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ABSTRAKT

Migrénovnik (Tetradenia spp.) je rostlina pfirozené se vyskytujici v Africe patiici do ¢eledi
Lamiaceae, ktera je vyuzivana v tradi¢ni mediciné k 1écb€ malarie, anginy nebo k oSetfeni
tropickych onemocnéni kiize. Pro zisk bioaktivnich latek byla z fad extrakénich metod vybrana
macerace. Byla provedena optimalizace jejich podminek, ktera se zaméfila na co mozna
nejvyssi zisk bioaktivnich sloucenin. Jako optimalni byla vybrana teplota 60 °C, doba extrakce
40 minut, rozpoustédlo 40% ethanol a pomér navazky a rozpoustédla 1:5.

V takto ziskaném ,,optimalnim* extraktu bylo celkem identifikovano 63 aromaticky
aktivnich sloucenin. Nejvétsi zastoupeni predstavovaly terpeny (88,60 %), z nich pak zejména
kyslikat¢é monoterpeny (55,65 %) a monoterpeny (29,52 %). Nejvice zastoupenymi
slou¢eninami byly kafr (51,76 %), cis-p-ocimen (8,17 %), 3-oktanol acetat (7,71 %),
trans-p-ocimen (6,76 %), y-terpinen (4,93 %), o-cymen (3,81 %), terpinolen (1,33 %), limonen
(1,33 %), kamfen (1,19 %) a borneol (1,20 %). Dale byl stanoven celkovy obsah polyfenold
0,31 + 0,02 mgeae'ml?, ktery odpovida 1,52 + 0,11 mgeae-g™? rostliny. Antioxida¢ni aktivita
¢inila 417,56 + 32,84 pgreac'ml™ a procento zhaseni radikalu ABTS™ 88,99 + 7,00 %. Na zavér
byla ovéfena antimikrobialni aktivita optimalniho extraktu vuci bakteriim Bacillus cereus,
Escherichia coli a kvasince Candida glabrata. Vuci E. coli a C. glabrata nevykazoval extrakt
zadnou antimikrobidlni aktivitu. Vi¢i B. cereus byla pozorovana slaba antimikrobidlni aktivita.

Ziskané vysledky potvrzuji, ze migrénovnik obsahuje fadu zajimavych aromaticky aktivnich
latek, vykazuje antioxidaéni i antimikrobialni aktivitu a ma tak dobry potencial pro vyuziti jako
ptirodni zdroj nutri¢né i senzoricky cennych latek napt. do riznych potravin a pochutin.

KLICOVA SLOVA
Migrénovnik, aromatické latky, antioxidanty, antimikrobialni aktivita, SPME, GC-MS



ABSTRACT

Tetradenia spp. is herb naturally growing in Africa and is part of family called Lamiaceae.
The herb is used in traditional medicine to cure malaria, angina or as treatment for tropical skin
diseases. Maceration was chosen from number of extraction methods, to obtain bioactive
compounds from this plant. Optimization was performed with aim to retrieve as much of
bioactive compounds as possible. Optimal conditions chosen were: temperature 60 °C,
extraction time 40 minutes, solvent 40% ethanol and solid-solvent ratio 1:5.

In total 63 aromatic active compounds were found in optimal extract. Terpenes were the
most abundant (88,60 %), from them oxygenated monoterpenes (55,65 %) and monoterpenes
(29,52 %). Compounds with highest percentage quantity were camphor (51,76 %),
cis-p-ocimene (8,17 %), 3-octyl acetate (7,71 %), trans-p-ocimene (6,76 %), y-terpinene
(4,93 %), o-cymene (3,81 %), terpinolene (1,33 %), limonene (1,33 %), camphene (1,19 %)
and borneol (1,20 %). Further, total phenolic content was 0,31 = 0,02 mgeae-ml™, which equals
1,52+ 0,11 mgeae-g? of plant. Antioxidant activity was 417,56 + 32,84 pgreac'ml? and
percentage of radical scavenging activity ABTS™" was 88,99 + 7,00 %. Finally antimicrobial
activity was determined against bacteria Bacillus cereus, Escherichia coli and yeast Candida
glabrata. Against E. coli and C. glabrata there was no inhibition exhibited. Against B. cereus
there was seen mild inhibition activity.

The results confirm that Tetradenia spp. contain a number of interesting aroma active
compounds, which shows antioxidant and antimicrobial activity. The herb has a good potential
as natural source of nutritious and sensory active compounds to be used into various foods.

KEY WORDS
Tetradenia spp., aroma compounds, antioxidants, antimicrobial activity, SPME, GC-MS
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1. UVOD

V soucasnosti je zejména v potravinarském odvétvi, ale také napt. v kosmetickém, snaha
0 vyuzivani co nejvice ptirodnich latek jako aditiv. Extrakty nejriznéjSich druha bylin si
Vv poslednich letech ziskaly velkou pozornost, nikoliv jen pro své aromatické vlastnosti, ale také
jako potencialni antioxidacni a antimikrobidlni latky, které by mohly v dohledné dob¢ zcela
nahradit pouzivané syntetické latky. Problém rostlinnych extrakt predstavuje zejména jejich
potencialni nebezpecnost, at’ uz z chemického nebo biologického hlediska. I z tohoto diivodu je
vyuzivani pfirodnich latek, tedy i extraktd, kontrolovano a podléha legislative. V soucasnosti
je v Evropské unii povoleno vyuzivani rozmarynu (Rosmarinus officinalis L.) jako
antioxidantu do potravin.

Za n¢kolik poslednich let bylo provedeno mnozstvi studii, které se zaméetovaly na vyuziti
extraktli a esencidlnich oleji rostlin v potravindistvi jako antimikrobidlnich latek.
Velkou vyhodou vyuziti extraktl rostlin je jejich schopnost vykazovat spole¢nou antioxidacni
i antimikrobialni aktivitu. Téchto vlastnosti se vyuzivd také v kosmetickych produktech.
Extrakty nékterych druhti bylin (napt. bazalka, Ocimum sanctum) vykazuji pozitivni vliv
napf. proti akné, které je v kosmetice velmi Casto rozebiranym problémem.

Nejrtizngjsi byliny jsou pouzivany v domaci medicing jiz fadu let. Mnoho z nich si kromé¢
svého védeckého nazvu ziskalo pojmenovani podle jejich vyuziti. Ptikladem je také
migrénovnik (Tetradenia spp.), ktery v domaci mediciné nachazi vyuziti proti bolestem, kasli
nebo nachlazeni. Z rodu Tetradenia je asi nejznaméjsi Tetradenia riparia. Tato rostlina byla
V poslednich letech studovana pro své potencidlni antimikrobidlni i antioxida¢ni U¢inky. Byly
provedeny studie sledujici inhibi¢ni t€¢inky migrénovniku viici nejriznéjsim mikroorganismim.
Krom¢ téchto vlastnosti byla provedena stanoveni obsahu aromatickych latek, z nichz nékteré
zodpovidaji, mimo jiné, pravé za antioxidacni a antimikrobialni G¢inky.

Do dnesni doby bylo vyvinuto mnozstvi metod ke stanoveni antioxidac¢ni a antimikrobialni
aktivity. Pro stanoveni celkovych polyfenold je téméf vyhradné vyuzivana metoda
Folin-Ciocalteu. Metoda ABTS nebo DPPH patfi mezi nejvice vyuzivané ke stanoveni
antioxida¢ni aktivity. Antimikrobidlni aktivitu je mozné stanovit orientacné pomoci metod jako
je diftzni diskovd nebo jamkovad metoda, popfipadé lze stanovit minimalni inhibicni
koncentraci extraktii za vyuziti diluénich metod.

Z vyse uvedenych dtivodu je cilem této prace zisk extraktu migrénovniku a jeho komplexni
charakterizace z hlediska antioxida¢niho, antimikrobialniho a senzorického za ucelem
posouzeni jeho potencialu pro ptipadné vyuziti v praxi.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tato prace je zaméfena na moznosti ziskavani extraktu z migrénovniku (Tetradenia spp.)
se zachovanim maxima biologicky aktivnich latek. V nasledujicich kapitolach je popséana
problematika bylinnych extrakti obecné, jejich biologické UCinky a moznosti vyuziti
V potravinafstvi, v€etné prislusnych legislativnich pozadavkd.

Hlavni pozornost je pak vénovana migrénovniku, jeho slozeni a ti€inktim. V neposledni fadé
jsou popsany metody vhodné pro stanoveni ukazatell, které byly vybrany a sledovany jako
hlavni charakterizujici parametry extraktu pfipraveného v experimentalni ¢asti prace: t€kavé
aromatické latky, antioxida¢ni a antimikrobialni aktivita.

2.1 Problematika mikrobialni rizikovosti bylinnych extraktii pro vyuZziti
V potravinarstvi

2.1.1 Legislativa

Vyroba potravin, stejné jako mnoho jinych odvétvi, podléha legislativé. Zakladni
legislativou  potravindiského primyslu je Nafizeni Evropského parlamentu a
Rady (ES) ¢. 178/2002 ze dne 28. ledna 2002. Toto nafizeni stanovuje obecné zasady a
pozadavky potravinového prava, ziizeni Evropského ufadu pro bezpecnost potravin a dale
postupy tykajici se bezpe¢nosti potravin. V potravindistvi existuje dale i Natfizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 231/2012 ze dne 9. biezna 2012, které pojednava o stanoveni specifikace
pro potravinarské pridatné latky. Vyuziti extraktli v potravinafstvi je, stejn¢ jako napt. aditiva
Vv potravinach, hlidano. Pouziti extrakcnich c¢inidel pro vyrobu extrakti podléha vyhlasce
¢. 253/2018 Sb., kterd pojednava o pozadavcich na extrakéni rozpoustédla, kterd jsou pouzivana
Vv potravinarstvi. Vyhlaska obsahuje povolend extrakéni rozpoustédla, podminky a limity jejich
pouziti. Pfi vyrobé potravin lze, v ptipadé ze dojde k dodrzeni spravné vyrobni praxe, pouzit tato
rozpoustédla: propan, butan, octan ethylnaty, ethanol, oxid uhli€ity, aceton (s vyjimkou rafinace
olivového oleje z olivovych pokrutin) a oxid dusny. Jako extrakéni rozpoustédlo je mozné pouzit
také vodu, kterd mize obsahovat regulatory kyselosti, poptipadé zasaditosti. Dale mohou byt také
pouzity potraviny, které maji vlastnosti extrakcnich rozpoustédel. VSechna extrakéni rozpoustédla,
vyuzivana pro vyrobu potravinaiskych ptidatnych latek, vitamint a ostatnich doplnkt stravy, nesmi
ptekrocit povolend mnozstvi rezidui, ktera jsou ustanovena v tabulce ¢. 1 a 2 uvedenych v pfiloze
této vyhlasky. Extrakéni rozpousStédla nesmi obsahovat toxikologicky nebezpecné mnozstvi
7adného prvku ani latky a zaroven vice nez 1 mg-kg™ arsenu nebo vice nez 1 mgkg™ olova.
Vyjimky jsou opét ustanoveny v tabulkdch vyhlasky. Potravinarska extrakéni rozpoustédla musi
byt také fadné oznacena obchodnim nazvem, vyrobcem (dovozcem), slovem ,,pro potraviny*. Dale
musi byt uvedeno ¢islo $arze, mnozstvi (objem) a podminky uchovani a pouziti [1-3].

2.1.2 Bezpecnost rostlinnych extraktu

Se stale vice se rozsifujicim vyuzivanim rostlinnych extraktd je kladena pozornost na jejich
potencidlni mikrobidlni nebezpecnost. Po dlouhou dobu bylo vnimano néco ptirodniho jako
zcela bezpecného, a az v poslednich letech se tento pohled za¢al ménit. V praxi je ¢asto tieba
zvazit vyhody vyuZiti rostlinnych extrakti oproti jejich potencidlni mikrobidlni, ale 1 jiné
nebezpecnosti [4, 5].
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Zdrojem biologické kontaminace rostlin mtize byt napf. vyuzivani exkrementd, hnoje a
jinych vykalt jako hnojiv. Ke kontaminaci ale mtZze dojit také z pfirozeného okoli rostliny,
at' uz ze vzduchu nebo z pudy (Obrazek 1.). Krom¢ biologické kontaminace se u 1é¢ivych
rostlin hlidad také chemickd kontaminace (napi. rezidua pesticidli, mykotoxiny, aflatoxiny
apod.), kontaminace t&zkymi kovy (Pb, Cd, Cr, Hg atd.), radioaktivni kontaminace (Cs**,
Cs'¥") a jiné znehodnocujici latky (toxické rostliny, benzodiazepiny atd.). V dnesni dobé je jen
velmi malo 1é¢ivych rostlin vyuzivanych napf. v potravinafstvi nebo medicing, které by byly
sbirany piimo v piirod¢ [4, 5].

Ne vzdy je mozné plné zabranit biologické kontaminaci rostliny béhem péstovani, sklizeni
a dalsich manipulaci. Mezi typické biologické kontaminanty 1é¢ivych rostlin patii bakterie,
jejich spory, kvasinky a plisn€, viry, prvoci, hmyz (jejich vajicka, larvy) a dal$i organismy.
Mnozstvi a druh mikrobidlni kontaminace 1é¢ivych bylin mize byt zna¢né ovlivnén faktory
jako je teplota, vlhkost, frekvence srazek. VyS$8i obsah spor bakterii (Clostridium spp.,
Bacillus spp.) je dasledkem jejich velmi dobré odolnosti vici teploté i suchu. Piikladem
izolovanych bakterii tvoficich spory jsou B. cereus nebo C. perfrigens, které byly nalezeny
na hetmanku a dal$ich 1ékafskych bylinach. Enterobakterie patii mezi bakterie v pfirodé
ptirozené se vyskytujici, kontaminace bylin témito bakteriemi (napf. E. coli) mize svédcit
0 nehygienickych podminkach péstovani. Bakterie Staphylococcus aureus je naopak vzacnym
kontaminantem bylin. Jen velmi vzacné je na rostlinném materialu nalezena. V minulosti byly
na lé¢ivych bylinach izolovany bakterie jako B. cereus, Aeromonas hydrophila, Shigella spp.,
Enterobacter agglomerans, E. cloacae, Vibrio fluvialis, Pasteurella multocida, S. epidermis,
Acinetobacter iwofii, Klebsiella spp., B. subtilis nebo Pseudomonas aeruginosa, z hub
napt. Rhizopus stolonifer. Brown a Jiang [10] v studii izolovali z 21 bylin rezistentni bakterie
Bacillus spp., Erwinia spp., Ewingella americana, Staphylococcus spp., Enterobacter cloacae
a Stenotrophomonas maltophilia [4-7].

Typickymi plisnovymi kontaminanty jsou rody Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Mucor spp., Candida spp. a Trichosporium spp. Kromé potencialni kontaminace plisnémi,
hrozi nebezpeci kontaminace rostlinnych extrakt produkty téchto plisni (napf. mykotoxiny).
Mezi producenty téchto toxint patii hlavné Aspergillus flavus a A. parasiticus. Z mykotoxind
asi nejzavaznéjsi riziko predstavuji aflatoxiny [4, 5].

Bakterie Bakterialni
Plisné (houby) ﬂ spory

VZDUCH — % f

Spéry hub >

{1 iy

PUDA —

Spéry hub Viry

‘Bakterialni
— spory

Obrdzek 1.: Oviivnéni mikrobidalni kontaminace rostlin Zivotnim prostiedim [5]
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Problém vyuzivani extraktii bylin v potravinarstvi predstavuje zejména mikroflora, kterd se
u bylin muze pfirozené¢ vyskytovat. Tato mikroflora nemusi nutné¢ znamenat nebezpeci pro
samotnou rostlinu, ale mize se jednat o mikroorganismy patogenni pro ¢lovéka. Problém
piedstavuji zejména potraviny s obsahem takovychto extraktti, kdy neni provedena dostatecna
tepelna uprava, a spory bakterii Clostridium spp. nebo Bacillus spp. mohou piezit
a po zkonzumovani potraviny zpisobit zdvazné zdravotni problémy. Pro zajisténi bezpecnosti
rostlinnych extraktd je mozné vyuzit napi. gama zafeni, dostatecné vysokou teplotu, piipadné
oSetfeni parou [8-11].

Atanassova a kol. [12] se zabyvali kontrolou rostlin ¢eledé Lamiaceae (Melissa officinalis,
Salvia officinalis a Mentha piperita) z hlediska mikrobialni kontaminace. Vzorky pfipravovali
v souladu s normami ISO (ISO 6887). Testovani na potencialni pfitomnost mikrobidlnich
kontaminanti provedli n¢kolika standardnimi metodami popsanymi ISO normami, které
ustanovuji zpiisob pocitani kolonii pti 30 °C, pocitani a detekovani koliformnich bakterii,
E.coli a dalsi. Sledovali celkové mnoZstvi aerobnich bakterii, koliformni bakterie
(reprezentovany E. coli), Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
plisné¢ a kvasinky. V zadném vzorku nebyly pfitomné P. aeruginosa, Salmonella spp.
ani S. aureus. Celkové aerobni bakterie, E. coli, plisn¢ i kvasinky tvofily méné nez
10 CFU-gL. Z t&chto vysledki vyvodili, Ze stanovované vzorky bylin byly z mikrobiologického
hlediska bezpecné [12].

2.2 Biologické ucinky bylinnych extrakti

2.2.1 Antimikrobialni latky a jejich aktivita

Jako antimikrobidlni latky oznacujeme latky, které potlacuji riist mikroorganismi (vykazuji
mikrobistaticky ucinek), pfipadné je uplné€ usmrcuji (vykazuji mikrobicidni u¢inek). Tyto latky
spolu s dezinfek¢énimi latkami patii do skupiny latek uplatiujicich se pii chemickych metodach
kontroly mikrobialniho rustu. Jako antimikrobialni latky povazujeme také napf. antiparazitika,
antimykotika, antivirotika nebo antituberkulotika. Obecné jsou tyto latky dvojiho druhu.
Prvnimi jsou antibiotika, které maji ptirodni piivod, v dnesni praxi vSak jiz vétSinou vyradbéna
synteticky. Druhym druhem jsou pak chemoterapeutika, kterd jsou pfipravena chemicky.
Mezi mikrobistatické latky, tedy latky potlacujici rist a mnozeni mikroorganismu, fadime
napf. tetracykliny, makrolidy nebo sulfonamidy. Mikrobicidni (usmrcujici) u€inek vykazuji
napt. beta-laktamy, aminoglykosidy nebo polypeptidy. Kromé antibiotik a chemoterapeutik
zname latky, které vykazuji taktéz antimikrobidlni ucinek, patii mezi né¢ napt. latky ptsobici
na mikrobidlni enzymy, jako oxidac¢ni ¢inidla, té¢Zké kovy apod. Dale to mohou byt latky, které
reaguji s deoxyribonukleovou kyselinou (DNA — Deoxyribonucleic Acid), at’ uz chemické
mutageny, piipadné cytostatika [13, 14].

Rezistence mikroorganismii vic¢i antimikrobidlnim latkdm je znacnym problémem
na celosveétové trovni. Jako rezistenci pfitom oznacujeme schopnost mikroorganismu odolat
ucinku inhibi¢ni koncentrace antimikrobialni latky. Mikroorganismy mohou byt také pfirozené
(primarn¢) rezistentni (odolné) viici nékterym antimikrobialnim latkam. Jako ptiklad Ize uvést
rezistenci gramnegativnich stfevnich ty€inek vici penicilinu a makrolidim. Takovychto typl
primarni rezistence Ize najit daleko vice. DalSim typem je rezistence sekundarni neboli ziskana.
Tento typ rezistence muze byt genetického nebo negenetického ptivodu. Vznika nejcastéji jako
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dasledek  plsobeni antimikrobialni latky na populaci mikroorganismi. Diky
selek¢nimu tlaku antimikrobialni latky se v disledku vyselektuji rezistentni kmeny. V ptipadé
genetického piivodu se nejcastéji jednd o mutace kmenu. U negenetického ptivodu pak mtize
byt divodem napi. ztrata specifickych receptorovych struktur. NejvétsSim problémem je
Vv soucasné dob¢ multirezistence, tedy rezistence mikroorganismu vaci vice druhiim
antimikrobidlnich latek. Krom¢ klinické a veterinarni praxe, se s problémem rezistence
muzeme setkat také napf. u potravin. Proto se u kontroly potravin casto stanovuje
antimikrobialni aktivita [13, 14].

2.2.2 Antioxidanty a jejich aktivita

Oxidace patii mezi esencialni biologické procesy v mnoha zivych organismech. Reaktivni
kyslikové radikaly (ROS — Reactive Oxygen Species) jsou schopny vyvolavat peroxidaci lipida
V lidském téle, ktera v disledku vyvoldva oxidacni nerovnovahu, coz ma za néasledek
nejruznéjsi zdravotni problémy. ROS spolu s dusikovymi radikaly (RNS — Reactive Nitrogen
Species) ptsobi na biologicky vyznamné slouc¢eniny jako jsou lipidy, bilkoviny nebo nukleové
kyseliny. Jejich u¢inkem dochazi ke zménam struktury téchto vyznamnych sloucenin, coz ma
za nasledek také modifikaci jejich funkce. Reaktivni formy kysliku zplsobuji zrychleni
systému nebo kardiovaskuldrni onemocnéni, mentalni poruchy, onemocnéni dychaciho ustroji
atd. Tyto formy kysliku jsou snadno tvofeny v metabolismu a neutralizovany pomoci
antioxidantt [16, 17, 19, 21].

Antioxidanty jsou jednou ze skupin latek, které je mozné nalézt v rostlinach. Jejich
podminkach. Antioxidanty jsou heterogenni slouceniny, pficemz je dulezité rozliSovat
antioxidanty, které pfimo chrani organismus pied oxidaci, a antioxidanty, které chrani
organismus nepfimo, tak Ze napf. vyvolavaji biosyntézu antioxidacnich enzymil. Antioxidanty
zabranuji tvorbé reaktivnich forem kysliku a volnych radikalu tim, ze jim daruji volny elektron
nebo vodikovy atom. Mezi antioxidanty pfirozené se vyskytujici v rostlinach patfi
napf. B-karoten, xanthofyly, kyselina askorbova (vitamin C), nejriiznéjsi flavonoidy a taniny,
polyfenoly, katechiny, vitamin E a dalsi. Jednou z nejvice rozsifenych a prozkoumanych skupin
antioxidantl jsou fenolové slou€eniny. Jsou to produkty sekundarniho metabolismu, pficemz
jejich prekurzory jsou metabolity z Sikimatové, pentozofosfatové a fenylpropanoidové drahy
[16-19].

