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Antimikrobialni pasobeni silic z vybranych IéCivych rostlin
pouzivanych v Ceském lidovém lécCitelstvi

Souhrn

Ptiznivé biologické ucinky mnoha rostlin jsou tradicné vyuzivany v lidovém Iécitelstvi
k 1é¢be raznych onemocnéni. To plati i pro 1écbu mikrobialnich infekei, pficemz u fady rostlin
byva antimikrobialni G¢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
v literatufe zminovan obsah silic, ale jejich slozeni ¢i anitimikrobialni u¢inky nebyly dosud
popsany.

Antimikrobialni aktivita byla testovana bujonovou mikrodiluéni metodou in vitro. Byly
testovany silice ziskané hydrodestilaci z ususené nadzemni Casti vybranych druha 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). Chemickeé 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 %), B-cadinen
(5,64 %) a camphor (4,74 %). U silice S. officinale to byl hexahydrofarnesyl aceton (52,27 %)
a trans-B-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 ptipad€ A. clematitis a A. glycyphyllos jedna o prvni analyzu slozeni
jejich silic. Jejich antimikrobialni ucinek se v testovaném koncentraCnim rozmezi od 4 do
512 pl/ml nepodafrilo potvrdit.

Klicova slova: antibakterialni, antifungalni, 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%), B
cadinene (5.64%) and camphor (4.74%). For S. officinale essential oil, it was hexahydrofarnesyl
acetone (52.27%) and trans-f-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 ul/ml.

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

Dlouho pfedtim, nez lidstvo objevilo existenci mikroorganismu, bylo dobfe znamo, ze
nekteré rostliny maji 1éCivy potencidl. Jiz od starovéku clovek pouzival rostliny k 1écbe
béznych infek¢nich onemocnéni a nékteré z téchto tradi¢nich 1éCiv jsou dodnes soucasti
obvyklé 1écby nekterych onemocnéni. Napfiklad pouziti brusinkové stavy (Vaccinium
macrocarpon Aiton) k 1é¢bé infekci mocovych cest nebo pouziti silice kajeputu stiidavolistého
(Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel) k 1écbé akné a dalSich infek¢nich koznich
onemocnéni. (Rios & Recio 2005)

V soucasné dob¢ je pozorovan trend vétSiho zajmu o pouzivani pfirodnich latek ve vSech
odvétvich lidské Cinnosti. Nejedna se jen o farmaceuticky prumysl, ale i potravinaisky,
kosmeticky aj. To dava prostor k vyuziti stavajicich znalosti o antimikrobialni aktivité silic a
zkoumani novych aromatickych a I1éCivych rostlin, jako moznych zdroji novych
antimikrobialné pusobicich latek. Kromé toho je stale vétsim problémem tzv. antibioticka
resistence mikroorganismi. Denné jsme vystaveni kontaktu s mikroorganismy, bézné se
vyskytuji v Zivotnim prostiedi a potravinach a mohou zpusobit vazna az smrtelna onemocnéni.
V ptipadé antibiotické resistence by silice mohly slouzit jako pomocny terapeuticky prostredek,
mozna 1 jako alternativa antibiotik.

Stale je tada rostlin, u kterych nebylo dostatecné prozkoumano slozeni silic a jejich
antimikrobialni aktivita. Proto se tato prace zameétuje na testovani antimikrobialni aktivity a
slozeni silic podrazce krovistniho (Aristolochia clematitis L.), hulevniku lékatfského
(Sisymbrium officinale (L.) Scop.) a kozince sladkolistého (Astragalus glycyphyllos L.).



2 Védecka hypotéza a cile prace

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

Hypotéza: Z literatury je znamo mnoho silic s antimikrobialni aktivitou. Lze predpokladat, 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 rist mikroorganismu, popf. usmrtit
dany mikroorganismus. Antimikrobialnimi ucinky se rozumi pusobeni proti bakteriim, plisnim,
kvasinkam a virim, a zahrnuji tedy ucinky antibakterialni, antimykotické a antivirové. Tuto
aktivitu lze vyjadrit pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz je nejniz§i koncentrace
antimikrobialni latky, ktera zabranuje ristu mikroorganismu, nebo minimalni baktericidni
koncentrace (MBC), coz je nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky potfebna k usmrceni
bakterii za ur¢itou dobu. (Balouiri et al. 2016)

Antimikrobialni aktivitu vykazuje velké mnozstvi 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, pifirodni, komplexni slouceniny, které se
vyznacuji silnou viini a produkuji je aromatické rostliny jako sekundarni metabolity. Jsou
znamé pro své antiseptické ucinky, tj. baktericidni, virucidni a fungicidni, a 1é¢ivé vlastnosti.
Tyto vlastnosti se vyuzivaji pifi aromatizaci a konzervaci potravin. Ve farmaceutickém
prumyslu jsou vyuzivany jako antimikrobialni, analgetické, sedativni, protizanétlivé,
spasmolytické a lokalné anestetické prostfedky. (Bakkali et al. 2008)

Eterické oleje jsou kapalné, prihledné a ziidka barevné latky, rozpustné v tucich a v
organickych rozpoustédlech. Mohou byt syntetizovany vS§emi ¢astmi rostlin, tj. pupeny, kvéty,
listy, stonky, vétvickami, semeny, plody, kofeny, dfevem nebo kirou. V rostlinach jsou ulozeny
v sekreCnich burikach, dutinach, kanalech, epiderméalnich burikach nebo zlazovych trichomech.
Jejich slozeni se mize znacné liSit mezi jednotlivymi druhy a odridami aromatickych rostlin.
SloZeni se muze dale lisit i v ramci jedné odrudy 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 antibakterialni,
antivirové, protiplisfiové, insekticidni latky. Jsou syntetizovany také jako obrana proti
herbivorim. Mohou pfitahovat nékteré druhy hmyzu a podporovat tak Sifeni pylu a semen nebo
odpuzovat nezadouci druhy. (Reyes-Jurado et al. 2015)

3.2.1 Vyuzitisilic

Silice maji §iroké vyuziti napti¢ obory. Diky jejich vyrazné vini jsou pouzivany pii
vyrobé parfémt a kosmetiky a jsou zakladem aromaterapie. Antimikrobialni aktivita hraje
hlavni roli pfi pouziti ve farmaceutickém a potravinaiském pramyslu a zemeédélstvi.

