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Vliv vybranych emulgatoru a riiznych zpisobii emulzifikace na rist

bakterii Escherichia coli a Staphylococcus aureus

Abstrakt

Hlavnim tématem této bakalarské prace je stanoveni minimalni inhibi¢ni
a baktericidni koncentrace vybranych druhi emulgatorti arostlinnych silic na rast
bakterii Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Bakalaiska prace se dale zabyva
vlivem vybranych emulgatoru a jejich zptusoby emulzifikace na stabilitu emulze.

Teoreticka ¢ast se vénuje zakladnim informacim 0 pouzitych bakterii, jejich
morfologickym vlastnostem, patogenezi a onemocnénim, které zpusobuji. Dale jsou
popsany emulgatory a jejich obecna charakteristika vcetn¢ stability emulze. V posledni
teoretické Casti se bakalafska prace vénuje rostlinnym silicim, jejich vlastnostem
a moZnostem vyuZiti.

V metodické cCasti této prace jsou znazornény postupy piipravy emulgatord,
rostlinnych silic a stanoveni jejich minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace. Tato
stanoveni byla provadéna v 96 jamkovych mikrotitracnich destickich métfenych
spektrofotometricky. Stabilita emulzi byla testovana ve sklenénych zkumavkach,
zkumavkach Eppendorf a centrifugaénich zkumavkach. Pfi téchto metodach byla
stanovovana stabilita emulze na bazi Mueller—Hinton broth a cukerného roztoku.

Celkem bylo testovano 5 rostlinnych silic a 7 druhti emulgatort. Samostatné
emulgatory nemély vyrazny antibakterialni u¢inek. Z testovacich rostlinnych silic byla
vykazovala silice maty peprne.

V ptipadé¢ kombinace silice s emulgatory vykazoval nejvyssi antimikrobialni
aktivitu emulgator DMSO, ktery antimikrobialni aktivitu rostlinnych silic ve vétsing
ptipadi zvySoval. Ostatni emulgatory antimikrobialni aktivitu silic spise snizovaly.

Pfi stanoveni stability emulzi bylo zjisténo, ze bézné uzivané laboratorni metody
emulgace jsou nedostacujici. Pro tvorbu stabilni a homogenni emulze je nutné vyvinout

podstaté vys$si mnoZstvi energie, nez bézné€ uzivané metody umoziuji.
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Impact of selected emulsifiers and different emulsification methods on

the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli

Abstract

The main topic of this bachelor's thesis is to determine the minimum inhibitory and
bactericidal concentration of selected types of emulsifiers and plant extracts on the growth
of Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria. The thesis also examines the
effect of selected emulsifiers and their methods of emulsification on emulsion stability.

The theoretical part provides basic information about the bacteria used, their
morphological characteristics, pathogenesis, and the diseases they cause. It also describes
emulsifiers and their general characteristics, including emulsion stability. The final
theoretical part of the thesis focuses on plant extracts, their properties, and their
applications.

The methodology section of this thesis illustrates the procedures for preparing
emulsifiers and plant extracts, as well as determining the minimum inhibitory and
bactericidal concentrations. These determinations were performed in a 96 well microtiter
plate and measured spectrophotometrically. The method for preparing emulsion stability
was conducted in glass test tubes, Eppendorf tubes, and centrifuge tubes. Based on these
methodts, the stability of emulsion of Mueller-Hinton broth and sugar solution was
determined.

A total of 5 plant extracts and 7 types of emulsifiers were tested. Individual
emulsifiers did not exhibit a significant antibacterial effect. Among the tested plant
extracts, cinnamon was the most effective against both pathogens. On the other hand,
peppermint oil showed the lowest antimicrobial effect.

Regarding the combination of plant extracts with emulsifiers, emulsifier DMSO
showed the highest antimicrobial activity, which enhanced the antimicrobial effectiveness
of the plant extracts in most cases. Other emulsifiers tended to reduce the antimicrobial
activity of the extracts.

During the determination of emulsion stability, it was found that commonly used
laboratory emulsification methods were insufficient. To create a stable and homogeneous
emulsion, it is necessary to apply a significantly higher amount of energy than
conventional methods allow.
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1 Uvod

Rostlinné silice byly pouzivany jiz od stfedovéku pro své baktericidni, virucidni,
antiparazitarni, lé¢ebné a kosmetické G¢inky. Silice jsou tékavé, piirodni, a vyznacuji se
silnym zdpachem (Bakkali et al., 2008). Jsou také vonné avysoce koncentrované
slou¢eniny s komplexni smési sekundarnich metaboliti sestavajicich z fenylpropenti
a terpent. V zavislosti na typu a koncentraci vykazuji rostlinné silice cytotoxické u¢inky
na zivé bunky. Jejich cytotoxickd aktivita se vyuziva proti lidskym nebo zvifecim
patogeniim a parazitim (Christaki et al., 2012).

Emulze typu olej ve vod¢ jsou dilezitou sloZzkou mnoha potravin, dopliikti stravy,
1é¢iv, kosmetiky a dalSich produkti. Emulze jsou termodynamicky nestabilni a maji
tendenci se rozpadat. Z tohoto dtvoda se do emulzi pfidavaji stabilizatory, jako jsou
emulgatory. Emulgatory patii mezi nejdulezitéjsi stabilizatory pouzivané v jakékoliv
form¢ emulze (McClements a Jafari, 2018). Jsou to latky, které maji povrchovou aktivitu
a hraji pfi tvorbé emulzi dvé klicové role: usnadiuji samotnou tvorbu emulze a poméahaji
udrzet jeji stabilitu (Ozturk a McClements, 2016).

Cilem bakalaiské prace je stanoveni antimikrobidlni aktivity vybranych druht
emulgatoru, at’ uz samotnych, nebo v kombinaci s vybranymi silicemi nebo rostlinnych
silic samotnych, na rust vybranych bakterii. Timto stanovenim se zjiStovalo, jaka
minimalni koncentrace inhibuje rast bakterii. Pro doplnéni byla provedena minimalni
baktericidni koncentrace, ktera bakterie usmrti. Vybranymi bakteriemi jsou S. aureus a E.
coli. Dalsim cilem prace je ovéfeni vlivu vybranych emulgatort a zpusobt emulzifikace

na stabilitu emulze.



2 Escherichia Coli

Escherichia coli E., patii do celedi Enterobakteriaceae. Je zatazena do fadu
Enterobacteriales, tfidy Gammaproteobacteria, kmene Proteobacteria a domény Bacteria
(Sedlacek, 2007).

E. coli je uclovéka idalsich teplokrevnych Zivo€ichii béZnou soucasti stievni
mikroflory. Jeji ptitomnost v pitné vodé je indikatorem fekalniho znecisténi. E. coli je
klinicky vyznamna aschopna zpusobovat rtzné infekce u ¢lovéka a zvitat, aje
vyznamnym organismem pro genové a klinické studie. Do rodu Escherichia nalezi vedle
E. Coli dalsich pét druhi, které vyvolavaji infekce pouze vyjimeéné: Eschericji albertii,
Escherichia fergusonii, Escherichia hermanii, Escherichia vulneris a nedavno popsany
druh Escherichia mormotae (Kolafova, 2020).

2.1 Morfologickeé vlastnosti

Dlouhé je 2-3 pum a siroka 0,6 pm (Krmecik a Honej, 2007). Je to gramnegativni
ty¢inka, ktera se bézné vyskytuje jednotlivé nebo ve dvojicich. Nékteré kmeny jsou
schopné tvofit sva pouzdra z biologického materialu. Pohybuje se pomoci peritrichalnich
bi¢ikt (Sedlacek, 2007).

Na svém povrchu nese ruzné typy fimbrii. Vétsina z nich je zastoupena ve velkém
poc¢tu a umoznuji adhezi na hostitelskou buinku. DalSim typem jsou sex pili, které se
vyskytuji v mensim poctu a jsou schopné vytvofit vazbu mezi donorem a akceptorem pii
konjugaci (Krmecik a Honej, 2007). Buné¢nd sténa téchto bakterii se skladad ze tii
morfologicky definovanych vrstev. Nejvnitingjsi vrstva je cytoplazmaticka membrana,
ktera reguluje prichod metaboliti do cytoplazmy izpét. Vné této membrany obaluje
cytoplazmatickou membranu tenka peptidoglykanova vrstva, ktera zajistuje
mechanickou tuhost. Posledni vrstva je tvofena vnéj$i membranou, kterd je dalsi bariérou
slozenou z lipidd, polysacharidi a proteinti, podle kterych se snadno odlisi gramnegativni

od grampozitivnich bakterii, které¢ tuto dalsi membranu postradaji (Molly et al.).

2.2 Fyziologie

E. coli je fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni bakterie, ktera ma respira¢ni,
ale i fermenta¢ni metabolismus. Optimalni rustova teplota je 37 °C (Sedlacek, 2007) a
muze rist na béznych mikrobiologickych pudach. Vytvaii laktozu — pozitivni kolonie na

Endové nebo MacConkeyho pudé, které mohou byt podobné jinym enterobakteriim.
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(Kolatova, 2020). Na krevnim agaru mize zptisobovat hemolyzu. Jeji rustova teplota je
v rozmezi 15-45 °C (Greenwood et al., 1999).

E. coli je oxidaza negativni, katalaza pozitivni, methyl¢erven pozitivni a vétSinou
negativni pro citraty (Sedlacek, 2007). Fermentuje cukry (napf. glukozu, nékteré pentdzy
a alkoholické cukry) za intenzivni tvorby kyselin a plynt. Béhem fermentace E. coli tvofi
z téchto cukrti hlavné kyselinu mlé¢nou, pyrohroznovou, octovou a mravenci, Kterou

Z &asti rozklada na oxid uhli¢ity a vodik (Silhankova, 2002).

2.3 Antigenni charakter

E. coli se déli podle antigenni struktury na sérotypy. Jedna se o Somatické (O)
antigeny, kterych je 167, k nimz se vazi K a H antigen a diky jejich kombinaci vznika
240 sérotypi. Kapsularni antigeny, se déli podle chemického slozeni. Bud’ jsou tvofeny
kyselymi nebo neutralnimi polysacharidy, nebo mohou byt slozeny z bilkovin a tvofit
struktury podobné fimbriim (BEDNAR et al., 1996).

2.4 Patogeneze
E. coli je vyznamnym a Casto se vyskytujicim stfevnim patogenem U savcu a ptaku.
Existuji i kmeny, které jsou patogenni pro ¢lovéka i zvifata a zpusobuji septické infekce
a priajmova onemocnéni. (Greenwood et al., 1999).
Dle Bednaf et al., (1996) E. Coli mize vyvolat 2 typy onemocnéni:
e Extraintestinalni (pfedev§im mocovych cest, septickd onemocnéni, infekce
ran, hnisavé procesy)

e Vintestindlnim traktu infekce provazené priajmy

2.4.1 Extraintestinalni formy

E. coli mize zpusobovat rizné typy extraintestinalnich infekci. Je nejcastéjsim
pivodcem infekci mocovych cest, komunitni bakteriémie asepse. Takeé je jednim
z hlavnich ptivodcti novorozenecké meningitidy a novorozeneckeé sepse. E. coli ma
vyznamnou roli pti vzniku nozokomidlnich infekci a dalsich infekci mimo stieva, jako je

osteomyelitida, celulitida a infekce ran (Johnson, 2002).
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2.5 Rozdéleni enteropatogennich kmenii
2.5.1 Enteropatogenni (EPEC)

EPEC vyuzivaji adhezivni faktory, jako jsou pili, intimin a translokated intimin
receptor (Tir), aby se ptichytily ke stievnimu epitelu a zptisobily poskozeni mikroklk,
coz vede k prijmu mechanismem ozna¢ovanym jako pfilnuti — znieni. (Georing et al.,
Julédk, 2016).

Vzacné se vyskytuje ve vyspélych zemich. V rozvojovych statech je hlavnim
pivodcem novorozeneckych prijmi. Onemocnéni Se projevuje vodnatym prujmem,

ptipadné také horeckou a zvracenim (Kolafova, 2020).

2.5.2 Enterotoxigenni (ETEC)

ETEC se vaze pomoci svych fimbrii na specifické receptory membran bunék tenkého
stieva (Georing et al., Julak, 2016). Produkuji 2 typy enterotoxind, termolabilni
enterotoxin (TL) a termostabilni enterotoxin (TS) (BENDAR et al., 1996).

