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Antimikrobialni aktivita a chemické sloZeni silic lipy
srdcité

Souhrn

Cilem této prace bylo vytézit silice z listd a kvéth lipy srdCité, pro srovnani byly
pouzity vzorky lipy velkolisté. U téchto silic zjistit, zdali maji antibakterialni aktivitu ¢i
nikoliv a dale zanalyzovat jejich chemické slozeni.

Oba druhy lip (Tilia cordata Mill. a Tilia platyphyllos Scop.) patii v Ceské republice
K pivodnim dfevinam, které jsou vyuzivany v tradi¢nim lidovém IécCitelstvi. Pouziva se
hlavn¢ jejich odvar nebo ndlev z kvéth nebo kvétenstvi pifi obtizich jako je: nachlazeni,
zanétlivé a horecnaté stavy, onemocnéni ledvin i mocového méchyte.

Silice byly vytéZeny ze vSech vzorkid pomoci vodni destilace S pomérné malou
vytéznosti (0,002 — 0,008 %). U vytézenych silic bylo zanalyzovano chemické slozeni
prostiednictvim plynové chromatografie. Déle byly provedeny testy antimikrobidlni aktivity
pomoci mikrodiluéni bujonové metody proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim
(konkrétné Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus) a kvasinkam (konkrétné
Candida albicans, Saccharomyces cervisiae).

Lipové silice nevykazovaly Vv koncentracich 8-1024 pg/ml proti vybranym
mikroorganismiim antimikrobidlni aktivitu. Vyjimkou byl pouze slaby antifungalni ucinek
pozorovany u Silice z listt T. cordata proti C. albicans.

Slozeni silic bylo velmi rGzné i u listd a kveth ze stejné rostliny, 1 mezidruhové, ovSem
nejhojnéji zastoupené latky se u silic shodovaly. Mezi hlavni latky u silice z kvéta T. cordata
patiily tricosan (25,07 %), pentacosan (12,16 %) a kauren (17,81 %). U silice zlista
T. cordata to byla hlavn¢ latka phytol s obsahem 69,55 %. Dal§i méné zastoupené latky byly
B-lonone (5,347 %) a a-lonone (3,5 %). Silice z kvéta T. platyphyllos obsahovala nejvice
tricosane (19,31 %), pentacosane (14,56 %), dale 2-pentadecanon-6,10,14-trimethyl
(12,84 %). Silice z listt T. platyphyllos méla nejvice obsahovych latek. Mezi majoritni pattily
tricosane (9,06 %), pentacosane (5,32 %) a 2-pentadecanon-6,10,14-trimethyl (8,10%).

Podle dostupnych zdroji byly poprvé testovany na antimikrobialni aktivitu silice
z listt obou druhu lip a poprvé bylo analyzovano chemické slozeni silice z listd T. cordata.
Do budoucna mutze znalost obsahovych latek v silicich napomoci osvétlit princip jejich
biologické aktivity a jejich fungovani na lidsky organismus.

Klicova slova: Tilia platyhpyllos, Tilia cordata, silice, antimikrobialni aktivita, chemické
slozeni



Antimicrobial activity and chemical composition of Tilia
cordata

Summary

The purpose of this research was to distill essential oils from leaves and blooms of Tilia
cordataMill.with a comparison of Tilia platyphyllos Scop. To test those essential oils for their
potential antibacterial activity and analyze their chemical composition.

Both species (T. cordata and T.platyphyllos) originating in the Czech Republic are
commonlyused in traditional folk medicine. Most commonly used is their infusion from
blooms for health complications including cold, inflammation, fever, kidney disease and
bladder disease.

The essential oils were distilled from all samples using water distillation with
a relatively small percentage (0,002 — 0,008 %). The chemical composition of the distilled
essential oils was analysed via gas chromatography. Furthermore, the test for antimicrobial
activity was made using microdilution broth method against gram-positive and gram-negative
bacteria (specifically Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus) and yeast
(specifically Candida albicans, Saccharomyces cervisiae).

The lindens” essential oils in concentrations 8-1024 pg/ml did not report
anyantimicrobial activity against given microorganisms.Potentially antifungicidal were
the essential oils from the leaves of T. cordata against C. albicans.

The composition of essential oils was very different in leaves and blooms of the same
plant and interspecies as well, but the substances in highest concentrations were the same.
The main substances in essential oils of blooms of T. cordata were tricosan (25,07 %),
pentacosan (12,16 %), kauren (17,81 %). In essential oils of leaves of T. cordata it was
mainly phytol in concentration of 69.55%. Other less represented substances were (-lonone
(5,347 %), a-lonone (3,5 %). The essential oils from blooms of T. platyphyllos contained
tricosane (19,307 %), pentacosane (14,56 %) and 2-pentadecanon-6,10,14-trimethyl
(12,84 %). The essential oils from leaves of T. platyphyllos had the most of contents.
The once with largest contents were tricosane (9,06 %), pentacosane (5,32 %) and 2-
pentadecanon-6,10,14-trimethyl (8,10 %).

The essential oils of the leaves from both types of lindens were tested to antimicrobial
activity for the first time based on the all available resources, as well as the anylisis of the
chemical composition of essential oil from T. cordata leaves.

In the future, the knowledge of composition of essential oils can help us better
understand the principles of their biological activity and their functioning in relation to the
human body.

Keywords: Tilia cordata, Tilia platyhpyllos, essential oil, antimicrobial activity,
chemical composition
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1 Uvod

Lécivé stromy, kefe a rostliny, kterych v Ceské republice neni malo, protoZe tu méame
fléru celkové velmi bohatou, byly odpradavna vyuzivany v lidovém léCitelstvi. Nejéastéji
Vv podobé nalevu z kvétu, listd anebo plodt vybranych rostlin. Lipa v tomto ohledu hraje
v 1é¢itelstvi vyznamnou roli a vyuziti ¢aje z ni ma velmi Siroké pouziti.

Literatura tvrdi, ze se dfive pouzivaly i lipové listy k inhalacim (Janca 1995). To by mohla byt
znamka toho, Ze se v nich vyskytuji silice.

Silice obecné obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek, jejich slozeni byva

pfedmétem zkoumani v mnohych studiich. Pokud by se podatilo objasnit, které¢ latky jsou za
onu aktivitu odpovédné, mohl by byt rozpleten slozity mechanismus jejich G¢inkd. Téchto
studii je stale vice, protoZe silice obsahuji také antimikrobidlni latky, které by mohly byt
vyuzity v lékafstvi, kde v soucasnoti zacind boj s rezistentnimi kmeny mikroorganismi
(Conway 2002).
Vétim, Ze tyto vyzkumy o empirickych tvrzenich o 1é¢ivych rostlinach zanechana nasimi
predky maji velikou budoucnost a mozna i to je cesta k poznani novych latek. Ta nam muze
urcit budouci smér, ukdzat nové metody 1éceni a v neposledni fade dokézat, ze ¢lovek je stale
velmi spjaty s ptirodou.



2  Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Kvétenstvi lipy srdcité i lipy velkolisté obsahuje silice a pouziva se od nepaméti
jako droga pifi nachlazeni a jinych onemocnénich. Je mozné, ze tyto silice vykazuji
antimikrobialni aktivitu. Je mozné, ze 1 listy téchto druhi lip obsahuji silice s moznou
antimikrobialni aktivitou.

Cile prace: Cilem prace je vydestilovat silice dvou dievin v CR a to lipy srd¢ité (Tilia
cordata Mill.) a lipy velkolisté (Tilia platyphyllos Scop.), konkrétn¢ z jejich listti a kvétenstvi
a otestovat jejich ptipadnou antimikrobialni aktivitu.

Prace si také klade za cil zanalyzovat slozeni téchto silic.

U silice z listi T. cordata nebylo dosud analyzovano jeji slozeni a zadna silice z listi nebyla
testovana na antimikrobidlni aktivitu.
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3 Literarni reSerse

Rostliny jsou na nasi planeté¢ daleko starSim organismem, nez je ¢lovek. Bez rostlin
bychom vibec nemohli zit, je to nds zdroj potravy, davaji ndm material na stavby nasich
obydli a diky stromtiim lidstvo mohlo vystavét lod¢ a piekonavat oceany. Tyto zaoceanské
plavby byly dilezitym milnikem v lidské historii. PfinaSely zmény mysSleni, rozSifovaly
celosvétovy obchod, piinasely nové zbozi, informace a piilezitosti. Toto objevovani svéta se
ovSem neobeslo bez valek nebo novych nemoci. Je jasné, Ze bez nich by lidstvo nebylo tam,
kde je a je jasné, Ze bez kmenu stromi by tyto cesty ani nezacaly (Conway 2002). Jak doklada
I Hora (1981): od pravdavna lidé uzivaly stromt a ket pro své vlastni ucely a potieby,
slouzily jim kmeny stromi, listy a plody. Jsou naprostou samoziejmosti ve svété okolo nas.

Samoziejmosti v nasem svété je 1 kyslik, ktery dychame z ovzdusi, a za ktery jsou
zodpovédné praveé rostliny ale i mikroorganismy. Prvnimi organismy, které na planeté
vytvotily kyslik, byly sinice. Diky rostlinnému zelenému barvivu v listech je mozna
fotosyntéza, coz je d¢j, kdy rostliny z oxidu uhli¢itého a vody syntetizuji jednoduché cukry
(energie pro jejich Zivotni dé€je) a kyslik. Dalo by se fici, ze kyslik je vedlejsi produkt této
dulezité rovnice, ale je nepostradatelny (Lenton et al. 2016). Soucasné chovani lidi je
V rozporu s tim, jak dulezité stromy pro zivot jsou. Jedna se o neustalé odlesniovani za ic¢elem
orné pidy, kaceni stromud pro rozsifovani mést a vesnic, ale také kvili vydélku, stale vétsi
zabetonované plochy, kde rostliny nemaji své misto. Pritom poskytuji, naptiklad ve méstech,
velmi dulezity stin a stalejsi vihkost ovzusi(Hora 1981).

To, Ze stromy jsou odpradavna soucasti lidstva, a Ze je lidé vzdy vnimaly ve svych
zivotech, dokladaji také myty a legendy, které se o existenci stromu opiraji. Ve vétSin€ kultur
se hovoii o stromech jako symbolech (bfiza — symbol ptichazejiciho jara, dub — symbol boha
blesku a hromu Peruna), o ,,stromu zivota“ a o posvatnych stromech (ty které umi uzdravovat,
nebo odvadéji duse do tise mrtvych). S prichodem kiestanstvi bylo mnoho téchto tradic a
legend o stromech vymyceno, moZzna proto s nimi v sou€asnosti necitime Zadné spojeni a
nemame potiebu rozsifovat a zachranovat lesni porosty (Hagender 2008). MZzeme jen doufat,
ze cast zbyvajicich starych lesnich porosti pfezije do doby, nez se o né zaCne zajimat
dostatecné mnozstvi lidi, ktefi je budou obdivovat. Zpusob, jakym budeme stromy vyuZivat
K jejich nesCetnym uceltiim, sehraje dilezitou roli v tom, jak budou svétové lesy v budoucnu
vypadat (Kingsbury 2015).

3.1 Charakteristika vybranych druhu dfievin

V nasi republice jsou pfirozené rozsifeny dva druhy lipy: lipa srdc¢ita (Tilia cordata) a
lipa velkolista (Tilia platyphyllos) (Hlavova 2005). Proto byly pro tuto praci vybrany praveé
tyto dvé pivodni dfeviny.

Lipy se v minulosti sazely jako rodové stromy nebo stromy, které maji odkazovat na
pamatku vyznamné udalosti. Z tohoto diivodu se k nékterym stromtim vazi legendy a povésti
pfipominajici nam ¢asy minulé (Cerny 2005).



3.1.1 Botanicka charakteristika vybranych druhu dievin

Tyto stromy patii do Celedi slézovité (Malvaceae), diive ozna¢ované také jako lipovité
(Tiliaceae) (Malek et al. 2012).

3.1.1.1 Lipa srdc¢ita (Tilia cordata)

Lipa srd¢itd, synonymem téZ malolistd, je rozlozity strom dosahujici vysky az 25-30
m, praméru kmene az 1 m a véku 150 let. Pokud lipa roste volné a na vhodném podlozi, mize
mit primér kmenu az 3 m a dosahovat délky i 300 let. Lipa srd¢itd nedosahuje takovych
rozméri a veéku jako lipa velkolistd (Koblizek 2009). Listy ma orkouhle srd¢ité, kratce
zaSpicatélé, jemné a ostie pilovitého tvaru. Na rubu jsou modrozelené, v uhlech v okoli fapiku
a okolo Zilnatiny maji rezavé hnédé svazecky chlupti. Kvéty jsou Zlutavé bilé, silné vonave,
oboupohlavné a kvetou od Cervna do Cervence (Horacek 2007). Kvétenstvi se sklada z 5-11
listi a zespoda je opatiené podpurnym listenem. Lipové drobné a tenkosténné ofisky, jakozto
plody opadavaji na podzim (Hora 1981).

Stanovisté lipy srdc€ité je priznivé na vlhkost, chladné a zastinéné. Na ptidu ma stiedni
naroky a ve srovnani s lipou velkolistou jsou to spiSe pudy chudsi na ziviny. Je typickou
piimési dubohabtin, sutovych lest, lipovych bucin. Roste témét v celé Evropé, vyjimkou jsou
Kavkaze. V Cesku ji miizeme nalézt v nizinach a jeji pas se tahne aZ po tipati nizsich hor.

Casto ji miizeme vidét vysazenou v alejich a také jako soucast méstské zeleng. Je totiz
velmi odolna, snasi ptesazovani, neSetrné zachazeni, vykopy kolem kmene a kofentl, je ovSem
citliva na soleni (Koblizek 2009).

UzZ od pradavna je lipa srd¢ita vysazovana v kulturni krajing, pfi lidskych sidlech jako
strom navesni, rodovy, pamatny, v minulosti byla také sazena do blizkosti poutnich mist
(Cerny 2005).

Cerveny seznam TUCN (2017) piifadil lipu srd¢itou k druhfim s malym ohroZenim.
(LC). Ale zvlastni ochranu maji nékteré vybrané exemplare, které¢ jsou oznacovany jako
stromy pamatné (Kyzlik 2005).

3.1.1.2 Lipa velkolista (Tilia platyphyllos)

Lipa velkolista (n¢kdy byva nazyvana také jako Sirolista (Hlavova 2005)) je strom
velkych rozmért, s valcovitym kmenem a koSatou rozvétvenou korunou. Dosahuje vySky az
30 m, priméru kmene 1,5 m a mize mit vék az 200 let (Hora 1981). Vétsina pamatnych
starych lip byva tohoto druhu (Koblizek 2009).

Listy jsou okrouhle srdcité, spise vejcite¢ho tvaru a dlouhé 7-12 cm. Maji delsi tvar,
jsou vice zaspicatelé, pilovité, nékdy az lalo¢naté, jejich tvar je celkove vice asymetricky. Na
rubu u zilek je bélavé chmyti (Horacek 2007). Opadané listi s mékkou strukturou v ptid€ a na
ni dobfte zetliva a pfispiva proto k vytvareni vhodné vrstvy Zivného humusu.

Rasi a rozkvéta zhruba 0 14 dni diive, nez lipa srd¢ita, a jeji kvétenstvi visi dolit pod
listy, na rozdil od kvétenstvi, kterd jsou spise nad listy, jako je tomu u lipy srdc¢ité (Koblizek
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2009). Kvétenstvi je slozeno z 2-5 kvéti, barva je nazloutld a listen ziistava na stopce i
za plodu. Plody ofisky jsou vétsi nez u lipy srd¢ité, jsou vinaté a setrvavaji na stromé i pies
zimu (Volak a Stodola 1987).

Lipa velkolista dobfe snasi zastinéni, potiebuje viak vice svétla neZ lipa srd¢ita. Casto
se udrzi pod jinymi dievinami alespon jako kef. Naproti tomu v podrostu pod lipou vydrzi
maloktera rostlina, ma husté a velmi bohaté olisténi. Lipa se snadno vyrovna s nedostatkem
vlahy, potfebuje ale zZivné horniny jako vapenec, ¢edi¢ aj., jinak je na pudu stfedné¢ naroc¢na

Z toho vyplyva, ze vhodnym stanovistém lipy velkolisté jsou sutové a roklinové lesy.
Vyskytuje se v klenovych a lipovych bucinach. Jeji rosifeni je v celé Evrop€, podobné jako
u lipy srdcité, vyjimkou jsou velmi teplé oblasti a horské vegetacni pasy. Nékteré izolované
lokality jejiho riistu jsou v malé Asii a ve Svédsku. V Cesku roste tato lipa roztrousend
po celém tizemi od pahorkatin do podhuii (Koblizek 2009).

