 10% koncentraci byl nejvétsi Gcinek zjistén

u skoficové a smesné silice (obr. 28).
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Obr. 27: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkt koncentrovanych silic na kvasinky
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Obr. 28: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkt 10% silic na kvasinky

Andrade et al. (2014) testovali antimikrobialni aktivitu 27 esencialnich oleju
rizného ptivodu. Podle vysledkii ma ze zkouSenych vzorki obecné nejvyssi inhibi¢ni
potencidl silice ze skofice a hiebicku. Hiebickovy esencialni olej byl nejucinnéjsi
proti obéma testovanym gramnegativnim bakteriim (E. coli, Pseudomonas aeruginosa),
zatimco na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus putsobila nejvice silice
z ¢erného pepie. Dale byl také potvrzen vyrok, uvadény nékterymi autory V literature,
ze grampozitivni bakterie jsou K pfirodnim latkam citlivgjsi. Struktura bunécné stény

grampozitivnich bakterii umoznuje snadnéj$i prinik hydrofobnich molekul do buiiky.
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Tyto latky tak ptsobi jak v bunééné sténé, tak také v cytoplazmé. Nizké koncentrace
fenolickych latek, které jsou soucasti silic, naruSuji enzymy. Vysoké koncentrace
zpusobuji denaturaci proteinti (Nazzaro et al., 2013).

Dorman a Deans (2000) uvadi, Ze hiebickova silice ptisobi na grampozitivni
a gramnegativni bakterie bez rozdilu. U¢inek tymianového esencidlniho oleje je vsak
vyznamnéj$i u grampozitivnich druhl. Z Sesti testovanych vzorkd byla nejvyssi
antimikrobialni aktivita stanovena u tymianu.

Z nize uvedenych grafii (obr. 29, 30) vyplyva, Ze V této praci byly vSechny
testované silice efektivnéj§i proti gramnegativni bakterii E. coli, v koncentrované
I fedéné formé. Tento zavér statisticky potvrdil také Mann-Whitneyho test. Grafy
pro porovnani vysledki jednotlivych silic jsou uvedeny v pfiloze 11. Pro objektivnéjsi

hodnoceni by bylo ovSem tfeba provést tento experiment na vét§im poctu bakterii.
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Obr. 29: Graf porovnani ucinkti koncentrovanych silic na G+ a G- bakterie
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Obr. 30: Graf porovnani uc¢inka 10% silic na G+ a G- bakterie
5.2.3 Porovnani vysledkii zjisténych po 20 a 44 h kultivace

Porovnani vysledkd po 20 a 44 h kultivace mikroorganismi bylo provedeno
pomoci statistickych testi (Wilcoxonliv parovy test pro vybéry s nenormalnim
rozloZenim dat a T-test pro nezavislé vzorky pro vybéry majici normalni rozlozeni).

Vyznamny rozdil (hladina vyznamnosti a = 0,05) mezi namétenymi hodnotami
nebyl zjiStén pii pouziti 10% skoticové a smésné koncentrované silice, a to u Zadného
testované¢ho mikroba. Z obr. 31 lze vycist, ze priméry inhibi¢nich zon kvasinek méfené
u nefedéné hrebickové silice se po 44 hodinach rozsitily. Podle Wilcoxonova testu
U bakterii ke zméné nedoslo. Naopak u 10% hiebickové silice (obr. 32) nebyl
u kvasinek nalezen statisticky vyznamny rozdil. Vétsi priméry inhibi¢nich zon byly
zjisStény pouze u bakterie Enterococcus faecalis. Ztohoto vysledku vyplyva, ze
plsobeni rizné koncentrované hiebickové silice v ¢ase se u bakterii a kvasinek lisi.
Zatimco u koncentrovaného roztoku se po 20 h bakterie jiz adaptovaly na nepfiznivé

podminky, kvasinky byly silici nadale inhibovany a zény se zvétsily.
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Obr. 31: Graf porovnani inhibi¢nich G¢inkt koncentrované hiebickové silice po 20
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Obr. 32: Graf porovnani inhibi¢nich G¢inkt 10% hiebi¢kové silice po 20 a 44 h

Rozdil mezi inhibi¢nimi G¢inky koncentrované skoficové silice po 20 a 44 h
se projevil u bakterie Enterococcus faecalis a kvasinek Yarrowia lipolytica a Candida
tropicalis (obr. 33). U prvnich dvou mikroorganismi dos§lo po 44 h k vyrazné&j$imu
ristu. Znamena to tedy, ze postupné¢ doSlo k pfizpisobeni mikroorganismi
na neptiznivé podminky, kdy uc¢inné latky silice jiz ptestavaji ovliviiovat jejich rust.
U Candida tropicalis byl piekvapivé po 44 h inhibi¢ni vliv skofice jesté vyraznéjsi.