Role antioxidantii v organismu je tedy pfedchéazet, zabranovat, poptipadé zpomalovat proces
autooxidace. Autooxidace je radikalova fetézova reakce, kterd miZe byt zahdjena rliznymi
zpusoby. Dochazi tak k tvorbé mnozstvi radikalt, které reaguji s oxidovatelnymi substraty, bud’
odstranénim atomu vodiku nebo adici atomu vodiku na vazbé C=C za vzniku uhlikového
radikalu (alkylu), ktery v pritomnosti kysliku tvofi peroxylovy radikal (ROO- — Peroxyl
Radical). Tento radikal pak muize reagovat s dal$im substratem stejnym zptisobem a tvoii se tak
fetézova reakce. Tuto fetézovou reakci je mozné ukoncit reakci peroxylovych radikalt mezi
sebou, coz je bez pfitomnosti antioxidanti znacné nepravdépodobné. Produkty primarni
oxidace mohou nasledné podléhat sekundarni oxidaci, diky ¢emuz dochazi k tvorbé slouc¢enin
jako jsou aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny apod. [18].
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Antioxidanty je mozné rozdé¢lit do tii skupin podle jejich mechanismu ucinku vuci
autooxidaci. Prvni skupinou jsou tzv. preventivni antioxidanty, které narusuji iniciacni proces,
tudiz zabranuji vzniku fetézové reakce. Patii sem napt. kovova chelata¢ni ¢inidla jako kyselina
fytova nebo kurkumin. Druhou skupinou jsou antioxidanty pferusSujici fetézec reakci. Jsou to
antioxidanty, které jsou schopné reagovat s peroxylovymi radikaly za vzniku produkti
neschopnych pokracovat v fetézové reakci. Do této skupiny patii zejména fenoly a polyfenoly,
ale také napf. kyselina askorbova nebo soli kyseliny mocové. Posledni
skupinou jsou antioxidanty podporujici terminaci feté¢zové reakce. Patii sem napt. nefenolové
terpenoidy jako citral nebo y-terpinen [18].

Antioxidac¢ni aktivita popisuje schopnost slouéeniny, pfipadné smési slou¢enin, zabrafovat
oxida¢nim procesim vucéi nejriznéjSim latkdm. Je dulezité rozliSovat dva pojmy, a to
antioxida¢ni kapacitu a antioxida¢ni aktivitu. Kapacita nas informuje o délce trvani
antioxidacniho ucinku. Naopak reaktivita charakterizuje pocatecni
dynamiku prubéhu antioxida¢niho procesu pii dané koncentraci antioxidantu [20].

V potravinafstvi chrani antioxidanty potraviny pied oxidaci, kterd mize mit za nasledek
vznik tzv. ,,off flavouru®, ktery se projevuje neptijemnou chuti a pachem. Déle mlze oxidace
latek v potraviné zplsobovat ztratu barvy, textury. Antioxidanty mohou zabranovat také
nezadouci peroxidaci lipidickych latek, které jsou pfitomny v fad€ potravin [19, 21, 22].

2.3 Metody vyuzivané k zisku rostlinnych extrakti

Pfirodni medicina, jako napft. stara ¢inska medicina, je vyuzivana v nejriznéjsich odvétvich
jiz po staleti. Stale vétsi poptavku po ucéincich piirodni mediciny je ale mozné vidét i ve znaéné
vyspélych zemich, kdy v mnoha ptipadech mulze pfirodni medicina pfedstavovat levnéjsi
variantu komeréné vyrabénym 1ékim [23, 26].

Ptirodni latky ziskavané zrostlinnych materiall nachézeji stale vice uplatnéni nejen
ve farmacii, ale také napt. v potravinarském nebo kosmetickém pramyslu. NarGstajici poptavka
po téchto latkach tlaci zeyjména na vyvoj novych extrakénich metod, které budou schopny
konkurovat starym konven¢nim metodam. Vyhodnost novych extrakénich metod je hodnocena
zejména z pohledu vlivu na Zivotni prostfedi, ceny, doby extrakce, spotfeby rozpoustédla,
mnozstvi zisku bioaktivnich latek a celkové naroc¢nosti provedeni [24]. Rozd¢leni metod
na konvenc¢ni a nekonvenéni je shrnuto na Obrazku 2.

2.3.1 Konvenc¢ni extrakéni metody

Mezi konven¢ni metody fadime napt. Sohxletovu extrakci, maceraci nebo také
hydrodestilaci. Jedna se o klasické metody, které vyuZivaji rozpoustédel k zisku bioaktivnich
sloucenin z rostlinné matrice. Extrakce témito metodami byva Casto podporovéna riznymi
teplotami, popfipad€ michanim [24].
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Piirodni materiil
(rostliny/rostlinné materialy)

Piredpiiprava (Cerstvé/susené/zmrazené)
Konveniéni metody

| !
SE (Soxhletova extrakce) ME (Macerace)

Kontinualni/batch operace ~ Maceni v rozpoustédle

Nekonventni "zelené" metody

' | |
SFE (Superkriticka UAE (Ultrazvukova MAE (Mikrovinna extrakece)
fluidni extrakce) extrakce)
) Jednosmémy pienos tepla pomoci
Extrakce pomoci Alkusticka kavitace mikrovin (0.3 GHz - 300 GHz)
superkritické kapaliny
! |

PFE (Vysokotlaka PHWE (Extrakce stlacenou

extrakce rozpoustédlem) horkou vodou)

Extrakce rozpoustédlem Stlacena horka voda pod kritickym

pii vysoké teploté/tlaku bodem varu

Obrazek 2.: Metody vyuzivané k zisku rostlinnych extraktii (upraveno) [25]

2.3.1.1 Macerace

Macerace je metoda, kterd je stale Siroce aplikovana pii studiich 1é¢ivych bylin. Principem
je maceni rostlinného materidlu v rozpoustédle v uzaviené nadobé. Nadoba i s rostlinnym
materidlem je ponechédna stat po urcitou dobu pii pokojové teploté. Zamérem je oslabeni
a poruseni bunétné stény rostliny a uvolnéni biologicky aktivnich latek do rozpoustédla.
Volbou rozpoustédla Ize ovlivnit druh latek, které budou z rostlinné matrice extrahovany [23].

Vyhodou metody je jeji jednoduchost a nenaro¢nost. Zna¢nou nevyhodou je pak dlouha
doba samotného procesu. Problémem muze byt také ptipadny organicky odpad, ktery je
z davodu pouziti velkého mnozstvi rozpoustédla, tieba Fesit [23, 26].

2.3.1.2 Hydrodestilace

Hydrodestilace patii mezi metody vyuzivané k zisku bioaktivnich a t€kavych latek, zejména
pak esencidlnich oleji. Pfi hydrodestilaci je jako rozpoustédlo pouzivana voda. Béhem
hydrodestilace je rostlinna matrice vloZzena do extrakéni nadoby. K matrici je bud’to pfidana
pfimo voda, ktera je nésledné ptivedena k varu, pfipadné je do naddoby pfivadéna jiz samotna
para. Horkd voda, popfipad¢é para, umoziuji extrakci bioaktivnich slouenin z rostlinného
vzorku [26, 27]. Extrahované latky jsou unaSeny parou ke kondenzatoru, kde dojde
ke zkapalnéni. Smés vody a extrahovanych latek je pak jimana do separatoru, kde dojde
na zakladé rozdilnych hustot k oddéleni vody a extrahovanych latek [28].
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Vyhodou hydrodestilace je vyhnuti se vyuzivani drahych organickych rozpoustédel [28].
Nevyhodou metody je moznost ztraty nckterych tékavych latek vzhledem k vyssi teploté.
Zaroven neni vhodna pro zisk termolabilnich slouc¢enin [27].

2.3.1.3 Soxhletova extrakce

Principem metody je extrakce latek z tuhého materialu, umisténého v poérovité nadobé
(patron¢), ktera byva vyrobena z pevného filtracniho papiru nebo celuldzy. Patrona je umisténa
do extraktoru Soxhletovy aparatury (viz Obrazek 3.). Extrakéni rozpoustédlo je zahtivano
ve spodni varné barce, dochazi k jeho vyparovani a unikani do chladice, kde je kondenzovano.
Zkondenzované rozpoustédlo kape zpét do extraktoru na patronu, pficemz dochazi
ke kontaktu rozpoustédla a tuhého materialu a k extrakci latek do rozpoustédla. V momenté,
kdy dojde k naplnéni extraktoru rozpoustédlem, dochazi k jeho preliti zpét do varné banky a
cely proces se opakuje [23, 24].

Chladi¢ =

m_—

Soxhletiiv
extraktor

Patrona

Varna
baiika
Rozpoustédlo

Obrazek 3.: Soxhletova aparatura (upraveno) [24]

Vyhodou metody je spotfeba menSiho mnozstvi rozpoustédla, zejména v porovnani
s maceraci. Metoda je vcelku levna a jednoducha. Problém je vystaveni se nebezpecnym a
hoflavym kapalnym organickym rozpoustédlim, kterd mohou béhem extrakce uvoliovat
toxické pary. 1 ztohoto divodu je tieba pro tento typ extrakce vyuZivat rozpoustédla
s vysokou mirou Cistoty, kterd se pochopitelné projevi na cené¢ [23, 24]. Metoda zaroven neni
prilis vhodna pro zisk termolabilnich biologicky aktivnich latek [24].
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2.3.2 Nekonven¢ni (,,zelené) extrakéni metody

Do dnesni doby nebylo mozné vyvinout jednu standardni metodu, ktera by byla schopna
ucinné a rychlé extrakce bioaktivnich latek z rostlinného materidlu. Konvenéni metody ¢asto
skytaji limitace, které nelze ovlivnit. I z tohoto diivodu je tlak na vyvoj tzv. ,,zelenych metod*,
které jsou privetivé pro ekologii, ucinné, rychlé a zéarovein cenové vyhodné.
Velkou vyhodou vétSiny nekonvenénich oproti konvenénim metodam je zkraceni doby
extrakce a sniZeni spotieby rozpoustédla [25].

2.3.2.1 Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (SFE — Supercritical Fluid Extraction) vyuzivd jako
rozpoustédlo superkritickou kapalinu (SF — Supercritical Fluid). SF Ize popsat jako tekutinu,
které spojuje vlastnosti plynu a kapaliny v kritickém bodé. Dosahnuti kritického bodu je
ovlivnéno teplotou a tlakem. SF vykazuje spiSe chovani plynu, ale zaroven si zachovava
solvatacni vlastnosti kapaliny. Ptikladem SF je oxid uhli¢ity, ktery ziskava vlastnosti SF pfi
teploté cca 31 °C a tlaku 7380 kPa. Pravé CO- je velmi ¢asto vyuzivanym rozpoustédlem v SFE.
Je vhodny k extrakci nepolarnich latek, je dostupny a malo toxicky. Nevyhodou CO; jako SF
pii SFE je mala schopnost extrahovat polarni latky. Tuto skute€nost je mozné ovlivnit malym
ptidavkem ethanolu nebo methanolu [23-26].

Schéma systému SFE lze vidét na Obrazku 4. Béhem SFE je rostlinny material vlozen
do extrak¢éni nadoby, na kterou jsou pfipojeny kontrolni body a ventily, které udrzuji
pozadované extrakéni podminky. SF je Cerpadlem tlacena do extrakéni nadoby, kde probiha
extrakce. SF spolu s extrahovanymi latkami je nasledné pievedena az do separatoru. Zde
zménou tlaku nebo teploty dochazi k oddéleni SF od extrahovanych latek. Ziskané latky
jsou od¢erpany ze dna separatoru. SF je dale regenerovana a pouzita v dal$im cyklu [24].

Kondenzator
Separator 2
Separator 1

Produkt 2x  Produkt 1
odpad

Extraktor

Cerpadlo

2 Ohrivac

Obrazek 4.: Schéma systéemu SFE [24]

oxid uhli¢ity
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2.3.2.2 Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce (UAE - Ultrasound-Assisted Extraction) vyuziva frekvenci
v rozmezi od 20 kHz az do 2000 kHz. Princip extrakce spoc¢iva ve vyuzivani vzniku akustické
kavitace, ktera zvysi kontakt mezi povrchem vzorku a rozpoustédlem a zvysi tak propustnost
bunécnych stén. Kavitace vznikd jako nésledek silnych ulrazvukovych vin, které
v médiu vytvori bublinky a ty vlivem absorpce energie a dalSimu vystavovani ultrazvukovym
vlnam praskaji. Diky kavitaci dochazi k pozménéni fyzikalnich a chemickych vlastnosti vzorku,
coz ma za nasledek naruseni bunécnych stén. Vlivem poruseni bunéénych stén vzorku dochazi
k uvoliiovani latek z materidlu vzorku a zaroven k pronikani rozpoustédla hloubéji do matrice
vzorku [23, 25, 27].

Hlavni vyhodou UAE je zkraceni extrakéni doby a snizeni spotieby rozpoustédla. Metoda
je jednoduchd a relativné levnd a muze byt pouzita jak pro mensi, tak i vétsi objemy
rozpoustédla. Nevyhodou metody je riziko ovlivnéni extrahovanych latek ultrazvukovymi
vlnami a tvorba volnych radikala [23, 25].

2.3.2.3 Mikrovinna extrakce

Mikrovinna extrakce (MAE — Microwave-Assisted Extraction) vyuziva mikrovinné energie
k usnadnéni oddé€leni latek z matrice vzorku do rozpoustédla. Mikrovinna radiace interaguje
s dipdlem polarnich a polarizovatelnych materidlt, kterd zptisobuje zahtivani povrchu matrice
a prostupovani tepla do matrice vlivem kondukce. Rotace molekul vlivem mikrovinné radiace
porusuje vodikové vazby a zlepSuje tak migraci rozpusténych iontll a zaroven penetraci
rozpoustédla do matrice [23, 24].

Vyhodou je zkraceni doby extrakce a snizeni potfebného mnoZzstvi rozpoustédla oproti
konvencnim metoddm. Nevyhodou je potieba regulace teploty, aby nedoslo
k tepelnému rozkladu latek [23, 25, 28].

2.3.2.4 Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem

Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PLE — Pressurized Liquid Extraction,
PSE — Pressurized Solvent Extraction, PFE — Pressurized Fluid Extraction) je ,,zelena“ metoda
vyuZzivajici pi1 extrakci zvySeny tlak, ktery zajiStuje udrZeni rozpoustédla v kapalném
stavu i nad bodem varu. Rozpoustédlo si tak zachovava dobrou rozpustnost a zaroven vyssi
prostup do rostlinné matrice, diky rozbiti vazeb (Van der Waalsovy, vodikové vazby atd.)
V matrici pasobenim vyssi teploty [25-27].

Pii PLE je rostlinnd matrice vlozena do extraktoru a K ni ptidano rozpoustédlo, které je
pumpovano pomoci vysokotlaké pumpy. Vzorek v extraktoru je udrZovéan pii poZadované
teploté pomoci zdroje tepla do doby dosahnuti potfebného tlaku. Pii dosazeni pozadované
kombinace tlaku a teploty je zahajena extrakce. Extrakce probiha v cyklech a je tfeba béhem
nich dopliovat rozpoustédlo [25].

Vyhodou PLE je zkraceni doby extrakce 1 sniZzeni spotieby rozpoustédla. Kromé téchto je
oproti ostatnim metodam vyhoda dobré opakovatelnosti [26, 27].
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2.4 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity extrakti

Antimikrobidlni testy jsou vyuzivany v nejrizné¢jSich odvétvich, nejcastéji pak ke klinické
analyze, napf. stanoveni uc¢innosti antibiotik. Své vyuziti také nachazeji hojné v potravinarském
odvétvi, zejména ke kontrole potravin. Antimikrobialni testy se dale vyuzivaji 1 k vyzkumu,
napt. k testovani extraktl rostlin, které by mohly mit potencidlni antimikrobialni Uc¢inek.
Ke stanoveni koncentrace latek, které maji inhibi¢ni i¢inek nebo stimuluji rist mikroorganismd,
se vyuziva n¢kolika metod, jako napt. metod zfed'ovacich, nefelometrickych, titrimetrickych
nebo diftznich. Metody stanoveni rezistence mikroorganismti vic¢i antimikrobialnim latkam
jsou rozdelovany na kvalitativni a kvantitativni [13-15]. Kvalitativni metody se vyuzivaji
hlavné k rutinnim stanovenim citlivosti mikroorganismi vic¢i antimikrobidlnim latkam.
Mezi kvalitativni metody patii nejruznéjsi difizni metody, napi. kapkové (dochazi k nakapnuti
antimikrobidlni latky na povrch média), diskové (vyuzivd se disk filtracniho
papiru napusténého antimikrobialni latkou), jamkova (do zatuhlého média se vyhloubi jamky,
do kterych se pipetuje antimikrobialni latka) a dalsi [13, 14].

Vyhodnoceni vysledkli kvalitativnich metod se provadi méfenim inhibi¢nich zon. Podle
velikosti inhibi¢ni zony se sledované mikroorganismy oznaci jako citlivé (S — Susceptible),
sttedné rezistentni (I — Intermediate) nebo rezistentni (R — Resistant) vaéi pouzité
antimikrobialni latce. Kvantitativni metody slouzi kurceni tzv. minimélni inhibi¢ni
koncentrace (MIC — Minimal Inhibitory Concentration). MIC hodnota oznacuje nejnizsi
testovanou koncentraci antimikrobidlni latky, kterd viditelné inhibuje riist mikroorganismi.
Nejéast&ji se MIC vyjadiuje v jednotkach hmotnosti na jednotky objemu, napf. mg-1"%. Stejné
jako u kvalitativnich metod se mikroorganismus oznaci jako citlivy, sttedné rezistentni nebo
rezistentni. Kvantitativni metody jsou vhodné ke stanoveni rezistence mikroorganismil
izolovanych z potravin [13, 29].

Nejcastéjs$i mechanismy G¢inku antimikrobialnich latek [13]:

¢ Inhibice syntézy bunécné stény.

o Zpusobena latkami jako napt. beta-laktamy, glykopeptidy.
PoSkozeni syntézy cytoplasmatické membrany.

o Napt. polypeptidy (polymyxin B).

Inhibice proteosyntézy.
o Napft. aminoglykosidy, tetracykliny nebo chloramfenikol.

Porucha syntézy nukleovych kyselin.
o Napft. chinolony, nitroimidazoly.

Antagonismus a kompetitivni inhibice.
o Napt. sulfonamidy.

2.4.1 Difazni metody
2.4.1.1 Diskovad difiizni metoda (Disk-Diffusion Method)

Diskova difuzni metoda patii mezi nejvice vyuzivanou kvalitativni metodu stanoveni
citlivosti mikroorganismil vii¢i antimikrobidlnim latkam. Tato metoda se vyuziva zejména pro
stanoveni citlivosti u bakterii rychle rostoucich a nenaro¢nych, popiipadé¢ i u nékterych

wewvr

disku (priméru cca 6 mm) napusténého antimikrobidlni latkou s povrchem inokulovaného
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agaru, kde dochazi k difundovani molekul antimikrobidlni latky do agaru. Jednotlivé disky
jsou napustény riznymi koncentracemi antimikrobidlni latky, ¢imZ dochazi k tvorbé rlizné
velkych inhibi¢nich zo6n. Okraje inhibi¢ni zény vznikaji ve chvili, kdy je koncentrace
antimikrobialni latky stale schopna inhibovat mikroorganismy [13-15, 29].

U této metody nas také zajima difuzni koeficient antimikrobialni latky, ktery je ovlivnén jeji
molekulovou hmotnosti, velikosti, iontovym nabojem, ale také napf. rozpustnosti ve vodeé,
teplotou, viskozitou a vySkou agaru, popiipad¢ dalSimi inkubacnimi podminkami. Rist
mikroorganisml je ovlivnén né€kolika faktory, a to hlavné dostupnosti zivin, teplotou,
hustotou populace atd. [13].

Vysledky této metody mohou byt vyuzity jako kvalifikovany odhad pro predikci 1é¢ebnych
vysledki antibiotik u zdravych pacientl, v piipadé normélnich davek. Avsak stanoveni pouze
touto metodou neni dostate¢né pro uréeni klinické ucinnosti antibiotika, vzhledem k ovlivnéni
fadou faktord. V praxi se vyuziva korelace pravé s metodami kvantitativnimi, kde ziskavame
dulezité MIC hodnoty [13].

Vyuziti tato metoda naléza napt. také jako screening nékterych specialnich mechanismii
rezistence mikroorganismu vici antimikrobialnim latkam. Patii sem hlavné detekce rezistence
k vysokym hladinam aminoglykosidi i enterokokd, poptipadé také detekce piitomnosti
Sirokospektré B-laktamasy a izolatd E. coli a dalSich. V dnesni dob¢ se béZné pouziva v klinické
praxi [13].

2.4.1.2 Difuzni jamkova metoda (Well Diffusion Method)

Opét se jedna o metodu kvalitativni. Metoda je obdobna k metodé diskové. Tato metoda se
vyuzZiva zejména ke stanoveni antimikrobialni aktivity u rostlinnych a mikrobidlnich extrakta.

Na stanoveni se pfipravi agarova plotna, na jejiz povrch se rozetie inokulum se sledovanym
mikroorganismem. Poté jsou do agaru asepticky vytvofeny jamky o priméru okolo 6 aZ § mm
pomoci sterilniho korkovrtu, nejcastéji se ptitom voli 4 jamky (viz Obrazek 5.). Do vzniklych
jamek je nasledn¢ mozné pipetovat roztok antimikrobidlni latky o znamé koncentraci.
Antimikrobialni latka b&hem kultivace difunduje zjamky do okoli a inhibuje rst
mikroorganismi. Vyhodnoceni se provadi stejné jako u diskové metody méfenim inhibi¢nich
z0n, které se vytvoii v okoli jamky [14, 29].

Obrazek 5.: Stanoveni antimikrobialni aktivity Viposilveru viici Kocuria rosea difiizni
jamkovou metodou [30]
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2.4.2 Dilu¢ni metody
2.4.2.1 Agarova dilu¢ni metoda (Agar Dilution Method)

Jednd se o referencni metodu stanoveni citlivosti mikroorganismti k antimikrobidlnim
latkam. Dale se vyuziva k ovéfovani spolehlivosti ostatnich metod [13].

Na provedeni metody se nejcastéji vyuziva zivné médium Mueller-Hinton agar.
Pro stanoveni se do tohoto média jesté piidava antimikrobialni latka. Antimikrobidlni latka je
nafedéna na pozadované koncentrace a pfidana k vytemperovanému agaru, ktery ma
teplotu okolo 45-50 °C. Médium je nasledné rozlévano na Petriho misky, pficemz vyska
agaru by méla byt okolo 3—4 mm. Po zatuhnuti agaru se plotny skladuji po n¢kolik dni
pii nizkych teplotdch. Standardné se pro stanoveni piipravuje 12—-15 koncentraci
antimikrobialni latky, a to fedénim dvojndsobnou geometrickou fadou. Inokulum obsahujici
sledované mikroorganismy je aplikovano na predsusené agarové plotny ve form¢ spotti pomoci
specialniho vzorkovace. Jedna Petriho miska mize obsahovat stanoveni az 20 riznych kment
bakterii. Odecitani hodnoty MIC je provadéno po urcité dobé inkubace. Inkuba¢ni podminky
jsou nastaveny tak, aby vyhovovaly testovanému mikroorganismu [13, 15, 29].