Stejné jako lipa srd¢itd dobfe snaSi méstskou zastavbu, sefezavani aj., ale je citliva na
soleni. Tento druh je také naro¢ny na vyssi vzdusnou vlhkost a je vice citlivy k pozdnim
mrazim (Koblizek 2009).

3.1.2 Tradi¢ni vyuziti vybranych dfevin

Lipa je cenéna jako okrasny strom a jak bylo zminéno vyse, ¢asto se s ni mizeme
setkat 1 ve méstech. Stala se nedilnou soucasti lidskych obydli, je to vyznamna medonosna
dievina (Koblizek 2009). Diky své vini, ptivabné koruné i vlidnému stinu se stala symbolem
ochrany, pomoci a lasky (Cesky rozhlas Radiozurnal 2014).

Vyuziti lipy je znamo uZ z prehistorické kultury. Jak uvadi Pigott (2012) bylo dfevo,
kira 1 lyko zlipy vyznamnym materidlem Vriznych etapach lidského vyvoje az
po soucasnost. V obdobi stfedni a mladsi doby kamenné se z kment lipy stavély lodé, 1 kdyz
Castéji se k tomuto ucelu vyuzivala olSe. Lyko, pouzivané az v dob¢ Zelezné, se vyuzivalo
jako vazaci materidl anebo z n&j byly vyrdbény jednoduché boty. Lipové dievo je mekke,
lehké a dobie obrobitelné a proto se vyuzivalo na vyrobu nadob na piti (pohari), lzic,
nabéraCek, ptipadné k vyrobé uméleckych prfedmétli. Zmény lipového dieva nejsou
pfi vysychani vyrazné, proto je toto dievo k sochafstvi vyuzivano dodnes. Koblizek (2009)
toto potvrzuje stim, ze lipové dievo je fezbati vyhledavané a vyzdvihuje jeho velkou
trvanlivost. Cerny (2005) zmifuje dfevénné sosky v baroknich kostelech, které jsou soudasti
vyzdoby a nej€astéji pochézeji z lipy.

Tradiéni uziti lipového dieva v Evropé a v Cesku potvrzuje Kolaf et al. (2019), ktery

doklada studii o materialu, z n€hoz byvaly vyrabény kolovraty. Z této studie vyplyva, Ze
v Cesku vice neZ v celé stiedni Evropé prevladala ve vyrobé kolovrati lipa, narozdil od
sousednich statd, které uptednostiiovaly jiné druhy stromi S vyssi hustotou dieva (jako napf.
buk nebo javor).
Lipové dievo je oblibené pii vyrobé uli, veelatskych potieb a také se z néj vyrabéji tradicni
zapalky. Nejvétsi objem lipového dieva je ale v soucasnosti vyuzivan na vyrobu klasickych
tuzek, nebo hudebnich néstroji, nejCastéji pian a klavird. Bézné vyuziti tohoto dfeva byva na
kancelaiské potieby, piedev§im rysovaci prkna (Cerny 2005).



vvvvvv

(o preferenci stromi se spiSe spekuluje, nékdy se uvadi také dub). Lipové stromy byly
vysazovany na okrajich vesnic a mést a okolo nich byla vystavéna v palkruhu zidka nebo plot.
Toto misto pak bylo pouzivano k soudnim pieli¢enim, ale i Kk lidovym slavnostem. V dobé
slavnosti se lipy zdobily a pod nimi se tancovalo (obr. ¢. 1). Nékdy byla pro tyto ucely
vytvofena tane¢ni dievéna podlaha. Tyto ,,vesnické™ lipy byvaly castéji T. platyphyllos,
protoze lipa velkolistd zpravidla kvete jesté v letnim slunovratu (20. ¢ervna) kdy se tyto
velkolepé slavnosti a oslavy konaly (Pigott 2012).
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Obrazek ¢. 1: dobovy tanec pod lipou — vyobrazeni Hieronymus Bock

Slovanské zemé a Ceska republika neni vyjimkou, maji k lipé vétsi vztah neZ jiné
narody. Je to jejich narodni strom. Lipové listy zdobi ¢eskou prezidentskou standartu, lipa
se jako symbol objevuje i na statni peceti a na nékterych bankovkach, v minulosti byla na
rubu minci. Slované méli v minulosti kromé lipy vztah také k dubu. Tyto stromy tvofily
vyznamnou dvojici, spolu s lipou se dopliiovaly, byly néco jako zensky a muzsky symbol.
V dobé& narodniho obrozeni ovSem zacal dub nabyvat symbolu némeckého. Zacal byt vice
spojovan s germany, ¢ehoz si slovans$ti vlastenci zacali v§imat a na VSeslovanském sjezdu
v Praze vroce 1848 prohlasili za oficialni strom slovand pravé lipu (Cesky rozhlas

Radiozurnal 2014).
Jako symbol vyjadiuje lipovy list, jenz je podobny svym tvarem srdci, Stésti, lasku
a pravdu (Kyzlik 2005).

Tento strom se od starovéku do soucasnosti pouziva v lidovém l1é¢itelstvi, ale i
v oficialni mediciné (Jana 1995). Druhy sbirané pro tento ucel na naSem Uzemi jsou
T. cordata, T. plathyphyllos, objevuji se zminky i o T. europea (lipa obecna; ktera je
pravdépodobné hybridni druh, kiizenec T. cordata a T. plathyphyllos (Jan¢a 1995)). Na
americkém kontinetnté je to hojné zminovana T. americana (lipa americka) (Conway 2002).



3.1.3 Vyuziti vybranych drevin v lé¢itelstvi a jejich acinky

Obe¢ dreviny, kterym se vénuje tato prace — T. cordata a T. platyphyllos se vyuzivaji
v 1écitelstvi, maji i1 stejné 1écebné vyuziti.

V oficidlnim evropském Iékopisu jsou tyto dvé dieviny uvedeny. Némecka Iékarska
komise schvalila lipovou rostlinu (s listeny nebo bez) jako prostiedek proti nachlazeni a kasli
(Radulescu a Oprea 2008).

Janca (1995) i jiné zdroje (Korbelar a Endris 1968; Conway 2002; Koblizek 2009)
uvadgéji, ze sbiranou casti lipy byva kvétenstvi i s listenem (listen je listovity utvar z jehoz
pazdi vyrustaji vétvicky kvétenstvi (Conway 2002)).

Kvétenstvi se sbira v priibéhu ¢ervna a Cervence, na pocatku rozkvétani, za suchého
pocasi a ihned by se mél susit. Doporucuje se suseni ve stinu a v privanu, nikoliv u topnych
téles anebo na slunci (Korbelat a Endris 1968). Kyzlik (2005) doporucuje lipové kvéty trhat
kazdy rok nové, protoZe po roce ztraci vétSinu svych ucinnych latek a tim padem svou lé¢ivou
silu.

Janca (1995) zminuje, ze se mohou sbirat i listy, které se pouzivaji k inhalacim
v aerofytoterapii. O listech dale tvrdi, Ze se pouzivaly na puchyfe v ustech. Pravdépodobné
se prikladaly Cerstvé pfimo na ranu.

Mattioliho herbari pravi, Ze lipovy nalev podporuje rust vlasi a ze vodu z lipového
kvétu pouzivaji Zeny na skvrny ve tvafi a proti otokiim (Koblizek 2009). Kadlikova (2004)
tvrdi, ze se vodou spatené listy smichané s vinem pouzivaly jako obklad na koncetiny proti
kfecim a také na popaleniny.

Suché lipové difevo bylo dfive paleno a takto vzniklé dfevéné uhli bylo pouZzivano
vniting pii prekyseleni zaludku, nadymani, chorobach zluéniku a jater a také po poziti jedu
(Volak a Stodola 1987).

V dnesni dobé¢ se droga uziva na mnohé neduhy, tradi¢né ve formé nalevu ze susenych
kvétenstvi (Janca 1995).

Nalev nebo odvar z lipy vykazuje dobrou antimikrobialni aktivitu, jak doklada Aksoy et al.
(2012), proto je ¢aj jako medikament z lipy prospésny a vyluh v horké vodé dobie extrahuje
pozadované 1écivé latky.

Mezi obtize, na né¢Z se doporucuje pit lipovy c¢aj, patii: nachlazeni, zanétlivé
a hore¢naté stavy, onemocnéni ledvin i mo¢ového méchyie, jelikoz nalev plisobi moc¢opudné.
Také podporuje vyluovani Zaludecnich a stfevnich §tav a reguluje jejich tvorbu. Celkoveé
takto pfipravena droga uklidiiuje (Janca 1995). Velmi se shoduje snovéjsi studii od
Radulescu a Oprea (2008), ktera nalevu z lipového kvétu pripisuje nasledujici ucinky:
antispasmodické, diuretické, potopudné a sedativni. Také napomahd pii obtizném
vykaslavani.

Obe¢ tato tvrzeni potvrzuje Buchbauer et al. (1992), ktery zkoumal sedativni G¢inky

silic z lipovych kvéti na mysich. Po Cichani lipovych silic byla u mysi zjisténa snizena
pohyblivost a to az na 55 % oproti normalu.
Utinnost lipového nalevu pfi zandtech dychacich sliznic ale i pii anginé nebo zinétu
nosohltanu je prokazana i diky Czerwinske et al. (2018). Zlipového kvétenstvi byly
izolovany porokyanidy (derivaty flavan-3-olu), které jsou schopné potlacovat zanétlivé
odpovédi organismu.
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Conway (2002) doporucuje popijet 3-4 salky denné na potlaceni dusledkd stresu. Také
popisuje psychické a fyzické stavy, pfi kterych je vhodné uzivat lipu, jsou to napt. uzkosti,
nespavost, neklid, migréna, zazivaci potize, ale také vysoky krevni tlak a hyperaktivita u déti.
Nalev je celkoveé u déti 1 dospélych velmi dobie pfijiman pro svou lahodné¢ medovou chut,
a vétsina nemocnych snasi i dlouhodobé podavani (Janca 1995).

Caje (nalevy a odvary) z raznych 1é¢ivych rostlin obsahuji pozoruhodné mnoZstvi
biologicky aktivnich latek, které jsou pravdépodobné zodpovédné za jejich 1éCivé ucinky
a jsou nezbytné pro zdravi lidského téla (Farcas et al. 2015).

Farmaceutické vlastnosti lipového kvétu jsou pfipisovany chemickym slouceninam,
jako jsou flavonoidy, étericky olej, taniny a slizové polysacharidy (Radulescu a Oprea 2008).

V Ceské republice je piti a uzivani lipového Gaje velmi zakofenénym zvykem.
Doklada to studie od Knotek et al. 2012. Ten ve svych vysledcich tvrdi, ze vytez populace
v Ceské republice, na které byla studie provadéna, by si z 56 % vybrala na 1ééeni svych
neduhil pravé lipovy €aj (mezi dal§imi nabizenymi byl ¢aj z maty, medunky aj.). Mezi obtize,
na které by respondenti lipu vyuzili, se fadily: nachlazeni hlavy nebo hrudniku (zanétlivé
stavy), nemoci zaludku nebo stiev, podpora imunity, celkova regenerace (Knotek et al. 2012).

Podobny vyzkum na pouzivéani bylinnych extraktt (ndlevt atd.) byl ze sttedomoti. Zde
respondenti ohodnotili lipu jako jistou pomoc pfi poruchach travéni a pii zanétlivych stavech
hornich cest dychacich. V piipadé téchto obtizi by lidé zvolili T. cordatave 100 % piipadi
(Ouelbani et al. 2016). Celkem byli lidé dotazovani na 102 druht rostlin patiicich do 90 rodu.

3.1.4 Biologicky aktivni latky vybranych dievin

latkou silice, ktera ma jako hlavni latku ve svém sloZeni farnesol. Lipy také obsahuji slizy,
glykosidy a latky blizké vitaminu E (tokoferoly) (Korbelara Endris 1968). Obsah glykosida
ma pravdépodobné rozhodujici vliv na potopudny ucinek lipové drogy. Lipa déale obsahuje
také flavonoidy, hlavné kvercetin a kemferol (Volak a Stodola 1987).

Zde se shoduji s Farcas et al. (2015), ktery zkoumal nalevy z lipy, maty, tfezalky
a ¢erného a zeleného ¢aje. Analyza prokazala, ze lipovy nalev obsahuje 16,2 mg GAE/100 ml
fenolickych latek, a 8,66 mg QE/100 ml flavonoidnich latek, coz je téméf dvakrat tolik co
Vv ¢erném nebo v zeleném ¢aji. Byla na tfetim misté s obsahem kofeinu (za Cernym a zelenym
¢ajem): 5,25 mg/100 ml, a je proto mozné se domnivat, Ze lipovy ¢aj bude vykazovat také
antioxidacéni aktivitu.

Vyzkum, ktery byl provadén Buchbauerem et al. (1992) potvrzuje sedativni
(tj. uklidnujici) ucinky éterického oleje z lipovych kvéti, pifimo na zvitatech (mysich). Po
¢ichani silice z lipovych kvéth byla jejich pohyblivost snizena na 55% a timto bylo dokazano,
ze lipovy olej mize hrat vyznamnou roli v aromaterapii.

Kowalski et al. (2017) analyzovali nejobsahlejsi slozky éterického oleje z kvéta lipy
srd¢ité (T. Cordata). Hmotnostné nejvice procent je v silici zastoupen 6,10,14-trimethyl-2-
pentadekanon (11-20%), trikosan (6-17%), henikosan (3-9%), nonanal (7%), a oktadeka
kyselina-9,12-dienova (7%). Mezi terpenoidy pattily nejhojnéji: E-anethol (8%), linalool
(4%), mentol (3%), terpinen-4-ol (1%), p-cymen-8-ol (2%), karvon (6%), thymol (3%).



Podle Oniszczuk a Podgorski (2015) je pro kvétenstvi lip charakteristicky vysoky obsah
polyfenolti. Tento rostlinny material obsahuje flavonoidy (zde panuje shoda s Farcaset al.
(2015), i sVolak a Stodola(1987)), zejména kvercetinové glykosidy (rutin, quercitrin
a isoquercitrin), kempferol glykosidy a fenolové kyseliny (kofeinové, p-kumarové
a chlorogenové kyseliny). Zaroven bylo zjiSténo, ze extrakce pomoci ultrazvuku je
nejucinngjsi a nejrychlejsi metoda izolace polyfenola z lipovych kvéti.

3.2 Silice

Silice, n¢kdy téz nazyvané éterické oleje, jsou slozité chemické slouceniny. Obsahuji
latky jako terpeny, alkoholy, aldehydy, fenoly, estery a étery. Obvykle se extrahuji parni
destilaci. Tyto chemické latky mimo jiné zplsobuji, Ze rostliny, ve kterych jsou obsazené,
voni. VSechny éterické oleje jsou do jisté miry antiseptické. Plsobi siln¢ antibakteridlné
a fungicidng, nékteré ptisobi dokonce i proti virim (Conway 2002).

Costa et al. (2020) ve své studii zminuje silici z rostliny Eugenia stipitata, jejiz ucinky
a slozeni z ni délaji slibny piirodni zdroj chemickych sloucenin s nizkymi vedlejSimi ucinky

Silice rostlin maji 1é¢ebné ucinky, coz je prokazané jejich pouzivanim po tisicileti a také
védecky. Mohou se uzivat zevné i vnitin€é. Aplikuji se nejcastéji zevné pies tkané (klze,
sliznice) a odtud se dostavaji do krevniho feCist¢ (Hemzal 2016). Dle italské publikace
Journal of Ethnopharmacology se v Italii mezi lety 1850 a 1950 bé&zné pouzivaly éterické
oleje z rostlin na kozni problémy zptisobené bakteriemi (Mazzei et al. 2020).

