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Antimikrobialni aktivita silic z vybranych druhii rostlin
¢eledi Lamiaceae

Souhrn

Jednim z hlavnich problémt dne$ni doby je nadmérné uzivani antibiotickych 1éCiv a s tim
spojeny rozvoj rezistence vuci témto latkam. V posledni dobé se pozornost upira
k antimikrobialnim latkdm pfirodniho pavodu, které by mohly byt alternativou k bézné
pouZivanym antibiotiklim nebo potravinafskym aditivim. Cilem této prace bylo vybrat

vhodné druhy sili¢natych rostlin, které jsou nedostate¢né nebo vitbec prozkoumané.

Pomoci vodni destilace byly ziskany silice z druhtt Glechoma hederacea L., Galeopsis
segetum a Leonurus cardiaca L. a nasledné byla testovana jejich antimikrobialni aktivita
bujoénovou mikrodiluéni metodou in vitro proti bakteriim Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa a kvasince Candida albicans. Chemické
slozeni silic bylo pak zanalyzovano pomoci plynové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii.

Antimikrobidlni aktivita byla potvrzena pouze u silice G. segetum S minimalni inhibi¢ni
koncentraci 2048 pg/ml proti B. cereus. Majoritni sloZkou této silice B-karyofylénoxid (35,19
%), zatimco v G. hederacea byl nejvice zastoupen phytol (23,29 %), spathulenol (17,48 %) a
hexahydrofarnesyl aceton (14,79 %) a L. cardiaca obsahovala nejvice kyseliny palmitové
(38,82 %) a hexahydrofarnesyl acetonu (11,10 %).

Kli¢ova slova: Lamiaceae, antimikrobialni aktivita, hluchavkovité, silice, rezistence



Antimicrobial activity of essential oils from selected plant
species of the family Lamiaceae

Summary

One of the main problems of today is the excessive use of antibiotic drugs and the associated
development of resistance to these substances. Attention has recently been paid to
antimicrobial substances of natural origin that could be an alternative to commonly used
antibiotics or food additives. The aim of this work was to select suitable species of silica

plants that are insufficiently or even explored.

Glechoma hederacea L., Galeopsis segetum and Leonurus cardiaca L. were obtained by
means of water distillation and their antimicrobial activity was tested in vitro by the broth
microdilution method against bacteria Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The chemical composition of the

ores was then analyzed by gas chromatography with mass spectrometry.

Antimicrobial activity was confirmed only for G. segetum silica with a minimum inhibitory
concentration of 2048 ug / ml against B. cereus. The majority of this beta-caryophylnoxide
(35.19%), while in G. hederacea the most represented were phytol (23.29%), spathulenol
(17.48%) and hexahydrofarnesyl acetone (14.79%) and L. cardiaca containing most palmitic
acid (38.82%) and hexahydrofarnesyl acetone (11.10%).

Keywords: Lamiaceae, antimicrobial activity, essential oils, resistance
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1 Uvod

Jednim z hlavnich problémt dnesni spole¢nosti je vznik antibiotické rezistence u patogennich
mikroorganismil, které se bézn¢ vyskytuji v lidském prostiedi a potravindch a mohou zptsobit
vazna az smrtelnd onemocnéni. Z divodu zvySujici se rezistence mikroorganismi vici
antibiotickym latkdm jsou esencidlni oleje zamysleny jako mozna prevence, 1écba nebo az
nahrada antibiotik. A pravé proto se fada autorti zabyva ucinky esencidlnich oleji, a to
zejména ucinky antimikrobidlnimi, virucidnimi, antiparazitickymi, antimutagennimi,
antikarcinogenimi nebo protizdnétlivymi. Dal§im pfedmétem vyzkumu je vyuziti esencialnich
oleji jako bezpecné ochrany k prodlouZzeni doby udrznosti potravin a zkouméni ovlivnéni

organoleptickych vlastnosti potravin.

Esencialni oleje téz silice jsou slozité¢ chemické slouCeniny, tvofené terpeny, terpenoidy a
aromatickymi slouceninami. Jednd se o sekundarni metabolity rostlin, pro které je
charakteristické silné aroma. Existuje mnoho zpiisobl jejich ziskdvani, nejcastéji jde o
lisovani nebo parni destilaci. Je znamo, Ze slozeni oleje je ovlivnéno mnoha faktory, jako je
podnebi, plida, zptsob péstovani a sklizné, stav rostliny 1 pouzita ¢ast rostliny. VSechny tyto

faktory mohou do zna¢né miry zpiisobit variabilitu ve sloZeni oleje a ovlivnit jeho G€inky.

U mnohych rostlin, vyuZivanych v lidovém Iécitelstvi nebyly dosud ovéfeny jejich ucinky a
sloZzeni. V lidovém IéCitelstvi se vyuZiva fada silicnatych rostlin, jejichZ antimikrobialni
ucinky a nebyly dosud dostatecné zkoumany a u nékterych neni zndmo ani slozeni jejich silic.
Pravé toto tradi¢ni vyuziti rostlin tedy miiZze poslouzit jako dobré voditko pfi hledani novych

silic se zajimavymi biologickymi u¢inky.



2 Cil prace a hypotéza

Cilem prace bylo vybrat vhodné druhy sili¢natych rostlin (dosud viibec nebo nedostatecné
testovanych), znich vydestilovat silice a otestovat jejich antimikrobidlni aktivitu a

zanalyzovat jejich chemické slozeni.

Hypotéza: Na zaklad¢ vyuziti rostlin ¢eledi Lamiaceae v lidovém lécitelstvi 1ze piedpokladat

antimikrobialni aktivitu jejich silic.



3 Prehled literatury

3.1 Vyznam silic

Také znamé pod nazvem esencidlni oleje nebo éterické oleje, jsou aromatické olejovité
kapaliny z rostlinného materialu, jako jsou kvéty, pupeny, semena, listy, vétvicky, stonky,
drevo, plody a koteny (Burt et al., 2004). Esencialni oleje jsou produkovany rostlinami, jako
sekundarni metabolity, pro které je charakteristické silné aroma. Silice jsou ziskavany
z riznych aromatickych rostlin, které se obvykle nachazeji v mirnych nebo teplych zemich,
kde jsou Casto soucasti tradicniho 1ékopisu (Nazzaro et al., 2013). Silice mohou byt ziskany
pomoci exprese, fermentace, enfleurage nebo extrakce. Pro komeréni ucely se nejcastéji
pouziva parni destilace (Burt, 2004). V piirod¢ hraji esencialni oleje dulezitou roli v ochrané

rostlin. Mohou také ptitahovat nebo odpuzovat nékteré druhy hmyzu (Bakkali et al., 2008).

Uz v minulosti se véd¢lo, ze n€které esencidlni oleje maji antibakteridlni vlastnosti stejné jako
koteni, ale aZ teprve neddvno se véda zacala zajimat o tyto latky. Kromé& antibakterialnich
vlastnosti silic bylo prokdzano, ze vykazuji i1 antivirové, antimykotické, antitoxigenni,
antiparazitické a insekticidni Gc¢inky (Burt, 2004). Kvuli jejich antimikrobialnim G¢inkim jsou
stale Castéji vyuzivany jako alternativa k chemickym latkam (Bakkali et al., 2008). Dalsi
divody, které vedou k jejich vyuZivani, jsou pomérné snadné ziskavani a biodegradace, pfi

které nedochdzi k zneciStovani Zivotniho prostfedi (Mlejova et al., 2010).

V soucasnosti je zndmo pies 3000 esencialnich olejl, z nichz 300 je urceno ke komerénim

uceliam (Burt, 2004).

3.1.1 Historie silic

Ackoliv se kotfeni pouzivalo jiz od starovéku, z esencidlnich olejii byl znam pouze olej
Z terpentynu zminény v fecké a fimské historii. Destilace jako metoda ziskavani silic byla
poprvé pouzita na vychod¢é (Egypt, Indie a Persie) vice nez pred 2000 let. Prvni pisemné
zminky o destilaci silic jsou pfipisovany katalanskému lékati Villanovi (cca 1235 — 1311).
Do 13. stoleti byly esencialni oleje vyrabény v lékarnach, ale jejich pouziti nebylo pfilis

rozSitené do 16. stoleti. Podle francouzského lékafe Du Chesneho byla v 17. stoleti pfiprava



esencialnich oleji vSeobecné znama a 1ékarny byly zasobeny 15 — 20 druhy olejti. V prubéhu
19. — 20. stoleti se pouzivani esencidlnich oleji v mediciné stalo druhotny. V dnes$ni dob¢
mayji silice nejvetsi vyuziti v potravinarstvi (jako ptichuté), v kosmetice (viiné a aroma) a jako

1é¢iva (Burt, 2004).

3.1.2 Chemické vlastnosti

Esencidlni oleje jsou tedy kapalné, Ciré nebo barevné, rozpustné v tucich a organickych
rozpoustédlech, které maji nizsi hustotu nez voda (Nazzaro et al., 2013). Jsou to velmi slozité
prirodni smési, které mohou obsahovat asi 20 — 60 slozek v pomérné odlisnych koncentracich.
Silice jsou charakterizovany dvéma nebo tfemi hlavnimi slozkami ve vysokych koncentracich
(20 — 70%) a dalsimi slozkami pfitomnych ve stopovém mnozstvi. Obecné plati, ze hlavni
sloZky urcuji biologické vlastnosti silic. Esencidlni oleje jsou tvofeny dvéma skupinami
sloucenin — terpeny a terpenoidy, a aromatické a alifatické slouceniny. VSechny jsou

charakterizované nizkou molekulovou hmotnosti (Bakkali et al., 2008).

vvvvvv

terpenoidy (Baser et al., 2010).

Molekula terpenu je sloZena z n¢kolika Suhlikatych jednotek navazanych isoprenem (Bakkali
et al., 2008). Molekuly terpenu se syntetizuji Vv cytoplasmé rostlinné bunky, kde jejich
syntéza probiha v mechanismu kyseliny mevalonové. Hlavni terpeny jsou monoterpeny (C10)
a seskviterpeny (C15), ale mohou se vyskytovat i delsi fetézce, jako jsou diterpeny (C20),
triterpeny (C30) a tak dale (Nazzaro et al., 2013). Monoterpeny jsou tvofeny spojenim dvou
1soprenovych jednotek. VétSina esencialnich oleji obsahuje 90% monoterpeni (Aridogan et
al., 2002). Mezi neznamgjsi terpeny patii p-cymen, limonen, terpinen, sabinen a a-, B-pinen.
silice tymianu p-cymen nevykazuje antimikrobialni aktivitu proti spousté gramnegativnich
patogenu. Jiné terpeny jako limonen, a-pinen, B-pinen, y-terpinen, (+)-sabinen vykazuji bud’
nizkou, nebo Zadnou antimikrobidlni aktivitu proti mnohym rodim bakterii. In vitro testy
naznacuji, ze pokud se terpeny vyuzivaji jako singularni slou€eniny, tak vykazuji neti¢innou

antimikrobidlni aktivitu (Nazzaro et al., 2013).