Vyuziti naléza napt. u hodnoceni uc¢inku novych antibiotik. Metoda je zaroven vhodna jak
pro stanoveni antibakteridlnich, tak i1 antifungalnich G¢inki. Metoda je také doporucovana
pro testovani naro¢néjsich mikroorganismi, jako jsou napf. anacroby nebo Helicobacter spp.
Dale se metoda vyuziva ke studiu ucinku antifungalnich latek v kombinaci s rostlinnymi
extrakty, a to vii¢i mikroorganismum jako Candida spp., Aspergillus nebo Fusarium. [13, 29].

2.4.2.2 Diluéni mikrometoda (Broth Micro-Dilution Method)

Diive byla kvantitativni metoda dilu¢niho testu provadéna ve zkumavkach naplnénych
bujonem. V dnesni dob¢ se jiz z ekonomického hlediska upfednostiiuje levnéjsi varianta
v mikrotitra¢nich destickach [13, 15].

Test se provadi v mikrotitra¢nich desti¢kach s 96 jamkami, a to budto s kulatym nebo
konickym  dnem  (Obrazek  6.).  Antimikrobialni  latka je  opét  fedéna
dvojnasobnou fadou v tekutém zivném médiu. Zivné pudy s antimikrobidlnimi latkami
jsou mechanicky plnény do jednotlivych jamek po cca 100 pl na jamku. Na stanoveni se
obvykle ptipravuje 8 koncentraci jedné antimikrobialni latky, pficemz na jedné desti¢ce se pak
vySetiuje aZz 12 antimikrobidlnich latek pro jeden kmen. Jamky v tomto ptipadé slouzi jako
kontrola riistu mikroorganismii a pro kontrolu kontaminace Zivného média je mozné
jednu jamku nezaockovat. Desti¢ky je mozné si pfipravit pfimo v laboratofi nebo je mozné je
ziskat od komerénich vyrobeti [13, 15, 29].

Do jednotlivych jamek se nasledné piidava standardni inokulum testovaného kmene
mikroorganismu. Vyhodnoceni po inkubaci se provadi odectem MIC pro jednotlivé
antimikrobialni latky. Odecitani MIC lze provést vizudlné porovnanim zakalu, popiipadé
pomoci ,,readeru, ktery meéti hodnotu absorbance jednotlivych jamek. K vyhodnocovani lze
také pouzit nejriizné;jsi kolorimetrické metody, za pouziti barviv jako napf. tetrazoliova stil nebo
alamarovd modf. U antimikrobidlnich latek trimethoprimu, sulfoaminu a jejich kombinace se
odec¢itd koncentrace, kdy dochdzi kinhibici 80 % rlstu oproti kontrolni jamce
bez antimikrobialni latky [13, 15, 29].
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Obrazek 6.: Stanoveni ucinnosti extraktii rostlin vii¢i B. subtilis mikrodilucni metodou za pouziti

resazurinu jako indikdtoru ristu [29]

2.4.2.3 Etest

Jedna se o metodu vyvinutou ve Svédsku, ktera byla poprvé pouzita v roce 1988. Etest je
moderni metoda spojujici principy diskové difiizni a agarové dilu¢ni metody. Etest je vhodny
pro stanoveni MIC hodnoty u fady mikroorganismd, diky jeho vysoké shodé s vysledky MIC
ziskanymi jinymi znamymi metodami. Pravé i1 z tohoto divodu je metoda vhodnd i pro
naro¢né&jsi bakterie a anaeroby [13, 29].

Etest ma podobu plastového prouzku (Obrazek 7.), na spodni strané prouzku je pak
imobilizovany preddefinovany koncentraéni gradient antimikrobidlni latky (antibiotika
nejcastéji) ve vysuSeném stavu. Na predni strané je stupnice urcujici koncentraci latky. Gradient
koncentraci je kalibrovan na odpovidajici hodnoty MIC, pficemz se jednad o fadu minimalné
15-ti dvojnasobnych geometrickych fedéni [13, 15, 29].

-
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Obrazek 1.: Schéma prouzku Etestu [13]

Na provedeni testu se ptipravi inokulum, které se nasledné aplikuje na povrch predsuSené
agarové plotny, a to bud’ sterilnim tamponem nebo prelitim sterilni pipetou. Pteliti se provadi
tak, ze se sterilni pipetou nanese na povrch agaru inokulum, a po pfeliti celého povrchu se
ptebyte¢né inokulum odsaje pry€. Nasledné se nechd inokulum zaschnout. Po zaschnuti se Etest
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umisti na Petriho misku. Cim vétsi je Petriho miska, tim vice Etestll je moZné na ni umistit.
Prouzek Etestu se na misku poklada ru¢né nebo pomoci automatického dispenzoru. Gradient
antimikrobialni latky (antibiotika) se musi dotykat povrchu agaru, stupnice je pfitom
orientovana vzhuru. Dle pozadavki testovaného mikroorganismu jsou poté navoleny inkubacni
podminky. Z Etestu umisténé¢ho na plotné se zacne uvolnovat antimikrobialni latka do agaru.
Pod prouzkem a v jeho okoli se vytvaii stabilni a kontinualni gradient antimikrobidlni latky,
ktery je udrzovan cca 18-20 hodin. Koncentrace minimalni inhibice se odecte v misté, kde
dochazi ke kiiZeni eliptické inhibiéni zony se stupnici gradientu [13, 15].

Etest se bézné vyuziva v klinické diagnostice aerobnich i anaerobnich mikroorganismil, jako
jsou streptokoky, pneumokoky, hemofily, gonokoky apod. Krom¢ antibiotik jsou k dostani také
Etesty s antifungalnimi latkami, které umoznuji testovani citlivosti napi. u Candida spp.
Upravenymi Etesty lze dosdhnout detekce specidlnich mechanismii rezistence, jako
napt. Sirokospektrych B-laktamas nebo metalo-p-laktamas [13, 29].

Srovnani vyhod a nevyhod uvedenych antimikrobialnich metod je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1.: Srovndni vvhod a nevyhod antimikrobidalnich metod [13-15, 29, 31]

Metoda | Vyhody Nevyhody
Diskova | e Jednoduché provedeni, e Nelze urcit hodnotu MIC,
difuzni e nenaro¢né pozadavky na vybaveni, e Casova naro¢nost,

metoda e moznost testovani velkého mnozstvi | ¢ riziko piekryti inhibi¢nich zon,
mikroorganismti i antimikrobialnich | ¢ nevhodna pro mikroorganismy

latek, izolované z potravin,
¢ snadnd modifikace testli vySetfovanych | ¢ neni mozno rozlisit mikrobistaticky
antimikrobialnich latek, ucinek od mikrobicidniho.

e nizk3a cena.

Difazni | e Nenarocnost na sterilni podminky, e Pracna pfiprava jamek,
jamkova | e difuze latky neovlivnéna ostatnimi | ¢ nebezpeCi pieliti latky mimo
metoda latkami, jamky.
e rychld a citlivd metoda.

Diluéni e Vysokd shoda svysledky agarové | e Obtizné rozpoznani kontaminace

mikro- dilu¢ni metody, bakterialniho kmenu,
metoda |e pruzna a snadna piiprava velkého | ¢ neschopnost detekce rezistentni
mnozstvi desticek, subpopulace,

e moznost dlouhodobého wuchovavani | e nelze pouzit u kmentl, které
desti¢ek pii -20 °C, aniz by doslo ke Vv tekutém prostiedi autolyzuji,
sniZeni kvality, e komercni desticky nemusi

e jednoduché a levnéjsi provedeni oproti vyhovovat dané laboratofi.

makrodilu¢nimu testu,

e moznost automatizace odectu vysledki
a vyhodnoceni,

e koncentrace  inokula  neovliviiuje

vyznamn¢ vysledek.

MO — mikroorganismus, MIC — minimdini inhibic¢ni koncentrace
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Tabulka 1 pokr.. Srovndni vyhod a nevyhod antimikrobidlnich metod [13-15, 29, 31]

Metoda | Vyhody Nevyhody

Etest e Velmi rychla a jednoduchéa metoda, e Vysoka cena testovacich prouzkd,

e lepsi moznost odhaleni kontaminace vysledky ovlivnény koncentraci
testovanych kmentt MO, inokula.

e moznost studia ~ kombinovaného
uc¢inku dvou antimikrobialnich latek,

e test lze provadét na  Sirokém
spektru zivnych pid a za rilznych

inkubacénich podminek.
Agarova | e Vysoka standardizovatelnost provedeni, | ® Pracna metoda,
dilucni e moznost vySetfeni velkého mnozstvi | ¢ Casove i ekonomicky naro¢na,
metoda kmenti za standardnich podminek, e nepraktickd pro stanoveni malého
e spolehlivgjsi  odhaleni kontaminace poctu ¢i jednotlivych kmentt MO,
oproti mikrodilu¢ni metod¢, e problém u MO s plazivym rtustem.

e lepsi detekce heterorezistence.

MO — mikroorganismus, MIC — minimalni inhibicni koncentrace

2.5 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity extrakti

Metod stanoveni antioxidacni aktivity je cela fada, jelikoz nizkomolekuldrni antioxidanty
mohou pusobit nejriznéjSimi mechanismy. Nejcastéji dochazi k pfimé reakci s radikaly,
piipadné k reakci s pfechodnymi kovy. Rozd¢leni odpovida riznym principtim, pomoci kterych
je mozné hodnotit antioxidacni aktivitu, pficemz zékladni rozd€leni miize vypadat napt. takto
[17, 21, 32]:

1. Metody zalozené na eliminaci radikali:
a. Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikalt:
i. Metoda pouZivajici ABTS (metoda TEAC),
ii. metoda pouZivajici DPPH (metoda dle Kanedy),
iii. metoda pouZzivajici galvinoxyl.
b. Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikalt:
i. Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity),
ii. metody zalozené na vychytavani OH-radikald,
iii. metody zalozené na vychytavani superoxidového anion-radikalu.
C. Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace.
2. Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek:
a. Metody chemické:
i. Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential).
b. Metody elektrochemické:
I. Cyklicka voltametrie,
ii. HPLC metoda s elektrochemickou detekci.
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2.5.1 Metoda vyuzivajici ABTS

Jedna se o metodu zalozenou na eliminaci radikald, tudiz se nejedna o metodu, kterd by
pfimo meéfila antioxidaéni aktivitu jako takovou. Metody tohoto principu jsou hodnoceny dle
schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly [17, 18]. Poprvé byla popséana v praci Miller a kol.
[33].

Metoda ABTS, jinak zvana TEAC (Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity), je zakladni a
nejpouzivanéjsi metoda ke stanoveni antioxidacni aktivity. Metoda je zaloZena na schopnosti
stanovovaného  vzorku zhaSet kation-radikdl ~ABTS™™ (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)) modro-zelené barvy, ktery ma maximalni absorbanci pti 734
nm. Nazev TEAC ziskala metoda diky tomu, ze vysledna antiradikélova aktivita vzorku je
srovnana s antiradikalovou aktivitou latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina) [17, 21, 32, 34, 35].

Ke zhaseni radikalu ABTS"" dochéazi pomoci antioxidanti, které funguji jako donory vodiku.
Tento proces, kdy dochazi také kodbarveni roztoku, je pak mozné sledovat
spektrofotometricky, vyhodnocovanim zmén absorpéniho spektra radikdlu ABTS™.
Absorbance se nejéastéji méfi pii 734 nm po dobu cca 5 minut [17, 21, 33-35].

Me¢teni muze probihat dvéma zplsoby. Prvnim castéjSim zplisobem je méteni antioxidacni
aktivity po pfidani antioxidantu do reakéni smési, ktera jiz obsahuje vytvoteny radikal ABTS™.
Radikal je vytvoten nej€astéji pomoci oxidacniho €inidla, jako napft. peroxosiranu draselného
nebo oxidu manganicitého, smichaného s ABTS a inkubovaného v acetatovém pufru (pH 4,3)
pii 45 °C po dobu cca 60 minut. Druhou moznosti je méfeni aktivity, kdy antioxidant je
piitomen jiZ v reak¢éni smési béhem tvorby radikalu ABTS™". Méfeni metodou ABTS je mozné
provadét téz pomoci komerc¢nich seta [17, 32, 34].

Vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity se provadi hodnocenim parametru TEAC, ktery oznacuje
antioxidaéni  kapacitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického
derivatu Troloxu. Relativni antioxidacni aktivita je pak definovana jako koncentrace Troloxu se
stejnou antioxida¢ni aktivitou jako ma 1 mmol-1"! koncentrace stanovovaného vzorku [17, 32].

Metoda je vcelku jednoduchd, rychla a ma Siroké uplatnéni. Je mozné stanovovat latky
rizného pivodu, dokonce i jejich smési. Nevyhodou této metody je, Ze ABTS™ je radikal kation,
zatimco peroxylovy radikal je neutralni. TudiZz antioxidanty s ABTS™" reaguji elektron
pfenaseCovym mechanismem, zatimco s peroxylovym radikdlem reaguji pifesunem
atomu vodiku. Metoda mé tedy malou selektivitu pfi reakcich s donory vodikovych atom.
Metoda je vhodna pro méfeni hydrofilnich i lipofilnich antioxidantti [17, 20, 34, 35].

2.5.2 Metoda dle Kanedy (DPPH)

Metoda DPPH neboli metoda dle Kanedy, je dalsi z metod hodnotici eliminaci radikalt. Je
jednou ze zédkladnich metodik stanoveni antiradikalové aktivity u Cistych latek i riznych smési
latek [17].

Metoda je zalozena na reakci stanovované latky se stabilnim volnym radikdlem DPPH
fialové barvy (difenylpikrylhydrazylem — 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl), ktery
pfechdzi do formy stabilni diamagnetické molekuly. Béhem reakce dochazi
k postupnému odbarvovani roztoku, které je mozné sledovat spektrofotometricky [17, 18, 32].
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Reakce probiha jako redukce radikalu DPPH za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin) a
je sledovana spektrofotometricky pii cca 517-520 nm. Méfi se pokles absorbance zptisobeny
ucinkem antioxidanti bud’to po ur¢itém casovém useku, nebo se pracuje v kinetickém rezimu.
Dalsimi moznymi metodami sledovani reakce je elektronova spinovd rezonance
(ESR — Electron Spin Resonance) nebo kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography), kde se sleduje plocha pasu odpovidajici DPPH. Antioxida¢ni
aktivitu lze vyjadfit pomoci ECso (Extract Concentraction), ktera popisuje koncentraci
antioxidantl potfebnych ke sniZeni koncentrace radikalu DPPH o 50 % popiipad¢ Ize pouzit
vyjadieni Tecso, ktery popisuje ¢as potiebny k dosazeni 50 % snizeni DPPH radikalu [17, 18,
21, 32].

Méfeni antioxida¢ni aktivity lze provést napi. smichdnim roztoku DPPH
v ethanolu s acetatovym tlumivym roztokem (pH 4,3) a to vpoméru 2:1. K tomuto
vzniklému roztoku je néasledné ptidan vzorek stanovované latky a ihned po pfidani je zméfena
absorbance. Ta je méfena v dalSich casovych intervalech napt. po 1 minuté. Celkové méfeni
muze trvat cca 10-60 minut. Méfeni se provadi pii laboratorni teploté. Vysledky jsou nasledné
prezentovany jako ubytek DPPH po stanovené dobé méfeni v procentech. V piipadé smési
vzorkil je radikalova aktivita vyjadfovdna v ekvivalentech askorbové kyseliny nebo
Vv jednotkach standardu Troloxu. Metoda je vice selektivni pii reakci s donory
vodiku nez metoda ABTS [17, 20, 32, 34].

2.5.3 Stanoveni celkovych polyfenolii

Stanoveni celkovych polyfenolt (TPC — Total Phenolic Content) je mozné pomoci metody
Folin-Ciocalteu (F-C). Metoda byla poprvé pouzita v praci Folin a Ciocalteu [36] k analyze
protein, kde vyuzili reaktivitu F-C ¢inidla k proteinu tyrosinu, ktery obsahuje
fenolickou slozku. Singleton a kol. [37] v roce 1999, tedy o mnoho let pozdéji, rozsitili pivodni
metodu o stanoveni fenolli ve vin€. Od tohoto roku doslo k objeveni nespoctu dalSich vyuziti
této metody. Postupem Casu se metoda stala zndma zejména jako metoda pro stanoveni
celkovych fenolickych latek. F-C ¢&inidlo je nejcastéji sloZeno z wolframanu sodného
(Na2W0O4-2H20), molybdenanu sodného (Na2MoO4-2H20), koncentrované HCI, 85% kyseliny
fosfore¢né (H3POs), siranu lithného (Li2SO4-4H20) a vody. Tato smés dava ¢inidlu intenzivni
zluté zabarveni, které se v ptitomnosti redukujicich kontaminant méni na zelenou barvu [36-
38].

Pro stanoveni je tfeba vytvofit zdsadit¢ pH (~10), k CemuzZ je vyuZivan uhli¢itan sodny.
Pti zésaditém pH dochazi k reakci mezi fenolickymi sloZzkami vzorku a F-C cinidlem.
Disociace fenolického protonu vede k tvorbé fenolatovych iontd, které jsou schopny redukovat
F-C ¢inidlo. Reakce je doprovazena barevnou zménou, kdy ze Zlutého zbarveni vznika modré.
Mé¢ii se absorbance pomoci UV/VIS (Ultraviolet-Visible Light) spektrometru pfi vinové délce
okolo 750 az 765 nm. Metoda je v zasad¢ jednoducha, snadno pouzitelna a reprodukovatelna,
¢imz si ziskala velkou oblibu pii rutinnich stanovenich fenolickych slou¢enin. Metoda je znané
vyuzivana v klinické a nutricni analyze Kk méfeni obsahu polyfenold v rostlinnych a
biologickych vzorcich. Vysledky metody F-C koreluji velmi dobfe s vysledky jinych metod
studujicich antioxida¢ni aktivitu (ORAC, ABTS, DPPH) [36-40].
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2.6 Metody stanoveni aromaticky aktivnich latek v extraktech

Jednou z nejvice vyuzivanych metod ke stanoveni aromaticky aktivnich latek (AAL) je
plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography). V celé fad¢é studii, zabyvajicich se
charakteristikou rostlinnych extrakei, byly vyuzity metody plynové chromatografie
s hmotnostni (GC-MS — Gas Chromatography-Mass Spectrometry) nebo plamenové ioniza¢ni
detekci (GC-FID — Gas Chromatography-Flame lonization Detector) [41-45].

Kromé plynové chromatografie je mozné vyuzit i jinych metod. V roce 2016 Sonmezdag a
kol. [44] vyuzili ke stanoveni AAL v divokém tymianu (Thymus serpyllum) kromé& GC-MS také
kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, za vyuziti
ionizace elektrosprejem (LC-ESI-MS/MS) [44].

2.6.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie byla poprvé predstavena v roce 1952 v praci James a Martin [46].
Principem metody je rozdéleni slozek vzorku mezi staciondrni a mobilni fazi. V ptipadé
plynové chromatografie je mobilni fazi plyn, nejCastéji helium, vodik nebo dusik. Kolony
jsou v dnesni dobé témé&f vyhradné vyuzivany v kapilarnim provedeni, kdy je stacionarni faze
uchycena na vnitini sténé¢ kolony. Pary vzorku vzniklé ve vyhfivaném injektoru putuji
do kolony, kde jsou separovany na jednotlivé frakce. Podle afinity ke stacionarni nebo mobilni
fazi dochazi k rozdéleni komponent vzorku. Slozka, ktera ma nejnizsi afinitu ke stacionarni fazi
bude eluovana (vymyvédna) zkolony jako prvni, nasledovana dalSimi slozkami,
az po slozku s nejvyssi afinitou ke stacionarni fazi. Po priichodu kolonou jsou slozky unaseny
mobilni fazi k detektoru. V plynové chromatografii 1ze vyuzit n€kolik typd detektorti, napf.
plamenové ioniza¢ni (FID), tepelné¢ vodivostni, dusiko-fosforovy, plameno-fotometricky
detektor, detektor elektronového zachytu nebo v soucasnosti asi nejvyuzivanéj§i moznost
spojeni GC-MS, kde jako detektor slouzi hmotnostni spektrometr [47].

Pro stanoveni té€kavych latek se nejvice vyuZiva spojeni plynové chromatografie
s mikroextrakci pevnou fazi (SPME - Solid Phase Micro Extraction). Mikroextrakce
pevnou fazi byla vyvinuta tymem Pawliszyn a kol. [48] v roce 1990. Slouzi jako metoda pro
extrakci t€kavych latek z kapalnych i pevnych vzorki. Funkci SPME zajistuje 1 cm dlouhé
kifemenné vldkno pokryté polymerem. Toto vlakno je spojeno s ocelovym pistem a umisténo
Vv duté ocelové jehle. Jehla ma v piipadé SPME 2 funkce, slouzi jako ochrana vldkna pted
mechanickym poSkozenim a také k propichnuti septa vialky, kdy je kiemenné vlakno zasunuto
uvnitf jehly. Po propichnuti septa je kiemenné vlakno vysunuto do prostoru vialky a dochazi
k sorpci analytu na jeho povrch. Nasledné je vlakno opét zasunuto do jehly a pfesunuto do GC
injektoru, kde je analyt uvolnén desorpci. Vzorkovani lze provést dvéma zptsoby, pfimym
ponofenim vldkna do kapalného vzorku (DI, Direct Immersion) nebo adsorpci analytu z
plynného prostoru nad vzorkem (HS, Head-Space). Pravé provedeni HS-SPME ve spojeni s GC
je nejcastéji vyuzivano ke stanoveni AAL v extraktech rostlin. Schéma principu spojeni
HS-SPME-GC lze vidét na Obrazku 8. [47, 49, 50].
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Obrdzek 8.: Schéma principu spojeni HS-SPME-GC (upraveno) [51]

2.6.1.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, jejimz principem je generovani ionti
z anorganickych nebo organickych sloucenin, jejich nasledna separace dle poméru hmotnosti a
naboje (m/z — Mass to Charge Ratio), a nakonec jejich detekce. Ve spojeni
s plynovou chromatografii se k ionizaci nejvice vyuziva elektronova nebo chemicka ionizace.
Jako analyzatory se vyuZzivaji zejména kvadrupdlovy analyzator, analyzator doby letu nebo
iontova past [47, 52, 53].

Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem patii mezi jednu z nejvyuzivangjSich
metod K identifikaci a kvantifikaci latek. Je téméf nenahraditelna v mnoha oblastech védy.
Metoda je vyuzivana ke stanoveni bezpec¢nosti potravin, v 1ékafstvi, v biologickych studiich
apod. Vyhodou spojeni metod je moznost stanoveni komplexnich smési. Schéma GC-MS lze
vidét na Obrazku 9. [47, 53].

