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Vliv obohaceni medu vybranymi bioaktivnimi latkami na jeho
antimikrobialni aktivitu vici Escherichia coli

Abstrakt

Hlavnim cilem této bakalafské priace je stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) a baktericidni koncentrace (MBC) jak u nativnich medu a jejich ovlivnéni rtstu
Escherichia coli u medl obohacenych o vybrané esencidlni oleje.

V teoretické Casti bakaldrské praci je strucné charakterizovana bakterie Escherichia
coli, jeji patogenni kmeny a antibioticka rezistence. Déle je popsan med, jeho chemické
sloZeni a fyziologické ucinky. V neposledni fad¢€ jsou zde obecné popsdny esencidlni
oleje, jejich antimikrobidlni vlastnosti a také stru¢ny popis ke kazdému vybranému
oleji.

V metodické casti bakaldifské prace jsou popsany postupy piipravy média, agaru,
inokula, pouZivanych vzorkli a stanoveni jejich minimdlni inhibi¢ni a baktericidni
koncentrace. MIC bylo spektrofotometricky méfeno v 96 jamkovych miktrotitracnich
destickdich. MBC bylo stanoveno ockovanim z desticky na Mueller-Hinton agar a
naslednou 24hodinovou kultivaci.

Celkem byly testovdny 3 nativni medy, které byly poté obohaceny o 8 vybranych
esencidlnich olejii. Také byly testovany esencidlni oleje s pfidavkem dimethylsulfoxidu
(DMSO).

Vysledky ziskanych dat jsou statisticky vyhodnoceny, graficky vyhotoveny a

porovnany s odbornymi zdroji.
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Impact of honey enrichment on its antimicrobial aktivity by bioactive
substances against Escherichia coli

Abstract

The main aim of this bachelor's thesis is to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of both
native honeys and honeys enriched with selected essential oils on the growth of
Escherichia coli.

In the theoretical part of the bachelor's thesis, bacteria Escherichia coli is briefly
characterized, including its pathogenic strains and antibiotic resistance. Furthermore,
honey is described, including its chemical composition and physiological effects.
Additionally, essential oils are generally described, including their antimicrobial
properties, along with a brief description of each selected oil.

In the methodological part of the bachelor's thesis, procedures for preparing mediums,
agar, inoculum, and the determination of their minimum inhibitory and bactericidal
concentrations are described. MIC was measured spectrophotometrically in 96 well
microtiter plates. MBC was determined by inoculation from the plate onto Mueller-
Hinton agar followed by a 24hour incubation.

A total of 3 native honeys were tested, which were then enriched with 8 selected
essential oils. Essential oils with the addition of dimethyl sulfoxide (DMSO) were also
tested. The results of the obtained data are statistically evaluated, graphically presented,

and compared with scientific sources.
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1 Uvod

Historie vyuziti medu v lidské vyzivé a medicin€ sahd jiz do starovéku. Med je sladka
latka produkovéna v€elami z nektaru ¢i medovice. Pfi jejich sbéru je véely uchovavaji v
ustech, tam bakterie a enzymy zacinaji preméenovat slozité cukry na jednodussi. Med je

poté uloZen do pléastvi v ulu, kde déle zraje.

Med md mnoho prospéSnych vlastnosti. Diky jeho antimikrobidlnim ucinkim je

pfirozenym konzervantem a lékem.

Escherichia coli je u lidi béZnou soucasti stfevni mikroflory. Jako komenzal ve stfevé
pomdhd s trdvenim a syntézou nékterych vitaminii. Nicméné nékteré kmeny E. coli
zpusobuji rtiznd onemocnéni od mirnych zazivacich potizi az po vazné infekce, né¢které

dokdZou produkovat i toxiny.

Esencidlni oleje jsou extrakty aromatickych latek z riznych ¢asti rostlin. Lze je ziskat
destilaci, lisovdnim nebo extrakci. Obsahuji charakteristické aroma rostliny, ze které
byly pfipraveny. Esencidlni oleje se vyuZivaji pro riznorodé dcely, napi: aromaterapie,

jako soucast kosmetiky ¢i v potravinafstvi



2 Escherichia coli

Escherichia coli je klinicky velice vyznamnym bakteridlnim druhem (Hurych et al.,
2021). Je pfitomna v gastrointestindlnim traktu jako bézny komenzal, tak je i jednim
z nejdilezitéjSich patogent u lidi (Vila et al., 2016). Do tohoto druhu patfi mnoho
kment se zndmym patogennim pusobenim, které vyplyva z ptitomnosti ur¢itych faktorti
virulence. Tyto kmeny zplsobuji nejrtiznéj$i onemocnéni, nejcastéji to jsou prijmy
a mocCové infekce. Mohou zptsobit i potencidlné fatdlni novorozeneckou meningitidu ¢i

hemolyticko-uremicky syndrom (Vila et al., 2016; Hurych et al., 2021).

Faktory virulence jsou endotoxin, exotoxiny (specifické pro jednotlivé kmeny),
adhezivni faktory (Hurych et al., 2021). Kmeny zpiisobujici moc¢ové infekce maji navic
systémy pfijimdni Zeleza, polysacharidové obaly a invaziny, které nejsou piitomny

v komenzélnich a stfevnich patogennich kmenech (Vila et al., 2016).

E. coli je rozmanity druh, na ktery Ize z hlediska lidského zdravi pohliZzet jako na tfi
hlavni podskupiny. Komenzalni kmeny neSkodné kolonizuji tlusté stfevo zdravych
hostitell, zptisobujici extraintestindlni onemocnéni pouze pii velké infekéni davce
(napf. u penetrujictho abdomindlniho traumatu. Prijmové kmeny zplsobuji prijmové
syndromy, které se lisi klinickym obrazem a patogenezi podle charakteristickych ryst
virulence kmene. Tyto rozdily slouZi jako zdklad pro klasifikaci kment do subpatotyp,
napt. enterohemoragické E. coli (EHEC), enterotoxigenni E. coli (ETEC),
enteropatogenni E. coli (EPEC) a enteroagregativni E. coli (EAEC). Takové kmeny
témét nikdy nezpisobuji extraintestindlni infekci a mimo rozvojovy svét jen ziidka

kolonizuji zdravé hostitele (Vila et al., 2016).
2.1 Morfologie

E. coli je Gram negativni fakultativné anaerobni tyc¢inka s bi¢iky. Produkuje koliciny,
které jsou toxické pro nékteré bakterie, podili se na tvorb¢ vitaminu K (Hurych et al.,

2021).
2.2 Patogenita

Mezi faktory virulence E. coli patii endotoxin (jako soucdst lipopolysachardli). Dale
jsou pro ni typické adhezivni faktory (fimbrie), které pomahaji prichytit se a nékdy 1

proniknout do intestindlniho epitelu (Hurych et al., 2021).