Terpenoidy jsou terpeny s pfidanymi molekulami kysliky nebo jejich methylové skupiny byly
pfesunuty nebo odstranény specifickymi enzymy. K nejpouzivangj$im terpenoidiim patii
thymol, carvacrol, linalool, mentol, geraniol, linalyl acetat, citronellal a piperiton.
Antimikrobidlni aktivita vétSiny terpenoidii souvisi s jejich funkénimi skupinami.
Hydroxylova skupina fenolickych terpenoidli a pfitomnost delokalizovanych elektront jsou

dilezité pro antimikrobidlni aktivitu terpenoidt (Nazzaro et al., 2013).
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Obrazek ¢. 1: Terpenoidy

Aromatické slouceniny, odvozené od fenylpropanu, se vyskytuji méné Casto nez tepreny
(Bakkali et al., 2008). Eugenol, izoeugenol, vanilin, safrol a cinnamaldehyd jsou nejvice
studované fenylpropany. VétSina antimikrobidlnich ucinka téchto molekul je dana jejich
volnymi hydroxylovymi skupinami, ale také zavisi na typu a poctu substituci na aromatickém
kruhu. Obecné feceno, fenylpropany vykazuji fadu antibakteridlnich uc¢inkti (Nazzaro et al.,
2013).
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Obrazek ¢. 2: Fenylpropany

3.1.3 Antimikrobialni aktivita silic (Mechanismus u¢inku)

Lécivé rostliny, pouZivané v tradi¢nim lécitelstvi na infekéni onemocnéni, se zdaji byt
bohatym zdrojem bioaktivnich latek. Béhem posledniho desetileti byly 1éCivé rostliny a
rostlinné extrakty testovany na antimikrobidlni aktivitu (Reichling et al., 2009). Zelenina,
kotfeni a ovoce s vysokym obsahem esencidlnich oleji je vynikajici zdroj pfirodnich latek

s antimikrobialni aktivitou (Nazzaro et al., 2013).

Mnohé z antimikrobidlnich sloucenin jsou neustidle vyluCovdny rostlinami a jiné jsou
syntetizovany jako mechanismy obrany proti patogenim. Antimikrobidlni aktivita
esencialnich olejli, podobné jako ostatni pfirodni extrakty, zavisi na jejich chemickém slozeni
a mnozstvi jednotlivych slozek. Tyto molekuly mohou byt v rostlin¢ pfirozené ptitomné
v aktivni form¢ nebo mohou byt aktivovany specifickymi enzymy, kdyz je rostlina vystavena

urcitému biotickému nebo abiotickému stresu. (Nazzaro et al., 2013).

Obecné plati, ze esencialni oleje plusobi jako inhibitor ristu bakteridlnich bunék a také
inhibuji produkci toxickych bakterialnich metaboliti. VétSina esencialnich oleji ma silngjsi

ucinek na grampozitivni bakterie nez na gramnegativni druhy bakterii. Tento ucinek je



zpusoben rozdily ve sloZeni bunééné membrany (De Martino et al., 2009). Studie naznacuji,
ze silice s vysokou koncentraci thymolu a carvacrolu napf. oregano a tymian, inhibuji

grampozitivni bakterie vice nez gramnegativni bakterie (Edris et al., 2007).

Aktivita esencialnich olejii miize ovlivnit jak vnéjsi obal bunky, tak cytoplazmu. Membrana
predstavuje hranici mezi cytoplasmem a vnéjSim prostiedim, umoziiuje import a export
metaboliti a iontd nezbytnych pro vSechny ¢innosti uvniti buiky (Mrozik et al., 2004).
Hydrofobicita, kterd je typickd pro esencialni oleje, je odpovédna za naruseni bakteridlnich
struktur, které vedou ke zvySeni propustnosti kviili neschopnosti oddélit esencidlni oleje od
bakterialni bunécné membrany. Permeabilita bunééné membrany je zasadni pro mnoho
bunéénych funkci, vcetné udrzovani energetického stavu buiniky, membranové procesy
pfenosu energie, transport rozpusténych latek a metabolické regulace (Nazzaro et al., 2013).
Zmény v propustnosti membrany a vady Vv transportu molekul a ionti vedou k nevyvazenosti
uvniti buiiky. To nésledné¢ vede ke koagulaci cytoplazmy, denaturaci enzymii a bunécnych
proteint a ztraté metabolitd a iontt (Burt et al., 2003). Z toho vyplyva, Ze hydrofobni povaha
esencialnich olejii jim umoznuje proniknout do mikrobidlnich bunc¢k a zplsobit zmény ve
struktufe a funk¢nosti. To by mohlo vysvétlit, pro¢ jsou esencidlni oleje obecné nejucinnéjsi
proti grampozitivnim mikroorganismim (Nazzaro et al., 2013). Vné&jsi obal nékterych
gramnegativnach bakterii je odoln&jsi vuci pusobeni esencidlnich oleji a jejich slozek.
Gramnegativni buné¢na st€éna neumoziiuje vstup hydrofobnich molekul stejn€ snadno jako u
grampozitivnich bakterii (Burt et al., 2003). Vzhledem k Siroké $kale molekul ptitomnych
Vv pfirodnich extraktech nemtize byt antimikrobidlni aktivita pfic¢itana jedinému mechanismu.
Misto toho se na odliSnych mistech uvnitt a na povrchu buiiky podileji riizné biochemickeé a
strukturni mechanismy (Carson et al., 2002). Dochazi tak k modifikaci bunééné membrany,
cytoplazmy, enzyml a proteinll. Tyto mechanismy tak mohou zcela zménit konformaci

mikrobialni buniky (Burt et al., 2003).

Bezohledné uZivani antimikrobialnich latek mélo za nasledek vznik tady rezistentnich
bakterii, hub a vird vaéi 1é¢ivim. Z toho lze usuzovat, Zze v nasledujicich letech se véda
zam&fi na rostouci odolnost patogennich mikroorganismii a jeji pfekondni ucinnéjSimi

antimikrobialnimi latkami (Reichling et al., 2009).



Antimikrobidlni aktivita esencialnich oleji je zakladem mnoha aplikaci, zejména v oblasti

konzervovani potravin, aromaterapie a dopliikové mediciny (Reichling et al., 2009).

3.1.4 Vyuziti silic

Rostouci obavy spotiebitelll ohledné potencidlné Skodlivych syntetickych piisad vedly k
zdjmu o latky pfirodniho ptivodu. Coz mélo za nasledek pouzivani aromatickych rostlin,
jejich vytazkli a esencialnich olejii jako funkcnich slozek v krmivaiském, potravinaiském,
farmaceutickém pramyslu. V soucasné dob¢ tato odvétvi hledaji U¢inné, bezpecné a
nakladové efektivni latky s jasné definovanymi zptisoby plisobeni a osvédéenymi vyhodami.
Velice blizko k naplnéni téchto pozadavkl maji pravé esencidlni oleje. Prestoze stale neni
dostatek znalosti 0 mechanismu U¢inku rtiznych slozek v aromatickych rostlinach, mohou byt
pouzity jako nové slouceniny pro zdravi a vyzivu lidi a zvitat. Je také dilezité vzit v tivahu, Ze
zlepseni zdravotniho stavu zvifat mize vést k lepsi bezpeCnosti a kvalité potravin, coz je

prospésné pro spotiebitele (Christaki et al., 2012).

Silice jsou hojné vyuzivany v kosmetickém primyslu, kde se uplatituji jako prostiedky
Kupravé a korekci naSich pachl, k ochrané pokozky a k ¢isténi, nikoliv jako 1éCiva,
zdravotnické pfipravky a biocidy. K témto pfipravkiim patii parfémy, mydla, télova mléka,
Sampony, balzadmy, Ustni vody atd. (Bowles, 2003). NejpouZzivanéjsi silice jsou citrusove,

silice z kvétii jako je jasmin, rize, ylang — ylang (Cerveny, 1999).

Krmivarsky priimysl

Do stravy zvifat mohou byt také zahrnuty krmivové piidatné latky ziskané z rostlin, také
nazyvané fytogenika nebo fytobiotika, nebo rostlinné latky, pro zlepSeni produktivity zvifat a
vlastnosti vyslednych krmiv a zivoc¢isnych produktd (Christaki et al., 2012). Mezi témito
pfirodnimi pfisadami byly aromatické rostliny, jejich vytazky a éterické oleje. Zkoumaly se
jejich vyhody nad antibiotiky jako ristové promotory. Tyto latky jsou bez rezidui a

povazovany za bezpecné (Brenes et Roura, 2010).

V dnes$ni dob¢ se zvysSuje zdjem o pouzivani bylin a kofeni ve vyzive zvifat s cilem nahradit

pouzivani antibiotik a ionoforovych antikokcididlnich latek, a to zejména po zdkazu



doplinkovych latek z antibiotickych krmiv v zemich Evropské unie v roce 2006 (Greathead et
Roura, 2003).

Potravinaisky primysl

Aromatické rostliny, zndimé jako byliny a kofeni, se na Stfednim vychodé pouzivaly jiz od
roku 5000 pf. n. 1. pravé kvili svym konzervacnim a lé¢ivym vlastnostem, krom toho zvySuji
vini a chut’ jidla (Christaki et al., 2012). Dnes se pouzivaji pfedevsim jako dochucovadla
potravin a ndpoju. Silice ovliviiuji a drazdi chutové a €ichové receptory, a sliznici traviciho
traktu, tim dochazi k uvolnéni travici Stavy a zlepSeni traveni. Do potravin mohou byt ptidany
za G&elem prodlouZeni trvanlivosti nebo k Gpravé vzhledu (barvy), viné a chuti (Cerveny,
1999). Uzivani koteni jako slozky potravin pfesn¢ definuje vyhlaska Ministerstva zemédélstvi

¢.331/1997 Sb.

