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Antimikrobialni pisobeni silic z vybranych 1é¢ivych rostlin
pouzivanych v ¢eském lidovém lécCitelstvi

Souhrn

Pfiznivé biologické u¢inky mnoha rostlin jsou tradiéné vyuzivany v lidovém lé¢itelstvi
k 1é¢b¢ rtiznych onemocnéni. To plati i pro 1é¢bu mikrobialnich infekci, pfi¢emz u fady rostlin
byva antimikrobialni ¢inek davan do souvislosti s obsahem silic.

Cilem této prace bylo zanalyzovat chemické slozeni a ovéfit antimikrobialni aktivitu
silic Aristolocha clematitis, Sisymbrium officinale a Astragalus glycyphyllos, u kterych je
Vv literatue zminovan obsah silic, ale jejich sloZeni ¢i anitimikrobialni u¢inky nebyly dosud
popsany.

Antimikrobialni aktivita byla testovana bujénovou mikrodilu¢ni metodou in vitro. Byly
testovany silice ziskané hydrodestilaci z ususené nadzemni ¢asti vybranych druht rostlin.
Antimikrobialni aktivita byla testovana na zastupcich grampozitivnich (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus), a gramnegativnich (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) bakterii a na jedné kvasince (Hanseniaspora uvarum). Chemické slozeni silic bylo
zanalyzovano pomoci plynové chromatografie.

Pomoci chemické analyzy bylo zjisténo slozeni a procentualni zastoupeni silic.
Hlavnimi slozkami A. clematitis byl caryophyllen (15,28 %), bornyl acetat (7,12 %), p-cadinen
(5,64 %) a camphor (4,74 %). U silice S. officinale to byl hexahydrofarnesyl aceton (52,27 %)
atrans-p-ionon (19,14 %). A v ptipadé A. glycyphyllos byly nejvice zastoupenymi slou¢eninami
phytol (12,79%), hexahydrofarnesyl aceton (10,94 %) a trans-B-ionon (10,49 %). Podle
dostupnych zdroju se v ptipadé A. clematitis a A. glycyphyllos jedna o prvni analyzu slozeni
jejich silic. Jejich antimikrobialni ucinek se v testovaném koncentraénim rozmezi od 4 do
512 pl/ml nepodatilo potvrdit.

Kli¢ova slova: antibakteridlni, antifungélni, baktericidni, étericky olej, silice



Antimicrobial effect of essential oils from selected
medicinal plants used in traditional Czech medicine

Summary

The beneficial biological effects of many plants have been traditionally used in folk
medicine to treat various diseases. This also applies to the treatment of microbial infections,
whereas the antimicrobial effect of many plants is often attributed to their essential oil content.

The aim of this work was to analyse the chemical composition and to verify the
antimicrobial activity of essential oils of Aristolochia clematitis, Sisymbrium officinale and
Astragalus glycyphyllos, for which the essential oil content is mentioned in the literature, but
the composition or antimicrobial effects have not been described so far.

Antimicrobial activity was tested by the broth microdilution method in vitro. Essential
oils obtained by hydrodistillation from the dried aerial part of selected plant species were
analysed. The antimicrobial activity was tested against the representatives of gram-positive
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus) and gram-negative
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) bacteria and one yeast (Hanseniaspora uvarum).
The chemical composition of the essential oils was analysed by gas chromatography.

The composition and percentage of essential oils were determined by chemical analysis.
The main constituents of A. clematitis were caryophyllene (15.28%), bornyl acetate (7.12%),
cadinene (5.64%) and camphor (4.74%). For S. officinale essential oil, it was hexahydrofarnesyl
acetone (52.27%) and trans-p-ionone (19.14%). In the case of A. glycyphyllos, phytol (12.79%),
hexahydrofarnesyl acetone (10.94%) and trans-B-ionone (10.49%) were the most abundant
compounds. According to available sources, this is the first analysis of A. clematitis and A.
glycyphyllos essential oil composition. Their antimicrobial effect could not be confirmed in the
tested concentration range from 4 to 512 pl/ml.

Keywords: antibacterial, antifungal, bactericidal, essential oil
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1 Uvod

Dlouho predtim, nez lidstvo objevilo existenci mikroorganismi, bylo dobie znamo, ze
nékteré rostliny maji 1é¢ivy potencial. Jiz od starovéku clovek pouzival rostliny k 1écbé
béznych infekénich onemocnéni a nckteré z téchto tradicnich 1€¢iv jsou dodnes soucasti
obvyklé 1é¢by nékterych onemocnéni. Napiiklad pouziti brusinkové $tavy (Vaccinium
macrocarpon Aiton) k 1é¢b¢ infekci mocovych cest nebo pouziti silice kajeputu stiidavolistého
(Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel) k 1é¢bé akné a dalSich infekénich koznich
onemocnéni. (Rios & Recio 2005)

V soucasné dob¢ je pozorovan trend vét§iho zajmu o pouzivani ptirodnich latek ve vSech
odvétvich lidské cinnosti. Nejedna se jen o farmaceuticky primysl, ale i potravinaisky,
kosmeticky aj. To dava prostor k vyuziti stavajicich znalosti o antimikrobialni aktivité silic a
zkoumédni novych aromatickych a 1éCivych rostlin, jako moznych zdroji novych
antimikrobidlné plsobicich latek. Kromé toho je stile vétSim problémem tzv. antibioticka
resistence mikroorganismi. Denné jsme vystaveni kontaktu s mikroorganismy, bézné se
vyskytuji v Zivotnim prostiedi a potravinach a mohou zptisobit vazna az smrtelna onemocnéni.
V piipad¢ antibiotické resistence by silice mohly slouzit jako pomocny terapeuticky prostredek,
mozna i jako alternativa antibiotik.

Stale je tada rostlin, u kterych nebylo dostate¢né prozkoumdano slozeni silic a jejich
antimikrobidlni aktivita. Proto se tato prace zamétuje na testovani antimikrobidlni aktivity a
slozeni silic podrazce kiovistniho (Aristolochia clematitis L.), hulevniku 1ékafského
(Sisymbrium officinale (L.) Scop.) a kozince sladkolistého (Astragalus glycyphyllos L.).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem préce je vybrat vhodné druhy sili¢natych rostlin (dosud viibec nebo nedostatecné
prozkoumanych) a ovéfit antimikrobialni aktivitu jejich silic.

Hypotéza: Z literatury je zndmo mnoho silic s antimikrobialni aktivitou. Lze pfedpokladat, ze
I silice z nami vybranych rostlin budou vykazovat antimikrobialni aktivitu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita je schopnost latky inhibovat riist mikroorganismu, popft. usmrtit
dany mikroorganismus. Antimikrobialnimi G¢inky se rozumi piisobeni proti bakteriim, plisnim,
kvasinkam a virim, a zahrnuji tedy ucinky antibakterialni, antimykotické a antivirové. Tuto
aktivitu Ize vyjadfit pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coZ je nejnizsi koncentrace
antimikrobialni latky, ktera zabranuje ristu mikroorganismti, nebo minimalni baktericidni
bakterii za urc¢itou dobu. (Balouiri et al. 2016)

Antimikrobidlni aktivitu vykazuje velké mmnozstvi latek jako napf. organické a
anorganické kyseliny, dusitany, peroxid vodiku, alkaloidy, fenolické latky, silice atd.

3.2 Silice

Silice, jinak také éterické oleje, jsou tékavé, pfirodni, komplexni slouceniny, které se
vyznacuji silnou vini a produkuji je aromatické rostliny jako sekundarni metabolity. Jsou
znamé pro své antiseptické Gcinky, tj. baktericidni, virucidni a fungicidni, a 1é¢ivé vlastnosti.
Tyto vlastnosti se vyuzivaji pii aromatizaci a konzervaci potravin. Ve farmaceutickém
spasmolytické a lokaln¢ anestetické prostiedky. (Bakkali et al. 2008)

Eterické oleje jsou kapalné, prithledné a ziidka barevné latky, rozpustné v tucich a v
organickych rozpoustédlech. Mohou byt syntetizovany vSemi ¢astmi rostlin, tj. pupeny, kvéty,
listy, stonky, vétvickami, semeny, plody, kofeny, dievem nebo kiirou. V rostlinach jsou uloZzeny
v sekreCnich buiikach, dutinach, kanalech, epidermélnich bunkéch nebo zldzovych trichomech.
Jejich slozeni se miize znacné 1iSit mezi jednotlivymi druhy a odridami aromatickych rostlin.
Slozeni se muze dale lisit i v ramci jedné odridy z riznych zemépisnych oblasti. (Bakkali et al.
2008; Soares de Oliveira et al. 2020)

V ptirodé hraji éterické oleje dileZitou roli v ochrané rostlin jako antibakteridlni,
antivirové, protiplisfiové, insekticidni latky. Jsou syntetizovany také jako obrana proti
herbivorim. Mohou pftitahovat n¢které druhy hmyzu a podporovat tak ifeni pylu a semen nebo
odpuzovat nezadouci druhy. (Reyes-Jurado et al. 2015)

3.2.1 Vyuzitisilic

Silice maji Siroké vyuZiti napfi¢ obory. Diky jejich vyrazné vini jsou pouzZivany pii
vyrobé parféml a kosmetiky a jsou zdkladem aromaterapie. Antimikrobidlni aktivita hraje
hlavni roli pfi pouziti ve farmaceutickém a potravinarském prumyslu a zemedé€lstvi.

3.2.1.1 Zemédélstvi

Praktické vyuziti éterickych oleji v zemé&délstvi ma Siroky potencidl. Jedna se zejména
o ptirodni insekticidy, herbicidy, fungicidy a repelenty, které by mohly byt i¢innou alternativou
syntetickych ptipravkl na ochranu proti Skiidctim.
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Historie ukazuje, Ze nadmérné pouzivani syntetickych insekticidi vedlo k mnoha
problémiim, které se v dobé jejich zavedeni nepiedpokladaly: akutni a chronické otravy
zemédélskych pracovniki, a dokonce i spotiebiteld, otravy ryb, ptakl a dalSich volné zijicich
zivocicht, naruSeni pfirozené biologické rovnovahy, rozsahlé kontaminace podzemnich vod,
ktera potencialn¢ ohrozuje zdravi lidi a zivotniho prosttedi, a vyvoj rezistence populaci skiidct
vuci pesticidim. Reakce na tyto problémy bylo zavedeni regula¢nich opatieni, kterymi byly
zakazany nebo pfisné omezeny nejSkodliveéjsi piipravky a vytvofeni politiky nahrazujici
rizikové chemické latky témi, u nichz bylo prokazano, ze predstavuji mensi rizika pro lidské
zdravi a zivotni prostiedi. To vedlo k zajmu o objevovani a vyvoj alternativnich ptipravki na
ochranu proti $kiidciim na bazi éterickych olejl, které maji nizsi zdravotni a environmentalni
dopady. (Isman 2005)

Ve studiich byla prokazana ucinnost silic z eukalyptu (Eucalyptus nicholii Maiden &
Blakely), cyptisku lawsonova (Chamaecyparis lawsoniana (A.Murray bis) Parl.), rozmarynu
(Rosmarinus officinalis L.) a bilého cedru (Thuja occidentalis L.) na inhibici kli¢eni nékterych
vyznamnych druhti plevelil a jejich potencidlni mozné vyuziti jako herbicidii. (Ramezani et al.,
2013)

Utinna aplikace éterickych oleji byla prokazana také v piipadé ochrany v pribéhu
skladovani. Poskliziiové choroby zptsobuji velké ztraty béhem piepravy a skladovani. Vyssi
obsah vody, slozeni zivin a pH vétSiny produktd podléhajicich rychlé zkaze umoznuji rist fady
mikroorganismt. Celosvétové poskliziiové ztraty rychle se kazicich produktii zpisobené
plisnémi se pohybuji mezi 10 a 50 %. (Tripathi et al. 2008)

Byla prokazana ucinna ochrana éterického oleje z tymianu (Thymus vulgaris L.) proti
poskliziové hnilob&é zptisobené Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata a
Colletrichum gloeosporioides. Pozitivni vysledky ve studiich vykazoval také étericky olej
z citronové travy (Cymbopogon citratus (hort. ex DC.) Stapf), Tea tree (Melaleuca spp.),
hiebicku (Eugenia caryophyllata Thunb.), oregana (Origanum vulgare L.) a lipie (Lippia
javanica Spreng.), které byly testovany proti riznym houbovym patogentim. Byly testovany
rizné metody aplikace jako jsou postiik, maceni nebo fumigace. Hlavni vyhodou éterickych
olejii je jejich bioaktivita béhem vypatrovani, coz je vlastnost, kterd je ¢ini atraktivnimi jako
mozné fumiganty pro ochranu skladovanych produkti. (Sivakumar & Bautista-Bafos 2014)

Nedavné vyzkumy rovnéz prokazaly Gi&innost proti $kiidctim na rostlinach. Etericky olej
z kminu (Cuminum cyminum L.), anyzu (Pimpinella anisum L.), oregana (Origanum syriacum
var. Bevanii (Holmes) letsw.) a eukalyptu (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.) byly G¢inné jako
fumiganty proti msici bavlnikové (Aphis gossypii Glover, 1877) a svilusce rumélkové
(Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867)). (Isman 2000)

Eterické oleje maji potencial pro uplatnéni nejen v rostlinné vyrobé, ale také v Zivo¢isné
produkeci jako piirodni repelenty. Coz jsou latky, které ptisobi lokalné nebo na dalku, a odpuzuji
¢lenovce a zamezuji tedy kontaktu s kizi a ptipadnému kousnuti. Bylo prokazano, ze velké
mnozstvi éterickych oleji extrahovanych z riiznych ¢eledi ma vysokou repelentni uc¢innost vici
druhtim ¢lenovcl. Mezi rostlinami produkujicimi éterické oleje byly hojné€ studovany nékteré
rody, jako naptiklad vonatka (Cymbopogon spp.), blahovi¢nik (Eucalyptus spp.) a bazalka
(Ocimum spp.) Etericky olej z citronové travy (Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor)
smichany s vanilinem poskytoval u¢innou ochranu po dobu 6 h proti druhim Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762), Culex quinquefasciatus Say, 1823 a Anopheles dirus Peyton and
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Harrison, 1979, coz jsou vysledky srovnatelné s hodnotami zjisténymi pfti pouziti 25 % DEET
(N,N-diethyl-3-methylbenzanmidu). DEET je synteticka latka, kterda je v soucasnosti
nejpouzivanéjsi aktivni slozkou repelentti proti hmyzu. (Nerio et al. 2010)