2.3 Onemocnéni

Kmeny E. coli mohou zplsobit prijmovd onemocnéni, mocové infekce, sepse,
novorozeneckou meningitidu, hemolyticko-uremicky syndrom ¢i intraabdominalni

infekce (Hurych et al., 2021).
2.4 Klinicky vyznamné kmeny Escherichia coli
2.4.1 Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

Tento kmen zpiisobuje serézni priijmy cestovatell. Produkuje dva enterotoxiny:
termolabilni a termostabilni. Termostabilni enterotoxin aktivuje adenyldtcyklazu, ¢imz
se zvysi hladina cAMP (cyklicky adenosinmonofostfat) a dochdzi k hypersekreci vody a
elektrolytd. Termostabilni enterotoxin ma dvé formy, jedna zvySuje hladinu cGMP
(cyklicky guanosinmonofosfat), u druhé mechanismuss i¢nku nezndme (Hurych et al.,

2021).
2.4.2 Enteropatogenni E. coli (EPEC)

Zpisobuje serdézni prijmy novorozenci a kojencii, pii kterych dochazi k dehydrataci, ve
vaznych piipadech muze dojit az k tmrti. Neprodukuje enterotoxiny, ale ma adhezivni

mechanismy, kterymi se vdZe na enterocyty (Hurych et al., 2021).
2.4.3 Enterohemoragické E. coli (EHEC)

V literatuie se také muze najit pod oznacenim STEC (Shiga-like toxigenni) ¢i VTEC
(verotoxigenni). Tento kmen se d€li do nc€kolika sérotyp. Mezi nejvirulentnéjsi patii
O157:H7 (nejvice rozsitena ve svété, O26 (nejvice rozsitend v CR), 0104:H4, dale pak
Ol111, O103 a O145. Jedna se vétSinou o pohyblivé bakterie s bi¢iky (Hurych et al.,
2021).

Onemocnéni zacind jako kolitida s hemoragii a miiZe pfejit v hemolyticko-uremicky
syndrom. EHEC produkuje Shiga-like toxin, ktery se vaze na endotelie a vyvolava vyse
uvedené komplikace, které mohou vést az k smrti pacienta (Nguyen a Sperandio, 2012;
Huryh et al., 2021). Clovék se miiZe nakazit z hovéziho masa, které bylo $patné tepelné
upraveno, nepasterizovaného mléka apod. Infekéni divka je extrémné nizkd (10

bakterii) (Hurych et al., 2021). Podani antibiotik miiZe vést k uvolnéni bakteridlnich
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toxinll a paradoxn¢ zhorSit zdravotni stav pacienta (Nguyen a Sperandio, 2012; Huryh et

al., 2021).
2.4.4 Enteroinvazivni E. coli (EIEC)

Tento kmen diky svym faktoriim invazivity pronikd do epitelidlnich bun€k a mnoZi se
v nich, Zplisobuje prijmy s piimési krve doprovazené i celkovymi piiznaky (Hurych et

al., 2021).

2.4.5 Enteroagresivni E. coli (EAEC)

Zpusobuje vodnaté prajmy cestovatelit (Hurych et al., 2021).
2.4.6 Uropatogenni E. coli (UPEC)

Vyvoldvd infekce mocového systému. UPEC je nejCastéjsi puvodce uroinfekci
v komunité (80 %), v nemocnici jsou zastoupeny relativné mén¢, zde prevladaji spise
kmeny nozokomidlni. Faktory virulence jsu specifické adheziny umoZnujici uchyceni

na sliznici mocovych cest (Hurych et al., 2021).
2.5 Antibiotickd rezistence

Ptevazujicim rizikovym faktorem pro Sifeni rezistentnich bakterii a gent je selektivni
antibioticky tlak pouzivinim velkého mnoZstvi antibiotik nejen v Iékafstvi,
ale i v chovéani zvitat, vyzivé a zeméd¢€lstvi. Odhaduje se, Ze celkovd ro¢ni spotieba

antibiotik je mezi 100 00 a 200 000 tunami (von Baum et al, 2005).

Antimikrobidlni rezistence u E. coli je trvale nejvyssi u antimikrobidlnich latek, které se
v humdnni a veterindrni medicin¢ pouzivaji nejdelsi dobu, jako je ampicilin. V
poslednich dvou desetiletich vSak byl pozorovdn narGst vyskytu a Sifeni
multirezistentnich bakterii, véetné¢ kmenil rezistentnich vici novéj$im antibiotikiim,
jako jsou fluorochinolony a cefalosporiny s rozsifenym spektrem ucinku (Vila et al.,

2016) a karbapenemy u rezistentnich kmenti (Hurych et al., 2021)

Rezistence na beta-laktamovd antibiotika u Gram negativnich patogenii
je zprostiedkovédna beta-laktamazami. Ty hydrolyzou jejich beta-laktamové struktury

inaktivuji antimikrobidlni latky (von Baum et al, 2005).
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3 Med

vvvvvv

komplexni nutri¢ni sladidlo slozené pievazné ze sacharida (60-85 %) a vody (12-23
%). Obsahuje také v malych mnoZstvich dalsi slouceniny, jako jsou organické kyseliny,
minerdly, vitaminy, enzymy, proteiny, aminokyseliny, t€kavé slouCeniny a nékolik
bioaktivnich latek (napft. fenoly a flavonoidy), stejné jako pylovad zrna (Machado De-

Melo et al., 2018).
3.1 Vznik medu

Med je definovan jako sladkd hmota vytvafena vCelami z nektaru nebo z medovice,
které sbiraji (Vesely, 2003; Pita-Calvo a Vazquez, 2017), pretvafeji pomoci vyméeska
hltanovych 7ldz (regurgitace) a odpafovani (Khan et al., 2014). Uéelem je pietvoreni
fidkych, mikrobidln€ nestabilnich pfirodnich lidtek na hutné a mikrobidlné stalé. Pri
tomto procesu se méeni 1 chemické slozeni — sacharéza se St€pi na inertni cukr a

soucasn¢ z jednodussich cukrii vznikaji cukry slozitéjsi (Vesely, 2003).

Véely med uklddaji jako primarni zdroj potravy ve voskovych plastvich uvnitf dlu

(Khan et al., 2014).
3.2 Chemické sloZeni medu

Hlavnimi slozkami medu jsou sacharidy, které tvoii asi 95 % suSiny medu. Kromé
sacharidii obsahuje med vodu a dals$i slouceniny, jako jsou organické kyseliny,
bilkoviny, aminokyseliny, minerdly, polyfenoly, vitaminy a aromatické sloueniny.
Vyznam medu z hlediska vyzivy spocivd v jeho mnoha fyziologickych ucincich.

SloZeni medu do zna¢né miry zavisi na botanickém ptivodu (Bogdanov et al., 2008).

pH medu je bézn¢ mezi 3,2 a 4,5. Tato relativné kyseld hladina pH zabraiiuje riistu

mnoha bakterii (Khan et al., 2014).
3.2.1 Cukry

Hlavnimi cukry (75 % obsahu) jsou monosacharidy fruktéza a glukéza (Bogdanov et
al., 2008; Pita-Calvo a Vazquez, 2017), 10-15 % disacharidii a zbytek jsou ostatni

cukry. Obsah cukru zdvisi na typu opilované rostliny, zpracovéni a skladovéni (da Silva

et al, 2016).
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Hlavnimi oligosacharidy v kvétovém medu jsou disacharidy sachardza, maltéza,
trehal6za a turandza, stejné jako né€které nutricné relevantni, jako je pandza, 1-kestdza,
6-kestéza a palatindéza. Ve srovnani s kvétovym medem obsahuje medovicovy med
vys$§i mnoZzstvi oligosacharidii melezitézy a rafinézy. Pfi trdveni medu jsou hlavni
sacharidy frukt6za a glukdza rychle transportovany do krve a mohou byt vyuzity pro
energetické potieby lidského téla. Denni davka 20 g medu pokryje asi 3 % potiebné
denni energie (Bogdanov et al., 2008).