Metodu GC-MS ke stanoveni aromaticky aktivnich latek v rostlinnych extraktech vyuzili
napft. Xuan a kol. [43] nebo Campbell a kol. [41].

Injektor

Vstup Plynovy chromatograf Hmotnostni spektrometr
nosného
plym Kolona 1 _
¥ Analyzator
......... % = g Detektor

I N T
BT o .’;’\;',y‘/" S 3y =~
i - P T

Vakuovy systém

Prechod z GC do MS
Obrazek 9.: Zjednodusené schéma instrumentace GC-MS (upraveno) [54]
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2.6.1.2 Plamenové ionizacni detektor

Plamenové¢ ioniza¢ni detektor je schopen detekovat témét vSechny organické latky, které
obsahujici uhlovodikovou vazbu. Je to jeden z nejvice vyuzivanych detektort GC. Princip
spo¢iva v méfeni zmény elektrické vodivosti plamene, kterd nastava v pritomnosti organické
latky prochazejici detektorem. Detektor je tvoien hotakem, kterym je zespod piivadén nosny
plyn z kolony a zaroven také inertni plyn, nejcastéji vodik nebo dusik. Kromé téchto plyni je
piivadén jesté vzduch, ktery slouzi jako oxidacni cinidlo. Detektor je opatien dvéma
elektrodami, na které je vloZeno stejnosmérné napéti. Schéma detektoru Ize vidét na Obrazku 10.
[47, 55].

Pokud putuje do hotdku pouze nosny plyn, jeho spalenim vznika zanedbatelné mnozstvi
iontl, které neovlivni sledovany proud. Ve chvili, kdy do plamene vstoupi eluovana slozka a
dojde k jejimu spaleni, vzniknou ionty a elektrony, které zptuisobi zvysSeni elektrické vodivosti
[47, 55].

Plamenové ioniza¢ni detektor v kombinaci s plynovou chromatografii vyuzili ke stanoveni
AAL v extraktu rostlin napt. Blythe a kol. [42] nebo Hognadéttir a kol. [45].

Kolektor
(katoda)

Plamen Zdroj

Zapalovaci +

Aiicdi civka

vzduch vodik

kolona

Obrdzek 10.: Schéma plamenové ionizacniho detektoru (upraveno) [56]

2.7 Moznosti vyuziti antimikrobidlnich u¢inku prirodnich extrakti

2.7.1 Antimikrobialni uéinky extrakti rostlin

Do dnesni doby byl proveden nespocet studii zabyvajicich se antimikrobidlnimi Gc¢inky
pfirodnich extrakti. Byly analyzovany nejriznéj$i druhy rostlin a sledovany ucinky jejich
extraktli vii¢i bakteriim, at uz grampozitivnim nebo gramnegativnim, vici plisnim nebo
kvasinkam. Jednim z piikladi je napf. studie Razafintsalama a kol. [57], zabyvajici se
methanolovymi extrakty 14 bylin z Madagaskaru, které se vyuZzivaji v tradicni mediciné.
Vieitez a kol. [58] se zaméfili na studium ovlivnéni antimikrobialnich G¢inka extraktt podle
zpusobu jejich zisku. Provedli extrakce pomoci klasické macerace (ethanol, hexan) a extrakci
superkritickym CO.. Extrakty rostlin ziskané superkritickym CO2 se ukazaly byt vice u¢inné
k inhibici mikroorganismi oproti extraktim ziskanym klasickou maceraci [57, 58].
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Pomérné rozsahlou studii provedli Zazharskyi a kol. [59], kde sledovali antimikrobialni
ucinnost extraktd z 50 riznych druhti rostlin. Mezi testovanymi rostlinami byly napf. Echinacea
purpurea, Melissa officinalis, Origanum vulgare, Salvia sclarea, Lavandula angustifolia, Ficus
benjamina, Citrus sinensis a dalsi. Extrakty byly testovany proti mnozstvi mikroorganismd,
mezi kterymi byly i patogenni bakteric Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae nebo kvasinka Candida albicans. Nejlepsi
antimikrobialni aktivitu vykazoval extrakt rostliny Punica granatum, Lavandula angustifolia
nebo Echinacea purpurea. Pouze 16 vzorku rostlin inhibovalo rist S. typhimurium a pouze 7
inhibovalo rast E. coli [59].

Zajimavou studii, zaméfenou na vyuziti 1é¢ivych bylin v doméci medicing, se zabyvali
Sewani-Rusike a kol. [60]. Studie byla zaméfena na rodiny studentti mediciny. Celkem odhalili
vyuzivani az 47 druhii rostlin. Mezi druhy byli napt. Zingiber officinale, Ocimum tenuiflorum,
Mentha piperita, Lavandula spp., Eucalyptus regnans nebo Allium cepa. Tyto byliny vyuzivali
Vv rodinach na gastrointestinalni problémy, na poranéni, na dychaci problémy, proti infekcim,
bolestem (vCetné bolesti hlavy). Vyuziti nasly byliny také vii¢i chronickym onemocnénim, jako
je vysoky tlak, cukrovka nebo rakovina. Mezi sledovanymi bylinami byla také Tetradenia
riparia, ktera nachazela v domaci mediciné vyuZiti proti bolestem bticha, prijmtim, kasli nebo
nachlazeni [60].

2.7.2 Vyutziti rostlinnych extrakt v potravinarstvi

Vzhledem ke stdle se zpfisnujicim pozadavkiim na bezpeCnost potravin jsou neustale
hledany latky a jejich zdroje, které néjakym zplisobem zlepsuji bezpecnost potravin. Jedna se
zejména o latky s antioxidanimi a antimikrobidlnimi vlastnostmi. V dne$ni dobé je tlak
zejména na pouzivani co nejvice ptrirozenych antimikrobidlnich latek, zejména z rostlinnych
materialid. Tyto materialy Casto obsahuji vysoky obsah esencialnich olejt, které funguji jako
antimikrobialni latky v0¢i rlznym druhim mikroorganismll. Zejména problémové
z pohledu potravinaftstvi jsou mikroorganismy Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella
apod. Vétsina téchto bakterii zpiisobuje po poziti nejriznéjsi zdravotni problémy v travicim
traktu, nejéastéji pak prijmy [9, 61, 62].

Antimikrobidlni latky jsou ¢asto produkovany jako sekundarni metabolity, které mohou byt
pouzity napt. jako léCiva (antibiotika). Pro aplikaci v potravinafstvi jsou zejména vyznamné
sekundarni metabolity rostlin, které Casto vykazuji zaroven antimikrobidlni 1 antioxidacni
aktivitu. V prubéhu let bylo provedeno mnoho studii, kde se sledoval potencial riznych rostlin
produkovat antimikrobidlni latky. V dneSni dobé€ bylo objeveno na 1350 rostlin vykazujicich
antimikrobialni aktivitu a identifikovano na 30 000 antimikrobialnich latek izolovanych
Z rostlin. Problémem spojenym s extrakty zrostlin je zejména jejich pfipadné ovlivnéni
potraviny, napf. pachem, chuti [62, 63].

Je znamo mnoho studii zabyvajicich se antimikrobidlnimi vlastnostmi extraktd rostlin,
popfipad¢ esencialnich olejii rostlin. Tyto extrakty, resp. esencialni oleje, byly ve studiich
pouzity jako aditiva a byl sledovan jejich vliv na idrznost potraviny. Velkou vyhodou extrakta
je, ze mnoho z nich je oznaceno jako bezpecnych z pohledu GRAS (Generally Recognised As
Safe). Nejrtiznéjsi esencialni oleje byly pfidavany do potravin jako napf. do masa, mléénych
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vyrobkl, ovoce, zeleniny, ryb atd. Velké mnozstvi studii bylo provedeno zejména pro vyuziti
extraktli rostlin do masa a masnych vyrobk, které patii mezi nejrizikovéjsi z hlediska mozné
kontaminace mikroorganismy. Ptiklady vyuziti esencialnich oleji bylin v potravinatstvi lze
najit v Tabulce 2. [61, 63, 64, 66-74].

V potravinaistvi nachazi vyuziti napft. Salvéjovy esencialni olej, ktery je v koncentraci 0,3 %
pouzivan do rozmélnéného hovéziho masa spolu se sojovym proteinem. Studie Liu a kol. [75]
se zabyvala vyuzitim rozmarynu a ¢esnekovniku ¢inského k prodlouZeni Cerstvosti kufecich
parku [62, 75].

Jednim z moznych vyuziti antimikrobidlnich latek je jejich pouziti ve formé povlakti nebo
biofilmt, které vytvofi ochrannou bariéru na povrchu potraviny za soucasné¢ho uchovani
vizualni atraktivity pro spotiebitele. Gomez-Estaca a kol. [77] sledovali t¢inek biofilmt na bazi
zelatiny obohacené o extrakty z oregana (Origanum vulgare) a rozmarynu (Rosmarinus
officinalis) na zlepSeni skladovatelnosti uzenych sardinek. Z vysledki vyvodili, Ze biofilm
obohaceny o rostlinné extrakty snizil miru oxidace lipidi a zaroveil snizil mikrobialni rist.
Podobnym piikladem je moznost vyuziti extraktu saturejky (Satureja hortensis) do povlaku
obsahujici polysacharid pullulan. Timto moznym vyuZitim se zabyvala studie Krasniewska a
kol. [78]. Testovali antibakterialni vlastnosti téchto filmia nanesenych na papriky a jablka. Dosli
k zavéram, ze ptipravené povlaky inhibovaly rast jak grampozitivnich, tak gramnegativnich
bakterii, ¢imz se zaroven prodlouZila také tidrznost sledovanych potravin. Tesfay a kol. [79]
sledovali ucinnost extraktu listh a semen moringy ptidaného do povlaku obsahujici
karboxylmethylcellulosu. Tento povlak aplikovali na avokado. Povlak s obsahem
extraktu vykazoval inhibici rustu plisni [62, 76-79].

Tabulka 2.: Priklady vyuziti rostlinnych esencidlnich olejii v potravindrstvi [64-74]

Potravina | Esencialni olej Ulinek Studie
Thymus vulgaris
Cerstvé zeli | Origanum vulgare Antibakterialni | Hyun a kol. [68]
Cymbopogon flexuosus
. . ) o Aguilar-Gonzalez a
Jahody Syzygium aromaticum Antifungalni
kol. [67]
. .. . Fernandez-Pan a
Kure Origanum vulgare Antimikrobidlni kz:_n?;l z]ez
Origanum vulgare
Papija Cinnamomum zeylanicum Antimikrobialni | Espitia a kol. [66]
Cymbopogon flexuosus
Parky Ocimum basilicum Antibakterialni | Gaio a kol. [73]
_ _ Antimikrobilni, Gomez-Estaca a kol.
Ryby Syzygium aromaticum e, [69], Salgado a kol.
antioxidac¢ni
[70]
Sardinky Mentha suaveolens Antimikrobialni | Petretto a kol. [71]
Syr Origanum vulgare Antimikrobialni | Otero a kol. [74]
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2.7.3 VyuZiti rostlinnych extrakti v kosmetice

V kosmetice nachdzeji rostlinné extrakty a esencialni oleje vyuziti zejména jako
antioxidanty, antimikrobialni latky a poptipad¢ barviva nebo vonné latky do parfémt. Herman
a kol. [80] se ve studii zam¢fili na porovnani antimikrobidlni aktivity rostlinnych extrakti
(Matricaria chamomilla, Aloe vera, Calendula officinalis) a esencialnich oleju (Lavandulla
officinallis, Melaleuca alternifolia, Cinnamonum zeylanicum). Tyto rostlinné zdroje srovnavali
s aktivitou methylparabenu. Aktivitu sledovali vii¢i Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus a Candida albicans. Esencialni oleje se prokazaly jako vice inhibi¢ni
oproti extraktim a methylparabenu. Tato studie poukazuje na moznost vyuziti jak extraktt, tak
esencialnich oleju jako nahrad syntetickych antimikrobialnich latek v kosmetice [80, 81].

Z rostlinnych extraktli vyuzivanych v kosmetice je mozné uvést napi. bazalku (Ocimum
sanctum). Extrakt této rostliny vykazuje protizdnétlivé Ucinky, kterych se vyuziva zejména
k oSetfeni akné. Olej z lista O. gratissimum je pouzivan na 1é¢bu akné pro své antibakterialni
vlastnosti. K 1é¢bé akné je pouzivan také napi. extrakt z ¢ervené cibule (Allium cepa), ktery,
stejné jako extrakt z bazalky, vykazuje i antimikrobidlni uginky. Siroké vyuziti nachazi
Vv kosmetice také jojobovy olej (Buxus chinensis, Simmondsia chinensis), ktery vykazuje

-----

-----

dale pro vysoky obsah nutrientil jako vitaminy, mineraly, které napomahaji k hydrataci, 1écbé
a regeneraci kuze [82].

2.8 Celed’ Lamiaceae

Z sirokého spektra 1é¢ivych bylin byl pro experimentalni ¢ast této prace vybran migrénovnik
(Tetradenia spp.), patfici do ¢eled¢ Lamiaceae.

Jedna se o velmi dileZitou Celed’ Iékatskych rostlin. Rostliny této ¢eled€ tvoii aromatické
byliny a kete. Do ¢eled¢€ nalezi byliny jako tymidn, mata peprna nebo coleus (africka kopftiva).
Rostliny jsou casto péstovany pro jejich zdravotni, parfémové, kulinarské a dekorativni vyuziti.
Pro medicinské Gcely se vyuzivaji zejména pro pfitomnost aromatickych esencialnich oleju,
tanintl, saponint a organickych kyselin. Oleje se ziskavaji destilaci a nachazeji vyuziti napf.
v aromaterapii, kde vykazuji zklidfujici ucinky. Rostliny mohou mit ale rizné Ucinky
od sedativnich, mocopudnych, posilujicich, protikiecovych az po antiseptické [83-86].

Puvodné bylo ptedpokladano, Ze rostliny patii spiSe k ¢eledi Verbenaceae, ale v 90. letech
béhem fylogenetickych studii bylo odhaleno, Ze mnoho rodil povaZovanych za pattici do ¢eledi
Verbenaceae, patii pravé do ¢eledi Lamiaceae. Lamiaceae obsahuje na 236 rodu a okolo 6 900
az 7 200 druht rostlin. Nejvice obsahly je rod Salvéj (Salvia, 1015 druhi), Sisak (Scutellaria,
471), Molice (Plectranthus, 300) nebo Tymian (Thymus, 220). Diky své aromatické povaze
jsou rostliny pouzivany v kulinafstvi, zndmé jsou napt. bazalka, mata, rozmaryn, Salvéj,
saturejka, majoranka, oregano, tymian, levandule nebo perila. Jsou péstovany nejen kvili svym
kvalitdm, ale také diky jednoduchosti péstovani, patii mezi jedny z nejjednodusSich na
rozmnozovani pomoci fizkovani. U nékterych druhi péstovanych jako potravina
nejsou pouzivany listy, ale naopak seminka, ptikladem jsou napt. seminka chia. Pivodni jméno
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Celed¢ bylo Labiatae, ale v dne$ni dobé vétSina botanikil upiednostiiuje vyuzivani jména
Lamiaceae [83, 86, 87].

Celed’ Lamiaceae zahrnuje rody, které se vyznacuji vysokym obsahem fenolickych kyselin,
které jsou znamy jako velmi u¢inné antioxidanty. Tyto rostliny jsou tedy povazovany za dobry
zdroj piirozenych antioxidantd. Ve studii zroku 2003 Ziakova a BrandSteterova [88]
analyzovaly né€kolik druhu rostlin ¢eledé Lamiaceae, konkrétné se jednalo o Melissa officinalis
(Medunka lékaiska), Rosmarinus officinalis (rozmaryn), Salvia officinalis (Salvéj), Thymus
serpyllum (tymian) a Origanum vulgare (oregano). Sledovaly obsah fenolickych latek
metodou  HPLC, pficemz zjistily, ze kyselina rozmarynova byla nejvice
zastoupenou fenolickou kyselinou ve vSech vzorcich. Dalsi kyselinou pfitomnou ve vSech
vzorcich byla kyselina kavova. Dalsi fenolické latky byly ve vzorcich pfitomny vV mnoZzstvi
az 100x niz$im nez kyselina rozmarynova, a tudiz jejich antioxidacni potencial neni piili§
vyznamny [88].

V soucasnosti je v Evropské unii povoleno vyuZzivani extraktu z rostliny Rosmarinus
officinalis L. (Rozmaryn Iékafsky), pattici do rodu Lamiaceae. Bylo tak poprvé ustanoveno
ve smérnici Komise 2010/67/EU dne 20. fijna 2010. Tato smérnice pozbyla platnosti v roce
2012 a byla nahrazena Natizenim Komise (EU) €. 231/2012 ze dne 9. bfezna 2012. Smérnice a
nasledné i Natizeni Komise posuzovaly bezpecnost rozmarynovych extraktd pro vyuziti jako
antioxidanty v potravinach. Bylo zjisténo, ze extrakty rostliny Rosmarinus officinalis L.
obsahuji nékolik sloucenin, které vykazuji antioxidac¢ni ucinky, a to zejména fenolické
slouceniny, flavonoidy, diterpenoidy a triterpenoidy. Extrakty byly povoleny pro pouziti jako
potravinaiské ptidatné latky dle smérnice Evropského parlamentu a Rady 95/2/ES. Extraktim
rozmarynu byl pfidélen kod E392. Bylo popsano n¢kolik typit vyrobnich postupt, které
vyuzivaji extrakce rozpoustédlem (ethanol, aceton a hexan) a extrakce superkritickym oxidem
uhli¢itym. Extrakty se ziskdvaji z listli rostliny a je mozné je dezodorizovat a odbarvit,
popiipadé mohou byt extrakty také standardizovany [1, 89].

Kromé¢ antioxidacnich ucinki jsou rostliny celedé Lamiaceae studovany jako potencialni
antimikrobialni latky. Kot a kol. [90] sledovali antimikrobialni aktivitu péti esencialnich oleju
ziskanych znékolika rostlin této celedé. Aktivitu sledovali vici rezistentni bakterii
Staphylococcu aureus. Stanoveni provedli pro rostliny Lavandula angustifolia, Mentha piperita,
Origanum majorana, Salvia officinalis a Thymus vulgaris. Nejlepsi inhibici vykazoval extrakt
T. vulgaris, ktery by mohl byt vyuzit napt. k lokalnimu o$etieni kize, toto vyuziti vSak vyzaduje
dalsi dukladné klinické testovani [64, 90].

Velmi rozsahle je prostudovana také antifungalni aktivita rostlin z ¢eledé Lamiaceae.
Souhrnny  ptehled vypracoval Karpinski [91], kde poukdzal na antifungalni
aktivitu 72 esencialnich oleju ziskanych z ¢eledé Lamiaceae. Nejvice G¢inné vici plisnim a
kvasinkam se ukazaly byt rody Clinopodium, Lavandula, Mentha, Thymbra a Thymus [91].

2.9 Charakteristika rodu Tetradenia spp.

V minulosti byla identifikace africkych vychodnich druhi rostlin zna¢né zmate¢na. Rod
Tetradenia Benth. pochazejici z Madagaskaru byl poprvé popsan Benthamem v roce 1830.
Tento rod pattici do celedé Lamiaceae byl povazovan za naleZici pouze uUzemi
Madagaskaru po dobu asi 150 let. V roce 1983 Codd objevil, ze sedm druhti rodu Iboza N.E.Br.,
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které jsou pivodem z pevninské Afriky, se zna¢né podobaji pravé rodu z Madagaskaru a
odvodil, Zze si rody musi byt piibuzné. Pouze 3 druhy Iboza spp. byly pfifazeny
k rodu Tetradenia a vznikly tak nové nazvy T. barberae (N.E.Br.) Codd, T. brevispicata
(N.E.Br.) Codd a T. riparia (Hochst.) Codd. V rodu Tetradenia je v soucasnosti identifikovano
a uznano 20 druhu rostlin. Nejvice studovanym druhem je T. riparia, dfive znama také jako
Iboza riparia [92, 93].

Rod Tetradenia se piirozené vyskytuje v oblasti od Eritrei az po Jizni Afriku, v¢etné
Madagaskaru (Obrazek 11.). Jedna se o aromatické rostliny tvotici dvoudomé viceleté ketiky,
kefe a vyjimecné i malé stromy, vétSinou rozkvétajici bezlisté az témét bezlisté. Stonek byva
silny, ale kiehky a semisukulentni. Aromatické listy, malé i vétsi, jsou fapikaté
s vroubkovanymi nebo zoubkovanymi okraji. Casto byvaji semisukulentni v riizné fazi
dospivani. Kvéty malé, jednopohlavni, vyjimecné oboupohlavni (T. barberae) jsou uspotradany
ve velkych a slozitych latovitych kvétenstvich, jeho konce formované do Spicky tvoii kvétnaté
bodce. Kalich byva kratky trubkovity, protahla koruna je srostla z 5 platka a 2 pyskda, které
mohou byt bil¢ az fialové barvy. Kvéty jsou podepirany listeny, maji obdobnou podobu jako
listy a smérem vzhtiru se zmenSuji. Plodem byvaji 4 vejcité, poptipade podlouhlé hnédé tvrdky.
Zajimavosti rodu jsou zlaznaté struktury (Obrazek 12.) nachazejici se u uzla pod fapikem, které
byly pozorovany u vSech druhi. Tyto struktury nebyly pozorovany u zadného jiného
rodu ¢eledé¢ Lamiaceae. Nejrozsifenéjsimi druhy Tetradenia jsou T. galpinii, T. urticifolia a
T. riparia. Mezi druhy pfirozené se vyskytujici pouze na Madagaskaru patii celkem 9 z 20
druhti tohoto rodu, jsou jimi napi. T. fruticosa, T. goudotii nebo T. nervosa [92-95].