3.2.1.1 Zemédélstvi

Praktické vyuziti éterickych oleja v zemédeélstvi ma Siroky potencial. Jedna se zejména
o pfirodni insekticidy, herbicidy, fungicidy a repelenty, které by mohly byt u€innou alternativou
syntetickych pfipravki na ochranu proti Skiidcim.
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Historie ukazuje, ze nadmérné pouzivani syntetickych insekticidi vedlo k mnoha
problémum, které se v dobé jejich zavedeni neptedpokladaly: akutni a chronické otravy
zemédélskych pracovnikd, a dokonce i spotiebitelt, otravy ryb, ptaka a dalSich volné Zijicich
zivocichl, naruseni pfirozené biologické rovnovahy, rozsahlé kontaminace podzemnich vod,
ktera potencialn€ ohrozuje zdravi lidi a zivotniho prostiedi, a vyvoj rezistence populaci skudca
vuci pesticidim. Reakce na tyto problémy bylo zavedeni regulacnich opatieni, kterymi byly
zakazany nebo pfisné omezeny nejSkodlivéjsi pripravky a vytvoreni politiky nahrazujici
rizikové chemicke 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 pfipravkl na
ochranu proti skidciim na bazi éterickych oleja, které maji nizsi zdravotni a environmentalni
dopady. (Isman 2005)

Ve studiich byla prokéazana ucinnost silic z eukalyptu (Eucalyptus nicholii Maiden &
Blakely), cypiisku lawsonova (Chamaecyparis lawsoniana (A Murray bis) Parl.), rozmarynu
(Rosmarinus officinalis L.) a bilého cedru (Thuja occidentalis L.) na inhibici kliceni nékterych
vyznamnych druhti pleveli a jejich potencialni mozné vyuziti jako herbicidii. (Ramezani et al.,
2013)

Utinna aplikace éterickych oleji byla prokazana také v piipadé ochrany v priib&hu
skladovani. Poskliziiové choroby zpisobuji velké ztraty béhem prepravy a skladovani. Vyssi
obsah vody, slozeni zivin a pH vétSiny produktd podléhajicich rychlé zkaze umoziiuji rast fady
mikroorganismi. Celosvétové poskliziiové ztraty rychle se kazicich produktd zpusobené
plisnémi se pohybuji mezi 10 a 50 %. (Tripathi et al. 2008)

Byla prokazana ucinna ochrana éterického oleje z tymianu (Thymus vulgaris L.) proti
poskliziiové hnilob& zptusobené 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 patogenim. Byly testovany
rizné metody aplikace jako jsou postiik, maceni nebo fumigace. Hlavni vyhodou éterickych
oleju je jejich bioaktivita béhem vypafovani, coz je vlastnost, ktera je Cini atraktivnimi jako
mozné fumiganty pro ochranu skladovanych produktt. (Sivakumar & Bautista-Bafios 2014)

Nedavné vyzkumy rovnéz prokazaly G&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 u¢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 vyrobég, ale také v Zivotigné
produkci jako pfirodni repelenty. CoZ jsou latky, které pasobi lokaln€ nebo na dalku, a odpuzuji
Clenovce a zamezuji tedy kontaktu s kzi a pripadnému kousnuti. Bylo prokazano, ze velké
mnozstvi éterickych oleji extrahovanych z riznych ¢eledi ma vysokou repelentni ucinnost viaci
druhiim Clenovcii. Mezi rostlinami produkujicimi éterické oleje byly hojné studovany nekteré
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 pii pouziti 25 % DEET
(N,N-diethyl-3-methylbenzanmidu). DEET je synteticka latka, kterd je v soucasnosti
nejpouzivanéjsi aktivni slozkou repelentt proti hmyzu. (Nerio et al. 2010)

Potencial pro vyuziti éterickych oleju jako veterinarnich prostiedkt proti vyznamnym
ektoparazitim z fad ¢lenovci je rovnéz studovan. Jejich G€innost se projevila nejen po ponofeni
a fyzickém kontaktu s oSetfenymi povrchy, ale také po vystaveni param éterickych oleji. To
naznacuje, ze zpusob jejich ucinku je spiSe neurotoxicky nez pouze mechanicky. Tékava
povaha éterickych oleji vSak muze byt prekazkou pro jejich pouziti, protoze jejich insekticidni
nebo akaricidni ucinnost bude pravdépodobné relativné kratkodoba. (Ellse & Wall 2014)

Byl prokazan také insekticidni ucinek éterickych oleju z jalovce (Juniperus oxycedrus
L.), hiebicku (Eugenia caryophyllata), koriandru (Coriandrum sativum L.), kienu (Armoracia
rusticana G.Gaertn., B.Mey. & Scherb.), hotCice (Brassica juncea (L.) Czern.), levandule
(Lavandula angustifolia Mill.) a tymianu (Thymus vulgaris) na ¢melika kutiho (Dermanyssus
gallinae (De Geer, 1778)), coz je krvesajici parazit dribeze. Dale bylo prokazano, ze silice z
listd skoficovniku (Cinnamomum zeylanicum Garcin ex Blume) a z hiebicku (Eugenia
caryophyllata) maji vysokou akaricidni ucinnost proti Psoroptes cuniculi (Delafond, 1859) u
kralikd. Aplikace té€chto silic vyrazné snizuje troven exkoriace, strupovitosti a pocetnosti
roztoCu a jejich Ucinek je srovnatelny s pusobenim konvencniho pfipravku Acacerulen®. U
silic je rovnéz potvrzena akaricidni G¢innost proti klistatim, v§im a blecham. (Ellse & Wall
2014) Insekticidni ucinky 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
bezpecnost potravin stale nejdilezitéjsim problémem vefejného zdravi. Odhaduje se, ze az
30 % lidi v pramyslové vyspélych zemich trpi kazdoro¢né onemocnénim pienasenym
potravinami. Proto je tfeba hledat nové metody snizovani nebo eliminace patogent prenasenych
potravinami a pfipadné prozkoumat jejich vyuziti v kombinaci se stavajicimi metodami.
Svétova zdravotnicka organizace nedavno vyzvala k celosvétovému snizeni spotieby soli, aby
se snizil vyskyt srde¢né-cévnich onemocnéni. Pokud se snizi obsah soli ve zpracovanych
potravinach, je mozné, ze k zachovani bezpecnosti potravin bude zapotrebi dalSich ptidatnych
latek. Stejny trend zaznamenava i obsah cukru v potravinach, ktery stejné jako stl ma vyznam
v konzervaci potravin. Existuje tedy prostor pro nové metody zajisténi bezpecnosti potravin,
jednou z takovych moznosti je pouziti esencialnich oleju jako antibakterialnich pfisad. (Burt
2004; Hyldgaard et al. 2012)

Lze predpokladat, ze by mohlo byt v budoucnu pouziti éterickych oleji pro
potravinarské aplikace vyznamné vyssi. Narast uzivani by mohl byt v riznych aplikacich jako
napt. konzervacni latky, roztoky na myti ovoce a zeleniny, bioaktivni slozky obalovych
materiall a jedlych filma.