Po naneseni na kuzi silice pronikaji hloubé&ji do pokozky a zde jejich latky plsobi na
buniky, poté¢ se latky dostavaji do krve a jsou roznaSeny po celém téle, kde interaguji
s organismem a ovliviiuji orgdny. Obdobné¢ silice plsobi pfi inhalaci, kde pronikaji nosni
sliznici do plic a nasledné do krve.

Silice maji tii zakladni zplsoby uG¢inku — farmakologicky (latky v krevnim fecisti
chemicky reaguji s hormony, enzymy atd.), fyziologicky (zde maji obsahové latky silic vliv
na télesny systém), psychologicky (organismus reaguje na vini, popf. barvu silice) (Hemzal
2016).

Jejich ziskavani je vétSinou pomérné obtizné, protoze ani aromatické rostliny silic
neobsahuji mnoho. Toto téZeni silic se provadi, jak uvadi Janca (1995) destilaci, kde se
vyuziva voda ¢i para, piipadné lisovanim nebo extrakei. S tim se shoduje Baser a Buchbauer
(2015). Uvadgji ale vice moznych postupti, a zminuji, ze lisovani éterickych oleji probiha
vyhradné za studena. Jednim z téchto postupt ziskévani silic je hydrodestilace, coz je vodni
destilace. Zde se v nadob¢, pod kterou je zdroj tepla, ohfiva material, ktery je ponofen do
vody. Jak se voda zahfiva a nasledné odpaiuje tak s sebou unasi t€kavé latky z destilovaného
materidlu. Pary spolu se silici pokracuji do chladice, ktery je soucasti destilacni aparatury.
Silice se zde ochlazuje a projevuje se jako olejovita tekutina, ktera se usazuje na povrchu
vody Vv chladi¢i. Tato metoda je pravdépodobné nejstarsi zptisob ziskavani silic, ale Casto se
vyuziva dodnes (Hemzal 2016). Dalsim z postupu jak vyextrahovat silice je destilace vodni
parou. Tato metoda je velmi podobna vodni destilaci, ale v destila¢ni aparatuie koluje pouze
para, ktera na sebe vaze vyextrahované silice. Opét je na konci aparatury chladic, ktery silice
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ochlazuje, a ty se v ném srazi. Para koluje po celou dobu destilace v systému. Tato metoda je
velmi vyhodna pro svou jednoduchost, efektivitu a cenovou dostupnost. Mohou se tak
destilovat témét vSechny rostlinné ¢asti jako jsou kvéty, listy, oddenky ale i naptiklad plody
nebo kotfeny (Baser a Buchbauer 2015). Dalsim postupem jak z rostlin vytézit silice je jiz
zminéné lisovani. To se nejcastéji provadi u citrusovych plodt, kde se silice vyskytuji na
povrchu kiry. Nejjednodussi zpisob je tlakem stla¢it plod, ¢imz se porusi sili¢naté vacky a
éterické oleje se uvolni. Je nutné je pied pouzivanim prefiltrovat. Tato metoda probiha za
studena a poskytuje velmi kvalitni silice. Dalsi hojné vyuzivanou metodou je macerace Vv oleji
nebo v jiné na tuk bohaté slouc¢eniné (Baser a Buchbauer 2015).

Pisobeni éterickych oleji je U¢inné v mnoha smérech — diky svym vlastnostem
podporuji obranyschopnost organismu, uklidfuji, podporuji obéhovy systém (Conway 2002).

Uklidnujici u¢inky, konkrétné lipové silice z kvéta (T. Cordata), dokazuje Buchbauer
etal. (1992). Sedativni ucinky potvrzuje i Radulescu a Oprea (2008). Podle jejich studie je
tato zklidnujici aktivita lipového kvétu pficitana tékavym slozkam, ackoli obsah éterickych
oleju je nizky (0,02-0,1%). Podle Conway (2002) maji silice mnoho dal$ich G¢inkt, mezi
nimi také antimikrobialni G€inky.

3.3 Antimikrobialni latky

Neékteré latky maji tak specifické chemické sloZeni, Ze maji pfimy vliv na
mikroorganismy. Tyto latky se podle U¢inku d€li na mikrobistatické (pouze potlacuji rist
mikroorganismil) a mikrobicidni (hubi cely mikroorganismus). Dalsi déleni téchto latek muize
byt na zékladé toho, na jaky druh bunék maji vliv. Baktericidni a bakteriostatické v ptipade
bakterii a fungicidni a fungistatick¢ v pfipad€ kvasinek a plisni. Po chemické strance lze
antimikrobialni latky rozdélit do tfi zakladnich skupin. Prvni jsou latky, které plisobi na
urcitou strukturu buiiky nebo na jeji funkci (naptiklad poskozuji jeji bunécnou sténu -
penicilin, nebo cytoplazmatickou membranu — chloroform, fomaldehyd). Druha skupina jsou
latky, které plsobi na mikrobidlni enzymy (organomédnaté slouceniny, monojodoctova
kyselina). Do tfeti skupiny patii latky, které reaguji s DNA (chemické mutageny, mytomycin
C) (Silhankova 2002).

Mnoho antimikrobialnich latek je obsazeno v rostlinach, tyto slouceniny se vzajemné
ovliviiuji, a jsou mezi nimi latky s rozdilnym chemickym slozenim (Cowan 1999). Mezi tyto
dialezité bioaktivni latky patii skupiny alkaloidl, flavonoidii, tanind, fenolickych latek,
steroidu, pryskyfic aj. Tyto slouceniny maji ptimy fiziologicky uc¢inek na lidské té€lo (Dahiya
a Purkayastha 2012).

Rostliny (rizna zelenina, ovoce, kofeni) S vys§im obsahem silic se zdaji byt vybornym
zdrojem nam piirozenych latek, které vynikaji svou antimikrobialni a biologickou akitivtou
(Nazzaro et al. 2013). Ovsem kviili vzajemnému ovliviiovani latek a velmi rozdilému slozeni
jednotlivych éterickych oleji v rostlindch je problematické urcit mechanismus, na jehoz
principu antibakterialni aktivita funguje (Cowan 1999). Nazzaro et al. (2013) zminuje, ze
antibakterialni aktivita zavisi na slozeni jednotlivych oleji a také na mozstvi slou¢enin v nich
obsaZenych. Jejich kombiance jsou rizné, a Casto se latky mohou navzédjem ovliviiovat



V roce 2012 probéhla studie riznych bylinnych extraktl, které se vyuzivaji v Turecku
coby rostlinné 1éky. Tyto latky byly testovany ve formé odvaru, ndlevu a extraktu
v methanolu. Lipovy extrakt v methanolu uspésné¢ inhiboval S. aureus. Jeji odvar také
inhiboval B. cereus (Aksoy et al. 2012).

Doughari (2012) potvrzuje, ze antimikrobialni aktivita je dokonce pfimo zavisld na
geografické poloze sbirané rostliny (stejné rostliny z riznych casti zemé/svétadilti se velmi
lisi ve sloZeni silic), stejné tak zavisi na ¢asti rostliny, ze které je étericky olej extrahovan
(rizné vlastnosti maji silice z kvétu a zlisth stejné rostliny). Dale zalezi na metodach
extrakce, na zpusobu testovani antimikrobialni aktivity, na podlozi odkud rostlina pochazi,
Vv neposledni fad¢ to je také veék rostliny.

Slouceniny, které v rostliné odpovidaji za antimikrobidlni aktivitu, mohou byt
rostlinami vylucovany neustale. Dalsi pfipad tvorby silic mize byt obranny — pokud se
rostlina setkd s néjakym patogenem nebo Skiidcem, tak zahdji své obranné mechanismy, které
mohou vést K vyluovani silic. Tyto mechanismy mohou byt také aktivovany enzymy, které
organismus vylucuje v piipadé stresové situace (Nazzaro et al. 2013).

Lze brati jako obecné, Ze silice jsou inhibitorem ristu mikroorganismil, ale také funguji
proti produkci toxint, které mikroorganismy vytvareji. Mnohé tyto silice funguji 1épe proti
gramnegativnim bakteriim, nez proti grampozitivnim Tuto rozdilnost zpiisobuje slozeni
bunécné stény (De Martino et al. 2009). Gramnegativni bakterie maji v bunécné sténé pouze
tenkou vrstvu peptidoglykanii a neobsahuji teichoovou kyselinu. Ta u grampozitivnich
bakterii vytvaii ,,tmel“ v silné peptidoglykanové vrstvé (Cempirkova et al. 1997). Calo et
al.(2015) zminuje, Ze je mnoho vyzkumu, které potvrzuji pronikani latek pies bunéénou sténu
a tim inhibuji funkéni vlastnosti dané buiiky. Fenolické slozky silic zptisobi naruSeni bunécné
membrany, to se porjevuje propousténim dulezitych latek z bunky. Bunka tim ztraci
schopnost udrzovat stalé prosttedi a ztraci své intracelularni slozky.

3.4 Charakteristika vybranych mikroorganismi

Pro testovani antimikrobialni aktivity silic byly vybrany 4 druhy mikroorganismu. Tti
zastupci z rodu bakterii a jedna kvasinka.

Bakterie jsou prokaryotické, jednobunécné organismy, jejiz jadro neni oddé€leno
jadernou membranou. Nemaji organely, pouze ribozomy, ve kterych dochazi k syntéze
bilkovin. Rozmnozuji se ptiénym délenim a jejich tvar je velmi riznorody. Nejcastejsi tvar je
tyCinkovity, mén¢ CastéjSi pak tvar koku (kulovity), mezi dal§i patii fuziformni tvary
(vietenovité), zakiivené tvary (vibria), slabé zvinéné (spirily), nebo Sroubovité stocené
(spirochety) (Cempirkova et al. 1997).

Dva mikroorganismy zastupuji grampozitivni bakterie, coz jsou bakterie, které maji
silnou peptidoglykanovou vrstvu steichoovou Kkyselinou. Na tuto vrstvu se navazuji
polysacharidy, které jsou specifické pro skupiny bakterii a zodpovidaji za imunochemické
reakce. Bune¢na sténa téchto bakterii zadrzuje pouZité barvivo i po mofeni jodovym roztokem
a odbarvovani ethanolem, proto se nazyvaji grampozitivni, toto rozdéleni vymyslel CH. Z.
Gram a nazyva se diferencialni barveni bakterii (Cempirkova et al. 1997).
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Jeden mikroorganismus zastupuje gramnegativni bakterie, tyto bakterie se po pouziti
jodu a ethanolu odbarvi. Je to proto, ze maji ve své vrstvé pouze tenkou vrstvu
peptidoglykand. Soucasti jejich bunééné stény je jesté tzv. vnéjsi membrana, ktera obsahuje
fosfolipidy a lipopolysacharidy. Tyto lipopolysacharidy jsou u patogenti diilezité pro jejich
endotoxiny, kterymi vyvolavaji u zivo¢icht piiznaky onemocnéni (Cempirkova et al. 1997).

Jeden vybrany mikroorganismus zastupuje rod kvasinek. Kvasinky jsou heterotrofni
eukaryotni mikrorganismy, které se fadi mezi houby (Fungi). Maji schopnost zkvaSovat
monosacharidy, n¢které i di- ¢i trisacharidy na ethanol a oxid uhli€ity. Jejich tvar je nejcastéji
vejCity, kulovity nebo elipsoidni a souvisi Uzce s rozmnozovanim kvasinek, které se déje
pucéenim nebo délenim (Silhankova 2002).

3.4.1 Bacillus cereus

Bacillus je silna ty¢inka, ktera dosahuje velikosti 2-5 mm. Muze vytvaret spory a fadi
se mezi grampozitivni bakterie (Helgasonet al. 2000). Yusuf et al. (2018) zminuje, ze tato
bakterie je fakultativné aerobni, coz potvrzuje i Cempirkova et al. (1997), ktera tvrdi, Ze
tyCinka je aerobni, ale roste dobfe i za anaerobnich podminek. Vyskytuje se jednotlivé, nebo
Vv fetizcich.

Roste dobie na standardnich kultivacnich médiich, narist se projevuje velkymi a drsnymi
koloniemi s krémovym az nahnédlym zabarvenim (Helgason et al. 2000).

B. cereus je Siroce rozsifen v prirodé¢ a mize byt izolovan z rostlin, pudy, prachu
i odpadnich vod. Ze svého piirozeného prostiedi se snadno dostiva do potravin a surovin
na vyrobu potravin (Cempirkova et al. 1997), pti rGstu na polysacharidovych substratech totiz
dochdzi k tvorbé toxint, které mohou byt pfi¢inou otrav. Nejcastéjsi pfi¢inou otrav je poziti
potravin bohatych na sacharidy jako obiloviny, nebo Skrob (polévky, ryze, puding)
(Silhankovéa 2002). Otravy bavaji dvou typt, prijmové a emetické, 1idi se svymi syndromy.
Emeticky toxin zpUsobuje zvraceni, patii mezi peptidy a zpravidla se musi pozit pfimo
S potravinou, ve které se nachazi. Prijmovy prubéh otravy je zpiisoben vice toxiny, pivodu
bilkovinného, ale je nutné poziit pfimo sporu nebo vegetativni bunky B. cereus (Arnesen et al.
2008).

Otravy zplsobené B. cereus byvaji pomérné€ nahlé ale u clovéka maji rychly a vétSinou
lehky prabéh (Schindler et al. 1999). Studie od Yanget al. (2017) dokonce prokazala, ze rod
Bacillus izolovany z vietenky mandarin (Synchiropus splendidus) mtize mit pozitivni u¢inek
na regulaci zmény stfevni mikroflory. Tyto vyzkumy jsou ov§em teprve na pocatku.

B. cereus dobfe reaguje na antibiotika vanconimycin, chloramfenikol a gentamycin,
ale nebyva téméf vibec inhibovan penicilinem (Yusufet al. 2018). To potvrzuje i Helgason
etal. (2000) a zminuje, ze rezistence tohoto mikroorganismu je zcela pfirozena, protoze
produkuje B-laktamazu.



3.4.2 Candida albicans

Candida je ristové nenaro¢na kvasinka. Optimalni prostiedi na agaru je pro ni 37 °C,
ale roste i pti 20 °C. Stépi cukry glukdzu, maltozu a sacharézu. Tvoii bilé kolonie, nékdy
nasedlé, které jsou hladké a mazlavé. Tvar bunék je ovalny az kulaty (Schindleret al. 1999).

C. albicans je podminény patogen. Ve standardnim prostiedi za normalnich podminek
se nachazi v lidském stieveé, na sliznicich a také na ktzi. Pokud je toto prostfedi poruseno
(uzivanim kortikoidt, antibiotik, cytostatik) nebo z néjakého divodu nefunguje normalné
(oslabend imunita, cukrovka) kvasinka se pfemnozi a zpusobuje nemoc kandidézu. Toto
onemocnéni mé tolik pfiznakd (napi. bilé povlaky jazyka, ,pliseii* nehtti a kize) a mlze
se projevovat tak rtzné, ze lékat Casto napoprvé neodhali jako ptvodce kvasinku (Tong
a Tang 2017). Pokud se jedinec v¢as nelé¢i, muze kvasinka zachvatit také vnitini organy a
jejich postupné selhavani muize vést az ke smrti. Toto se vSak stava zfidka, napiiklad u
pacientdi s rakovinou, kterym se podavaji imunosupresivni latky (Silhdnkova 2002). Toto
potvrzuje také Bennet et al. (2015), ktery doklada toto onemocnéni u lidi po transplantaci, u
lidi, ktefi jsou dlouho v nemocni¢nim prostiedi a uzivaji imunosupresiva piipadné antibiotika.
C. albicans mize napadat téméf kazdy organ a vétSinu prostetickych materiald.

Tato kvasinka si v pribéhu let vyvinula rezistenci na bézn¢ pouzivana antimykotika,
proto je zapotiebi najit novou ucinnou latku na pomoc v boji proti ni (Zida et al. 2017).

3.4.3 Escherichia coli

Tento mikroorganismus patii do skupiny enterobakterii a je také jejim nejcastéjSim
patogenem (Bennet et al. 2015). E. coli je gramnegativni bakterie, ktera nesporuluje. Je
fakultativné anaerobni, dokaZe se dobie prizplisobit prostiedi. Jeji tvar je tyCinkovity a ma
bicik (Killer 2019). Tato bakterie je pravdépodobné nejprozkoumangjsi a nejdéle studovana
Vv riznych laboratornich podminkach a také je k pokusiim a vyzkumim v laboratofi nejcastéji
pouzivana (Russo et Johnson 2003).