Potencial pro vyuziti éterickych oleji jako veterinarnich prostiedki proti vyznamnym
ektoparazitiim z fad ¢lenovci je rovnéz studovan. Jejich t¢innost se projevila nejen po ponoteni
a fyzickém kontaktu s oSetfenymi povrchy, ale také po vystaveni param éterickych olejii. To
naznacuje, ze zpusob jejich ucinku je spiSe neurotoxicky nez pouze mechanicky. Tckava
povaha éterickych oleji vSak mize byt prekdzkou pro jejich pouziti, protoze jejich insekticidni
nebo akaricidni uc¢innost bude pravdépodobné relativné kratkodoba. (Ellse & Wall 2014)

Byl prokazan také insekticidni Géinek éterickych oleji z jalovee (Juniperus oxycedrus
L.), hiebicku (Eugenia caryophyllata), koriandru (Coriandrum sativum L.), kienu (Armoracia
rusticana G.Gaertn., B.Mey. & Scherb.), hoi¢ice (Brassica juncea (L.) Czern.), levandule
(Lavandula angustifolia Mill.) a tymianu (Thymus vulgaris) na ¢melika kuiiho (Dermanyssus
gallinae (De Geer, 1778)), coz je krvesajici parazit drubeze. Dale bylo prokazano, Ze silice z
listd skoficovniku (Cinnamomum zeylanicum Garcin ex Blume) a z hiebicku (Eugenia
caryophyllata) maji vysokou akaricidni u¢innost proti Psoroptes cuniculi (Delafond, 1859) u
kralikt. Aplikace téchto silic vyrazné snizuje Urovenn exkoriace, strupovitosti a pocetnosti
roztocl a jejich Gc¢inek je srovnatelny s pisobenim konvenéniho piipravku Acacerulen®. U
silic je rovnéz potvrzena akaricidni u¢innost proti klist’atim, v$im a blecham. (Ellse & Wall
2014) Insekticidni uc¢inky silic byly testovany také na mouse domaci (Musca domestica L.),
kde 21 silic z 34 testovanych vykazovalo pozitivni vysledek. (Pavela 2008)

3.2.1.2 Potravinafrstvi

Navzdory modernimu zdokonalovani hygieny poraZek a technik vyroby potravin je
30% lidi v pramyslové vyspélych zemich trpi kaZzdoro¢né onemocnénim pifenaSenym
potravinami. Proto je tfeba hledat nové metody snizovani nebo eliminace patogentll pienaSenych
potravinami a piipadné prozkoumat jejich vyuziti v kombinaci se stavajicimi metodami.
Svétova zdravotnickd organizace nedavno vyzvala k celosvétovému sniZeni spotieby soli, aby
se snizil vyskyt srde€né-cévnich onemocnéni. Pokud se sniZi obsah soli ve zpracovanych
potravinéch, je mozné, Ze k zachovani bezpecnosti potravin bude zapotiebi dalSich ptidatnych
latek. Stejny trend zaznamendva i obsah cukru v potravinach, ktery stejné jako siil méd vyznam
v konzervaci potravin. Existuje tedy prostor pro nové metody zajisténi bezpecnosti potravin,
jednou z takovych moznosti je pouziti esencialnich oleju jako antibakterialnich ptisad. (Burt
2004; Hyldgaard et al. 2012)

Lze predpokladat, ze by mohlo byt v budoucnu pouziti éterickych oleju pro
potravinaiské aplikace vyznamné vyssi. Nartst uzivani by mohl byt v riznych aplikacich jako
napt. konzervaéni latky, roztoky na myti ovoce a zeleniny, bioaktivni slozky obalovych
materialt a jedlych filma.

Byla zjisténa synergicka antimikrobialni aktivita éterickych oleja, pokud byly pouzity
v kombinaci. Synergicky ucinek vykazuje naptiiklad kombinace karvakrolu a thymolu.
Kombinace éterickych oleji by proto mohly snizit mnoZzstvi potfebné pro uc¢innou konzervaci,
aby se snizily néklady a potencialni dopady na senzorickou kvalitu. Dale byl zjistén synergicky
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efekt i sjinymi konzervacnimi latkami jako napf. chlorid sodny, dusitan sodny, nisin a
konzerva¢nimi postupy napt. mirné tepelné oSetieni a vysoky hydrostaticky tlak. (Burt 2004;
Calo et al. 2015)

Praktické vyuziti éterickych oleji bylo testovano proti Escherichia coli O157:H7 a
Salmonella Hadar v jable¢né $t'avé. Mezi slouceniny, které byly vuéi E. coli a S. Hadar
nejaktivnéjsi, patiily karvakrol, geraniol, citral, étericky olej z list skofice, oregana a citronové
travy. Kromé ovoce a zeleniny byly antimikrobiélni G¢inky éterickych olejii hodnoceny také u
masnych vyrobki. Byla hodnocena antimikrobialni aktivitu éterického oleje z bobkového listu
(Laurus nobilis L.) v ¢erstvych toskanskych klobasach skladovanych 14 dni pti 7 °C. Klobasy
byly oSetfeny davkou 0,05 g/100 g nebo 0,1 g/100 g a jejich trvanlivost byla porovnavana s
neoSetfenymi kontrolnimi vzorky. Etericky olej dokézal sniZit populaci celkovych koliformnich
bakterii témét o 3 log CFU/g a prodlouzit trvanlivost vyrobku o dva dny. Dalsi éterické oleje,
které vykazuji antimikrobialni u¢inky v mase a mastnych vyrobcich jsou éterické oleje z
koriandru, hiebicku, oregana a tymianu. (Burt 2004; da Silveira et al. 2014)

V soucasnosti probiha velky rozvoj v oblasti aktivnich obalti. Podle Nafizeni Komise
(EV) €. 450/2009 se rozumi: ,,aktivnimi materialy a pfedméty* materialy a pfedméty, které maji
prodlouzit Zivotnost nebo zachovat ¢i zlepsit stav balenych potravin. Jsou navrzeny tak, aby
zamérn¢ obsahovaly slozky, které uvoliuji nebo absorbuji latky do nebo z balenych potravin
nebo prostiedi, které potraviny obklopuje.

Ve studii byl testovan aktivniho obal tvotfeny z polyethylenové folie s obsahem
skoticového éterického oleje a s pidavkem skoficového aldehydu o koncentraci 4 % (w/w),
ktery usp&$né inhiboval rast hub (Penicillium islandicum, Penicillium roqueforti, Penicillium
nalgiovense, Eurotium repens, Aspergillus flavus, Candida albicans, Debaryomyces hansenii a
Zigosaccharomyces rouxii) a bakterii (Bacillus cereus). Listeria monocytogenes a
Staphylococcus aureus byly inhibovany pii vyssi koncentraci G¢inné latky (8 % w/w). E. coli,
Yersinia enterocolitica, Salmonella choleraesuise a Pseudomonas aeruginosa byly inhibovany
pii koncentraci nad 10 % (w/w). (Ribeiro-Santos et al. 2017)

Dalsi alternativou aktivnich obalii jsou jedlé natéry s obsahem éterickych oleja, které
by umoznili lep$i udrznost potravin bez nutnosti pouzit dalsi obalovy material. V soucasné dobé
se v laboratornim mé&fitku studuji nové aplikace téchto bioaktivnich oballl. Z aplikaci 1ze uvést
napiiklad povlaky na ofechy. (Sanchez-Gonzalez et al. 2011)

3.2.2 Slozeni silic

Eterické oleje jsou velmi slozité ptirodni smési, které mohou obsahovat asi 20-60 slozek
ve znacné rozdilnych koncentracich. Vyznacuji se dvéma nebo tfemi hlavnimi slozkami v
pomérné vysokych koncentracich (20-70 %) ve srovnani s ostatnimi slozkami pfitomnymi ve
stopovém mnozstvi. Napiiklad karvakrol (30 %) a thymol (27 %) jsou hlavnimi slozkami silice
Origanum compactum. (Bakkali et al. 2008)

Eterické oleje jsou smési vice nez 300 riiznych sloucenin, které jsou tékavé s nizkou
molekulovou hmotnosti okolo 300 Da. Tyto slouceniny jsou syntetizovany v cytoplazmé a
plastidech rostlinnych bun¢k z prekurzort jako jsou kyselina malonova, mevalonova a methyl-
D-erytrol-4-fosfat (MEP). Rostliny je nasledné ukladaji do Zlazovych trichomi, sekre¢nich
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dutin, pryskyfi¢nych kanalkd nebo epidermalnich bunék. (Bhavaniramya et al. 2019; da Silva
etal. 2021)

Hlavnimi obsahovymi slozkami jsou terpeny, terpenoidy a aromatické slouceniny
odvozené od fenylpropanu. Terpeny jsou organické polymery tvofené zakladni jednotkou
isoprenem, systematickym nazvem 2-methylbuta-1,3-dienem, coz je nenasyceny uhlovodik se
sumarnim vzorcem CsHg. Podle poctu izoprenovych jednotek miizeme terpeny délit na
monoterpeny (CioHis) a seskviterpeny (CisHza), diterpeny (CzoHsz), triterpeny (CsoHao) atd.
Strukturné mohou terpeny tvofit alifatické, cyklické i bicyklické slouc¢eniny. Piiklady terpenti
jsou p-cymen, limonen, terpinen, sabinen a pinen. (Bakkali et al. 2008)

Terpenoidy jsou terpeny, které byly biochemicky modifikovany prostiednictvim
enzymi, a doslo tak k adici molekuly kysliku a pfesunu nebo odtrzeni methylové skupiny.
Terpenoidy mohou tedy tvorit alkoholy, estery, aldehydy, ketony, ethery, fenoly a epoxidy.
Ptiklady terpenoidl jsou: thymol, karvakrol, linalool, linalyl acetét, citronellal, piperiton,
mentol a geraniol. (Bakkali et al. 2008; Hyldgaard et al. 2012)

Aromatické slouceniny odvozené od fenylpropanu tvoii pomérn€ malou ¢ast silic a ty,
které byly nejdikladnéji studovany, jsou eugenol, isoeugenol, vanilin, safrol a cinnamaldehyd.
Hlavnimi rostlinnymi zdroji téchto latek jsou anyz, skotice, hiebicek, fenykl, muskatovy ofisek,
petrzel, badyan a estragon. (Bakkali et al. 2008; Hyldgaard et al. 2012)

CH,
N OH
OH /O P
;@A/ N
HO

Geraniol Eugenol Carvacrol Thymol
Obrazek 1 Piiklady chemickych sloucenin obsaZenych v silicich

3.2.2.1 Faktory ovliviwyjici slozeni a obsah

Faktory, které ovliviiuji obsah a slozeni éterickych oleji mizeme rozdélit na exogenni
a endogenni. Exogenni faktory neboli faktory ovlivnéné Zivotnim prostiedim, jako je svétlo,
srazky, misto péstovani a puda, mohou zptsobovat kvalitativni i kvantitativni zmény tékavych
latek v éterickych olejich. Na druhou stranu endogenni faktory jsou uzce spjaty s anatomickymi
a fyziologickymi vlastnostmi rostlin, které souviseji s rozdily mezi riznymi ¢astmi rostliny a s
geneticky podminénymi faktory. (Barra 2009)

Ve studiich se ukazalo, ze svétlo je zodpovédné za zvySovani koncentrace monoterpenti
a aromatickych slou¢enin odvozenych od fenylpropanu v Ocimum basilicum L. Obecné jsou
tyto vysledky v souladu s pozorovanim, Zze mnoho enzymu sekundarnich drah je zavislych na
UVB zafeni. (Johnson et al. 1999)

Mezi geografické faktory ovliviiyjici sloZeni a obsah éterickych olejli jsou zemépisna
Sitka a nadmotska vyska. Bylo zjisténo, Ze se éterické oleje vyznamné 1isily u rostlin rostoucich
v nadmotské vysce 200-900 m a u rostlin rostoucich v nadmotské vysce 0-100 m. (Barra 2009;
Satta et al. 2011)
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S rozdilnou zemépisnou Siikou souvisi Sezonni vykyvy jako napt. stiidani ro¢niho
obdobi. U nékterych druhti se sloZeni silice méni s ro¢nim obdobim, a proto mlize mit spravna
doba sklizné velky vyznam z agronomického a ekonomického hlediska. U motaru ptimotského
(Crithmum maritimum L.) se ukazalo, ze v obdobi kvétu je dominantni sloZkou sabinen,
zatimco po zbytek roku je hlavni slozkou y-terpinen. U febficku obecného (Achillea
millefolium L.) byly seskviterpenové uhlovodiky dominantni slozkou esencialniho oleje béhem
vegetace, zatimco v obdobi kvétu byly hlavni slozkou oleje monoterpenové uhlovodiky. Kromé
mésicnich a ro¢nich vykyvii nebo zmén v zavislosti na vegetacnim obdobi nebo obdobi kvétu
rostliny mohou existovat také denni vykyvy, které ziejmé souviseji s aktivitou opylovact.
(Figueiredo et al. 2008)

Prokazala se také zavislost na charakteru pudy, zkouman byl zejména vliv pH. Ve studii
zabyvajici se rozdily v chemickém slozeni éterickych oleji Erygium campestre L. rostouciho v
alkalické a kyselé pide, zjistili, Ze distribuce terpent je jasné ovlivnéna pH pidy. Populace
rostouci v kyselé piid¢ obsahovala vyrazné vEétsi mnozstvi myrcenu a vyrazné mensi mnozstvi
B-curcumenu. (Pala-Paul et al. 2008; Barra 2009)

Endogenni faktory souviseji s mistem produkce a akumulace éterického oleje v rostling,
stafim rostliny a genetickymi faktory. Slozeni éterickych olejii tedy zavisi na tom, jaka ¢ast
rostliny je pouzita: kvéty, zelené ¢asti (listy a stonky), kiira, dfevo, celé plody, perikarp nebo
pouze semena, piipadné kofeny. Naptiklad u ¢eledi hluchavkovitych se éterické oleje nachazeji
v nadzemnich ¢astech rostlin, ale u rodu Citrus z ¢eledi routovitych se éterické oleje nachazeji
ve slupkach a listech. Bylo prokazano, Ze u febti¢ku (Achillea ptarmica L.) byly monoterpeny
nalezeny ve velmi malém mnozstvi v silicich ze zelenych ¢asti a kofend, zatimco vysoké
mnozstvi bylo nalezeno v éterickém oleji z kvétu. (Barra 2009; Calo et al. 2015)

Co se tyka vlivu genetickych faktorli na sloZeni éterickych olejli, nejnovéjsi pokroky
Vv této oblasti zaznamenalo vyuziti RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), cozZ je
technika zalozena na PCR. Cilem této metody je dat "genetickou" odpovéd’ na chemické rozdily
prokazané u stejnych druhti rostlin péstovanych v riznych podminkach. Vysoka korelace mezi
genetickymi vysledky a t€kavymi slozkami byla zjisténa pii analyze éterického oleje z bazalky
(Ocimum gratissimum L.). Byly rozliSeny tfi chemotypy (eugenolovy typ, geraniolovy typ,
thymolovy typ) a vysledky RAPD byly v souladu s analyzovanymi sekundarnimi produkty.
(Vieira et al. 2001; Barra 2009)