Byla zjisténa synergicka antimikrobialni aktivita éterickych olejii, pokud byly pouzity
v kombinaci. Synergicky uc¢inek vykazuje napfiklad kombinace karvakrolu a thymolu.
Kombinace éterickych oleju by proto mohly snizit mnozstvi potiebné pro Gi¢innou konzervaci,
aby se snizily naklady a potencialni dopady na senzorickou kvalitu. Dale byl zjistén synergicky
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efekt i sjinymi konzervanimi latkami jako napf. chlorid sodny, dusitan sodny, nisin a
konzervacnimi postupy napt. mirné tepelné oSetreni a vysoky hydrostaticky tlak. (Burt 2004;
Calo et al. 2015)

Praktické vyuziti éterickych oleju bylo testovano proti Escherichia coli O157:H7 a
nejaktivngjsi, patfily karvakrol, geraniol, citral, étericky olej z listd skofice, oregana a citronové
travy. Kromé ovoce a zeleniny byly antimikrobialni Gi¢inky éterickych oleji hodnoceny také u
masnych vyrobkl. Byla hodnocena antimikrobialni aktivitu éterického oleje z bobkového listu
(Laurus nobilis L.) v Cerstvych toskanskych klobasach skladovanych 14 dni pii 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 dokéazal snizit populaci celkovych koliformnich
bakterii téméf o 3 log CFU/g a prodlouzit trvanlivost vyrobku o dva dny. Dalsi éterické oleje,
které vykazuji antimikrobialni uCinky 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 Natizeni Komise
(EU) €. 450/2009 se rozumi: ,,aktivnimi materialy a predméty materialy a predméty, které maji
prodlouzit zivotnost nebo zachovat ¢i zlepSit stav balenych potravin. Jsou navrzeny tak, aby
zamérné obsahovaly slozky, které uvoliuji nebo absorbuji latky do nebo z balenych potravin
nebo prostiedi, které potraviny obklopuje.

Ve studii byl testovan aktivniho obal tvofeny z polyethylenové folie s obsahem
skoticového éterického oleje a s pfidavkem skoficového aldehydu o koncentraci 4 % (w/w),
ktery uspésné 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 ucinné 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 obali jsou jedlé natéry s obsahem éterickych oleja, které
by umoznili lepsi idrznost potravin bez nutnosti pouzit dal§i obalovy material. V soucasné dobé
se v laboratornim méfitku studuji nové aplikace téchto bioaktivnich obald. Z aplikaci 1ze uvést
napiiklad povlaky na ofechy. (Sanchez-Gonzalez et al. 2011)

3.2.2 Slozeni silic

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

Eterické oleje jsou smési vice nez 300 raznych slougenin, které jsou tékavé s nizkou
molekulovou hmotnosti okolo 300 Da. Tyto slouceniny jsou syntetizovany v cytoplazmé a
plastidech rostlinnych bunék z prekurzori jako jsou kyselina malonova, mevalonova a methyl-
D-erytrol-4-fosfat (MEP). Rostliny je nasledné ukladaji do zlazovych trichomt, sekrecnich
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dutin, pryskyfi¢nych kanalkd nebo epidermalnich bunék. (Bhavaniramya et al. 2019; da Silva
et al. 2021)

Hlavnimi obsahovymi slozkami jsou terpeny, terpenoidy a aromatické slouCeniny
odvozené od fenylpropanu. Terpeny jsou organické polymery tvoiené zakladni jednotkou
isoprenem, systematickym nazvem 2-methylbuta-1,3-dienem, coz je nenasyceny uhlovodik se
sumarnim vzorcem CsHg. Podle poctu izoprenovych jednotek muzeme terpeny délit na
monoterpeny (CioHie) a seskviterpeny (CisHa4), diterpeny (C20H32), triterpeny (CsoHao) atd.
Strukturné mohou terpeny tvofit alifatické, cyklické i bicyklické slouCeniny. Priklady terpent
jsou p-cymen, limonen, terpinen, sabinen a pinen. (Bakkali et al. 2008)

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

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

CH,
N OH
OH o -
j@A/ N
HO

Geraniol Eugenol Carvacrol Thymeol
Obrazek 1 Priklady chemickych sloucenin obsazenych v silicich

3.2.2.1 Faktory ovliviiujici slozeni a obsah

Faktory, které ovliviiuji obsah a sloZzeni éterickych oleji mtizeme rozdélit na exogenni
a endogenni. Exogenni faktory neboli faktory ovlivnéné zivotnim prostfedim, jako je svétlo,
srazky, misto péstovani a puda, mohou zpusobovat kvalitativni i kvantitativni zmény té€kavych
latek v éterickych olejich. Na druhou stranu endogenni faktory jsou tzce 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 monoterpent
a aromatickych sloucenin odvozenych od fenylpropanu v Ocimum basilicum L. Obecné jsou
tyto vysledky v souladu s pozorovanim, ze mnoho enzymu sekundarnich drah je zavislych na
UVB zafeni. (Johnson et al. 1999)