Pfirozenou soucésti silic jsou i1 antioxidaéni a antimikrobidlni slozky (Berger, 2007).
Antioxidanty v potravinach zabranuji zluknuti tukl, zméné zapachu a barvy. K nejcastéji
vyuZzivanym rostlinam patii rozmaryn, hiebic¢ek, zazvor ¢i kurkuma (Peter, 2001). MlZe se
pouzit celd rostlina nebo jen silice. Konkrétni slouc¢eniny vyskytujici se v téchto rostlinach
jsou rosmanol, karneol, eugenol nebo gingerol (Franz et al., 2010). Antimikrobialni
slouceniny pusobi jako inhibitory ristu mikroorganismd, spiSe zpomaluji kazeni potravin
(Christaki et al., 2012). Nachazi se v silicich rostlin hoi¢ice, ¢esneku, palivé cervené paprice,
hiebicku a tymianu a jednd se o slouceniny allylithiokyanat, alicin, kapsaicin, eugenol,
carvacrol, tymol a borneol (Peter, 2001). Potencialni pouziti esencidlnich oleji jako
pfirodnich antimikrobialnich latek a antioxidantl bylo zaznamenano u masa, ryb, ovoce,
zeleniny a mléénych vyrobkl. Literatura poukazuje na moznost nalezeni potencidlnich
synergii pro zvyseni efektivity esencialnich oleji (Sanchez-Gonzalet et al., 2011). Nékolik
autortl uvadi synergicky ucinek nisinu a esencialniho oleje nebo Cistych slozek esencialnich
oleju. Kombinace tymianové silice a nisinu vykazovala synergickou G¢innost proti Listeria

monocytogenes u mletého hovéziho masa pti skladovani v lednicce (Solomakos et al., 2008).



Farmaceuticky priimysl

Esencialni oleje a jejich tékavé slozky jsou Siroce pouzivany k prevenci a 1écbé lidskych
onemocnéni. Diskutuje se jejich ptipadna tiloha a zptusob ptisobeni s ohledem na prevenci a
1écbu rakoviny, kardiovaskularnich onemocnéni vcéetné aterosklerdzy a trombdzy, i1 jejich
bioaktivita jako antibakteridlnich, antivirovych, antioxidac¢nich a antidiabetickych cinidel.
Rovnéz jsou popsany jejich aplikace jako pfirodni ptfisady pro penetraci kize jako
transdermalni podavani léciva a terapeutické vlastnosti esencidlnich olejii v aromatické a
masazni terapii (Edris et al., 2007). Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) téméf
80% populace planety, zejména v rozvojovych zemich, stale vyuziva rostlinné produkty ve

svém léc¢itelstvi (Gurib-Fakim, 2006).

Hlavnim zpiisobem Sifeni infekci mezi lidmi je pfenos rukama. VétSina aseptickych latek
poskozuje pokozku, coz vede ke zvySenému riziku pfenosu patogennich mikroorganisma.
V souvislosti s touto problematikou byl testovan esencialni olej z ¢ajovniku (TTO). Vysledky
ukazuji, Ze opakované uzivani pfipravkd obsahujici TTO nevede k dermatologickym
problémim ani ke zméndm pivodni ochranné bariéry pokoZzky. Testovany byly myci
ptipravky obsahujici TTO a ¢isty TTO proti bakteriim Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Vsechny piipravky vykazovaly
antibakteriadlni aktivitu, avSak uUc¢innost TTO se zdala byt zavisla na formé pfipravku a

testované koncentraci (Edris et al., 2007).

3.2 Puavodci onemocnéni

Mikroorganismy, které se v potravin€é mohou nachézet, patii bakterie, kvasinky, plisné.
Potravni patogeny jsou jednou z hlavnich pfi€in onemocnéni a imrti v rozvojovych zemich.
Ve vyspélych zemich jsou potravni patogeny zodpovédné za infekéni gastrointestinalni

onemocnéni (Demnerova, 2012).

V dne$ni dob& je sledovani zdravi lidské populace v popfedi zajmu spolecnosti. Vlivem
evoluce patogent, ale také diky zménam Vv zemédé€lskych postupech a zavadéni novych
technologii zpracovani a vyroby potravin, se neustale vyskytuji nova onemocnéni. Z toho

vyplyva, Ze je nutné se zaméfit na studium chovani tvorby biofilmt, a hleddni prostfedkd,
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které potlaci riist mikroorganismu v potravinach a pfitom neovlivni negativné findlni vyrobek

(Demnerova, 2012).

Bakterie

Jednd se o mikroskopické jednobunééné organismy, které jsou pfitomny v jakémkoliv
prostiedi. Nevadi jim extrémni podminky, jako jsou vysoké ¢i nizké teploty. K ristu a
mnozeni jim staci jakykoliv povrch se Zivnou piidou. Bakterie se déli podle Gramova

zbarventi, které zavisi na typu bunécné membrany, na grampozitivni a gramnegativni bakterie.

Do prvni skupiny patfi grampozitivni bakterie, pro které je charakteristické modrofialové
zbarveni. Zbarveni je zpusobeno velkou koncentraci zdkladni slozky v bunééné membrané
struktury a liposacharidové molekuly. Mezi zdstupce grampozitivnich bakterii patii napiiklad

rody Listeria, Bacillus, Micrococcus a Clostridium.

Druhd skupina je tvofena gramnegativnimi bakteriemi, které disponuji prevazné
liposacharidovou sténou, vedle toho jsou ve svrchni Casti pokryty jemnou bunécnou
vrstvickou. Proto pii Gramové barveni se barvi do Cerveného odstinu. K zastupciim se fadi

bakterie rodu Escherichia, Pseudomonas, Salmonella a Helicobacter.

Bakterie vyvolavaji bakteridlni ndkazy a bakterialni otravy z potravin. Bakterialni ndkazy jsou
vyvolané pfimo patogenem (salmoneldza, kampylobakteridza, listeriéza), naopak bakterialni
otravy jsou vyvolané pozitim potravin, které obsahuji mikrobidlni jedy (stafylokokova
enterotoxikaza, botulismus) nebo jedy, které vyprodukuji mikroorganismy v trdvicim ustroji
po poziti nakazené potraviny (Clostridium perfringens typ A, Bacillus cereus). Nejéastéjsi
chorobou vyvolanou bakteriemi je salmoneléza, ktera zplsobuje smrt predev§im

24

zastupci skupiny grampozitivnich baterii.
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Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunétné houbové mikroorganismy. Kvasinky jsou hojné vyuzivany
V potravinaistvi a biotechnologiich. Pouzivaji se napiiklad pti vyrobé vina, piva nebo chleba.
Vyuziva se jejich schopnost kvaSeni. Existuji i patogenni druhy napfiklad zéastupci rodu

Candida, Cryptococcus, Trichosporon, kteti vyvolavaji rizna kozni, slizni¢ni onemocnéni.

Plisné

Jako plisné jsou oznacovany mikroskopické vlaknité eukaryotni houbové mikroorganismy.
Tyto houbovité organismy vytvareji vldkna mycelia, prorustaji substrat a pokryvaji ho
vldknitym povlakem. Plisné jsou vétSinou saprofytické, mohou byt uzitecné nebo skodlivé.
Rizné druhy téchto hub jsou vyuzivany ve farmaceutickém, chemickém potravinaiském

primyslu. Nejznaméjsi je vyuziti druhu Penicillium notatum, ktery produkuje antibiotika
(Silhankova, 2002).

3.2.1 Antibioticka rezistence

Antibiotika byla vzdy povazovana za jeden ze zazrakil 20. stoleti. Skutecnym zazrakem je
vzestup rezistence viici antibiotikiim v nemocnicich, komunitach a Zivotnim prostfedi (Davies
mediciny, pravé z divodu stoupajici odolnosti bakteridlnich patogenti k uéinku antibiotik
(Kolat et al., 2010). Mnoho komensnich bakterialnich druhti, které byly povazovany za
relativné neSkodné obyvatele lidského mikrobiomu, se neddvno objevily jako

multidrogrezistentni choroboplodné mikroorganismy (Penders et al, 2013).

Velkou roli v rostoucim problému antibiotické rezistence hraji plasmidy. Plasmidy jsou
geneticke prvky, které se mohou pfenaset mezi bakteriemi. Maji schopnost kodovani genti pro
ruzné faktory, které pfispivaji k patogenezi, v€etné antibiotické rezistence, toxind, sekrecnich
systémul a invazivnich faktori. Tyto plasmidy byly objeveny u kment Enterobacteriaceae,
které jsou rezistentni na klinicky relevantni antibiotika, jako jsou cefalosporiny

s prodlouzenym spektrem, fluorochinolony a aminoglykosidy (Sommer et Dantas, 2011)
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Ziskavani gent antibiotické rezistence nepatogennimi bakteriemi je nebezpetné ze dvou
davodi. Za prvé, tyto bakterie vytvoii rezervodry genii rezistence k antibiotikiim, které
mohou byt pfeneseny do virulentnich bakterii. Za druhé antibiotické rezistentni bakterie
mohou chranit citlivé, ptipadné patogenni, proti pusobeni antibiotik (Sommer et Dantas,
2011).

Lidé mohou ziskat rezistentni bakterie nebo geny rezistence k antibiotikiim pfimo ze styku se
zvifaty, z potravin zivo¢iSného pivodu nebo Zivotniho prostfedi. Tyto bakterie mohou
nasledné kolonizovat lidsky mikrobiom nebo mohou pienaset rezistenéni geny na jiné
bakterie pii prichodu travicim traktem. Pouzivani antibiotickych latek v potravinach pro
¢lovéka by mélo byt zamezeno nebo minimalizovéano, aby se zachovala ucinnost téchto latek

pii 1é¢bé infekce u lidi (Penders et al., 2013).

3.2.2 Charakteristika vybranych mikroorganismu

Bacillus cereus

Bacillus cereus je fakultativné anaerobni, grampozitivni ty¢inkovitd bakterie. Je rozsifen
Vv prirod¢, Casto izolovan z pudy a rostlin, ale také je dobte pfizplisoben k zivotu ve stfevnim
traktu hmyzu a savcu stievé (Arnesen et al., 2008). Vytvaii endospory, které jsou odolné vuci
teplu, dehydrataci a jinému fyzickému namahani. Bacillus cereus je bézné pfitomen

Vv prostiedi vyroby potravin a snadno se $ifi do vS§ech druhti potravin (Kotiranta et al., 2000).