3.2.3 Mechanismus aéinku

Antimikrobidlni aktivita éterickych olejti, podobné jako u vsech pfirodnich extraktd,
zavisi na jejich chemickém sloZeni a mnoZstvi jednotlivych sloZek. Antimikrobidlni aktivitu
éterickych oleji nelze popsat jednim konkrétnim mechanismem. (Nazzaro et al. 2013)

Obecné plati, Ze gramnegativni bakterie byvaji viici antimikrobialni aktivité éterickych
oleji odolngjsi nez grampozitivni bakterie, a to v diisledku rozdilti ve slozeni bunééné stény.
peptidoglykanu pokryté vnéjSi membranou slozenou z lipopolysacharidu hydrofilniho
charakteru, ktera funguje jako selektivné propustna bariéra. Vnéj$i membrana omezuje difuzi
hydrofobnich sloucenin z éterickych olejii a zabrafiuje tak akumulaci bioaktivnich latek v
bunééné membrane. Bunéénd sténa grampozitivnich bakterii je tvofena ptiblizn€ z 90 az 95 %
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peptidoglykanem, ktery umozniuje éterickym olejliim pronikat a psobit na cytoplazmatickou
membranu, ¢imz se zvysuje antimikrobialni u¢innost. (Alizadeh Behbahani et al. 2019; da Silva
etal. 2021)

Aktivita éterickych oleji muze ovliviiovat jak vnéj$i obal buiky, tak cytoplazmu.
Hydrofobnost, kterd je pro éterické oleje typickd, je zodpovédna za naruSeni bakteridlnich
struktur, které vede ke zvysené propustnosti v diisledku neschopnosti odd¢lit éterické oleje od
membrany bakteridlni buniky. Bariéra propustnosti, kterou zajistuji bunééné membrany, je
nepostradatelna pro mnoho bunécnych funkci, véetné udrzovani energetického stavu buiiky,
membranové vazanych procesti pfenosu energie, transportu rozpusténych latek a regulace
metabolismu. Bunééna membréna je také nezbytnd pro udrzeni turgoru. Toxické ucinky na
strukturu a funkci membran se obecné pouzivaji k vysvétleni antimikrobidlni aktivity
éterickych oleji. Mechanismy ucinku éterickych oleji totiz zahrnuji degradaci bunécné stény,
poSkozeni cytoplazmatické membrany, koagulaci cytoplazmy, poskozeni membranovych
proteind, zvySeni permeability vedouci k Gniku bunééného obsahu, sniZeni protonové hybné
sily, snizeni intracelularniho obsahu ATP prostiednictvim snizené syntézy ATP a zvySené
hydrolyzy a snizeni membranového potencidlu prostiednictvim zvySené membranové
permeability. (Lambert et al. 2001; Knobloch et al. 2011; Nazzaro et al. 2013)

Pouziti éterického oleje z oregana v kombinaci s ozafenim L. monocytogenes a S. aureus
vedlo k vyraznéjSimu snizeni jejich intracelularnich hladin ATP. K poklesu intracelularniho
ATP mohou pfispivat i dalsi intracelularni déje, naptiklad mohlo dojit ke ztrat¢ anorganického
fostatu prichodem narusenou membranou nebo k naruseni protonové hybné sily a ke zméndm
v rovnovaze nékterych zakladnich iontd, jako jsou K™ a H*. N&které éterické oleje, zejména
bohaté na fenolické latky, jsou schopny se vnofit do fosfolipidové dvojvrstvy bakteridlnich
bunéénych stén, kde se vaZou na proteiny a brani jim v plnéni jejich béznych funkei. (Juven et
al. 1994; Ultee et al. 1999; Caillet & Lacroix 2006; Nazzaro et al. 2013)

Rizné slozky éterickych olejii mohou pisobit na proteiny ptitomné v bakteriich a
mohou ovliviiovat bunééné déleni. Naptiklad cinnamaldehyd je schopen inhibovat déleni bunék
u B. cereus. Bakterialni bunétné déleni je regulovdno FtsZ, prokaryotickym homologem
tubulinu. FtsZ se v mist¢ bunétného déleni sestavuje do Z-kruhu; cinnamaldehyd mize in vitro
sniZit reakci sestavovani a svazovani FtsZ. Kromé toho je polymerace FtsZ zavisla na GTP,
Ktera je taktéz inhibovana cinnamaldehydem. (Domadia et al. 2007; Nazzaro et al. 2013)

3.2.4 Ziskavani silic

Esencialni oleje Ize ziskat z n€kolika rostlin s riznymi ¢astmi riznymi extrakénimi
metodami. Vyroba éterickych olejii a metoda pouzitd pro extrakci éterickych oleji obvykle
zavisi na pouzitém botanickém materidlu. Dal§im zvaZzovanym faktorem je stav a forma
materidlu. Metoda extrakce je jednim z hlavnich faktort, které urcuji kvalitu esencidlniho oleje.
Nevhodny postup extrakce muze vést k poskozeni nebo zméné chemického slozeni
esencialniho oleje. (Tongnuanchan & Benjakul 2014)
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3.2.4.1 Tradi¢ni metody

Lisovani za studena

Nejstarsi pouzivand metoda pro ziskavani éterickych oleji je lisovani za studena.
Vyhodou této metody je mala nebo zadna tvorba tepla béhem procesu. Na druhou stranu tato
metoda poskytuje nizké vytézky. Pouziva se hlavné pro izolaci oleju ze slupek citrusovych
plodi vzhledem k relativni tepelné labilité aldehydt v nich obsaZzenych. (Lambert et al. 2001;
Doosselaere 2013)

Destilace

Tradicnim zptisobem izolace éterickych oleji z rostlinného materidlu je destilace. Pti
destilaci se z rostlin vystavenych ptsobeni vrouci vody nebo pary uvoliuji éterické oleje
odpafovanim. Ziskani éterického oleje je postaveno na principu destilaci dvou nemisitelnych
kapalin, a to vody a éterického oleje. SloZky esencidlniho oleje se tedy odparuji pii teploté
blizké teploté vody. Neptimé chlazeni vodou kondenzuje smés par vody a oleje, z kondenzatoru
vytéka destilat do separatoru, kde se olej oddé€luje od vody. (Reyes-Jurado et al. 2014)

V ramci destilace mizeme rozliSovat nékolik technologickych variant. Hlavnim
technologickym rozdilem, ktery je zakladem metod, jako destilace vodni parou, hydrodestilace
a hydrodifuze, je skupenstvi vody pouzité pro destilace a jeji ptivod k destilovanému materialu.
(Dima & Dima 2015)

Destilace vodni parou je nejpouzivanéjsi metodou extrakce éterickych oleju. Podil
éterickych oleji extrahovanych destilaci s vodni parou je 93 % a zbyvajicich 7 % lze dale
extrahovat jinymi metodami. Pfi tomto postupu se do samotné destilacni nadoby neumistuje
zadna voda. Misto toho je do nadoby vedena para z vnéjsiho zdroje viz Obrazek 2. Pouzité
teplo je hlavni pfi¢inou rozpadu bun&cné struktury rostlinného materialu. V diisledku toho se z
rostlinného materialu uvoliiuji éterické oleje. Teplota zahfivani musi byt dostatecna, aby doslo
k rozpadu rostlinného materiadlu a uvolnéni aromatické slouc¢eniny. Vznikajici smes odparené
vody a oleje prochazi spiradlou obvykle chlazenou tekouci vodou, kde para kondenzuje. Smés
zkondenzované vody a éterického oleje se shromazd'uje a oddéluje dekantaci. (Perineau et al.
1992; Reverchon & Senatore 1992; Babu & Kaul 2005; Masango 2005; Chemat &
Boutekedjiret 2015)
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Obrazek 2 Schéma destilace vodni parou (Tongnuanchan & Benjakul 2014)

Hydrodestilace je nejjednodussi z procesu, ktery se pouziva k extrakci éterickych oleji
jiz po staleti. Rostlinny materidl je v nadobé témét cely ponofen ve vodé€. Voda se vaii pomoci
vnéjSiho zdroje tepla a esencialni oleje spolu s parou kondenzuji a odd€luji se. Schéma
hydrodestliace je zobrazeno na Obrazek 3. K hydrodestilaci se bézné vyuziva Clavengerova
aparatura, ktera se sklada z varni baiiky, chladice, kondenzatoru a tfismérného ventilu, ktery
umoznuje cirkulaci vody ve fazi destilace nebo vypusténi vody a silice pfi ukonceni destilace
(Baser & Buchbauer 2010). Nevyhody hydrodestilace spocivaji v tom, ze proces destilace je
pomaly, a proto se spotiebuje vice energii na ohfev. Dale muze dojit v piipadé velké intenzity
ohfevu k zuhelnaténi rostlinného materialu ve spodni casti nadoby. Dlouhodoby kontakt
éterickych oleji s horkou vodou muize zpisobit hydrolyzu nékterych slozek éterického oleje,
napiiklad estery mohou hydrolyzovat na kyseliny a alkoholy. Vyhodou hydrodestilace jsou
pomérné vysoké vytézky éterického oleje a dobrd vytéznost slozek. Zaroven je jednodussi a
rychlejsi nez destilace vodni parou. (Tongnuanchan & Benjakul 2014; Cook & Lanaras 2016)
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Obrazek 3 Hydrodestilace (Tongnuanchan & Benjakul 2014)

Posledni zminénou destila¢ni technikou byla hydrodifuze, coz je typ parni destilace,
ktera se lisi zptisobem vstupu pary do nddoby destila¢niho pfistroje. Pti hydrodifuzi se para
privadi z horni ¢asti rostlinného materialu, zatimco pti metod¢ parni destilace se para privadi
ze spodni ¢asti. Tento proces lze rovnéz provozovat za nizkého tlaku nebo ve vakuu a snizit
teplotu pary na méné nez 100 °C. Metoda hydrodifuze je lepsi nez parni destilace, protoze doba
zpracovani je krats$i a vytéznost éterického oleje je vySsi pfi menSim mnoZstvi pouZzité pary.
(Tongnuanchan & Benjakul 2014)

Extrakce rozpoustédlem

Dalsi variantou ziskavani éterickych oleji je extrakce rozpoustédlem. Nepolarni
charakter éterickych oleji umoznuje jejich extrakci organickymi rozpoustédly. Principem
extrakce rozpoustédlem je rozdé€leni rozpusténé latky mezi dvé nemisitelné kapalné faze, které
jsou ve vzajemném kontaktu. Pfi tomto procesu se latka pfendsi z matrice pomoci kapaliny, v
niz je latka rozpustna. Pokud je extrahovatelnou slozkou pevna latka, jako je tomu v piipade
rostlinnych materidlt, jednéd se o formu vyluhovani. V bézné praxi se rozpoustédlo smicha s
rostlinnym materidlem a poté se zahfeje, aby se extrahoval esencialni olej. Nasledné je
zfiltrovan a filtrat je zahustén odpafenim rozpoustédla. K extrakci 1ze pouzit rizna rozpoustédla
véetné acetonu, hexanu, petroletheru, methanolu nebo ethanolu. Extrakty ziskané organickym
rozpoustédlem obsahuji rezidua, ktera by mohla kontaminovat potraviny, do nichz se pfidavaji.
To ohrozuje bezpecnost produkti extrahovanych touto technikou. Neni tedy mozné je pouzivat
pro potravinaiské nebo farmaceutické ucely. Nevyhody rozpoustédlové extrakce jsou takeé
pouziti organickych rozpoustédel ve velkych objemech a dlouha doba extrakce. (Tongnuanchan
& Benjakul 2014; Asbahani et al. 2015; Reyes-Jurado et al. 2015; Zhang et al. 2018)

Soxhletova extrakce je variantou extrakce rozpoustédlem. Je to automaticka kontinudlni
extrakéni metoda s vysokou extrakéni ucinnosti, kterd vyzaduje méné ¢asu a méné spotieby
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rozpoustédla. Vysoka teplota a dlouhd doba extrakce pti Soxhletoveé extrakei zvySuji moznosti
tepelné degradace termolabilnich slozek. Pti Soxhletové extrakci se rostlinny prasek umisti do
celulozového néaprstku v extrakéni komote, kterd je umisténa na sbérné barnce pod zpétnym
chladicem. Do baiky se pfidda vhodné rozpoustédlo a sestava se zahiivd pod zpétnym
chladi¢em. (Seidel 2006; Zhang et al. 2018)

3.2.4.2 Nové metody

Krom¢ tradi¢nich metod ziskdvani éterickych oleju jsou stale vice pouzivany nové
separacni metody, které snizuji ndklady na energii a spotfebu organickych rozpoustédel. Mezi
tyto nové metody patii mikrovinna extrakce, extrakce ultrazvukem a superkriticka
fluidni extrakce. (Reyes-Jurado et al. 2015)

Mikrovinna extrakce

Mikrovlnna extrakce vyuziva mikrovinné zéfeni jako zdroj ohfevu smési rozpoustédla
a vzorku. Vzhledem ke zvlaStnim u¢inkiim mikrovln na latky, konkrétné dipolové rotaci a
iontové vodivosti, je ohfev mikrovinami okamzity, coz vede k celkovému zrychleni extrakce.
Jednou z vyhod mikrovinného ohfevu je naruseni slabych vodikovych vazeb, které podporuje
dip6lova rotace molekul. (Camel 2001; Reyes-Jurado et al. 2015)

V poslednich letech byly pouzity mikroviny pro extrakci nékolika éterickych oleja.
Prokazalo se, ze éterické oleje extrahované touto metodou po dobu 30 min nebo méné byly
srovnatelné, a to jak z kvalitativniho, tak z kvantitativniho hlediska, s éterickymi oleji
ziskanymi po vice nez dvojnasobku cCasu vybranymi tradiénimi technikami, jako je
hydrodesilace nebo Soxhletova extrakce. Pokroky v mikrovinné extrakci vedly k vyvoji
nékolika technik, jako je mikrovinnd extrakce rozpoustédlem, vakuovd mikrovinna
hydrodestilace, mikrovinnd hydrodestilace, mikrovinna extrakce bez rozpoustédel a dalsi.
(Tomaniova et al. 1998; Flamini et al. 2007; Bendahou et al. 2008; Golmakani & Rezaei 2008;
Bousbia et al. 2009; Zill-E-Huma et al. 2011)

Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce nazyvand také sonikace vyuZiva pii extrakci energii
ultrazvukovych viln. ZvySeni ucinnosti extrakce organickych sloucenin ultrazvukem se
pfipisuje jevu zvanému kavitace, ktery vznikad v rozpoustédle priichodem ultrazvukové viny.
Pii aplikaci ultrazvuku vznikaji v disledku lokélniho poklesu tlaku kavitaéni bubliny. ZvySeni
tlaku a teploty zpisobené kompresi vede ke kolapsu bublin, vyslednd "rdzova vina" prochéazi
rozpoustédlem, a tim dochéazi k urychleni rozpousténi a diftzi rozpusténé latky. Vyhody
ultrazvukova extrakce jsou zejména zkraceni doby extrakce, snizeni teploty, snizeni objemu
rozpoustédla a zvySeni vytéznosti extraktu ve srovnani s konven¢nimi metodami. Tato metoda
je také vhodna pro extrakci termolabilnich a nestabilnich sloucenin, coz je vyhodou pravé pfi
extrakci mnoha piirodnich produktti (Pingret et al. 2013; Barba et al. 2016; Chemat et al. 2017)
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Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce se stala nejpouzivanéjsi metodou pro extrakci a izolaci
éterickych olejii z aromatickych rostlin. Tato technika umoziuje uc¢innou a rychlou extrakei,
pouziti nizké teploty, eliminaci ¢isticiho kroku a nevyzaduje pouziti organickych rozpoustédel.
Superkriticka fluidni extrakce vyuziva jako extrakéni rozpoustédlo superkritickou kapalinu.
Superkritickd kapalina ma podobnou rozpustnost jako kapalina a podobnou difuzivitu jako
plyn. Proto mtize rozpoustét Sirokou $kalu piirodnich produkti. Jeji solvata¢ni vlastnosti se
dramaticky méni v blizkosti kritickych bodu v disledku malych zmén tlaku a teploty. (Zhang
et al. 2018; Yousefi et al. 2018)

V soucasné dobé se z riznych praktickych divoda vice nez 90 % procest superkritické
fluidni extrakce provadi pomoci CO2. Kromé toho, ze CO2 ma pomérné nizkou kritickou teplotu
(32 °C) atlak (7,4 MPa), je nehotlavy, nevybusny, netoxicky, dostupny za nizkou cenu a vysoké
Cistoty a snadno odstranitelny z extraktd. Krom¢ toho ma CO2 nizké povrchové napéti a
viskozitu, ale dvakrat aZ tfikrat vyS$8i difuzivitu neZ jiné kapaliny. V nadkritické oblasti
vykazuje CO; polaritu podobnou pentanu, a je tedy vhodny pro extrakci lipofilnich latek.
Hlavni nevyhodou COz je, ze postrada polaritu potiebnou k extrakci polarnich latek. (Yamini
et al. 2008; Yousefi et al. 2019)

3.2.5 Analyza silic

Analyzou éterickych oleji mizeme zjisStovat dilezité informace o jejich slozeni a
ucincich. Tyto informace ndm umoziuji vyuzit éterické oleje v riznych aplikacich, at’ uz se
jednd o zdravotnictvi, zeméedélstvi €1 potravinaisky priimysl. Pomoci analytickych metod
muzeme stanovit chemické slozeni éterickych oleji a zjistit také mnozstvi jednotlivych
sloucenin v nich zastoupenych. Pomoci mikrobiologickych metod miizeme zjistit informace
ohledné antimikrobialni aktivity. U éterickych oleji mliZzeme analyzovat také insekticidni,
antivirovou, antioxida¢ni a protinadorovou aktivitu.

3.2.5.1 Analyzy sloZeni silic

V analyze chemického slozeni silic se nejéastéji vyuziva plynova chromatografie (GC)
zejména proto, ze se €terické oleje svou povahou pohybuji od t€kavych po polotékavé
slou¢eniny s malou molekulovou hmotnosti. Systém plynové chromatografie se sklada ze dvou
fazi: inertniho plynu nazyvaného mobilni faze a nemisitelné stacionarni faze umisténé v koloné.
Analyty jsou béhem procesu rozdélovany mezi mobilni a stacionarni fazi v zavislosti na jejich
relativni afinité¢ k obéma fazim. Proto jsou slouceniny s vyssi afinitou Ve stacionarni fazi
zadrzovany déle a eluuji se pozdéji nez ostatni. Tato afinita v pfipadé plynové chromatografie
zavisi na charakteru stacionarni faze. Pro analyzu éterickych olejti se pouzivaji stfedné polarni
nebo nepolarni stacionarni faze napt. OV-17 (50% diphenyl, 50% dimethylpolysiloxan), HP-5
(5% phenyl-methylpolysiloxan) a DB-1 (100% dimethylpolysiloxan). K analyze éterickych
oleju se nejcastéji vyuzivaji kapilarni chromatografické kolony s délkou 25 nebo 30 m, vnitinim
primérem 0,25 mm a tlouStkou stacionarni faze 0,25 um. Jako mobilni faze se vyuziva inertni
plyn napft. dusik nebo helium. Pfed samotnou analyzou se nastavuji parametry jako prutok
mobilni faze, nasttikovy objem, coz je objem vzorku, ktery bude vpraven do pfistroje pies tzv.
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injektor, teplota nastfikového prostoru a teplota kolony. Tyto parametry mohou vyznamné
ovlivnit kvalitu a vysledky analyzy. (Tiziana Baratta et al. n.d.; Blazquez et al. 2003; Cai et al.
2014; Ruiz-Matute et al. 2018)
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Obrazek 4 Schéma plynové chromatografie (Stauffer et al. 2008)

Analyza na plynovém chromatografu probiha tak, Ze dany nastfikovy objem vzorku je
jehlou autosampleru nabrén a nasttiknut do injektoru. Injektor je vyhtivana komora obsahujici
sklenénou vlozku, kde jsou slou¢eniny odpateny a proudem inertniho nosného plynu vhanény
do kolony. Tento prostor je uzaviena pryzovou piepazkou, ktera je perforovana pomoci jehly
pii nastiiku. Nejbéznéjsi zplisoby nastiiku jsou split/splitless. V rezimu split je ventil otevieny
a umoznuje do kolony davkovat jen urCity pomér nastifikovaného vzorku. Tento pfistup se
vyuziva piedevsim u koncentrovanych vzorkli. Naopak rezim splitless, kdy se cely
nastiikovany objem pienasi na kolonu, je ur¢en pro vzorky s nizkou koncentraci. Nasledné se
vzorek unaseny nosnym plynem dostava na kolonu, kde dojde k separaci. Teplota kolony pti
separaci mize byt stala nebo naprogramovana na urcity teplotni gradient. Na vystupu z kolony
se nachazi detektor, kde dochdzi k zdznamu signélu. V ptipad¢ plynové chromatografie je
vystupem analyzy chromatogram. (Ruiz-Matute et al. 2018)

V ptipad¢ analyzy éterickych olejii se ve spojeni s plynovou chromatografii vyuzivaji
hlavné dva typy detektorti, a to plamenové-ioniza¢ni (FID) a hmotnostni detektor (MS).
U plamenové-ionizacniho detektoru vznikd plamen spalovanim vodiku ve vzduchu. Mezi
plamen a elektrodu se pfivadi napéti 100-300 V, které vytvati nizky proud. Kdyz se slouc¢eniny
pohybujici s nosnym plynem dosahnou plamene, jsou ionizovany a poté se méti narast proudu.
Tento detektor je velmi citlivy a ma Siroky linearni rozsah. (Ruiz-Matute et al. 2018)

Hmotnostni detektor poskytuje méfeni poméru hmotnosti a naboje (m/z)
produkovanych iontl, pificemz pro kazdou slouceninu se ziskd charakteristicky graf
(hmotnostni spektrum). Hmotnostni detektor se sklada ze tii hlavnich ¢asti: iontového zdroje,
ktery produkuje ionty z kazdé slouceniny, hmotnostniho analyzatoru, ktery oddéluje ionty s
riznym pomérem m/z, a detektoru, ktery ionty shromazd'uje. (Ruiz-Matute et al. 2018)

Pro analyzu éterickych oleji se v posledni dob¢ vyuziva také dvourozmérnd plynova
chromatografie s hmotnostni detekci. Vyhodou této metody je odd¢€leni piekryvajicich se pikia
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v dtsledku separace vzorkl ve dvou riiznych kolonach, tj. analyty podléhaji dvéma riznym
separa¢nim mechanismim v jednom bé&hu. (dos Santos et al. 2019)

3.2.5.2 Testovani antimikrobialni aktivity

V 60. letech 20. stoleti byly objeveny témet vSechny skupiny dilezitych antibiotik jako
tetracykliny, cefalosporiny, aminoglykosidy a makrolidy. V souasnosti se potykame s
problémem, Ze tyto slouceniny ztraci svou uUc€innost kvili narGstu mikrobialni rezistence.
Z tohoto diivodu je objevovani novych antimikrobidlnich latek dulezitym cilem. Piirodni
produkty jsou i1 dnes jednim z hlavnich zdroji novych Ié¢iv. Pochazeji z prokaryotickych
bakterii, eukaryotickych mikroorganismu, rostlin a riznych zivo¢isnych druhi. Mikrobialni a
rostlinné produkty zaujimaji hlavni ¢ast dosud objevenych antimikrobialnich sloucenin. (Bérdy
2005; Balouiri et al. 2016)

3.2.5.2.1 Difuzni metody
Diskova difizni metoda

Diskova diftizni metoda vyvinutd v roce 1940 je oficidlni metodou pouzivanou v mnoha
klinickych mikrobiologickych laboratofich pro rutinni testovani antimikrobialni aktivity.
V soucasné dobe¢ je Institutem pro klinické a laboratorni standardy (CLSI) publikovdno mnoho
ptijatych a schvalenych standardl pro testovani bakterii a kvasinek. Ackoli ne vSechny rychle
se mnozici bakterie lze touto metodou piesné testovat, byla provedena standardizace pro
testovani nckterych rychle se mnozicich bakteridlnich patogeni S pouzitim specifickych
kultiva¢nich médii, riiznych inkubacnich podminek a interpretacnich kritérii pro inhibi¢ni zony.
(Balouiri et al. 2016)

V prvnim kroku diskové difuzni metody se Petriho misky s agarem zaockuji
standardizovanym inokulem testovaného mikroorganismu. Poté se na povrch agaru umisti
disky o priméru asi 6 mm, které obsahuji testovanou slou¢eninu v pozadované koncentraci.
Obecné plati, ze antimikrobidlni latka difunduje do agaru a inhibuje kli¢eni a rast testovaného
mikroorganismu a poté se méfi priméry inhibi¢nich zon. (Klan¢nik et al. 2010; Balouiri et al.
2016)

Metoda diskové difuze na agaru neni vhodnd pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), protoze neni mozné kvantifikovat mnozstvi antimikrobidlni latky
difundujici do agarového média. Nicméné diskova difizni metoda ma oproti jinym metodam
mnoho vyhod: jednoduchost, nizkou cenu, moZnost testovat obrovské mnoZzstvi
mikroorganismil a antimikrobialnich latek a snadnou interpretaci poskytnutych vysledkd.
(Balouiri et al. 2016)

Gradientova difuzni metoda — Etest

Gradientova difuzni metoda kombinuje princip fedicich metod s principem difuznich
metod za ucelem stanoveni hodnoty MIC. Je zaloZena na mozZnosti vytvofeni koncentraéniho
gradientu testované antimikrobialni latky v agarovém médiu. Etest® (BioMérieux) je komer¢ni
verzi této techniky. Pfi tomto postupu se na povrch agaru, ktery se napfed naockuje testovanym
mikroorganismem, nanese prouzek napustény rostoucim koncentraénim gradientem
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antimikrobidlni latky od jednoho konce k druhému. Tato metoda se pouZziva pro stanoveni MIC
antibiotik, antimykotik. Hodnota MIC se stanovi v prise¢iku prouzku a elipsy inhibice ristu
viz Obrazek 5. Je jednoducha na provedeni, proto se rutinné pouziva. Nevyhodou je vyssi cena
pii potfizovani komer¢nich setii pro testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace danych latek.
(Balouiri et al. 2016)

Antibiotic strip
(AC = amoxicillin)
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<= Bacterial growth
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/
Read MIC where the edge
of the inhibition ellipse
mtersects with the side of
the E-test strip

Obrazek 5 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace pomoci Etestu (LeCorn et al. 2007)

3.2.5.2.2 Dilu¢ni metody

Bujonova mikro- nebo makrodiluéni metoda je jednou ze zakladnich metod testovani
antimikrobidlni aktivity. Postup zahrnuje ptipravu dvojnasobnych fedéni antimikrobidlni latky
(napt. 1, 2, 4, 8, 16 a 32 pg/ml) v tekutém rastovém médiu davkovaném do zkumavek o
minimalnim objemu 2 ml (makrodiluce) nebo s mensimi objemy pomoci 96jamkové
mikrotitracni desticky (mikrodiluce) viz Obrazek 6. Poté se kazd4d zkumavka nebo jamka
naockuje mikrobialnim inokulem pfipravenym ve stejném médiu po natfedéni standardizované
mikrobialni suspenze upravené na 0,5 McFarlandovy stupnice. Po promichani jamek se
inokulované zkumavky nebo 96 jamkova mikrotitracni desticka inkubuji za vhodnych
podminek v zavislosti na testovaném mikroorganismu. (Balouiri et al. 2016)
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Obrazek 6 Mikrotitracni desticka (GAMA 2022)
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zcela inhibuje viditelny rst mikroorganismu v kultiva¢nim médiu. Na rozdil od mikrodilu¢ni
metody jsou hlavnimi nevyhodami makrodiluéni metody zdlouhava ruéni préce, riziko chyb pfi
piiprave antimikrobidlnich roztokl pro kazdy test a pomérné velké mnozstvi potfebnych ¢inidel
a prostoru. Hlavni vyhodou mikrodilu¢ni metody je tedy lepsi reprodukovatelnost a ispora
¢inidel, prostoru a ¢asu, ke které dochazi diky miniaturizaci testu. Nicméné kone¢ny vysledek
je vyznamné ovlivnén postupem, ktery musi byt peclivé kontrolovan, ma-li byt dosazeno
reprodukovatelnych vysledki. Pro usnadnéni odecitani mikrodiluénich testli a zaznamenavani
vysledki MIC mohou slouzit nékteré zobrazovaci techniky, které maji schopnost piesné
rozeznat nariist v jamkach. Krom¢ toho bylo vyvinuto nékolik kolorimetrickych metod
zalozenych na pouziti barviv napf. tetrazoliové soli, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromidu (MTT) a 2,3-bis {2-methoxy-4-nitro-5-[(sulfenylamino)karbonyl]-
2H-tetrazolium-hydroxidu} (XTT). (Balouiri et al. 2016)

Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace (MBC) nebo minimalni fungicidni
koncentrace (MFC) je nejbéznéjsim odhadem baktericidni nebo fungicidni aktivity. MBC je
kone¢ného inokula po inkubaci po dobu 24 h za standardizovanych podminek. MBC lze
stanovit po bujonové makrodilucni nebo mikrodilu¢ni subkultivaci vzorku z jamek nebo
zkumavek, po které nasleduje inkubace na povrchu neselektivnich agaru pro stanoveni poctu
ptezivajicich bunék (CFU/ml) po 24 h inkubace. (Balouiri et al. 2016)

3.2.6 Lécivé rostliny s predpokladanou antimikrobialni aktivitou

3.2.6.1 Podrazec ktovistni (Aristolochia clematitis L.)

Podrazec kiovistni je rostlina z ¢eledi podrazcovitych. Je to vytrvala bylina s plazivym
oddenkem a nevétvenou lodyhou, ktera miiZze dortstat vysky az jednoho metru, se sttidavymi,
srd¢itymi listy, které jsou na bazi hluboce vykrojené na dlouhych fapicich. Kvéty maji Zlutou
barvu a vyrustaji po dvou az tfech v Gzlabni lati. Po odkveteni se tvofi tobolka. (Janca et al.
1994)
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Obrazek 7 Podrazec kfovétni (Aristolochia clematitis L.) (Wikipedie 2022)

Plivodné se tento druh vyskytoval v jizni Evropé€ a na jihu stfedni Evropy, coz zahrnuje
i oblast jizni Moravy. Druhotné byl zavlecen i do severngjSich oblasti jako napf. do Polska a
Némecka. V Ceské republice se tedy vyskytuje hlavné na jizni Moravé, jeho vyskyt sleduje
oblast péstovani vinné révy. Oblasti vyskytu jsou charakteristické teplejSim podnebim, jsou to
okraje lest, svétlé haje, vinice a housti (Janca et al. 1994).