Strukturou i zptisobem ucinku je TL podobny cholerovému toxinu produkovanému
Vibrio cholera (Georing et al., Julak, 2016). Existuji dvé skupiny termolabilnich
enterotoxini, TL-1 a TL-1l. Toxin TL-II neptsobi patogenné na ¢lovéka, zatimco TL-I se
uplatiiuje ptirozvoji onemocnéni diky své podobné strukture cholerovému toxinu. Toxin
TL-1 se sklada z podjednotky A a z pentamerni podjednotky B. Podjednotka B se vaze
na receptor cholerového toxinu spolu s jinymi povrchovymi glykoproteiny epiteliarnich
bunék tenkého stieva. Po navazani dochazi k endocytdze toxinu a nasledné k produkci
cyklického adenosinmonofosfatu, diky ptestupu podjednotky A pies cytoplasmatickou
membranu a interakci s ADP-rybosyla¢nim faktorem. Tim dochazi ke zvySené sekreci
vody a elektrolytu do stieva, coz vede k vodnatym prijmim (Kolafova, 2020).

TS produkuje vétsina kment ETEC, a to bud’ misto nebo soucasné s TL (Georing et
al., Juldk, 2016). Termostabilni toxin je neantigenni peptid slozeny z 18 az 19
aminokyselin. Uvoliuje se Vv tenkém stievé a vaze se na guanylatcyklazu, coz zvysuje
hladinu cyklického gangliosidu (GMP). TS se podili na kontrole bunééné proliferace
prostfednictvim zvysené hladiny intracelularniho vapniku. Podobné jako TL se TS podili

na vzniku prijmua (Qadri et al., 2005).
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2.5.3 Enteroinvazivni (EIEC)

EIEC za pouziti gentll, které jsou kodovany na plazmidech, vstupuji do bunék
endocytdzou. Po vstupu do buriky lyzuje nitrobunéénou vakuolu, mnozi se a §ifi se do
sousednich bunék, coz vede k tvorbé viedi, zanétu a nekrdze tkané (Georing et al., Julék,
2016).

U mensi ¢asti pacientli se miize onemocnéni projevit horeckou, bolesti biicha a
pritomnosti krve a leukocytl ve stolici, zatimco obvykle se projevuje jako vodnaty

prijmem (Kolafova, 2020).

2.5.4 Enterohemoragické (EHEC)

Kmeny EHEC adheruji mechanismem pfilnuti — zni¢eni ke sliznici tlustého stieva
a produkuji toxin, ktery ptimo ptisobi na stievni epitel (Georing et al., Julak, 2016). Tento
patotyp je nejéastéjsi pfic¢inou onemocnéni U pacientt vyspélych zemich. Infekce se
nejCastéji §ifi nedostateéné tepelné upravenym masem, vodou, nepasterizovanym
mlékem a kontaminovanou tepelné neupravenou zeleninou (Kolafova, 2020).

Vyvolava hemoragickou kolitidu, z niz se miize vyvinout smrtelny hemoragicko-
uremicky syndrom (HUS). Charakterizuje ho hemolytickd anémie, trombocytopenie
a akutni selhani ledvin (Schindler, 2014).

2.6 Onemocnéni
2.6.1 Mocové infekce

E. coli je nej¢astéjsim pivodcem mocové infekce v komunité i v nemocnici. Mocové
infekce vznikaji endogenné, bakterie se z kone¢niku dostavaji po hrdzi do uretry,
mocového méchyfte ¢i do panvicek ledvin.

Hlavni forma mocovych infekci jsou uretritida, cystitida, pyelonefritida
a prostatitida (Schindler, 2014).

Cast&ji byvaji postizené¢ Zeny, ato kvili jejich kratsi modové trubici. Plivodcem
byvaji nejcastéji bakterie, které osidluji oblasti kone¢niku a genitalii. Tyto bakterie
mohou vyuzivat krat§i mocovou trubici a snadnéji piejit do mocového méchyie, nebo
i vySe. Dalsi ohrozenou skupinou jsou neléeni nebo $patné kompenzovani diabetici,
u kterych se v moc¢i nachazi cukr, ktery je vyuzivan bakteriemi jako zdroj potravy
(Stefanek, 2010).
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2.6.2 Pyelonefririda

Pyelonefritida je zanét ledvin v¢etné ledvinné panvicky. Jedna se 0 nepiijemny
a nebezpe¢ny stav, kdy je tkan ledvin napadena bakterialni infekci. Zanét mize poskodit
ledviny a bakterie se mohou dostat do krevniho fecisté, kde se mizou snadno rozsiii
a zpusobit otravu krve,

Klasickymi projevy jsou horecka, unava, nékdy nevolnost a zvraceni. Mize se
objevit ¢asté moceni provazené i bolestmi a palenim. Horecku muze doprovazet zimnice

s tfesavkou a neptijemné bolesti hlavy (Stefanek, 2010).

2.6.3 Prostatitida
Prostatitida je jednim Zz nejcastéjSich  zanétlivych onemocnéni. Rocné
trpi prostatitidou okolo 25 % muzl, ktefi vyhledaji lékaiskou pomoc kvuli potizim

z oblasti urogenitalniho traktu (PorSova et al., 2006).

2.6.4 Cystitida

Cystitida se nejcastéji vyskytuje u zen ve fertilnim véku, kdy vznika po nachlazeni
nebo bez jakékoliv zjevné ptiCiny. DalSim faktorem vzniku mize byt nap¥, vyboceni
ze zivotospravy nebo po pohlavnim styku (Schindler, 2014). Onemocnéni je ve vétSina

piipadech doprovéazeno bolestmi podbiisku, bolestmi pii moceni a febriliemi (Stefanek,
2010).
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3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus R., neboli zlaty stafylokok (Votava, 2010), patii do Celedi
Staphylococcaceae. Je zafazen do tadu Bacillales, tfidy Bacilli, kmene Firmicutes
a domény Bacteria (Sedlacek, 2007).

S. aureus je oportunni patogen, vyskytujici se bézné v prostiedi a je vyznamnou
souasti fyziologické mikrobioty na kiii a sliznici (Hurych a Sticha, 2020).

S. aureus se vyskytuje v okoli ¢lovéka a zvitat v zevnim prostiedi a kolonizuje
¢lovéka jiz od prvnich dni zivota. NejCastéji se vyskytuje na kizi rukou, perinea, kstice
a na sliznici dychacich cest a zazivaciho traktu. Bakterie 1ze prokazat béznym vysetfenim
v dychacich cestach u 20 az 50 % osob. Asi tietina této pozitivni populace patiik trvalym
nosi¢im a zbyvajici dvé tietiny k nosi¢im obcasnym. S. aureus se vyskytuje také
u hospodarskych zvitat, nejéastéji u domacich prasat a drubeze (Krmecik a Kysilka,
2007).

3.1 Morfologické vlastnosti

S. aureus je grampozitivni kok o pruméru asi 1 um. Koky jsou uspotfadané do shluk,
nékdy se vSak vyskytuji v parech nebo iojedin¢le, ato zejmena v patologickém
materialu. S. aureus je nesporulujici, nepohyblivy a obvykle netvofi pouzdra (Greenwood
et al., 1999).

Peptidoglykan u S. aureus je tlusty pfiblizné 20-30 nm a slouzi jako ochranna
bariéra. Peptidoglykan je sestaven z opakujici se jednotky skladajici se z disacharidi (N-
acetylglukosamin, N-acetylmuramova kyselina), stonk a mustkd (Sharif et al., 2009).
Peptidoglykan stimuluje, podobn¢ jako lipopolysacharidy u gramnegativnich bakterii,
produkci cytokinii aktivaci makrofagli a lymfocytti. Tahle funkce vyrazné ovliviiuje
nespecifickou odolnost organismu. Ma schopnost vyvolat v kuzi lokalni zanétlivou reakci
a projevuje cytotoxické ti¢inky (BEDNAR et al., 1996).

Pouzdro je tvoteno polysacharidem, ktery muze obklopovat bakterie jako
glykokalkix, pseudopouzdro nebo pouzdro (Bednaf et al., 1994). Pouzdro chrani bakterii
pted interakci s fagy, komplementem, protildtkami a fagocyty (Bednar et al., 1996).
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3.2 Fyziologie

Na bézn¢€ uzivanych kultivacnich médiich roste S. aureus v Sirokém rozmezi teplot
(7-46 °C) a pH (4,2-9,3) (Votava, 2003). Bézné¢ se S. aureus kultivuje 24 hodin pfi teploté
37 °C na zivém, mlé¢ném nebo krevnim agaru. Za téchto podminek se tvofi okrouhlé
kolonie o priméru 2-3 mm s hladkym lesklym povrchem. Kolonie jsou neprithledné,
vétsinou pigmentované (zlatozluté, bézové nebo smetanové bilé¢) (Greenwood et al.,
1999).

S. aureus patii mezi termofilni bakterie, ale je pomérné rezistentni zevnimu
prostiedi, odolava vysychanim a také vyssim teplotdm, naptiklad kolem 60 °C. Je odolny
vaci nékterym dezinfekénim prostfedkiim, zejména fenolu a slouceninam rtuti.
Ptisobenim alkoholu, zvlasté ve vyssich koncentracich, je bakterie spiSe konzervovana
nez hubena. V selektivnich mediich se pouzivaji lithné, glycinové a telluric¢itany, kterym
S. aureus odolava (Votava, 2003). S. aureus je kataldza pozitivni mikroorganismus, ktery

patii do skupiny (plazma) koagulaza pozitivni stafylokok. (Hurych a Sticha, 2020).

3.3 Antigenni Charakter

Stafylokokovy protein A (SpA) je zcela typicky pro druh S. aureus. Tvoii soucast
bakterialni stény a je ¢aste¢né uvoliovan do okolniho prosttedi. SpA ma schopnost se
vazat s Fc ¢asti vSech molekul IgG kromé podtiidy IgG3 a ¢astecné se vaze i s Fc oblasti
IgM a IgA. Takto vzniklé komplexy mohu aktivovat komplement a vyvolavat uvolfiovani
histaminu a leukocytd. Po komplementaci Fc oblasti imunoglobulinové molekuly s Fc
receptory na povrchu fagocytli, SpA inhibuje opozicni funkci protilatek (Bednar et al.,
1994).

Stafylokokové enterotoxiny (SE) patii do velké rodiny stafylokokovych
a streptokokovych pyrogenni exotoxini a jsou dobife rozpustné ve vodé asolnych
roztocich. Tyto toxiny zptsobuji toxické Sokové syndromy, v¢etné nékolika alergickych
a autoimunitnich onemocnéni. SE jsou vysoce stabilni aodolné wviaci vétsing
proteolytickych enzymu. Diky této odolnosti si zachovavaji po poziti svou aktivitu

v zazivacim traktu (Ortega et al., 2010).
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3.4 Patogeneze
S. aureus je patogenni pro ¢loveéka a prakticky pro vSechny teplokrevné Zivocichy.
Lidsky organismus je schopen odolat infekcim, ale miZe onemocnét v piipadé oslabeni
imunitniho systému nebo vystaveni velké davce virulentniho kmene. Vyznamny faktor
vedouci ke vzniku infekce miize byt chirurgicky zakrok, Uraz, zavedeny katetr, diabetes,
maligni onemocnéni nebo imunologickd nedostateCnost. Nejvice ohrozenou skupinou
jsou nedonoseni novorozenci, kojenci a starsi lidé (Krmec¢ik a Kysilka, 2007). Dfive nez
S. aureus vyvola infekci, musi pfekonat ochranné bariéry naseho organismu v dob¢, kdy
je lidské télo oslabené.
Dle Hurycha a Sticha (2020) mohou nasledujici zpiisoby za vznik onemocnéni:
e Infekce sprinikem apomnozeni bakterii v makroorganismu as jeho
naslednym poskozenim.
e Onemocnéni Vv disledku u¢inku toxinu bez invazivni infekce bakterii.
e Kombinace pronikani bakterii a pisobeni toxinu
Nejbéznéjsimi stafylokokovymi infekcemi jsou hnisava (purulentni) onemocnéni
kiaze, nazyvana take pyodermie. Mezi stafylokokové pyodermie patii nejcastéji impetigo,
folikulitida a furunkl. Déle je nejcastéjSim puvodcem hnisani ran, které ke vzniku infekce
obvykle potiebuje, aby v rané zustalo cizi téleso, jako napiiklad ttiska, Spina nebo stehy
(Votava, 2003).
Ze zanétlivych 1ézi je bakterie schopna projit do krevniho fecisté, kde mtze bud’
zpusobit doc¢asnou bakteriemii, nebo se stat pivodcem masivnéj$iho a intermitentniho

praniku s celkovymi symptomy sepse (BEDNAR et al., 1996).

3.5 Onemocnéni
3.5.1 Syndrom toxického Soku

Syndrom toxického Soku je odpovéd’ imunitniho systému na pyogenni
superantigeny, jejimz vysledkem je zavazné hofe¢naté onemocnéni. Tyto enterotoxiny
produkuji hlavné S. aureus, ktery navic produkuje toxin TSST-1, jehoZ ptitomnost se
uplatiiuje zejména u menstruacnich ptipadd.