Mezi geografické faktory ovliviiujici slozeni a obsah éterickych oleju jsou zemé€pisna
Sitka a nadmotska vyska. Bylo zjisténo, ze se éterické oleje vyznamné liSily u rostlin rostoucich
v nadmoftské 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 Sitkou souvisi sezonni vykyvy jako napf. stfidani ro¢niho
obdobi. U nekterych druht se slozeni silice méni s rocnim obdobim, a proto mize mit spravna
doba sklizné velky vyznam z agronomického a ekonomického hlediska. U motaru pfimotského
(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 roCnich vykyvl nebo zmén v zavislosti na vegetacnim obdobi nebo obdobi kvétu
rostliny mohou existovat také denni vykyvy, které ziejmé souviseji s aktivitou opylovacu.
(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 oleja Erygium campestre L. rostouciho v
alkalické a kyselé puade, zjistili, Ze distribuce terpent je jasn€ ovlivnéna pH pudy. Populace
rostouci v kyselé pade obsahovala vyrazn€ vétsi 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 oleju tedy zavisi na tom, jaka Cast
rostliny je pouzita: kvéty, zelené Casti (listy a stonky), kara, dievo, celé plody, perikarp nebo
pouze semena, piipadné kofeny. Naptiklad u Celedi 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 febticku (Achillea ptarmica L.) byly monoterpeny
nalezeny ve velmi malém mnozstvi v silicich ze zelenych ¢asti a kofent, zatimco vysoké
mnozstvi bylo nalezeno v éterickém oleji z kvéta. (Barra 2009; Calo et al. 2015)

Co se tyka vlivu genetickych faktorti na slozeni éterickych olejl, nejnovéjsi pokroky
v této oblasti zaznamenalo vyuziti RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), coz je
technika zalozena na PCR. Cilem této metody je dat "genetickou" odpovéd na chemické rozdily
prokazané u stejnych druha rostlin péstovanych v riznych podminkach. Vysoka korelace mezi
genetickymi vysledky a t€ékavymi slozkami byla zji§téna 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 u¢inku

Antimikrobialni aktivita éterickych oleja, podobné jako u vsSech pfirodnich extrakti,
zavisi na jejich chemickém slozeni a mnozstvi jednotlivych slozek. Antimikrobialni aktivitu
éterickych oleju nelze popsat jednim konkrétnim mechanismem. (Nazzaro et al. 2013)

Obecné plati, ze gramnegativni bakterie byvaji vici antimikrobialni aktivité éterickych
oleju odolné&jsi nez grampozitivni bakterie, a to v dusledku rozdili ve sloZeni bunécné stény.
Bunécna struktura gramnegativnich bakterii je slozitéj§i a sklada se z tenké wvrstvy
peptidoglykanu pokryté wvn&jsi membranou slozenou z lipopolysacharidu hydrofilniho
charakteru, ktera funguje jako selektivné propustna bariéra. Vn&jsi membrana omezuje difuzi
hydrofobnich slouCenin z éterickych oleji a zabranuje tak akumulaci bioaktivnich latek v
bunééné membrané. Bunécna sténa grampozitivnich bakterii je tvotena ptiblizneé z 90 az 95 %
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peptidoglykanem, ktery umoziiuje éterickym olejim pronikat a pusobit na cytoplazmatickou
membranu, ¢imz se zvySuje antimikrobialni ucinnost. (Alizadeh Behbahani et al. 2019; da Silva
et al. 2021)

Aktivita éterickych oleji muze ovliviiovat jak vnéjsi obal bunky, tak cytoplazmu.
Hydrofobnost, ktera je pro éterické oleje typicka, je zodpovédna za naruSeni bakterialnich
struktur, které vede ke zvySené propustnosti v disledku neschopnosti oddélit éterické oleje od
membrany bakterialni buriky. Bariéra propustnosti, kterou zajistuji bunécné membrany, je
nepostradatelna pro mnoho bunécnych funkci, v€etné udrzovani energetického stavu buiky,
membranové vazanych procest prenosu energie, transportu rozpusténych latek a regulace
metabolismu. Bunécnd membrana je také nezbytna pro udrzZeni turgoru. Toxické Ucinky na
strukturu a funkci membran se obecné pouzivaji k vysvétleni antimikrobidlni aktivity
éterickych oleji. Mechanismy tcinku éterickych oleju totiz zahrnuji degradaci bunécné stény,
poskozeni cytoplazmatické membrany, koagulaci cytoplazmy, poskozeni membranovych
proteintl, zvySeni permeability vedouci k uniku bunécného obsahu, snizeni protonové hybné
sily, snizeni intracelularniho obsahu ATP prostfednictvim snizené syntézy ATP a zvySené
hydrolyzy a snizeni membranového potencidlu prostfednictvim zvySené membranové
permeability. (Lambert et al. 2001; Knobloch et al. 2011; Nazzaro et al. 2013)

Pouziti éterického oleje z oregana v kombinaci s ozatenim L. monocytogenes a S. aureus
vedlo k vyraznéjSimu snizeni jejich intracelularnich hladin ATP. K poklesu intracelularniho
ATP mohou prtispivat i dalsi intracelularni déje, naptiklad mohlo dojit ke ztrat€ anorganického
fosfatu priichodem narusenou membranou nebo k naruseni protonové hybné sily a ke zménam
v rovnovaze nékterych zakladnich iontl, jako jsou K* a H*. Nékteré éterické oleje, zejména
bohaté na fenolické latky, jsou schopny se vnofit do fosfolipidové dvojvrstvy bakterialnich
bunécnych stén, kde se vazou na proteiny a brani jim v plnéni jejich béznych funkci. (Juven et
al. 1994; Ultee et al. 1999; Caillet & Lacroix 2006; Nazzaro et al. 2013)

Rizné slozky éterickych oleji mohou pusobit na proteiny pfitomné v bakteriich a
mohou ovliviiovat buné¢né déleni. Napfiklad cinnamaldehyd je schopen inhibovat déleni bunék
u B. cereus. Bakteridlni bunécné de€leni je regulovano FtsZ, prokaryotickym homologem
tubulinu. FtsZ se v misté bunécného 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 1ze ziskat z nékolika rostlin s riznymi ¢astmi rdznymi extrakénimi
metodami. Vyroba éterickych oleji a metoda pouzita pro extrakci éterickych oleju obvykle
zavisi na pouzitém botanickém materialu. Dal§im zvazovanym faktorem je stav a forma
materialu. Metoda extrakce je jednim z hlavnich faktord, které urcuji kvalitu esencialniho 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 pouzivana metoda pro ziskavani éterickych oleju je lisovani za studena.
Vyhodou této metody je mald 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 aldehyda v nich obsazenych. (Lambert et al. 2001;
Doosselaere 2013)

Destilace

Tradi¢nim zptisobem izolace éterickych oleju z rostlinného materialu je destilace. Pfi
destilaci se z rostlin vystavenych pusobeni 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 esencialniho oleje se tedy odpatuji pii teplote
blizké teploté vody. Nepiimé chlazeni vodou kondenzuje smés par vody a oleje, z kondenzatoru
vytéka destilat do separatoru, kde se olej oddéluje od vody. (Reyes-Jurado et al. 2014)