Obdobi kvétu je od konce kvétna do Cervence. A praveé v tomto obdobi dochazi k shéru
kvetouci naté kvili obsahu zadoucich latek (Janca et al. 1994). Rostlina udajné obsahuje
aristolochové kyseliny, alkaloid aristolochin, silici, hoi¢iny, tfisloviny, barviva, mineralni latky
(Janca et al. 1994).

V souvislosti s obsahem  aristolochovych  kyselin  jsou  zastupci  rodu
podrazec (Aristolochia) zodpovédni za vyskyt nefropatie zptisobené pravé témito kyselinami.
Jednd se o progresivni rendlni intersticidlni fibrozu Casto spojenou s karcinomem mocového
méchyte. Tato choroba zplsobena piijmem kyseliny aristolochové byla plivodné hlaSena
v Belgii u skupiny vice nez 100 pacientli po uzivani tablet na hubnuti obsahujicich ¢inskou
bylinu Aristolochia fangchi Y.C.Wu ex L.D.Chow & S.M.Hwang. (Debelle et al. 2008)

Aristolochové kyseliny jsou skupinou nitrofenanthrenovych karboxylovych kyselin,
které se vyskytuji v bylinach rodu Aristolochia a které Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (IRAC) Klasifikuje jako karcinogen skupiny 1. Jsou také prokazanymi nefrotoxiny a
mutageny. (Arlt et al. 2007; Chan et al. 2016)
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Obrazek 8 Chemicka struktura kyseliny aristolochové I (AAI) a IT (AAII) (Lamari & Negache
2021)

Kyselina aristolochova souvisi rovnéz s tzv. Balkdnskou endemickou nefropatii, coz je
chronicka intersticidlni fibréza ledvin s pomalou progresi do kone¢ného stadia onemocnéni
ledvin a malignity moc¢ového méchyte, kterd je typickd pro nckteré venkovské oblasti
Bulharska, Bosny, Chorvatska, Rumunska a Srbska podél povodi Dunaje. (Arlt et al. 2007)

Provedené vyzkumy ukazuji, Ze v t€chto oblastech jsou rostliny rodu Aristolochia jako
napt. A. clematitis rozsifené plevele. Jejich rozkladem pak dochazi ke kontaminaci pudy
aristolochovymi kyselinami. Plodiny péstované na polich v téchto oblastech jsou schopné tyto
aristolochové kyseliny absorbovat a akumulovat je ve svych jedlych castech. Byla potvrzena
piitomnost kyseliny aristolochové v kukufici, zrnu p$enice a ve vzorcich pudy. Je tedy mozné,
ze pritomnost aristolochovych kyselin v jedlych ¢astech plodin pochazejicich z kontaminované
pudy by mohla byt jednou z hlavnich cest, kterymi je €lovek vystaven plisobeni aristolochovych
kyselin. (Chan et al. 2016)

Druhy rodu Aristolochia byly v etnobotanickych studiich ¢asto uvadény jako vyznamné
lécivé rostliny. V Evropé se o druzich aristolochie zminoval jiz fecky ucenec Dioskoridés.
Kyselina aristolochova a extrakty ziskané z A. clematitis byly dfive povoleny k pouziti proti
abscestim, ekzémim a jinym dlouhotrvajicim koznim onemocnénim a jako nespecificky
stimulator imunitniho systému. V roce 1982 byly ale stazeny kviili podezieni na karcinogenni
ucinky. Ptislu$nici rodu maji dlouhou historii 1é¢ebného vyuZiti v Evropé, Asii, Africe a Stfedni
Americe (Martinez et al. 2002; Heinrich et al. 2009). Vzhledem Kk jejimu hojnému vyskytu
V jizni Evropé¢ je pouzivana v alternativni medicing. Byly pouzivany Cerstvé listy na infikované
rany jako nalev nebo odvar, pfi abscesech, viedech, ekzémech a revmatickych onemocnénich
v humanni i veterindrni mediciné v Rumunsku. Nadzemni ¢ast se pouzivala pfi infekci ran v
Kosovu a Srbsku, podobné jako odvar z kofene v Bulharsku nebo oddenek v Italii. (Bartha et
al. 2019)

U A. clematitis byla prokazana Wc¢innost methanolovych, hexanovych a
ethylacetatovych extrakti z listd, které vykazovaly ucinnost proti S. aureus ve vyssi
koncentraci (2 mg/ml). Nejucinn€j$i antimikrobidlni aktivita proti kmeniim S. aureus byla
zjisténa v piipadé extraktl z plodl. Za antimikrobialni aktivitu druhu A. clematitis mohou byt
pravdépodobné zodpovédné ttisloviny, fenolové slouceniny a saponiny. Tyto slouceniny
mohou byt v polarnich a nepoldrnich rozpoustédlech rozpoustény v riznych koncentracich, a
proto se v jednotlivych extraktech mohou nachazet v riiznych koncentracich, coz vede k riznym
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antimikrobidlnim u¢inkim. (Abbouyi & Maliki n.d.; Kostalova et al. n.d.; Benmehdi et al.
2017; Bartha et al. 2019)

Silice n¢kterych druht rodu Aristolochia vykazovaly antibakterialni a antimykotické
ucinky proti riznym mikroorganismum, napiiklad Aristolochia indica L. proti S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus megaterium, E. coli, Salmonella typhi a Vibrio cholerae,
Aristolochia bracteolata Lam. proti Aspergillus flavus a Botrytis cinerea nebo Aristolochia
trilobita L., Aristolochia brevipes Benth., Aristolochia monticola Brandegee a Aristolochia
kristsagathra proti S. aureus. (Camporese et al. 2003; Murillo-Alvarez et al. 2008; Kuo et al.
2012; Thambidurai et al. 2015)

3.2.6.2 Hulevnik 1¢katsky (Sisymbrium officinale (L.) Scop.)

Hulevnik 1ékafsky latinsky Sisymbrium officinale je rostlina z ¢eledi brukvovitych. Je
to jednoleta rostlina, dortstajici vysky cca 50 cm. ,,Lodyhu ma tuhou, pfimou, listnatou,
rozestale prutovité vétvenou, Stétinaté chlupatou, s chlupy pfitisknutymi nazpét. Listy jsou
pefenosecné, s 1 az 3 pary vejcitych az kopinatych, nazpét obracenych ukrojkii. Koncové
ukrojky splyvaji ve vétsi. Nejvyssi listy jsou stielovité.* Hulevnik kvete zluté, po odkveteni se
tvori SeSule. (Janca et al. 1994)

Obrazek 9 Hulevnik 1ékatsky (Sisymbrium officinale (L.) Scop.) (Botany.cz 2022a)
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Hulevnik 1¢ékatsky je Casty plevelny druh. Vyskytuje se hojné¢, miizeme ho najit u cest,
na rumistich, skladkéch, navsich a na btezich fek. Vhodné podminky pro riist jsou na vlhkych,
vysychavych, zivnych, kamenitych, pis¢itych i hlinitych padach. (Janca et al. 1994)

Sbér je provadén v obdobi od kvétna do srpna, kdy se sbira kvetouci nat’. (Pignatti et al.
2017)

Uvadi se, Ze nadzemni ¢ast rostliny obsahuje sirnou, ostfe chutnajici hoicinu,
flavonoidy, tfisloviny, silice, organické kyseliny, malé mnozstvi alkaloidd, sliz, pantosan a
pektin. (Janca et al. 1994)

Ve sttedomoii se kvéty a listy hulevniku bézné pouzivaji jako tradi¢ni 1é¢iva rostlina k
1é¢be bolesti v krku, kasle a chrapotu. Tradi¢né je zde vyuzivana zpevaky a herci pro 1écbu
problémt s hlasem (Politi et al. 2008; di Sotto et al. 2010; Blazevi¢ et al. 2010a). Tyto vlastnosti
jsou historicky dolozeny: ve Francii Ludvika XIV. byla rostlina pro svou u¢innost pii 1é¢bé
afonie pojmenovana "herbe au chantre", coz ve volném piekladu znamend kantorské bylina.
(di Sotto et al. 2010)

V lidovém IéCitelstvi se hulevnik vyuziva také jako mocCopudny prostfedek, na 1é€bu
prijmu a pro podporu hojeni ran. (Janca et al. 1994)

Ackoli je S. officinale hojné vyuzivano v tradi¢ni medicing, studie o jeho biologické
aktivité jsou velmi omezené. Nékteré extrakty ze S. officinale vykazovaly mirnou antioxidacni
aktivitu (Pieroni et al. 2002) a byl zaznamenan silny inhibi¢ni G¢inek proti stievni produkci
sirovodiku nebo metanthiolu, dvou toxickych slouc¢enin zodpovédnych za patologii tlustého
stfeva a jater. (Arakawa et al. 2000)

Vzhledem K tradi¢nimu vyuziti S. officinale pii 1é¢bé zanétlivych onemocnéni, byl ve
studiich prokazan in vitro potencial inhibovat produkci prozanétlivého mediatoru oxidu
dusnatého. (Amodeo et al. 2019)

Bylo zkoumano i mozné vyuziti S. officinale jako alternativy listové zeleniny. Vysledky
ukazaly, ze tento druh lze usp€Sné pestovat ve skleniku s podobnymi nutri¢nimi slozkami 1
kvalitativnimi parametry, jako je obsah dusi¢nanti, chlorofylu a cukru, jako u ostatni b&ézné
komer¢ni listové zeleniny. Navic ma dobrou koncentraci kyseliny askorbové, vys$si nez bézna
listova zelenina. (Guarise et al. 2019)

Pomoci difuzni metody byla ve studii autord BlaZevi¢ et al. (2010) potvrzena
antimikrobialni aktivita S. officinale proti grampozitivnim, gramnegativnim bakteriim, plisnim
a kvasinkam, jako napt. Clostridium perfingens, Enterococcus faecalis, E. coli, Enterobacter
sakazakii a Aspergillus niger.

3.2.6.3 Kozinec sladkolisty (Astragalus glycyphyllos L.)

Kozinec sladkolisty latinsky Astragalus glycyphyllos je rostlina ¢eledi bobovitych.
Jedna se o trvalou rostlinu doriistajici vySky az 1 m s hranatou lodyhou, ktera je polehava az
plaziva. Listy jsou dlouhé 10 az 20 cm se 4 az 7 jaimy. Listky jsou $iroce eliptické nebo vejéité.
Kvéty jsou v hustych hroznech se zvonkovitym kalichem zluté nebo bledé¢ barvy. Po odkveteni
se vytvoii plody, kterym jsou lusky. (Janca et al. 1994)
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Obrazek 10 Kozinec sladkolisty (Astragalus glycyphyllos L.) (Botany.cz 022b)

Vyskytuje se v celé Evropé, mimo Skandinavii a ostrovy v Severnim a Stfedozemnim
moii. Dale se také vyskytuje v zdpadni a stfedni Asii a zasahuje az na Sibif. (Smejkal et al.
1995)

,Kozinec je rostlina kiovin a svétlych lest a jejich okraju. Vyzaduje piady vlhké,
vyhtevné, zivné, neutralni nebo zasadité, humodzni.“ (Janca et al. 1994)

Predmétem sbéru muze byt bud’ kvetouci nat nebo kofen. Pro kvetouci nat je
nejvhodnéjsi doba sbéru v 1ét€ a v ptipadé kofene je provadeén sbér na jafe nebo na podzim.
(Janca et al. 1994)

Rostlina obsahuje urcitda mnozstvi alkaloidd, flavonoidy, vitamin C, olej, tfisloviny,
aminokyseliny, fadu mikroprvkd, silice, proteiny, sachar6zu, pryskyfice, saponiny, jako napf.
glycirrhyzin, a kaucuk. (Janca et al. 1994)

A pravé saponiny jsou latky, které jsou v A. glycyphyllos nejvice zkoumany a jejichz
biologicka aktivita je hojné studovana. Jsou zkoumany jejich neuroprotektivni, protinddorova
a imunomodulac¢ni aktivita. (Shkondrov et al. 2020; Mihaylova et al. 2022)

Latky obsazené v kozinci maji diuretické, diaforetické, antihypertenzivni a sedativni
ucinky. V piipad€ vné&jsiho uziti pii aplikaci na pokozku hlavy miiZou sniZzovat vypadavani
vlasti. Pomaha také pti zalude¢nich potizich nebo pti krvacivych priijmech. (Janca et al. 1994)

V Bulharsku je A. glycyphyllos hojné vyuzivan jako antihypertenzivum, diuretikum,
protizdnétlivy a protinddorovy prostiedek. Bylina se podava jako infuze pii srdecni
nedostatecnosti, zanétu ledvin, zvySeném arterialnim a zilnim krevnim tlaku, tachykardii, jako
pomocna léc¢ba pii nadorovych onemocnénich. Ve Francii se A. glycyphyllos pouziva jako
zvlacnujici, diureticky a osvézujici prostiedek. Lidé na Kavkaze pouzivaji listy a semena tohoto
druhu v piipadech mocovych kament, oligurie, skrofuldézy, dermatitidy a jako projimadlo.
Podél feky Volhy se rostlina pouziva k 1€c¢bé nervovych onemocnéni. V Bélorusku se odvar z
jejich nadzemnich ¢asti pouziva vniting k 1é€be leukorey, uteroptdzy, Zaludecnich onemocnéni
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a uplavice; lokalné pii plisnovych infekcich vlasové pokozky. Podobny odvar z byliny se na
Ukrajiné pouziva jako projimadlo, diuretikum, expektorans, proti pohlavnim chorobam,
revmatismu a dermatitidé. (Lysiuk, 2016, Georgieva et al., 2021)

Piibuzné druhy A. membranaceus (Fisch.) Bge. a. membranaceus var. mongolicus
(Bge.) Hsiao jsou vyznamnymi bylinami v tradi¢ni ¢inské medicin€. Tyto druhy jsou ptivodni
v Cing, Koreji, Mongolsku a na Sibifi a komeréné se péstuji v severni Ciné a Koreji. (Butkute
etal. 2018)
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4 Metodika

Ukolem této diplomové prace bylo ziskani silic z vybranych druht rostlin, testovani
antimikrobialni aktivity éterickych oleji a analyza jeho slozeni.