Bakterie vyvolava dva typy gastrointestinalnich onemocnéni prijmové a emetické, které jsou
zpusobeny odliSnymi typy syndromi. Emeticky toxin cereulid, zplsobujici zvraceni, byl
charakterizovan jako maly kruhovy peptid. K intoxikaci dochazi pozitim infikované
potraviny, kde je jiz pfitomen toxin. Zatimco prijmové onemocnéni je zplisobeno jednim
nebo vice bilkovinami enterotoxind, u kterych se ptfedpokladd, ze vyvolavaji prijem
naruSenim membrany epitelidlnich bunék v tenkém stfeve. K intoxikaci dochazi pozitim spor
nebo Zivotaschopnych vegetativnich bunék, které produkuji enterotoxiny (Arnesen et al.,

2008). Oba typy onemocnéni se obecné povazuji za mirné a samoodeznivajici, ackoliv se

vvvvvv
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Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici pohybliva,
ty¢inkovita bakterie (Shaw et al., 2012). E. coli patii do skupiny Enterobakterii (Toress et al.,
2012). E. coli je nejbézngjsim druhem bakterie obyvajici travici trak teplokrevnych Zivocichd,
predstavuje 50% hmotnosti suché stolice. Podili se na syntéze vitaminu K (Shaw et al., 2012).
Ackoliv vétsSina kmenti E. coli neni povazovana za patogenni, mohou byt vhodnymi patogeny

zpusobujici infekce.

Patogenni kmeny zptsobuji dva druhy onemocnéni. Prvnim je extraintestindlni onemocnéni,
kdy jsou napadiany mocové cesty, dochazi k infekci a hnisdni ran. Druhym je intestinalni
onemocnéni, které se projevuje akutnimi prijmy. Prijmy jsou zpisobeny vyskytem

enteropatogenich E.coli v zazivacim traktu (Toress et al., 2012).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je oportunni, gramnegativni a nefermentujici bakterie, ktera je
béZnou pficinou lidskych infekci. Tento patogen zplsobuje Sirokou Skalu infekci vetné
infekci mocovych cest, dychacich cest, dermatitidy, infekci mekkych tkéani, bakteriémie a
riznych systémovych infekci. Nejndchylnéj§i k infekcim jsou pacienti s t€zkymi
popaleninami (Asadpour, 2018). P. aeruginosa je schopna snadno se piizpisobit podminkam
prostiedi, rychle rozvinout odolnost vii¢i antibiotikiim, a to i v pribéhu 1écby, a produkovat
fadu faktordi virulence. Epidemiologické studie ukazaly, ze infekce zplisobené antibiotickou
rezistenci P. aeruginosa jsou spojeny se zvySenim morbidity, mortality, potieby
chirurgickych zakrokti, délkou nemocni¢niho pobytu a celkovymi naklady na 1é¢bu infekce

(Lister et al., 2009).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni, fakultativné anaerobni, kokovita bakterie s tendenci
vytvaret shluky pfipominajici hrozny (Wijaya et al., 2006). St. aureus je nejcastéji
izolovanym lidskym bakteridlnim patogenem (David et Daum, 2010). Jedna se o nebezpecny
a vSestranny patogen, ktery zplsobuje velké mnozstvi rtznych onemocnéni. VEtSinou

zpusobuje infekce kize a dychacich cest. Nicmén€, mlze také zplsobit fadu dalSich velmi
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tézkych az zivota ohrozujicich onemocnéni, jako je infekéni endokarditida, syndrom

toxického Soku, syndrom opatené kiize nebo osteomyelitidy (Otto, 2014).

St. aureus produkuje toxiny znamé jako enterotoxiny. Tyto toxiny jsou vysoce teplotné
stabilni a odoIné viic€i vafeni a proteolytickym enzymim. Davka toxinu nizsi nez 1,0 g/kg
v kontaminovanych potravindch zplsobi pfiznaky stafylokokové intoxikace. Lidska
intoxikace je zpiisobena pozitim enterotoxinii produkovanych v potravinach, které nebyly

dostate¢n¢ zahtany na 60°C a vice (Forsythe, 2008).

Jeho vyznam jako lidského patogenu se zvySil v minulém stoleti v disledku rozvoje
antimikrobialni rezistence na penicilin a nasledné na methicilin (MRSA) (Wijaya et al., 2006).
St. aureus se snadno pfizptisobuje ménicim se podminkdm prostiedi a ziskava antibiotické
rezistentni geny prostfednictvim fady riznych mechanisml. Vyvoj jeho rezistence viici

antibiotiktim je hrozbou pro lidstvo (Haaber et al., 2017).

Candida albicans

Candida albicans je nejéastéjsim lidskym patogenem houbového puvodu. Piestoze je tento
oportunni mikroorganismus pfirozenou soucasti stfevni mikroflory lidi, mlZze u

imunosupresivnich pacienti zptisobit zivot ohrozujici infekci (Sellam et Whiteway, 2016).

Kandidova infekce je hlavni pfi¢inou nozokomialnich infekci krve v nemocnicich po celém
svété.  Rizikovymi faktory pro vyskyt kandidové infekce jsou parentalni vyZiva,
Sirokospektralni antibiotika, imunosuprese vyvoland radioterapii nebo chemoterapii,
poskozeni mukoznich vrstev v disledku chirurgického zakroku a zdravotnické vybaveni, jako
jsou katetry a injekce, které umoziuji vstup do krevniho fecisté. Epidemiologické studie
ukazuji, ze pravé C. albicans je nejcastéji izolovanym druhem zodpovédnym za chronické

infekce u hospitalizovanych pacientii na JIP (Dadar et al., 2018).

Jednim z klicovych ryst C. albicans jako patogenu je jeji schopnost adaptability. Hostitelska
mikroprostiedi maji heterogenni zdroje uhliku, které je C. albicans schopna vyuzivat ve sviij

prospéch (Dantas et al., 2016).
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Rozsahlé pouzivani fungicidnich ptipravku pii 1é¢bé infekci C. albicans vedlo k vyvoji jeji
resistence (Zida et al., 2016).

3.3 Lécivé rostliny

V prubéhu 20. stoleti euforie a duvéra v synteticky vyrabéné 1éky a pripravky zaznamenala
vyrazny utlum. Vedle pfednosti syntetickych 1éCiv se zaCaly objevovat i jejich stinné stranky.
Z toho duvodu se predmétem zajmu védy stavaji ptipravky z rostlinnych extraktl, ale i
samotné 1écivé rostliny. Védci se soustiedi na vyzkum latek obsazenych v rostlinach,
jsou éterické oleje, alkaloidy, hot¢iny, flavonoidy, téisloviny a dalsi (Wenzel, 2014). Nicméné
existuje nespocetné mnozstvi jednotlivych latek a obrovska variace ve slozeni esencialnich
oleji. Vsechny rostliny maji schopnost vytvaret t€kavé slouCeniny, pomérné Casto jen ve
stopovém mnozstvi. Za ,,esencialni olejové rostliny* se povazuji ty druhy, které jsou hlavnim
pfedmétem obchodniho zajmu. Typické Celedi silicnatych rostlin jsou Apiaceae, Asteraceae,

Lamiaceae, Lauraceae, Myristicaceae, Myrtaceae (Baser et al., 2010).

3.3.1 Celed Lamiaceae

Lécivé byliny ze skupiny Lamiaceae maji Sirokou $kalu biologickych a farmakologickych
aktiv, takze se pouzivaji ke zlepSeni chuti a organoleptickych vlastnosti riznych druhd
potravin. Také jejich esencialni oleje maji antimikrobialni, spasmolytické, antikarcinogenni a

jiné ucinky (Velicanski et al., 2013).

Tato Celed’ je velmi rozsdhld zahrnuje byliny, polokefe i kefe, vzacnéji stromy. Jednd se
hlavné o jednoleté, dvouleté 1 vytrvalé rostliny. Stonky jsou vétSinou Ctyrhranné, listy stoji
vstficné a kiizmostojné, bez palistl, Casto chlupaté a Zzldznaté. Kvéty jsou soumeérné,
oboupohlavné. Kalich péticetny, trubkovitého az zvonkovitého tvaru. Mize byt pravidelny
nebo dvoupysky, kdy horni pysk je trojcipy a dolni dvoucipy. Dal§im pozndvacim znakem
jsou trichomy vyskytujici se na celé rostliné nebo na konkrétnich castech, jako je stonek, listy
nebo kvéty. Trichomy mohou byt kryci, ale hlavné typické trichomy jsou zlaznaté. V téchto

zlaznatych trichomech jsou obsaZeny silice (Pazourek, 1992).
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Pfes 400 druht rostlin z ¢eledi Lamiaceae je dnes pouzivano v moderni medicingé jako
aromatické byliny. Mezi nimi je rod Salvia, ktery je nejvétsim rodem celedi a je rozsifen po
celém svété. Nekteré rostliny tohoto rodu jsou ekonomicky dulezité, nebot’ se vyuZzivaji
v parfumerii a kosmetice. S. officinalis je pfipisovan dlouhy seznam 1é¢ivych piipravku (Tepe
et al., 2005). Co se tyCe esencialniho oleje, obsahuje obrovské mnozstvi mono- a
seskviterpentl. V esencialnim oleji S. officinalis jsou obvykle a- a B-thujony, 1,8-cineol, kafr
v n¢kterych pripadech i linalool, B-pinen, limonen nebo cis-sabinyl acetat, zatimco S.
stenophylla pomérn¢ Casto najdeme seskviterpeny, napiiklad karyofylén nebo a-bisabolol
(Baser et al., 2010).

Mezi Lamiaceae je mnoho 1é¢ivych rostlin. V nasi lidové mediciné je vyuzivana zejména
matefidouska (Thymus), mata (Mentha), meduiika lékarska (Melissa officinalis), salvéj
lékatska (Salvia officinalis), dobromysl obecna (Origanum vulgare) a dalsi (Slavik et al.,
2000f)

Glechoma hederacea L.

Glechoma hederacea L. také znamy pod nazvem popenec biectanovity je vytrvala,
tficeticentimetrova bylina s plazivym oddenkem (Janca et Zentrich, 1995d). Listy jsou srd¢ité
az srd¢ité¢ okrouhlé, ledvinovité s chloupky. Typicky pyskaty kvét sedi v uzlabi stfednich a
hornich listd. Drobné kvéty jsou modrofialové barvy, ale lze i najit jedince s rGzovymi a
bilymi odstiny. Plodem jsou hladké tvrdky. Kvete od konce dubna do poloviny cervence
(Slavik et al., 2000f).

U nas je popenec biectanovity hojné rozsifen na celém uzemi od niZin do hor. Roste na
loukach, v luznich lesich, na bfezich vod, stranich, pastvinach, parcich, v zahradach (i jako
plevelnd rostlina), okrajich cest. Vyhovuji mu vlhké aZ mokré hlinité, hlinitojilovité i

pisc¢itohlinité, humozni pudy (Slavik et al., 2000f).

Sbira se kvetouci nat’. Rostlina obsahuje piedevS§im tiisloviny, hof¢inu glechomin, silice,

pryskyfice, cholin, saponiny, organické kyseliny a mineralni soli (Jan¢a et Zentrich, 1995d).
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Obrazek €. 3: Glechoma hederacea L.