V ramci destilace muzeme rozliSovat nékolik technologickych variant. Hlavnim
technologickym rozdilem, ktery je zdkladem 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 oleja. Podil
éterickych oleju 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 vné&jsiho zdroje viz Obrazek 2. Pouzité
teplo je hlavni pfi¢inou rozpadu bunécné struktury rostlinného materialu. V dusledku toho se z
rostlinného materialu uvoliuji éterické oleje. Teplota zahtivani musi byt dostatecna, aby doslo
k rozpadu rostlinného materialu a uvolnéni aromatické slouCeniny. Vznikajici smés odparené
vody a oleje prochazi spirdlou obvykle chlazenou tekouci vodou, kde para kondenzuje. Smés
zkondenzované vody a éterického oleje se shromazd’uje a oddé€luje 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 procest, ktery se pouziva k extrakci éterickych oleju
jiz po staleti. Rostlinny material je v nadobé témér cely ponofen ve vodé. Voda se vaii pomoci
vné¢jsiho zdroje tepla a esencialni oleje spolu s parou kondenzuji a oddéluji se. Schéma
hydrodestliace je zobrazeno na Obrazek 3. K hydrodestilaci se bézné vyuziva Clavengerova
aparatura, ktera se sklada z varni barnky, chladice, kondenzatoru a tfismérného ventilu, ktery
umoziuje cirkulaci vody ve fazi destilace nebo vypusténi vody a silice pfi ukonceni destilace
(Bager & Buchbauer 2010). Nevyhody hydrodestilace spocivaji v tom, ze proces destilace je
pomaly, a proto se spotfebuje vice energii na ohiev. Dale muze dojit v pfipad€ velké intenzity
ohfevu k zuhelnaténi rostlinného materidlu ve spodni ¢asti nadoby. Dlouhodoby kontakt
éterickych oleju s horkou vodou muze zpusobit hydrolyzu nékterych slozek éterického oleje,
napiiklad estery mohou hydrolyzovat na kyseliny a alkoholy. Vyhodou hydrodestilace jsou
pomeérné vysoké vytézky éterického oleje a dobra vytéznost slozek. Zarovei 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 destilac¢ni technikou byla hydrodifuze, coz je typ parni destilace,
ktera se liSi zpuisobem vstupu pary do nadoby destilacniho pfistroje. Pfi hydrodifuzi se para
ptivadi z horni Casti rostlinného materidlu, zatimco pfi metodé parni destilace se para privadi
ze spodni Casti. 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 krat$i a vytéznost éterického oleje je vyssi pfi mensSim mnozstvi pouzité pary.
(Tongnuanchan & Benjakul 2014)

Extrakce rozpoustédlem

Dalsi variantou ziskavani éterickych oleju je extrakce rozpoustédlem. Nepolarni
charakter éterickych oleji umoziuje jejich extrakci organickymi rozpoustédly. Principem
extrakce rozpoustédlem je rozdéleni rozpusténé latky mezi dvé nemisitelné kapalné faze, které
jsou ve vzajemném kontaktu. Pfi tomto procesu se latka pfenasi z matrice pomoci kapaliny, v
niz je latka rozpustna. Pokud je extrahovatelnou slozkou pevna latka, jako je tomu v pripade
rostlinnych materialt, jedna se o formu vyluhovani. V bézné praxi se rozpoustédlo smicha s
rostlinnym materidlem a poté se zahfeje, aby se extrahoval esencidlni olej. Nasledné je
zfiltrovan a filtrat je zahustén odpafenim rozpoustédla. K extrakci 1ze pouZit rizna rozpoustédla
vcetné acetonu, hexanu, petroletheru, methanolu nebo ethanolu. Extrakty ziskané organickym
rozpoustédlem obsahuji rezidua, kterd by mohla kontaminovat potraviny, do nichz se ptidavaji.
To ohrozuje bezpecnost produkti extrahovanych touto technikou. Neni tedy mozné je pouzivat
pro potravinaiské nebo farmaceutické ucely. Nevyhody rozpoustédlové extrakce jsou také
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 kontinualni
extrakéni metoda s vysokou extrak¢ni ucinnosti, ktera vyzaduje méné asu a mén¢ spotieby
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rozpoustédla. Vysoka teplota a dlouha doba extrakce pfi Soxhletove extrakci zvySuji moznosti
tepelné degradace termolabilnich slozek. Pti Soxhletové extrakci se rostlinny prasek umisti do
celulozového néaprstku v extrakéni komote, ktera je umisténa na sbérné barice pod zpétnym
chladicem. Do bariky se pfida vhodné rozpoustédlo a sestava se zahfivd pod zpétnym
chladi¢em. (Seidel 2006; Zhang et al. 2018)

3.2.4.2 Nové metody

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

Mikrovlnna extrakce

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

V poslednich letech byly pouzity mikroviny pro extrakci né€kolika 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 tradi¢nimi technikami, jako je
hydrodesilace nebo Soxhletova extrakce. Pokroky v mikrovinné extrakci vedly k vyvoji
nekolika technik, jako je mikrovinna extrakce rozpoustédlem, vakuova 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 nazyvana také sonikace vyuziva pii extrakci energii
ultrazvukovych vin. ZvySeni ucinnosti extrakce organickych sloucenin ultrazvukem se
pfipisuje jevu zvanému kavitace, ktery vznika v rozpoustédle prichodem ultrazvukové viny.
Pti aplikaci ultrazvuku vznikaji v dusledku lokalniho poklesu tlaku kavita¢ni bubliny. ZvySeni
tlaku a teploty zpusobené kompresi vede ke kolapsu bublin, vysledna "razova vina" prochazi
rozpoustédlem, a tim dochazi k urychleni rozpousténi a difuzi rozpusténé latky. Vyhody
ultrazvukovéa extrakce jsou zejména zkraceni doby extrakce, snizeni teploty, snizeni objemu
rozpoustédla a zvySeni vytéznosti extraktu ve srovnani s konvenénimi metodami. Tato metoda
je také vhodna pro extrakci termolabilnich a nestabilnich sloucenin, coz je vyhodou pravé pti
extrakci mnoha prirodnich produktt (Pingret et al. 2013; Barba et al. 2016; Chemat et al. 2017)
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Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce se stala nejpouzivan€jsi metodou pro extrakci a izolaci
éterickych oleju z aromatickych rostlin. Tato technika umozuje ucinnou a rychlou extrakei,
pouziti nizké teploty, eliminaci Cisticiho 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 mize rozpoustét Sirokou Skalu pfirodnich produktl. Jeji solvatacni vlastnosti se
dramaticky meéni v blizkosti kritickych bodu v dasledku malych zmén tlaku a teploty. (Zhang
et al. 2018; Yousefi et al. 2018)