4.1 Pouzité pomiicky a pristroje

Homogenizace vzorkt probéhla na nozovém mlynu GRINDOMIX GM 200 (Retsch,
Praha, CZ), nasledn¢ byla provedena destilace silic zrostlinného materidlu pomoci
Clavengerovy aparatury (Merci, Brno, CZ).

Pro testovani antimikrobialni aktivity byla pfipravend média sterilovana Vv autoklavu
Tuttnauer 3850EL (Tuttnauer, Breda, NL). K ur¢eni pH pufrovych roztokt byl pouzit stolni pH
metr pH 50 (XS, Carpi, IT). K ptipravé inokula pro testovani antimikrobialni aktivity silic byl
pouzit denzitometr DEN-1B (Biosan, Riga, LT) a veSkera prace probihala v laminarnim boxu
(Merci, Brno, CZ). K nasledné inkubaci byl vyuzit inkubator (Memmert, Schwabach, DE).

Kvalitativni analyza vzorku silic byla provedena na plynovém chromatografu Agilent
7890A GC (Agilent, Santa Clara, CA, USA) s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C
MSD (Agilent, Santa Clara, CA, USA) a kvantitativni analyza byla provedena na plynovém
chromatografu Agilent 7890A GC (Agilent, Santa Clara, CA, USA) s plamenov¢ ioniza¢nim
detektorem.

4.2 Pouzité chemikalie

e Demineralizovana voda

e Hexan (VWR International s. r. 0., Stiibrna Skalice, CZ)

e Ethanol 96%, 70% (VWR International s. r. 0., Stiibrna Skalice, CZ)

e Kyselina chlorovodikova 36% (VWR International s. r. o., Stéibrna Skalice, CZ)
e Hydroxid sodny 40% (VWR International s. r. o., Stibrna Skalice, CZ)
e Tween (VWR International s. r. o., Stéibrna Skalice, CZ)

e Dimethyl sulfoxid (VWR International s. r. o., Stfibrna Skalice, CZ)

e Tetracyklin (Sigma-Aldrich, Praha, CZ)

e Tioconazol (Sigma-Aldrich, Praha, CZ)

e Chlorid sodny (Penta, Praha, CZ)

e Chlorid draselny (Penta, Praha, CZ)

e Trizma base (Sigma-Aldrich, Praha, CZ)

e Miieller-Hinton bujon (MHB) (Oxoid, Basingstoke, UK)

e Sabouraud Dextrose bujon (SDB) (Oxoid, Basingstoke, UK)

e Standardy (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) viz Tabulka 8

4.3 Mikroorganismy

Testy antimikrobidlni aktivity byly provedeny na zastupcich gramnegativnich
(Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) grampozitivnich
bakterii (Staphylococcus aureus ATCC 29213; Enterococcus faecalis ATCC 51299; Bacillus
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cereus ATCC 11778) a na jedné kvasince (Hanseniaspora uvarum DSM 26650). Pro testovani
byly vyuzity standardni sbirkové kmeny ze sbirky ATCC (American Type Culture Collection)
a DSM (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures).

4.4 Rostlinny material

Po piedchozim prostudovani herbait a védecké literatury, byly vytypovany rostliny
rostouci na izemi Ceské republiky, u kterych byl v literatuie nazna¢en nebo uveden obsah silic.
A zaroven nebylo dostate¢né prozkoumano slozeni a biologicka aktivita. Nasledné byl
proveden sbér v obdobi, které bylo uvedeno v herbaii jako nejvhodnéjsi pro dany rostlinny druh
a obsah zadoucich latek. Ze souboru vytypovanych rostlin se v dostatecném mnozstvi podatilo
nasbirat podrazec kiovistni (Aristolochia clematitis), hulevnik Iékaisky (Sisymbrium officinale)
a kozinec sladkolisty (Astragalus glycyphyllos). Informace o datumu a lokalité sbéru viz
Tabulka 1.

Predmétem sbéru byla ve vSech ptipadech kvetouci nat’, tedy nadzemni ¢ast rostliny, ktera
byla nasledné ususena. Podminky suseni byly zvoleny tak, aby nedo$lo k ovlivnéni obsahu
éterickych oleji. Suseni tedy probihalo ve stinu pii pokojové teplote.

Tabulka 1 Druh, datum a lokalita sbéru

Druh Datum sbéru Lokalita sbéru

Hrusky, okr. Bieclav, travnaty nasep hlavni silnice

A. clematitis 27.7.2021 Bfeclav-Hodonin

Hofovice, okr. Beroun, modie znaCena turisticka stezka

S. officinale 12.6. 2021 od Zelezni¢niho nédrazi k rybniku Lazenisky pod naddrazim

Brod nad Dyji, okr. Bieclav, 1. terasa smérem od

A. glycyphyllos 27.7. 2021 Brodu nad Dyji

4.5 Extrakece silic

Pied samotnou extrakci a homogenizaci byly usuSené rostliny dikladné zkontrolovany,
aby byly k extrakci pouzity jen zdravé Casti rostlin a aby nedoslo k soucasné extrakci jiného
rostlinného druhu, coz by mohlo zkreslit vysledky experimentu, napf. slozeni silice.

Susené byliny byly zhomogenizovany v nozovém mlynku. Otacky a doba homogenizace
byla vhodné upravena podle vlastnosti rostlinného materialu.

Pro extrakci byla pouzita hydrodestilace Clavengerovou aparaturou s 11 varnou barikou.
Do varné banky byl navaZzen zhomogenizovany rostlinny materidl a v poméru 1:10 doplnén
destilovanou vodou, coz odpovida cca 50 g rostlinného materialu a 500 ml destilované vody.
Varna banka byla umisténa do topného hnizda a nasazena na Clavengerovu aparaturu. Zpétny
chladi¢ byl pfipojen na piivod a odvod vody, aparatury byla naplnéna destilovanou vodou a
vypoustéci kohout byl nastaven tak, aby v aparatufe mohla cirkulovat voda, tedy aby voda
zkondenzovana v chladi¢i mohla unikat zpét do varné banky. Nésledné probéhla destilace po
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dobu 3 hodin. Byl udrzovan mirny var, aby se zamezilo ztraté nejtékavejsich slozek éterického
oleje.

Vzhledem k nizké vytéznosti silic byly silice z aparatury vytéZzeny pomoci hexanu. Po
ukonceni destilace a vychladnuti aparatury byl 1 ml hexanu napipetovan do aparatury, kde doslo
k smiseni silice s hexanem a nasledné vypusténi do mikrozkumavky. Vzhledem k tomu, ze byla
vypusténa hexanova faze s ¢asti destilované vody, nasledovalo jesté odebrani hexanové faze
s rozpusténou silici do sklenéné vialky.

Pro ziskani cisté silice muselo dojit k odpafeni rozpoustédla. Vialky se silici
rozpu$ténou v hexanu byly umistény do laminarniho boxu. Odpatovani rozpoustédla bylo
kontrolovano vdzenim, kdy byl sledovan vahovy tbytek v ur¢enych ¢asovych intervalech. Ve
fazi, kdy zacaly byt vahové ubytky minimalni oproti pfedchozim vézeni, doslo k zastaveni
odpatrovani. Tento postup byl zvolen kvili tomu, ze kromé rozpoustédla by mohlo v ptipadé
delsi doby odpafovani dojit ke ztratdm nejtékavéjSich slozek silice. Pfed dalSimi fazemi
experimentu byly vialky skladovany pii 4 °C.

Hustota silic byla stanovena gravimetricky.

4.6 Testovani antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivita silic byla testovana pomoci mikrodiluéni metody in vitro.
Z dtvodu velmi malého objemu ziskanych silic byly v n¢kterych ptipadech pocty provedenych
testll zredukovany (ze standardnich tii nezavisle provedenych testovani) tak, aby bylo mozno
provétit ucinnost silic proti SirSimu spektru mikroorganismi.

4.6.1 Priprava kultiva¢nich médii

Pro testovani antimikrobidlni aktivity pomoci mikrodiluéni metody bylo zapotiebi
piipravit kultivaéni media. Pro kultivaci bakterii byl pouzit pufrovany MHB a pro kultivaci
kvasinky SDB, které¢ byly pfipraveny podle navodu vyrobce a sterilizovano v autoklavu pfi
121°C po dobu 20 minut.

4.6.2 Priprava zasobnich roztoku silic

Pro testovani antimikrobialni aktivity byly pfipraveny zasobni roztoky silic. Po odpateni
hexanu bylo odebrano 1ul mikrostikackou piislusné mnozstvi silice a rozpusténo v roztoku
96% ethanolu a Tweenu v poméru 2:1. Vysledna koncentrace zasobniho roztoku byla
51,2 ul/ml. Takto piipraveny roztok byl dikladné zvortexovan a rozpipetovan do
mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumaky bylo napipetovano 12,5 pl zasobniho roztoku o
koncentraci 51,2 pl/ml a takto ptipravené vzorky byly skladovany pfi -20°C.

Pred kazdym novym testem byl ze zasobniho vzorku silice pfipraven vzorek
k pipetovani do mikrotitra¢ni desticky. Tento vzorek byl pfipraven tak, Ze bylo k 12,5 pl
zasobniho roztoku silice napipetovano 1237,5 ul MHB pro testovani bakterii nebo SDB pro
testovani kvasinek. Takto byl pfipraven roztok silice o koncentraci 512 pl/ml, coz byla nejvyssi
koncentrace pouZita pro testovani citlivosti vybranych mikroorganismi.
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4.6.3 Priprava zasobniho inokula

Pfed samotnym zahajenim testu byla zalozena zasobni inokula testovanych
mikroorganismil a nasledné¢ pouzivana na vSechny nasledujici testovani. Do sterilnich 15 ml
zkumavek bylo pipetou sterilné odeberano 10 ml MHB nebo SDB a stiika¢kou zao¢kovano
ptislusnymi mikroorganismy. Inokula byla kultivovana Vv inkubatoru pifi 37 °C v pfipadé
bakterii a 25 °C v piipadé kvasinek po dobu 24 hodin a nasledné¢ skladovana v lednici pii 4 °C.

4.6.4 Priprava kontrolnich antibiotik

Kontrolni antibiotikum bylo piipravovano pfed kazdym testovanim jako kontrola
aktivity mikroorganismii. Pro testovani P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis, E. coli a B. cereus
byl pouzit tetracyklin o Cistoté 88 %, rozpustény v 96% ethanolu. Pro testovani H. uvarum byl
pouzit Tioconazol o ¢istoté 96,5 % rozpustény v DMSO. Pocatecni koncentrace antibiotik byla
stanovena pro P. aeruginosa a E. faecalis 32 pg/ml, S. aureus a E. coli 16 pg/ml, B. cereus
1 pg/ml a H. uvarum 4 pg/ml. Navazka antibiotika byla pfepoctena dle Cistoty daného
antibiotika dle informaci od vyrobce. V rozpoustédle byla vzdy piipravena koncentrace 100x
vys§i a nasledné byl roztok zfedén v poméru 1:100 v kultivaénim médiu na koncentraci
pozadovanou pro testovani. Tak bylo zajisténo, Ze maximalni obsah rozpoustédla v kultivaénim
médiu nepfesdhne 1 % a nedojde k ovlivnéni vysledkd.

4.6.5 Priprava inokula pro testovani

Pfed kazdym nezavislym testem bylo nutno pfipravit cerstvé inokulum pred
planovanym zaockovanim mikrotitracni desticky. Pro tento ucel bylo steriln¢ napipetovano 5
ml MHB v ptipad¢ bakterii nebo SDB v piipadé kvasinek do 10 ml zkumavky a stiikackou
zaoCkovano par kapkami inokula potfebnych mikroorganismt. Byla provedena kultivace
Vv inkubdtoru pfi teploté 37 °C v ptipad¢ bakterii a pti 25 °C v pfipad¢ kvasinek.

Pro ptipravu inokula pro zaockovani mikrotitracni desticky tésné pred zaockovanim
bylo do 15 ml zkumavky napipetovano 10 ml MHB nebo SDB média a stiikackou zaockovano
inokulem pfipravenym z ptedchoziho dne. MnoZstvi inokula je ur€eno zménou denzity, ktera
by se pro pozadovanou koncentraci méla zvysit o 0,5 McFarland zakalového standardu, coz by
mélo odpovidat koncentraci 1-2 x 108 CFU/m.

Takto ptipravené inokulum bylo pfimo pouZito pro zaockovani mikrotitracni desticky
pomoci inokula¢niho ,jezka“, ¢imz bylo dosazeno piedepsané koncentrace (CLSI, 2012)
inokula v jamkach mikrotitraéni desticky (5 x 10° CFU/ml pro bakterie; 5 x 10° CFU/ml pro
kvasinku).

4.6.6 Priprava mikrotitra¢ni desti¢ky, jeji zaockovani a vyhodnoceni MIC

Mikrotitracni desti¢ka byla pfed kazdym testem fadn¢ oznacena. Na jedné mikrotitracni
desticce byly testovany dvé silice nebo silice a antibiotikum ve tfech opakovanich a vzdy bylo
testovano 8 koncentracnich hladin viz Tabulka 2. Jako kultiva¢ni médium byl pouzit pufrovany
MHB pro bakterie a SDB pro kvasinky. Do 1. sloupe¢ku vyjma rohovych jamek bylo
napipetovano 100 pl média, které slouzilo jako kontrola narGstu. Do 12. sloupecku vyjma
rohovych jamek bylo taktéZ napipetovano 100 pl média, které v pribchu zaockovani zistalo
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nezaoCkované a slouzilo jako kontrola Ccistoty kultivaéniho média. Rohové jamky se
nepouzivaji z divodu nestandartniho chovani pfi testovani napt. dochdzi k rychlej§imu
vysychani média.