Obrazek 11.: Oblast prirozené se vyskytujiciho rodu Tetradenia [92]
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Obrdzek 12.. Mladé stonky rodu Tetradenia vyobrazujici uzlové zlazy. a - (T. brevispicata, Codd 8778,
z Britsu), b - (T. riparia, Codd 8398, z Soutpansbergu), ¢ - (7. riparia, De Winter 3597, z jihovychodni
Afriky/Namibia), d - (T. spp., Hardy a Rauh 2910, z Madagaskaru) [95]

2.9.1 Charakteristika T. riparia

Tetradenia riparia (Hochst.) Codd (Obrazek 13.) tvofi drobné kefe az mensi stromy,
1 az 5 m vysoké, které byvaji asto volné rozvétvené. Stonky jsou semisukulentni, kichké, ale
silné. Listy fapikaté, vej¢itého az okrouhlého tvaru, pokryté fidce az husté zlaznatymi chloupky
(trichomy) po obou stranach listu. Tvofi jednoduché hroznovité kvétenstvi zvané latovité. Listy
na kvétové ose (listeny) jsou silné zakulaceny. Kalich byva cca 1 mm dlouhy, u zralych
samicich kvétd prodlouzen az na 2,5 mm. Okvéti bilé az fialkové, saméi okolo 3—3,5 mm dlouhé.
Samici je od sam¢iho mensi a ma méné trychtytovity tvar. Je Siroce roz§ifend Vv jizni Africe
(Obrazek 14.), nalezneme ji od KwaZulu-Natalu, Svazijska, Mosambiku, Zimbabwe, Namibie,
Botswany, Angoly az po Malawi [93-95].

| T

Obrazek 13.: T. riparia [92]
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Kvete ptfevazné v obdobi kvétna az zafi. Roste spiSe v nizinach a ve vlh¢ich lokalitach. Lze
ji nalézt rostouci i V lokalitach, kde rostou druhy T. bainesii, T. brevispicata a T. galpinii.
T. riparia se vyznacuje vyraznym dimorfismem mezi sam¢imi a sami¢imi kvéty a kvétenstvimi.
Samci kvéty lze snadno odlisit od ostatnich druhii diky jejich velké velikosti a dlouhym
stonkdm. T. riparia se nejvice podoba T. galpinii. Lze je odlisit podle samcich kvétenstvi, dale
také podle ochlupeni stonku. U T. riparia lze na stonku nalézt ptevazné Zlaznaté trichomy,
zatimco u T. galpinii mtizeme nalézt zlaznaté, ale i jiné neZlaznaté trichomy. T. riparia ma
mnoho variaci velikosti listd, jejich tvaru a ochlupeni. Sam¢i rostliny T. riparia jsou péstovany
jako zahradni ozdoba v mnoha tropickych a subtropickych statech, v€etné¢ stati mimo jeji
piirozeny vyskyt [93].

V Africe je Casto tato bylina vyuzivana v tradi¢ni mediciné k 1é€bé malérie, anginy,
gastroenteritidy, dale k oSetfeni tropickych onemocnéni kiize nebo onemocnéni ledvin. Zaroven
pusobi proti bolesti hlavy nebo proti horecce [41, 96, 97].

N .

.

¥

Obrdzek 14.: Rozsireni T. riparia v jizni Africe [92]

2.9.2 Biologicka aktivita migrénovniku (T. riparia)

Jak jiz bylo zminéno, migrénovnik obsahuje fadu aromaticky a biologicky aktivnich
sloucenin, diky kterym vykazuje vyznamné antimikrobidlni a antioxida¢ni UCinky.
V nésledujicich podkapitolach jsou piehledné shrnuty dosud provedené studie, vénujici se této
problematice.

2.9.2.1 Antimikrobidlni aktivita extraktii migrénovniku

Vroce 2014 Njau a kol. [98] provedli extrakci listi T. riparia maceraci za pomoci
rozpoustédel methanolu, ethanolu, hexanu a destilované vody. U téchto extraktli néasledné
sledovali antimikrobialni G¢inky viaci bakteriim Escherichia coli, Staphylococcus aureus a
Enterococcus faecalis. Pro stanoveni antimikrobialni aktivity vyuzili agarovou dilu¢ni
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metodu a mikrodilu¢ni metodu ke zjisténi minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). U E. coli a
S. aureus byla patrna antimikrobialni aktivita extraktd vSech rozpoustédel. Proti E. faecalis byly
proti vSem pouzitym bakteriim hexanovy extrakt T. riparia. Pomoci mikrodilu¢ni metody, kde
vyuzili riznych koncentraci extrakti (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 a 0,156 mg-ml™?), stanovili
byla rovna 2,50 mgml?!, tato hodnota byla shodnd pro extrakt T. riparia
v rozpoustédlech ethanolu, methanolu a destilované vodé. E. faecalis byl inhibovan
methanolovym a ethanolovym extraktem pfi koncentraci 5,00 mg-ml™ [98].

Melo a kol. [99] provedli studii zaméfenou na zhodnoceni antimikrobialni aktivity
extraktu T. riparia vaci bakteriim tstni dutiny (Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans,
S. mitis, S. sanguinis a Lactobacillus casei), které byvaji zejména zodpovédné za kazivost zubt.
inhibujici rést bakterie S. mitis byla rovna 31,25 pg-ml™. Pfi koncentraci 125 pg-ml? byl
inhibovan rist S. sanguinis a S. salivarius. S. sobrinus, S. mutans a L. casei byly inhibovany pfi
koncentraci extraktu 62,5 pg-ml?. Extrakt T. riparia se projevil jako u¢inny viéi viem
pouzitym bakteriim [99].

Fernandez a kol. [100] sledovali antimikrobialni aktivitu frakci extraktu byliny Tetradenia
riparia. Pro ziskani extraktu pouzili bylinu ve formé prasku, ktery podrobili extrakci 70%
ethanolem. Po filtraci nechali rozpoustédlo odpatit na vakuové rota¢ni odparce pii 40 °C pro
zkoncentrovani extraktu. Ziskany extrakt pomoci chromatografické kolony naplnéné
silikagelem rozdélili na 25 frakci. Z téchto frakci pomoci tenkovrstvé chromatografie vybrali
10, u kterych stanovovali antimikrobidlni a antioxida¢ni aktivitu. Antimikrobialni aktivita
frakci byla sledovana vici bakteriim Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium a Aeromonas
hydrophila. Bakterie byly kultivovany na Trypton-s6jovém agaru pii teploté 37 °C
po dobu 24 hod. Ke stanoveni antimikrobialni aktivity byla pouzita metoda mikrodilu¢ni a
vyhodnocena pomoci MIC. Antimikrobialni aktivita byla sledovdna v rozmezi koncentraci
0,49 az 500 pg-ml™. Hodnota MIC byla stanovena po 18 hodinach inkubace pti cca 35 °C.
Extrakt vykazoval antimikrobidlni aktivitu zejména vici S. aureus, E. faecalis a B. cereus. Proti
zbylym bakteriim byla MIC hodnota vyssi nez 500 pg-ml™ [100].

Kakande a kol. [101] provedli studii vroce 2019 zaméfenou na dermatofyty (plisné
zpuisobujici onemocnéni ktze, nehti a vlast), kde sledovali antimikrobidlni ucinky
ethanolového extraktu T. riparia vuci Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophyte a
Microsporum audouinii. Ke stanoveni vyuzili difuzni jamkovou metodu a dilu¢ni metodu.
Extrakt T. riparia vykazoval pozitivni inhibi¢ni G¢inek vici vSem tfem dermatofytim. Studie
potvrdila G¢innost extrakti této byliny vici témto druhiim plisni [101].

Ptehled mikroorganismil testovanych viici extraktim a esencialnim olejiim migrénovniku je
uveden v Tabulce 3.
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Tabulka 3.: Prehled mikroorganismii testovanych pii studiich antimikrobidlni aktivity extraktii

T. riparia [96-105]

Nazev
mikroorganismu

Typ

mikroorganismu

Citlivost vuci
antimikrobialnim latkam

Zdroj

Bacillus cereus G+ bakterie Rist inhibovan [97, 100, 102, 104, 105]
Bacillus pumilus G+ bakterie Rist inhibovan [97]

Bacillus subtilis G+ bakterie Rist inhibovan [96, 103]

Candida albicans kvasinka Rist inhibovan [96, 103]

Candida parapsilosis | kvasinka Rist inhibovan [96]

Enterobacter G- bakterie Rist inhibovan [105]

aerogenes

Enterobacter cloacae | G— bakterie Rist inhibovan [97, 103]
Enterococcus faecalis | G+ bakterie Rist inhibovan [97, 98, 100, 103, 104]
Escherichia coli G- bakterie Rist inhibovan [96, 98, 100, 102, 103]
Klebsiella pneumonia | G— bakterie Rist inhibovan [97, 103]
Lactobacillus casei G+ bakterie Ruist inhibovan [99]

Micrococcus kristinae | G+ bakterie Ruist inhibovan [97]

Micrococcus luteus G+ bakterie Rist inhibovan [97]

Microsporum plisent Rist inhibovan [101]

audouinii

Microsporum canis plisen Rist inhibovan [105]

Mycobacterium G+ bakterie Rist inhibovan [105]

smegmatis

Mycobacterium G+ bakterie Rist inhibovan [104]

tuberculosis

Proteus vulgaris G- bakterie Rust inhibovan [97, 102]

Salmonella enterica G- bakterie Rist inhibovan [103]

Salmonella typhi G- bakterie Rist inhibovan [102, 105]

Serratia liquefaciens | G— bakterie Rist inhibovan [102, 105]

Serratia marcescens G- bakterie Rust inhibovan [97, 102]

Shigella flexneri G- bakterie Rist inhibovan [97]

Staphylococcus aureus | G+ bakterie Rist inhibovan [96, 98, 100, 103, 104]
Staphylococcus G+ bakterie Rust inhibovan [102]

epidermidis

Streptococcus mitis G+ bakterie Rist inhibovan [99]

Streptococcus mutans | G+ bakterie Rist inhibovan [99]

Streptococcus G+ bakterie Rist inhibovan [99]

salivarius

Streptococcus G+ bakterie Rust inhibovéan [99]

sanguinis

Streptococcus sobrinus | G+ bakterie Rast inhibovan [99]

G+ grampozitivni, G— gramnegativni
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Tabulka 3 pokr..: Prehled mikroorganismii testovanych pri studiich antimikrobidalni aktivity extraktit T.
riparia [96-105]

Nazev Typ Citlivost viici Zdroj

mikroorganismu mikroorganismu | antimikrobialnim latkam
Trichophyton plisen Rist inhibovan [101]
mentagrophyte
Trichophyton plisent Rist inhibovéan [101]
tonsurans
Aeromonas hydrophila | G— bakterie Rist neinhibovan [100]
Candida tropicalis kvasinka Rist neinhibovan [96]
Proteus mirabilis G- bakterie Rist neinhibovan [103]
Pseudomonas G- bakterie Rust neinhibovan [96, 97, 100, 103, 104]
aeruginosa
Salmonella G- bakterie Rist neinhibovan [100, 104]
typhimurium

G+ grampozitivni, G- gramnegativni

2.9.2.2 Antioxidacni aktivita extraktit migrénovniku

Amoo a kol. [106] sledovali antioxida¢ni aktivitu n€kolika bylinnych extraktt ze suSenych
I Cerstvych rostlin, véetné T. riparia po dlouhodobém skladovani. Ke stanoveni celkovych
polyfenolti pouzili Folin-Ciocalteu metodu. Pii stanoveni vyuzili kyselinu gallovou jako
standard a vyjadfili obsah jako mg kyseliny gallové na gram vzorku. Obsah fenolickych latek
v susené rostling (6,1 + 0,2 mg-g ) a v erstvé rostling (7,2 + 0,38 mg-g) nebyl signifikantng
odli$ny (na hladiné vyznamnost P=0,05). Jako dalsi provedli stanoveni antioxida¢ni aktivity
pomoci DPPH. Pfi stanoveni pouzili jako negativni kontrolu methanol a jako pozitivni
kontrolu kyselinu askorbovou a butylhydroxytoluen (BHT — Butylhydroxytoluene). Pokles
absorbance méfili pfi 517 nm. Antioxidacni aktivita v procentech u suSené rostliny
(68,5+ 1,39 %) a u cCerstvé rostliny (23,8 +2,44 %) byla zna¢né odlisna. Antioxidacni
aktivitu zaroven vyjadfili ve formé ECsg, tedy koncentrace extraktu pottebné K zhaseni 50 %
vytvofeného radikalu DPPH. Tento vypocet provedli pouze pro suchou rostlinu
(41,0 £5,29 ug'ml™?). Nakonec vyjadiili antioxida¢ni aktivitu ve form& AAI (Index
antioxidacni aktivity) u susené rostliny (0,5 + 0,06) [106].

Elaka a kol. [109] sledovali antioxidaé¢ni aktivitu extraktu T. riparia metodou ABTS a DPPH
testu. Extrakty ziskali filtrovanim 10 g vzorku 150 ml smési dichlormethanu a methanolu (1:1).
Rozpoustédlo nasledné odpatili pod tlakem pii 40 °C. Extrakty nasledné rozpustili v methanolu,
ktery zaroven pouzili jako kontrolu. Ob¢ pouzité metody vyhodnocovali spektrofotometricky
pti piislusnych vinovych délkach. Vyhodnoceni provedli stanovenim ICso (Inhibition
Concentration), tedy koncentrace extraktu schopné inhibovat 50 % radikalu. Vysledky ICso

u  ABTS vykazovaly slabsi aktiviu (11,55+3,97 pgml?) oproti DPPH
(125,31 £ 10,5 ug-ml?) [109].
Fernandez a kol. [100] sledovali kromé antimikrobidlni aktivity frakci také

aktivitu antioxidaéni v¢etné celkovych polyfenold. Celkové polyfenoly stanovovali za pouziti
Folin-Ciocalteau metody, ktera byla popsana Singleton a Rossi [107] v roce 1965 a upravena
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Viuda-Martos a kol. [108] vroce 2010. Vzorky rozpustili v methanolu na koncentraci
1,0 mg'ml™t. Pro méfeni pouzili 0,3 ml methanolového roztoku smichaného s 2,5 ml 10%
vodného roztoku Folin-Ciocalteau ¢inidla a 2 ml 7,5% uhli¢itanu sodného. Smés ponechali po
dobu 15 minut ve vodni lazni o 50 °C. Absorbance byla méfena pomoci UV/VIS
spektrometru pii 760 nm. Koncentrace fenoli byla vztaZzena na koncentraci standardu,
kterou byla kyselina gallova. Jako dalsi byla provedena stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci
DPPH testu. Vzorek T. riparia (100 ul) smichali s 3,9 ml methanolového roztoku DPPH
(60 umol-I'Y). Smés ponechali po dobu 30 minut ve tmé& pii pokojové teploté. Klesajici
absorbanci méfili pomoci UV/VIS spektrometru pti 515 nm. Ve ¢tvrté frakcei vzorku byl vysoky
obsah fenolickych latek (181,97 pgkys. eallovemMg™ vzorku) a aktivita DPPH
(ICso = 0,62 mg-ml™?). Tuto skuteénost vysvétlili piitomnosti flavonoidii (Astragalin a Luteolin),
které ve frakci identifikovali a které vykazuji antioxida¢ni aktivitu [100, 107, 108]

2.9.2.3 Aromatické latky v extraktech migrénovniku

Jedna z prvnich studii, zamétena na chemické slozeni T. riparia, byla provedena v roce 1996
Campbellem a kol. [41]. Ke stanoveni vyuzili esencialni olej z listi byliny a provedli
analyzu pomoci GC a GC-MS, kdy ziskali 38 pikt. Nejvétsi obsah vykazovaly monoterpeny
(69 %), znich pak o-terpineol (22,6 %), fenchon (13,6 %), B-fenchylalkohol (10,7 %),
B-karyofylen (7,9 %) a perillylalkohol (6,0 %). Kromé téchto nejvice zastoupenych obsahoval
esencialni olej T. riparia také latky jako napt. linalool, kafr, borneol, terpinen-4-ol, geraniol,
B-humulen a dalsi, zejména diterpeny [41].

Ngule a kol. [102] provedli orienta¢ni analyzu extraktu T. riparia. V extraktu této rostliny
identifikovali slouCeniny patfici mezi taniny, saponiny, flavonoidy, glykosidy, fenoly a
alkaloidy [102].

Fernandez a kol. [100] v roce 2017 identifikovali pomoci nuklearni magneticka rezonance
(NMR — Nuclear Magnetic Resonance) a GC-MS latky pfitomné v extraktu T. riparia. Celkem
identifikovali 7 sloucenin s biologickou aktivitou. Pfi m/z 288 identifikovali abieta-7,9(11)-
dien-13-B-ol (CxoH320). Pii m/z 306 identifikovali ibozol (CigH2802). Jako dalsi byli
identifikovany dva diterpenoidy (m/z 304) a to 8(14),5-sandarakopimaradien-2a-18-diol a
8(14),5-sandarakopimaradien-7a-18-diol. Nakonec identifikovali smés tii latek. Prvni z nich
byl boronolid (CisH260s, m/z 370), luteolin (CisH100s, m/z 286) a astragalin
(C21H20011, m/z 448) [100].

Ve studii zroku 2010 se Gazim a kol. [103] zaméfili na ovlivnéni sloZeni a aktivity
extraktu T. riparia v zavislosti na obdobi odbéru. Odbér byliny z Brazilie provedli na jafe, na
podzim, v 1ét€ a v zimé a sledovali rozdilné sloZeni a zisk oleje z listi. Nejvice oleje ziskali ze
zimniho sbéru a nejméné na jare. Pomoci metody GC-MS byli schopni identifikovat 36 slozek,
které z 95-99,6 % tvorily tékavé latky. Dominantni skupinou byly kyslikaté seskviterpeny
(45,18-64,33 %). Z této skupiny to byly zejména 14-hydroxy-9-epi-karyofylen, cis-muurolol-
5-en-4-a-ol, a-kadinol a ledol. Dalsi vétsi skupinu tvorily kyslikaté diterpeny (12,11-25,73 %),
a z nich zejména kalykulon. Z kyslikatych monoterpenti (5,37-19,52 %) byl nejvice zastoupen
fenchon. Pfi analyze zjistili, ze z kyslikatych seskviterpent se nejvice lisil v zavislosti na
obdobi odbéru 14-hydroxy-9-epi-karyofylen, ktery mél nejvyssi koncentraci v jarnim odbéru a
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Vv zimnim nebyl pfitomen vibec. Naproti tomu vy$$i obsah ze zimniho sbéru vykazoval
kyslikaty diterpen kalykulon [103].

Studie Blythe a kol. [42] byla zamé&fena na stanoveni chemického slozeni esencialniho oleje
z byliny T. riparia. Stejné jako v piedeslych studiich i v této bylo vysledkem mnozstvi t€kavych
latek rtzného charakteru. Metodou GC-FID a GC-MS identifikovali celkem 48 latek, které
tvotily 86,6 % celkového zastoupeni. Jako hlavni komponenta byl identifikovan fenchon
(14,8 %), 6-kadinen (10,6 %), 14-hydroxy-9-epi-karyofylen (7,9 %). Nejvétsi obsah zaujimaly
seskviterpenoidy (56,9 %), dale seskviterpeny (29 %), kyslikaté seskviterpeny (27,9 %),
kyslikaté monoterpeny (26,4 %) a monoterpeny (3,3 %) [42].

Vzorce nékterych z identifikovanych latek v extraktech T. riparia lze vidét na Obrazku 15.
Pichled dosud identifikovanych tékavych latek migrénovniku lze vidét v Tabulce 4.
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Obrazek 15.: Tekavé latky identifikované v extraktech T. riparia: a) 14-hydroxy-9-epi-caryophyllen,
b) a-terpineol, c) fenchon, d) fenchylalkohol, e) a-cadinol, f) ibozol [41, 100, 102, 103, 110]
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Tabulka 4.: Prehled tekavych ldtek dosud identifikovanych v byliné T. riparia [41, 42, 103]

Latka Klasifikace Obsah [%] | Zdroj
abietadien diterpen 5,51-13,54 | [103]
kalykulon kyslikaty diterpen 11,57-24,70 | [103]
manoyl oxid kyslikaty diterpen 0,41-1,61 [103]
1,8-cineol (eukalyptol) kyslikaty monoterpen | 0,10-1,30 [41, 42]
borneol kyslikaty monoterpen | 0,73-3,50 [41, 42, 103]
fenchon kyslikaty monoterpen | 2,40-14,80 | [41, 42, 103]
fenchyl alkohol (fenchol) kyslikaty monoterpen | 0,77-10,70 | [41, 42, 103]
geranial kyslikaty monoterpen | 0,60 [41]

geraniol kyslikaty monoterpen | 4,20 [41]

kafr kyslikaty monoterpen | 0,90-3,90 [41, 42, 103]
linalool kyslikaty monoterpen | 1,10 [41]
terpinen-4-ol kyslikaty monoterpen | 1,00-1,40 [41, 42]
tymol kyslikaty monoterpen | 1,40 [42]
a-terpineol kyslikaty monoterpen 0,60-1,43 [41, 42, 103]
1,10-diepi-kubenol kyslikaty seskviterpen | 1,80 [42]
14-hydroxy-pB-karyofylen kyslikaty seskviterpen | 7,90-24,36 | [41, 42, 103]
1-epi-kubenol kyslikaty seskviterpen | 0,40 [42]
epi-kubebol kyslikaty seskviterpen | 0,40 [42]
globulol kyslikaty seskviterpen | 0,90-3,97 [42, 103]
guaiol kyslikaty seskviterpen | 1,24-3,50 [41, 103]
karyofylen oxid kyslikaty seskviterpen | 0,60 [42]

kubebol kyslikaty seskviterpen | 0,30 [42]

ledol kyslikaty seskviterpen | 1,2-8,74 [41, 42, 103]
spatulenol kyslikaty seskviterpen | 0,10-1,20 [42, 103]
tau-kadinol kyslikaty seskviterpen | 6,90 [42]
tau-muurolol kyslikaty seskviterpen | 1,40 [42]
viridiflorol kyslikaty seskviterpen | 0,50-4,20 [42, 103]
a-eudesmol kyslikaty seskviterpen | 0,70 [42]
a-kadinol kyslikaty seskviterpen | 3,10-8,33 [42, 103]
d-kadinol (a-muurolol) kyslikaty seskviterpen | 0,60 [42]
cis-p-ocimen monoterpen 0,20 [42]

kamfen monoterpen 0,70 [42]

limonen monoterpen 0,40-3,69 [42, 103]
p-cymen monoterpen 0,10 [42]

sabinen monoterpen 0,40 [42]
terpinolen monoterpen 0,10 [42]

a-pinen monoterpen 0,70 [42]

B-pinen monoterpen 0,50 [42]
y-terpinen monoterpen 0,20 [42]
trans-p-farnesen seskviterpen 0,10 [42]
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Tabulka 4 pokr.. Prehled tékavych latek dosud identifikovanych v byliné T. riparia [41, 42, 103]

Latka Klasifikace Obsah [%] | Zdroj
allo-aromadendren seskviterpen 0,28-0,90 [103]
bicyklogermakren seskviterpen 0,46-3,40 [42,103]
bicykloseskvifelandren seskviterpen 0,40 [42]
kadina-1,4-dien (kubenen) seskviterpen 0,30 [42]
kalamenen seskviterpen 0,30 [42]
trans-o-bergamoten seskviterpen 1,08-4,78 [103]
trans-p-bergamoten seskviterpen 1,40 [42]
a-gurjunen seskviterpen 0,25-1,40 [42, 103]
a-kadinen seskviterpen 0,70 [42]
a-kopaen seskviterpen 0,53-0,90 [42,103]
a-muurolen seskviterpen 1,80 [42]
B-elemen seskviterpen 0,20-0,40 [42, 103]
[B-karyofylen seskviterpen 0,34-7,90 [41, 42, 103]
y-amorfen seskviterpen 0,30 [42]
v-kadinen seskviterpen 0,18-2,90 [42, 103]
y-muurolen seskviterpen 0,90 [42]
o-elemen seskviterpen 0,12-0,15 [103]
o-kadinen seskviterpen 0,32-10,6 [42,103]

2.10 Charakteristika pouzitych mikroorganismii

Ke stanoveni antimikrobidlni aktivity extrakti migrénovniku ziskanych v experimentélni
Casti této prace budou vyuzity tii zastupci mikroorganismui. Z bakterii byl vybran Bacillus
cereus (grampozitivni) a Escherichia coli (gramnegativni), a zastupce kvasinek Candida
glabrata.