3.2.2 Voda

Aktivita vody v medu je nizka. VétSina molekul vody je spojena s cukry a jen mélo z
nich zastavd dostupnych pro mikroorganismy, takze je pro jejich riist nevhodnym
prostiedim. Pokud je med smichéan s vodou, ztraci svou nizkou aktivitu vody, a jiZ nema

tuto antimikrobidlni vlastnost (Khan et al., 2014).

Obsah vody v medu souvisi s riznymi faktory, jako je botanicky a geograficky pivod
nektaru, ptudni a klimatické podminky, obdobi sklizné, intenzita toku nektaru, stupeil
zrani, manipulace vcelati béhem obdobi sklizn¢, podminky zpracovani a skladovani.
Medy rizného botanického piivodu mohou mit rtizny obsah vlhkosti (Machado De-

Melo et al., 2018).

Vlhkost je kvalitativni parametr souvisejici s trvanlivosti medu. Normaln¢ se vlhkost
medu pohybuje mezi 13 a 25 %, optimdlni je asi 17 %. Medy, jejichz vlhkost je vySsi
nez 18 %, jsou nachylné ke kvaSeni, protoZe osmoticky tlak cukru neni dostatecné silny,
aby zabranil mnozeni osmofilnich (cukr tolerantnich) kvasinek (Machado De-Melo et

al., 2018).
3.2.3 Kyseliny

Med je slab¢ kysely diky 0,57% obsahu organickych kyselin. Tyto kyseliny derivovany
z cukri enzymy sekterovanymi vcelami pifi preméné nektaru na med. Nejvice
zastoupenou kyselinou je kyselina glukonové (da Silva et al, 2016), ta vznikd v medu,
kdyz vcely vyluCuji enzym glukézooxiddzu, ktery katalyzuje oxidaci glukézy na
kyselinu glukonovou (Khan et al., 2014). Dale v medu jsou kyselina citronova, kyselina

levulova a kyselina mraven¢ni (da Silva et al, 2016).

3.2.4 Bilkovinné latky
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Med obsahuje 0,1-0,5 % bilkovin (Machado De-Melo et al., 2018), predev§im enzymil
a volnych aminokyselin (Bogdanov et al., 2008). Obsah proteini se li§{ druhem vcel —
med Apis mellifera obsahuje 0,2—-1,6 % proteinti, zatimco med Apis cerana obsahuje
0,1-3,3 % (da Silva et al, 2016). Bilkoviny v medu pochdzeji jak od vcel (slinné Zlazy),
tak od rostlin (nektar, medovice a hlavné pyl) (da Silva et al, 2016; Machado De-Melo
et al., 2018).

Nejvice zastoupenou aminokyselinou Ov medu je prolin. Do medu se dostdva ze
slinnych sekretti v¢el pfi pfemeéné¢ nektaru nebo medovice na med. PouZiva se jako

ukazatel zralosti medu (da Silva et al, 2016; Machado De-Melo et al., 2018).

Tti hlavni enzymy medu jsou diastdza (amylaza), rozkladajici Skrob nebo glykogen na
mensi cukerné jednotky, invertaza (sachar6za, a-glukosidaza), rozkladajici sachar6zu na
fruktézu a glukdézu a také glukosidéza, ktera Stépi glukézu na peroxid vodiku a kyselinu

glukonovou (Bogdanov et al., 2008).
3.2.5 Tuky

V medu byla nalezena mald mnoZstvi lipidovych sloucenin (asi 0,04 %), mezi nimi
glyceridy, steroly, fosfolipidy a rGzné kyseliny, jako je palmitovd, olejovd, laurova,
miristovd, stearova a linolova. Vznikaji z rostlin, a hlavné ze zbytkii vosku (Machado

De-Melo et al., 2018).
3.2.6 Vitaminy

Med obsahuje vitaminy, které pochdzeji predevSim z pylu kvéth navsStévovanych
vCelami, déle z nektaru nebo medovice (Machado De-Melo et al., 2018). Hlavng to jsou
vitaminy B1, B2, C, B6, BS a B3 (Khan et al., 2014) a déle také vitamin C. (da Silva et
al, 2016). Med obsahuje 0,3-25 mg/kg cholinu a 0,06-5 mg/kg acetylcholinu. Cholin je
nezbytny pro kardiovaskuldrni a mozkovou funkci, stejné¢ jako pro sloZeni a opravu
bunénych membran, zatimco acetylcholin piisobi jako neurotransmiter (Bogdanov et

al., 2008).
3.2.7 Minerdlni ldtky

Obsah mineralnich latek v medu je obecné€ nizky, v kvétovém medu se pohybuje mezi

0,02 a 0,3 %, zatimco v medovicovém muZze dosahnout 1 % z celkového mnoZstvi
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(Machado De-Melo et al., 2018). Z nutri¢niho hlediska je dileZity chrom, mangan a
selen, zejména pro déti od 1 do 15 let (Bogdanov et al., 2008).

3.2.8 Barviva

Za barvu medu jsou zodpovédné pigmenty. NejduleZitéjsi jsou polyfenoly, karotenoidy,
xanthopyly a antokyany, které lze seskupit do pigmentl rozpustnych ve vodé a
rozpustnych v tucich. Dal$imi slou¢eninami, které mohou ptispét k barvé medu, jsou

cukry, minerdly a aminokyseliny (Machado De-Melo et al., 2018).
3.2.9 Aromatické latky

Polyfenoly jsou dtileZitou skupinou slouc¢enin s ohledem na vzhled a funk¢ni vlastnosti
medu. Polyfenoly v medu jsou predev§Sim flavonoidy. fenolové kyseliny a derivaty
fenolovych kyselin. Jsou to slouceniny, o kterych je zndmo, Ze maji antioxidacni

vlastnosti. (Bogdanov et al., 2008).
3.2.10 Toxické ldatky a kontaminanty

Stejné jako kazda jind piirodni potravina muze byt i med kontaminovan prostfedim,
napt. tézkymi kovy, pesticidy, antibiotiky atd. (Bogdanov et al., 2008). Pfirodni toxické
slouceniny jsou vétSinou syntetizovdny rostlinami, jako chemicky obranny
mechanismus proti byloZzravcim. Hlavni toxické slouceniny nékterych medl jsou
pyrrolizidinové alkaloidy (PA) a polyhydroxylované cyklické uhlovodiky
(diterpenoidy) KdyZ vcely sbiraji nektar a pyl z rostlin syntetizujicich toxiny, toxické

slouceniny mohou byt pfeneseny do vcelich produktii (Machado De-Melo et al., 2018).
3.3 Antimikrobidlni uicinky medu

Antibakteridlni aktivita medu je zdvisld na jeho fyzikdlnéchemickém sloZeni. Faktory
prispivajici antibakteridlni aktivité medu jsou: vysoky obsah sacharidii, peroxid vodiku,
methylglyoxal, protein defensin—1 a nizké pH (Kwakman et al, 2012; Libonatti et al,
2014).

Hlavnim antibakteridlnim faktorem je peroxid vodiku, ktery vznikd Ccinnosti
glukosidazy. Glukosiddza v medu Stépi glukézu na glukonovou kyselinu a peroxid
vodiku (Kwakman et al, 2012; Khan et al., 2014), ale kapacita produkce peroxidu zavisi

také na aktivit¢ medové kataldzy (Bogdanov et al., 2008). MnoZstvi hydrogen peroxidu
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je ovlivnéno svétlem, teplotou a vzduchem, které se mohou liSit dle vyrobnich a

skladovacich podminek (Libonatti et al, 2014).