V soucasné dobé¢ se z riznych praktickych davodi vice nez 90 % procesu superkritické
fluidni extrakce provadi pomoci CO». 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 extrakti. Kromé toho ma CO: nizké povrchové napéti a
viskozitu, ale dvakrat az tfikrat vyssi difuzivitu nez jiné kapaliny. V nadkritické oblasti
vykazuje CO> polaritu podobnou pentanu, a je tedy vhodny pro extrakci lipofilnich latek.
Hlavni nevyhodou COx: je, Ze postrada polaritu potfebnou k extrakci polarnich latek. (Yamini
et al. 2008; Yousefi et al. 2019)

3.2.5 Analyza silic

Analyzou éterickych olejii mizeme zjistovat dulezité informace o jejich slozeni a
ucincich. Tyto informace nam umoziuji vyuzit éterické oleje v riznych aplikacich, at’ uz se
jedna o zdravotnictvi, zeméd€lstvi ¢i potravinaisky pramysl. Pomoci analytickych metod
muzeme stanovit chemické slozeni éterickych oleji a zjistit také mnozstvi jednotlivych
sloucenin v nich zastoupenych. Pomoci mikrobiologickych metod mizeme zjistit informace
ohledné antimikrobialni aktivity. U éterickych olejii mizeme analyzovat také insekticidni,
antivirovou, antioxidac¢ni a protinadorovou aktivitu.

3.2.5.1 Analyzy slozeni silic

V analyze chemického slozeni silic se nej¢astéji vyuziva plynova chromatografie (GC)
zejména proto, ze se éterické oleje svou povahou pohybuji od tékavych po polotékavé
slouCeniny 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 olejii se pouzivaji stiedné 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
prumérem 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 pratok
mobilni faze, nastfikovy objem, coz je objem vzorku, ktery bude vpraven do piistroje pies tzv.
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injektor, teplota nastiikového 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 nabran a nasttiknut do injektoru. Injektor je vyhiivana komora obsahujici
sklenénou vlozku, kde jsou slou€eniny odpafeny a proudem inertniho nosného plynu vhanény
do kolony. Tento prostor je uzaviena pryzovou piepazkou, ktera je perforovana pomoci jehly
pii nastiiku. Nejbe&znéjsi zpusoby nastiiku jsou split/splitless. V rezimu split je ventil otevieny
a umoznuje do kolony davkovat jen urcity pomér nastfikovaného vzorku. Tento pfistup se
vyuziva predev§im u koncentrovanych vzorkti. Naopak rezim splitless, kdy se cely
nastfikovany objem prenasi 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 pfi
separaci muze byt stala nebo naprogramovana na urcity teplotni gradient. Na vystupu z kolony
se nachazi detektor, kde dochazi k zaznamu signalu. V pripadé plynové chromatografie je
vystupem analyzy chromatogram. (Ruiz-Matute et al. 2018)

V piipad€ analyzy éterickych oleju se ve spojeni s plynovou chromatografii vyuzivaji
hlavné dva typy detektori, a to plamenové-ionizacni (FID) a hmotnostni detektor (MS).
U plamenové-ioniza¢niho detektoru vznika plamen spalovanim vodiku ve vzduchu. Mezi
plamen a elektrodu se ptfivadi napéti 100-300 V, které vytvari nizky proud. Kdyz se slouc¢eniny
pohybujici s nosnym plynem dosahnou plamene, jsou ionizovany a poté se méfi narist proudu.
Tento detektor je velmi citlivy a ma Siroky linearni rozsah. (Ruiz-Matute et al. 2018)

Hmotnostni detektor poskytuje meéfeni poméru hmotnosti a naboje (m/z)
produkovanych iont, pfiCemz pro kazdou slouCeninu se =ziska charakteristicky graf
(hmotnostni spektrum). Hmotnostni detektor se sklada ze tfi hlavnich ¢asti: iontového zdroje,
ktery produkuje ionty z kazdé slouCeniny, hmotnostniho analyzatoru, ktery oddéluje ionty s
raznym pomeérem m/z, a detektoru, ktery ionty shromazd'uje. (Ruiz-Matute et al. 2018)

Pro analyzu éterickych oleji se v posledni dobé vyuziva také dvourozméma plynova
chromatografie s hmotnostni detekci. Vyhodou této metody je odd€leni prekryvajicich se pika
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v dusledku separace vzorkl ve dvou riznych kolonach, tj. analyty podléhaji dvéma riznym
separacnim mechanismim v jednom béhu. (dos Santos et al. 2019)

3.2.5.2 Testovani antimikrobialni aktivity

V 60. letech 20. stoleti byly objeveny témér vSechny skupiny dulezitych antibiotik jako
tetracykliny, cefalosporiny, aminoglykosidy a makrolidy. V soucasnosti se potykame s
problémem, ze tyto slouceniny ztraci svou ucinnost kvili narGstu mikrobialni rezistence.
Z tohoto divodu je objevovani novych antimikrobialnich latek dalezitym cilem. Pfirodni
produkty jsou i dnes jednim z hlavnich zdroji novych 1é¢iv. Pochazeji z prokaryotickych
bakterii, eukaryotickych mikroorganismd, rostlin a raznych zivo€isnych druha. Mikrobialni a
rostlinné produkty zaujimaji hlavni cast dosud objevenych antimikrobialnich sloucenin. (Bérdy
2005; Balouiri et al. 2016)