2.10.1 Bacillus cereus

B. cereus patii mezi grampozitivni sporulujici tyCinky. Spory této bakterie mivaji ovalny az
cylindricky tvar a jsou schopny odolévat béznym pastera¢nim teplotam. V potravinach s vys$§im
obsahem tuku, ktery jim poslouZi jako tepelna ochrana, jsou spory schopny tolerovat i vyssi
teploty [112].

B. cereus tvoii pomérné velké bunky. Pfi ristu na polysacharidovém substratu produkuje
toxiny, které mohou zpisobovat otravy [111]. Zvraceni vyvolava bakterie nejcastéji
po konzumaci Skrobnatych potravin, kde jiz doslo ke tvorbé toxint a po konzumaci dochazi
k intoxikaci. Prijmové onemocnéni se vyskytuje po konzumaci mléka, salati nebo masa.
V téchto pripadech dojde ke zkonzumovani velkého mnozstvi namnozenych bun¢k této
bakterie. U zdravych jedincti je zotaveni pomérné rychlé, béhem jednoho az dvou dni. Problém
nastava u lidi se zdravotnimi problémy, u kterych se mohou po konzumaci projevit vadzné
komplikace [112, 113].
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B. cereus produkuje B-laktamasy a ztohoto divodu je odolny vici B-laktamovym
antimikrobialnim latkam, jako jsou napf. cefalosporiny. Aminoglykosidy, vankomycin nebo
chloramfenikol jsou vSak proti této bakterii i¢inné [112].

2.10.2 Escherichia coli

Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni nesporulujici bakterii tvofici ty€inky. Patfi
do celedi Enterobacteriaceae, do které kromé nepatogenti a podminénych patogend patii také
nebezpecné stievni patogeny, jako napi. Salmonella nebo Shigella. Bakterie rodu Escherichia
se nejcastéji vyskytuji v travicim traktu nejriznéjsich zivocicht. Konkrétné E. coli se nachazi
Vv spodni ¢asti stievniho traktu ¢lovéka a teplokrevnych zvifat [111].

E. coli patii mezi jeden z nejvice prozkoumanych mikroorganismt. V genetickém nebo
biochemickém odvétvi slouzi jako modelovy organismus. Tato bakterie ma schopnost
zkvaSovat cukry jako je glukosa nebo laktosa a tvofit znich nejriznéj$i produkty.
Pti zkvaSovéani dochazi k vyrazné tvorbé kyselin a plynu. V mikrobiologickych rozborech
slouzi jako ukazatel fekalniho zneéisténi [111].

2.10.3 Candida glabrata

Kvasinka C. glabrata tvofi haploidni burniky a rozmnozuje se klonovanim. Patii do ¢eledi
Saccharomycetaceae a evolu¢né je blize kvasince Saccharomyces cerevisiae nezli ostatnim
z rodu Candida. Na rozdil od ostatnich druhti rodu Candida netvoii C. glabrata pseudohyfy pfi
teplotach nad 37 °C. Dale také neni schopna tvofit proteazy, ale je schopna fermentovat
glukosu nebo trehalosu. Na dextrozovém agaru tvoti lesklé, hladké, krémové zbarvené kolonie.
Velikost bun¢k se pohybuje v rozmezi 1-4 um [114-116].

C. glabratu mizeme nejcastéji najit v lidském téle v dutiné ustni, jicnu, stfevech nebo
na posevni sliznici. Produkuje fosfolipazy, které mohou zptsobovat naruSeni sliznice v téle
hostitele. Zaroven mutze zpisobovat infekce krevniho feCisté, zejména u starSich osob,
diabetikll a pacientd s organovou transplantaci [114-116].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie

e Ethanol 96% p.a. (Penta s.r.o., CR)

e Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)

e Uhlicitan sodny p.a. bezvody (Centralchem s.r.o., SK)

e Folin-Ciocalteuovo &inidlo (VWR Chemicals, CR)

e ABTS (Sigma-Aldrich, USA)

e Peroxodisiran draselny p.a. (Lach-Ner s.r.o., CR)

e Trolox (Sigma-Aldrich, USA)

e Masopeptonovy agar (Nutrient Agar No. 2, HiMedia Laboratories, CR)
e Sladinovy agar (Malt Extract Agar Base, HiMedia Laboratories, CR)
e Masopeptonovy bujon (HiMedia Laboratories, CR)

e Sladinovy bujéon (HiMedia Laboratories, CR)

3.2 Pouzité pristroje

e Spektrofotometr (Helios Gamma and Delta Spectronic Unicam, USA)

e Analytické digitalni vahy (GR-202-EC, HELAGO, Italie)

e Vortex (Heidolph, Reax top)

e SusSarna (Memmert, Némecko)

e SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania,
USA)

e Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher
Scientific INc., Waltham, MA, USA)

e Hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific INc.,
Waltham, MA, USA)

e Predvazky (AND, EK-1200i, USA)

e Autoklav (Vaposteri, BMT, CR)

e Inkubétor (IP-100, Biotech, CR)

e Inkubator (Binder BD 115, Némecko)

e Bé&zné laboratorni sklo a dalsi vybaveni

3.3 Analyzované extrakty

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pfipraveny a analyzovany vzorky extraktl
rostliny migrénovniku (Tetradenia spp.).

Na piipravu extraktii byly pouZity Cerstvé listy a drobné stonky této rostlinky (Obrazek 16.).
Ty byly noZzem nakrajeny na drobné ¢astice do velikosti cca 5 mm.

Ziskani extrakti bylo provedeno maceraci pii riznych extrakénich podminkach. Nejprve
byla provedena optimalizace macerace, kde byly sledovany nejvyhodné;si zadané podminky a
jejich vliv na zisk biologicky aktivnich latek. Extrakéni uc¢innost byla v této fazi posuzovana
sledovanim ptitomnych te€kavych latek a stanovenim obsahu celkovych fenolickych latek.
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Po provedeni optimalizace s cilem ziskat co nevice aktivnich latek =z rostliny, byl
za optimalnich podminek pfipraven extrakt, u kterého byly stanoveny té€kavé latky, celkové
fenolické latky, antioxidacni a antimikrobidlni aktivita.

Obrazek 16.: Analyzovany migrénovnik

3.4 Metody stanoveni vybranych ukazateli kvality/aktivity extrakti
migrénovniku

3.4.1 Stanoveni aromaticky aktivnich latek

Stanoveni aromaticky aktivnich latek bylo provedeno ve vSech pfipravenych extraktech
migrénovniku. Ke stanoveni byla pouzita metoda headspace mikroextrakce tuhou fazi
Ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (HS-SPME-GC-MS).

Do vialky byly napipetovany 2 ml pfipraveného extraktu a vialka byla uzaviena kovovym
uzavérem  opatfenym  vzduchotésnym  kaucuk-teflonovym septem a  umisténa
do autosampleru GC-MS. V programu Xcalibur byla nastavena analyza o parametrech, které
jsou uvedeny v Tabulce 5. Vyhodnoceni chromatogrami bylo provedeno porovnanim
reten¢nich ¢ast a hmotnostnich spekter s interni a externi knihovnou. Obsah identifikovanych
sloucenin je vyjadien semikvantitativné pomoci ploch piislusnych piki na chromatogramu,
nebo jako relativni obsah (v %).
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Tabulka 5.: Podminky analyzy HS-SPME-GC-MS
Podminky SPME extrakce

Doba inkubace (temperovani) 10 minut
Teplota extrakce a inkubace (teplota agitatoru) |40 °C
Doba extrakce 20 minut
Agitator zapnuty 5 sekund
Agitator vypnuty 60 sekund

Podminky GC-MS analyzy
Kapilarni kolona TG-WaxM$S
Rozméry kolony 30 mx 0,25 mm x 0,5 um
Teplota injektoru (desorpce) 240 °C
Doba desorpce 20 minut

Davkovani splitless, ventil uzavireny 10 minut
Nosny plyn hélium
Pritok nosného plynu 1 ml-min’?
40 °C s vydrzi 1 min,
Teplotni program vzestupny gradient 5 °C-min’!
do 220 °C s vydrzi 12 min
Celkova doba analyzy 55 minut
Hmotnostni detektor v modu elektronové ionizace

Energie ionizacnich elektront 70 eV
Teplota iontového zdroje 200 °C
Skenovaci rozsah m/z 30-370 amu
Rychlost skenovani 0,2s

3.4.2 Stanoveni celkovych polyfenolii

Stanoveni  celkového  obsahu  polyfenolickych  slou¢enin  bylo  provedeno
spektrofotometricky metodou F-C (kapitola 2.5.3). Pro zjisténi koncentrace TPC byla
pfipravena kalibra¢ni fada standardu kyseliny gallové. Vysledné koncentrace TPC v extraktech
byly vyjadieny jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE — Gallic Acid Equivalent).

3.4.2.1 Priprava kalibracni kiivky a roztoki

Pro piipravu kalibragni fady byl piipraven roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g-17.
Tento roztok byl nasledné& natedén na koncentrace 10; 20; 50; 100; 250 a 500 mg-1™.

Pro stanoveni byl pfipraven nasyceny roztok uhli¢itanu sodného a zfedény roztok F-C
¢inidla v poméru 1:9.

3.4.2.2 Postup stanoveni

Do zkumavek byl postupné napipetovan 1 ml destilované vody, 1 ml zfedéného F-C Cinidla
a 100 pl extraktu (v ptipadé slepého vzorku destilovand voda). Smés byla dobie promichdna
pomoci vortexu a ponechana stat po dobu 5 minut. Po 5 minutach byl do zkumavek piidan 1 ml
roztoku Na,COs a obsah byl opét promichan. Vzorky byly ponechany po dobu 45 minut
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V temnot¢ a poté jest€¢ jednou promichany. Nasledné byla zmétena absorbance pii 750 nm
pomoci UV-VIS spektrofotometru.

3.4.2.3 Vyhodnoceni vysledkii

Pro vypocet koncentrace TPC v extraktech byla pouzita sestrojena kalibra¢ni kiivka kyseliny
gallové o koncentraci 10 az 500 mg-1? (viz Obrazek 17.). Koncentrace TPC byla vyjadiena
v mg ekvivalentu kyseliny gallové na gram rostliny (mgcae-g™).
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Obrazek 17.: Graf kalibracni kiivky — zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové

3.4.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno metodou TEAC (kapitola 2.5.1), kde se
sleduje potencial latek zhaset radikal ABTS™. Pro vypocet obsahu biologicky aktivnich latek
s antioxidacnim potencidlem byla pouzita kalibra¢ni fada standardu Troloxu a vysledna
koncentrace byla vztazend na ekvivalentni mnozstvi Troloxu a vyjadiena v pgreac-ml™. Kromé
koncentrace byla vypoctena také procentudlni hodnota zhasSeni radikalu.

3.4.3.1 Piiprava kalibracni kiivky a roztokii

Pro pripravu kalibra¢ni fady byl nachystan zasobni roztok Troloxu o koncentraci 1 g-1™.
Tento roztok byl nasledné nafedén na koncentrace 0; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 350
a 400 pg-ml™,

Pro stanoveni byl piipraven ABTS™ smichanim 7 mmoll* ABTS s 2,45 mmol-1?
peroxodisiranem draselnym. Takto pfipraveny roztok byl ponechan ve tmé a chladu po
dobu nejméné 12 hodin. Pfed mé&fenim byl ABTS'" nafedén 60% ethanolem na absorbanci

0,7+ 0,02 pfi 734 nm (méfeno oproti ethanolu) a na dal$i méteni byl pouzit jiz pouze tento
roztok.

3.4.3.2 Postup stanoveni
Do kyvety bylo napipetovano 10 pl destilované vody a 1 ml ziedéného ABTS'" a ihned byla
zméfena absorbance v ¢ase 0 (At = 0) pfi 734 nm. Nasledné bylo do zkumavky napipetovano
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10 pl extraktu (Troloxu) a 1 ml ABTS™. Obsah byl promichian a ponechin ve tmé
po dobu 10 minut. Po 10 minutach (At = 10) byla zméfena absorbance.

3.4.3.3 Vyhodnoceni vysledkii

Vysledna absorbance byla vypo¢tena pomoci rovnice (1). Dale bylo vypocteno také procento
zhaseni radikalu pomoci rovnice (2). Pro vypocet koncentrace biologicky aktivnich latek
v extraktech byla pouZita sestrojena kalibradni kiivka Troloxu o koncentraci 50 az 400 pg-ml™
(viz Obrazek 18.). Koncentrace byla vztazena na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu a vyjadiena

v ugTEAc-ml'l.
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Obrazek 18.: Graf kalibracni krivky — zavislost absorbance na koncentraci Troloxu

A=Ay — A (1)

vg 1 Ag — Aqp
zhaseni radikalu (%) = 100 % — (2
0

3.4.4 Ovéreni antimikrobialni aktivity
Pro stanoveni antimikrobialni aktivity optimalizovaného extraktu migrénovniku byla
pouzita jamkova difazni metoda, jejiz princip je uveden v kapitole 2.4.1.2.

3.4.4.1 PouZité mikroorganismy
Pro testovani byly vybrany 3 rtzné organismy. Z bakterii jako zastupce grampozitivnich
Bacillus cereus a zastupce gramnegativnich Escherichia coli. Dale jako zastupce kvasinek
Candida glabrata. Charakteristika pouzitych mikroorganismt je popsana v kapitole 2.10.
Pted vlastnim ovéfenim antimikrobidlni aktivity bylo nutné testované mikroorganismy
nakultivovat na Sikmych agarech pfislusnych zivnych medii (viz Tabulka 7.).
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3.4.4.2 Priprava a zaockovani bujonui

Na zaockovani B. cereus a E. coli byl pouzit masopeptonovy bujon. Bujon byl ptipraven dle
navodu navazenim 25 g piipravku a rozpusténim v 1000 ml destilované vody. Pro zaockovani
kvasinky C. glabrata byl pouzit sladinovy bujon navazenim 19,2 g ptipravku na 1000 ml
destilované¢ vody. Oba bujony byly nasledné vysterilizovany pii teploté¢ 121 °C
po dobu 20 minut a rozpipetovany po 5 ml do zkumavek. Pouze pro E. coli byl odpipetovan
bujon o objemu 50 ml. SloZeni obou médii viz Tabulka 6.

B. cereus a C. glabrata byli pifeockovany z Sikmého agaru do zkumavek s pfipravenym
bujonem. 50 ml bujonu bylo E. coli zaockovano pomoci oziveni kultury z Zelatinového disku.
Vyzihanou klickou byl z lahvicky pienesen zelatinovy disk do bujénu.

Bujony byly inkubovany pii 25 °C (B. cereus, C. glabrata) a 37 °C (E. coli) po dobu 24 hod.

Tabulka 6.: Slozeni tekuté zZivné pidy (bujonu) pro bakterie a kvasinku

Bakterie Kvasinka
Slozka Obsah (g17') | Slozka Obsah (g-17)
Masovy pepton 10,0 Sladinovy extrakt 13,0
Hovézi extrakt 10,0 Zelatinovy pepton 55
Chlorid sodny 5,0 Kvasinkovy extrakt 0,5

3.4.4.3 Priprava kultivacniho média

Na ptipravu kultivacniho média pro bakterie byl pouzit masopeptonovy agar (Nutrient Agar
No. 2, HIMEDIA). Zivné médium bylo pfipraveno dle navodu navazenim 40 g do 1000 ml
destilované vody. Médium bylo vysterilizovano pifi 121 °C po dobu 20 minut. Vysterilizované
médium meélo pH 7,2 + 0,2 pti 25 °C.

Pro kvasinku byl pouzit sladinovy agar (Malt Extract Agar Base, HIMEDIA). Zivné médium
bylo pfipraveno dle navodu navazenim 50 g do 1000 ml destilované vody. Médium bylo
vysterilizovano pii 121 °C po dobu 20 minut. Vysterilizované médium mélo pH 5,4 + 0,2
pti 25 °C. Slozeni médii viz Tabulka 7.

Tabulka 7.: Slozeni kultivacniho média pro bakterie a kvasinku

Bakterie Kvasinka
Slozka Obsah (g-171) | Slozka Obsah (g-17)
Masovy pepton 10,0 Sladovy extrakt 30,0
Hovézi extrakt 10,0 Mykologicky pepton | 5,0
Chlorid sodny 5,0 Agar 15,0
Agar 15,0

3.4.4.4 Postup stanoveni

Do 150 ml vysterilizovaného zchlazené¢ho kultiva¢niho média bylo napipetovano 1,5 ml
bujonu obsahujiciho 24hodinovou kulturu daného mikroorganismu. Naockované zivné médium
(inokulum) bylo rozlito do Petriho misek a ponechano k zatuhnuti. V ptipad¢ anaerobni E. coli
byl zatuhnuty agar jesté pielit ¢istym Zivnym médiem a opét ponechan Kk zatuhnuti. Po zatuhnuti
byly do agaru pomoci korkovrtu udélany 4 jamky o praméru 1 cm. Do 3 jamek byl pipetovan
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piipraveny extrakt a do kontrolni jamky bylo napipetovano rozpoustédlo pouzité
pro piipravu extraktu (40% ethanol). Misky byly kultivovany pti 25 °C (B. cereus, C. glabrata)
a pii 37 °C (E. coli) po dobu 72 hodin.

3.4.4.5 Vyhodnoceni vysledkii
Vyhodnoceni vysledkl bylo provedeno métenim vzniklych inhibi¢nich zo6n v okoli jamek.
Byly zméfeny pruméry inhibi¢nich zon s pfesnosti na milimetry.

3.5 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny pomoci programtt MS Excel 2016 a Statistica 13.
Jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka (SD), pfi¢emz méfeni byla opakovana
dvakrat (n = 2).

Pro zjisténi rozdili mezi vzorky byla pouzita parametricka jednofaktorova analyza
rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) s vyuzitim Tukeyho HSD-testu a neparametricka
analyza rozptylu s vyuzitim Kruskal-Wallisiva testu. Pro zhodnoceni vztahu mezi obsahem
polyfenolll a naméfenou antioxida¢ni aktivitou byla provedena korela¢ni analyza s vyuzitim
neparametrického Spearmanova korela¢niho koeficientu.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Tato prace je soucasti rozsahlé studie zabyvajici se moznosti ziskédvani extraktti biologicky
aktivnich latek z vybranych druhti ptirodnich rostlinnych materiéli a jejich aplikaci do potravin,
kosmetickych a jinych vyrobki.

Podstatou prace byla optimalizace podminek extrakce migrénovniku (Tetradenia spp.)
s cilem zisku maximalniho mnozstvi biologicky aktivnich latek. Na zéklad¢ studia literatury
a provedenych ptredbéznych experimentii byla jako extrakéni metoda zvolena jednoducha
macerace. Jednotlivé extrakty byly vzdy analyzovany z pohledu obsahu fenolickych latek
a aromaticky aktivnich sloucenin. Z vysledkti koncentraci TPC a zastoupeni AAL
a s prihlédnutim k dalSim faktorim, napt. environmentalnim, ekonomickym aj., byly vybrany
podminky pro zisk ,,optimalniho* extraktu. Pro posouzeni kvality a G¢innosti takto ziskané¢ho
extraktu u n&j byly sledovany celkové polyfenoly pomoci F-C metody, antioxidaéni aktivita
metodou TEAC. Jamkovou difizni metodou byla stanovena antimikrobialni aktivita, a nakonec
byly metodou HS-SPME-GC-MS stanoveny AAL.

4.1 Optimalizace macerace

Jak jiz bylo zminéno, cilem optimalizace macerace byl zisk co nejvétstho mnozstvi
biologicky aktivnich sloucenin, coz bylo posouzeno sledovdnim zmén obsahu celkovych
fenolickych latek a t€kavych latek. Pro provedeni optimalizace bylo nejprve tieba si zvolit
faktory, které budou dostatecné ovliviiovat proces macerace. Na zakladé studia literatury
a provedenych pfedbéznych experimentti byly vybrany 4 faktory, a to teplota a doba macerace,
koncentrace rozpoustédla a pomér navazka ku rozpoustédlu.

Pro optimalizaci byla pouzita jednoducha standardni metoda, jejiz princip spoc¢iva v tom, ze
se meéni vzdy jeden parametr (faktor) a ostatni parametry zistavaji béhem
experimentu konstantni. U kazdého z faktort byly sledovany 3 odlisné zadané hodnoty.

Pro kazdy bod z jednotlivych faktorti byly provedeny vzdy 2 paralelni macerace a byl
stanoven celkovy obsah fenolickych a t€kavych latek.

Vysledné hodnoty celkovych polyfenold a obsahii (ploch piki) tékavych latek byly
zpracovany pomoci boxovych a skladanych grafii a testovany pomoci analyzy rozptylu.
Hypotéza Ho predpoklada, ze mezi jednotlivymi body faktorli neni statisticky vyznamny rozdil.
Opacné u hypotézy Hi je predpoklad, Ze mezi body existuje statisticky vyznamny rozdil.
V piipadé nastaveného intervalu spolehlivosti 95 % plati Hi v ptipadé¢ ze p < 0,05 a F > Fuit.
[117]. Pro zjisténi statistického rozdili mezi jednotlivymi body faktorid byl proveden Tuckeyho
(pro rovnomérné distribuovana, homogenni data) a Kruskal-Wallistiv test (pro nerovnomérné
distribuovana a nehomogenni data).

Podminky experimentu dle jednotlivych faktort 1ze vidét v Tabulce 8.
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Tabulka 8. Podminky optimalizace macerace

NGRS Doba macerace Koncentrace Navazka/ Teplota
(min) rozpoustédla (%) | rozpoustédlo (°C)
1 20 40 1:10 20
2 40 40 1:10 20
3 60 40 1:10 20
4 60 0 1:10 20
S 60 40 1:10 20
6 60 80 1:10 20
! 60 40 1:10 20
8 60 40 1:5 20
9 60 40 1:3,33 20
10 60 40 1:10 20
11 60 40 1:10 40
12 60 40 1:10 60

4.1.1 Vliv doby macerace na celkovy obsah fenolickych a tékavych latek

Pfi optimalizaci doby macerace byly rostliny macerovany po dobu 20, 40 a 60 minut. Ostatni
faktory (koncentrace rozpoustédla, navazka/rozpoustédlo a teplota) byly nastaveny na hodnoty
viz Tabulka 8. (40% ethanol, 1:10, 20 °C). Na Obrazku 19. 1ze vidét takto ziskané extrakty.