Antibakteridlni aktivita zavisi 1 na jinych slozkdch, jako jsou aromatické kyseliny,
osmolarita, flavonoidy, fenoly a lysozym. Vyhodou téchto sloZek na rozdil od peroxidu
je to, Ze se vlivem teploty a svétla neméni a jsou neménné i pii dlouhodobém
skladovani medu (Bogdanov et al., 2008; Libonatti et al, 2014). Za antibakteridlni
aktivitu mize také nizké pH medu. Tyto rtizné faktory maji vétsi vliv na antibakteridlni
aktivitu kvétového medu nez na med medovicovy. Pro optimdlni antibakteridlni aktivitu
by tedy mél byt med skladovdn na chladném a tmavém misté a konzumovan cerstvy

(Bogdanov et al., 2008).
3.4 Antioxidacni ucinky

Bylo zjisténo, ze med obsahuje vyznamnou antioxidacni aktivitu véetné glukosidazy,
kataldzy, kyseliny askorbové, flavonoidl, fenolovych kyselin, derivati karotenoidd,
organickych kyselin, aminokyselin a proteini. Antioxida¢ni aktivita zdvisi na
botanickém plivodu medu a u medd z riznych botanickych zdroji se znacné lisi

(Bogdanov et al., 2008; Machado De-Melo et al., 2018).
3.5 Medv mediciné

Bylo zjisténo, Ze med ma silné antibakteridlni ic¢inky na nejméné Sedesat druhti bakterii
a na rozdil od antibiotik, kterd jsou proti nékterym druhiim bakterii Casto nepouZzitelnd,
je med netoxicky (Khan et al., 2014). V dne$ni dob¢ bylo schvileno n€kolik medl pro
medicinské ucely — piikladem je Manukovy med. Aby se med mohl v medicing pouZit,
musi byt sterilizovan, obvykle gama zafenim (Machado De-Melo et al., 2018), aby se

znicCily potencidln¢ piitomné bakteridlni spory (Kwakman et al, 2012).

Nizkd vodni aktivita medu bréani ristu vétSiny bakterii, mnoha kvasinek a plisni. Pfi
mistni aplikaci na rany osméza bude Cerpat vodu z rany do medu, coZ pomuze vysusit

infikovanou tkan a snizit rist bakterii (Khan et al., 2014).
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4 Esencialni oleje

Esencidlni oleje (EO) jsou tékavé, piirodni, sloZité slouCeniny, které jsou
charakteristické silnou vini ¢i zdpachem. Jsou syntetizovany jako sekundarni
metabolity aromatickych rostlin. Chemické slozeni esencidlnich olejii zahrnuje slozité
smési organickych latek, které maji rGzné funkéni skupiny, predev§im to jsou vSak
terpenoidy (Anzlovar, 2014), terpeny, aromatické a alifatické slozky. Hlavni slozky
tvofi 20-70 % celkové koncentrace, zbytek tvoii minoritni slozky. Relativni
koncentrace téchto hlavnich sloucenin urcuje biologické vlastnosti esencidlnich oleju.
SlozZeni esencidlnich oleji se mize ménit rok od roku disledkem mnoha faktorti, jako je
geografickd oblast péstovani, agronomické techniky a datum sklizné (Haro-Gonzélez at

al., 2021).

Esencidlni oleje jsou ziskdvany z rGznych ¢asti rostlin, jako jsou listy, klra, stonky,
kofeny, kvéty a plody (Burt, 2004; Calo et al, 2015). Ziskavaji se fermentaci, extrakci
¢i parni destilaci. Existuje vice neZ 3000 esencidlnich oleju, ze kterych je komer¢né

dalezitych 300 (Burt, 2004; Haro-Gonzélez at al., 2021).

Kromé antibakteridlnich vlastnosti maji esencidlni oleje ¢i jejich slozky antivirové,
antimykotické, antitoxigenni, antiparazitdrni a insekticidni vlastnosti. Tyto vlastnosti
jsou nejspise spojeny s funkci téchto sloucenin v rostlindch (Burt, 2004; Haro-Gonzélez

at al., 2021).
4.1 VyuZiti esencidlnich oleji

VétSina piirodnich antimikrobidlnich latek (ziskanych z rostlin) muze uUc¢inné sniZit
patogenni bakterie z potravin a zdroven prodlouZzit Zivotnost. Kromé toho, jak je tomu
ve vétSing situaci, rostliny nebo jejich extrakty jsou povazovany za obecné neSkodné
pro lidi. Mnoho esencidlnich olejii z riznych rostlin, jako jsou jedlé a 1éCivé byliny,
kofeni a rostliny, jsou bezpetné a maji silné antibakteridlni Gcinky a naSly vyuziti v
1ékatstvi a potravinaiském primyslu (Kumar Pandey et al., 2002; Vasconcelos et al.,

2018).

Esencidlni oleje jsou povaZovany za vhodné latky pro ndhradu chemickych pfisad pro
konzervaci potravin. Pouzivaji se jako antimikrobidlni, analgetickd, sedativni

a protizanétlivd 1éCiva a lokdlni anestetika. Ddle se esencidlni oleje a jejich slozky
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pouzivaji k vyrobé parfémii, make-upu, zdravotnich, dentdlnich a zemédé€lskych

produktt a alterativnich terapii (Burt, 2004; Haro-Gonzélez at al., 2021).
4.2 SloZeni esencidlnich oleju

Slozeni olejii se muze liSit podle vybrané metody zplsobu jejich ziskdni. Nejbe&zné&ji
pouzivanou metodou pro vyrobu esencidlnich oleju je parni destilace. Extrakce pomoci
kapalného oxidu uhli¢itého za nizké teploty a vysokého tlaku produkuje ptirozenéjsi

organolepticky profil. Rozdilné slozeni ovliviiuje i antimikrobidlni aktivitu (Burt, 2004).

Esencidlni oleje jsou tékavé, a proto se musi skladovat v temnu, ve vzduchotésnych

nadobdch, aby se zamezilo zméndm jejich sloZeni (Burt, 2004).

Vybrané slozky v nasledujicich podkapitolach byly vybrany, jelikoz se vyskytuji u vice

neZ jednoho vybraného esencidlniho oleje pouZivaného v mém pokusu.
4.2.1 Karvakrol a thymol

Karvakrol je jedna z hlavnich slozek oreganovych a tymidnovych oleji. Thymol je
strukturné podobny karvakrolu, mé hydroxylovou skupinu na jiném misté na fenolovém

kruhu. Ob¢ latky ¢ini bunéénou membranou permeabilni (Burt, 2004).
4.2.2 Eugenol

Eugenol je t€kava sloucenina, ma nizkou rozpustnost ve vod¢, silny zdpach a intenzivni

chut. Mezi biologické aktivity eugenolu patii insekticidni, antimikrobidlni,

-----

hojeni ran (Haro-Gonzdlez et al., 2021; Kumar Pandey et al., 2022). Esencidlni oleje
s eugenolem inhibuji produkci amyldzy a protedz bakterii. Také maji schopnost

poskodit bunécnou sténu a vyvolat bunécnou lyzu (Burt, 2004).