Galeopsis segetum

U nas znadma jako konopice bledozluta je jednoleta rostlina doristajici vysky okolo padesati
centimetrll (Janca et Zentrich, 1995b). Lodyha je husté pokryta jemnymi pytfivymi chloupky a
bohat¢ vétvend. Listy jsou téz pokryty chloupky, podlouhlého vejéitého tvaru, na okrajich
zoubkované (Slavik et al.,2000f). Kvéty maji pétizuby kalich a Zlutobilou korunu. Plodem
jsou ¢tyti tvrdky. Kvete od Cervna do zacatku zaii (Janca et Zentrich, 1995b).

V Ceské republice malo roz§ifena. Najdeme ji na polich, v kiovinach, lomech, kamennych
stepich, rumistich a pasekdch. Vyhovuji ji suss§i pidy s kamenitym, pis¢itym nebo

Stérkovitym profilem. Obcas se péstuje (Slavik et al., 2000f)
Sbira se kvetouci nat’, ktera se susi ve stinu. Dtlezitymi obsahovymi latkami jsou kyselina

kifemicitd a kiemicitany, tfisloviny, saponiny, hotky glykosid, silice, pektinové latky, vosk,

pryskyfice, éterické oleje, flobafen a mineralni latky (Janca et Zentrich, 1995b).
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V lidovém l1é¢itelstvi se droga pouziva na podporu regenerace organismu, napomahd hojeni

Obrazek ¢. 4: Galeopsis segetum

Leonurus cardiaca L.

Leonurus cardiaca L. neboli srdecnik obecny, lidové zvany bufina srde¢nik, je vytrvala
rostlina dorustajici vysky okolo jednoho metru. Lodyha je vzpfimena, pokryta chloupky a
bohaté vétvena. Ptizemni listy dlanité péti aZz sedmi lalo¢naté na dlouhych fapicich, horni
lodyzni listy tfilaloéné na kratkych fapicich, nepravidelné zubaté. Kvéty rizové az fialové
barvy jsou pyskaté se dvéma pysky. Plodem jsou trojhranné lesklé tvrdky, nahote s chloupky.
Kvete od ¢ervna do zafi (Slavik et al., 2000f).

V Ceské republice je rozsifena zejména v teplejsich oblastech na vysychavych padach,

mezich, rumistich, v ptikopech a podél cest. Roste na neutralnich, zivnych, hlinitych padach.

Sbira se kvetouci nat, kterd se suSi za teplot do 45°C. Rostlina obsahuje bufanolidové
glykosidy, hoi¢inu leontin, alkoloidy stachydrin a leocardin, tfisloviny, kysely saponin,
flavonoidy, antokyany, organické kyseliny — citronova, jablecnd, mlécnd a vinnd, kiemicitany

asilice.
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Podle lidového 1é¢itelstvi srde¢nik tlumi srdecni arytmie, celkové zklidituje srde¢ni ¢innost,
mirné snizuje krevni tlak, snizuje klimakterické potize, jako jsou navaly a poceni. (Janca et

Zentrich, 1995d).

Obrazek ¢&. 5: Leonurus Cardiaca L.

3.4 Extrakce silic

Buiiky obsahujici esencidlni oleje se mohou nachazet v riznych ¢astech rostlin. Jsou znamy
dva typy bunék — povrchové bunky naptiklad zlazové chloupky na povrchu rostliny, které
jsou bézné pro mnoho bylin, jako je oregano, mata, levandule. Druhym typem jsou buiky
nachdzejici se v rostlinné tkani jako jednotlivé buiiky obsahujici sekreci (citrusové plody)
nebo jako vrstvy bunc€k obklopujici mezibunécny prostor. To, mohou byt napiiklad

pryskyticové kanaly borovice (Baser et Buchbauer, 2010).

Kvalitu ziskané silice ovliviiuje pfiprava biomasy, kterd ma byt destilovand, teplota a tlak
pary. Mezi tfi nejbéznéjsi metody ziskavani silic patii exprese, coz je pravdépodobné nejstarsi

metoda a pouziva se vyhradné pro vyrobu citrusovych oleji. Druhd metoda je hydrodestilace
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nebo parni destilace, ta je nejCastéjsi. Posledni ze tii metod je sucha destilace, ktera se
pouziva ziidka (Baser et Buchbauer, 2010). V poslednich desetiletich zkoumani novych
technologii vedlo ke vzniku inovativnich a efektivnéjSich procest extrakce za ucelem
zkraceni doby extrakce, snizeni spotfeby energie, zvySeni vytéznosti, zlepSeni kvality

esencialnich olejti (El Asbahani et al., 2015).

Hydrodestilace se pouziva jako standardni destilacni metoda pro extrakci esencialnich olejt,
obvykle pomoci zatizeni typu Clevenger (Gavahian et Farahnaky, 2018). Destila¢ni aparatura
je slozena ze spodni bailky, kde se nachdzi smés rostlinného materidlu a vody, a
kondenzatoru, kde je zachytavéana silice. Soucasti aparatury je i1 tfismérny ventil, ktery
umoznuje vod¢ kolovat, nebo oddéleni silice od vodni faze (Baser et Buchbauer, 2010). Pti
destilaci je rostlinny materidl ponofeny piimo ve vodé uvniti baiiky a cely pfiveden k varu
(Gavahian et Farahnaky, 2018). Pomoci zvySeného tlaku, zahfivani, dochazi k praskani
bunécnych stén a uvoliiovani esencidlnich olejii (Bager et Buchbauer, 2010), které se odpatuji
a proudi smérem ke kondenzatoru (Gavahian et Farahnaky, 2018). Parni proud zde ptsobi
jako nosi¢ esencialniho oleje (Baser et Buchbauer, 2010). Princip extrakce je zaloZen na
azeotropické destilaci. Ve skute€nosti, pfi extrakci za atmosférického tlaku, molekuly vody a
esencidlniho oleje tvoii heterogenni smés. Smés esencidlni olej — voda se soucasné destiluje,
jako by byla jedind slou¢enina. Vyhodou vody je, Ze je nemisitelna s vétSinou terpenickych
molekul esencialnich oleji a tak po kondenzaci muze byt snadno oddélena (EI Asbahani et al.,

2015).

Hydrodestilace ma vSak nékolik nevyhod dlouhda doba extrakce, chemické zmeény
terpenickych molekul, styk s vrouci vodou, ohfev a ztrata nékterych polarnich molekul ve

vodni extrakci (El Asbahani et al., 2015).
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Hydrodestilace je energeticky naro¢ny proces, je Siroce vyuzivana v né¢kolika primyslovych
odvétvich, véetné destilace fermentovanych roztoki a extrakce silic (Gavahian et Farahnaky,

2018).

Obrazek ¢. 6: Clevenger

3.5 Analyza chemického sloZeni - Plynova chromatografie

Vétsina metod pouzivanych pifi analyze silic se opird o chromatografické postupy, které
umozhuji oddéleni a identifikaci jednotlivych latek. Analyticka plynova chromatografie je
technikou separace slozek smési za u€elem ziskat informace o jejich molekulovém sloZeni a

koncentraci (Poole, 2012).

Princip separace latek pomoci plynové chromatografie je takovy, ze kolonou staciondrni faze

prochazi stale nosny plyn. Vzorek se nastiikne do temperované nastiikové komory, injektoru,
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kde se odpafi a ve formé par je unaSen nosnym plynem az do kolony. Analyzované latky
vzorku se sorbuji a zacatku kolony ve stacionarni fazi a pak se eluuji, vymyvaji, nosnym
plynem. Slozky vzorku jsou unaseny mobilni fazi, nosnym plynem, postupné ke konci kolony
a Separacni proces se tak opakuje (Sankar, 2005). Analyty jsou separovany na zaklad¢ jejich
relativnich tlakti a afinit ke stacionarni faze (McNair et al., 2009). Na vystupu
chromatografické¢ kolony detektor indikuje okamzitou koncentraci separovanych latek
vnosném plynu. Signal detektoru se vyhodnocuje a zjeho <casového prubchu,
chromatogramu, se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek. Ze ziskanych chromatogramu
lze vyhodnotit retencni parametry jednotlivych signalt, plochy a vysky piktu a lze tak
identifikovat latky (Sankar, 2005).

Nosny plyn musi byt chemicky inertni. Bézn¢ se pouzivaji plyny obsahujici dusik, helium,
argon a oxid uhli¢ity. Pii volbé nosného plynu se zohlediiuje viskozita, ucinnost, Cistota,
reaktivita, typ pouzitého detektoru, cena. Pritok nosného plynu se voli tak, aby se dosahlo

nejlepsiho rozdéleni latek na koloné (Sankar, 2005).

Na vnitini stran€ kolony je umisténa stacionarni faze. V plynové chromatografii se pouzivaji
kolony népliové anebo kapilarni. Napliiové kolony jsou trubice naplnéné sorbety anebo
nosi¢i pokrytymi kapalnou fazi. Jako néaplit se pro adsorpéni chromatografii pouZzivaji
silikagel, grafitizované saze, alumina, jako molekulova sita se pouZzivaji hlinitokfemicitany.
Kapilarni kolony se vyrabé&ji nejcastéji z taveného kiemene anebo oceli. Hlavni naroky na
stacionarni kapaliny jsou dobra rozpustnost separované latky, teplotni stalost, a malé t€kavost.
Volba stacionarni faze hraje dulezitou roli pfi volbé vhodné kolony pro konkrétni vzorek

(Sankar, 2005).

Detektory reaguji na pfitomnost slozky v nosném plynu. Detektory musi byt dostate¢né
citlivé, aby zachytily i co nejmensi slozky. Pouzivaji se teplotné vodivostni a ionizacni

detektory (Sankar, 2005).
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Mezi hlavni vyhody této techniky patii jednoduché a rychlé provedeni analyzy, Uc¢inna
separace latek a malé mnozstvi vzorku potfebného k analyze. Plynova chromatografie je
nevhodna pro tepelné labilni vzorky. K dosazeni kvalitnich vysledki je tieba pouzit
nejvhodnéjsi analytickou kolonu a odpovidajici chromatografické parametry (Mc Nair et al.,
2009).

vzorek

zesileni signilu a zpracovini

regulitor pritokn U

davkovaé r! T
I/ A

i

chromatogram

\ detektor

\ termostat
LY

\ chromatograficks kolona

nosny plvn
(helium/dusik/vodil)

Obrazek ¢. 7: Schéma plynové chromatografie

3.6 Mikrodilu¢ni metoda

Jednou z nejstarSich metod testovani antimikrobialni citlivosti je makrodiluéni bujoénova
metoda, kterd se provadi ve zkumavkach. Hlavni nevyhodou této metody byla nudnd, rucni
pfiprava antibiotickych roztokii pro kazdy test, moznost chyb pfi pfipravé antibiotickych
roztoku a relativné velké mnozstvi ¢inidel a prostor potiebny pro kazdy test (Jorgensen et al.,

2009).