Syndrom toxického Soku mize mit mirny prubéh, ale nejzavaznéjsi komplikaci je
multiorgdnové selhani zpisobujici selhani ledvin, Sokova plice, diseminovanou
intravaskularni koagulaci. Toto onemocnéni se 1é¢i okamzitym podanim antibiotik
a likvidaci loziska, kde se produkuji toxiny (napfiklad odstranéni vaginalnich tamponti)
(Taborska, 2009).
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3.5.2 Stafylokokovy syndrom opaiené kiize
SSS syndrom je onemocnéni zpusobené exotoxiny produkovanymi S. aureus.
Hlavnimi pfiznaky jsou podrazdénost, horecka a malatnost. Po 24 az 48 hodinach se na
kazi vytvori velmi citliva vyrazka, které se nejprve objevi na obli¢eji a v ohybech (tfisla,
krk, podpazdi) a postupné se rozsiti. Vyrazka se projevuje ve forme tenkych puchyrk.
Nejvice ohrozeny jsou déti, které nemaji vyvinuty renalni systém a dostate¢nou
imunitu (Ross a Shoff, 2000).

3.5.3 Stafylokokové otrava jidlem

Mnoho riznych potravin mtze byt dobrym rGstovym médiem pro S. aureus
produkujici enterotoxin, ktery se podili na otravé ¢lovéka jidlem. Mezi nejcastéjsi
potraviny patii mléko a smetana, maslo, Sunka, syry, klobasy a dalsi. Nej¢astéjsi piiznaky
stafylokokové otravy jidlem jsou kieCe v biiSe, nevolnost, zvraceni a priajmy. Pfi akutni
intoxikaci zpusobi SE gastrointestindlni poskozeni s regionalnim edémem a podrazdénim
svala (Ortega et al., 2010).
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4 Emulgatory

Emulgéatory jsou latky s povrchovou aktivitou, které hraji pfi tvorbé emulzi dvé
klicové role. Za prvé usnadiiuji samotnou tvorbu emulze a za druhé pomahaji udrzet
stabilitu emulze. V potravinafském priamyslu se bézné pouzivaji ruzné druhy
syntetickych a pfirodnich emulgatortt véetné proteint, polysacharidt, fosfolipida
a povrchové aktivnich latek (Ozturk a McClements, 2016). Pfi tvorbé emulzi v roztocich
maji zasadni roli pfi zajisténi emulzifikace a stability. Emulgétor je amfipaticka
molekula, ktera obsahuje hydrofilni i lipofilni ¢ast.

Mezi hlavni u¢inky emulgatorti patfi snizeni napéti mezi dvéma fazemi, napiiklad
vodou a olejem, a tvorba tenké vrstvy, kterd chréni kapky v emulzi. Tento efekt vznika
diky interakcim mezi molekulami emulgatoru a kapkami v emulzi. Emulgatory dale
snizuji mnozstvi energie pii rozkladu hrubych ¢astic a tim zajistuji vznik mensich kapek
(Serdaroglu et al., 2015).

Uginny emulgator musi mit pii tvorbé malych kapicek béhem homogenizace fadu
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Musi byt schopen adsorbovat se na rozhrani olej-voda
a proto musi mit na svém povrchu vhodny pomér polarnich a nepolarnich skupin. Béhem
homogenizace musi rychle adsorbovat na povrchu kapicek, aby mohl rychle snizit

mezifazové napéti (Ozturk a McClements, 2016).

4.1 Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMSO je bezbarvé organosulfoxidove rozpoustédlo. Je dobie misitelné se Sirokou
Skalou organickych rozpoustédel i vodou. Dobie rozpousti polarni i nepolarni slou¢eniny
(Choulis, 2012). Pouziva se jako rozpoustédlo pro piipravu chemickych roztoki. Ma
protizanétlivé, antioxida¢ni a antimikrobidlni vlastnosti (Yolanda et al., 2022).
Nerozpustné latky ve vodé, kuptikladu terapeutické a toxicke latky, jsou ¢asto rozpustné
pravé v DMSO. Ma velkou afinitu k vodé a kdyz je vystaven vzduchu, ¢ist¢é DMSO se
rychle zfedi. U DMSO nejsou zcela dobte popsany fyziologické a farmakologické
vlastnosti a u¢inky (Brayton, 1986).

V biologickych studiich se DMSO pouziva nejen jako rozpoustédlo, ale i jako nosi¢
pro lé¢bu. Pouziva se k 1é¢bé dermatologickych, plicnich, revmatoidnich a renélnich
projevli amyloid6zy. Dale k 1é¢bé onemocnéni pohybového aparatu, revmatologickych

onemocnéni a schizofrenie (Ruiz-Delgado et al., 2009).
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DMSO je schopné pronikat kazi a jinymi membranami, aniz by je poskodil, a do
biologického systému pienasi i dalsi slouc¢eniny. Diky schopnosti pronikat kizi se DMSO
vyuziva jako nosi¢ pro podporu perkutanni absorpce jinych sloucenin, které za

normalnich podminek by neprosly (Hassan, 2014).

4.2 Lecitin

Lecitin je smési tukd, které se piirozené vyskytuji v organismech a nachazeji se
v nékolika potravinach. Obsahuje tuky jako jsou kyselina stearova, palmitova a olejova,
ajsou vazané na cholinester kyseliny fosforecné. Tato latka se obvykle nazyva
fosfotidylcholin. Procesem zvanym hydrogenace se ziskd hydrogenovany lecitin. Pti
tvorbé kosmetickych ptipravkil se pouziva lecitin i hydrogenovany lecitin jako ¢inidlo
pro upravu pokozky. Hydrogenovany lecitin se také pouziva jako suspendac¢ni ¢inidlo,
tedy jako nepovrchové aktivni latka (Fiume, 2001).

V potravinafstvi ma lecitin mnoho funkci. Vyuziva se jako emulgator, smacedlo,
snizuje viskozitu a dalsi (List, 2015). Lecitin se Casto pouziva jako piirodni emulgator ke
stabilizaci rostlinnych silic v roztocich s vodou, aby se vytvoftil stabilni produkt (Zhang
et al., 2017). Lecitin se ziskava technickym zpracovanim z vaje¢nych Zloutkt a riznych
olejnin jako jsou Inény olej, kukuficné klicky, slune¢nicova seminka, fepkovy olej

a séjové boby (Van Nieuwenhuyzen, 1976).

4.3 Tween

Tweeny neboli polysorbaty jsou tfidou emulgatori pouzivanych v nékterych
lé¢ivech a piipravé potravin. Bézné se pouzivaji v peroralnich a topickych
farmaceutickych davkovych forméach. Casto se také pouziva v kosmetice k solubilizaci
rostlinnych silic do produktli na vodni bazi. Polysotbaty jsou olejové kapaliny odvozené
od ethoxylovaného sorbitanu (derivat sorbitolu) esterifikovaného mastnymi kyselinami.
Mezi bézné obchodni znacky pro polysorbaty patii Kolliphor, Scattics, Alkest, Canarcel
a Tween. Cislo nasledujici za ¢asti ,,polysorbat (tween)“ souvisi s typem hlavni mastné
kyseliny spojené s molekulou. Monolaurat je ozna¢en 20, monopalmitit je oznacen 40,
monostearat 60 a monooleat 80. Cislo 20 za &asti ,,polyoxyethylen” oznaduje celkovy
pocet oxyethylenovych (-CH.CH>0-) skupin nalezenych v molekule (Schiweck, 2012).

Tweeny jsou velmi €asto nepouzivané povrchové aktivni latky. Povazuji se za
netoxické a nedrazdivé 1atky. U novorozenct s nizkou porodni hmotnostni byl Tween,

ktery se podaval spole¢né s vitaminem E, spojen s vedlejsimi G¢inky. V potravinafistvi se
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podéva jako potravinova piidatné latka ve formé PEGového tenzidu. Mezi nejznadméjsi

Tweeny patii Tween 20, 40, 60 a 80 (Kaur a Mehta, 2017).

43.1 Tween 20

Tween 20 je neiontovy polyoxyethylenovy sufaktant, ktery se nejcastéji pouziva jako
rozpoustédlo a emulgator v potravinafstvi, kosmetice a farmaceutickych pfipraveich.
V radioimunologickych testech, jako je napfiklad ELISA, se Tween 20 pfidava do mycich
pufiti, aby zabranil nespecifickému vazani (Eskandani et al., 2013).
4.3.2 Tween 40

Je biokompatibilni neiontova povrchové aktivni latka. Pouziva se jako uéinny

solubilizator ve farmaceutickém pramyslu (Najar et al., 2017).

4.3.3 Tween 80

Tween 80 je povrchové aktivni latka, ktera nevytvaii ionty (Nielsen et al., 2016).
Skladéa se z hydrofobni a hydrofilni ¢asti. Rozhrani vzduch-voda nebo pevna latka-voda
je tizena hydrofobni ¢asti. Roztoky Tween 80 ¢asem oxiduji samy od sebe. Tento proces
se urychluje vlivem svétla, zvySené teploty a pfitomnosti médnatych sulfatt
(Schwartzberg a Navari, 2018).

Siroce se pouziva jako emulgator v kosmetice, 1é¢ivech a potravinaiskych vyrobcich
(Nielsen et al., 2016). V mikrobiologii se nejcastéji ptidava do kultivaéniho média,
nejcastéji v koncentraci 0,1 %, kde zvySuje rychlost rustu bakterii a miize vykazovat
i baktericidni aktivitu, pfi koncentraci do 0,5 % asnizuje minimalni baktericidni
koncentraci fady antibiotik (George et al., 2022).

Tween 80 se Casto piidava do farmaceutickych piipravki. Studie naznaéuji, ze se
chova jako farmakologicka a biologicka sloucenina, ktera je schopna ovliviiovat
farmakologické vlastnosti 1é¢ivé latky. Podle studii, provadéné in vitro, Tween 80
potlacuje ucinky antibiotik U rezistentnich bunéénych linii (Schwartzberg a Navari,
2018).

4.4 Ethanol

Ethanol je mala molekula a ma schopnost volné pronikat pies bakterialni membrany.
Muzeme ho pozadovat za chemicky analog vody, protoZe obsahuje hydroxylové skupiny,
které se castni vodikovych vazeb, zodpovédnych za vysoky bod varu. Ethanol je méné

polarni nez voda a lépe se rozpousti v hydrofobni membranové vrstvé (Ingram, 2008).
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Ethanol ma baktericidni u¢inky a pouziva se k dezinfekci kiize, oralnich a rektalnich
teploméru a dalSich zdravotnickych materialu. Bakterie tvofici biofilm jsou obvykle
citlivé na antimikrobiélni latky a jsou rychle usmrceny roztoky ethanol/voda (Chambers
et al., 2006).

4.5 Stabilita emulze

Emulze typu olej ve vod¢ jsou hlavni slozkou mnoha produktii véetné potravin,
doplnkt 1é¢iv, kosmetiky a produktd pro osobni péci. Emulze jsou termodynamicky
nestabilni a maji tendenci se rozpadat v disledku ruznych fyzikalné-chemickych
mechanismi a proto se do nich pfidavaji stabilizatory, jako jsou emulgatory.
stabilizovat emulze, ale podle jejich povahy i ovlivnit snadnost tvorby emulze.

Emulze lze vytvaret pomoci vysokoenergetickych nebo nizkoenergetickych metod.
Mezi vysokoenergetické metody patii napt. vysokorychlostni mixéry, vysokotlaké
homogenizatory, koloidni mlyny a sonikatory. Mezi nizkoenergetické metody patii napf.
fazova inverze za tepla, zména slozeni fazi a spontanni emulgace (McClements a Jafari,
2018).
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5 Rostlinné silice

Rostlinné silice jsou tékavé s charakteristickou vini a hustotou. V anorganickych
rozpoustédlech (voda) nejsou rozpustné, ale jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech
(ether, alkohol). Nejcastéji se vyuzivaji v kosmetickém primyslu, aromaterapii
a parfumerii. Rostliny tyto oleje vyuzivaji jako chemické signaly, které odpuzuji
predatory (Hanif et al., 2019). Jsou zndmé pro své schopnosti inhibovat bakterie, viry
a houby, a také pro své 1é¢ivé vlastnosti a viini. Pouzivaji se k balzamovani, konzervaci
potravin a jako Ié¢iva s riznymi G¢inky, jako naptiklad protizanétlivé, protikiecové, proti
bolesti, sedativni a jako lokalni anestetika (Bakkali et al., 2008). Rostlinné silice vykazuji
antimikrobialni aktivitu proti mnoha patogeniim, které se nejCastéji prenasi skrz potraviny

véetné gram-pozitivnich a gram-negativnich patogenim (Rao et al., 2019).