Mezi rostliny, které obsahuji eugenol patii poupata hiebicku, listy a kiira skofice, pepf,

kurkuma, oregano, tymidn a zdzvor (Kumar Pandey et al., 2022).
4.2.3 p-karyofylen

B-karyofylen je nerozpustny ve vodé¢, ale rozpustny v ethanolu. Byly prokazany jeho

-----

efekt lokalni anestezie (Haro-Gonzdlez et al., 2021; Kumar Pandey et al., 2022).
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Vyskytuje se napiiklad v EO z oregana, meduiky, hiebiCku, zdzvoru nebo Salvéje

Iékarské (Nguyen, 2017).
4.2.4 p-cymene

p-Cymene je biologicky prekurzor karvakrolu a thymolu (Burt, 2004; Balahbib et al.,
2021), je hydrofobni a zptsobuje bobtnédni cytoplazmatické membriny ve vétsi mife nez
karvakrol. Samostatné neni antibakteridln¢ ucinny, pfi kombinaci s karvakrolem

dochdzi k synergismu (Burt, 2004).

Vyskytuje se jako hlavni slozka EO z rtiznych aromatickych rostlin, véetné pelyiiku,

oregana, bazalky, matefidousky ¢i eukalyptu (Balahbib et al., 2021).
4.3 Vlastnosti esencidlnich olejii

Esencidlni oleje jsou sloZzeny z terpeniim alkohold, kyselin, esterti, aldehydi, ketond,
aminQ a sulfidd. Pomé&r téchto sloZek zavisi na tom, ze které ¢4sti rostliny je esencidlni

olej vyroben (Calo et al, 2015).
4.3.1 Antibakteridlni vlastnosti esencidlnich oleji

Dulezitou vlastnosti esencidlnich oleju a jejich sloZzek je jejich hydrofobie, kterd jim
umoziuje se rozpoustét se v lipidech bakteridlni bunééné membriané a mitochondrii,
¢imZ narusuji jejich struktury a ¢ini je propustnéjSimi (Burt 2004; Calo et al, 2015).
Takto dochdzi ke ztraté iontl a dalSitho bunécného obsahu, vEtsi ztraty znamenaji pro

bunku smrt (Burt 2004).

Antibakteridlni aktivita esencidlnich oleju je také spojena s jejich schopnosti penetrovat
membranou bakteridlni bunky dovnitf bunky, kde inhibuji jeji funkéni a lipofilni

vlastnosti (Calo et al, 2015).

Obecné¢ plati, Ze esencidlni oleje, které maji nejsilnéjsi antibakteridlni vlastnosti proti
patogenim prendsenymi potravinami, obsahuji vysoké procento fenolickych sloucenin,
jako je napftiklad karvakrol, eugenol a thymol (Burt, 2004). Fenoly esencidlnich oleju
narusuji bunéénou membranu mikroorganismu a tim inhibuji funkéni vlastnosti buniky.
Mohou narusit bunéénou permeabilitu, coZ bude mit za nasledek smrt buiiky (Calo et al,

2015).
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Chemické sloZeni jednotlivych slozek esencidlnich oleji ovliviiuje jejich piesny zpusob
antibakteridlni aktivity. Relativni poloha hydroxylové skupiny na fenolovém kruhu

v zdsad¢ neovliviiuje stupen antibakteridlni aktivitu (Burt, 2004).
4.4 Skovicovnik pravy (Cinnamomum verum)

Kiura a listy se béZn¢ pouzivaji k 1é¢bé raznych poruch a je o nich zndmo, Ze maji
insekticidni a protirakovinné ucinky. Skofice, stejné jako jiné rostliny, ma Sirokou skélu
sekunddrnich metabolitd, které vykazuji antibakteridlni vlastnosti. Sekundrni
metabolity zahrnuji cinnamaldehyd, cinnamat, kyselinu skoficovou a Sirokou Skélu
esencidlnich olejli, jako je trans-cinnamaldehyd, cinnamylacetat, eugenol, L-borneol,

kafr, karyofylenoxid, B-karyofylen, aj. (Vasconcelos et al., 2018).
4.5 Tymidn cerveny (Thymus vulgaris)

Esencidlni oleje tymidnu maji antisepticky, antivirovy a antimikrobidlni ucinek.
Hlavnimi slozkami jsou thymol a p-cymen, dale se vykytuji karvakrol, a-terpinyl acetat

a cis-myrtanol (Anzlovar, 2014).
4.6 Mata peprnd (Mentha piperita)

Mata peprna se bézné pouziva v 1éCivech na chiipku, bolest hlavy a bolest v krku (Zhao,
2022). Obsahuje silice a neesencidlni slozky jako napt. steroidy, flavonoidy,
triterpenoidy a fenolové kyseliny. Silice maty peprné: menthol, menthone, neomenthol
aiso-menthone, jsou smési biologicky aktivnich sekunddrnich metabolita
s antibakteridlnimi, protizdnétlivymi, antivirovymi, protinidorovymi a antioxida¢nimi

ucinky (Mughal, 2022; Zhao, 2022).
4.7 Hrebickovec koienny (Syzygium aromaticum)

Hiebicek obsahuje velké mnozstvi bioaktivnich sloucenin, vcetné antioxidanti
a antimikrobidlnich latek. Hiebickovy esencidlni olej je =z velké C¢asti sloZen
z fenylpropanoidli, zejména z eugenolu a jeho derivati. Diky biologickym vlastnostem
hiebickového esencidlniho olej, které =zahrnuji antioxidacni, antibakteridlni,
antiseptickou, analgetickou a proti karcinogenni aktivitu, je vyuZit v potravindistvi,
biomedicing, kosmetickém a farmaceutickém primyslu (Haro-Gonzdlez at al., 2021;

Pandey, 2022; Vinay Kumar et al., 2022).
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4.8 Cesnek sety (Allium sativum)

Cesnek se béZzné pouzivd jak v potravindrstvi, tak i v lékafstvi. Pouzivd se pii 1écbé
a prevenci bolesti hlavy, naddort, prijmu a dal§ich onemocnéni. Cesnekovy esencidlni
olej obsahuje vice nez 95 % sulfidi. Cesnekova silice ma antimikrobidlni, antioxidacni,

insekticidni, protinddorovou a protizanétlivou aktivitu (Huang, 2023).
4.9 Vaviin kubébovy (Litsea cubeba)

Plody Litsea cubeba se pouZzivaji ve farmacii, parfumerii a potravinafstvi. Susené plody
se vyuzivaji v tradicni ¢inské medicing, jelikoz jsou povazovany za diuretikum,
antiastmatikum, sedativum a antiseptikum. Esencidlni olej z Litsea cubeba ma
antimikrobidlni, antibakteridlni, antioxidacni a antiparazitickou aktivitu. Ddle m4a také

potencidl na prevenci rakoviny (Yang, 2014).
4.10 Dobromysl obecnd (Origanum vulgare)

Dva primarni fenoly, které tvofi téméf 78-85 % oreganového esencidlniho oleje
zodpovédné za antimikrobidlni vlastnosti rostliny jsou karvakrol a thymol. Thymol se
vaze na membranové proteiny a zvySuje permeabilitu bakteridlni bunécné membrany.
Stejné tak karvakrol plisobi na bakteridlni buniky a zplisobuje strukturdlni a funkcni
poskozeni, coZ zvySuje permeabilitu bakteridlni bunééné membrany (Lombrea et al.,

2020).

4.11 Saturejka horskd (Satureja montana)

-----

antidiabetické tucinky. Esencidlni oleje ze saturejky maji pozoruhodnou variabilitu
chemického slozeni, kterd mize byt zptisobena nékolika faktory, jako je vyvojova faze
rostlin, ekologicky odliSné lokality a genetické vlastnosti. Napiiklad karvakrol se
pohybuje od 84 % do pouhych 0,4 % a thymol sleduje stejny trend, od 46,0 % do
stopovych mnozstvi, p-cymen miiZe vyt v rozmeni stop az 41,4 %) (Santos et al.,

2019).
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5 Cil prace a hypotéza

1. Stanoveni Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimdlni baktericidni

koncentrace (MBC) u nativnich i obohacenych medu o vybrané bioaktivni latky.