3.2.5.2.1 Difuzni metody
Diskova difuzni metoda

Diskova difizni metoda vyvinuta v roce 1940 je oficialni metodou pouzivanou v mnoha
klinickych mikrobiologickych laboratofich pro rutinni testovani antimikrobidlni aktivity.
V soucasné dobé¢ je Institutem pro klinické a laboratorni standardy (CLSI) publikovano mnoho
pfijatych a schvalenych standardd pro testovani bakterii a kvasinek. Ackoli ne vSechny rychle
se mnozici bakterie lze touto metodou piesné testovat, byla provedena standardizace pro
testovani nékterych rychle se mnozicich bakterialnich patogent s pouzitim specifickych
kultivacnich médii, riznych inkubacnich podminek a interpretacnich kritérii pro inhibi¢ni zony.
(Balouiri et al. 2016)

V prvnim kroku diskové difuzni metody se Petriho misky s agarem zaocku;ji
standardizovanym inokulem testovaného mikroorganismu. Poté se na povrch agaru umisti
disky o priméru asi 6 mm, které obsahuji testovanou slouceninu v pozadované koncentraci.
Obecné plati, ze antimikrobialni latka difunduje do agaru a inhibuje kliCeni a rust testovaného
mikroorganismu a poté se méfi primeéry inhibi¢nich zon. (Klancnik et al. 2010; Balouiri et al.
2016)

Metoda diskové difuze na agaru neni vhodnéd pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), protoze neni mozné kvantifikovat mnozstvi antimikrobialni latky
difundujici do agarového média. Nicméné diskova difizni metoda ma oproti jinym metodam
mnoho vyhod: jednoduchost, nizkou cenu, moznost testovat obrovské mnozstvi
mikroorganismi 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 moznosti vytvofeni koncentracniho
gradientu testované antimikrobialni latky v agarovém médiu. Etest® (BioMérieux) je komercni
verzi této techniky. Pfi tomto postupu se na povrch agaru, ktery se napted naockuje testovanym
mikroorganismem, nanese prouzek napustény rostoucim koncentraCnim gradientem
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antimikrobialni latky od jednoho konce k druhému. Tato metoda se pouziva pro stanoveni MIC
antibiotik, antimykotik. Hodnota MIC se stanovi v praseciku prouzku a elipsy inhibice rastu
viz Obrazek 5. Je jednoducha na provedeni, proto se rutinn€ pouziva. Nevyhodou je vyssi cena
pii pofizovani komercnich seti pro testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace danych latek.

(Balouiri et al. 2016)

Antibiotic strip
(AC = amoxicillin)
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9 Zone of inhibition

= Bacterial growth
on agar plate

/
Read MIC where the edge
of the inhibition ellipse
intersects with the side of
the E-test strip

Obrazek 5 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pomoci Etestu (LeCorn et al. 2007)

3.2.5.2.2 Dilu¢ni metody
Bujonova mikro- nebo makrodilu¢ni metoda je jednou ze zakladnich metod testovani

antimikrobialni aktivity. Postup zahrnuje pfipravu dvojnasobnych fedéni antimikrobialni latky
(napt. 1, 2, 4, 8, 16 a 32 ug/ml) v tekutém rastovém médiu davkovaném do zkumavek o
minimalnim objemu 2 ml (makrodiluce) nebo s men§imi objemy pomoci 96jamkové
mikrotitracni desticky (mikrodiluce) viz Obrazek 6. Poté se kazdd zkumavka nebo jamka
naockuje mikrobialnim inokulem pfipravenym ve stejném médiu po nafedéni standardizované
mikrobidlni 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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Minimalni inhibi¢ni koncentrace je nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, ktera
zcela inhibuje viditelny rust mikroorganismu v kultivacnim médiu. Na rozdil od mikrodilu¢ni
metody jsou hlavnimi nevyhodami makrodilu¢ni metody zdlouhavéa ruéni prace, riziko chyb pfi
pfiprave antimikrobialnich roztokd pro kazdy test a pomérné velké mnozstvi potiebnych Cinidel
a prostoru. Hlavni vyhodou mikrodilu¢ni metody je tedy lepsi reprodukovatelnost a uspora
¢inidel, prostoru a Casu, ke které dochéazi diky miniaturizaci testu. Nicméné konecny vysledek
je vyznamné ovlivnén postupem, ktery musi byt peclivé kontrolovan, ma-li byt dosazeno
reprodukovatelnych vysledkl. Pro usnadnéni odecitani mikrodilucnich testl a zaznamenavani
vysledki MIC mohou slouzit nékteré zobrazovaci techniky, které maji schopnost presné
rozeznat narust v jamkach. Kromé 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 nejb&€znéjsim odhadem baktericidni nebo fungicidni aktivity. MBC je
definovéna jako nejnizs§i koncentrace antimikrobidlni latky potfebnd k usmrceni 99,9 %
konecného inokula po inkubaci po dobu 24 h za standardizovanych podminek. MBC lze
stanovit po bujonové makrodilu¢ni nebo mikrodilu¢ni subkultivaci vzorku z jamek nebo
zkumavek, po které nasleduje inkubace na povrchu neselektivnich agaru pro stanoveni poctu
prezivajicich bunek (CFU/ml) po 24 h inkubace. (Balouiri et al. 2016)

3.2.6 Lécivé rostliny s predpokladanou antimikrobialni aktivitou

3.2.6.1 Podrazec kiovistni (Aristolochia clematitis L.)

Podrazec kiovistni je rostlina z Celedi podrazcovitych. Je to vytrvala bylina s plazivym
oddenkem a nevétvenou lodyhou, ktera maze dortstat vysky az jednoho metru, se stiidavymi,
srdCitymi listy, které jsou na bazi hluboce vykrojené na dlouhych rapicich. Kvéty maji zlutou
barvu a vyruastaji po dvou az tiech v Gzlabni lati. Po odkveteni se tvori tobolka. (Janca et al.
1994)

26



Obrazek 7 Podrazec kfovistni (Aristolochia clematitis L.) (Wikipedie 2022)

Pavodne se tento druh vyskytoval v jizni Evropé a na jihu stiedni Evropy, coz zahrnuje
i oblast jizni Moravy. Druhotné byl zavlecen 1 do severnéjSich oblasti jako napt. 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 teplej§im podnebim, jsou to
okraje lesu, svétlé haje, vinice a housti (Janca et al. 1994).