51  Mata peprna

Mata peprna je znama rostlina, ktera se pouziva v riznych podobach, jako napiiklad
v podobé oleje, listl, extraktu z listt a vody z listt. Ziskany olej z maty peprné se vyuziva
v kosmetice, osobni hygien¢, potravinaistvi a piidava se do farmaceutickych produktu.
Silice ma4 mnoha 1é¢ebnych vlastnosti naptiklad sniZzeni bolesti a podrazdéni, Cisti
a dezinfikuje, povzbuzuje mysl, zuzuje krevni cévy auvoliuje dychaci cesty (Herro
a Jacob, 2010).

Silice a extrakt z maty peprné jsou schopny usmrtit né¢které druhy hub, ale mata
peprna namocena do vody (infuze) tuto schopnost ztraci. Pusobi antimikrobialné vici
Siroké skale patogenti napi. Candida albicans, E. coli a S. aureus. Ve farmakologii se
dale vyuziva antiviroticka aktivita proti chiipce, herpesu a jinym viraim (Mahboubi

a Kazempour, 20014).

5.2 Skorice

Skofice patii mezi nejstarsi 1é¢ivé rostliny, které se Siroce vyuzivaji po celém svéte
(El-Hack et al., 2020). Skotice obsahuje dvé hlavni biologické latky: cinnamaldehyd
a eugenol (Baker a Grant, 2008). Skoticova silice ma vyrazné antimikrobialni G¢inky
proti mnoha bakteriim. Déale ma silné antioxida¢ni a analgetické ucinky (EI-Hack et al.,
2020). Skotice ma pesticidni u¢inky proti hmyzu, proto se miize vyuzivat jako repelent,

ale pti vyssich davkach ma biocidni G¢inky (Baker a Grant, 2008).

23



Skofice patfi mezi nejb&éznéjsi kofeni a potravinaiské aromatické piisady. Ma
ptiznivé U¢inky na zdravi Ustni dutiny a vyuziva se pii bolesti zubt, ustnich infekcich
a k odstranéni zapachu z Ust. Déle se vyuziva i k 1é€bé akné a gastrointestindlniho traktu
a tlustého stieva. Skofice ma vyrazné proti prijmové a stimulaéni uéinky. Diky svému
koagula¢nimu uc¢inku lze pouzit k zastaveni krvaceni. Mezi ovétené vlastnosti
skoficovych extrakti a rostlinnych silic je jejich antimikrobidlni aktivita proti
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Nabavi et al., 2015).

53 Tymian

Tymiédn je znama lé¢iva rostlina, ktera se po celém svété vyziva jako kofeni.
Obsahuje éterické oleje se silicemi uloZzenymi v mnoha zlazkach této rostliny. Tyto oleje
se uvolnuji, kdyz jsou Zlazy naruSeny, a vytvareji siln¢ aromatické esence, které obklopuji
rostlinu. Lidé byli k této rostliné pfitahovani diky jejimu silnému zapachu. Jeji oleje se
vyuzivaly k pramyslovému vyuziti (Attia et al., 2017).

Patii mezi nejdilezitéjsi byliny, které se pouzivaji pro konzervaci potravin. Do jidel
se piidava jako kofeni adochucovadlo pro zlepSeni chuti jidel. Diky svym
protizanétlivym a protikfeCcovym ucinkiim se jiz od starovéku pouziva jako Ié¢iva
rostlina. Déle jsou rostlinné silice z tymianu ¢asto pouzivané v hygienickych vyrobcich
a vyrobcich pro péci o plet jako je kolinska voda, mydla, koupelové esence, sprchové
gely a Sampony (Soleimani et al., 2022).

V soucasné dob¢ byla popsana antibakterialni a antifungalni aktivita tymianu proti
riznym patogenum. Podle n¢kolika studii ma tymian vyraznou antimikrobialni aktivitu
proti grampozitivnim bakteriim. Dale bylo zjisténo, Ze tymian vykazuje antimikrobidlni
aktivitu, kterou lze vyuZzit jako prevence tvorby biofilmid a tim se snizuje pouziti

syntetickych antimikrobialnich latek se stejnym tc¢inkem (Coimbra et al., 2022).

5.4 Hpiebicek

Hrebicek je slozen z mnoha latek, které mu davaji jeho 1é¢ivé vlastnosti a vyraznou
viini. Nejdilezitéjsi 1é€ivou slozkou je eugenol. V tradi¢ni ¢inské medicing byl hiebi¢ek
popsan jako latka, ktera vykazuje ucinky na zlepSeni traveni a inhibuje rust
mikroorganismi (Hu et al., 2018).

Nejcastéji se pouziva v zubnim Iékafstvi jako antiseptikum a analgetikum, diky

svym lé¢ivym vlastnostem ucinné 1é¢it zubni bolesti. Je velice u¢inny proti Gstnim
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bakteriim, které zptsobuji zubni kaz a parodontalni onemocnéni (Chaieb et al., 2007).
V potravinafstvi se pouziva jako ptirodni konzervant, barvivo a koteni.

Hiebitek je znam pro svou antivirovou aktivitu diky slozce eugenol. Prokazal
antivirovy Gc¢inek proti herpes simplex typu 1 a 2, viru chiipky A a Ebole. Eugenol mtize
pusobit jako potencidlni inhibitor v ranych fazich infekce HIV-1 diky své schopnosti
snizovat replikaci virt (Kumar Pandey et al., 2022). M& také antimikrobialni
a antioxidacni ucinky. Vykazuje antimikrobialni aktivitu vuci bakteriim zpusobujicim

kazeni potravin (Radunz et al., 2019)
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6 Cil prace
Cilem préace je ovéfeni vlivu vybranych emulgatord a zpusobu emulzifikace na

stabilitu emulze a testovani vlivii emulgatort na rist vybranych bakterii.

Vyzkumné otazky:
1. Jaky je vliv jednotlivych vybranych emulgéatorti na riist testovanych bakterii?
2. Ma smés emulgatorti lepsi emulgacni Gc¢inky nez jednotlivé emulgatory?

3. Jaky maji jednotlivé emulgéatory vliv na stabilitu emulze?
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7 Material a metodika

Metodicka ¢ast mé prace byla provadéna v laboratotich na Zemédélské a Zdravotné
socialni fakulté JihoCeské univerzity. Zabyvala jsem se vlivem vybranych emulgatoru
a zpusoby emulzifikace na rust bakterii S. aureus a E. coli. Byly testované emulgatory
DMSO, Lecitin, Tween a Ethanol.

7.1 Zkoumane latky

Celkem bylo testovano 5 rostlinnych silic a 7 druhii emulgatorti. VSechny rostlinné
oleje a emulgatory byly zakoupeny od firmy 1. Aromaterapeutické KH a.s. Vsechny
zkoumané latky byly uchovavané v chladicim boxu s teplotou okolo 2 °C.

Byly testovany dva kmeny bakterii, gram negativni E. coli CCM 4517 a gram
pozitivni S. aureus CCM 4516, které byly poiizeny z Ceské sbirky mikroorganismii
v Brné. Bakterie byly uchovavany pii teploté -80 °C.

Seznam vybranych emulgdtora:

e Tween 20

e Tween 40

e Tween 80

e DMSO

e Lecitin super — Olejovita kapalina slabé zluté barvy

e Lecitin — 75 - Jedna se o lecitin ve formé bilého prasku
e Ethanol

Seznam vybranych rostlinnych silic:

e Skofice

e Mata

e Tymian

e Hiebicek

e Heimanek modry

e Pomerané
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7.2 Vybaveni a pristroje
Vybaveni:
e Plastové Petriho misky
e Laboratorni sklo (odmérny valec, malé i velké kadinky, Erlenmeyerovy banky)
e Ockovaci klicky
e 96 jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky s plochym dnem
e Sklenéné zkumavky s kovovym vikem
e Eppendorfovy zkumavky
e Zkumavky Falcon
e Automatické pipety
e Multikanalové pipety
e Spitky na pipety

Ptistroje:
e Analytické vahy Boeco Germany BBI-41
e Velp scietifica Vortex
e Ultrazvukovy sonikator Tesla
e Spektrofotometr
e Flowbox Telstat
e Termostat Scholler

e Denzitometr McFarland typ DEN-1

7.3 Kultivace bakterii
7.3.1 Mueller—Hinton medium (MHA)

Mueller Hinton agar je vhodné medium pro testovani citlivosti mikroorganismt.
Hlavnimi slozkami je hovézi extrakt, kysely hydrolyzat kaseinu, Skrob a agar. Hovézi
extrakt a kysely hydrolyzat kaseinu poskytuji dusik, vitaminy, uhlik, aminokyseliny, siru
a dalsi zakladni Ziviny. Skrob ma schopnost absorbovat produkované toxické metabolity

a agar se pouziva jako ztuzovaci prosttedek (Aryal, 2015).

28



Obr. 1: Pouzita média

7.3.1.1 Pfiprava Mueller—Hinton broth (MHB)

MHB se pouzival jako medium, na kterém se testovaly MIC bakterii a rostlinnych
silic.
Ptiprava:

Na analytickych vahach se na navazovaci lodi¢ku navazilo 4,2 ¢ MHB. Poté se
prevedla navazka do 200 ml sklenéné ldhve se Sroubovacim uzdvérem. K navazce se
piidalo odmérnym valcem 200 ml destilované vody a roztok se poté ditkladné promichal.
Takto ptipraveny MHB byl nasledné vysterilizovan pomoci tlakového hrnce po dobu
45 minut.

Takto vysterilizovany roztok MHB se poté mohl pouzit v laboratofi.

7.3.1.2 Priprava kultivacnich misek obsahujici Muller—Hinton agar (MHA)

MHA se pouzival ke kultivaci bakterii a byla na ném testovana MHB bakterii a
rostlinnych silic.

Na analytickych vahach bylo odvazeno 3,7 g Mueller—Hinton agar. Navazka byla
kvantitativné pfevedena do uzaviratelné lahvicky spolu se 100 ml destilované vody. Agar
byl ve vod¢ dikladné promichan. Poté se nechal vyvatit po dobu 45 min v tlakovém
hrnci, aby byl sterilizovan. Po vyvateni se pfipraveny agar ptelil do Petriho misek
a nechal ztuhnout. Tyto misky byly nasledné pouzity ke kultivaci bakterii a ke stanoveni
hodnoty MBC.
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Obr. 2 Chladnuni MHA ve Flowboxu Obr. 3 Pripravena Petriho miskach MHA

7.3.2  P¥iprava kultur Staphylococcus aureus a Escherichia coli

Ze staré kultury byla pfipravena nova kultura pro méteni MIC a MBC.
Prostiednictvim ocCkovaci klicky se odebralo malé mnozstvi bakterie ze staré¢ kultury
a naockovala se s ni nov¢ ptipravena miska s MHB. Takto pfipravena miska se nechala

inkubovat, aby bakterie narostla.

Obr. 4 Kultura S. aureus Obr. 5 Kultura E. coli
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7.4 Stanoveni MIC

antimikrobialni slozky, ktera inhibuje viditelny rist. MIC se pouziva k hodnoceni

antimikrobialni a¢innosti riznych slouc¢enin meéfenim tcinku klesajicich koncentraci.
Test pro MIC byl provadén na mikrotitracnich 96 jamkovych destickach. Testovani

probéhlo na vybranych emulgéatorech na rist bakterii. Poté se k emulgatorim, které

vykazovaly slabsi inhibi¢ni G¢inky, ptidaly rostlinné silice a porovnavalo se, jaky vliv

mély tyto emulgatory na inhibi¢ni G€inky ptidanych rostlinnych silic.

Priprava inokula:

Inokulum bylo pfipraveno z kultury S. aureus a E. coli. Sterilni o¢kovaci klickou se
odebralo malé mnozstvi kultury a ptidalo se do zkumavky se sterilni destilovanou vodou.
Zkumavky byly protifepany ve vortexu a zméteny v denzitometru do vysledné hodnoty
0,5 McFarland.

7.4.1 Stanoveni minimdlni inhibic¢ni koncentrace 10, 5, 2,5 a 1,25 % roztokii
emulgdtornu

Pfiprava emulgatoru:

Pro méteni MIC byly pouzity vybrané¢ emulgatory: Tween-20, Tween-80, DMSO
a Lecitin. Vzorky emulgatort byly piipraveny ve 2 ml zkumavkach Eppendorf. Nejprve
byly do zkumavek zvazeny emulgatory (viz Tab. 1). DMSO bylo pfipraveno ve
flowboxu. Nasledn¢ byly vSechny zkumavky dopInény do objemu 2 ml mediem MHB.

Zkumavky byly poté promichany ve vortexu.