2. Porovnani vlivu pfidani jednotlivych bioaktivnich latek na med.

Hypotéza:

1. Pfidani vybranych bioaktivnich latek v rtznych koncentracich ovliviiuje

antimikrobialni aktivitu medu vaci bakterii Escherichia coli.
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6 Metodika

Seznam vybranych esencidlnich oleju:

Skofticovnik pravy (Cinnamomum verum)
Tymidan Cerveny (Thymus vulgaris)

Mita peprna (Mentha piperita)

Hiebickovec kotenny (Syzygium aromaticum)
Cesnek sety (Allium sativum)

Vaviin kubébovy (Litsea cubeba)

Dobromysl obecna (Origanum vulgare)

Saturejka horskd (Satureja montana)

Pomicky:

petriho misky

sterilni bakteriologické klicky
odmérné valce

kadinky

miktrotitra¢ni desticky s vikem
sklenéné zkumavky s vikem
mikrozkumavky Eppendorf 2ml
automatické pipety
multikanédlové pipety

Spicky na pipety

uzaviratelné plastové sacky
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Ptistroje:

analytické vahy

* vortex

e denzitometr

* termostat

* spektrofotometr

* flowbox

* magnetické michadlo
Pouzité medy, latky a bakterie

* kvétovy med

e kvétovy med 2

*  medovicovy med

* esencidlni oleje

* dimethylsulfoxid (DMSO)

e Mueller-Hinton agar (MHA)

e Mueller-Hinton bujon (MHB)

* destilovana voda

* Escherichia coli CCM 4517
6.1 Priprava MHB

Pro piipravu 1 1 Miller-Hinton bujénu je tfeba 21 g prasku MHB. J4 jsem ovSem m¢la
k dispozici 200ml sklenice se Sroubovacim vikem, a tudiZ jsem pro toto mnoZstvi
destilované vody navdzila 4,2 g. Pro védZeni jsem pouZzila analytické vahy a pro

odméfeni vody odmérny vélec. Po navdZeni jsem sklenici postavila na magnetické
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michadlo a nechala fddn¢ promichat. Poté jsem zaSroubovanou ldhev postavila do

tlakového hrnce a vatila 30 minut.
Takto pfipraveny Miller-Hilton bujon jsem mohla pouZzit v laboratofi.
6.2 Piiprava MHA do Petriho misek

Na pfipravu 1 1 Miller-Hinton agaru je tfeba navazit 38 g praSku MHA. Opét jsem
pfepocitala mnoZzstvi na 200 ml destilovani vody. TudiZ jsem na analytické véze
navéZzila 7,6 g MHA a nechala promichat na magnetickém michadle. Postavila jsem
zaSroubovanou ldhev do tlakového hrnce a vatila 30 minut. Pfed dplnym vychladnuti
jsem médium rozlila do pfipravenych Petriho misek ve flowboxu. Takto pfipravené
misky s agarem jsem mohla pouZit na kultivaci bakteridlni kultury a ke stanoveni

hodnoty MBC.

Obrdzek 1: PouZity bujon a agar

6.3 Piiprava kultury Escherichia coli

Ve vSech pokusech byl pouZzit kmen Escherichia coli CCM 4517, ktery byl ziskdn z

Ceské sbirky mikroorganismii v Brn&. Kultura byla rozpusténa v kapce vody na MHA
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na Petriho misce. Poté byla miska vloZena do uzaviratelného plastového sacku a vlozily

se na inkubovani do termostatu, na 24 hodin pti 37 °C.

Poté jsem pfed kazdym pokusem ze staré kultury pomoci bakteriologické klicky
prenesla kolonii bakterii na novou Petriho misku s MHA. Misku jsem vlozila do

uzaviratelného saCku a nechala v termostatu 24 hodin pti 37 °C inkubovat.
6.4 Priprava vzorku
6.4.1 Nativni medy

Pfipravovala jsem 50% koncentrace medd. Na vaze jsem do 2ml mikrozkumavky
navézila 1 g medu a ve flowboxu jsem po rysku napipetovala MHB médium. Poté jsem

obsah mikrozkumavky pomoci vortexu zhomogenizovala.
6.4.2 Medy s esencidlnimi oleji

Do 2ml mikrozkumavky jsem navazila 1 g medu. Ve flowboxu jsem ptidala 8 ul
esencidlntho oleje a po rysku napipetovala MHB médium. Poté jsem obsah

mikrozkumavky dikladné¢ zhomogenizovala na vortexu.
6.4.3 Esencidlni oleje s DMSO

Napipetovala jsem 20 pl DMSO do 2ml mikrozkumavky, ptidala 8 pl esenciédlniho oleje

a po rysku napipetovala MBH médium. Obsah jsem zhomogenizovala na vortexu.
6.5 Priprava inokula

Sterilni bakteriologickou kli¢kou jsem nabrala kolonii Escherichia coli a otiivym
pohybem jsem ji pfenesla do sterilni destilované vody ve zkumavce. Obsah zkumavky
jsem pomoci vortexu zhomogenizovala a na denzitometru zméfila zédkal. Pozadovana

hodnota inokula byla 0,5 McFarland.
6.6 Stanoveni MIC

Do 96 jamkové mikrotitracni desticky jsem do fady A automatickou pipetou
napipetovala 200 ul z ptfipravenych 50% medit v mikrozkumavce. Stejny med/stejny
esencidlni olej byl v tripletech vedle sebe. Do jamek v fadiach B az H jsem napipetovala

100 pl média.
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Multikandlovou pipetou jsem z fady A napipetovala 100 pl a prenesla obsah do fady B.
Nékolikandsobné jsem pipetou promisila obsah a pfenesla 100 pl obsahu z fady B do
fady C. Takto jsem pokracovala az do fady F, kde jsem nabrala 100 pl a Spicky i
s nabranym obsahem vyhodila. Timto zpiisobem jsem dostala sestupnou koncentracni

fadu: 50 %, 25 %, 12.5 %, 6,25 %, 3,13 %, 1,56 %).

Do jamek v fadich A az G jsem automatickou pipetou ptridala 10 pl inokula E. coli.
Rada G byla pozitivni kontrola, tudiZ obsahovala jen bakterie a médium. Rada H byla

negativni kontrola, tudiZ obsahovala jen samotné médium.

Ihned po inokulaci jsem desticku s vickem vlozila do spektrofotometru, kde byla
zmétena pii vlnové délce 620 nm. Poté jsem desti¢ku vloZila do sdcku a do termostatu,
kde se 24 hodin pti 37 °C inkubovala. Druhy den jsem desticku opét zméfila a z hodnot

ze dne zaloZeni a po 24hodinové inkubaci jsem vypocitala MIC.

Obrdzek 2: Pripravend desticka pro MIC

6.7 Stanoveni MBC

Na pfipravené Petriho misky s agarem jsem lihovym fixem ze spodni strany nakreslila
dvé€ na sebe kolmé ¢ary. Tim jsem plochu rozdélila Ctyti ¢4sti, které odpovidali ctyfem

vzorkim. Déle jsem do kazdé Ctvrtiny nakreslila tfi teCky ve Ctyfech fadach.
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Po zméfeni mikrotitracni desticky jsem urcila, které jamky nevykazovaly velky
bakteridlni rast a ztéch jsem inokulacni klickou odebrala vzorek a aplikovala jej
na pfedpfipravenou misku. Takto naockovanou Petriho misku jsem uzaviela do

plastového sd€ku a uloZila na 24 hodin do termostatu pti 37 °C.