Obrdzek 19.: Extrakty migrénovniku ziskané maceraci, vliv doby macerace na sledované parametry

V Tabulce 9. jsou uvedeny namétené hodnoty obsahu TPC (zprimérované, n = 9) pro ob¢
opakovani (extrakt A a B). Na Obrazku 20. jsou tyto vysledky pro lepsi ptehlednost vyjadieny
graficky. Nejniz§i primérna naméiena koncentrace celkovych fenoli byla pii 60 min

Za pouziti statistické metody analyzy rozptylu, kterd sleduje rozdily mezi skupinami, byl
zjistén statisticky vyznamny rozdil (hypotéza Hi, p < 0,05, F (68,95) > Fkit (3,68)) mezi
naméienymi hodnotami vSech 3 bodu (20, 40, 60 min). Z téchto vysledkt 1ze odvodit, Ze doba
macerace ma signifikantni vliv na zisk celkovych polyfenoli.

Jako dal$i byl pfi optimalizaci sledovan vliv doby macerace na obsah tékavych latek.
Na Obrazku 21. 1ze vidét zavislost obsahu t€kavych latek (vlevo) a poctu identifikovanych
sloucenin (vpravo) na dobé macerace. U vSech tii pouzitych Casti zaujimala nejvétsi obsah
skupina terpen. Obsahové bylo nejvétsi mnozstvi latek ziskano pii 40 minutach. Pocet
identifikovanych terpent byl pti 40 a 60 minutach stejny (19 sloucenin), avSak pti 40 min bylo
identifikovano celkové vice sloucenin. Kruskal-Wallisovym testem nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (hypotéza Ho, p > 0,05) v obsahu ziskanych tékavych latek pfi jednotlivych
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dobach macerace, a lze tedy predpokladat, ze doba macerace neméla na obsah té¢kavych latek
vliv.

Po zhodnoceni téchto vysledkl byla jako optimalni pro ptipravu extraktu vybrana doba
40 minut.

Tabulka 9.: Vysledny obsah celkovych polyfenolii pro extrakt A a B po 20, 40 a 60 minutdch
macerace. Hodnoty znacené jinym pismenem (a, b, c) se od sebe statisticky vyznamné lisi (p < 0,05)

Poba extrakee TPC (mgoseg?) + SD
Extrakt A Extrakt B Min | Max
20 0,52 £ 0,052 0,64 + 0,032 0,48 | 0,68
40 0,87 + 0,04 0,91+0,01° | 0,83 | 0,92
60 0,42 + 0,04¢ 0,81 +0,05¢ | 0,38 | 0,85

TPC — celkovy obsah polyfenolii, SD — smerodatna odchylka
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Obrazek 20.: Graf zavislosti celkového obsahu polyfenolii na dobé macerace

54



" Terpeny 35

9,0E+09
Estery " Terpeny
Ester
8,0E+09 1 Alkoholy 20 Y
1 Aldehydy = Alkoholy
7,0E+09 1 Aldehydy
25
6,0E+09
[
‘e 20
.5 5,0E+09 3
= >
o o
© wv
S 4,06+09 @ 15
o 8
T &
3,0E+09
10
2,0E+09 4 4 3
5 -
- l I .
0,0E+00 — || I 0
20 40 60 20 40 60
Doba macerace (min) Doba macerace (min)

Obrdazek 21.: Grafy zavislosti obsahu tekavych latek (plochy pikii) a poctu sloucenin na dobé
macerace

4.1.2 Vliv koncentrace rozpoustédla na celkovy obsah fenolickych a tékavych latek

Dalsim faktorem sledovanym pii optimalizaci byl vliv koncentrace rozpoustédla. Jako
rozpoustédlo byl zvolen riizné koncentrovany ethanol (povolen pro pouziti v potravinaistvi),
presnéji koncentrace 0 % (destilovana voda), 40 % a 80 %. Ostatni faktory (doba macerace,
navazka/rozpoustédlo a teplota) byly nastaveny na hodnoty viz Tabulka 8. (60 min, 1:10, 20 °C).
Na Obrazku 22. 1ze vidét ziskané extrakty pii pouZiti riznych koncentraci ethanolu.

0% z ——
40 % 80 %
(extrakt A), extrakt A)

Obrazek 22.: Extrakty migrénovniku ziskané maceraci, vliv koncentrace rozpoustédla na sledované
parametry
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V Tabulce 10. jsou uvedeny ziskané hodnoty obsahu TPC (zprimérované, n = 9) pro obé

cwwvr

vvvvv

Za pouziti Kruskal-Wallisova testu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (hypotéza Hy,
p < 0,05) mezi 0 a 80% ethanolem u obou extraktii. Z celkovych vysledki 1ze tedy odvodit, ze
pouzité rozpoustédlo ma vyznamny Vvliv na zisk celkovych polyfenold.

Na Obrazku 24. l1ze vidét vysledny obsah t€kavych latek (vlevo) a pocet identifikovanych
sloucenin (vpravo) V zavislosti na koncentraci rozpoustédla. Nejvétsi obsah i pocet slouc¢enin
byl identifikovan ve vodném extraktu. Naopak nejméné latek bylo extrahovano z rostliny
80% ethanolem. Kruskal-Wallisovym testem nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil
(hypotéza Ho, p > 0,05) v obsahu ziskanych té¢kavych latek. Z téchto vysledki vyplyva, ze
koncentrace rozpoustédla neméla vyznamny vliv na obsah t€kavych latek.

Z vysledku tedy vyplyva, Ze pro zisk polyfenoll je nejlepsi volbou 40% nebo 80% ethanol.
Mezi témito dvéma koncentracemi nebyl v zisku polyfenoli vyznamny rozdil, a tedy
Z ekonomického hlediska je vyhodngjsi vyuzit 40% ethanol. Naopak pro tékavé latky se zda
byt nejvyhodnéjsi extrakce pomoci obycejné destilované vody. Po zhodnoceni téchto vysledk
byla zvolen jako optimalni kompromis 40% ethanol, ktery se u tékavych latek, zejména
Vv poctu identifikovanych latek, liSil od 0% ethanolu pouze o 4 slouceniny.

Tabulka 10.: Vysledny obsah celkovych polyfenolit pro extrakt A a B pii maceraci 0, 40 a
80% ethanolem. Hodnoty znacené jinym pismenem (a, b, C) se od sebe statisticky vvznamné lisi

(p<0,05)
Koncentrace
rozpoustédla TPC (mgcae-g?) + SD
(%)
Extrakt A Extrakt B Min | Max
0 0,23 +£0,012 0,56+0,052 | 0,22 | 0,63
40 0,49 + 0,012 1,33 +0,023> | 0,49 | 1,36
80 0,59 + 0,01 1,39+ 0,05 | 0,58 | 1,45

TPC — celkovy obsah polyfenolii, SD — smerodatna odchylka
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Obrazek 23.: Graf zavislosti celkového obsahu polyfenolit na koncentraci rozpoustédla
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Obrdzek 24.: Grafy zavislosti obsahu tékavych latek (plochy pikii) a poctu sloucenin na koncentraci

rozpoustédla
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4.1.3 Vliv poméru navazky/rozpoustédla na celkovy obsah fenolickych a tékavych latek

Pii optimalizaci navazky migrénovniku, resp. poméru navazka vs. rozpoustédlo, byly
zvoleny 3 hodnoty, 1:10 (tedy 10 g rostliny na 100 ml rozpoustédla), 1:5 (20 g na 100 ml)
a 1:3,33 (30 g na 100 ml). Ostatni faktory (doba macerace, koncentrace rozpoustédla a teplota)
byly nastaveny na hodnoty viz Tabulka 8. (60 min, 40% ethanol, 20 °C). Na Obrazku 25. lze
vidét ziskané extrakty pfi rizné volbé poméru navazka/rozpoustédlo.

S
1:10
(cxtrakt B)

- = =
£

Obrazek 25.: Extrakty migrénovniku ziskané maceract, vliv poméru navazka/rozpoustedlo na

sledované parametry

V Tabulce 11. jsou uvedeny ziskané hodnoty obsahu TPC (zprimérované, n = 9) pro ob¢
opakovani (extrakt A a B). Na Obrazku 26. Ize vidét grafickou zavislost mnozstvi ziskanych
polyfenoli na pouzitych pomérech navazka/rozpoustédlo. Nejniz§i primérna naméfena
koncentrace  celkovych  fenold  byla 0,97 0,04 mgeae-gt  (1:3,33), nejvyssi
1,12 £ 0,13 mgeae-gt (1:10) a 1,12 = 0,03 mgeae-g™* (1:5).

Zapouziti analyzy rozptylu, nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (hypotéza Ho, p > 0,05,
F (2,13) < Fuit (3,68)) mezi naméfenymi hodnotami. Z tohoto vyhodnoceni vyplyva, ze pomér
navazky ku rozpoustédlu nemél signifikantni vliv na zisk celkovych polyfenoli.

Na Obrazku 27. 1ze vidét zavislost obsahu tékavych latek (vlevo) a poétu identifikovanych
sloucenin (vpravo) na poméru navazka/rozpoustédlo. Obsahove bylo nejvétsi mnozstvi latek
ziskano pii poméru 1:5, tedy navazce 20 g migrénovniku na 100 ml rozpoustédla. Kruskal-
Wallisovym testem nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (hypotéza Ho, p > 0,05)
Vv obsahu ziskanych tékavych latek. Lze tedy wusoudit, Ze pomér navazka
ku rozpoustédlu neméla na obsah t€kavych latek v extraktu vyznamny vliv.

Z vysledku tedy vyplyva, Ze pomér navazka/rozpoustédlo nemél vyznamny vliv na obsah
celkovych polyfenold ani tékavych latek. Na =zaklad¢ téchto vysledki byl pro
pfipravu optimélniho extraktu vybran pomér 1:5, ktery u tékavych latek vykazoval nejvyssi
hodnoty.
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Tabulka 11.: Vysledny obsah celkovych polyfenolii pro extrakt A a B pii poméru navizka/rozpoustédio
1:10, 1:5 a 1:3,33. Hodnoty znacené jinym pismenem (a, b, ¢) se od sebe statisticky vyznamné lisi

(p <0,05)
Navazka/ 1
rozpoustédlo TPC (mgeae-g™) +SD
Extrakt A Extrakt B Min | Max
1:10 1,12+0,132 1,09+0,162 | 0,96 | 1,27
15 1,12 +0,032 1,10+0,012 1,09 | 1,15
1:3,33 0,97 £ 0,042 1,03+0,012 | 0,95 | 1,04

TPC — celkovy obsah polyfenolii, SD — smérodatna odchylka
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Obrdazek 26.: Graf zavislosti celkového obsahu polyfenolii na poméru navaizka/rozpoustédlo
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Obrazek 217.: Grafy zavislosti obsahu tékavych latek (plochy pikii) a poctu sloucenin na
poméru navazka/rozpoustédlo (0,1 = 1:10; 0,2 = 1:5; 0,3 = 1:3,33)
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4.1.4 Vliv teploty na celkovy obsah fenolickych a tékavych latek

Jako posledni byl sledovan vliv teploty na obsah celkovych polyfenoli a tékavych latek.
Macerace byla provedena pii teplotdch 20, 40 a 60 °C. Ostatni faktory (doba macerace,
koncentrace rozpoustédla a navazka/rozpoustédlo) byly nastaveny na hodnoty viz Tabulka 8.
(60 min, 40% ethanol, 1:10). Na Obrazku 28. 1ze vidét ziskané extrakty pfi rizné teploté.

720°C “20°C oC YoC 50°C 60°C
40 °C 40 °C 60 °C 60 °C

extrakt A -

( ) extrakt B) extrakt A) (extrakt A) (extrakt B)

- e e — e

Obrazek 28.: Extrakty migrénovniku ziskané maceract, viiv teploty na sledované parametry

V Tabulce 12. jsou uvedeny ziskané hodnoty obsahu TPC (zprimérované, n = 9) pro ob¢
opakovani (extrakt A a B). Na Obrazku 29. jsou vysledky opét prezentovany graficky. Nejnizsi
primérna naméfend koncentrace celkovych fenold byla pii 20 °C 1,05 + 0,13 mgcae-g™,
nejvyssi pii 60 °C 6,22 + 0,34 mgeae-g™.
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Za pouziti Kruskal-Wallisova testu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (hypotéza Hi,
p < 0,05) mezi teplotami 20 a 60 °C. Z téchto vysledku Ize odvodit, ze teplota ma signifikantni
vliv na zisk celkovych polyfenoli.

Vysledky vlivu teploty na obsah (vlevo) a pocet (vpravo) tékavych latek lze vidét na
Obrazku 30. Obsahové bylo nejveétsi mnozstvi latek ziskano pii 60 °C. Pocet identifikovanych
terpentl ¢inil pii této teploté 42 sloucenin. Mezi teplotami 20 a 40 °C nebyl vyrazny rozdil,
V poctu sloucenin se liSily pouze o 4 slouceniny. Ve vSech extraktech zaujimala nejvétsi obsah
i pocet skupina terpent. Kruskal-Wallisovym testem nebyl zji$tén statisticky vyznamny rozdil
(hypotéza Ho, p > 0,05) v obsahu ziskanych tékavych latek mezi jednotlivymi teplotami.
Z téchto vysledki vyplyva, ze teplota neméla vyznamny vliv na obsah tékavych latek.

Na zéklad¢ vyhodnoceni vysledkii byla pro ptfipravu optimalniho extraktu vybrana teplota
60 °C.

Tabulka 12..: Vysledny obsah celkovych polyfenolii pro extrakt A a B pri teploté 20, 40 a 60 °C.

Hodnoty znacené jinym pismenem (a, b, ¢) se od sebe statisticky vyznamné lisi (p < 0,05)

Teplota (°C) TPC (mgcae-g?) + SD
Extrakt A Extrakt B Min | Max
20 1,20 + 0,062 1,05+0,132 0,92 | 1,27
40 2,43 +0,10% 2,56+0,08% | 231 | 2,65
60 6,22 + 0,34b 5,98 + 0,80P 5,06 | 6,45

TPC — celkovy obsah polyfenolii, SD — smerodatna odchylka

Cp (MYgea/9)
N

3 L
2 L
1 +
O " " "
20 40 60
Teplota (°C)

Obrazek 29.: Graf zavislosti celkového obsahu polyfenolii na teploté
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Obrazek 30.: Grafy zavislosti obsahu tekavych latek (plochy pikit) a poctu sloucenin na teploté

4.2 Charakterizace optimalniho extraktu

Na zakladé¢ wvysledki optimalizacniho procesu (kapitola 4.1) byl pfipraven
,»optimalni‘ extrakt, tj. extrakt, ktery obsahoval pokud moZzno co nejvyssi mnozstvi biologicky
aktivnich latek z migrénovniku.

Optimalni extrakt byl pfipraven ve tfech paralelnich maceracich, za téchto podminek: doba
macerace 40 minut, rozpoustédlo 40% ethanol, navazka/rozpoustédlo 1:5 (20 g rostliny na
100 ml rozpoustédla) a teplota 60 °C.

Ptipraveny optimalni extrakt byl nasledné charakterizovan z pohledu obsahu aromaticky
aktivnich a celkovych fenolickych latek, stejné jako u optimalizace. Dale bylo provedeno
stanoveni antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivity.

4.2.1 Aromatické latky v optimalnim extraktu

Tékavé aromatické latky tvori dulezitou skupinu latek, kterou lze z rostlin izolovat. Kromé
potencialnich antioxida¢nich a antimikrobialnich ucinki téchto latek, jsou vyuzivany zejména
jako vonavé a chutové latky at’ uz v potravinach nebo kosmetice. Velmi ¢asto se vyuziva jejich
ucinkd, a to zejména téch uklidiujicich, také v aromaterapii.

Aromatické latky byly stanoveny pomoci metody HS-SPME-GC-MS a s pomoci knihoven
spekter  identifikovany  jednotlivé  slouceniny.  Celkem  bylo v optiméalnim
extraktu identifikovano 63 sloucenin, jejich prehled, klasifikace a procentualni zastoupeni Ize
vidét v Tabulce 13. Nejvétsi zastoupeni (viz Obrazek 31. a 32.) zaujimaly terpeny (88,60 %).
Dale byly zastoupeny estery (9,32 %), aldehydy (1,20 %), alkoholy (0,52 %) a nakonec ketony
(0,35 %).
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Obrazek 31.: Zastoupeni (pocet sloucenin) jednotlivych skupin v optimdlnim extraktu
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Obrazek 32.: Obsah jednotlivych skupin ldtek v optimalnim extraktu

Z celkového poctu 63 identifikovanych teékavych latek byly nejvice zastoupeny terpeny,
procentualni zastoupeni jednotlivych podskupin a pocet sloucenin Ize vidét na Obrazku 33 a 34.
Nejvetsi mnozstvi predstavovaly kyslikaté monoterpeny (55,65 %) a monoterpeny (29,52 %),
dale seskviterpeny (1,71 %), kyslikaté seskviterpeny (1,46 %) a diterpeny (0,27 %). Ptehled
obsahu jednotlivych latek téchto skupin Ize vidét na Obrazku 35. (kyslikaté monoterpeny),
Obrazku 36. (monoterpeny), Obrazku 37. (seskviterpeny) a Obrazku 38. (kyslikaté
seskviterpeny). Nejmén¢ zastoupené, z velké Casti pouze ve stopovém mnozstvi, byly ketony,
diterpeny, alkoholy a aldehydy.

Nejvice zastoupenou latkou byl kafr (51,76 %), cis-p-ocimen (8,17 %), 3-oktanol acetat
(7,71 %), trans-B-ocimen (6,76 %), y-terpinen (4,93 %), o-cymen (3,81 %), terpinolen (1,33 %),
limonen (1,33 %), kamfen (1,19 %) a borneol (1,20 %).

VétSina latek identifikovanych v optimalnim extraktu se shoduje s latkami identifikovanymi
v nejruznéjSich studiich [41, 42, 103]. Studie bohuZel nelze pln€ srovnavat vzhledem
k vyuzivani riznych metod a podminek zisku extrakti. V téchto studiich byly nejvice
zastoupeny 14-hydroxy-p-karyofylen a fenchon, které vsak nebyly vnaSem piipadé
V optimalnim extraktu identifikovany.
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Tabulka 13.: Aromaticky aktivni latky identifikované v optimdlnim extraktu, jejich klasifikace a

procentudlni zastoupeni (tucné oznaceny latky nalezené v jinych studiich [41, 42, 103])

RT Slougenina Klasifikace Procentualni
(min) zastoupeni
6,55 |kamfen Monoterpen 1,19 %
7,66 |sabinen Monoterpen st
8,89 B-myrcen Monoterpen 0,77 %
9,30 |o-terpinen Monoterpen 0,74 %
9,81 |limonen Monoterpen 1,33 %
10,16 |1,8-cineol Kyslikaty monoterpen | 0,82 %
10,88 |trans-B-ocimen Monoterpen 6,76 %
11,16 |y-terpinen Monoterpen 4,93 %
11,35 |cis-p-ocimen Monoterpen 8,17 %
11,93 |o-cymen Monoterpen 3,81 %
12,20 |terpinolen Monoterpen 1,33 %
13,64 |3-oktanol acetat Ester 7,71 %
16,24 | ethylester kyseliny oktanové Ester st
16,50 |p-cymen Monoterpen 0,34 %
16,89 |3-nonanol Alkohol 0,22 %
17,08 |cis-sabinen hydrat Monoterpen st
17,33 |6-ethenyl-2,2,6-trimethyloxan-3-on | Keton 0,33 %
17,67 |2-ethyl-1-hexanol Alkohol 0,12 %
17,98 |decanal Aldehyd 0,18 %
18,58 |kafr Kyslikaty monoterpen |51,76 %
19,12 |linalool Kyslikaty monoterpen |0,80 %
20,01 |bornyl acetét Ester 1,22 %
20,42 |karyofylen Seskviterpen 0,21 %
20,58 |terpinen-4-ol Kyslikaty monoterpen |0,55 %
21,29 | ethylester kyselina kaprinové Ester st
21,99 |y-muurolen Seskviterpen 0,15 %
22,14 | humulen Seskviterpen st
22,23 |guaia-6,9-dien Seskviterpen 0,24 %
22,59 |geranial Kyslikaty monoterpen |st
22,75 |B-vatirenen Seskviterpen st
22,81 |a-terpineol Kyslikaty monoterpen | 0,25 %
22,91 |borneol Kyslikaty monoterpen | 1,20 %
23,19 | pinokarveol Kyslikaty monoterpen | st
23,32 | B-selinen Seskviterpen 0,25 %
23,42 |y-gurjunen Seskviterpen 0,37 %
23,78 |seskvicineol Kyslikaty seskviterpen | 0,71 %
24,12 |kadina-1(10),4-dien Seskviterpen 0,25 %
24,68 |selina-3,7(11)-dien Kyslikaty seskviterpen |0,15 %
25,04 | methyl ester kyseliny laurové Ester st
25,86 |kalamenen Seskviterpen st

RT — retencni cas, st — stopové mnozstvi
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Tabulka 13 pokr.: Aromaticky aktivni latky identifikované v optimalnim extraktu, jejich klasifikace

a procentualni zastoupeni (tucné oznaceny latky nalezené v jinych studiich [41, 42, 103])

RT Slougenina Klasifikace Procentualni
(min) zastoupeni
3-methylbutyl ester kyseliny
26,28 |pentadekanové Ester st
27,63 | 2-fenylethanol Alkohol st
27,91 |ledol Kyslikaty seskviterpen | st
28,51 |1-dodekanol Alkohol 0,12 %
29 40 ?equnyir?t/:g?yl ester kyseliny Ester y
29,84 |isopropyl myristat Ester st
30,87 |elemol Kyslikaty seskviterpen |st
31,00 |viridiflorol Kyslikaty seskviterpen | st
31,29 | 2-ethyl-cyklohexanon Keton st
32,24 |globulol Kyslikaty seskviterpen | st
32,61 |y-eudesmol Kyslikaty seskviterpen |st
32,92 | karvakrol Kyslikaty monoterpen  |st
33,34 | methylester kyseliny palmitové Ester st
33,48 [tymol Kyslikaty monoterpen |st
33,63 |a-eudesmol Kyslikaty seskviterpen | 0,15 %
33,78 | B-eudesmol Kyslikaty seskviterpen | 0,15 %
33,99 |ethylester kyseliny palmitové Ester st
35,52 |[sklaren Diterpen st
36,13 | a-hexyl-cinnamaldehyde Aldehyd st
37,07 |guaiazulen Seskviterpen st
37,88 |abietadien Diterpen st
38,55 |abietatrien Diterpen 0,17 %
40,90 |2,3,4,5-tetramethoxybenzaldehyde | Aldehyd 0,96 %
RT — retencni cas, st — stopové mnozstvi
Diterpeny

Kys seskviterpeny

Seskviterpeny
Kys monoterpeny

Monoterpeny

0 2 4 6 8 10 12
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Obrazek 33.. Zastoupeni (pocet sloucenin) podskupin terpenii v optimalnim extraktu
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Obrazek 34.. Obsah podskupin terpenii v optimalnim extraktu v procentech
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Obrdazek 35.: Graf procentudlniho zastoupeni kyslikatych monoterpenii v optimalnim extraktu
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Obrazek 36.. Graf procentudlniho zastoupeni monoterpenit v optimalnim extraktu
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Obrazek 37.. Graf procentudlniho zastoupeni seskviterpenii v optimdlnim extraktu
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Obrazek 38.: Graf procentualniho zastoupeni kyslikatych seskviterpenii v optimalnim extraktu

4.2.2 Celkovy obsah polyfenoli v optimalnim extraktu

Celkovy obsah polyfenolt byl stanoven spektrofotometricky metodou Folin-Ciocalteu.
VsSechny tf1i optimalizované extrakty byly proméfeny 3krat, vysledny obsah Cinil
0,31+ 0,02 mgeae'ml™, coZ je rovno v prepoétu na gram rostliny 1,52 + 0,11 mgeae'g™
(Tabulka 14.). Na Obrazku 39. 1ze vidét rozdily mezi jednotlivymi extrakty. Rozdil mohl byt
zpusoben nedostateCnym promiSenim nakrajeného migrénovniku, kdy se obsah pokrajenych
listi a stonkt mohl ¢astecné v extraktech lisit.