BéZné se vyskytuje v zaZzivacim traktu jako soucast stfevni mikroflory u lidi 1 u zvirat.
Mize byt izolovana ze syrového masa, Z mléka, z povrchu vajec a obcas i z vody. Potraviny
jsou kontaminovany pii nedodrZeni hygienickych pravidel (to se tyka jak zachdzeni se
surovinou tak hygieny pracovnikit) nebo pii baleni a pii skladovani (Cempirkova et al. 1997).
Voda mize byt zne€isténa vykaly obsahujici E. coli, stejn¢ tak mtze byt kontaminovana pida
nebo hntj. Proto se tato bakterie oznacuje také jaké indikator fekalniho zne€isténi (Schindler
et al. 1999). Oznaceni této bakterie za ukazatele kontaminace nejen vod, ale také potravin a
mléénych vyrobkiu potvrzuje Mladenovi¢ et al. (2018). Mrazeni a chlad bakterie pteziva,
spolehlivym znienim se jevi pasterace nebo vyssi tepelny zahtev.

Klinické ptiznaky nakazeni timto mikroorganismem se projevuji nejcastéji prijmy, ty
mohou byt s pfimesi krve nebo hlenu. Po nékolika dnech obtize odeznivaji, potize se mohou
vyskytnout u oslabenych jedinct a u déti, kterym miize hrozit dehydratace (Cempirkova et al.
1997). E. coli je také nejcastéjsi pivodce zanétu mocového meéchyie a infekei vyluCovaciho
ustroji. Pfi oslabené imunité¢ muiize osidlit sliznice, které jsou zanicené nebo poSkozené.
(Bélanger et al. 2011).
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V poslednich letech u této bakterie rapidné roste antibioticka rezistence, zejména vici
antibiotikiim podavanym proti zanétim vylucovaci soustavy (Russo a Johnson 2003).

3.4.4 Staphylococcus aureus

S. aureus je grampozitivni bakterie, kterda ma tvar koku — kulaté bakterie. Tyto
nepohyblivé bakterie mohou tvofit pary, nebo vétsi ¢i mensi nepravidelné fetizkovité shluky.
Tvofti zlaty, béZzovy nebo nahnédly pigment (Cempirkova et al. 1997). Schopnost stafylokoku
pfilnout k ur¢itym strukturam a tvofit vrstvu biofilmu (slizu) hraje diilezitou roli v patogenezi
stafylokokovych infekei (Ay et al. 2010).

Stafylokoky se vyskytuji ve vzduchu i ve vodé. U clovéka a u zvifat je Castym
pfirozenym mikroorganismem, osidluje nosni i Ustni dutinu a je soucasti mikroflory kize a
srsti. Rubabet al. (2018) potvrzuje vyskyt S. aureus v potravinach Zivoc¢isného ptvodu jako
maso, mléko, vejce.

Jejich Zivotni naroky jsou velmi prizpsobivé prostiedi, a proto se z nich stal velmi
odolny organismus, ¢asto az rezistentni. Odolavaji vysychani (pfeziji 1 nékolik tydnt, pokud
maji dostatek bilkovin), vy$§im koncentracim chloridu sodného (Schindler et al. 1999),
vyporadaji se s hypertonickym prostfedim, a v mrazenych vyrobcich mohou piezivat az
8 mésict. Co se tyce odolnosti teploté, tak pasteracni teplota 85 °C ho nici, ale nékteré odolné
kmeny mohou byt odolné vuci Setrné pasteraci (72-74 °C) (Cempirkova et al. 1997).

Schindler et al. (1999) zminuje zasadni patogenitu S. aureus proto, Ze tvofi
enterotoxiny. To potvrzuje Silhankova (1995), ktera dodava, Ze tyto enterotoxiny jsou tvofeny
Vv potravinach. Jsou to latky bilkovinné povahy, které mohou zplisobit vaZznou otravu az smrt.
Suroviny a potraviny jsou kontaminovany zejména kontaktem s pracovniky, kteti nedodrzuji
hygienické ptedpisy, maji na kiizi drobna hnisava poranéni a trpi na katary hornich dychacich
cest (Cempirkova et al. 1997). Pfiznaky otravy témito toxiny se porjevuji jako ndhlé
nevolnosti, kie¢e v zaludku, piipadné zvracenim a prijmy (Silhankova 1995).

S. aureus je vsoucasné dob¢ rezistentni na methicilin a je velkym problémem ve
zdravotnictvi, protoze se stdva rezistentnim 1 vi¢i béZn€ pouzivanym dezinfekénim
prostiedkiim a pro nemocni¢ni prostredi je typicky (Bennett et al. 2015).

3.5 Mikrodiluéni bujénova metoda

Mikrodiluéni bujonova metoda patii mezi diluéni metody, které kvantitativné meéfi
antimikrobialni aktivitu. U téchto metod se stkavame s vysledky MIC, ptipadné¢ MBC. MIC
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v

bakterii z inokula. Ob¢ tyto hodnoty jsou uvadény v hodnoté mg / ml, tzn. po€et miligramt na
jeden mililitr (Schwalbe et al. 2007).

Mikrodiluéni bujonova metoda se provadi v mikrotitratnich destickach s 96 jamkami
z plastového materialu. Na rozdil od makrodiluéni metody, pfi které se pouzivaji zkumavky,
je mikrodiluéni metoda vhodna k pouziti malych objemu (nejéast&ji 100 ul) (CLSI 2012).



Desticka ma tvar obdélniku, mtze v nich byt testovano nanejvys 12 latek o 8 koncentracich
(Jorgensen a Ferraro 2009).

Do jamek v desti¢ce se napipetuje potfebné mnozstvi bujonu, spolu s antimikrobidlni
latkou, ktera je v bujonu rozpusténa. Tato latka se poté geometrickou fadou v jamkach fedi
(CLSI 2012). Test obsahuje také kontrolni jamky — kontrolu ndsriistu a kontrolu cistoty.
Kontrola narGstu obsahuje bujon a mikroorganismus, ktery by mél nartst jako zaruka toho, ze
kultivacni podminky jsou pro test vhodné. Kontrola Cistoty obsahuje pouze bujon, zde by
nem¢l byt zadny nérlst, jako zaruka sterilni prace a vylouceni kontaminace testu.

Po piipravé desticky nasleduje zaoCkovani desticky jezkovym inokulatorem
vysterilizovanym plamenem a ndsledné namocenym v bakteridlnim inokulu, které ma
koncentraci 0,5 McFarlanda. Jamky kontroly Cistoty se neockuji.

Takto zaockovand desticka se dava inkubovat do zadouciho prostfedi podle druhu
mikroorganismu, za standardnich podminek (Schwalbe et al. 2007).

Vyhodnoceni testu se déla po urcité dobé, kdy je predpokladéno, Ze se mikroorganismy
dostate¢né rozmnozily. Jejich rust se projevuje jako zakal v jamce, nebo jako sediment u dna,
ktery je okem viditelny. V jamce s MIC nenalézame Zzadny narGst mikroorganismi a tuto
hodnotu dale porovnavame s MIC referen¢nich kmenti a s literaturou (Jorgensen a Ferraro
2009).

Vyhodou této metody je, Ze je pomémné jednoducha na obsluhu a manipulaci a je
vhodné ke skladovani vétSiho poctu vzorka i v laboratornich podminkach. K jejimu provedeni
je dostacujici pouze malé mnoZstvi materialu, ale zaroveil Ize otestovat pomérné velky pocet
vzorki (Schwalbe et al. 2007).

3.6 Plynova chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, kde je principem rozd€lovani latek obsazenych ve
vzorku mezi dvé nemisitelné faze (mobilni-pohyblivou a stacionarni-nepohyblivou). Plynova
chromatografie (GC— Gas chromatography) ma jako mobilni fazi plyn, tato faze se nazyva
také nosny plyn (Klouda 2003). V systému chromatografickych metod ma plynova
chromatografie velmi vyznamné misto. V pribéhu let se stala velmi rozSifenou metodou
v analytické chemii (Smolkova a Feltl 1991).

Plynova chromatografie je jedna z nejdulezitéjSich technik v analytické chemii a ji
piibuznych odvétvich. V kombinaci s jednim zmnoha citlivych detektord, které jsou
k dispozici, poskytuje plynova chromatografie prostiedek pro zkoumani ultravysokych hladin
sloucenin, 1 kdyZ jsou pfitomny v komplexni smési (Clement 1990).

Nosné plyny musi byt chemicky inertni, proto se pouZziva nejcastéji dusik, argon nebo
helium. Méné ¢asto 1 oxid uhli¢ity. Volba nosného plynu zavisi na mnoha faktorech, jako je
napiiklad viskozita plynu, chemicka cCistota, cena a dulezitym faktorem vybéru je detektor
(Sankar 2005).

Pro analyzu je zadouci, aby latky byly tepené stalé a jejich relativni molekulova
hmotnost byla mensi nez 1000 Daltond. V opaéném piipad¢ je mozné pievést latku na jeji
derivaty a ty analyzovat (Klouda 2003).
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Vzorek, ktery chceme analyzovat je davkovan (vstfikovan) do proudu mobilni faze (do
nosného plynu). Nastiik je mozny bez déli¢e toku nebo s déli¢em toku. V prvnim piipadé se
jedna o vzorky, které nejsou moc koncentrované a jejich objem je 0,5-5 pl. Druhy piipad, tedy
deli¢ toku vyuzijeme, pokud je vzorek vice koncentrovany a je do kolony nastiikovan
Vv mens$im mnozstvi (0,1-2 ul) a toto mnozstvi je déliCem roztfisténo na mensi zlomky.

Takto nastfiknuty vzorek se v koloné¢ méni na plyn. Na zaklad¢ svych vlastnosti, se vaze
na stacionarni fazi a dochazi tak k separaci jednotlivych latek (Klouda 2003).

Soucasti systétmu GC je tlakova lahev, jez obsahuje nosny plyn. Regulacni systém
zajistuje staly tok plynu a kontrolu nad ¢erpadlem. Dilezitou casti je také termostat, ktery
udrzuje teplotu na trovni, kdy je vzorek ponechan v plynném stavu. Tyto teploty se pohybuji
od 50 °C do 300 °C.

Cely systém ukoncuje detektor, jehoz signél se vyhodnocuje. Podle délky casu, jakou
pobyvaly latky v koloné, se vykresluje chromatogram, ze kterého lze diky retenénim castim,
plose a vysce pikil urcit kvantitativni zastoupeni latek v analyzovaném vzorku a také provést
jejich identifikaci (Sankar 2005). Celé schéma chromatografu ukazuje piehledné obrazek ¢. 2.

Jakozto metoda, ktera sleduje fyzikalné¢ chemické pochody a vlastnosti, umoZiuje
plynova chromatografie sledovat sorpcni déje, mechanismus a kinetiku reakci, katalytické
procesy a urcovat termodynamické velic¢iny. Ve vSech téchto oblastech je bezkonkurencni
V jednoduchém aparaturnim vybaveni a v rychlosti, ve které je mozné analyzy provadét
(Smolkova a Feltl 1991).

vzorek vystup plynu do atmosféry
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Obrazek €. 2 — schéma plynového chromatografu



4 Metodika
4.1 Pouzité pristroje a pomiicky
4.1.1 Pristroje

- Topné hnizdo (LTHS)

- Analytické vahy (FR-200 MK 11, AND)

- Piedvazky Kern EMB 600-2 (Verkon; Ceska republika)

- Laminarni box (Tiestar 16152)

- Hotak Fuego-basic (WLD-TEC)

- Denzitometr Biosan DEN-1B (Dynex; Ceska republika)

- Inkubator KBC G-100/250

- Termostat BT 120

- Autoklav 3850 EL (Tuttnauer; Nizozemsko)

- Magnetické michadlo (Variomag; Florida, USA)

- Vortex (Chromservis; Ceska republika)

- Sonikator (Logic ultrasonic PE cleaner)

- pH metr (XS)

- Ultrazvukova lazen Sonorex (Bandelin; Némecko)

- Plynovy chromatograf Agilent 7890A GC (Agilent; Kalifornie, USA)

- Hmotnostni spektrometr Agilent 5975C MSD (Agilent; Kalifornie, USA)
- Kolona HP-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent; Kalifornie, USA)

4.1.2 Pomicky

- Laboratorni sklo (destilacni banky, Erlenmayerovy banky, varné banky, kadinky,
penicilinky, odmérny valec o riiznych obejemch)

- Clevengerova aparatura

- Automatické pipety (Eppendorf; Ceska republika) o objemech 20, 100 a 1000 pl,
multikanalova pipeta 200 pl

- Mikrotitraéni desti¢ky (Gama group; Ceské republika)

- Petriho misky

- Vialky Sroubovaci

- Inserty do vialek

- Injekéni stiikacky o objemech 1, 5, 10 ml

- Stiika¢ka Hamilton o objemu 1 a 10 pl

- Vani¢ka pro multikanalové pipety (Costar, Ceska republika)

- Mikrozkumavky (Verkon, Ceska republika)

- Stojany na zkumavky

- Inokulétor (jezek)
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4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 RozpousStédla

- Tween 80 (Sigma-Aldrich; Ceska republika)

- Hexan (Penta; Ceska republika)

- Ethanol 96 %, 70 % (Penta; Ceska republika)

- Deionoziovana voda

- KClI (Penta; Ceska republika)

- NaCl (Dorapis; Ceska republika)

- HCI 35 % (Lach-Ner; Neratovice, Ceska republika)

4.2.2 Antibiotika

- Tetracyklin (Sigma-Aldrich), ¢istota 88 %
- Tioconasol (Sigma-Aldrich), ¢istota 96,5 %

4.2.3 Kultiva¢ni média

- RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 médium (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska
republika)

- MOPS (3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina) (VWR, Taiwan)

- Tris Base (tris(hydrohymethyl)aminomethan) (Roth; Karlsruhe, Némecko)

- Mueller-Hinton Broth (MHB) (Oxoid; Basingstoke, Velka Britanie)

4.3 Testované mikroorganismy

Byly testovany 4 mikroorganismy, z toho 3 bakterie a 2 kvasinky. Bakterie byla vybrana
jedna gramnegativni: E. coli, a dvé grampozitivni: B. cereus, S. aureus. Prvni testovana
kvasinka byla C. albicans.

Vzhledem k domnénce po prvnim testovani, Ze silice zplsobuji lehkou inhibici ristu
C. albicans, byla v posledni fazi testovani antimikrobialni aktivity pfidana jesté jedna
kvasinka - Saccharomyces cervisiae

Vsechny mikroorganismy byly kultivovany ze standartnich sbirkovych kmenti American type
culture collection (ATCC):

- Bacillus cereus ATCC1177

- Candida albicans ATCC 10231

- Escherichia coli ATCC 25922

- Saccharomyces cervisiae ATCC 2548
- Staphylococcus aureus ATCC 29213



4.4 Rostlinny material

Pro tuto praci byly vybrany k testovani dva druhy dfevin - lipa srd¢ita (T. cordata) a lipa
velkolista (T. platyphyllos), jelikoZ jsou oba ptivodni stromy ¢eské krajiny.

Z obou lip se odebiral vzorek listi a kvéti v obdobi od 15.5.2019 do 28.6.2019.

Lipa srd¢ita — list, byla nasbirana v Kralovehradeckém kraji, v Kostelci nad Orlici. Kvéty lipy
srdCité byly sesbirdny ve StfedoCeském kraji v blizkém okoli DobfiSe. Listy a kvéty lipy
velkolisté byly nasbirany v Praze v méstské ¢asti Kr¢.

VSechny nasbirané ¢asti byly usuSeny na stinném misté za piistupu vzduchu pfi teploté 20-
24 °C. Poté byly uchovany v papirové krabici bez pfistupu svétla po cca 14 dni az do jejich
destilace.

4.5 Extrakce a priprava vzorki silic

Vsechny silice byly destilovany ze suSené¢ho materidlu.
Do 2I varné destilacni baiky bylo odvazeno uréité mnozstvi materialu (navazky viz tabulka
¢. 1 v kapitole vysledky) a nasledné prob¢hla destilace, ktera trvala 3 hodiny.