Tab. 1 Pfiprava emulgétor

Tween - 20 Tween - 80 Lecitin DMSO
10 % 200 mg 200 mg 200 mg 200ul
5% 100 mg 100 mg 100 mg 100ul
2,5% 50 mg 50 mg 50 mg 50ul
1,25 % 25 mg 25 mg 25 mg 25ul

Stanoveni MIC:

Byly ptipraveny mikrotitra¢ni 96 jamkové desticky, které se rozdélily do dvanécti

sloupcti a do osmi tadkii oznacenych pismeny od A do H. Do vsech fad, kromé prvni,
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bylo napipetovano automatickou pipetou 100 ul media MHB. Do prvni fady byly
napipetovany vzorky emulgatord (200 pl) po tfech opakovanich. Z tady A byla
multikanalovou pipetou odpipetovana 100 pl vzorku a pfidana do fady B a poté se
promichaly. Z fady B se opét napipetovalo 100 pl a pfidalo do fady C a promichalo.
Tento postup se opakoval az do fady F, pfi¢emz G a H byla vynechana.

Vsechny jamky v prvnich ¢tyfech ptipravenych desti¢ek kromé posledni fady H byly
napipetovany 10 pl ptipravenym inokulem z E. coli. Do zbylych desti¢ek bylo inokulum
S. aureus napipetovano stejnym zptisobem. Rada G a H byly pouZity jako negativni a

pozitivni kontrola, kde nebyla pfitomna zadna koncentrace emulgatord.

7.4.2 Stanoveni minimdlni inhibiéni koncentrace 5 % roztokii emulgdtorii
s pridavkem rostlinnych silic a rostlinnych silic samotnych

Priprava vzorki:

Pro méteni MIC byly pouzity vybrané emulgétory: Tween-20, Tween-80. DMSO
a Ethanol. Vzorky emulgatoru byly pfipraveny ve 2 ml zkumavkach Eppendorf. T-20 a
T-80 byly zvazeny do zkumavek po 200 mg. Poté se odpipetovalo 100 ul DMSO
a Ethanol, které byly pfidany do zkumavek ve flowboxu. Do vSech zkumavek byly
napipetovany rostlinné silice po 8 pl. Jako rostlinné silice byly pouzity tymian Cerveny,
mata peprna, skofice a hiebicek. VSechny zkumavky byly doplnény do 2 ml mediem
MHB.

Poté se pripravily roztoky samotnych vybranych rostlinnych silic. Rostlinné silice
byly ptipravovany o koncentraci 4000 ppm, kdy zkumavky Eppendorf byly doplnény do
2 ml MHB, ke kterému se ptidaly rostlinné silice po 8 ul. VSechny zkumavky byly

promichany ve vortexu.

Stanoveni MIC:

Ptipravily se mikrotitracni 96 jamkové desticky. Desticky byly rozdéleny do
dvanacti sloupcti a do osmi fadkli oznacenych pismeny od A do H. Do vSech fad, kromé
prvni, se napipetovalo automatickou pipetou 100 pl media MHB. Do prvni fady se
napipetovaly vzorky emulgatorti (200 pl), ve kterych byly pfimichany rostlinné silice po
ttech opakovani. Dalsi desticky byly naplnény stejnych zpiisobem ptipravenymi roztoky
rostlinnych silic. Z fady A byla multikanalovou pipetou odpipetovana 100 ul vzorku

a ptidana do tady B. Poté se smés promichala. Z fady B se opét odpipetovalo 100 pl
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a piidalo do fady C a poté promichalo. Tento postup se opakoval az do fady F. Rady G
a H byly vynechany.

Vsechny jamky desticek, kromé posledni fady H, byly napipetovany 10 pl
ptipravenym inokulem z E. coli. Do zbylych desticek se napipetovalo inokulum S. aureus
stejnym zptsobem. Rada G a H byly pouzity jako negativni a pozitivni kontrola, kde

nebyla pfitomna zadna koncentrace emulgatort.

7.4.3 Méreni pripravenych desticek

Desticky byly poté zméfeny na spektrofotometru o vinové délce 405 nm. Desticky
se nechaly 24 hodin inkubovat pfi teploté¢ 37 °C. Po 24 hodinach byly desticky opét
zméfeny ve spektrofotometru. Ze zméfenych hodnot optické denzity (OD) byla

vypocitdna procentudlni inhibice bakterii a rostlinnych silic.

Vypocet procentudlni inhibice:

100 —[A1-AO0]—neg.c.

Inhibice v % = Gozcmeac) 100

Al hodnota absorbance po 24h

AO o hodnota absorbance pted kultivaci
Neg.C. vovvriiiiiiiiiiiiii, hodnota absorbance u negativni kontroly
Pozc. .o hodnota absorbance u pozitivni kontroly

Pro lepsi interpretaci byly vysledky rozdéleny do 3 kategorii:

<50% .......... nema inhibi¢ni u¢inek
50-75% ....... dobry inhibi¢ni Gi¢inek
75-100 % ....... vyrazny inhibi¢ni €¢inek
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7.5 Stanoveni MBC
latky potfebna k usmrceni bakterie.

Test pro MBC byl provadén na Petriho miskach obsahujici MHA. MBC se testovalo
u vybranych emulgatoru a rostlinnych silic.

MBC byla provadéna po druhém zméteni mikrotitracnich desticek, tedy po odecteni
hodnot MIC. Nejprve byly ptipraveny Petriho misky obsahujici MHA. Zadni strana kazdé
misky byla rozdélena pomoci fixy na Ctyfi stejné velké ¢asti. Kazda ¢ast byla popsana
podle toho, jaky vzorek bude aplikovan a poté byly vyzna¢eny koncentracemi, které se
pienesly z jamek desti¢ek na misku (napf. A, B, C, D). V mikrotitra¢ni desti¢ce byly
vzorky dény po tfech opakovani, proto byly ke kazd¢ koncentraci, vyznacené na desticce,
predkresleny tfi tecky.

Pomoci oc¢kovaci kli¢ky byl pfiblizné 1 pl média z jamky desticky pfenesen na

misku. Po pfenosu byly Petriho misky ulozeny do uzaviratelnych sackt a nechaly se

vV

Obr. 7 Ukazka, jak vypada hotové MBC po 24hodinové
inkubaci

Vyhodnoceni:
MBC se hodnotilo na Petriho miskach pouhym okem. U emulgatoru nebo rostlinné

silice, kterd vykazovala baktericidni uc¢inek, neméla na Petriho misce narust bakterii.
Naopak u emulgétort a silice, kterd nebyla odolna vii¢i bakteriim, byl nalezen narust na

Petriho misce.
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7.6 Stabilita emulze

Stabilita emulze byla testovana na tekutém médiu MHB. Test pro stanoveni emulze
jsme provadéli ve tfech riiznych nadobach: sklenéné zkumavky, Eppendorfové zkumavky
a Zkumavky Falcon.

Pro prvni test stability emulze byly pouzity zkumavky Eppendorf. Po vyhodnoceni
bylo zjisténo, ze k tvorbé stabilni emulze musi byt pouzito vetSi mnozstvi vzorku.
K vét§imu objemu byly pouZity sklenéné zkumavky s uzavérem.

Pro doplnéni byla provedena stabilita emulze v cukerném roztoku. Tato emulze byla

po sléze vyuzita jako krmivo pro vcely.

Tab. 2 Prehled pouzitych emulgatorh u riznych metod

Provedeni
Emulgatory
Sklenéné zkumavky Zkumavky Eppendorf Zkumavky Falcon
Tween — 20 X X X
Tween — 40 X X
Tween — 80 X X X
Lecitin Super X X
Lecitin — 75 X
DMSO X X X
Ethanol X X

7.6.1 Stabilita emulze ve sklenénych zkumavkach

Vybrané emulgétory:

e Tween-20

e Tween—80

e Lecitin Super
e DMSO

e Ethanol

Rostlinna silice:

e Hefmanek modry
Postup:
Emulgéatory byly testovany v koncentraci 5; 2,5 a 1,25 % w/v. Do zkumavek byly
zvazeny emulgatory. DMSO s ethanolem byly do zkumavek pfidany pipetou (hmotnost

viz Tab. 1). Po zvazeni emulgatort bylo do zkumavek pfidano 10 ml kultivacniho média
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(MHB). Obsah zkumavek byl homogenizovan pomoci vortexu. Do kazdé zkumavky bylo

poté piidano 40 pl hefmankové silice, ¢imz vznikla koncentrace 4000 ppm.

V rdmci pokusu byly testovany rizné zpisoby emulzifikace:

1. Protfepanim v ruce

2. Vortexovani

3. Vortexovani a 15 min sonifikace

Tab. 3 Ptiprava emulgétort

EMULGATORY | Tween-20 | Tween - 80 Lecitin DMSO Ethanol
KONCENTRACE

5% 500 mg 500 mg 500 mg 500 pl 500 pl
2,5% 250 mg 250 mg 250 mg 250 pl 250 pl
1,25% 125 mg 125 mg 125 mg 125 pl 125 pl

7.6.2 Stabilita emulze ve zkumavkach Eppendorf

Vybrané emulgatory:

e Tween—-20

e Tween-40

e Tween—-80
e DMSO

Rostlinna silice:

e Hefmanek modry

Postup:

Emulgatory byly testovany v koncentracich 5% 2,5% al1,25% w/v. Do

zkumavek Eppendorf byly zvaZzeny emulgatory. DMSO s ethanolem byly do zkumavek

ptidany pipetou (viz Tab. 3). Poté byly zkumavky dopInény tekutym médiem (MHB) do

celkového objemu 2 ml a obsah zkumavek byl homogenizovan pomoci vortexu. Ke kazdé

zkumavce bylo nésledné ptidano 8 pl hefméankové silice, ¢imz vznikla koncentrace

4000 ppm. Poté byly zkumavky opétovné vortexovany a zdokumentovana vznikla

emulze. Po 24 hodinach byly emulze vyhodnoceny znovu.

Tab. 4 Pfiprava emulgétort

Emulgatory Tween - 20 Tween - 40 Tween - 80 DMSO
Koncentrace
5% 01g 01g 01g 90,9 ul
2,5% 0,05g 0,05g 0,05g 45.5 ul
1% 0,02¢g 0,02g 0,02g 18.1 pl
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7.6.3 Stabilita emulze v cukerném roztoku

Vybrané emulgétory:

e Tween-20
e Tween—-40
e Tween—-80

e Lecitin Super

e Lecitin—S75
e DMSO
e FEthanol

Rostlinna silice:

e Pomeranc
Postup:

Pfi stanoveni byl pfipraven 50 % cukerny roztok (w/v). Do centrifuga¢nich
zkumavek Falcon byly zvazeny emulgatory (hmotnost viz Tab. 4) a nasledné byly
doplnény do objemu 50 ml cukernym roztokem. Takto pfipravené roztoky byly
homogenizovany ru¢nim protiepanim. Kazdy ze vzorku byl pielit do kadinky a bylo
piidano 500 ul pomerancové silice. V kddince se smes se silici emulzifikovala pomoci
ty¢ového mixéru po dobu 30 vtefin. Takto vzniklé roztoky byly prelity zpét do zkumavek
a byly vyhodnoceny. Tento postup byl pouzit pro v§echny vzorky. Po 24 hodinach byly

zkumavky opétovné zhodnoceny.

Tab. 5 Ptiprava emulgatort

Emulgatory | Tween- | Tween—- | Tween — Lecitin Lecitin —

DMSO | Ethanol
Koncentrace 20 40 80 Super S75
5% 25¢g 25¢g 25¢g 25¢g 25¢g 2500 pl | 2500 pl
2,5% 1,25¢ 1,25¢ 1,25¢ 1,25¢ 1,25¢g 1250 pl | 1250
1,25% 0,625¢g 0,625¢g 0,625¢g 0,625¢g 0,625¢g 625 ul | 625l
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8 Vysledky

Pro svou praci jsem vyuzila laboratoie na Zemédélské fakulté¢ a Zdravotné socidlni
fakult¢ JihoCeské univerzity, kde jsem vSechny vySe uvedené metody prakticky
provadéla.

Cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni antimikrobidlni aktivity emulgatort
a rostlinnych silic na rast bakterii. MIC bylo provadéno u piipravenych vzorku:

e Samostatné emulgatory
e Kombinace emulgatora a rostlinnych silic
e Samostatné rostlinné silice

Déle bylo ovéfovano, jaky maji vliv vybrané emulgatory a jejich zpisob

emulzifikace na stabilitu emulze.