Nicméné jedné se pouze o maly rozdil (2,87 mm), ktery mohl byt zplisoben napiiklad
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nepiesnym meétenim. Presto ho statistika vyhodnotila jako vyznamny. U 10% skoticové

silice nebyly nalezeny pritkazné rozdily u zddného mikroorganismu (obr. 34).
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Obr. 33: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkl koncentrované skoficové silice po 20 a 44 h

m20h
I m44h

o@"mm

®
o

~
o

D
o

(%)
o

S
o

w
o

N
o

Primér inhibi¢ni zony (mm)

[any
o

o

0 go@ \BS N WOW C.,\fo?‘ . cef

Obr. 34: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkt 10% skoticové silice po 20 a 44 h

Netedéna silice extrahovand ztymidnu méla na vSechny testované kvasinky
Vv Case stejny vliv. Ke zvétseni primért inhibi¢nich zon doslo pouze u bakterie E. coli

a Enterococcus faecium (obr. 35).
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Obr. 35: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkti koncentrované tymianové silice po 20
ad44h
10% tymidnova silice pasobila po 44 h kultivace u bakterii se stejnym ucinkem
jako po 20 h. Statisticky vyznamny rozdil nastal u kvasinek, kdy se naméfené hodnoty
sniZily (obr. 36). Ve srovnani s nefedénou tymidnovou silici je ziejmé, Ze kvasinky
se v prib¢hu kultivace postupné adaptovaly na 10% silici, zatimco u koncentrované

silice se vysledky nezménily.
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Obr. 36: Graf porovnani inhibi¢nich u¢ink 10% tymianové silice po 20 a 44 h
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U silice slozené z hiebicku, skofice a tymidnu byla registrovdna zména pouze
u bakterie E. coli, a to pfi pouziti fedéné formy. Z grafu lze uréit, ze praméry

inhibi¢nich zon se po 44 hodinach zvétsily (obr. 38).
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Obr. 37: Graf porovnani inhibi¢nich u¢inkti koncentrované smésné silice po 20 a 44 h
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Obr. 38: Graf porovnani inhibi¢nich G¢inkt 10% smésné silice po 20 a 44 h
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6  ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanoveni antimikrobidlni aktivity
esencidlnich oleju rostlin, které se Casto pouzivaji pii piipravé pokrmu, K jejich
ochuceni a dodani charakteristické viin€ a celkového aroma. Hiebicek, skofice a tymian
jsou béznou soucasti kuchynského koifeni a nalezneme je téméi v kazdé domacnosti.
Kromé kulinarského vyuziti nasly tyto rostliny mimo jiné uplatnéni také v kosmetickém
a farmaceutickém primyslu. Jsou znamé nejen svymi inhibi¢nimi G¢inky na
mikroorganismy, viry, nékteré druhy hmyzu, prvoky a dal$i, ale diky vyznamnému
obsahu fenolickych latek jsou cenéné také pro své antioxidacni vlastnosti. Ty jsem
potvrdila i praktickou ¢asti své bakalaiské prace, ve které jsem se vé€novala antioxidacni
kapacité, celkovému mnozstvi fenolti a identifikaci jednotlivych fenolickych latek
u hiebicku, skotice a dalsich druht kofeni tradi¢ni ¢inské mediciny.

Mikrobiologicka analyza potvrdila ucinnost vSech testovanych silic, véetné
jejich smési, na grampozitivni a gramnegativni bakterie i kvasinky. Z vysledka je
zfejmé, ze nejvyssi inhibice byla zplsobena koncentrovanou silici extrahovanou
silice plsobily vice na gramnegativni bakterie nez na grampozitivni. Ze srovnani
bakterii a kvasinek plyne, ze odolngjsi vici testovanym silicim byly bakterie.