K destilaci se pouzil nastavec typu Clevenger (obr. ¢. 3). Clevengeruv nastavec byl napojen

na pfivod a odvod studené vody, a tudiz chladil vydestilované silice, které se srazely na
vodnim sloupci a na skle piistroje, protoze jsou leh¢i nez voda.
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Obrazek ¢. 3 — destila¢ni aparatura s Clevengerovym nastavcem

Jelikoz vytéznost silic nebyla velka, bylo pouzito 800 pul hexanu jako rozpoustédla na jimani
silic. Po smiseni s hexanem se silice vypustila do vialky. Ty byly uloZeny v lednici pfi teploté
4 °C. Nasledné bylo rozpoustédlo odpateno, abychom ziskali ¢istou silici. Odpateni probihalo
v digestofi za pokojové teploty a za ptistupu proudu vzduchu. Cely proces odpafovani trval 9-
10,5 hodiny, podle toho, kolik silice bylo ve vialce obsazeno. Odpatfovani se kontrolovalo
vazenim, pokud se vahovy Ubytek vzorku neménil, byl vS§echen hexan odparen.

Vysledna vytéznost silice byla kontrolovana jak vahové, tak objemove, pomoci hamiltonky.
Hmotnost byla miniméalné¢ 3x kontrolovdna na véaze a prostym aritmetickym primeérem
vypocitana. Objem byl kontrolovan pomoci stupnice na hamiltonce. Diky hmotnosti
a objemu, ktery se dal zméfit, je mozné vypocitat hustotu vyextrahovanych silic.

Silice byly rozpustény ve smési ethanolu a tweenu 80 (v poméru 2:1) na koncentraci 102,4
mg/ml, coz bude 100x vyssi koncentrace nez nejvyssi testovaci koncentrace. Obé casti
roztoku byly pipetou prevedeny do mikrozkumavky a nasledné zahtaty na 40 °C, protoze
vSechny silice tuhly pti pokojové teplote. Tato smés stale nebyla dostate¢né homogenni, a tak
byla vloZena na 2 x 4 minuty do ultrazvukové lazné vyhiivané opét na 40 °C. Po vyjmuti
se jesté¢ mikrozkumavka se smési zvortexovala. Tento postup se opakoval do uplného
rozpusténi a smichani silic s rozpoustédlem.

Takto pfipravené mikrozkumavky se daly zamrazit.



Pted kazdym novym testovanim byly tyto zasobni vzorky zfedény ve vypocitaném mnoZstvi
bujonu.

4.6 Pouzita kultivaéni média a jejich priprava

Byla pouzita dvé kultiva¢ni média: pufrovany MHB pro bakterie a RPMI médium pro
kvasinky. Na inokula byl pouzit MHB.

4.6.1 MHB a pufrovany MHB

Tento bujon byl pfipravovan podle navodu od vyrobce. Bylo pouzito 21 g prasku na 1 1
destilované vody. Pozadované mnozstvi prasku se odvézilo a rozmichalo v ur¢itém mnozstvi
vody. Poté byla média sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut. PO vychladnuti
byla tato tekutina skladovana v lednici.

Pro stabilizaci pH MHB média se musel zvlast ptipravit pufr. Pro tento Gcel bylo potieba 8 g
NaCl, 0,2 g KCI, a 6,1 g Trisbase. Takto navaZzena smés se zalila destilovanou vodou. Za
neustdlého michani na magnetickém michadle, se do smési pfidavala 35% HCIl a pomoci pH
metru jsme sledovali zménu, dokud nebylo dosazeno pH 7,6. Timto byl pufr hotov a ptidalo
se do n¢j dle navodu 21 g praskového bujonu.

Tato smés se fadné promichala a dala se opét autoklavovat pii 121 °C po dobu 20 minut.Po
vychladnuti byla tato tekutina rovnéz skladovana v lednici.

4.6.2 RPMI médium

Podle pokynl vyrobce na obalu bylo potieba na vyrobu RPMI média navazit 10,4 g
prasku a doplnit toto mnozstvi 1 1 destilované vody. Smés byla fadné promichana a k rozotku
se piidalo 34,4 g MOPS (morfolinopropansufonové kyseliny). Tento roztok se pomoci
magnetického michadla a pH metru za soucasného ptidavani 1 molarniho NaOH namichal
tak, aby vysledné pH bylo 7. Kdyz bylo této pH hodnoty dosazeno, tak se médium pies
vysterilovany mikrofiltr zbavilo nezadoucich mikroorganismt a v aseptickém prostredi (flow-
boxu) bylo pievedeno do sterilni infuzni lahve se septem. Takto upravené médium se
skladovalo v lednici.

4.7 Priprava inokula

Pied kazdym testovanim se zakladalo nové inokulum, to bylo piipravovano ve flow-
boxu ve sterilnim prostiedi. Nejprve do sterilni 15 ml zkumavky bylo odméfeno 10 ml média
(MHB, nebo RPMI bujon, dle typu organismu) a poté se do n&j jehlou pteneslo nékolik kapek
zasobni kultury testovaného mikroorganismu.

Po zaockovani byla zkumavka do druhého dne inkubovana v termostatu. Teplota byla
nastavena na 25 +/- 0,2 °C pro inkubaci kvasinky a na 35 +/- 0,2 °C pro inkubaci bakterii.
Takto pfipravend Cerstvd mikrobidlni kultura byla pouzita pro standardizaci inokula na
pozadovanou koncentraci.
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Do dalsi sterilni zkumavky o objemu 15 ml bylo odméfeno 10 ml média. Tento roztok
se zméfil na denzitometru, a nasledné do né&j byl postupné priddvan nové narostly zasobni
roztok, dokud se namétena hodnota nezvysila o 0,5. Tim vznikl standardni roztok o hodnoté¢
0,5 Mc Farlanda, a to znamena, Zze vysledna koncentrace bakterii a kvasinek byla cca 108
respektive 10° KTJ (kolonie tvoficich jednotek)/ml.

4.8 Priprava kontrolnich antibiotik

Pro kazdé testovani byly pfipraveny kontrolni roztoky antibiotik.

Pro mikroorganismy E. coli, S. aureus a B. cereus bylo zvoleno antibiotikum tetracyklin
o Cistot¢ 88 %. Kvuli odchylce méfeni a piesnosti vah bylo navdzeno 100x vétsi mnozstvi
antibiotika a smichano s odpovidajicim mnozstvim rozpoustédla — 96% lihem. V tomto
ptipadé bylo navazeno 2,4 mg antibiotika a toto mnozstvi bylo smichano s 1,32 ml lihu.
Abychom dosahli pozadované koncentrace (8 pg/ml) bylo potfeba 14 pl tohoto roztoku
smichat s 1386 pl pufrovanym MHB. Vse bylo zvortexovano a z nové vznikého roztoku bylo
opét odebrano 700 pl a smichano s 700 ul média. Po zvortexovani smési vzniklo kontrolni
antibiotikum o koncentraci 8 ug/ml pro prvni jamku testovaci desticky.

Pro kvasinky C. albicans a S. cervisiae bylo zvoleno antibiotikum tioconazol o ¢istoté
96,5 %. Opét bylo odvazeno 100x vétsi mnozstvi antibiotika a to bylo smichano
s dimethylsulfoxidem (DMSO), tzn, ze konkrétné bylo navazeno 1,9 mg antibiotika
a smichano s 1,145 ml DMSO. Abychom dosahli pozadované koncentrace (8 pg/ml) bylo
odebrano 10 pl roztoku a to bylo smichdno s 990 pul RPMI média. Timto se dosahlo
koncentrace 16 pg/ml, takze se vznikly roztok jesté¢ musel natedit 1 ku 1 s RPMI médiem, tzn.
500 ul roztoku antibiotika a 500 ul média. Tento roztok byl pouzit pro prvni jamku v testovaci
desticce.

4.9 Testovani mikrobialni aktivity bujonovou mikrodilu¢ni metodou

Testovani silic na antimikrobidlni aktivitu probihalo pomoci bujénové mikrodilucni
metody. VesSkera testovani se provadéla ve tfech opakovénich ve tfech nezéavislych testech
v piipad¢ kvasinky C. Albicans, vjednom nezavislém testu u S. cervisiae, a ve dvou
nezavislych testech v pfipad¢ bakterii. Desticky na testy byly 96ti jamkové a vzhledem
k poctu silic byly pouzivany na vysku. Schéma uspotidani silic a antibiotik v desti¢ce viz
tabulka €. 2.



Tabulka €. 2: usporadani mikrotitracni desticky + koncentrace jednotlivych latek pg/ml

RozloZeni Jamky Jamky (sloupce)*
testovanych | (Fadky)
latek

A |[B |[c |[D |E |F | |H
Kontrola 1 Kontrola naristu
nartstu
ATB 2 8 4 2 1 0,5 0,25 |0,125 | 0,0625
X 3
TP list 4 1024 | 512 | 256 |128 |64 32 16 8
X 5
TP kvét 6 1024 | 512 | 256 |128 |64 32 16 8
X 7
TC list 8 1024 | 512 | 256 | 128 |64 32 16 8
X 9
TC kveét 10 1024 | 512 | 256 | 128 |64 32 16 8
X 11
Kontrola 12 Kontrola ¢istoty
Cistoty

* Cisla udavaji koncentraci latek v pug/ml

Desti¢ku bylo nutné zaplnit zasobnimi roztoky silic, kontrolnich antibiotik a médiem.
Do jamek (sloupci) 2-8 v kazdém tadku bylo napipetovano multikanalovou pipetou 100 ul
ptislusného média.

Do 1. jamky 2. fadku bylo odpipetovano 200 pl rozotku s antibiotikem, tento roztok
m¢el koncentraci 8 pg/ml. Do 1. jamky 4., 6., 8., a 10. fadku bylo napipetovano 200 ul
zasobniho roztoku silic s médiem. Jejich koncentrace byla 1024 pg/ml. Do desticky se davaly
Vv poradi: 4. tadek-T. platyphyllos list, 6. fadek-T. platyphyllos kvét, 8. fadek-T. cordata list,
10. fadek-T. cordata kvét.

Do 1. jamky 1. a 12. fadku bylo odpipetovano 200 ul média (MHB pufrovany anebo
RPMI médium). Radek ¢. 1 slouzil jako kontrola nariistu mikroorganismi. Radek ¢. 12 slouzil
jako kontrola cistoty, tento fadek se mikroorganismem nezaockovaval.

ProtoZze u silic mize v disledku jejich tékavosti dojit k ovlivnéni vysledki v sousednich
jamkach mikrotitracni desticky (Novy et al. 2014) byla mezi jednotlivé vzorky (fady) vlozena
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fada s pozitivni kontrolou bakterialniho narustu (zao¢kovné médium bez silice/antibiotika).
Pokud by zde byla pozorovana inhibice, znamenalo by to vzajemné ovlivnéni vysledkt
a znehodnocenti testu.

Kdyz byl cely tento proces hotov, bylo provedeno dvojité fedéni. Pomoci
multikanalové pipety bylo odebrano z 1. sloupce 100 pl a tento objem byl pienesen do
2. sloupce. Pipeta se zde vyprazdnila, byl promichan obsah a opét se odebralo 100 ul. Toto
mnozstvi bylo pfevedeno dale do 3. sloupce desticky a timto zplisobem se postupovalo az
do 8. sloupce. Zde po promichani bylo odebrano 100 ul roztoku a znehodnoceno. Timto
zpusobem Vvznikla fedici fada s dvojitym fedénim podle standardniho laboratorniho postupu,
vyzkouseném a potvrzeném na CZU.

Do takto piipravené desticky bylo nutné nasledné zaockovat mikroorganismy.

Ptipravené standardizované inokulum, které mélo koncentraci bakterii piiblizné€ 1-2 X
10® KTJ/ml, bylo vylito do petriho misky. Do druhé petriho misky se piipravil 96% lih
na dezinfekci inokulatoru. Inokulator (tzv. jezek — viz foto ¢. 1) se nejprve ponofil do lihu
a nasledn¢ se ozehl nad kahanem. Poté byl ponofen do petriho misky s inokulem, a nasledné
se vlozil do jamek testovaci desticky tak, aby pouze 12. fadek zustal bez zaockovani (kontrola
&istoty média). Tim bylo dosazeno piblizné koncentrace 4 x 10° KTJ/ ml v kazdé jamce.

Takto zaoCkované desticky se daly na 24 h do termostatu nastaveného na 37 +/- 0,2 °C
v piipad¢ bakterii, a na 48 h do termostatu na 25 +/- 0,2 °C v ptipad¢ kvasinek. Poté byl
vizualn¢ urovan narist kultur, ktery se obvykle projevuje jako bily zakal.

Fotografie ¢. 1: Kovovy inokulator (jezek)



4.10 Chemické sloZeni lipovych silic

Slozky silic byly identifikovdny pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem.

K chemické analyze byly vzorky silic nafedény hexanem v poméru 1:1000. Tento
roztok byl ve sklenénych 2 ml vialkach (viz foto ¢. 2). 1 ul tohoto roztoku byl nastfiknut do
nastiikové jednotky pfi teploté 250 °C ve splitovém poméru 12:1.

Teplotni program byl nastaven na 60 °C po dobu 3 minut, po této dob¢ se teplota zacala
zvySovat rychlosti 3-5 °C za 1 minutu az do hodnoty 231 °C. Tato findlni teplota byla dale
jesté 10 minut V ptistroji udrzovana.

Tato analyza trvala 70 minut.

Identifikace latek byla provedena na zakladé porovnani retencnich indexli a
hmotnostnich spekter s knihovnou NIST (National Institute of Standards and Technology
Library, USA) a literaturou (Adams 2007). Latky byly také porovnany s hmotnostnimi
spektry chemickych standardu.

Kvantifikace byla provedena na zaklad¢ relativniho procentického zastoupeni ploch
pikd.

Fotografie ¢. 2: Vzorky pfipravené k analyze na plynovém chromatografu
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5  Vysledky

Byly vydestilovany ¢tyfi silice z kvétd a listd dvou druht lip. Jejich vytéznost se
pohybovala od 0,004 % do 0,008 %. U téchto silic byly provedeny testy na jejich
antimikrobidlni aktivitu a také bylo na plynovém chromatografu analyzovano jejich sloZeni.

5.1 Extrakce silic

Navazka suSené¢ho materidlu pro extrakei silic, jejich vysledna vytéznost a vypocitana
hustota jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Silice ulpivaly na skle Clavengerova nastavce (viz foto ¢. 3) odkud byly jimany do
hexanu.

Fotografie ¢. 3: Silice v Clevengerové nastavci pii destilaci

5.1.1 T. cordata kvét

Z kvétu lipy srdCité bylo vydestilovano 13,20 ul silice, coz odpovida nejvyssi
vytéznosti 0,0086 %. Tato silice méla velmi vyraznou, medovo-sladkou vuni. Nebyla
pruhledna a jeji barva byla velmi jasné az svitivé zluta. Kvétova silice z T. cordata rychle
tuhla pii pokojové teploté, jeji konzistence pfipominala az tuhy vosk a misty se délila na



mensi fragmenty. V hexanu se rozpoustéla velmi pomalu. Jeji hustota, kterd je nejvyssi ze
viech vydestilovanych silic, byla 0,864 g.cm™,

5.1.2 T. cordata list

Této silice se podafilo vydestilovat nejméné, konkrétné 4,25 ul, coz odpovida
vytéznosti 0,0043 %. Vonéla po travé a lese a tato viné nebyla tolik vyrazna jako u silice
Z kvéti, spiSe zemit¢jsi a jemnéjsi. Jeji barva byla temné Zluta, misty prechazela do svétle
hnédé, silice nebyla ¢ira, spisSe zakalena. Pti pokojové teploté ptfipominala konzistenci husty
olej, byla kompaktni a lehce tekuta. Jeji hustota byla 0,800g.cm™

5.1.3 T. platyphyllos kvét

Silice z kvétu lipy velkolisté se vydestilovalo 10,30 ul. Jeji vytéZznost Cinila 0,0065 %.
Oproti T. cordata méla viuni velmi slabou, spiSe pfipominajici lipové listy nez kvéty. Jeji
barva byla zluta a neprihledna. Méla vice tekutou konzistenci nez druha kvétova silice, a to

I pfi pokojové teploté, v hexanu se rozpustila téméf okamzité. Hustota této silice byla
0,806 g.cm™

5.1.4 T. platyphyllos list

Listové silice z lipy velkolisté se vydestilovalo 8,30 ul, jeji vytéznost byla 0,0045 %.
Ving této silice byla nejslabsi ze vsech silic. Vonéla slabé¢ jako posekana trava. Jeji barva byla
bled¢ zluta, spiSe nevyrazného odstinu, ale opét nebyla ¢ira. Konzistence silice byla celistva,
drzela pohromadé a nerozdélovala se, byla spiSe tekutd za pokojové teploty. Hustota této
silice &inila 0,843g.cm™

Tabulka ¢. 1: vytéZnost silic z jednotlivych vzorkii a jejich hustota

(g.cm®)°
‘Tiliacordatakvét 15405000 000857  0,86400
Tilia cordata list 161,02000 0,00264 0,80000
Tilia platyphyllos kvét ~ 157,64000 0,00653 0,80600
Tilia platyphyllos list ~ 184,97000 0,00449 0,84300

fvytéznost = pomér objemu vydestilované silice k navaZzce vynasobeny 100
Phustota byla vypocitana na zaklads objemu a hmotnosti (gravimetricky)
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5.2 Antimikrobialni aktivita silic

Antimikrobidlni aktivita nebyla ani u jedné silice jednozna¢né potvrzena.