Miniaturizaci a mechanizaci testu doSlo k pouzivani malych jednorazovych platovych
desticek. Standardni desticka obsahuje 96 jamek, znichz kazdd méa objem 0,1 ml. Do
mikrotitra¢ni desticky se aplikuje v bujonu rozpusténa antimikrobidlni latka, fedéna
geometrickou fadou. V kazdé destiCce lze testovat 12 druht latek po 8 koncentracich.

Inokulum se pfipravuje o standardnim zékalu. Pouzivd se MHB a zékal 1,5 — 3 stupné
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McFarlandovy stupnice. Rist bakterie se projevuje zakalem obsahu jamky nebo sedimentem.

v

zamezi danému mikroorganismu rust, to znamenda, ze v jamce nevznikne ani zakal ani
sediment. Takto stanovenou MIC opét porovnavame s MIC referen¢nich kment (Jorgensen et
al., 2009).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Vybér rostlin probéhl vyhledanim zminky o obsahu silic v Herbatich 1éCivych rostlin (Janca et
Zentrich, 1994, 1995a, 1995b, 1997). Ze seznamu rostlin obsahujicich silice byly vybrany
rostliny rostouci na tizemi Ceské republiky. Dale byly vyfazeny ty rostliny, které jiz jsou
dostate¢n¢ prozkoumany z hlediska jejich biologické aktivity a sloZeni. K tomu bylo pouZzito

vyhledavani ve védecké databazi Web of Science.

Glechoma hederacea L., Galeopsis segetum Neck., Leonurus cardiaca L.

Aromatické rostliny byly zakoupeny z komeréniho zdroje - Bylinkafstvi Maya.

4.2 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy, bézné vahy, pH metr, autoklav, inkubator, flow-box, ultrazvukova lazen,
vibraéni michadlo, plynovy kahan, topné hnizdo, opticky denzimetr pro méteni
McFarlandovy stupnice (Biosan DEN-1B), Agilent GC 7890B s detektorem MS Q-TOF
(Agilent, Santa Clara, FL, USA), nepolarni kolona HP-5MS (30 m x 250 um x 0.25 um) od
Agilent (Santa Clara, FL, USA), Agilent GC 7890A s detektorem FID (Agilent, Santa Clara,
FL, USA)

Kadinky, odmérné valce, sklenéné vialky, magnetické michadlo, plastova korytka, injekéni
stiikacky, plastové zkumavky s uzavérem, zkumavky Eppendorf, stojanky na zkumavky,
laboratorni 1Zi€ky, automatické pipety o objemech 10, 20, 100, 200, 1000 pl a pipetovaci
$pi¢ky o odpovidajicim objemu, injek¢ni stiikacky na 5ml, injekéni stiikacka Hamiltonka na 1
ul, 50 pl, inokulaéni desticky s hroty, mikrotitra¢ni desticky s 96 jamkami s vickem, Petriho

misky, klavovaci pytle, gumové rukavice.
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4.3 Chemikalie

Destilovana voda, Tween 80 (Sigma-Aldrich), ethanol 96 %, ethanol 70 %, 35 % HCI, NaCl,
KCI, Tris Base, n-Hexan < 95% (VWR Chemicals), DMSO (VWR Chemicals)

4.4 Extrakce silic

Silice byla ziskana z vysuSeného rostlinného materialu destilaci vodni parou pomoci systému
Clevenger po dobu 3 hodin. Jako sbérné rozpoustédlo byl pouzit n- Hexan (VWR Chemicals).

Nasledn¢ bylo rozpoustédlo odpateno. Silice byla ulozena ve sklenéné vialce pii teploté 4°C.

4.5 Mikroorganismy

Testy antimikrobidlni aktivity byly provedeny proti standardnim sbirkovym kmeniim z

American type culture collection (ATCC).

Grampozitivni bakterie Bacillus cereus ATCC 11778
Staphylococcus aureus ATCC 29213

Gramnegativni bakterie Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Kvasinka Candida albicans ATCC 10231

4.6 Kultivaéni média

Tris-buffered saline na ptipravu 1 litru: 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 6,1 g Tris Base (Sigma-Aldrich).

Nasledné upravit na pH 7,6 pomoci 35 % kyseliny chlorovodikové, poté autoklavovat pii 121

°C po dobu 15 minut, a nakonec uloZit pti 4 °C.
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Pro Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
bujon Miieller-Hinton od firmy OXOID — pfiprava: 21 g na 1 litr tris-buffered saline a poté

autoklavovano pii 121 °C po dobu 15 minut, nésledn¢ ulozit pii 4 °C.

Pro Candida albicans bujon RPMI od firmy Sigma-Aldrich — 10,4 g na 1 litr tris-buffered

saline a poté autokldvovano pti 121 °C po dobu 15 minut, nasledné ulozit pii 4 °C.

4.7 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni aktivita silic byla méfena pomoci mikrodilu¢ni metody (CLSI, 2012).

Vsechny vzorky byly testovany po tfech opakovani ve tfech nezavislych testech.

4.7.1 Priprava zasobnich roztoki prirodnich latek

Zasobni roztoky testovanych pfirodnich latek pro mikrodiluéni metodu byly pfipraveny
rozpusténim jejich navazky G. hederacea L. 12,71mg, G. segetum 27,83 mg , L. cardiaca L.
7,52 mg Vroztoku 96% etanolu a Tweenu smichaného v poméru 2:1. Zasobni roztok byl
zvortexovan, nasledné¢ umistén na 5 minut v ultrazvukové lazni, znovu zvortexovan a

uskladnén pti 4°C. Navazku a objem rozpoustédla shrnuje tabulka.

Tabulka ¢. 1: Navazka a objem rozpoustédla na ptipravu zasobnich roztokl ptirodnich latek.

navazka objem rozpoustédla
G. hederacea 12,719 271,78ul
G. segetum 27,839 124,12 pl
L. cardiaca 7,529 73,44 ul

4.7.2 Priprava inokula

Zasobni inokula testovanych mikroorganismi byla zalozena a uchovana pro dalsi pouziti.

Kazdé ze zasobnich inokul bylo tvofeno médiem a pfislusnym organismem a inkubovéano 24
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hodin pfi 37 +/- 0,2°C v piipadé bakterii, a pfi 25 +/- 0,2°C po dobu 24 hodin pro Candida

albicans. Zasobni inokula byla uchovana pii 4°C.

Pro kazdy test bylo pfipraveno nové inokulum ze zasobniho roztoku, Které bylo inkubovano

24 hodin pfi 35 +/- 0,2°C v piipadé bakterii a pii 25 +/-0,2°C po dobu 24 hodin pro kvasinku.

4.7.3 Priprava antibiotik pro testovani

Na kazdy test bylo pfipraveno kontrolni antibiotikum. Jako kontrolni antibiotikum pro
testovani bakterii Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli a
Bacillus cereus byl pouzit Tetracycline (Sigma-Aldrich) o Cistoté 88%, rozpustény v 96%
ethanolu.  Pro kvasinku Candida albicans bylo jako kontrolni antibiotikum pouzito
Tioconazole (Sigma-Aldrich) o cCistoté 96,5% rozpustény v DMSO. Pocate¢ni koncentrace
antibiotik v 1. jamce desticky byla stanovena pro P. aeruginosa 64 pg/ml, S. aureus a E. coli
16 pg/ml, B. cereus 2 pg/ml a pro C. albicans 32 pg/ml. Kvuli pfesnosti vah bylo navazeno
100x vy$$i mnozstvi antibiotik a rozpusténo v piislusném rozpoustédle. Nasledné bylo
odebrano 10 pl roztoku antibiotika smichdno s 990 ul bujonu, v ptipad€ bakterii MHB a pro

kvasinku RPMI bujon, a zvortexovéno.

4.7.4 Priprava roztoki prirodnich latek pro testovani

Pro kazdy test byl pfipraven roztok silice, ze zasobniho roztoku a média, pro bakterie MHB
pufr a pro kvasinku RPMI pufr. Smés byla opét zvortexovana. Po¢ateéni koncentrace roztoku

silice byla 1024 pg /ml pro G. hederacea, L. cardiaca a G. segetum.

4.7.5 Piiprava mikrotitraéni desticky

Na mikrotitracni desti¢ce byly testovany tii silice a antibiotikum v 8 koncentracich. Do 1.
Sloupecku mikrotitraéni desticky bylo napipetovano po 100 ul pfislusného média, tento
sloupecek slouzil jako kontrola Cistoty média. Do 1. jamky 3., 5. a 7. sloupecku bylo
pteneseno 200 pl roztokl silic a do 1. jamky 10. sloupecku bylo napipetovano 200 ul
antibiotika. Do zbytku jamek bylo pfeneseno po 100 ul ptislusného médie, tyto jamky
slouzily jako kontrola riistu mikroorganismu. Poté bylo pomoci multikanalové pipety z jamek

1. tfadku odpipetovano 100 pl a ptfeneseno do jamek 2. tadku, promichédno a znova
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odpipetovano 100 pl a preneseno do dalsiho fadku, takto se postupovalo az do posledniho
fadku. Nasledné bylo z posledniho fadku odebrano 100 ul a dano pry¢. Ve vSech jamkéch
takhle pfipravené mikrotitra¢ni desti¢ky bylo po 100 ul pfislusnych roztokd.

4.7.6 Priprava inokula pro testovani

Do 15 ml zkumavky bylo pfevedeno pfiblizné 5 ml ptislusSného média pro bakterie MHB a
pro kvasinku RPMI. Pomoci denzimetru (Biosan DEN-1B) byla zméfena denzita
pouzivaného media a bylo pfidano takové mnozstvi inokula, aby se hodnota zvysila o 0,5

McFarland zakalového standardu, coz by mélo odpovidat 1 — 2 x 10° KTJ/ml.

4.7.7 ZaoCkovani desticky

Zaockovani desticky bylo provedeno pomoci inokulatoru s jehlami ponofenim do upravené¢ho
inokula a prenesenim do kultivacniho média v jamkach 2 az 12 mikrodiluéni desticky,
opakovano 2x. Tim bylo dosaZeno pfibliznd 4 x 10°> KTJ/ml v kazdé jamce desticky pfi
objemu 100 pl. Inokulator byl po kazdém pfeneseni namocen v etanolu a sterilizovan
v plamenu kahanu. Zaockované desticky byly piekryty oznacenymi vicky a ulozeny do
termostatu pii teploté 37 +/- 0,2 °C po dobu 24 hodin v ptipadé bakterii a 25 +/- 0,2 °C po
dobu 485 hodin v ptipadé kvasinky.