Tabulka 2 Redici fady testii v pg/ml

Silice Tetracyklin Tetracyklin Tetracyklin Tioconazol
(32 pg/ml) (16 pg/ml) (1 ng/ml) (4 ng/ml)
512 32 16 1 4
256 16 8 0,5 2
128 8 4 0,25 1
64 4 2 0,125 0,5
32 2 1 0,0625 0,25
16 1 0,5 0,03125 0,125
8 0,5 0,25 0,015625 0,0625
4 0,25 0,125 0,0078125 0,03125

V piipadé mikrotitracni desticky s testovanim dvou silic bylo do prvni jamky v 3., 4. a
5. sloupecku napipetovano 200 pl roztoku silice ¢islo 1 0 koncentraci 512 pul/ml a do 8., 9. a
10. jamky bylo napipetovano 200 pl roztoku silice ¢islo 2 o koncentraci 512 ul/ml. Do zbytku
jamek bylo napipetovano 100 pl média. Nasledn€ bylo provedeno fedéni tak, Ze se z prvni
jamky v 3. 4., 5., 8.,9. a 10. sloupe¢ku odebralo multikanalovou pipetou 100 ul a pfeneseno
se do jamky druhého fadku, nasledné se promichalo a opét pteneslo 100 pul do jamek tietiho
fadku. Takto se postupovalo az do posledniho fadku, kde se odebralo 100 pl, které byly
vypustény do odpadu.
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Tabulka 3 Schéma mikrotitra¢ni desticky pfi testovani dvou silic

Silice ¢. 1 Silice ¢&. 2
Opakovani 1. 2. 3. 1. 2. 3.
1 2 3 4 o) 6 7 8 9 10 11 12
A X 512 512 512 512 512 512 X
pl/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml  pl/ml  pl/ml
256 256 256 256 256 256
ul/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml  pl/ml  pl/ml
C 128 128 128 128 128 128
pl/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml  pl/ml  pl/ml
D 64 64 64 64 64 64
Kontrola ul/ml pl/ml  pl/ml w/ml  pl/ml pl/ml Kontrola
g | nardstu 32 32 32 32 32 32 Cistoty
ul/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml pl/ml  ul/ml
E 16 16 16 16 16 16
ul/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml  pl/ml  pl/ml
G 8 8 8 8 8 8
ul/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml pl/ml  ul/ml
4 4 4 4 4 4
H X ul/ml  pl/ml  pl/ml pl/ml  pl/ml  pl/ml X

V ptipadé mikrotitracni desticky s testovanim silice a antibiotika bylo do prvni jamky
v 3., 4. a5. sloupecku napipetovano 200 ul roztoku silice ¢islo 3 o koncentraci 512 ul/ml a do
8., 9. a 10. jamky bylo napipetovano 200 ul roztoku Tetracyklinu nebo Tioconazolu o
koncentraci uréené pro testovani mikroorganismus. Dale bylo postupovano jako u piipravy
mikrotitraéni desticky s testovanim dvou silic.

Toto usporadani bylo zvoleno i z toho divodu, ze v ptipad¢ silic mize dojit k transferu
tékavych latek ze silice v mikrotitra¢ni jamce do jamky vedlejsi (Novy et al. 2014). V ptipadé
antimikrobialniho pusobeni tékavych latek by tedy mohlo dojit k inhibici jak v jamce s ur¢itou
koncentraci silice, tak 1 v jamce sousedni, kde se nachdzi jen zaockované médium. V tomto
piipadé bychom mohli sledovat inhibi¢ni zénu i v jamkach 2.,6.,7. a 11. sloupce, jinak tyto
sloupce slouzily jako dalsi kontrola nartst.

Zaockovani mikrotitratnich desticek bylo provedeno pomoci inokula¢niho ,,jezka*
(inokulatoru s jehlami), ktery se ponofil do pfipraveného inokula nalitého do Petriho misky a
prenesl do kultivaéniho média v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky. VSechny jamky byly takto 2x
zaockovany kromé jamek v 12. sloupci, které slouZzily jako kontrola ¢istoty média. Po kazdé
fazi zaockovani byl inokulator sterilizovan namocenim v etanolu a ozehnutim nad kahanem.
ZaoCkované desticky se nechaly kultivovat v inkubatoru pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin
Vv piipadé bakterii a pii 25 °C v po dobu 48 hodin v ptipadé¢ kvasinek.

Vyhodnoceni testovani antimikrobidlni aktivity mikrodiluéni metodou probihalo
vizualn€é. Jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace byla brana nejnizs$i koncentrace, ktera
inhibovala viditelny nartist mikroorganismti.

4.7 Analyza chemického sloZeni silic

Pro analyzu sloZeni pomoci plynové chromatografie byly pfipraveny vzorky rozpusténim
0,2 pl silice v 200 ul hexanu ve vialce s inzertem a PTFE septem. Takto pfipravené vzorky byly
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méfeny na plynovém chromatografu Agilent 7890A s hmotnostnim detektorem typu kvadrupél
Agilent 5975C. Parametry analyzy jsou zaznamenany viz Tabulka 4.

Detekce na hmotnostnim spektrometru byla provedena v rezimu full-scan s ioniza¢ni
energii elektronti nastavenou na 70 eV.

Identifikaci slozek éterickych oleju byla provedena pomoci porovnani hmotnostnich
spekter a Kovatsovych reten¢nich indext s knihovnou spekter Narodniho institutu pro
standardy a technologie (NIST17, USA) jakoz i s literaturou (Adams, 2007). U 11 vybranych
latek byla identifikace potvrzena pomoci autentickych chemickych standarda (viz Tabulka 8)

Zjisténi relativnich procentudlnich obsahii slozek éterickych olejii bylo provedeno
pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A s plamenové ioniza¢nim detektorem.
Analyza na plynovém chromatografu byla provedena za stejnych podminek jako identifikace
slozeni viz Tabulka 4.

Tabulka 4 Parametry chemické analyzy

Typ stacionarni faze HP-5MS

Rozméry kolony (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)

Objem nastriku 1 pl

ReZim nastiiku Split (12:1)

Teplota inletu 250 °C (GC-MYS); 300 °C (GC-FID)

Nosny plyn Helium

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Teplotni gradient 3 min 60 °C, zvySovani teploty 3 °C/min, 10 min 231 °C
Celkovy ¢as analyzy 70 min
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5 Vysledky

5.1 Extrakce silic

Hydrodestilaci pomoci Clavengerovy aparatury bylo ziskano od 2,7 do 10,4 mg silice, s
vytéznosti od 0,001 do 0,0044 %. Silice A. clematitis byla ¢ird, méla zlutohnédou barvu a
charakteristickou vini rozdilnou od zbylych dvou silic. Z rostliny S. officinale byla
vydestilovana zlutd silice s vini po sen¢ a trave, kterda méla pii pokojové teploté tuhou
konzistenci. Z A. glycyphyllos bylo destilaci ziskana ¢ira silice zluté barvy, ktera méla vini
stejné jako S. officinale po sen¢ a travé. Nejvyssi obsah silice byl zjistén u A. clematitis naopak

v

Tabulka 5 Hmotnost suSeného materialu, mnozstvi vydestilované silice a vytéznost

Hmotnost

Silice su¥eného MnozZstvi VytéZnost silic
., Vydestilovan é silice (w/w)

materialu

Arlstolpphla 23556 g 10,4 mg 0,0044 %

clematitis

Sls_yr_nbrlum 286,91 g 7,3mg 0,0025 %

officinale

Astragalus 262,86 g 2,7 mg 0,0010 %

glycyphyllos

5.2 Hustota silic

Z namétenych objemt a hmotnosti byla vypoctena hustota jednotlivych silic viz Tabulka

cvwr

Tabulka 6 Hustota silic

Silice Hustota (kg/m?)
Aristolochia clematitis 1000
Sisymbrium officinale 760
Astragalus glycyphyllos 700

5.3 Antimikrobialni aktivita

U rostlin A. clematitis, S. officinale a A. glycyphyllos nebyla prokazana antimikrobialni
aktivita v testovaném rozmezi koncentraci 4-512 pl/ml.
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Utinnost antibiotik tetracyklin a tioconazol vii¢i ndmi vybranym kmentim ATTC
odpovidala koncentracim udavanych dle CLSI (2012). Vysledky testd jsou uvedeny
viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

MIC (pg/ml)

S.aureus E. faecalis B. cereus CE'” P. aeruginosa H.uvarum*
g‘;‘rﬂgt'ﬁicshia >512 >512 5512 >512 >512 >512
i}i]f%r;‘nb;i:m >512 >512 5512 >512 >512 5512
g;%?gﬁ)'/‘l‘lzs* >512 nt 5512 >512 >512 nt
Tetracyklin 0,5 16 0,06 2 8 n.t.
Tioconazol n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 0,25

n.t — nebylo testovano, * - bylo testovano jen v jednom nezavislém testu

5.4 Chemické slozeni

Celkem bylo v silici A. clematitis zastoupeno 33 slozek z toho 30 bylo identifikovano,
coz v procentudlnim zastoupeni ¢ini 94,91 %. Mezi nejzastoupenéjsi slozky v silici patfil
caryophyllen (15,28 %), bornyl acetat (7,12 %), B-cadinen (5,64 %), camphor (4,74 %),
eucalyptol (4,44%) a nerolidol (4,20 %). Ostatni slozky jsou jsou zastoupeny Vv procentualnim
mnozstvi pod 4 %.

V silici S. officinale byly nalezeny celkem 6 slozek z toho 4 byly identifikovany. Z nich
byly nejvice zastoupené hexahydrofarnesyl aceton (52,27 %) a trans-p-ionon (19,14 %).

V posledni analyzované silice z A. glycyphyllos bylo analyzou zjisténo 19 slozek z toho
14  bylo identifikovano. K nejzastoupenéj§im slozkam pattily phytol (12,79%),
hexahydrofarnesyl aceton (10,94 %) a trans-p-ionon (10,49 %).

Ve vSech testovanych vzorcich se objevila kontaminace diethyl ftalatem, kyselinou
ftalovou nebo jejimi derivaty, ftalaty jsou béznymi slozkami plastt, kde funguji jako
zmekcovadla. Kontaminace témito latkami se nam nepodafilo vysvétlit, moznymi variantami
byla kontaminace z mikrozumavek, poptipadé jiné¢ho plastového laboratorniho materialu.
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Tabulka 8 Chemické slozeni silic

Zastoupeni v %

Identifikovana latka Rl R ! A. S. A. Ident.

(lit.) - -

clematitis officinale glycyphyllos

a-Pinene 937 939 2,41 - - MS, RI, S
Camphene 952 953 2,22 - - MS, RI, S
Octen-3-ol 980 978" - - 2,55 MS, RI
B-Pinene 979 980 0,87 - - MS, RI, S
D-Limonene 1031 1031 2,22 - - MS, RI, S
Eucalyptol 1041 1033 4,44 - - MS, RI, S
cis-B-Ocimene 1051 1040 1,50 - - MS, RI
Linalool 1099 1098 - - 6,10 MS, RI, S
Nonanal 1104 110216 - - 2,36 MS, RI
Camphor 1145 1143 4,74 - - MS, RI, S
Myrtenol 1195 11912 1,05 - - MS, RI
Isopentyl hexanoate 1253 124410 1,16 - - MS, RI
Geraniol 1257 12552 - - 4,12 MS, RI
Bornyl acetate 1286 1285 7,12 - - MS, RI
Thymol 1293 12907 - 5,54 - MS, RI
a-Cubebene 1351 13511 1,46 - - MS, RI
Copaene 1377 1376 2,93 - - MS, RI
Neidentifikovana
latka |* 1390 - - 8,43 - -
B-Elemene 1392 13912 2,38 - - MS, RI
Isocaryophyllene 1406 14113 3,85 - - MS, RI
Caryophyllene 1419 1418 15,28 - - MS, RI, S
B-Copaene 1437 1432* 0,27 - - MS, RI
Dihydropseudoionone 1454 145118 - 7,67 - MS, RI
Geranyl acetone 1454 1455% - - 8,37 MS, RI
Humulene 1454 1454 2,16 - - MS, RI, S
Dodecanol 1475 1469° - - 3,69 MS, RI
y-Muurolene 1477 1477° 3,27 - - MS, RI
Germacrene D 1481 1480 3,86 - - MS, RI
trans-p-lonone 1486 1485 - 19,14 10,49 MS, RI
B-Eudesmene 1486 14852 3,72 - - MS, RI
a-Selinene 1494 1499’ 3,49 - - MS, RI
B-Curcumene 1509 15068 2,18 - - MS, RI
y-Cadinene 1514 15132 2,38 - - MS, RI
Neidentifikovana
latka [1* 1524 - - - 2,47 -
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Zastoupeni v %

Identifikovana latka Rl R ! A. S. A. Ident.