Tato diplomova prace ovéfila antimikrobidlni ucinek hiebicku, skofice
a tymianu uvadény v literature. Silice Ize tedy vyuZit pfi ochrané potravin (ptfipadné
| krmiv) pfed znehodnocenim jak bakteriemi, tak také kvasinkami. Pozitivni vysledky
byly dosazeny také pii aplikaci jejich 10% roztoku. Pro zjisténi, zda tato koncentrace
vyrazn¢ ovliviluje senzoriku hotového vyrobku, je ovSem tieba provést dalsi

experimenty.
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10 PRILOHY

Piiloha 1: Tabulka priméru inhibi¢nich zon (mm) u hiebi¢kové silice

Mikrob py L_kone.-20h | konc.-44h 10%-20h 10 %-44h
1. disk | 2. disk | 1. disk | 2. disk | 1. disk | 2. disk | 1. dsk | 2. dsk

&1 | 30 33 37 32 25 25 27 28

E. coli &2 | 31 33 40 29 29 27 28 27

&3 | 35 32 28 27 23 24 31 30

&1 | 24 25 18 18 19 18 25 25

E. faecalis | &.2 | 24 22 18 24 17 16 23 18

&3 | 23 22 19 22 17 17 24 19

& 1 22 22 24 17 18 16 18

E. faecium | &2 24 23 24 16 18 17 18

&3 21 23 21 17 15 19 17

&1 | 4 42 53 47 32 36 44 41

Y. lipolytica | &.2 | 42 44 49 48 32 40 a1 39

&3 | 39 45 46 48 33 39 36 37

&1 | 31 32 35 36 29 25 26 29

C. tropicalis | &2 | 33 30 36 34 27 25 28 33

&3 | 29 33 37 37 25 26 29 34

&1 | 30 32 35 37 27 29 25 24

S. cerevisiae | &.2 | 32 35 34 35 29 30 27 32

&3 | 3 33 36 35 31 28 25 29

Ptiloha 2: Tabulka priméri inhibi¢nich z6n (mm) u skoficové silice

i konc.-20h | konc.-44h 10%-20h 10 %- 44 h
Mikroob | PM 1. disk | 2. disk | 1. disk | 2 dsk | 1. disk [ 2. disk | 1. disk | 2. disk

&1 | 50 50 48 49 32 40 39 45

E. coli &2 | 49 47 45 50 33 38 38 34

83| 48 49 48 48 12 38 40 33

&1 | 32 45 30 36 23 27 33 25

E. faecalis | &.2 | 35 44 35 38 24 30 33 25

&3 | 40 41 34 40 24 33 23 25

&1 | 27 28 29 32 17 2 22 22

E. faecium | &.2 | 30 25 28 28 16 21 23 19

83| 27 29 30 29 21 25 21 19

&1 | 60 65 53 60 55 55 43 52

Y. lipolytica | &.2 | 61 55 59 53 57 55 49 55

83| 61 60 60 54 48 51 46 52

&1 | 50 58 54 63 41 40 32 39

C. tropicalis | .2 | 51 51 52 53 41 38 37 39

&3 | 57 54 60 55 42 38 40

&1 | 75 75 75 72 63 33 18 55

S. cerevisiae | 5.2 | 75 75 75 73 60 40 a7

83| 715 75 70 68 50 56 57 52
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Ptiloha 3: Tabulka priméra inhibi¢nich z6n (mm) u tymianové silice

Mikrooh | M LXome--20h | konc.-44h 10%-20h 10 %-44h
1. disk | 2. disk | 1. disk | 2. dsk | 1. disk | 2. disk | 1. disk | 2. disk

&1 | 65 62 69 69 24 15 25 35

E. coli &2 | 68 66 71 67 23 30 25 20
&3 | 63 64 67 65 21 40 30 13

&1 | 45 a7 55 a1 16 12 11 11

E. faecalis | .2 | 40 45 50 48 19 13 10 13
&3 | 46 a7 44 a5 12 11 11 12

&1 | 42 a5 56 53 13 11 16 14

E. faecium | &.2 | 40 41 58 45 15 14 14 13
&3 | M 44 58 54 16 16 16 14

&1 | 75 75 75 75 33 13 11

Y. lipolytica | 8.2 | 75 75 75 75 31 38 17 29
&3 | 75 75 75 75 20 13 32

&1 | 63 75 73 69 32 25 15 15

C. tropicalis | 6.2 | 65 75 75 75 33 20 20 19
&3 | 75 75 70 75 30 24 15 22

&1 | 75 75 70 75 32 39 14 28

S. cerevisiae | 8.2 | 75 75 75 75 35 40 13 30
&3 | 75 75 75 68 35 34 22 26

Ptiloha 4: Tabulka priméri inhibi¢nich zon (mm) u smésné silice z hiebicku, skofice