8.1 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace 10, 5, 2,5 a 1,25 % roztoki

emulgatoru

Tab. 6 Inhibi¢ni procento E. coli v 10 % roztoku emulgétort
Koncentrace| T-20 || T80 || s || pmso

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

C+ 0 0

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluta barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Gervena barva) uplna inhibice — procento inhibice je 100 %.
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Tab. 7 Inhibi¢ni procento S. aureus v 10 % roztoku emulgatort

Koncentrace T20 ‘ T80 | LS | DMSO
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

10,00 %
5,00 %
2,50 %
1,25%
0,63 %
0,31%
C+

C-

Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,
- (Zluté barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Cervena barva) Giplné inhibice — procento inhibice je 100 %.

Vyhodnoceni:
Pii vSech méfeni vykazovala vzniklad emulze na bazi lecitinu velkou miru zakaleni.

Podle vysledkii ma LS vyrazny inhibi¢ni G¢inek, ale bakterie nezabiji. A proto byl
vyhodnocen jako nevhodny pro tuto metodu a v dalSich méfeni byl nahrazen ethanolem.
Podle vysledky vysla u LS vyrazna MIC.

U roztokd emulgatorti 0 koncentraci 10 % vykazoval DMSO inhibi¢ni u¢inek vici
S. aureus vrozmezi 50-75 % (viz Tab. 6). Dale vykazovaly inhibi¢ni ucinek T-80
a DMSO vici E. coli. Oba emulgatory inhibovaly v rozmezi 50-75 % (viz Tab. 5). Dle

vysledki MBC bakterii neusmrcuje Zzadny z emulgatori ani pfi koncentraci 10 %.
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8.2 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace samostatnych rostlinnych silic

Tab. 8 Mira inhibice vybranych rostlinnych silic o koncentraci 4000 ppm viéi E. coli
Koncentrace ‘ Skofrice ‘ | Tymian | | Mata | | Hrebicek
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm

200000m [N BENEEN NN

1ooppm [N N

sooporn [N IS m
[+]
-

250ppm -

125ppm -

C+ 0

C- 100 100 100 100

Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,
- (Zluta barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Cervena barva) uplna inhibice — procento inhibice je 100 %.

Tab. 9 Mira inhibice vybranych rostlinnych silic o koncentraci 4000 ppm vici S. aureus
Koncentrace ’ Skofice ’ | Tymian | | Mata | | Hebicek
mMiIC MBC ™MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm
2000ppm
1000ppm
500ppm
250ppm
125ppm
C+ 0

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluta barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %
- (Cervena barva) iplna inhibice — procento inhibice je 100 %.
Vyhodnoceni:

E. coli byla odolnd vuéi inhibi¢nimu Géinku matové silice. Skotice méla MIC
250 ppm a MBC 500 ppm. Tymian vykazoval MIC a MBC 1000 ppm. A hiebicek mél
MIC 2000 ppma MBC 2000 ppm. Nicméné byl pozorovan inhibi¢ni efekt v rozmezi 50—
75 % i u koncentrace 1000 ppm (viz Tab. 7).

Inhibiéni u¢inek vuéi bakterii S. aureus vykazovaly vSechny pouzité emulgatory. U
skofice vysla MIC 250 ppm a MBC 500 ppm. Tymiéan zase m¢l MIC 125 ppm a MBC
500 ppm. U maty byla MIC i MBC 2000 ppm. Ur¢ita inhibi¢ni koncentrace byla
pozorovdna o fad nize u 1000 ppm, nicméné pouze v rozmezi 50-75 %. A hiebicek
vykazoval MIC i MBC 1000 ppm (viz Tab. 8).
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8.3 Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace 5 % emulgatorii s piidavkem

rostlinnych silic

Tab. 10 Mira inhibice 5 % roztoku T-20 s pridavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii S. aureus
Koncentrace ’ Skofice ’ | Tymian | | Mata | | Hiebicek

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm
2000ppm
1000ppm
500ppm
250ppm
125ppm
C+

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluté barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Cervena barva) Giplné inhibice — procento inhibice je 100 %.

Tab. 11 Mira inhibice 5 % roztoku T-20 s ptidavkem rostlinnych silic o koncentraci

4000 ppm vici bakterii E. coli

Koncentrace‘ Skofice ‘ | Tymian | | Mata | | Hiebicek
mMiIC MBC ™MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm

concpor I ISR N
tooopor [ SR N
oo | IR [

250ppm -
125ppm -
C+ 0 0
C- 100 100 100 100

Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,
- (Gervena barva) uplna inhibice — procento inhibice je 100 %.

Vyhodnoceni:

US. aureus nevykazovala matova silice v kombinaci sT-20 inhibi¢ni
ani baktericidni G¢inky. Skoftici vysla MIC 250 ppm a MBC 500 ppm, Tymian vykazoval
MIC 500 ppm a MBC 500 ppm. Nicméné byl pozorovan inhibi¢ni efekt v rozmezi 50—
75 % i u koncentrace 250 ppm. A hiebicek mél MIC a MBC 2000 ppm. Ur¢ita inhibi¢ni
koncentrace byla pozorovana o ¥ad nize u 1000 ppm, nicméné pouze v rozmezi 50-75 %.

(viz Tab. 9).
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U E. coli nevykazovala tymianova, matova ani hiebic¢kova silice v kombinaci s T-20
inhibi¢ni ani baktericidni u¢inky. Skofice me¢la MIC 125 ppm a MBC 500 ppm (viz
Tab. 10).

Tab. 12 Mira inhibice 5 % roztoku T-80 s pridavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii S. aureus

Koncentrace’SkoFice ’ |Tymién | |Ma’ta | |HFebiéek

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm

2o00pom (NI RN NN NS
oo [ SN NN
soopom [N RSN NN S
2s0ppm [N

] ]
C+ 0 0

125ppm
C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Cervena barva) Gplna inhibice — procento inhibice je 100 %.

Tab. 13 Mira inhibice 5 % roztoku T-80 s pfidavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii E. coli

Koncentrace‘ Skofice ‘ | Tymian | | Mata | |HFeb|'Eek
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm
2000ppm
1000ppm
500ppm
250ppm
125ppm
C+ 0 0 0

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Gervena barva) uplna inhibice — procento inhibice je 100 %.
Vyhodnoceni:

U S. aureus nevykazovala matova ani hiebickova silice v kombinaci T-80 inhibi¢ni
ani baktericidni G¢inky. Skotice méla MIC 250 ppm a MBC 500 ppm. Tymian vykazoval
MIC 500 ppm, ale bakterii neusmrcoval. Divodem mohlo byt, Ze se tymidn
v mikrotitra¢ni desti¢ce vyvazal a vzniklo zakaleni, ktery spektrofotometr vyhodnotil
Spatné (viz Tab. 11).
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U E. coli nevykazovala tymianova, matova ani hiebickova silice v kombinaci s T-80
inhibi¢ni ani baktericidni G¢inky. Skofice méla MIC 125 ppm a MBC 500 ppm. (vis
Tab. 12).

Tab. 14 Mira inhibice 5 % roztoku DMSO s ptidavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii S. aureus
Koncentrace ’ Skofice ’ | Tymian | | Mata | | Hebicek

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm
2000ppm
1000ppm e =
500ppm L
250ppm

125ppm
C+

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluta barva) inhibuje procento inhibice je 50-75 %
- (Cervena barva) Gplna inhibice — procento inhibice je 100 %.

Tab. 15 Mira inhibice 5 % roztoku DMSO s ptidavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii E. coli

Koncentrace‘ Skofice ‘ | Tymian | | Mata | |HFeb|'Eek

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm

20000om [N DRI N
oo - [ [
sooppm [N NSNS N
250ppm -
125ppm -

C+ 0 0

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluta barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Cervena barva) ipIna inhibice — procento inhibice je 100 %.

Vyhodnoceni
U S. aureus nevykazovala matova silice v kombinaci s DMSO inhibi¢ni ani

baktericidni u¢inky. Skofice mé¢la MIC 250 ppm a MBC 500 ppm. Tymian vykazoval
MIC 500 ppm a MBC 500 ppm. Nicméné byl pozorovan inhibi¢ni efekt v rozmezi 50—

43



75 % i u koncentrace 250 ppm. A hiebicek zas mél MIC a MBC 2000 ppm. Urcita
inhibi¢ni koncentrace byla pozorovana o fad nize u 1000 ppm, nicméné pouze v rozmezi
50-75 %. (viz Tab. 13).

UE. coli nevykazovala matova silice v kombinaci s DMSO inhibi¢ni ani
baktericidni ucinky. Skotice méla MIC a MBC 2000 ppm. Nicméné byl pozorovan
inhibi¢ni efekt v rozmezi 50-75 % i u koncentrace 1000 ppm. Tymian vykazoval MIC
a MBC 2000 ppm, A hiebi¢ek m¢l MIC a MBC 2000 ppm (viz Tab. 14).

Tab. 16 Mira inhibice 5 % roztoku Ethanol s ptidavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii S. aureus
Koncentrace ’ Skofice ’ | Tymian | | Mata | | Hiebicek

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm

20000om [N NN N -

| s
Il I N

500ppm

250ppm
125ppm

s
s
ES
N
C+ 0 0

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluta barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Cervena barva) iplna inhibice — procento inhibice je 100 %.

Tab. 17 Mira inhibice 5 % roztoku Ethanol s ptidavkem rostlinnych silic o koncentraci
4000 ppm vuci bakterii E. coli

Koncentrace‘ Skofice ‘ | Tymian | | Mata | |HFeb|'Eek

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

4000ppm
2000ppm
1000ppm
500ppm
250ppm
125ppm
C+ 0

C- 100 100 100 100
Legenda: + (zelena barva) neinhibuje — procento inhibice je <50 %,

- (Zluté barva) inhibuje — procento inhibice je 50-75 %

- (Cervena barva) plna inhibice — procento inhibice je 100 %.
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Vyhodnoceni:
U S. aureus nevykazovala méatova silice v kombinaci s ethanolem inhibi¢ni ani

baktericidni uc¢inky. Skotice méla MIC a MBC 1000 ppm. Nicméné¢ byl pozorovan
inhibi¢ni efekt v rozmezi 50-75 % i u koncentrace 500 ppm. Tymian vykazoval MIC
a MBC 1000 ppm, Hiebicek me¢l MIC a MBC 2000 ppm. Urcita inhibi¢ni koncentrace
byla pozorovana o fad nize u 1000 ppm, nicméné pouze v rozmezi 50-75 %. (viz Tab.
15).

U E. coli nevykazovala méatova a tymianova silice v kombinaci s DMSO inhibi¢ni
ani baktericidni ucinky. Skotfice mé¢la MIC a MBC 1000 ppm. Nicméné byl pozorovan
inhibi¢ni efekt v rozmezi 50-75 % i u koncentrace 500 ppm. Hiebicek vykazoval MIC
a MBC 4000 ppm (viz Tab. 16).

8.4 Stabilita emulze v kultivacnim médiu

8.4.1 Stabilita emulze ve sklenénych zkumavkach
8.4.1.1 Tween 20

Obr. 8 Ruéni protiepani Obr. 9 Ruéni protiepani po 15 min Obr. 10 Rucni protiepani po 24 h

Obr. 11 Promichani ve vortexu Obr. 12 Promichani ve vortexu po Obr. 13 Promichani ve vortexu po

15 min 24 h
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Obr. 14 Sonikace Obr. 15 Sonikace po 15 min Obr. 16 Sonikace po 24 h

Vyhodnoceni:

Ruc¢nim protfepanim nam vznikla stabilni emulze a nad hladinou se vytvofila péna
(viz Obr. 8). Po 15 minutach se hefmanek ve vSech koncentraci emulgatoru ¢astecné
vyvazal a vytvofil na hladiné slaby prstencovity utvar (viz Obr. 9). Po 24 hodinach se
hefmanek zcela vyvazal a vnikly prstencovity utvar byl vyraznéjsi (viz Obr. 10).

Emulze u T-20, ktera vznikla pomoci vortexu, nebyla stabilni. Pfidany hefmanek se
v koncentraci 2,5 % a 1,25 % zacal postupné vyvazovat (viz Obr 11). Po 15 minutach se
hefmanek zcela vyvazal ve vSech koncentracich emulgatoru a vytvofil na hladiné
prstencovity Gtvar (viz Obr. 12). Po 24 hodinach vypadaly emulze stejné jako na Obr. 12
(viz Obr. 13).