(lit.) » -

clematitis officinale glycyphyllos

B-Cadinene 1524 1521° 5,64 - - MS, RI
Nerolidol 1565 1564 4,20 - 1,69 MS, RI
Caryophyllene oxide 1582 1581 1,70 - - MS, RI
Neidentifikovana
latka I11* 1585 - 0:97 ) )
a-Cadinol 1654 1653 3,31 - - MS, RI
Neidentifikovana
latka IV* 1663 - - - 2,44 -
n-Hexy! salicylate 1676 1683 - - 7,95 MS, RI
2-PentadecanolP* 1716 - - - 1,94 -
Geranyl caproate 1755 1755 1,16 - - MS, RI
o-Hexy| 1760 1745 i i 576 MS,RI
cinnamaldehyde
Neidentifikovana
latka \/* 1761 - - - 3,08 -
2-Ethylhexy! 1804 18167 - : 477 MS,RI
salicylate
Hexanydrofaresyl — 1g06 18372 2,30 52,27 1094  MS,RI
acetone
Neidentifikovana
latka VVI* 1879 - - - 2,04 -
Farnesyl acetone 1918 1911'3 - - 6,47 MS, RI
Neidentifikovana
latka VII* 1952 - 2:38 ) ) )
Neidentifikovana
latka VI1I* 209 - 174 ) ) )
Phytol 2112 2106 1,62 - 12,79 MS, RI, S
Neidentifikovana
latka 1X* 2196 - - 6,96 - -
Identifikovano celkem 94,91 84,62 85,48

Ident. — identifikace, MS — porovnani hmotnostnich spekter s témi, ktera jsou uvedena v knihovné hmotnostnich
spekter NIST 17, Rl — naméfené hodnoty reten¢nich indext; RI (lit.) — retenéni indexy uvadéné Vv literatuie
(Adams et. al., 2007), S — identifikace pomoci standardu, P — piedbézna identifikace, * — hmotnostni spektra
sloudenin prilozena v ptiloze *— (Adams et al. 2011), 2 — (Adams 2000), * — (Jian-Yu et al. 2012), - (Adams
et al. 2005), ® — (Saroglou et al. 2007), ¢ — (Adams 1998), 7 — (Singh et al. 2005), & — (Slavkovska et al. 2005),
°_ (Ferraz et al. 2005), 1° — (Maia et al. 2000), * — (Radulovic et al. 2010), *? — (Basta et al. 2007), *3— (Tigrine-
Kordjani et al. 2006), * — (Tzakou et al. 2006), ¥ — (Shellie & Marriott 2003), * — (Adams 1999),
17 (Andriamaharavo, 214), '8 — (Zhao et al. 2008),
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6 Diskuze

Mnoho druhi rostlin je tradicné vyuzivano pro své 1é¢ivé schopnosti, mnohdy ale tyto
rostliny nejsou dostatecné prostudovany. Proto je tato prace zaméfena na zkoumani
antimikrobialni aktivity a sloZeni silic nékolika druhd 1é¢ivych rostlin. Byl zkouman podrazec
kfovistni (Aristolochia clematitis), hulevnik Iékaisky (Sisymbrium officinale) a kozinec
sladkolisty (Astragalus glycyphyllos). Zminky z herbait (Janc¢a & Zentrich, 1994) o pfitomnosti
silic v uzivanych ¢astech téchto bylin byly sice potvrzeny, nicméng silice byly obsazeny pouze
ve stopovém mnozstvi. Podle dostupnych informaci byla u A. clematitis testovana
antimikrobidlni aktivita jen u hexanovych, methanolovych, chloroformovych, butanolovych,
ethylacetatovych a vodnych extrakti (Bartha et al. 2019). Slozeni silice zatim nebylo dosud
testovano. V pripad¢ S. officinale bylo testovano chemické slozeni a antimikrobialni aktivita
silic ve studii autort Blazevi¢ et al. (2010). U A. glycyphyllos byly zatim k testovani
antimikrobidlni aktivity pouZzity jen ethanolové extrakty (Butkuté et al. 2017). A slozeni silic
pomoci GC-MS zatim nebylo analyzovano. Testovan byl jen celkovy obsah fenolickych latek
a flavonoidu (Butkute et al. 2018). Piesto, Zze n¢kolik silic z pfibuznych druht vykazovalo
antimikrobidlni aktivitu v naSem pfipad¢ se ji nepodatilo prokdzat.

6.1 Podrazec ki'ovistni (Aristolochia clematitis L.)

Vytéznost silice A. clematitis ze susené nadzemni ¢asti pomoci hydrodestilace byla
0,0044 %. Silice m¢la zlutohnédou barvu a charakteristickou vini. Ziskavani silic pomoci
hydrodestilace u A. clematitis nebylo zatim publikovano. V praci Li et al. (2013) byla
provedena hydrodestilace Aristolochia delavayi Franch. s vytéznosti 0,9 %, coz je vyrazné
vys$$i vytéznost nez u naseho pokusu. Hydrodestilaci nadzemni ¢asti Aristolochia mollissima
Hance byla ziskana silice s vytéznosti 0,15 %. (Yu et al. 2007) Hydrodestilaci byla ziskana i
silice Aristolochia gibertii Hook., u které po dobu 67 h probihala zvlast hydrodestilace stonku
a lista s vytéznosti 0,03 % u stonkt a 0,1 % u listd. (Priestap et al. 2002) Jak je vidét, napfii¢
studiemi se vytéznost silic u jednotlivych rostlin rodu Aristolochia velmi lisi. VytéZnost mtize
byt ovlivnéna klimatickymi a geografickymi podminkami, fyziologickym stadiem,
chemotypem, pidnimi podminkami, dostupnosti Zivin, stresovymi podminkami, podminkami
suSeni a dobou destilace.

Chemické sloZeni silice A. clematitis nebylo dosud testovano. Mezi hlavni slozKy silice
Vv této praci patiil caryophyllen (15,28 %), bornyl acetat (7,12 %), které byly ve vys$§im obsahu
zastoupeny i u silic z pfibuznych druhti z rodu Aristolochia. Porovnani kvalitativniho slozeni
silice s pfibuznym druhem A. mollissima se shodovalo v 17 z 30 identifikovanych sloucenin.
Obe silice maji caryophyllen a bornyl acetat ve vyS$im procentualnim zastoupeni u ostatnich
sloucenin se zastoupeni vyrazné lisilo. (Yu et al. 2007) S Aristolochia argentina se
Vv kvalitativnim porovnani shodovaly v 13 z 30 identifikovanych slozek. Jedinym spole¢nym
rysem, co se tyka procentualniho zastoupeni sloucenin A. clematitis a. argentina je vyssi obsah
caryophyllenu (Priestap et al. 2003). A. delavayi se kvalitativné shodovala se silici A. clematitis
v 11 slouceninéch, pii kvantitativnim porovnani se ale procentudlni zastoupeni lisilo ve vSech
shodujicich se latkach.
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Caryophylen, jako nejzastoupengjsi sloucenina v nami analyzované silici (15,28 %), ma
podle studii antimikrobialni uc¢inek na S. aureus a Streptococcus mutans a vyrazné antifungalni
ucinky. (Dahham et al. 2015; Yoo & Jwa 2018) Ve studii Jagannath et al. (2012) byl testovana
antimikrobialni ucinek silice z Heracleum regens s nejzastoupenéjsi slozkou Bornyl acetatem
v nadpolovi¢nim zastoupeni (51,2 %). U této silice byla potvrzena antibakteridlni aktivita
v koncentraci 2,25 mg/ml u Bacillus subtillis a Klebsiella pneumoniae.

V téchto studiich oproti nasemu testovani byly pouzity jiné metody, jiné koncentrace
nebo testované mikroorganismy. V pfipad¢ testovani ucinku caryophylenu na biofilm
Streptococcus mutans byla testovana 20x vyssi koncentrace a pfi testovani silice s bornyl
acetatem byla t€inna koncentrace bornyl acetatu az 350x vétsi nez v pripadé naseho testovani.
(Jagannath et al. 2012; Yoo & Jwa 2018)

Ackoliv tyto slouceniny vykazuji samostatné antimikrobidlni aktivitu, v silici je jejich
zastoupeni a koncentrace daleko niz$i nez v ptipadé vyse zminénych studiich. Tyto slouceniny
se v silici vyskytuji v kombinaci s mnoha dal§imi latkami, které mohou jejich antimikrobialni
aktivitu ovlivilovat at’" uz synergicky nebo antagonisticky. Proto nelze automaticky
predpokladat, ze obsahe nékolika antimikrobialné aktivnich sloucenin zajisti antimikrobialni
ucinek silice.

6.2 Hulevnik lékarsky (Sisymbrium officinale (L.) Scop.)

V literatufe byla popsana izolace silice S. officinale ze suseného rostlinného materialu
s vytéznosti 0,035 % (Blazevi¢ et al. 2010a). V porovnani s ndmi zjisténou vytéznosti 0,0025
% je pozorovan velmi vyznamny rozdil. Stejnym postupem hydrodestilace a extrakce pomoci
smési penthan:ether (1:1), slouzicim K zachyceni vydestilované silice, byly ziskavana také
silice Aurinia sinuata (L.) Griseb. z ¢eledi Brassicaceae (Blazevi¢ et al. 2010b). Vytéznost
silice mize byt ovlivnéna mnoha vlivy jako napf. klimatickymi a geografickymi podminkami,
fyziologickym stadiem, chemotypem, piidnimi podminkami, dostupnosti zivin atd.

Pfi porovnani chemického silice sloZzeni S. officinale s vysledky studie Blazevi¢ et al.
(2010a) se shodovala jen jedna ze 4 nami identifikovanych a to trans-p-ionone (19,14 %). Navic
oproti nami identifikovanym c¢tyfem slouCeninam bylo ve studii identifikovano daleko vice
latek. Stejny vysledek byl zjistén i u chemického slozeni ptibuzné A. sinuata, kde byla taktéz
shoda jen s jednou latkou.

Blazevi¢ et al. (2010a) oproti nasim vysledkiim zaznamenal ve své studii antimikrobialni
aktivitu silice hulevniku diskovou difizni metodou pii koncentraci 10 mg/ml, coz je vic jak 19%
vys$$i koncentrace, nez byla pocateCni koncentrace testovand v naSem piipad€. Nejvyssi
antimikrobidlni aktivitu zaznamenal u S. aureus, B. cereus, Enterobacter sakazakii,
Enterobacter cloacae, Vibrio alginolyticus a Candida albicans.

V dalsich studiich, kde byly testovany antimikrobialni Gi¢inky pfibuznych druht z celedi
Brassicaceae, byly pouzity bud’ jiné ¢asti rostlin, jiné metody ziskavani silic napt. extrakce,
anebo byly pouzity jiné metody testovani antimikrobialni aktivity a jiné koncentrace.
U Erysimum corinthium Boiss. byla pouzita ptiblizné¢ 2x vyssi koncentrace a to 1 mg/ml (Al-
Gendy et al. 2010). U A. sinuata byla pouzita pfiblizn¢ stejna nejvyssi koncentrace (Blazevié
et al. 2010b), ale chemické slozeni se vyznamé liSilo od nami testované silice. U obou studii
byla pozorovana antimikrobidlni aktivita u n¢kterych z testovanych mikroorganismi.
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6.3 Kozinec sladkolisty (Astragalus glycyphyllos L.)

U druhu A. glycyphyllos bylo hydrodestilaci ziskano 0,001 % silice. V literatufe byly
pomoci hydrodestilace ziskany silice z plodu pfibuzného druhu Astragalus alopecurus Pall.
s vytéznosti 1,5 % (w/w) a zkvétl, listi a stonkt Astragalus hamzaoglui Ketenoglu &
Menemen s vytéznosti 0,08 %, 0,06 % a 0,05 % (v/w) (Yilmaz Iskender et al. 2013; Ghahari et
al. 2018). Vzhledem ktomu, ze jsou vysledky hydrodestilace uvedeny v objemovych
procentech nebo je destilovana jina ¢ast rostliny nez v naSem piipad€, nelze tyto hodnoty s
presnosti porovnavat. Ale lze urcit, ze nami ziskané vytéznost byla fadové nejnizsi. Vytéznost
muze byt ovlivnéna mnoha jiz zminénymi faktory.

Chemické slozeni silice A. glycyphyllos nebylo dosud v literatuie popsano. SloZeni se
kvalitativné¢ podobalo sloZeni silice A. hamzaoglui v 7 z 14 identifikovanych slouc¢enin
(linalool, geraniol, trans-B-ionone, geranyl aceton, nerolidol, hexahydrofarnesyl aceton,
phytol), pficemz kvantitativné¢ se v obou silicich k hlavnim slozkam fadil phytol. (Yilmaz
Iskender et al. 2013). V piipadé A. alopecurus se slozeni shodovalo jen ve 3 z 14 ptipadi
(nonanal, nerolidol, hexahydrofarnesyl aceton). Co se tyka procentualniho zastoupeni se silice
obsahem jednotlivych slozek lisily, u silice A. glycyphyllos byl nejvice zastoupen phytol (12,14
%), u A. alopecurus to byl a-pinene (18,41 %) (Ghahari et al. 2018).

U A. hamzaoglui byla testovana také antimikrobidlni aktivita, ve studii byla testovana
pomoci difuznich method, a to jamkové difiizni metody V piipadé A. hamzaoglui byla G¢inna
koncentrace 10000 pg/ml, ktera vykazovala antimikrobialni aktivitu proti E. coli, S. aureus,
B. cereus, Mycobacterium smegmatis a Saccharomyces cerevisiae. Tato koncentrace je 19x
vy§§i nez v naSem experimentu. (Yilmaz Iskender et al. 2013) U A. alopecurus byla testovana
minimalni inhibi¢ni koncentrace. Ta byla testovana v koncentraénim rozmezi 100-0,8 ug/ml a
jednu z nejvyssich pozitivnich antimikrobialnich aktivit vykazoval S. aureus (MIC 50 pg/ml).
Dale byly testované plisné jako Pyricularia oryzae (MIC 25 pg/ml), Botrytis cinerea (MIC 50
pug/ml) a dalsi, na které silice také pusobila inhibi¢né. (Ghahari et al. 2018) Duvodem
neucinnosti nasi testované silice je pravdépodobné velky rozdil ve sloZeni silic.
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[ Zavér

V této praci bylo poprvé analyzovano chemické slozeni silic A. clematitis a
A. glycyphyllos. Celkem bylo vsilici A. clematitis identifikovano 30 sloucenin, coz
Vv procentualnim zastoupeni ¢ini 94,91 %. V silici z A. glycyphyllos bylo identifikovano 14
slozek, které ¢ini 85,48 % z celkového procentualniho zastoupeni silice. Zaroven byla u téchto
silic poprvé testovana antimikrobialni aktivita silic pomoci mikrodilué¢ni metody in vitro.

V této praci nebyla prokazana antimikrobialni aktivita ani u jedné ze tii silic v testovaném
koncentra¢nim rozmezi (4-512 pl/ml). Je ale mozné, Ze v ptipadé testovani vyssi koncentrace
by u né¢které ze silic mohl byt zaznamenan antimikrobidlni ucinek. Zejména u silice
A. clematitis, kde bylo tspésné testovano antimikrobidlni ptisobeni silic z jinych druhii rodu
Aristolochia, které vykazovaly podobné chemické slozeni s nami testovanou silici.

Z odborné literatury byl zaznamenan mozny potencial pro ptsobeni silic A. clematitis,
S. officinale a A. glycyphyllos jako antimikrobialni ¢inindla, v této praci se tato hypotéza
nepodafila prokazat.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ATP — Adenosintrifosfat

CFU — Kolonie tvofici jednotku

DEET — N,N-diethyl-3-methylbenzanmidu
FID — Plamenové-ionizacni detektor

GC — Plynova chromatografie

GTP — Guanosintrifosfat

MBC — Minimalni baktericidni koncentrace
MHB — Miieller-Hinton bujon

MIC — Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MS — Hmotnostni detektor

PCR — Polymeréazova fetézova reakce
RAPD — Néhodné amplifikace polymorfni DNA
SDB — Sabouraud Dextrose bujon
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