a tymianu
. konc.-20h | konc.-44h 10%-20h 10 %-44h
Mikroob | PM 1. disk | 2. disk | 1. disk | 2. dsk | 1. disk | 2. disk | 1. disk | 2. disk
&1 | 40 50 43 50 23 23 30 25
E. coli &2 | 43 40 38 39 25 22 26 24
83| 48 a1 45 40 22 27 25 28
&1 | 29 27 28 29 18 13 16 15
E. faecalis | &.2 | 27 28 30 27 20 16 15 17
&3 | 28 27 28 28 16 15 16 19
&1 | 22 25 22 26 16 19 19 19
E. faecium | &.2 | 25 25 24 25 15 15 17 14
&3 | 25 24 24 25 15 14 16 15
&1 | 48 55 50 58 48 35 39 30
Y. lipolytica | &.2 | 53 55 53 50 35 39 38 38
83| 53 52 51 56 37 45 33 36
&1 | 50 46 43 a5 34 33 28 27
C. tropicalis | 8.2 | 48 46 50 49 35 34 31 34
83| 45 50 46 51 30 31 31 35
&1 | 54 60 61 61 56 58 43 50
S. cerevisiae | 8.2 | 59 59 53 60 63 50 44 61
&3 | 58 61 63 56 55 49 60 62
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Ptiloha 5: Tabulka praméru inhibi¢nich zon (mm) u DMSO

po20h po4M4h

Mikrob | PM 0 [ 2.disk [ 3.dsk l.disk | 2.disk | 3. disk
&1 9 9 9 9 9 9

&2 9 9 9 9 9 9

E.cofi | 4 9 9 9 9 9 9
&4 9 9 9 9 9 9

&1 9 9 9 9 9 9

&2 10 9 9 9 9 9

L. faecaks | . 9 9 9 9 9 9
& 4 9 9 9 9 9 9

&1 12 9 9 12 9 9

) &2 11 12 12 11 12 12

E. faecium | o 4 9 9 9 9 9 9
&4 9 9 9 9 9 9

&1 9 9 9 10 9 9

N ) 12 12 11 12 12 11
Y. lpolytica | . - 9 9 9 9 9 9
& 4 9 9 9 9 9 9

&1 11 10 12 9 10 10

.| ez2 9 9 9 10 9 9

C. tropicalis | . 4 10 9 9 9 9 9
& 4 9 9 9 9 9 9

&1 9 9 9 9 9 9

S corevisine | &2 10 10 10 10 10 10
&3 11 9 9 12 9 9

& 4 9 9 9 9 9 9
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Piiloha 6: Tabulka primérnych Sifek inhibi¢nich zén (mm) u koncentrovanych silic

po 20 h
hrebicek skofice tymiin smes

E. coli 32,33 + 1,60 48,83 + 1,07 64,67 + 1,97 43,67 + 3,M4
E. faecalis 23,33 + 1,11 39,50 + 4,65 45,00 + 2,38 27,67 £ 0,75
E. faecium 22,33 + 0,94 27,67 + 1,60 4250 + 1,71 2433 + 1,11
Y. lipolytica 42,50 + 1,89 60,33 + 2,92 75,00 + 0,00 52,67 + 2,36
C. tropicalis 31,33 + 1,49 53,50 % 3,10 71,33 + 5,22 47,50 + 1,98
S. cerevisiae 32,67 + 1,60 75,00 + 0,00 75,00 + 0,00 58,50 + 222