Po inkubaci jsem odecetla MBC hodnoty, coZ jsou z6ny koncentraci bez riistu bakterie.

Obrdzek 3: Narostld miska pro odecteni MBC po 24h inkubaci
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7 Vysledky

Antimikrobidlni aktivita nativnich medt vQci Escherichia coli byla zjiSténa pomoci
ukazateli MIC a MBC. Celkem kazdy med ma 9 riznych vysledki (nativni
aobohaceny o 8 vybranych esencidlnich olejli). Vysledky vtab. 1 a tab. 2 jsou
pro stejnou sadu esencidlnich olejui. Tab. 1 ukazuje procentudlni obsah medu ve vzorku,
zatimco tab. 2 ukazuje obsah esencidlnich oleji v ppm. To samé plati pro druhou sadu

esencidlnich oleju v tab. 3 a tab. 4.
V tabulkéch jsou zaznamenany posledni hodnoty s inhibici, kterd byla 75-100 %.
7.1 Nativni medy

Med kvétovy vykazoval MIC 50 % a MBC vys§i nez 50 %. Med smiSeny mél MIC i
MBC 50 %. Med medovicovy vykazoval 12,50 % MIC a MBC vyssi nez 50 %.

7.2 Esencidlni oleje s DMSO

EO z Litsea cubeba m¢l MIC 1000 ppm a MBC 4000 ppm. Esencidlni olej z ¢esneku
m¢l hodnotu MIC 2000 ppm a MBC 4000 ppm. MIC samotného oreganového EO byla
500 ppm a jeho MBC 1000 ppm. EO saturejky horské vykazoval MIC 1000 ppm a
MBC 2000 ppm.

MIC bylo 1000 ppm, u MBC byl obsah 2000 ppm. MIC a MBC samostatného EO z
tymidnu cerveného byly 2000 ppm.Esencidlni olej z maty peprné mél hodnoty MIC a
MBC vétsi nez 4000 ppm. Hiebickovému EO vysly MIC a MBC 2000 ppm.

7.3  Medy obohacené o esencidlni oleje

Z tabulky 1 je patrné, Ze ptidani EO skoficové kiry ke vS§em medim zlepsilo jejich MIC
i MBC. U medu kvétového vysla po ptidani EO ze skotice MIC 12,50 % a MBC 25 %.
U medu smiSeného byl zaznamenan velky vliv, a to zlepSeni MIC na 6,25 % a MBC na

12,50 %. Medovicovy med se skoficovym EO mé&l MIC i MBC 6,25 %.

Pfidani tymidnu cerveného také zlepSilo MIC a MBC u vsech tif medid. Med kvétovy
mél po pfidani tymidnového EO MIC 12,50 % a MBC 25 %. Med smiSeny op¢t vySel s
nejveétsim zlepSenim — MIC a MBC 12,50 %. Spojeni medovicového medu s EO z
tymidnu dosahlo zlepseni MIC na 6,25 % a MBC na 12,50 %.
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Esencidlni olej z maty peprné MIC zlepsil u kvétového a smiSeného medu a to na 25 %.

U medu medovicového tento EO MIC nijak neovlivnil. MBC byla zlepSena u vSech ti{

medi — kvétovy na 6,25 %, smiSeny na 25 % a medovicovy na 12,50 %.

Tabulka 1: Vyslednd MIC a MBC u prvni sady esencidlnich olejit [% medu ve vzorku]

nativni med skofice kiira tymian Eerveny mata peprna hiebitek

MiIC MBC MIC MBC MIC MBC MiIC MBC MIC MBC
kviétovy med 50,00 | »>s000 | 1250 | 2500 | 1250 | 2500 | 2500 | 625 625 | 12,50
smifeny med soo0 | so00 | 625 | 1250 | 1250 | 1250 | 2500 | 2500 | 625 | 1250

medovicovy med | 1250 | >50,00 6,25 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 6,25 12,50

V tabulce 2 miZeme vidét, Ze obsah EO ze skoftice u kvétového medu, ktery vykazoval
MIC bylo 1000 ppm, u MBC byl obsah 2000 ppm. U smiSeného medu a medovicového
medu byl obsah skoficového esencidlniho oleje pro MIC 500 ppm. Pro MBC

u smiseného medu byl obsah 1000 ppm a u medu medovicového 2000 ppm.

Obsah esencidlniho oleje z tymidnu ¢erveného pro MIC kvétového a smiSeného medu
bylo 1000 ppm. Pro MIC medovicového medu to bylo 500 ppm. Pro hodnotu MBC
kvétového medu byl obsah tymidnového EO 2000 ppm. Pro MBC smiSeného

a medovicového medu bylo 1000 ppm tymidnového EO.

MIC pro kvétovy a smiSeny med s obsahem EO maty peprné byly 2000 ppm. Obsah
esencidlniho oleje z maty v kvétovém medu bylo 500 ppm a v medu smiSeném 2000
ppm pro MBC. Pro kombinaci medovicového medu s EO z maty peprné byl obsah oleje

pro MIC 500 ppm a 1000 ppm pro MBC.

Pfidani hiebickového esencidlniho oleje mélo stejny ucinek na vSechny tii medy, a to

s obsahem EO 500 ppm pro MIC a 1000 ppm pro MBC.

Tabulka 2: Vyslednd MIC a MBC u prvni sady esencidlnich olejit [ppm esencidlnich olejii ve vzorku]

skofice kiira tymian Eerveny mdta peprnd hiebiéek
MicC MBC MIC MBC MiIC MBC MIC MBC
kvétovy med 1000 2000 1000 | 2000 | 2000 500 500 1000
smigeny med 500 1000 1000 | 1000 | 2000 2000 500 1000
medovicovy med | 500 500 500 1000 1000 1000 500 1000
EO + DMSO 1000 2000 2000 | 2000 | >4000 | >4000 | 2000 2000

V tabulce 3 lze vidét, Ze esencidlni olej z Litsea cubeba i medu kvétového MIC ani

MBC nijak neovlivnil. U medu smiSeného se spojeni s EO Litsea cubeba podatilo MIC
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snizit na 12,50 % a MBC na 25 %. U medovicového medu mél také dobry ucinek

na snizeni jak MIC (6,25 %), tak MBC (12,50 %).

Ptidani EO z ¢esneku ke kvétovému medu mélo pozitivni uc¢inky na MIC, ta se zlepsila
na 25 %, zatimco MBC zustalo stejné. Obohacenim smiSeného medu o cesnekovy
esencidlni olej vyslo MIC 25 % a MBC 12,50 %. MIC a MBC medovicového medu
byly ¢esnekovym EO také zlepSeny a to na 6,25 % a 12,50 % v tomto poradi.

Esencidlni olej z oregana byl schopen vylepsit MIC a MBC u vSech tif medt. VSechny
tfi medy po obohaceni timto EO mély MIC 6,25 %, kvétovy med mél MBC 6,25 %

a MBC u smiSeného a medovicového byla 12,50 %.

Ptidani EO ze saturejky horské ke kvétovému medu zlepsilo jeho MIC 1 MBC na 25 %.
U smiSeného medu se zlepSily MIC i MBC na 12,50 %. Obohaceni saturejkovym
esencidlnim oleje medovicového medu také vedlo ke zlepseni jeho MIC a MBC na

6,25 %.