Fernandez a kol. [100] stanovili v extraktech migrénovniku celkové polyfenoly
181,97 mgcae-g . Obsah polyfenold byl vyrazné vétsi, oviem tato dvé stanoveni nelze dobite
porovnavat, vzhledem K tomu, ze k zisku extraktu bylo pouzito jiné rozpoustédlo (methanol).
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Amoo a kol. [106] stanovili obsah celkovych polyfenolii na 7,2 + 0,38 mgeae-g™ a i v tomto
piipadé byl pouzit jiny zptsob zisku extraktu.

Ve srovnani s publikovanymi tdaji je nami nalezend hodnota TPC nizk4, coz jen potvrzuje
vyznamny vliv pouzité extrakcéni metody.

Tabulka 14.: Celkovy obsah fenolickych ldtek v optimalnim extraktu
Primér +SD | Min | Max
TPC (mgcae-ml?) 0,31 +0,02 0,27 | 0,33
TPC (mgcae-g?) 1,52 +0,11 133 | 1,64

SD — smeérodatna odchylka
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Obrdazek 39.: Graf obsahu celkovych polyfenolii pro jednotliva opakovani optimalizované extrakce

4.2.3 Antioxida¢ni aktivita optimalniho extraktu

V optimalizovaném extraktu byla kromé celkovych polyfenold stanovena také antioxidacni
aktivita pomoci ABTS. Antioxidacni aktivita byla vyjadiena jako ekvivalent syntetického
standardu (derivatu vitaminu E) pod nazvem Trolox (TEAC). Pficemz samoziejmé plati, ze
antioxidac¢ni aktivita latek ptitomnych v extraktech je vyssi s vyssi hodnotou TEAC.

Me¢éfteni antioxidacni aktivity bylo 2krat opakovano pro kazdy extrakt. Pravdépodobné
vhledem Kk znacné nestalosti radikalu ABTS byly vysledné hodnoty jednotlivych extraktl
odli$né (viz. Obrazek 40.). Primérnd antioxidaéni aktivita ¢inila 417,56 £ 32,84 pgreacml™.
Zha3eni radikalu ABTS™" bylo rovno 88,99 + 7,00 % (Tabulka 15.).
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Z diivodu malého mnozstvi publikaci sledujicich antioxidacni aktivitu extrakta
migrénovniku pomoci metody ABTS, nelze efektivné tuto naméfenou hodnotu porovnat
S jinymi studiemi.

Pouze Elaka a kol. [109] stanovili  antioxida¢ni  aktivitu  extraktd
11,55 + 3,97 pgreac'ml?, v tomto piipadé byla ndmi naméfena hodnota vyrazné vyssi.

Na zavér byl zhodnocen vztah mezi obsahem polyfenolti a antioxida¢ni aktivitou pomoci
korela¢ni analyzy. Spearmantiv korelacni koeficient byl roven 0,60. Vyslednd hodnota
koeficientu poukazuje na pozitivni korela¢ni vztah mezi naméfenymi hodnotami polyfenoli
a antioxidacni aktivity. Zjednodusen¢ feceno, ¢im vyssi byl obsah polyfenolii ve vzorku, tim
vy$§i byla jeho antioxidacni aktivita.

Tabulka 15.. Antioxidacni aktivita a procento zhdaSeni radikdalu ABTS™
Primér +SD | Min | Max

Antioxidaéni aktivita (ugreac'ml?) | 417,56 +32,84 | 360 |448,46
ZhaSeni radikalu ABTS™ (%) 88,99 + 7,00 76,72 | 95,57

SD — smeérodatna odchylka
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Obrazek 40.: Graf antioxidacni aktivity pro jednotliva opakovani optimalizované extrakce
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4.2.4 Antimikrobialni aktivita optimalniho extraktu

Antimikrobidlni aktivita pfipravenych optimalnich extrakti byla sledovana proti
3 zminénym mikroorganismim (Bacillus cereus, Escherichia coli a Candida glabrata).
Pro kazdy extrakt byla provedena dvé opakovani (miska a, miska b). Vysledky jsou shrnuty
v Tabulce 16. V tabulce jsou uvedeny rozméry inhibi¢ni zény po odecteni inhibi¢ni zony
kontrolni jamky, ve které bylo napipetovano rozpoustédlo (40% ethanol).

Tabulka 16.. Vysledky ovéreni antimikrobidalni aktivity extraktii migrénovniku

Inhibi¢ni zéna (mm)
MO Extrakt Miska a Miska b o (Mm)
1 X X X 2,0 0,2 1,0 1,07 £ 0,90
B. cereus 2 2,0 3,0 3,0 50 3,0 3,0 3,17 £ 0,98
3 4,0 4,0 3,0 4,0 4,0 1,0 3,33+£1,21
1 X X X X X X X
E. coli 2 X X X X X X X
3 X X X X X X X
1 X X X X X X X
C. glabrata 2 X X X X X X X
3 X X X X X X X

MO — mikroorganismus, o — priimér

Z Tabulky 16. je patrné, Ze extrakty vykazovaly slabou antimikrobialni aktivitu pouze vaci
bakterii Bacillus cereus (viz Obrazek 41.). Z divodu podobného zbarveni kultivaéniho média
a kolonii bakterie na ném rostouci, nejsou inhibi¢ni zony na Obrazku 41. navic dobfe znatelné.
Ngule a kol. [102] stanovili antimikrobialni aktivitu viéi B. cereus podstatné vyssi (inhibi¢ni
zony 18,00 £0,58 mm). Tato dvé stanoveni vSak opét nelze dobie porovnat, jelikoz
Ngule a kol. pfipravovali extrakt jinym zptisobem (vafeni ve vodé po dobu 20 minut, nasledné
odpafeni a rozpusténi v DMSO).

Vici bakterii Escherichia coli v nasem ptipadé nevykazoval extrakt Zadnou inhibici
(viz Obrazek 42.). Ndiku a Ngule [105] vSak naméfili inhibi¢ni zony u E. coli
13,33 + 0,887 mm.

Rozdil mezi odolnosti téchto dvou bakterii pravdépodobné vyplyva také z jejich bunééné
struktury. B. cereus jako grampozitivni bakterie postrada vnéjsi membranu a ma nizky obsah
lipid a lipoproteint a je tak méné odolny vici antimikrobialnim latkam. Naproti tomu E. coli
jako bakterie gramnegativni ma pouze tenkou peptidoglykanovou vrstvu, ale navic ma také
vnéj$i membranu a s ni i vyssi obsah lipidi a lipoproteini, které zajistuji bunce vétsi odolnost
vuci antimikrobidlnim latkdm. Optimalizovany extrakt tedy vykazoval slabou antimikrobidlni
aktivitu viici B. cereus, avsak na inhibici E. coli jiz nebyl dostate¢né silny.

Vuéi kvasince Candida glabrata nevykazoval optimalni extrakt také Zadnou inhibici
(viz Obrazek 43.). V ramci reSerSe nebyla bohuzel nalezena studie sledujici inhibi¢ni u¢inky
extraktu migrénovniku viici této kvasince. Costa a kol. [96] sledovali inhibi¢ni u¢inky extrakt
migrénovniku pomoci dilu¢ni metody viac¢i Candida albicans, Candida parapsilosis a Candida
tropicalis. U prvnich dvou zminénych pozorovali inhibi¢ni aktivitu. Vaci C. tropicalis nebyl
pfipraveny extrakt u¢inny.
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Obrazek 41.: Vysledky jamkové difiizni metody optimalniho extraktu viici Bacillus cereus (Cervené

oznacenda kontrolni jamka)

Obrazek 42.: Vysledky jamkové difiizni metody optimalniho extraktu viici Escherichia coli (Cervené

oznacena kontrolni jamka)

Obrazek 43.: Vysledky jamkové difiizni metody optimdlniho extraktu viici Candida glabrata (Cervené
oznacend kontrolni jamka)
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4.3 Aplikace vyrobeného extraktu

Ze zpracované reSerSe vyplyva, Ze extrakty bylin v potravinafstvi a kosmetice nachazi stale
vice uplatnéni pro jejich antioxida¢ni a antimikrobialni ucinky. Velkou vyhodou oproti
syntetickym latkdm se stejnym ucinkem je jejich pfirodni povaha, ktera se v soucasné dob¢
stale vice ceni. I z tohoto diivodu 1ze nalézt rostouci mnozstvi studii, které se zabyvaji studiem
antioxida¢niho a antimikrobidlniho potencialu nejriznéjSich bylin a moznosti vyuziti tohoto
potencialu pravé v potravinaistvi nebo kosmetice. Na druhou stranu by mohly extrakty bylin
piredstavovat potencialni nebezpedi; jedna se zejména o chemickou a mikrobialni kontaminaci,
ktera by se mohla do extrakti dostat napf. zpidy nebo ovzdu$i. Reseni tohoto
problému spociva ve vyuzivani pokud mozno co nejmensiho mnozstvi chemickych postiikd,
idealn¢ zadnych, k oSetfeni rostoucich bylin. Mikrobialni kontaminaci lze feSit vhodnym
osetfenim extraktll, jako je napf. vyssi teplota, Srizikem ztraty nékterych termolabilnich
biologicky aktivnich latek.

Piivodnim zadmérem této prace bylo aplikovat vyrobeny extrakt do vhodného potravinového
produktu, to vSak v této fazi nebylo mozné. Mnozstvi rostliny potiebné k provedeni extrakce
a zahusténi extraktu na pozadovanou koncentraci vhodnou pro vyuziti k ochuceni potravin
nebylo dostatecné a sehnédni dalSich rostlin bylo ¢asoveé narocné. Toto tedy bude naplni pro dalsi
navazujici prace.

Pro zajimavost zde uvedu studii Dunkel a kol. [118], ktefi sledovali antimikrobialni u¢inky
listd Tetradenia riparia pii skladovani fazoli a jejich potencial ochranit potravinu pied
nezadoucimi mikroorganismy. Fazole skladované s Tetradenia riparia poté podrobili
senzorickému hodnoceni vy§kolenym panelem. Panel zhodnotil fazole skladované s Tetradenia
riparia stejné piijatelné jako fazole skladované za konvencnich metod, které vyuzivaji
1% ptipravek Actellic.
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5. ZAVER

Tato diplomovéa prace se zabyva problematikou ziskédvani bylinnych extraktii, konkrétné
z migrénovniku (Tetradenia spp.).

Na ptipravu extraktli byly vyuzity Cerstvé listy a stonky rostlinek migrénovniku; jako hlavni
charakterizujici parametry extraktd byly sledovany: celkovy obsah polyfenoli metodou Folin-
Ciocalteu, tékavé latky pomoci HS-SPME-GC-MS, antioxidacni aktivita metodou TEAC
a antimikrobidlni aktivita jamkovou difuzni metodou.

Hlavnim cilem prace bylo optimalizovat vybranou metodu extrakce, maceraci,
Z pohledu maximalniho zisku biologicky aktivnich latek. Pti optimalizaci byl sledovan vliv
riznych faktord, konkrétné teploty a doby macerace, typu rozpoustédla, poméru navazka
ku rozpoustédlu na obsah celkovych fenolickych a tékavych latek.

Z vysledku bylo patrné, ze vyznamny vliv na zisk celkovych polyfenoli mély teplota a doba
macerace a typ rozpoustédla. Pomér navazky ku rozpoustédlu naopak nebyl ze statistického
hlediska vyznamny. VIliv na obsah tékavych latek nebyl statisticky vyznamny u zadného
ze sledovanych faktorii. Pro zjiSténi podrobnéjsiho vlivu téchto faktorti na zisk biologicky
aktivnich latek by bylo idealni porovnat vice hodnot jednotlivych faktorii, aby byl ziskan

Na zakladé vyhodnoceni vysledkti optimalizace byly vybrany pro pfipravu optimalniho
extraktu nasledujici podminky: doba 40 minut, rozpoustédlo 40% ethanol, pomér
navazka/rozpoustédlo 1:5 a teplota 60 °C. V optimalnim extraktu bylo celkem identifikovano
63 aromaticky aktivnich sloucenin. Nejvétsi zastoupeni piedstavovaly terpeny (88,60 %),
z nich pak zejména Kyslikaté monoterpeny (55,65 %) a monoterpeny (29,52 %). Nejvice
zastoupen byl kafr (51,76 %), cis-p-ocimen (8,17 %), 3-oktanol acetat (7,71 %), trans-p-ocimen
(6,76 %), y-terpinen (4,93 %), o-cymen (3,81 %), terpinolen (1,33 %), limonen (1,33 %),
kamfen (1,19 %) a borneol (1,20 %).

Celkovy obsah polyfenolii byl roven 0,31+ 0,02 mgeae'ml?, coz v pfepoétu na gram
rostliny  odpovidd 1,52 £+ 0,11 mgeae'g’. Antioxidani aktivita  ¢inila
417,56 + 32,84 ugreac'ml™ a procento zhaseni radikalu ABTS™ 88,99 £ 7,00 %.

Extrakt vykazoval slabou antimikrobialni aktivitu pouze vici bakterii Bacillus cereus,
ostatni testované mikroorganismy (Escherichia coli a Candida glabrata) byly vuci
extraktu rezistentni.

Metoda vyuzita v experimentalni ¢asti prace K zisku extraktu skytda mnoho vyhod, zejména
je to pak jednoduchost a cenova dostupnost. Jeji asi nejvetsi limitaci je ¢as potiebny pro zisk
extraktu. Jako metoda je macerace schopna konkurovat vétSin€ jinych extrakénich metod, které
sice zkrati dobu potiebnou k extrakci pomoci vyssich teplot a tlakt, avSak Casto na ukor latek,
které nejsou dostatecné tepelné odolné.

Vysledky této prace umoziuji navazat dal§imi stanovenimi a optimalizacemi. Optimalizaci
1ze rozsifit o vice hodnot jednotlivych faktort, pfipadné€ o dalsi samotné faktory, napt. extrakce
suSenych vs. Cerstvych bylin, jemnéj$i homogenizace materidlu aj. Déle by bylo mozné
optimalizaci rozsifit o sledovani vlivu faktor na potencialni antimikrobidlni G¢inek, a rozsifit
vybér testovanych mikroorganismd.

Kazdopadné ziskané vysledky potvrzuji, Ze migrénovnik obsahuje fadu zajimavych
aromaticky aktivnich latek, vykazuje antioxidacni 1 antimikrobidlni aktivitu a ma tak dobry
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potencial pro vyuziti jako pfirodni zdroj nutricné€ i senzoricky cennych latek napt. do riznych
potravin a pochutin.
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7.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAL
ABTS
ANOVA
Benth.

BHT
Codd.

DMSO
DNA
DPPH
DPPH-H
ECso
ESR

F-C
FRAP

GAE
GC
GC-FID

GC-MS

HPLC

HS
ICs0
MAE

MIC
m/z
N.E.Br

NMR
ORAC

PSE
ROO-
RNS
ROS
SD

SF
SFE
SPME

spp.
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Aromatické aktivni latky
2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)

Analyza rozptylu (Analysis of Variance)

Zkratka pouzivana pfi citaci botanického jména, odvozeno od botanika George
Bentham (1800-1884)

Butylhydroxytoluen (Butylhydroxytoluene)

Zkratka pouzivana pfi citaci botanického jména, odvozeno od botanika Leslie
Codd (1908-1999)

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

Difenylpikrylhydrazyl (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)
Difenylpikrylhydrazin

Koncentrace extraktu (Extract Concentraction)

Elektronova spinova rezonance (Electron Spin Resonance)

Folin-Ciocalteu

Antioxida¢ni potencial redukce Zeleznatych kationtd (Ferric Reducing
Antioxidant Potential)

Ekvivalent kyseliny gallové (Gallic Acid Equivalent)

Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Plynovd chromatografie s plamenové ionizaénim detektorem (Gas
Chromatography-Flame lonization Detector)

Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry)

Vysoce ucinnd kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

Prostor nad vzorkem (Head Space)

linhibi¢ni koncentrace (Inhibition Concentration)

Mikrovinna extrakce (Microwave-Assisted Extraction)

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (Minimal Inhibition Concentration)

Pomér hmotnosti k naboji (Mass to Charge Ratio)

Zkratka pouzivana pfi citaci botanického jména, odvozeno od Nicholas Edward
Brown (1849-1934)

Nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)

Kapacita absorpce kyslikovych radikalu (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Vysokotlaka extrakce rozpoustédel (Pressurised Solvent Extraction)
Peroxylovy radikal (Peroxyl Radical)

Dusikovy radikal (Reactive Nitrogen Species)

Kyslikové radikaly (Reactive Oxygen Species)

Smérodatna odchylka

Superkriticka kapalina (Supercritical Fluid)

Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction)
Mikroexktrakce tuhou fazi (Solid Phase Micro Extraction)

Druhy (Species)



TEAC
TLC
TPC
Trolox
UAE
uv
VIS

Antioxida¢ni kapacita Troloxu (Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity)
Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)

Celkovy obsah polyfenoli (Total Phenolic Content)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina
Ultrazvukova extrakce (Ultrasound-Assisted Extraction)

Ultrafialové (Ultraviolet)

Viditelné (Visible)
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8. PRILOHY

Tabulka 17.: Nameérené hodnoty celkovych polyfenolil pri optimalizaci doby extrakce

Doba extrakt A extrakt B extrakt A extrakt B
extrakee ¢ (Mgcea'ml?) ¢ (Mgcea'ml?) ¢ (Mgceag?) ¢ (Mgceag?)
(min) 1 [ 2 [ 3 | 1 2 3 1 [ 2 [ 3 1 [ 2 | 3
20 0,05 | 0,06 | 0,056 | 0,07 | 0,06 | 0,07 | 051 | 057 | 0,49 | 0,65 | 0,61 | 0,68
40 0,09 | 0,09 | 0,08 | 0,09 [ 0,09 | 0,09 | 0,89 0,9 0,83 0,9 0,92 | 0,92
60 0,04 | 0,05 | 0,04 | 0,08 [ 0,08 | 0,09 | 0,38 | 0,46 | 0,41 | 0,76 | 0,82 | 0,86

Tabulka 18.: Namérené hodnoty celkovych polyfenolii pri optimalizaci koncentrace rozpoustédla

SR extrakt A extrakt B extrakt A extrakt B
rozpoustédla ¢ (Mmgcea'ml?) ¢ (Mmgcea'ml?) ¢ (Mgcea'g?) ¢ (Mgcea'g?)
(%6) 1 [ 2 [ 3| 1] 2 3 1 [ 2 [ 3| 1] 2] 3
0 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,05 | 0,06 | 0,06 [ 0,22 | 0,23 | 0,24 | 0,54 | 0,54 | 0,63
40 005|005)005)| 014 (013 | 013 | 049 ] 0,49 | 051 | 1,36 | 1,33 | 1,32
80 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,25 | 0,214 | 0,24 | 0,58 0,6 059 | 145 | 1,36 | 1,37
Tabulka 19.: Namérené hodnoty celkovych polyfenoli pri optimalizaci poméru navdazka/rozpoustédlo
» extrakt A extrakt B extrakt A extrakt B
N;(‘)ﬁg(éz:i/;‘: ‘ ¢ (Mgeeaml™) ¢ (Mmgcea'ml™) ¢ (Mgeen'g™) ¢ (Mycea'g™)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1:10 0,11 0,1 0,13 | 0,13 0,1 0,1 1,07 | 1,03 | 1,27 | 1,27 | 1,05 | 0,96
1.5 023|022 ] 022 | 022 | 0,22 | 0,22 | 1,15 | 1,11 11 11 1,12 | 1,09
1:3,33 0,29 0,3 0,28 0,3 031103109 | 101 | 095 | 1,01 | 1,03 | 1,04
Tabulka 20.: Nameérené hodnoty celkovych polyfenolii pri optimalizaci teploty
extrakt A extrakt B extrakt A extrakt B
Teplota (°C) ¢ (Mgcea-ml?) ¢ (Mggea'ml?) ¢ (Mgceag?) ¢ (Mgceag?)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
20 0111 0,12 | 0,13 | 0,09 | 0,21 | 0,22 | 1,14 1,2 1,27 | 0,92 | 1,07 | 1,17
40 023 1025102510251 0,26 | 026 | 231 ) 249 | 249 | 249 | 2,56 | 2,65
60 058 | 064 | 064 | 0,64 | 051 | 0,64 | 5,82 6,4 6,43 | 6,43 | 506 | 6,45
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Tabulka 21.: Namerené hodnoty celkovych

polyfenolii u optimalniho extraktu

Extrakt C (Mgoenml™) C (mgaeng’)
1 2 3 1 2 3

1 033032032164 16 | 1,61

2 02910,2910,271145]| 145|133

3 033(032) 03 [164] 1,6 | 1,49




Tabulka 22.: Namérené hodnoty antioxidacni aktivity a vypoctené zhdseni radikalu ABTS™

Extrakt | Opakovani | ¢ (ugreac'ml?) Zhaseni radikalu ABTS™ (%)
a 430 91,64
1 b 446,2 95,08
5 a 4485 95,57
b 4054 86,39
a 415,4 88,52
3 b 360 76,72
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Obrazek 44.. Ukazka chromatogramu tékavych latek optimalniho extraktu migrénovniku (Tetradenia spp.), identifikace na zdkladé retencnich casu Viz
Tabulka 13.
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