U bakterii E. Coli, S. aureus, a B. cereus byla po dvou opakovanich antimikrobialni
aktivita silic vylou¢ena (viz foto €. 4).

e

Fotografie ¢. 4 — Nartst S. aureu po 24 hodinach

Béhem testovani dochazelo k lehkym naznaktm antifugalni aktivity u nékterych silic.
Po 48 hodinach zadna ze silic nevykazovala antimikrobialni aktivitu vici kvasinkam.

Silice z kvétd T. cordata vykazovala inhibici po 48 hodinidch v nejvyssi koncentraci
1024 pg/ml ale pouze v jednom ze tfi opakovani. Pti dalSich opakovanich byla zaznamenana



¢astecna inhibice, v priméru byl procentni nartst pouze 36% u koncentrace 1024 pg/ml
a 76% u koncentrace 512 pug/ml).

Po 24 hodinach vykazovala inhibi¢ni vlastnosti i silice T. cordata list v nejvyssi
koncentraci 1024 pg/ml, kterd pravdépodobné zplisobovala zpomaleni ristu kvasinek. Po 48
hodinach ovSem jeji fungistaticka aktivita nebyla prokdzéna.

Zajimavy jev byl pozorovan po 24 hodinach u silic T. platyphyllos list a kvét. Nejvyssi
koncentrace zde vykazovaly nejsilngj$i narast mikroorganismu, ktery se s klesajici
koncentraci viditeln¢ snizoval, coz neodpovida predpokladu nariistu kolonii mikroorganismii

U vsech testovanych silic byla pozorovana inhibice kvasinky S. cervisiae v nejvyssi
koncentraci 1024 pg/ml po 24 hodinich. Po 48 hodinach ovSem silice zadné znamky
antimikrobialni aktivity nepotvrdily.

Utinnost antibiotik vii¢i kmentim vybranych mikroorganisméi odpovidala danym
koncentracim dle CLSI (2013). Tyto koncentrace jsou shrnuty v tabulce ¢. 2.

Tabulka & 2: MIC antibiotik® na jednotlivé mikroorganismy

Mikroorganismus MIC (pg/ml)
B. cereus 0,125

C. albicans 0,0625

E. coli 1

S. cervisiae =D

S. aureus 0,25

% pro kvasinky bylo antibiotikum tioconazol, pro bakterie tetracyklin
bpro S. cervisiae byla MIC pravdépodobné méné nez 0,0625 pg/ml, protoze nebyl pozorovan
Zadny narist

Kontrola ¢istoty a kontrola nariistu ve vSech testech vzdy odpovidaly piedpokladu.

V z4dném testu nedoslo ke znehodnoceni nebo ovlivnéni vysledkl diisledkem tékavosti
silic.
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5.3 Chemické sloZeni silic

Celkem bylo identifikovano ve vzorcich 41 latek. Jejich kompletni piehled je shrnut
Vv tabulce €. 3.

5.3.1 T. Cordata kvét

Hlavnimi slozkami silice z kvéta T. cordata byly n-alkany. Nejvétsi zastoupeni mél
tricosane (25,07 %) a pentacosane (12,16 %). Z dalsich latek byl hojné ptitomny kaurene
(17,81 %) a neidentifikovana latka ¢. 6 (16,98 %). Hmotnostni spektrum této latky je uvedeno
v priloze ¢. VI na konci prace. V této silici bylo obsazeno nejméné chemickych latek, celkem
11. Identifikovat se podaftilo 69,46 % z nich.

5.3.2 T. Cordata list

V listové silici T. cordata byl jednozna¢né nejvice zastoupen phytol (69,55 %).
Mezi dalSimi latkami byly napiiklad B-lonone (5,35 %), a-lonone (3,50 %) a trans-3-hexen-1-
ol benzoate(4,23 %). Celkem obsahovala 17 slozek.
Z této silice se podafilo identifikovat 94,12 % obsazenych latek, coz je nejvice ze vSech
vzorkl.

5.3.3 T. Platyphyllos kvét

Majoritnimi slozkami silice z kvéta T. platyphyllos byly opét n-alkany a stejné jako u
kvéta T. cordata nejvétsi zastoupeni mél tricosane (19,31 %) a pentacosane (14,56 %). Dalsi
vyznamné zastoupenou latkou byl 2-pentadecanon-6,10,14-trimethyl (12,84 %). Celkovy
pocet sloucenin byl 26. U silice bylo identifikovano 72,88 % chemickych slou¢enin.

5.3.4 T. Platyphyllos list

Silice z lista T. platyphyllos byla na chemické slouceniny nejbohats$i. Obsahovala
celkem 55 sloucenin, z toho nejhonéji n-alkany tricosane (9,06 %) a pentacosane (5,32 %).
Ve vétsim mnozstvi se zde vyskytoval 2-pentadecanon-6,10,14-trimethyl (8,10 %), dale trans-
geranylacetone (7,89 %), a neidentifikovana latka ¢. 3 (5,43 %). Chromatografické spektrum
této latky je uvedeno v priloze ¢. III na konci prace. Identifikovat se podafilo 72,82 %
sloucenin.
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Tabulka €. 3: procentualni chemické sloZeni testovanych silic

RI identifikovana latka T. T. T. T. Identifikace®

cordata cordata platyphyllos platyphyllos

kvét list kvét list
1102 Nonanal - 1,58 0,83 191 MS,RI
1192 2-Decanone - 0,52 - - MS,RI
1206 Decanal - - - 0,44 MS,RI
1218 B-Cyclocitral - 0,64 - 0,46 MS,RI
1341 CiUal <dimethoxy-(E)-> - 0,6 - 0,67 MS,RI
1380 (E)-B-Damascenone - - - 0,66 MS,RI
1407 2-Undecanone, 6,10-dimethyl- - - - 0,26 MS,RI
1412 Dodecanal - - - 1,49 MS,RI
1421 o-lonone - 3,5 - 5,8 MS,RI
1440 Furan, 2-methyl-5-(1,1,5-trimethyl-5-hexenyl)- - - - 1,12 MS,RI
1445 5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-, (2)- - - 0,55 - MS,RI
1452 trans-Geranylacetone - - - 7,89 MS,RI
1462 Tetradecane, 4,11-dimethyl- - - 0,59 1,25 MS,RI



Tabulka €. 3: procentualni chemické sloZeni testovanych silic — pokracovani

"Rl identifikovanalatka ~ T.  T. T. T.  Identifikace®
cordata cordata platyphyllos platyphyllos
kvét list kvét list
1473 neidentifikovana latka ¢. 1 (viz piiloha ¢. I) - - 4,21 2,32 MS,RI
1482 B-lonone - 5,35 - 4,26 MS,RI
1497 Methyl undecyl ketone - - - 1,5 MS,RI
1507 a-Farnesene - 2,45 - - MS,RI
1513 neidentifikovana latka &. 2° (viz ptiloha &. II) - - - 3,91 MS,RI
1519 Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1-(1- - 2,62 2,47 MS,RI
methylethyl)-, (1S-cis)-
1522 Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-1,6-dimethyl-4-(1- - - - 0,9 MS,RI
methylethyl)-, (1S-cis)-
1542 a-Calacorene - - - 1,11 MS,RI
1571 3-Hexen-1-ol, benzoate, (Z)- - 4,23 - - MS,RI
1581 3,5,9-Undecatrien-2-one, 6,10-dimethyl- - - - 0,47 MS,RI
1614 Tetradecanal - - - 0,46 MS,RI
1642 Cubenol - - - 1,85 MS,RI
1644 1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1,6-dimethyl-4- - - 1,97 1,36 MS,RI

(1-methylethyl)-, [LR-(1.alpha.,4.beta.,4a.beta.,8a.beta.)]-
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Tabulka €. 3: procentuidlni chemické sloZeni testovanych silic - pokra¢ovani

"Rl identifikovanalatka ~ T.  T.  T. T.  Identifikace®
cordata cordata platyphyllos platyphyllos
kvét list kvét list
1653 a-Cadinol - - 1,61 1,11 MS,RI
1717 Pentadecanal - 0,69 - - MS,RI
1762 Benzyl benzoate - - 0,35 - MS,RI
1801 1-Naphthalenol, 5,6,7,8-tetrahydro-2,5-dimethyl-8-(1- - - 7,8 - MS,RI
methylethyl)-
1818 neidentifikovana latka &. 3° (viz p¥iloha &. III) - - 12,33 5,43 MS,RI
1847 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl 5,72 0,98 12,84 8,1 MS,RI
1858 Benzoic acid, phenethyl ester - - 1,693 - MS,RI
1911 5,9,13-Pentadecatrien-2-one, 6,10,14-trimethyl-, (E,E)- - - 0,61 - MS,RI
1921 5,9,13-Pentadecatrien-2-one, 6,10,14-trimethyl - - - 3,24 MS,RI
2034 Kaurene 17,81 - 3,15 2,272 MS,RI
2100 Heneicosane 4,76 - 1,7 1,23 MS,RI,S
2111 Phytol - 69,55 - 2,68 MS,RI
2144 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)- - - - 1,02 MS,RI

2146 neidentifikovana latka ¢. 4° (viz ptiloha ¢&. IV) 6,41 - - - MS,RI



Tabulka €. 3: procentuidlni chemické sloZeni testovanych silic - pokracovani

RI identifikovana latka T. T. T. T. Identifikace®
cordata cordata platyphyllos platyphyllos
kvét list kvét list
2200 Docosane 1,47 - 0,745 0,49 MS,RI,S
2300 Tricosane 25,07 - 19,31 9,06 MS,RI,S
2364 4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4-olide - - - 0,58 MS,RI
2400 tetracosane 2,47 1,91 1,95 1,39 MS,RI,S
2475 neidentifikovana latka &. 5° (viz ptiloha &. V) 5,79 - - - MS,RI
2500 pentacosane 12,16 2,12 14,56 5,32 MS,RI,S
2550 neidentifikovana latka &. 6° (viz ptiloha &. V1) 16,98 - - - MS,RI
celkem identifikovano (%6) 69,46 94,12 72,88 72,82

RI —reten¢ni index

a

autentického standardu
® - hmotnostni spektra neidentifikovanych latek jsou uvedeny v samostatnych ptilohach ¢ I-VI1

- identifikace provedena na zakladé: MS = porovnani hmotnostnich spekter; RI = porovnéani reten¢nich indexli; S = potvrzena pouZitim



6 Diskuze
6.1 Extrakce silic

Vytéznost silic byla u obou druht lip podobna. Vétsi byla vytéznost u silic z kvéth
(T. cordata 0,00857 % a T. platyphyllos 0,00653 %) nez z listt, coz potvrzuje Miguel et
al. (2004). Z jeho vyzkumu vyplyva, ze vytéznost kvétové silice u rostliny Thymus mastichina
je 3 % z celkového obsahu, na rozdil od silice z listl, ktera méla vytéznost 1,7-2 %. Takto
vysoka vytéznost silic mize byt zptisobena tim, Ze silice byla extrahovana z ¢erstvych vzorki.
Srovnani se susenymi drogami bohuzel neni k dispozici.

Pokud se porovna vytéznost silice z kvéta T. cordata s Kowalskiet al. (2017), ktery
uvadi vytéznost 0,07-0,08 %, tak je jasné, ze vytéznost silic pfi tomto experimentu je velmi
mala. Neni zde ovSem upfesnéno, jestli byla silice izolovana z Cerstvého nebo suseného
materalu.

Taktéz srovnani vytéznosti silic obou druhti lip neni k dipozici, je ale mozné diky této
praci fici, Ze kvéty z T. cordata obsahuji vétsi mnozstvi silice nez kvéty T. platyphyllos.
Vytéznost silic z kvéta T. platyphyllos uvadi i Radulescu a Oprea (2008), a to 0,08 %.

U vytéznosti silice z listd byl patrny vétsi rozdil, u T. platyphyllos list byla téméf
0 polovinu vétsi (T. cordata 0,00264 % a T. platyphyllos 0,00449 %). Mensi vytéznost silic
z lista stejné rostliny potvrzuje i Sun et al. (2014), ktery testoval vytéznost silic v riznych
¢astech magnolie. Je mozné tvrdit, ze listy T. platyphyllos obsahuji vice silice nez listy
T. cordata.

Rozdilnost obou vytéznosti u stejného rodu mize byt dana rozdilnym datem sbéru
drogy (i kdyz se sbéry liSily o cca 20 dni), jak potvrzuje Miguel et al. (2004), ktery
zaznamenal rozdilnou vytéznost silic kvétd a listd urodu Thymus v Cervenci a v zafi.
Moznym vysvétlenim této rozdilnosti by mohla byt i prodleva od usuSeni materialu do
destilace, jez Cinila u vSech ¢tyt vzorkt cca 14 dni.



6.2 Antimikrobialni aktivita silic

U zadné ze silic nebyla potvrzena opakovanim jasna antimikrobidlni aktivita.

Bakterie grampozitivni i gramnegativni mély po 24 hodinach viditelny narast ve vSech
koncentracich u vSech silic (viz foto ¢. 4).

Toto se neslucuje s vyzkumem od Fitsiou et al. (2007), kde pfi testovani antimikrobialni
aktivity byla zjisténa aktivita silice z listent T. cordata proti gramnegativnim bakteriim
(konkrétné B. cereus a S. aureus).

Z tohoto stejného vyzkumu ovSem vyplyva nulova aktivita silic z kvétti nebo listend
T. cordata proti C. albicans, coz neodpovida vysledkiim nasho testovani po 48 hodinach
inkubace, kde byla v prvnim testovani prokazana inhibice proti C. albicans v nejvyssi
koncentraci u silice z kvéta T. cordata. Inhibici také vykazovala silice z lista T. cordata,
ovSem pouze po 24 hodinach kultivace.

Tyto rozdilnosti mohou mit své vysvétleni, a to jak metodu, kterou Fitsiou et al. (2007)
pouzivaly pii testovani, coz byla agarova difizni metoda, tak dobu inkubace, ktera byla u
vSech mikroorganismt 24 hodin. Tento tdaj se shoduje u inkubace bakterii, ale neshoduje
se s inkubaci kvasinky, ktera se vyhodnocovala v nasi praci finaln¢€ az po 48 hodinach.

Silice z T. platyphyllos byly shledana jako neaktivni vu¢i testovanym
mikroorganismim, ale vzhledem k rozdilnosti obsahu silic v rtiznych obdobich, jedincich,
V neposledni fadé organech, by bylo vhodné jeji testovani zopakovat. Napiiklad vyzkousSet
jiné druhy bakterii nebo kvasinek.

Jak doklada Szucs et al. (2019) pii posuzovani biologické aktivity silic je nesmirné
dilezité zohlednit sezonni vykyvy vlastnosti a slozeni téchto latek.

Jiny literarni zdroj — Goniil a Karapinar (1897) tvrdi, ze diky éterickému oleji
obsaZzenému v lipach mohou jejich silice vykazovat inhibi¢ni vlastnosti Vvici
mikroorganismiim, ovSem tato problematika neni podrobné zkoumana. Coz potvrzuje
I pomérné nedostate¢ny zdroj informaci na porovnani téchto testl. Je také mozné, Ze
antimikrobialni aktivita silic nebyla potvrzena diky jejich malé vytéznosti, kterd mohla
ovlivnit jejich vlastnosti.