Tabulka 3: Vyslednd MIC a MBC u druhé sady esencidlnich olejii [ % medu ve vzorku]

nativni med litsea cubeba tesnek oregano saturejka horska

MIC MBC MIC MBC MIC MEBC MIC MBC MIC MBC
kvétovy med 50,00 [ =5000 | 5000 [ 50,00 | 2500 50,00 6,25 6,25 25,00 25,00
smiSeny med 50,00 50,00 1250 [ 2500 | 2500 12,50 6,25 12,50 12,50 12,50

medovicovy med | 12,50 | >50,00 6,25 12,50 6,25 12,50 6,25 12,50 6,25 6,25

Z tabulky 4 je patrné, ze MIC a MBC byla u kvétového medu s piidavkem 4000 ppm
esencidlniho oleje z Litsea cubeba. Obohaceny smiSeny med o EO z vaviinu vykazoval
MIC pii 1000 ppm oleje a MBC pti 2000 ppm. Pro MIC u medovicového medu stacil
ptidavek 500 ppm esencidlniho oleje a pro MBC 1000 ppm.

MIC u kvétového a smiSeného medu vykazoval ptidavek 2000 ppm cesnekového EO.
Pridani 4000 ppm oleje ke kvétovému medu vedlo k MBC. MBC u smiSeného
a medovicového medu se projevila pti 1000 ppm esencidlniho oleje z cesneku. MIC se

projevila obohacenim medovicového medu 500 ppm oleje.

MIC se u vsech tiech medi projevila pii pfidani 500 ppm esencidlniho oleje z oregana.
Obsah oleje pro MBC kvétového medu bylo 500 ppm. Pro kombinaci smiSeného
a medovicového medu s EO z oregana byl obsah oleje pro MBC 1000.
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MIC a MBC u kvétového medu byly pfi ptidavku 2000 ppm EO ze saturejky horské.
U spojeni smiSeného medu se saturejkovym esencidlnim vysla MIC a MBC pfi obsahu

1000 ppm. Pro MIC i MBC u smiSeného medu byl obsah EO 500 ppm.

Tabulka 4: Vyslednd MIC a MBC u druhé sady esencidlnich oleji [ppm esencidlnich olejii ve vzorku]

litsea cubeba cesnek oregano saturejka horska
MicC MBC MIC MBC MiIC MBC MIC MBC
kvétovy med 4000 4000 2000 4000 500 500 2000 2000

smiBeny med 1000 2000 2000 1000 200 1000 1000 1000
medovicovy med 500 1000 500 1000 500 1000 500 500
EO + DMSO 1000 4000 2000 4000 200 1000 1000 2000
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8 Diskuse

Gramnegativni bakterie jsou obvykle vici rostlinnym extraktim, olejim a jejich
slozkdm vice odolné nez bakterie Gram pozitivni, protoZze bunécnd sténa
gramnegativnich bakterif je slozitéj$i. Bunécna sténa grampozitivnich bakterii umoznuje
hydrofobnim molekuldm snadno pronikat a piisobit na bunéénou sténu i v cytoplazmé

(Vasconcelos et al., 2018).

Nejsilngj$i antibakteridlni dcinky vu¢i E. coli ze zvolenych medd vykazoval med
medovicovy s MIC 12,50 % a MBC >50 %. KlimesSova et al. (2019) zkoumaly
antibakteridln{ efekt medi z Ceské republiky a manukového medu na ptivodce mastitidy
skotu. Jednim z vybranych patogent byla i E. coli. Vyzkum provadély na krevnim
20-30% koncentraci. Také ale zminuji, Ze mezi medovicovym medem a medem
manukovym nejsou piilisné rozdily. Jelikoz z mych vysledkt vychdzi MIC pro mensi
koncentraci medu, usuzuji, Ze jejich kmen E. coli mohl byt méné citlivy, ¢i sloZeni

naSich medovicovych medii se mohlo mirné lisit.

NejlepSi kombinace EO s kvétovym medem pro jeho antimikrobidlni aktivitu byla
s oreganem ndsledovdna kombinaci s hiebickovym olejem. Stejné esencidlni oleje mély
nepiiznivejsi ucinky na med smiSeny. Z mého pokusu vysla MIC s hodnotou 500 ppm
oreganového EO jak pro oba zminéné medy, tak i pro samotny EO s DMSO. Siroli et al.

(2014) uvadéji MIC pro E. coli 250-350 ppm oreganového esencidlniho oleje.

Pro medovicovy med byl nejucinnéj$i esencidlni olej ze saturejky horské, s MIC 500
ppm. Santos et al. (2019) ve svém vyzkumu uvadi, Ze EO ze saturejky horské vykazoval
MIC pii 225 ppm. Z mého pokusu samotny saturejkovy olej vykazoval hodnotu MIC
pii 1000 ppm. Jejich vzorek byl pfipraven rozpusténim 500 ppm saturejkového
esencidlniho oleje v MHB a 1 % DMSO. Postup pokusu maji shodny s moji metodikou.
Takto velky rozdil ve vysledcich pfipisuji jiném sloZeni pouzitych esencidlnich oleji,

pravdépodobné Ze hrél roli i jiny pouZzity kmen E. coli.

Bai et al. (2023) ve svém pokusu zminuji, Ze MIC u hiebic¢kového EO jim vysla 640
ppm. V mém pokusu mi vySla MIC samostatného esencidlniho oleje z hiebicku 2000

ppm a pfi jeho pfidani k medam 500 ppm.
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Sherlock et al. (2010) uvadéji, ze MIC a MBC nativniho ulmového medu vuci E. coli
jsou 12,50 %. Také uvadéji stejnou hodnotu (12,50 %) pro MIC a MBC nativniho
manukového medu. Z mych vysledk Ize usoudit, Ze pfidani esencidlnich oleji k
medim Ize docilit stejnych, ¢i lepSich hodnot pro MIC a MBC, neZ je u téchto silné
antibakteridlnich nativnich medd. Z mych vybranych EO téchto hodnot dosdhly medy
obohaceny o tyto esencidlni oleje: skofice, tymidn, hiebicek, oregano. Obecné se da fict,

Ze nejuniverzalnéjSim esencidlnim olejem je hiebickovy.

34



9 Zavér

Cilem mé bakalafské prace bylo stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a
minimalni baktericidni koncentrace (MBC) u nativnich i obohacenych medt o vybrané
bioaktivni latky. Cilem bylo také porovnéani vlivu piidani jednotlivych bioaktivnich

latek na med.

S pribyvajici rezistenci patogenti na antibiotika, roste snaha na boj proti nim najit
alternativni 1écebné prostfedky. Takovou alternativu by mohly nabidnout pravé medy
obohacené o esencidlni oleje. Nativni medy maji vysokou antimikrobidlni aktivitu a
esencidlni oleje maji mnoho 1écebnych vlastnosti. Pfipadné moznosti vyuZziti by mohly

zahrnovat napt. 1é¢bu koZnich problémt nebo podporu traviciho a imunitniho systému.

Jako univerzélni EO z mnou pouzitych olejti vySel hifebickovy EO s jeho MIC 500 ppm
a MBC 1000 ppm ve vSech tfech zkoumanych medech. Také jsem touto praci dokdzala,
Ze pridavek esencidlnich olejii k medim mé smysl pro zlepSeni jejich antimikrobidlni

aktivity vi¢i Gram negativnim bakteriim.

Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné pokracovat s dal$imi esencidlnimi oleji a jinymi

bakteriemi.
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