Emulze vznikld pomoci sonikace byla nejvice stabilni pfi koncentraci 1,25 %.
U koncentrace 5% a2,5 % se hefmanek vyvazal pod hladinu (viz Obr. 14). Po
15 minutach vypadaly emulze stejné jako na Obr. 8 (viz Obr. 15). Po 24 hodinach byla
emulze pii 1,25 % koncentraci emulgatoru stale stabilni. Pti koncentraci 5 % a 2,5 %

zustal hefmanek vyvazany pod hladinou (viz Obr. 16).
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8.4.1.2 Tween 80

Obr. 17 Rucni protiepani Obr. 18 Rucni protfepani po 15 min  Obr. 19 Rucni protiepani po 24 h

Obr. 20 Promichani ve vortexu Obr. 21 Promichani ve vortexu po Obr. 22 Promichani ve vortexu po

15 min 24 h

Obr. 23 Sonikace Obr. 24 Sonikace po 15 min Obr. 25 Sonikace po 24 h

Vyhodnoceni:
Ruénim protfepani nam vznikla stabilni emulze a nad hladinou se vytvoftila péna (viz

Obr. 17). Po 15 minutach se hefmanek v koncentraci 5 % vyvazal a vytvofil na hladiné
prstenéity utvar. V koncentraci 2,5 % a 1,25 % vypadala emulze stéle stabilni. (viz Obr.
18). Po 24 hodinach se hefmanek zcela vyvazal u v§ech koncentraci (viz Obr. 19)

Emulze u T-80, které vznikla pomoci vortexu nebyla stabilni. Pfidany hefmanek se
ve vSech koncentraci zafal postupné vyvazovat (viz Obr. 20). Po 15 minutich se
hefmanek zcela vyvazal a vytvofil na hlading prstencity tGtvar (viz Obr. 21). Po 24
hodinach vypadaly emulze stejné jako na Obr. 21 (viz Obr.22).
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Emulze vzniklad pomoci sonikace byla ¢aste¢né stabilni u koncentrace 5 %, kde se
hefmanek castecné vyvazal. U koncentrace 2,5 % a 1,25 % se hefmanek zcela vyvazal
a vytvofil na hladiné prstenéity Gtvar (viz Obr. 23). Po 15 minutéch se hefmanek vice
vyvazal u koncentrace 5 % (viz Obr. 24). Po 24 hodindch vypadaly emulze stejné jak na
Obr. 18 (viz Obr. 25).

8.4.1.3 Lecitin

Obr. 26 Rucni protiepani Obr. 27 Ruéni protfepani po 15 min  Obr. 28 Ruéni protiepani po 24 h

Obr. 29 Promichani ve vortexu Obr. 30 Promichani ve vortexu po Obr. 31 Promichani ve vortexu po

15 min 24 h

Obr. 32 Sonikace Obr. 33 Sonikace po 15 min Obr. 34 Sonikace po 24 h
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Vyhodnoceni:
Emulze u lecitinu vznikla pomoci ru¢niho protfepani byla stabilni a nad hladinou

vznikla péna (viz Obr. 26). Po 15 minutach byla emulze ¢aste¢né stabilni a hetmanek se
Castecné vyvazal a vytvofil na hladin€¢ slaby prstencovity utvar (viz Obr. 27). Po
24 hodinach se hetmanek zcela vyvazal (viz Obr. 28).

Emulze vnikla pomoci vortexu byla ¢aste¢né stabilni (viz Obr. 29). Po 15 minutach
se hefmanek ¢astecné vyvazal a vytvofil na hlading prstencovity Utvar (viz Obr. 30). Po
24 hodinach se hetmanek zcela vyvazal (viz Obr. 31).

Emulze vznikla pomoci sonikace nebyla stabilni a hetmanek se ihned vyvazal (viz
Obr. 32). Po 15 minutach (viz Obr. 33) a po 24 hodinach (viz Obr 34) byla emulze

nestabilni.

8.4.1.4 DMSO

Obr.35 Ruéni protiepani Obr. 36 Rucni protfepani po 15 min  Obr. 37 Ruéni protfepéni po 24 h

Obr. 38 Promichani ve vortexu Obr. 39 Promichani ve vortexu po Obr. 40 Promichani ve vortexu po

15 min 24 h
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Obr. 41 Sonikace Obr. 42 Sonikace po 15 min Obr. 43 Sonikace po 24 h

Vyhodnoceni:

Emulze u DMSO vznikla pomoci ruéniho promichani byla stabilni, ale hefmanek se
Caste¢né vyvazal a vytvotil na hladiné slaby prstencovity ttvar (viz Obr. 36). Po 15
minutach vypadala emulze stejné jako na Obr. 36 (viz Obr. 37). Po 24 hodinach se
hefmanek zcela vyvazal (viz Obr. 38).

Emulze vnikld pomoci vortexu byla ¢astecné stabilni, kde se hefmanek ¢astecné
vyvazal (viz Obr. 39). Po 15 minutach je emulze stale ¢asteéné vyvazana (viz Obr. 40).
Po 24 hodinach se hefmanek zcela vyvaze a vytvoii na hladiné prstencovity GUtvar (viz
Obr. 41).

Emulze vznikla pomoci sonikace byla nestabilni a hefmanek se ihned po sonikaci
vyvazal (viz Obr 42). Po 15 minutéach (viz Obr. 43) a po 24 hodinach (viz Obr 44) byla

emulze nestabilni.
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8.4.1.5 Ethanol

Obr. 44 Rucni protiepani Obr. 45 Rucni protfepani po 15 min ~ Obr. 46 Rucni protfepani po 24 h

Obr. 47 Promichani ve vortexu Ru¢ni  Obr. 48 Promichani ve vortexu po Obr. 49 Promichani ve vortexu po

protiepani 15 min 24 h

Obr. 50 Sonikace Obr. 51 Sonikace po 15 min Obr. 52 Sonikace po 24 h

Vyhodnoceni:

Emulze u ethanolu vznikla pomoci ruéniho promichani byla stabilni. Hefminek se
Castené vyvazal a vytvoril na hladin€ prstenéity utvar (viz Obr. 45). Po 15 min byla
emulze ¢astecné stabilni a hetmanek byl vice vyvazany (viz Obr. 46). Po 24 hod byla
emulze nestabilni a hefmanek byl zcela vyvéazany (viz Obr. 47).
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Emulze vznikld pomoci vortexu byla ¢aste¢né stabilni. Hefmanek se castecné
vyvézal a vytvotil a hladi slaby prstencity utvar na hladiné (viz Obr. 48). Po 15 min zistal
hefmanek castecné vyvazany u koncentrace 5% a2,5%. U koncentrace 1,25 % se
hetmanek zcela vyvazal (viz Obr. 49). Po 24 hod zGstala emulze stejna jako na Obr. 49
(viz Obr.50).

Emulze vznikla pomoci sonikace byla nestabilni. Hefmaenk byl zcela vyvéazany (viz
Obr. 51). Stejn¢ emulze vypadala po 15 min (viz Obr. 52) a po 24 hod (viz Obr. 53).

8.4.2 Stabilita emulze ve zkumavkach Eppendorf

“Tween - . &, Tweer\ = 4D Tween -0

- 4.9
5% 259 1% 5% 5% A% W 7.

Obr. 53 Emulze vznikla pomoci vortexu

RS
257

5% 95% 1%

i

Obr. 54 Emulze vznikla pomoci vortexu po 24 h

Vyhodnoceni:
Dle téchto vysledkti miizeme vidét, Ze nejlepsi emulze vzniklau 5 % a 2,5 % DMSO.

Dale pekna emulze vysla u 5 % T-20 a T-40. U T-20 mizeme vidét, Ze ihned po sonikaci
se hefmanek vyvazal a vytvofil prsténkovity utvar na hladiné.

Po 24 hodinach se ve v8ech zkumavkach Eppendorf hefmankova silice vyvazala
a vytvoftila na hladiné prstenec. Kromé DMSO. U DMSO se vyvézala nahodile i na

sténach a dn¢ zkumavky.
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8.4.3 Stabilita emulze v cukerném roztoku

Obr. 56 T-20 v cukerném roztoku ~ Obr. 55 T-20 v cukerném roztoku ~ Obr. 56 T-20 v cukerném roztoku
— emulzifikace pomoci tycového  — emulzifikace pomoci tycového  — emulzifikace pomoci ty¢ového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h

Obr. 57 T-40 v cukerném roztoku ~ Obr. 58 T-20 v cukerném roztoku ~ Obr. 59 T-20 v cukerném roztoku
— emulzifikace pomoci ty¢ového  — emulzifikace pomoci ty¢ového  — emulzifikace pomoci ty¢ového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h

=t

Obr. 60 T-80 v cukerném roztoku ~ Obr. 61 T-80 v cukerném roztoku  Obr. 62 T-80 v cukerném roztoku
— emulzifikace pomoci ty¢ového  — emulzifikace pomoci tycového  — emulzifikace pomoci ty¢ového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h

53



Obr. 63 LS v cukerném roztoku —  Obr. 64 LS v cukerném roztoku —  Obr. 65 LS v cukerném roztoku —
emulzifikace pomoci tyc¢ového emulzifikace pomoci ty¢ového emulzifikace pomoci ty¢ového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h

Obr. 66 L-75 v cukerném roztoku —  Obr. 67 L-75 v cukerném roztoku —  Obr. 68 L-75 v cukerném roztoku —
emulzifikace pomoci tyCového emulzifikace pomoci ty¢ového emulzifikace pomoci tycového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h

Obr. 69 DMSO v cukerném roztoku ~ Obr. 70 DMSO v cukerném roztoku  Obr. 71 DMSO v cukerném roztoku
— emulzifikace pomoci ty¢ového — emulzifikace pomoci ty¢ového — emulzifikace pomoci ty¢ového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h

Obr. 72 Ethanol v cukerném roztoku Obr. 73 Ethanol v cukerném roztoku Obr. 74 Ethanol v cukerném roztoku

— emulzifikace pomoci ty¢ového — emulzifikace pomoci ty¢ového — emulzifikace pomoci ty¢ového
mixéru mixéru po 30 min mixéru po 24 h
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Vyhodnoceni:

Po promiseni emulze s pomeranovou silici vznikla u vSech vzorki homogenni
emulze. Po 30 minutach se emulze zachovala u ethanolu, DMSO, Lecitinu S75 a Lecitinu
Super. U vSech testovanych Tweend je vidét vyvazovani silice z emulze jiz po 30
minutach, paradoxné vice U vyssich koncentraci emulgatoru.

Po 24 hod se u nékterych vzorku silice z emulze zcela vyvézala. U Tweenu zustalo
néjaké mnozstvi silice v emulzi u koncentrace 1,25 %. U zbylych koncentraci se patrné
vyvéazala z emulze veskerd silice. U ethanolu a DMSO zistaly emulzifikovany vSechny
vzorky, ale u 2,5 % a5 % ethanolu jen ¢aste¢né (vytvofil se oranzovy prstencovy utvar
na hlading€). Tento utvar se objevil i U v§ech koncentraci DMSO. U DMSO byl pozorovan

trend, kdy se u vyssi koncentrace vyvazovalo vice silice.
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9 Diskuse

Cilem této bakalatské prace bylo stanoveni antimikrobialni aktivity vybranych druhti
emulgétora na rast bakterii, at’ uz emulgatora samotnych nebo v kombinaci s vybranymi
silicemi i silic samotnych. Touto metodou byla zjistovana MIC neboli minimalni
inhibi¢ni koncentrace, ktera inhibuje rast bakterii. Doplnénim MIC byla provedena
metoda pro MBC, kde se zjiStovalo, jakd minimdlni koncentrace bakterie usmrcuje.
Vybrané bakterie pro tyto metody byly S. aureus a E. coli. Dale byl ovéien vliv vybranych
emulgatort a zpusobd emulzifikace na stabilitu emulze.

MIC Dbyla stanovena v 96 jamkovych destickach, které byly méfeny
spektrofotometricky. V prvnim méfeni byla méfena MIC u samostatnych emulgatora.
Pro méfeni se pouzily koncentrace roztok emulgatort: 10 %, 5 %, 2,5 % a 1,25 %.

Kirkwood et al., (2018) popsali, ze DMSO siln¢ inhibuje rist bakterie E. coli. DMSO
ma antioxidaéni a antimikrobialni vlastnosti (Yolanda et al., 2022). Z vysledki méfeni
bylo zjisténo, ze DMSO inhibuje rust bakterii E. coli aS. aureus pouze v 10 %
koncentraci, kde mira inhibice byla 50-75 %.

George et al., (2022) popsali, ze T-80 pti koncentraci 0,5 % mize vykazovat
baktericidni aktivitu. Z vysledkii méfeni antimikrobialni aktivity 10 % roztoku T-80
vyplyva, Ze inhibuje rust E. coli, kde jeho u¢innost je 50-75 % Baktericidni ¢inky nebyly
prokdzany u roztoku T-20 na Zadnou bakterii. Ostatni emulgatory nevykazovaly
antimikrobialni aktivitu proti E. coli ani S. aureus.