Hodnoceni riistu mikroorganismi bylo provedeno vizualng. V tomto piipad€ byla stanovena

jako MIC nejniZsi koncentrace, pii niz nedoSlo k viditelnému zakaleni média.

V pribéhu testovani na zakladé viditelného castecného inhibi¢niho ucinku silice G. segetum o
koncentraci 1024 pg/ml proti Bacillus cereus, byla pouzita dvojnasobna koncentrace 2048
pug/ml a nasledné byl testovan baktericidni ucinek silice. Na Petriho misku s agarem MHA
bylo na pfedem oznacena mista napipetovano 20 pl roztoku pifimo z jamek mikrotitracni
destic¢ky, které vykazovaly MIC. Takto ptipravené misky byly inkubovany v termostatu dle

pozadavkl daného mikroorganismu.
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Tabulka & 2: Redici fady experimentu v pg/ml.

silice C. albicans B. cereus P.aeruginosa  S. aureus E. coli

2048 2

1024 32 1 64 16 16
512 16 0,5 32 8 8
256 8 0,125 16 4 4
128 4 0,0625 8 2 2
64 2 0,03125 4 1 1
32 1 0,015625 2 0,5 0,5
16 0,5 0,0078125 1 0,25 0,25

8 0,25 0,00390625 0,5 0,125 0,125

4.8 Chemickée slozeni

Analyza chemického sloZeni byla provedena pomoci plynové chromatografie na pfistroji
Agilent GC 7890B s detektorem MS Q-TOF (Agilent, Santa Clara, FL, USA) s nepolarni
kolonou HP-5MS (30 m x 250 um x 0.25 um) od Agilent (Santa Clara, FL, USA). Pro
plynovou chromatografii byl pfipraven roztok silice a n-Hexanu (VWR Chemicals) v poméru
1:1000, z toho bylo pro analyzu pouzito 1 pl. Pti vstupu do injektoru dosahovala teplota 250
°C s pomérem dé€leni 12:1. Nosnym plynem bylo uzito helium o rychlosti proudéni 1 ml/min.
Teplotni program byl nastaven na pocatku analyzy na 60 °C po dobu 3 minut, poté se teplota
zvySovala o 3 °C az na 231 °C, kde byla teplota drZzena po 10 minut. Celkova €as analyzy byl
70 minut. Ionizacni energie byla nastavena na 70 eV a data byla ziskdna v médu celkového
skenovani. Identifikace jednotlivych latek byla provedena porovnanim hmotnostnich spekter a
retencnich Cast s National Institute of Standards and Technology Library (NIST, USA) a

literaturou. Z ploch pikt lIze zjistit koncentrace jednotlivych sloucenin obsazenych v

analyzovaném vzorku.
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S5 Vysledky

5.1 Extrakce silic

Parni destilaci suseného materialu rostliny Galeopsis segetum o hmotnosti 410,94 g bylo
ziskano 80 ul zlutozelené silice, coz odpovida vytéznosti 0,0195 %. Z rostliny Glechoma
hederacea o hmotnosti 443,15g bylo vydestilovano 40 pl silice Zluté barvy, s vytéZnosti
0,009%. Ze suseného materialu rostliny Leonurus cardiaca o hmotnosti 399,9 g bylo ziskano
50 ul silice zluté barvy s vytéznosti 0,0125 %. Vytéznost esencidlnich oleji se pohybovala v
rozmezi 0,009 az 0,195 % vztazeno na suchou hmotnost rostlinného materialu. Maximalni
obsah silic byl zjistén u Galeopsis segetum (0,0195 %) a naopak nejmensi obsah silic byl
zjistén u Glechoma hederacea (0,009 %). Hmotnost suseného materialu, vydestilované

mnozstvi silice a vytéznost silic shrnuje nasledujici tabulka ¢. 3.

Tabulka €. 3: Hmotnost suseného materialu, mnozstvi vydestilované silice a vytéznost silic

Z rostlinného materialu.

Hmotnost suSeného MnoZzstvi
Vytéznost silic
materialu vydestilované silice
Galeopsis segetum 410,94 g 80 ul 0,0195 %
Glechoma hederacea 443,159 40 pl 0,009 %
Leonurus cardiaca 399,99 50ul 0,0125 %

5.2 Antimikrobialni aktivita

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla vyjadiena jako modus, pfipadné median ze 3
opakovani ve 3 nezavislych testech. Z vybranych rostlin byla nejaktivnéjsi silice Galeopsis
segetum, ktera inhibovala rast Bacillus cereus (MIC pii 2048 pg/ml). Ostatni testované silice
nedosahly MIC ani pii 1024 pg/ml (tabulka &. 4). Uinnost antibiotik (MIC) proti kmentim
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ATCC odpovidala udavanym koncentracim dle CLSI (2013). Baktericidni ucinek silice
Galeopsis segetum proti Bacillus cereus nebyl prokazan.

Tabulka €. 4: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

C.albicans  B.cereus P.aeruginosa S.aureus E. coli

Galeopsis segetum 2048 - -

Glechoma hederacea - - - - .
Leonurus cardiaca - - - - .

Antibiotikum 1 0,125 32 8 0,5

Hodnoty jsou uvedeny v pg/ml. Pokud neni vyplnéna hodnota MIC, nebyla dosaZena ani pii 1024 pg/ml.
Antibiotikum pro B. cereus, P. aeruginosa, S. aureus a E.coli byl Tetracycline, antibiotikum pro C. albicans byl
Tioconazole.

5.3 Chemické slozeni

V silici Galeopsis segetum bylo identifikovano 13 latek, coz predstavuje 74,46 % celkového
mnozstvi. Z nichz hlavni slozkou je B-karyofylénoxid (35,19 %). Dalsimi obsahovymi latkami
jsou naptiklad germacrene D (7,84 %), B-karofylén (7,32 %), a-humulen epoxid 11 (5,52 %).

Zbytek identifikovanych latek je obsazen v mnozstvi <5 %.

Dalsi analyzovanou silici byla Glechoma hederacea, u niz bylo identifikovano 9 obsahovych
latek, coz predstavuje 74,77 % celkového mnozstvi. Hlavnimi latkami jsou phytol (23,29 %),
spathulenol (17,48 %) a hexahydrofarnesyl aceton (14,79 %). Zbytek latek je obsazen

V mnozstvi < 5%.

Posledni analyzovanou silici byla Leonurus cardiaca. Identifikovano bylo 17 latek, coz
predstavuje 77,65 % celkového mnozstvi. Nejvétsi podil zastoupeni ma kyselina palmitova
(38,82 %). Dale silice obsahuje hexahydrofarnesyl aceton (11,10 %) a phytol (6,69 %).
Zbytek obsahovych latek je v mnozstvi < 5 %.

Celkovy piehled silic viz tabulka €. 5.
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Tabulka €. 5: Chemické slozeni silic

Identifikovana latka

RI

zastoupeni v %

Galeopsis  Glechoma Leonurus
segetum hederacea cardiaca
1-Octen-3-ol® 976 2,90
Limonene® 1027 0,64
Eucalyptol® 1030 4,69
Linalool® 1098 0,59
Menthol 1173 0,54 0,57
Thymol® 1292 1,80 1,32
Carvacrol 1300 0,92
a-Copaene 1376 0,65
-Bourbonene 1384 2,98
B-Caryophyllene® 1418 7,32 0,48
a-Humulene® 1453 1,69 0,71
y-Muurolene 1480 0,70
Germacrene D 1480 7,84
B-lonone 1486 2,48 0,67
5-Cadinene 1525 0,67
Spathulenol 1576 2,47 17,48 2,89
Caryophyllene oxide 1582 35,19 3,95 4,98
Humulene epoxide Il 1607 5,52 2,3 3,61
Hexahydrofarnesyl acetone 1846 3,80 14,79 11,10
Kyselina palmitova 1974 38,82
Phytol 2118 2,97 23,29 6,69
Kyselina stearova 2180 0,75
Heptacosane® 2700 3,99 2,13
Celkem 74,46 74,77 77,65

. a . . P s 1z
RI — Kovatstv retenéni index (HP — 5MS); =~ — identifikace potvrzena pomoci autentického standardu;
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6 Diskuze

Celed Lamiaceae je pro vysoky obsah silic jednou z nejvyuzivangjsich &eledi na vyrobu
esencialnich oleji. Celed je znamé svymi silnymi 1é¢ivymi vlastnostmi, nékteré rostliny jsou
vyuzivany v lidovém IéCitelstvi nebo jako kofeni (Pandey et al., 2014). Ztoho se dalo
predpokladat, ze i méné¢ znamé druhy by mohly byt silicnaté a vykazovat antimikrobiadlni
ucinky. V této studii byly zkoumany rostliny G. hederacea, G. segetum a L. cardiaca jejich
vytéznost silic se pohybovala v rozmezi 0,009 az 0,0195%, coz ve srovnani s ostatnimi
zastupci jako je Salvia officinalis L., Thymus vulgaris L. nebo Melissa officinalis L. je velice

nizka vytéznost.

V literatufe je udavano, Zze pomoci hydrodestilace nadzemnich ¢asti Leonurus cardiaca byl
ziskan nazloutly olej s vytézkem 0,2% (Morteza-Semnani et al., 2008). V této praci byla
vytéznost 0,0125 %. Jina studie naopak potvrzuje vytéznost 0,01 % L. cardiaca z nadzemnich
¢asti. Tyto odchylky mohou byt zptisobeny dobou sbéru, chemotypem, podminkami susent,
zpusobem destilace, geografickymi a klimatickymi podminkami (Morteza-Semnani et al.,
2008). Jina prace se zabyvala extrakci nadzemnich ¢&asti ptibuznych rostlin Leonurus
panzerioides a Leonurus turkestanicus. VysuSené vzdu$né casti destilovali pomoci
Clevengeru po dobu 2 hodin a vytéznost oleji dosahla hodnot 0,2 % pro L. panzerioides a
0,12 % pro L. turkestanicus (Mamadalieva et al., 2016). Z toho se da usuzovat, Ze rod

Leonurus nepatii k sili¢natym druhiim ¢eledi Lamiaceae.