Ptiloha 7: Tabulka primérnych Sifek inhibi¢nich zén (mm) u fedénych (10%)

silic

po 20 h
hiebicek skofice tymian smes

E. coli 25,50 + 1,98 37,17 + 3,58 25,50 + 7,85 23,67 + 1,80
E. faecalis 17,33 + 094 26,83 + 3,62 13,83 + 2,79 16,33 + 221
E. faecium 16,83 + 1,07 20,33 + 3,04 14,17 + 1,77 15,67 + 1,60
Y. lipolytica 35,33 + 3,25 53,50 + 3,04 31,17 £+ 6,96 39,83 + 4,98
C. tropicalis 26,50 + 1,38 4033 + 125 2733 + 4,68 32,83 + 1,77
S. cerevisiae 29,00 + 1,29 53,67 + 10,11 35,83 + 2,79 55,17 + 4,74

Ptiloha 8: Tabulka primérnych Sifek inhibi¢nich zé6n (mm) u koncentrovanych

silic

po 44 h
hiebicek skofice tymian smes

E. coli 32,17 + 481 48,00 + 1,53 68,00 + 191 42,50 + 4,11
E. faecalis 19,83 + 234 35,50 + 3,15 47,17 + 4,52 2833 + 0N
E. faecium 22,83 + 1,07 29,33 + 1,37 54,00 + 4,43 2433 + 1,25
Y. lipolytica 48,50 + 2,22 56,50 + 3,20 75,00 + 0,00 53,00 + 3,06
C. tropicalis 35,83 + 1,07 56,17 + 398 72,83 + 248 47,33 + 2,87
S. cerevisiae 35,33 + 0,94 72,17 + 254 73,00 + 2,89 59,00 + 3,42

Ptiloha 9: Tabulka primérnych Sifek inhibi¢nich zén (mm) u fedénych (10%)

silic

po 44 h
hiebicek skofice tymian smes

E. coli 28,50 + 1,50 38,17 + 398 24,67 + 6,99 26,33 + 2,05
E. faecalis 22,33 + 281 27,33 + 407 11,33 + 0,94 16,33 + 1,37
E. faecium 17,50 + 0,96 21,00 + 1,53 14,50 + 1,12 16,67 + 1,89
Y. lipolytica 39,67 + 2,69 49,50 + 4,03 19,17 + 8,25 35,67 + 3,20
C. tropicalis 29.83 + 2,79 37,50 + 263 17,67 + 2,81 31,00 + 2,89
S. cerevisiae 27,00 + 277 44,83 + 1323 22,17 + 6,59 53,33 + 7,99
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Ptiloha 10: Grafy porovnani inhibi¢niho u¢inku jednotlivych druht silic na bakterie

a kvasinky

Hrebickova koncentrovana silice
46 r r

a2 |

38 r

36

32+

30

28

Prdmér inhibi¢ni zény (mm)
o

26
24 t o
22 + 1

1 o Median

20 — - (] 25%-75%
bakterie kvasinky T Min-Max

Skoricova koncentrovana silice
80 . -

70 r

60 r o

50 | —— —1

40t =

Prdmeér inhibi¢ni zoény (mm)

30 |

N

o Median
— - [ 25%-75%
bakterie kvasinky 1 Min-Max

20

67



Prdmér inhibi¢ni zény (mm)

Prdmér inhibiéni zény (mm)

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

Tymianova koncentrovana silice

L

bakterie kvasinky

Smésna koncentrovana silice

—

m]

N

bakterie kvasinky

68

o Median
[] 25%-75%
T Min-Max

o Median
[] 25%-75%
T Min-Max



Prdmér inhibi¢ni zény (mm)

Prdmér inhibi¢ni zény (mm)

42
40
38
36
34
32
30
28
26
24
22
20
18
16
14

70

60

50

40

30

20

10

0% hrebickova silice

bakterie

kvasinky

10% skoricova silice

bakterie

kvasinky

69

1 = Median

[] 25%-75%
T Min-Max

o Median
[] 25%-75%
T Min-Max



Prdmeér inhibiéni zény (mm)

Prdmér inhibié¢ni zény (mm)

45

40 t

35t

30 r

25 ¢

20

15t

10 ¢

70

60

50

40

30

20

10

10% tymianova silice

L

bakterie kvasinky

10% smésna silice

bakterie kvasinky

70

o Median
[] 25%-75%
T Min-Max

o Median
[ 25%-75%
T Min-Max



Ptiloha 11: Grafy porovnani inhibi¢niho uc¢inku jednotlivych druhti silic na G+ a G-

bakterie
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