Obdobi kvétu je od konce kvétna do Cervence. A praveé v tomto obdobi dochazi k sbéru
kvetouci naté kvuli obsahu zadoucich latek (Janca et al. 1994). Rostlina udajné obsahuje
aristolochové kyseliny, alkaloid aristolochin, silici, hot€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 prave témito kyselinami.
Jedna se o progresivni renalni intersticialni fibrézu €asto spojenou s karcinomem mocového
meéchyie. Tato choroba zptsobena piijmem kyseliny aristolochové byla pivodné 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 intersticialni fibréza ledvin s pomalou progresi do kone¢ného stadia onemocnéni
ledvin a malignity mocového meéchyte, ktera je typicka pro nékteré venkovské oblasti
Bulharska, Bosny, Chorvatska, Rumunska a Srbska podél povodi Dunaje. (Arlt et al. 2007)

Provedené vyzkumy ukazuji, ze v té€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 ¢astech. Byla potvrzena
ptitomnost kyseliny aristolochové v kukufici, zrnu pSenice a ve vzorcich pudy. Je tedy mozné,
ze pritomnost aristolochovych kyselin v jedlych ¢astech plodin pochézejicich z kontaminované
ptdy by mohla byt jednou z hlavnich cest, kterymi je clovek vystaven plisobeni aristolochovych
kyselin. (Chan et al. 2016)

Druhy rodu Aristolochia byly v etnobotanickych studiich ¢asto uvadény jako vyznamné
1écivé rostliny. V Evrop€ se o druzich aristolochie zmifioval jiz fecky ucenec Dioskoridés.
Kyselina aristolochova a extrakty ziskané z A. clematitis byly diive povoleny k pouziti proti
abscesim, ekzémum a jinym dlouhotrvajicim koznim onemocnénim a jako nespecificky
stimulator imunitniho systému. V roce 1982 byly ale stazeny kvuli podezieni na karcinogenni
ucinky. Ptislusnici rodu maji dlouhou historii 1é€ebného vyuziti v Evropé€, Asii, Africe a Stfedni
Americe (Martinez et al. 2002; Heinrich et al. 2009). Vzhledem k jejimu hojnému vyskytu
v jizni Evropé je pouzivana v alternativni medicin€. Byly pouzivany Cerstvé listy na infikované
rany jako nalev nebo odvar, pii abscesech, viedech, ekzémech a revmatickych onemocnénich
v humanni 1 veterinarni mediciné v Rumunsku. Nadzemni ¢ast se pouzivala pii 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 prokdzana ucinnost methanolovych, hexanovych a
ethylacetatovych extraktd zlistd, které vykazovaly ucinnost proti S. aureus ve vySsi
koncentraci (2 mg/ml). Nejucinnéjsi antimikrobialni aktivita proti kmeniim S. aureus byla
zjisténa v pripadé extraktl z plodl. Za antimikrobialni aktivitu druhu A. clematitis mohou byt
pravdépodobné zodpovédné tfisloviny, fenolové slouCeniny a saponiny. Tyto slouceniny
mohou byt v polarnich a nepolarnich rozpoustédlech rozpoustény v riznych koncentracich, a
proto se v jednotlivych extraktech mohou nachazet v riznych koncentracich, coz vede k riznym
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antimikrobialnim G¢inkiim. (Abbouyi & Maliki n.d.; Kost'alova et al. n.d.; Benmehdi et al.
2017; Bartha et al. 2019)

Silice neékterych druht rodu Aristolochia vykazovaly antibakterialni a antimykotické
ucinky proti riznym mikroorganismum, napfiiklad 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 I€katsky (Sisymbrium officinale (L.) Scop.)

Hulevnik 1ékatsky latinsky Sisymbrium officinale je rostlina z ¢eledi brukvovitych. Je
to jednoleta rostlina, dorastajici 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 ukrojki. Koncové
ukrojky splyvaji ve vétsi. Nejvyssi listy jsou stielovité. Hulevnik kvete zluté, po odkveteni se
tvori Sesule. (Janca et al. 1994)

<

Obrazek 9 Hulevnik lékatsky (Sisymbrium officinale (L.) Scop.) (Botany.cz 2022a)
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Hulevnik I1ékatsky je Casty plevelny druh. Vyskytuje se hojné, mtizeme ho najit u cest,
na rumistich, skladkach, navsich a na brezich fek. Vhodné podminky pro rast jsou na vlhkych,
vysychavych, zivnych, kamenitych, piscitych i hlinitych ptidach. (Janca et al. 1994)

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

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

Ve sttedomoti se kvéty a listy hulevniku bézn€ pouzivaji jako tradi¢ni 1é¢iva rostlina k
1écbé bolesti v krku, kasle a chrapotu. Tradicné je zde vyuzivana zpévaky a herci pro 1écbu
problému 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 ucinnost pii 1écbé
afonie pojmenovana "herbe au chantre", coz ve volném piekladu znamené kantorska bylina.
(di Sotto et al. 2010)

V lidovém lécitelstvi se hulevnik vyuziva také jako mocCopudny prostfedek, na 1écbu
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 stfevni produkci
sirovodiku nebo metanthiolu, dvou toxickych sloucenin zodpovédnych za patologii tlustého
stfeva a jater. (Arakawa et al. 2000)

Vzhledem k tradicnimu vyuziti S. officinale pti 1écbé zanétlivych onemocnéni, byl ve
studiich prokazan in vitro potencial inhibovat produkci prozanétlivého medidtoru oxidu
dusnatého. (Amodeo et al. 2019)

Bylo zkoumano i mozné vyuziti S. officinale jako alternativy listové zeleniny. Vysledky
ukazaly, ze tento druh lze UspéSné péstovat ve skleniku s podobnymi nutricnimi slozkami i
kvalitativnimi parametry, jako je obsah dusi¢nant, chlorofylu a cukru, jako u ostatni bézné
komer¢ni listové zeleniny. Navic ma dobrou koncentraci kyseliny askorbové, vyssi 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 Celedi bobovitych.
Jedna se o trvalou rostlinu dortistajici vysky az 1 m s hranatou lodyhou, ktera je polehava az
plaziva. Listy jsou dlouhé 10 az 20 cm se 4 az 7 jafmy. Listky jsou Siroce eliptické nebo vejCité.
Kvéty jsou v hustych hroznech se zvonkovitym kalichem zluté nebo bledé barvy. Po odkveteni
se vytvorii plody, kterym jsou lusky. (Janca et al. 1994)
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Obrazek 10 Kozinec sladkolisty (Astragalus glycyphyllos L.) (Botany.cz 2022b)

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

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

Predmétem sbéru mize byt bud kvetouci nat nebo kofen. Pro kvetouci nat je
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