Rod Leonurus se stal pfedmétem velice obsahlé studie v Iranu, kde zkoumali i obsah
esencialnich olejii 150 jedinci L. cardiaca ze Sesti piirodnich oblasti franu. Vynosy
esencialnich oleju se pohybovaly od 0,02 az po 0,053 mg / 100 g suSiny. Obsahy esencialnich
oleju tohoto druhu mohly byt ovlivnény klimatickymi nebo generickymi faktory (Soorni et

al., 2014). SloZeni esencialnich olejli v praci prezentovano neni.

Je velmi malo znamo o sloZeni esencialnich oleji tohoto druhu Leonurus. Mockute a kol.
(2006) analyzovali olej z divoké L. cardiaca rostouci v Litve a prezentovali, Ze polovina oleje
se skladala ze seskviterpent. V oleji této rostliny byl analyzovan germacren D (26,6 — 35,1

%), zatimco dal§imi hlavnimi slozkami byly B-karofylén (5,8 — 9,0 %), a a-humulen (6,4 — 9,2
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%). Hlavni slozky, jako je epicedrol (9,7%), a-humulen (9,2%), dehydro-1,8-cineol (8,9%),
germacren D (8.9%) a spathulenol byly identifikovany v oleji iranské L. cardiaca. Také se
zjistilo, Ze L. cardiaca, coz je pomérné rozsifeny plevel v Kanadé, obsahuje jako hlavni
slouCeniny B-karofylén (39,8 %), a-humulen (34,5 %), a a-pinen (5,6 %) (Morteza-Semnani
et al., 2008). Germacren D dominoval v oleji L. masrubiastrum péstovaného v experimentalni
zahradé¢ v Kanadé (Mosckute et al., 2006). Olej z L. japonicus se skladal hlavné ze
seskviterpent a diterpent s fytonem (19,02%), fytol (13,75%), B-karyofylenoxid (11,49%)
(Xiong a kol., 2013). Je pozoruhodné, Ze v nami analyzovaném vzorku byl zaznamenan
nulovy obsah germacrenu D, a naopak byl zaznamendn vysoky obsah kyseliny palmitové.
Tyto nesrovnalosti mohly vzniknout chybou pfi analyze. Z tabulky ¢. 5 lze vycist, ze ve
vzorku byl obsazen hexahydrofarnesyl aceton (11,10 %), phytol (6,69 %), B-karofylénoxid
(4,98 %), humulon (3,61 %), spathulenol (2,86 %) a dalsi.

Antibakterialni G¢inky silice Leonurus cardiaca nebyly v této praci potvrzeny. Dostupna
literatura naopak piSe o antimikrobialnich ucincich rostliny Leonurus cardiaca, kdy byl
testovan chloroformovy extrakt z listd rostliny. Tento extrakt inhiboval rtst Staphylococcus
aureus. Zatimco chloroformova frakce methanolického extraktu z nadzemnich ¢asti vykazuje
aktivitu proti multirezistentnimu kmenu Plasmodium falciparum. Za tyto 0Gc¢inky jsou
pravdépodobné zodpoveédné diterpeny labdonového typu. Zatim neexistuje dostatecné
mnozstvi informaci pro Uplné urceni uCinkd a zdGvodnéni pouZiti v lidovém IéCitelstvi

(Wojtyniak et al., 2013).

Judzentiene et al. (2015) ve své praci uvadéji vytéznost silic G. hederacea z nadzemnich ¢asti
rostlin pomoci hydrodestilace mensi nez 0,05%. Destilaci ziskali olej naZloutlé barvy
S pfijemnou a vyraznou viini po maté a pepfi. Pii extrakci silice G. hederacea byla vytéznost

0,009%.

Z chemického sloZeni esencidlniho oleje ziskaného hydrodestilaci nadzemnich ¢asti rostliny
Glechoma hederacea byly urceny jako hlavni slozky germacren D (5,5 — 15,5 %), sabinen
(6,3 — 12,3 %), 1,8-cineol (5,1 — 41,6 %), B-karyofylén spolu s jeho oxidem (7,3 — 19,3 %) a
y-elemenem (9,6 %) (Judzentiene et al., 2015). Hlavnimi slozkami vzorku Glechoma
hederacea v této praci byly phytol (23,29 %), spathulenol (17,48 %), hexahydrofarnesyl
aceton (14,79 %) a eukalyptol (4,69 %). Judzentiene et al. (2015) ve své studii poukazuji na
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ptitomnost chemického polymorfismu v populaci G. hederacea rostouci v Litvé a zaroven
prezentuji pozoruhodné rozdily ve slozeni oleje mezi kultivovanymi a ptirozené péstovanymi
rostliny ve stejné oblasti. U oleje ziskaného z volné rostoucich rostlin byly urceny jako
ptevazujici slozky germacren D (20,7 %), y-elemen (16 %), B-elemen (12,9) a -okimen (8,5
%) a navic phytol a isophytol (15,6 %), zatim co tyto slou¢eniny nebyly stanoveny v silicich
péstovanych rostlin. Chemické slozeni esencialniho oleje z péstovaného G. hederacea v Litvé
se vyrazng liSila od toho zkoumaného v Srbsku, kde hlavnimi byly palmitové slozky (13,3 %)
a kyselina linolova (9,3 %). Zatim co olej z G. hederacea péstovany v S. Americe mél

podobné slozeny jako olej z divoce rostoucich rostlin v Litve.

U silice G. hederacea nebyla zjisténa antimikrobialni aktivita. Coss et al. (2018) ve své praci
o rostlinny tinkturach uvadi, Ze tinktura z G. hederacea vykazovala nulovou nebo velmi
nizkou antimikrobialni aktivitu vuci testovanym mikroorganismim (E. coli, S. aureus a E.
hirae), nemusi to nutné¢ znamenat, Ze tato rostlina neobsahuje vyznamné mnozstvi G¢innych
latek odpovédnych za antimikrobialni aktivitu. Vyzkumné prace ostatnich ukézaly, ze vybér
rozpouStédla a extrak¢énich technik ovliviiuje vytéZnost G¢inné latky z rostliny.
Antimikrobialni aktivitu extraktd z G. hederacea také pozorovali Kumarasamy et al. (2002),
kde zaznamenali pouze inhibi¢ni ucinek proti bakterii Micrococcus luteus. Zatim neni
k dispozici dostatecné mnozstvi informaci k zdivodnéni pouziti G. hederacea v tradi¢nim

1é¢itelstvi.

Vytéznost silice G. segetum byla vtéto praci 0,0195%. Ziskany olej byl voskovité
konzistence, zluté barvy a mél slabou vini. Zatim neexistuje dostatek studii tykajici se
vytéznosti, sloZzeni a antimikrobidlni aktivity silice G. segetum. Tato studie zamysli pfispét
K rozsifeni soucasnych znalosti. Dostupné studie uvadéji vytéznost piibuzné rostliny G. bifida
0,09%. Esencialni olej vykazoval stejné vlastnosti jako v této studii. Celkem bylo zjisténo 24
sloucenin, z toho bylo identifikovano 21, coz ptedstavovalo 84,6 % (Olennikov et al., 2010).
Chemicka analyza G. segetum identifikovala 13 latek, coz ptedstavuje 74,46 % celkového
mnozstvi. Dominantni slozka u G. bifida byly seskviterpeny. Nejvétsi obsah byl nalezen u -
karofylénu (22 %), spatulenolu (12,1 %), p-karyofylenoxidu (11 %) a germacrenu D (10,6 %).
Vysledky byly podobné tém, které byly jiz ziskdny diive z esencidlnich oleji rostlin G.
pubescent a G. tetrahit. Jejichz hlavni slozku také tvofily seskviterpeny, véetné germacrenu

D, bicyclogermacrenu, B-karofylénu a B-farnesenu (Olennikov et al., 2010). Vysledky této
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prace jsou podobné tém ze studii ptibuznych rostlin. Hlavnimi slozkami G. segetum byly
zjistény B-karofylénoxid (35,19 %), germacrene D (7,84 %), B-karofylén (7,32 %) a humulen
epoxid 1l (5,52 %).

Esencialni olej z Galeopsis segetum byl jediny, u kterého byla v této studii zaznamenana
antimikrobialni aktivita. Silice o koncentraci 2048 pg/ml inhibovala rast Bacillus cereus. Je
mozné, ze antimikrobidlni aktivita silice souvisi s vy$§im obsahem [-karofylénoxidu, B-
karofylénu a oa-humulenu, coz jsou seskviterpeny obsazené ve znamych aromatickych
rostlinach jako je hiebicek, konopi, borovice, tabdk, bazalka, oregano, Salv€j, mata, zdzvor
atd. Seskviterpen B-karofylén je jeden z vSudypfitomny seskviterpenti v rostlinné ¥isi. Ma
antioxidac¢ni, antimikrobidlni a chemoochranné u¢inky. DalSim rozsifenym seskviterpenem je
a-humulen, nejznaméj$i zdroj je chmel. B-karofylénoxid vykazuje silné antifugédlni a
insekticidni aktivitu (Nguyen et al., 2017). Spole¢né B-karofylénoxid, PB-karofylén a a-
humulen vykazuji slibné biologické vlastnosti a maji uréity potencial byt pouzity v 1écbé

riznych onemocnéni v budoucnu.
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1 Zavér

V této praci byla hodnocena antimikrobidlni aktivita silic z vybranych rostlin z celedi
Lamiaceae viaci grampozitivnim bakteriim Bacillus cereus a Staphylococcus aureus,
gramnegativnim Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa a kvasince Candida albicans.

Vybrané byly rostliny Galeopsis segetum, Glechoma hederacea L. a Leonurus cardiaca L.

Ukazalo se, ze nejaktivnéjsi silici z vybranych rostlin ¢eledi Lamiaceae byla silice Galeopsis
segetum, ktera inhibovala rast Bacillus cereus. Dalsim zajimavym pifedmétem vyzkumu by
mohla byt antifugdlni aktivita nebo synergeticky ucinek silic. Rostliny celedi Lamiaceae,
vyuzivané v lidovém léCitelstvi, vykazuji antimikrobidlni aktivitu, coz potvrzuje hypotézu.
Podle dostupnych informaci byla poprvé testovana antimikrobialni aktivita a chemické
slozeni silice Galeopsis segetum. Nase vysledky ukazuji, Ze seskviterpeny B-karofylénoxid, B-

karofylén a a-humulen maji uréitou schopnost inhibovat rist B. cereus.
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9 Seznam zKkratek

DMSO
MHB
MHA
RPMI
MRSA
MIC
TTO

dimethylsulfoxid

Miiller — Hinton bujon

Miiller — Hinton agar

Roswell Park Memorial Institute medium
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
minimalni inhibi¢ni koncentrace

tea tree oil
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