Rostlinné silice jsou znamé pro své antimikrobidlni Uc€inky. Zkoumani
antimikrobialni aktivity rostlinnych silic se v poslednich desetileti tykalo mnoha studii.
Tato studie byla provedena za Gi¢elem rozsiteni dostupnych informaci 0 antimikrobialnich
ucinkt silic (Thielmann et al., 2019). V bakalatské préci byla zjistovana MIC a MBC
vybranych rostlinnych silic (skofice, tymian, mata a hiebi¢ek) vici bakteriim E. coli a S.
aureus.

Skotice vykazovala MIC 250 ppm vuci S. aureus. Vyssi antimikrobialni aktivitu
vykazovala proti E. coli, kdy skofice méla MIC 125 ppm. Thielmann et al., (2019)
stanovovali MIC u rostlinnych silic od 3 rtznych vyrobct. Podle jejich vysledka
vykazovala skofice MIC proti S. aureu v rozmezi 50-800 ppm a proti E. coli v rozmezi
50-200 ppm. Do tohoto rozmezi spadaji i nase ziskané vysledky.

Tymian vuci bakterii E. coli vykazoval MIC 1000 ppm. V jiné studii, kterou provedli

Caceres et al., (2020), byla zjisténa nizsi MIC tymianu, a to pfi koncentraci 750 ppm.
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Diavodem muize byt, ze porovnavana studie pouzila tymian od jiného dodavatele a tim se
muze li§it slozenim od nami pouzitého tymianu.

Mata peprna nevykazovala antimikrobialni ¢inky proti E. coli, ale méla inhibi¢ni
uc¢inky vuéi S. aureus, kde jeji MIC byla 2000 ppm. Nicméné byl pozorovan inhibi¢ni
efekt v rozmezi 50-75 % pii koncentraci 1000 ppm. Ve studii Thielmann et al., (2019)
méla mata vys$$i inhibi¢ni G¢inky proti E. coli. Tyto vysledky se vyrazné lisi od nasich
ziskanych hodnot. Dtivodem rozdilnych vysledki muzZe byt, ze ndmi pouzitd matova
silice byla od jiného vyrobce a diky tomu pravdépodobné méla jiné slozeni u¢innych
latek, nez silice pouzita ve studiu Thielmann et al., (2019).

Hiebickova silice vykazovala MIC 1000 ppm proti S. aureus. Dale méla MIC
2000 ppm proti E. coli, ale urcita inhibi¢ni koncentrace byla pozorovana o fad nize u
1000 ppm, nicméné pouze v rozmezi 50-75 %. Ve studii Prabuseenivasan et al., (2006)
dosli k zavéru, ze hiebicek vykazuje ur€itou aktivitu proti vybranym patogeniim. Jejich
hodnota MIC vysla v rozmezi 1600-6400 ppm.

Pro antimikrobialni u¢inky rostlinnych silic byla pouzita dal$i metoda pro zjisténi,
jaky maji vliv vybrané emulgatory na antimikrobialni Géinky vybranych silic. Pro toto
mé&feni byly pouzity 5 % roztoky emulgatort a rostlinné silice o koncentraci 4000 ppm.
Roztoky emulgatord vyrazné ovlivnily inhibi¢ni ucinky silic vaci bakterii E. coli. Kdyz
byly pouzity silice samotné, pouze jedind matova silice neméla inhibicni u€inek. Kdyz se
smichal T-20 se silicemi, vykazovala inhibi¢ni i baktericidni ucinek pouze skotice. To
samé vykazoval iroztok T-80. U roztoki DMSO se silicemi se zménily inhibi¢ni
I baktericidni ucinky silic proti E. coli. Skofice méla MIC a MBC 2000 ppm. Nicméné
byl pozorovan inhibi¢ni efekt v rozmezi 50-75 % u koncentrace 1000 ppm. Tymian
a hiebicek vykazovaly MIC i MBC 2000 ppm. U roztoku ethanolu se silicemi
vykazovaly inhibi¢ni G€inky pouze skofice a hiebicek, kde skotice méla MIC 500 ppm
a MBC 1000 ppm a hiebi¢ek vykazoval MIC i MBC 4000 ppm.

U bakterie S. aureus nem¢ly emulgatory tak vyrazny vliv na rostlinné silice jako
u bakterie E. coli. U roztoku T-20 se silicemi mél emulgator vliv hlavné na matovou silici,
ktera nevykazovala viéi S. aureus zadné inhibi¢ni ani baktericidni u¢inky. U ostatnich
silic nemél T-20 vyrazny vliv na jejich u¢inky. U roztoku T-80 se silicemi mél emulgator
vliv na u¢inky matové a hiebickové silice, které poté nevykazovaly zadny inhibi¢ni ani
baktericidni u¢inek. Tymian v tomto piipadé vykazoval inhibi¢ni U€inky, ale bakterii
neusmrcoval. Divodem mohlo byt, Ze se tymian vyvazal z emulze, a to mohlo ovlivnit

vysledky MIC. U roztoku DMSO se silicemi m¢l emulgator vliv na matovou silici, ktera
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poté nevykazovala inhibi¢ni ani baktericidni G¢inky. Ostatni silice DMSO vyrazné
neovliviioval. Roztok ethanolu se silicemi mél vliv na uc¢inky matové silice, kterd poté
nevykazovala zadné inhibi¢ni ani baktericidni G¢inky. U ostatnich silic nebyla zména tak
vyrazna.

Pro doplnéni bylo u vSech vzorka provedeno stanoveni minimalni baktericidni
koncentrace. Samostatné emulgatory bakterie neusmrcovaly, ale po pfidavku rostlinnych
silic se tato vlastnost zlepSila. Nejlepsi baktericidni ucinky vykazovala skofice. Dale
baktericidni u¢inky mél tymian s vyjimkou, kdy byly pouzity emulgatory T-80 a T-20
vuci bakterii E. coli, kde emulgétory baktericidni U¢inek tymianu spiSe potlacovaly.
Nejhorsi baktericidni i¢inek méla mata.

Dalsi provedenou metodou bylo ovéfovani vlivu vybranych emulgatort a zptisobt
emulzifikace na stabilitu emulze. Na funk¢ni vlastnosti emulze ma vyrazny dopad rtizna
rozpustnost emulgatord. Naptiklad ve vod¢ rozpustné emulgatory mohou byt rozpustény
ve vodné fazi a emulgatory rozpustné v oleji mohou byt dispergovany v olejové fazi
(napt. lecitin) pfed homogenizaci (McClements a Jafari, 2018). Podle této studie ma vliv
na stabilitu emulze i fazové rozhrani. Fyzikalné-chemické vlastnosti mezifazové vrstvy
vytvoiené, kdyz se molekuly emulgétorti adsorbuji na rozhrani olej-voda, do znacné miry
uréuji stabilitu a funk¢nost emulze. Rozdilné mezifazové vlastnosti maji vyrazny vliv na
fyzikalni stabilitu emulzi.

Pti pouziti sklenénych zkumavek se zjistilo, ze U vzork, které byly rucné protiepany
a zvortexovany, vznikla lepsi emulze nez u vzorkt, které byly sonikovany. Lecitin super
a T-20 mély lepsi vysledky nez ostatni emulgatory, ale po 15 minutach se hefmanek ve
v§ech zkumavkach vyvazal a na hladiné vytvofil prstencovity Utvar. Drapala et al., (2015)
popisuje, ze lecitin zvysuje stabilitu emulzi pti zahfivani.

U testu stability provadéného ve zkumavkach Eppendorf bylo zjisténo, ze nejlepsi
emulze vzniklau 5 % a 2,5 % DMSO. Dale homogenni emulze vysla u 5 % T-20 a T-40.
Nevyhoda téchto zkumavek byla, Ze hefmanek vytvofil hned po vzniku emulze
prstencovity utvar na hladiné. Po 24 hodinach se ve vSech zkumavkach hefmanek zcela
vyvazal kromé zkumavky s DMSO, kde se na sténach vytvoftily skvrny.

Posledni metodou bylo zjistovano, jaky je vliv cukerného roztoku na stabilitu
emulze, kde po promiseni emulze spomeran¢ovou silici vznikla U vSech vzorkl
homogenni emulze. Po 30 minutach se emulze zachovala stabilné u ethanolu, DMSO,
Lecitinu S75 a Lecitinu super. Po 24 hod se u nékterych vzorkt emulze vyvazala. Tento

zpusob vzniku emulze byl stabilngjsi nez v pfedchozich metodach. Duvodem mohlo byt,
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ze pti vniku emulze v cukerném roztoku byl pouzit ty¢ovy mixer, ktery vynalozil vyssi
energii Kk tvorbé emulze, nez pouziti vortexu a sonikatoru. Ani pomoci ruéniho
promichani nevznikla tak stabilni emulze.

Vysledky této prace naznacuji, ze standardni metody emulzifikace pii testech
antimikrobialni aktivity za pouziti metody microdilution assay se zdaji byt nedostate¢né
pro zachovani stability emulzi po dobu pokusu (zpravidla 24 hodin). Krom toho se
ukazalo, Zze rizné emulgatory maji velmi vyznamny vliv na vysledky MIC i MBC
antimikrobialnich latek lipofilni povahy, jako jsou silice. To je potiteba brat v potaz pii

modelovani metodik pokusii, interpretaci 1 porovnavani vysledkd.
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10 Zavér

Z vysledku, které vysly béhem této prace, lze zodpovédet na zadané vyzkumné
otazky. Samostatné emulgatory nemaji vyrazny vliv na rust testovanych bakterii. Po
pridani rostlinnych silic se testovalo, jaky vliv maji emulgatory na antimikrobidlni
aktivitu téchto silic. Z vysledka bylo ziejmé, Ze nejlepsi inhibi¢ni a baktericidni u¢inek
vuci vybranym bakteriim vykazovala samotna skofice. Tymian vykazoval inhibi¢ni
a baktericidni G¢inek hlavné vuci bakterii S. aureus. E. coli byla ¢aste¢né odolna vici
ucinkim tymianu. Hiebicek vykazoval ¢aste¢né inhibi¢ni i baktericidni ucinky proti
vybranym baktériim a mata pusobila svymi inhibi¢nimi i baktericidnimi G¢inky pouze na
S. aureus. E. coli byla odolna vic¢i G¢inkiim maty. Nejlepsi inhibi¢ni i baktericidni uc¢inek
vykazovala skofice. Po pfidani rostlinnych silic ke vzorkim emulgatort bylo vidét, jak
byla antimikrobialni aktivita silic ovlivnéna. U skotice mély emulgatory pozitivni vliv a
podporovaly jeji inhibi¢ni i baktericidni G¢innost. Ale u maty po smichani s emulgatory
byl spiSe jeji inhibi¢ni i baktericidni i¢inek potlacen.

Dalsim testovanim bylo zjistovano, jaky vliv maji vybrané emulgatory a jejich riizné
zpusoby emulzifikace na stabilitu emulze. Metoda byla provadéna v tekutém médiu MHB
a v cukerném roztoku. Z vysledku je patrné, Ze pro stabilitu a homogenitu emulze je
nutné velké mnozstvi energie, které je mozno pouzit ve vétSich objemech napt. diky
mixeru, ale v laboratornich testech v maléem mnozstvi (zkumavky Eppendorf) je to
problém.

V ramci metodiky microdilution assay jsou klasické metody emulzifikace net¢inné
a muze dochazet k vyvazovani emulze. Proto by byla potfeba metodiku modifikovat tak,
aby se do tvorby emulze dalo vice energie, a tim byla emulze stabilng;jsi. Z toho vypliva,
ze by se emulze délaly ve vét§im objemu nebo za pouziti nastroju, které jsou schopné do
malého mnozstvi emulze dodat velké mnozstvi energie.

Vysledky studie by mohly byt vyuzity k ptipravé latek, které by se mohly podavat
spole¢né s antibiotiky. Diky inhibi¢ni G¢innosti rostlinnych silic a nékterych emulgatort
by mohly tyto latky vice inhibovat rist a ¢aste¢né reagovat na rezistenci bakterii vaci
antibiotikiim, ktera je stale aktualné€j$im fenoménem. Dale by se emulgatory a rostlinné
silice. mohly vyuzivat ve vcelaf'stvi proti riznym patogenim vcel a celkové ive

veterinarni medicing.
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DMSO
E. coli
EIHC
EPEC
ETEC
LS
MBC
MHA
MHB
MIC
oD

S. aureus
SE
T-20
T-40
T-80
TL

TS

dimethylsulfoxid

Escherichia coli

enteroinvazivni Escherichia coli
enteropatogeni Eshcerichia coli
enterotoxigenni Escherichia coli
lecitin super

minimalni baktericidni koncentrace
Mueller — Hinton agar

Mueller — Hinton broth
minimalni inhibi¢ni koncentrace
opticka denzita

Staphylococcus aureus
stafylokokové enterotoxiny
tween 20

tween 40

tween 80

termolabilni enterotoxin

termostabilni enterotoxin
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