Je mozné se domnivat, Ze antimikrobidlni aktivita odvaru z lipy, kterd byla zjiSténa
u Aksoy et al. (2012) nesouvisi s antimikrobialni aktivitou silic, ale jinych latek, nebo mohla
byt zptisobena jinym rozpoustédlem (methanolem), pfipadné jinou metodou studie (agarova
jamkova difazni metoda)

Proto by bylo vhodné vlastnosti této drogy nadale studovat

46



6.3 Chemické slozeni silic

Analyza lipovych silic se z¢asti shoduje s dostupnou literaturou tam, kde jiz byly silice
otestovany, konkrétné u silice z kvéta T. cordata i T. platyphyllos a u lista T. platyphyllos.
Chemicka analyza silice zlisti T. cordata nebyla doposud podle dostupné literatury
provadéna.

6.3.1 T. Cordata kvét

Kowalski et al. (2017) analyzovali ve své studii silice z kvéta z péti stromu T. cordata.
Podafilo se jim analyzovat 80 sloucenin, v nasi praci bylo analyzovanch slouc¢enin pouze 7.
Muze to byt zpusobeno rozdilnym obdobim a cCasem sbéru, nebo jinymi podminkami
skladovéani materialu.

Vysledky studie Kowalski et al. (2017) ukazuji, Ze hlavni slozka tohoto éterického
oleje je 6,10,14-trimethyl-2-pentadecanon (11-20 %). Toto tvrzeni nebylo potvrzeno, protoze
v silici z kvéta T. cordata ho bylo pouze 5,72 %, coz neni majoritni slozka.

Hlavni charakteristickou frakci kvétovych silic dle studie Kowalski et al. (2017) jsou
dale n-uhlovodiky, jako tricosane (6-17 %), heneicosane (3-9%) a nonanal (piiblizné 7%).
Tyto vysledky se pomérné¢ shoduji, jiné je procentudlni zastoupeni. U heneicosane je
t0 4,76 %, u tricosane dokonce 25,07 %. Dale tetracosane s obsahem 2,47 % a pentacosane
s 12,16 %.

Zde panuje shoda spise s Fitsiou et al. (2007), ktefi zjistili, ze hlavnimi latkami v silici
kvéta T. cordata je heneicosane (13.9 %) a tricosane (26.6 %).

Tyto vykyvy mohou plynout ze skutecnosti, Ze lipy pochazeji z riznych zemépisnych
oblasti, nebo ze byly v rozdilné vegetacni fazi, piipadné jiné vySe uvedené vlivy, které hraji
ve sloZenti silic velkou roli.

Dalsi bohaté obsazenou slozkou v této silici je kaurene, v mnozstvi 17,81 %. Tato
latka je podle Singh et al. (2019) pfibuzna s latkou ent-kauren, coZz je diterpenovy glykosid
bézné znamy jako steviosid, ktery je 150 az 300x sladsi nez cukr. To mize byt objasnénim
skutecnosti, pro¢ silice z lipy voni sladce po medu a ¢aj z jejich kvéta je chutové velmi
oblibeny.

6.3.2 T. Cordata list

Dostupné zdroje na porovnani sloZeni této silice chybi.

Presto vykazuje jistou podobnost se slozenim silic z kvétd T. cordata i se slozenim
listt T. platyphyllos.

Jako piiklad 1ze uvést velké procentudlni zastoupeni n-alkanti (tetracosane 1,91 %,
pentacosane 2,12 %), které bylo zjisténo u vSech analyzovanych silic.

Podobnost s listy T. platyphyllos je jednozna¢né viditelna na obsahu [-iononu
(5,35 %), a a-iononu (3,50 %), které byly obsazeny pouze v listovych silicich a to v relativné
hojném mnozstvi.

Nejvétsi procentualni zastoupeni zde ma latka phytol, je to 69,55 %, coz je opravdu
majoritni zastoupeni, které se nevyskytuje u zadné jiné analyzované silice. Silice z lista
T. platyphyllos obsahuje phytolu pouze 2,68 %.



Ogunlesi et al. (2009) ve svém vyzkumu o slozeni silic rostliny Euphorbia hirta,
uvazuji o moznych vlastnostech phytolu jako o latce, kterd zmiriiuje zanétlivé stavy. Tato
rostlina obsahuje phytolu také relativné velké mnozstvi a to 8,29 %. Z tohoto divodu je
mozné povazovat listy z T. cordata jako ucinnou dopliikovou 1é¢bu pii 1é¢bé puchyit
v ustech, které jsou zanétlivého pivodu, jak zminuje Janéa (1995) anebo jako vhodnou terapii
na zanétlivé stavy dychacich cest, pokud se bude droga inhalovat.

Podle Devi et al. (2018) je phytol vyznamnou latkou, ktera obsazend v rostlinach,
vyborné¢ napomahéd hojeni ran. Da se piedpokladat, ze diky vysokému procentu phytolu
v listech T. cordata by prikladani lipovych listd nebo jejich extraktli na poranéni mohlo
zmirnit pribéh obtizi.

Ze je phytol obsaZen i v listech jinych stromti doklada Nguyen et al. (2020). Jejich
studie zkoumala antimikrobidlni aktivitu stromu Bouea macrophylla a tvrdi, ze phytol a jiné
Tyto extrakty, pokud obsahuji vySe zminéné latky, mohou vykazovat antimikrobialni aktivitu.
Diky tomuto tvrzeni by bylo vhodné silice z listd T. cordata nadale testovat, protoze by
mohly diky phytolu vykazovat antimikrobiélni aktivitu.

V této silici byl také detekovan o-farnesene, v mnozstvi 2,45 %, kterému jsou
ptikladany vonné vlastnosti podle vice nezavislych studii. Jedna z roku 2013 od Lin et al.
tvrdi, ze a-farnesene je hlavni latka odpovédna za vini nalevu z ¢aje oolong. Toto by mohlo
byt dikazem, Ze tato latka byva obsaZzena v listech rostlin, a Ze vykazuje vonnou aktivitu.

6.3.3 T. Platyphyllos kvét

SloZeni této silice bylo vice rozmanité ve srovnani se silici z kvétd T. cordata.
Zanalyzovano bylo celkem 16 latek.

Nejvétsi podobnosti se silici z kvétt T. cordata vykazovala tato silice v obsazeném
velkém mnozstvi tricosane (19,31 %) a pentacosane (14,56 %). Tricosane zde byla latka
s nejveétsim obsahem. Radulescu a Oprea (2008) uvadéji v této silici jako latku s nejvyssim
zastoupenim 2-phenylethanol a to v mnozstvi 26,07 %. Tvrdi, Ze je zodpovédna za
antimikrobialni a antiseptickou aktivitu. V nasi analyze bohuZzel nebyla pfitomnost této latky
potvrzena. Mozna z diivodu absence této latky silice nevykazovala antimikrobialni aktivitu.

Rozdilnosti se studii Radulescu a Oprea (2008) muize byt zplisobena i tim, Ze jejich
silice byla jiméana do xylenu, misto do hexanu jak bylo pouZito v nasi analyze, coz muze do
jisté miry ovlivnit finalni slozeni vytézené silice. Stejné tak je u studie z roku 2008 jiny
zemé&pisny puvod rostlin, pochazeji z botanické zahrady v Bukuresti.

Podobnost se silici z listh ztéhoz druhu vykazovala nejvice v mnozstvi
neidentifikované latky ¢. 3 (jejiz chromatografické spektrum jeje uvedeno v piiloze ¢. III na
konci prace), jeji mnozstvi bylo 12,33 %. U silice z listi to bylo 5,43 % a tato latka naopak
nebyla detekovana v silicich T. cordata.

Latky 2-pentadecanone-6,10,14-trimethyl zde bylo obsazeno nejvice z analyzovanych
silic ato 12,84 %. Tato sloucenina je zodpoveédna za antioxidacni aktivitu (Yadav et al. 2018),
a vzhledem Kk tomu, Ze byla obsazena ve vSech lipovych silicich, je mozné se domnivat, ze
nalevy ztéchto rostlin mohou tuto aktivitu vykazovat také. Bylo by ovSem nutné tuto
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hypotézu ovéfit a podrobit antioxida¢ni vlastnost 2-pentadecanone-6,10,14-trimethyl jesté
dal$im zkoumanim.

Jednou z hlavnich latek, které byly pro tuto silici typické a jinde se neprokazaly je 1-
naphthalenol-5,6,7,8-tetrahydro-2,5-dimethyl-8-(1-methylethyl), v mnozstvi 7,80 %.

6.3.4 T. Platyphyllos list

Obsahovych latek v silici z listi druhu T. platyphyllos bylo analyzovano nejvice a to
32, coz neodpovida obsahovym latkam z listd T. cordata, kterych bylo podstatné mén¢. V jiné
studii bylo latek v této silici analyzovano 94 (Kelmendi et al. 2020).

Tim, ze bylo zastoupeni latek tak rozmanité je jasné, Ze i obsah téchto latek byl v porovnani
S jinymi silicemi vyrazn¢ mensi.

Toto tvrzeni je mozné demonstrovat na alkanu tricosane, kterého bylo v silici nejvice
ato 9,06 %. V porovnani s nejvice obsazenou latkou v jinych silicich zde analyzovanych je to
o fad mensi ¢islo. Kelmendi et al. (2020) uvadi obsah této latky u 5 testovanych lip z Kosova
Vv priméru 1,83 %, cozZ se vyrazné neslucuje.

Tyto rozdilnosti mohou byt zpisobeny riznym zemépisnym umisténim, piipadné
i tim, Ze u Kelmendi et al. (2020) byl pouzit k analyze methanolovy extrakt.

Podobnost s kvétinovou silici ze stejného druhu vykazuje mnoZstvim 2-pentadecanone-
6,10,14-trimethyl, kterého je 8,10 %, a proto je silice na druhém misté co Se obsahu této latky
tyce.

Za zminku stoji op€tovné velké mnozstvi n-alkantl, jiz zmiiovany tricosane s obsahem
9,06 %, a pentacosane s 5,32 %.

Tato silice ma vé&tsi obsah latek a-ionone (5,80 %) a B-ionone (4,26 %). Obé¢ tyto latky
jsou typické pro listové silice obou lip. Zajimavé je, ze silice z T. platyphyllos obsahuje vice
a-ionone a méngé PB-ionone a neni mezi témito vztahy zadna ptima uméra.

Lima et al. (2019) se domnivaji, Ze iononové slouceniny, i ty které pfipominaji ionony
svou strukturou, maji mnoho biologickych vlastnosti. Jejich derivaty jsou surovinami pro
syntézu mnoha ptirodnich produktli a meziproduktii v metabolismu terpenoidi (naptiklad v
biosyntéze karotenoidll). B-ionone se pouziva jako vychozi materidl pti syntéze vitaminu A.
Dokonce témto slouceninam pfipisuji i protirakovinné uéinky.

Je mozné, Ze tyto latky obsazeny v listech lip maji svlij vyznam v lécCitelstvi, mozna
budou do budoucna vice prozkoumany a tyto domnénky budou potvrzeny.

Studie od Lasekan et Lasekan z roku 2012 testovala latky obsazené v maté ¢aji a bylo
zjisténo, ze za jeho typické sladké listové aroma odpovidaji pravdépodobné a- a f-ionone.
Diky této studii je pravdépodobné objasnéna viing listovych silic, které jsou velmi typické
pravé svym ,travnatym® a listovym jemnym aromatem. Stejné tak za pfirodni, jemné vonnou
latku oznacuje a-ionone Legnani et al. (2008).
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Zavér

Antimikrobidlni aktivita silic vyextrahovanych z listi a kvétd stromtt T. cordata a
T. platyphyllos proti vybranym druhtiim mikroorganismit (konkrétné B. cereus,
C. albicans, E. coli, S. cervisiae, S. aureus) in vitro nebyla potvrzena s vyjimkou

mirného antifugalniho Gc¢inku silice zlista T. cordata proti C. albicans. Timto
se nepotvrdila hypotéza.

Silice byla vytézena ze vSech vzorkl, a u vSech byla provedena analyza sloZeni.
Slozenim se vSechny silice podobaji v zastoupeni n-alkant. V zastoupeni dalSich
majoritnich slozek se lisily. Naptiklad v listech T. cordata byl nejvice
zastoupen phytol, ktery muze byt zodpovédny za zmirnovani zanétlivych stavd,
amuze byt hlavni aktivni latkou pii inhalaci odvaru z lipového listi. V kvétech
T.cordata a vkvétech a listech T. platyphyllos byl detekovan kaurene, ktery
pravdépodobné zplsobuje sladkou chut’ a vuni silice z lip. Mimo to se v lipovych
silicich vyskytovaly i dalsi latky, které maji vonné vlastnosti. Jsou to zejména a-
farnesene a o- a P-ionone. Sloudenina 2-pentadecanone-6,10,14-trimethyl
je zodpovédna za antioxidacni aktivitu a vyskytovala se ve vSech lipovych silicich.
Je tedy mozné se domnivat, ze silice vykazuji tuto aktivitu také. To by mohlo byt
predmétem dalSich studii.

Podle dostupnych zdroji byly poprvé ostestovany silice zlisti obou lip
na antimikrobidlni aktivitu. Poprvé bylo analyzovano slozeni silice z listii T. cordata.

Vzhledem k velké variabilit¢ obsahovych latek v silicich, z nichz mnohé vykazuji
biologickou aktivitu, by mohlo bytzajimavé tyto a jiné stromové silice nadale zkoumat
a testovat.



8  Seznam literatury

Adams RP. 2007. Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry. Allured Publishing Corporation, Carol Stream, USA

Albayrak S, Aksoy A, Sagdic O, Albayrak S. 2012. Antioxidant and antimicrobial activities
of different extracts of some medicinal herbs consumed as tea and spices in Turkey. Journal
of food biochemistry 36: 547-554

Arnesen LPS, Fagerlund A, Granum PE. 2008. From soil to gut: Bacillus cereus and its food
poisoning toxins: A review. FEMS Microbiol Reviews 32(4):579-606

Ay S, Guldur T, Tekerekoglu MS, Otlu B. 2010. Investigation of hydrophobic characteristics
of biofilm producer and non-producer Staphylococcus aureus clinical isolates. Mikrobiyoloji
bulteni44: 221-230

Baser KHC, Buchbauer G. 2015. Handbook of Essential Qils: Science, Technology, and
Applications. Boca Raton: CRC Press, Florida

Bélanger L, Garenaux A, Harel J, Boulianne M, Nadeau E, Dozois . 2011. Escherichia coli
from animal reservoirs as a potential source of human extraintestinal pathogenic E. coli.
FEMS Immunology 62: 1-10

Bennett JE, Dolin R, Blaser MJ. 2015. Mandell, Douglas, and Bennett's principles and
practice of infectious diseases. Elsevier/Saunders, Philadelphia

Buchbauer G, Jirovetz L, Jager W. 1992. Passiflora and lime-blossoms: motility effects after
inhalation of the essential oils and of some of the main constituents in animal experiment.
Arch Pharm (Weinheim) 325(4): 247-8

Calo JR, Crandall PG, O'Bryan CA, Ricke SC. 2015. Essential oils as antimicrobials in food
systems — A review. Food Control 54: 111-119

Cempirkovéa R, Lukasova J, Hejlova S. 1997. Mikrobiologie potravin. Jihoteska univerzita,
Ceské Budé¢jovice.

Clement RE. 1990. Gas chromatography: biochemical, biomedical and clinical applications.
Ontario Ministry of the Environment, Ontario.

CLSI. 2012. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically; Approved Standard—Ninth Edition. CLSI document M07-A9. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute.

CLSI. 2013. Performance Standards for antimicrobial Susceptibility Testing: Twenty-Third
Informational Supplement. CLSI document M100-S23. Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne.

Conway P. 2002. Tree Medicine: A Comprehensive Guide To The Healing Power Of Over
170 Trees. Piatkus, London



Costa WK, Saturnino de Oliveira JR, Macario de Oliveira A, Bianca da Salva Santos I, Xavier
da Cunha R, Soares de Freitas AF, Menezes da Silva JWL, Silva VBG et al. 2020. Essential
oil from Eugenia stipitata McVaugh leaves has antinociceptive, anti-inflammatory and
antipyretic activities without showing toxicity in mice. Industrial Crops and Products 144
(112059) doi: 10.1016/j.indcrop.2019.112059

Cowan MM. 1999. Plant products as microbial agents. Clinical Microbiology Reviews 12:
564-582.

Czerwinska ME, Dudek MK, Pawlowska KA, Prus A, Ziaja M, Granica S. 2018. The
influence of procyanidins isolated from small-leaved lime flowers (Tilia cordata Mill.) on
human neutrophils. Fitoterapia 127: 115-122

Cerny J. 2005. Uzitky, které nam poskytuje lipa. Pages 18-19 in Lipa - dfevina roku 2005:
seminaif Hradec Kralové 8. listopadu 2005. Ceska lesnicka spolecnost, zakladni pobocka
Hradec Kralové, Hradec Kralové

Cesky rozhlas Radiozurnal. 2014. Pro¢ je lipa ¢eskym narodnim symbolem? Porazila totiZ
dub! Available from https://radiozurnal.rozhlas.cz/proc-je-lipa-ceskym-narodnim-symbolem-
porazila-totiz-dub-6235091 (Acessed biezen 2020)

Dahiya P, Purkayastha S. 2012. Phytochemical Screening and Antimicrobial Activity of Some
Medicinal Plants Against Multi-drug Resistant Bacteria from Clinical Isolates. Indian journal
of parmaceutical sciences 74(5): 443-450.

De Martino L, De Feo V, Nazzaro F. 2009. Chemical composition and in vitro antimicrobial
and mutagenic activities of seven Lamiaceae essential oils. Molecules (Basel, Switzerland)
14(10): 4213-4230

Devi DR, Lakshna SS, Parvathi SV, Hari BNV. 2018. Investigation of wound healing effect
of topical gel of Albizia amara leaves extract. African journal of botany 119: 400-409

Doughari JH. 2012. Phytochemicals: Extraction Methods, Basic Structures and Mode of
Action as Potential Chemotherapeutic Agents. Phytochemicals - A Global Perspective of
Their Role in Nutrition and Health, VVenketeshwer Rao, IntechOpen, doi: 10.5772/26052

Farcas AC, Socaci SA, Tofana M, Muresan C, Cuceu A, Salanta L, Pop A.. 2015.
Comparative Evaluation of Biofunctional Compounds Content from Different Herbal
Infusions. Bulletin of University of Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-
Napoca-Food Science And Technology72: 237-241

Fitsiou I, Tzakou O, Hancianu M, Poiata A. 2007. VVolatile Constituents and Antimicrobial
Activity of Tilia tomentosa Moench and Tilia cordata Miller Oils. Journal of Essential Oil
Research 19(2): 183-185

Goniil SEA, Karapinar M. 1987. Inhibitory effect of linden flower (Tilia flower) on the
growth of foodborne pathogens. Food Microbiology 4: 97-100

Hagender F. 2008. The Living Wisdom of Trees: Natural History, Folklore, Symbolism,
Healing. Duncan Baird Publishers, London

52



Helgason E, Okstad OA, Caugant DA, Johansen HA, Fouet A, Mock M, Hegna I, Kolsts AB.
Bacillus anthracis, Bacillus cereus, and Bacillus thuringiensis-one species on the basis of
genetic evidence. Applied and environmental mikrobiology 66(6):2627-30

Hemzal B. 2016. Lécivé oleje. Neptun, Brno

Hlavova Z. 2005. Problematika semenafstvi lipy. Pages 9-11 in Lipa - dfevina roku 2005:
seminai Hradec Kralové 8. listopadu 2005. Ceska lesnickd spole¢nost, zakladni pobocka
Hradec Kralové, Hradec Kralové

Hora B. 1981. The oxford encyclopedia of trees of the world. Oxford university press,
Oxford.

Horacek P., 2007. Encyklopedie listnatych stromt a ketti. Computer press, a. s., Brno
Jorgensen JH, Ferraro MJ. 2009. Antimicrobial Susceptibility Testing: A Review of General
Principles and Contemporary Practices. Clinical infectious diseases: an official publication of
the Infectious Diseases Society of America 49(11): 1749-1755.

Kadlikova L. 2004. Lipa srd¢ita (malolistd) Tilia cordata. Available from
https://www.priroda.cz/lexikon.php?detail=38 (Acessed tnor 2020)

Kelmendi N, Behxhet M, Fitore Z, Dashnor N, Avni H. 2020. Essential Oil Composition of
Tilia platyphyllos Scop. Collected from Different Regions of Kosovo. Records of Natural
Products(14)5: 366-371.

Killer J. 2019. Potravinai'ska mikrobiologie. Ceska zemé&dé&lska univerzita v Praze, Praha.
Kingsbury N. 2015. Hidden Natural Histories: Trees. University of Chicago Press, Chicago
Klouda P. 2003. Moderni analytické metody. Pavel Klouda, Ostrava

Knotek K, Verner V, Chaloupkova P, Kokoska L.2012. Prevalence and use of herbal products
in the Czech Republic: over-the-counter survey among adult pharmacies clients. Complement

therapies in medicine 20(4):199-206

Koblizek J, Ticha S, Uradnigek L, Madéra P. 2009. Dieviny ceské republiky. Lesnické prace
s.r. 0., Brno.

Koléat T, Gryc V, Mayer K, Rybni¢ek M, Vavr¢ik H, Weber A, Grabner M, Noshiro S.2019.
Wood species analysis of traditional hand-operated spinning wheels from Central Europe.
lawa Journal 40: 92-105

Korbelat J, Endris Z. 1968. NaSe rostliny v 1€kaftstvi. Statni zdravotnické nakladatelstvi, Praha

Kowalski R, Baj T, Kalwa K, Kowalska G, Sujka M. 2017. Essential Oil Composition of Tilia
cordata Flower. Journal of Essential Oil Bearing Plants 20: 1137-1142

Kyzlik P. 2005. Lipy pamatné, vyznamné a krasné. Pages 20-21 in Lipa - dfevina roku 2005:
seminaif Hradec Kréalové 8. listopadu 2005. Ceska lesnicka spolecnost, zédkladni pobocka
Hradec Kralové, Hradec Kralové



Lasekan A, Lasekan O. 2012. Flavour chemistry of mate and some common herbal teas.
Trends in food science & technology 27: 37-46

Legnani L, Luparia M, Zanoni G, Toma L, Vidari G. 2008. A full conformational
characterization of natural ionones and irones, as well as 13-alkyl-substituted alpha-ionones.
European journal of organic chemistry 2008: 4755-4762

Lenton TM, Dahl TW, Daines SJ, Mills BJ, Ozaki K, Saltzman MR, Porada P. 2016. Earliest
land plants created modern levels of atmospheric oxygen. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the Uniteds States of Americall3: 9704-9709

Lima RS, Perez CN, da Silva CC, Santana MJ, Queiroz LHK, Barreto S, de Moraes, MO,
Martins FT. 2019. Structure and cytotoxic activity of terpenoid-like chalcones. Arabian
journal of chemistry 12: 3890-3901

Lin SY, Chen YL, Lee CL, Cheng CY, Roan SF, Chen IZ. 2013. Monitoring volatile
compound profiles and chemical compositions during the process of manufacturing semi-
fermented oolong tea. Journal of horticultural science & biotechnology 88: 159-164

Malek Z, Horacek P, Kiesenbauer Z. 2012. Stromy pro sidla a krajinu. Ing. Petr BaStan,
Olomouc

Mazzei R, Leonti M, Spadafora S, Patitucci A, Tagarelli G. 2020. A review of the
antimicrobial potential of herbal drugs used in popular Italian medicine (1850s-1950s) to treat
bacterial ~ skin  diseases.  Journal  of  Ethnopharmacology @ 250  (112443)
d0i:10.1016/j.jep.2019.112443

Miguel MG, Duarte FL, Venancio F, Tavares R. 2004. Variation in the main components of
the essential oils from the leaves and flowers of Portuguese Thymus albicans over a single
season. Journal of essential oil research16: 169-171

Miguel MG, Duarte FL, Venancio F, Tavares R. 2004. Comparison of the main components
of the essential oils from flowers and leaves of Thymus mastichina (L.) L. ssp mastichina
collected at different regions of Portugal. Journal of essential oil research16: 323-327

Mladenovi¢ KG, Muruzovi¢ MZ, Petrovi¢c TZ, Comi¢ LR. 2018. Escherichia coli
identification and isolation from traditional cheese produced in Southeastern Serbia. Journal
of food safety 38 (41010)doi: https://doi-org.infozdroje.czu.cz/10.1111/jfs.12477

Nazzaro F, Fratianni F, De Martino L, Coppola R, De Feo V. 2013. Effect of essential oils on
pathogenic bacteria. Pharmaceuticals (Basel) 6(12):1451-74. doi: 10.3390/ph6121451

Némec L. 2005. Péstovani sadebniho materidlu lipy. Pages 25-27 in Lipa - dfevina roku
2005: seminat Hradec Kralové 8. listopadu 2005. Ceskd lesnickd spolecnost, zdkladni

pobocka Hradec Kralové, Hradec Kralové

Neumann, SK. 1952. Kniha lest, vod a strani. Ceskoslovensky spisovatel, Praha

54



Nguyen NH, Nguyen TT, Ma PC, Ta QTH, Duon, TH, Vo VG. 2020. Potential Antimicrobial
and Anticancer Activities of an Ethanol Extract from Bouea macrophylla. Molecules 25(8)
doi: 10.3390/molecules25081996

Novy P, Kloucek P, Rondevaldova J, Havlik J, Kourimska L, Kokoska L. 2014.
Thymoquinone vapor significantly affects the results of Staphylococcus aureus sensitivity
tests using the standard broth microdilution method. Fitoterapia, 94: 102-107

Ogunlesi M, Okiei W, Ofor E, Osibote AE. 2009. Analysis of the essential oil from the dried
leaves of Euphorbia hirta Linn (Euphorbiaceae), a potential medication for asthma. African
Journal of biotechnology8:7042-7050

Oniszczuk A, Podgorski R. 2015. Influence of different extraction methods on the
quantification of selected flavonoids and phenolic acids from Tilia cordata inflorescence.
Industrial crops and products 76: 509-514

Ouelbani R, Bensari S, Mouas TN, Khelifi D.2016. Ethnobotanical investigations on plants
used in folk medicine in the regions of Constantine and Mila (North-East of Algeria). Journal
of Ethnopharmacology 194:196-218

Pigott D. 2012. Lime-trees and basswoods: a biological monograph of the genus Tilia.
Cambridge University Press, Cambridge

Radulescu, V. and Oprea, E. (2008). Analysis of volatile compounds of officinal Tiliae flos
by gas chromatography coupled with mass spectrometry. Farmacia. 56(2): 129-138.

Rubab M, Shahbaz HM, Olaimat AN, Oh DH 2018. Biosensors for rapid and sensitive
detection of Staphylococcus aureus in food. Biosensors and Bioelectronics 105: 49-57

Russo TA, Johnson JR. 2003. Medical and economic impact of extraintestinal infections due
to Escherichia coli: focus on an increasingly important endemic problem. Microbes Infect
5(5): 449-56

Sankar TV. 2005. Gas Chromatography - Principle and Applications. Central Institute of
Fisheries Technology, Kochi, Kerala

Schindler J, Bednat M, Fraiikova V, Soufek A, Vavra J. 1999. Lékatska mikrobiologie:
Bakteriologie, virologie, parazitologie. Studio Marvil, KoSice

Schwalbe R, Steele-Moore L, Goodwin AC. 2007. Antimicrobial susceptibility testing
protocols. Crc Press, Boca Raton, Florida

Singh DP, Kumari M, Prakash HG, Rao GP, Solomon S.2019 Phytochemical and
Pharmacological Importance of Stevia: A Calorie-Free Natural Sweetener. Sugar Tech 21:
227-234

Smolkova E, Feltl L. 1991. Analyza latek v plynném stavu. SNTL — Nakladatelstvi technické
literatury, Praha.



Sun GR, Du FG, Wang RJ. 2014. Comparison of Biomaterials from Essential Oils in Five
Parts of Magnolia sieboldii. Materials engineering and mechanical 442: 142-146

Szucs Z, Cziaky Z, Kiss-Szikszai A, Sinka L, Vasas G, Gonda S. 2019. Comparative
metabolomics of Tilia platyphyllos Scop. bracts during phenological development.
Phytochemistry 167doi: 10.1016/j.phytochem.2019.112084

Silhankova L., 2002. Mikrobiologie pro potravinafe a biotechnology. Academia, Praha
Tong Y, Tang J. 2017. Candida albicans infection and intestinal immunity. Microbiological
Research 198: 27-35

Voléak J, Stodola J. 1987. Vel’ka kniha lieCivych rastlin. Artia Praha, Praha

Yadav A, Yadav M, Kumar S, Sharma D, Yadav JP. 2018. In vitro Antioxidant Activities and
GC-MS Analysis of Different Solvent Extracts of Acacia nilotica Leaves. Indian journal of
pharmaceutical sciences80: 892-902

Yang PZ, Zhu XX, Cao LL, Cheng JS, Zheng Z, Jiang ST. 2017. Safety evaluation of
Bacillus cereus isolated from smelly mandarin fish. Journal of food measurement and
characterization 11: 726-735

Yusuf U, Kotwal SK, Gupta S, Ahmed T. 2018. Identification and antibiogram pattern of
Bacillus cereus from the milk and milk products in and around Jammu region. Veterinary
World, 11(2): 186-191

Zida A, Bamba S, Yacouba A, Ouedraogo-Traore R, Guiguemdé RT. 2017. AntiCandida

albicans natural products, sources of new antifungal drugs: A review. Journal de Mycologie
Médicale / Journal of Medical Mycology. 27(1): 1-19

56



9  Seznam pouzitych zkratek a symbolu

MHB -Mueller-Hinton broth (bujon)

KTJ - Kolonie tvorici jednotky

ATCC - American type culture collection

MIC - Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC - Minimalni baktericidni koncentrace

RPMI médium -Roswell Park Memorial Institute
GC - Gas chromatogaphy (plynova chromatografie)
MOPS - 3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina



10 Seznam obrazku

Obrazek ¢. 1 — Dobovy tanec pod lipou
Zdroj: Hieronymus Bock, Kreiiterbuch (1551)

Obrazek €. 2 — schéma plynového chromatografu
Zdroj: Klouda P. 2003. Moderni analytické metody. Pavel Klouda, Ostrava

Obrazek ¢. 3 — Destila¢ni aparatura s Clevengerovym nastavcem
Zdroj: www.verkon.cz
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11 Samostatné prilohy
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Pfiloha ¢. I — hmotnostni spektrum neidentifikované latky ¢. 1 (RT 29,7; RI 1473; vzorek
T. platyphyllos kvét obsah 4,21 %, vzorek T. platyphyllos list obsah 2,32 %)
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Ptiloha ¢. IT — hmotnostni spektrum neidentifikované latky ¢. 2 (RT 31,33; RI 1513; vzorek
T. platyphyllos list; obsah 3,91 %)
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Ptiloha €. III — hmotnostni spektrum neidentifikované latky ¢. 3 (RT 42,67; RI 1818; vzorek
T. platyphyllos kvét obsah 12,33 %; vzorek T. platyphyllos list obsah 5,43 %)
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Ptiloha ¢. IV — hmotnostni spektrum neldentlﬁkovane latky ¢. 4 (RT 53,1; RI 2146; vzorek
T. cordata kvét; obsah 6,41 %)
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Pfiloha ¢. V — hmotnostni spektrum neidentifikované latky ¢. 5 (RT 62,6; RI 2475; vzorek
T. cordata kvét; obsah 5,79 %)
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Pfiloha ¢. VI — hmotnostnispektrum neidentifikované latky ¢. 6 (RT 65,4; Rl 2550; vzorek
T. cordata kvét; obsah 16,98 %)
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Ptiloha ¢ VII — chromatogram vzorku T. cordata kveét
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Ptiloha ¢. VIII — chromatogram vzorku T. cordata list
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Pfiloha ¢ IX — chromatogram vzorku T. platyphyllos kvét
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Ptiloha ¢. X — chromatogram vzorku T. platyphyllos list



