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Chemické slozeni a antimikrobialni aktivita silic

z Euodia hortensis a Polyscias fruticosa

Souhrn

Euodia hortensis J.R.Forst & G.Forst. a Polyscias fruticosa (L.) Harms jsou aromatické
rostliny bézné rozSifené na ostrovech jizniho Pacifiku. Oba tyto druhy jsou vyuzivany
Vv tradicnim 1éCitelstvi k 1é¢bé zanétd, onemocnéni mocovych cest, poporodnich problémd,
bolesti hlavy a koznich afekci. Zaroven se pouzivaji i k odhanéni zlych ducht, ktefi tyto nemoci
maji zplsobit.

Cilem této prace bylo vytézit silice z lista E. hortensis a P. fruticosa, rostoucich
na ostrovech Zapadni Samoy, zjistit jejich chemické slozeni a ovéfit antimikrobidlni aktivitu.

Silice byly ziskany ze suSenych listl pomoci vodni destilace. Antimikrobidlni aktivita
byla testovana bujonovou mikrodiluéni metodou in vitro proti grampozitivnim bakteriim
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, gramnegativnim bakteriim Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa a kvasince Candida albicans. Pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii bylo zanalyzovano jejich chemické slozeni.

Antimikrobidlni aktivitu se vrozsahu testovanych koncentraci (2-1024 pl/ml)
nepodatilo prokazat ani u jedné z testovanych silic. Hlavnimi slozkami silice E. hortensis byly
a-curcumene (40,52 %), a-copaene (18,50 %) a Caryophylene oxid (11,70 %). U P. fruticosa
byly hlavnimi slozkami silice B-farnesene (11,73 %), Ethanone, 1-(4-cyclohexylphenyl) (5,88
%), B-chamigrene (4,30 %) a Cadalene (4,29 %).

Poprvé byla provedena analyza chemického slozeni silic E. hortensis a P. fruticosa

ze Samoy. Podle dostupnych informaci byla poprvé otestovana jejich antimikrobialni aktivita.

Klic¢ova slova: Euodia hortensis, Polyscias fruticosa, silice, antimikrobialni, Samoa



Composition and antimicrobial activity of essential

oils derived from Euodia hortensis and Polyscias fruticosa

Summary

Euodia hortensis J.R.Forst & G.Forst. a Polyscias fruticosa (L.) Harms are aromatic
plants commonly found in the South Pacific Isles. Both of these species are used in the
traditional herbal medicine as treatment for inflammation, urinary tract diseases, postpartum
complications, headaches and skin lesions. They are also used to banish evil spirits, which are
thought to be the cause of these illnesses.

The aim of this thesis was to extract essential oils from the leaves of E. hortensis and P.
fruticosa, growing in the Isles of West Samoa, detect their chemical composition and confirm
antimicrobial activity.

The oils were obtained by water-distilling dried leaves. Antimicrobial activity was
tested using broth micro dilution in vitro method against gram-positive bacteria Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, gram-negative bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
yeast Candida albicans. The oils were analyzed using gas chromatography with mass
spectrometry.

We were unable to prove antimicrobial activity in the range of concentrations (2—1024
ul/ml) of either oil tested. Main compounds of the E. hortensis essential oil were a-curcumene
(40,52 %), a-copaene (18,50 %) and Caryophylene oxide (11,70 %). P. fruticosa essential oils
were made up of B-farnesene (11,73 %), Ethanone, 1-(4-cyclohexylphenyl) (5,88 %), B-
chamigrene (4,30 %) and Cadalene (4,29 %).

This was the first time any of the Samoan specimens of E. hortensis a P. fruticosa were
analyzed. According to data available, this was the first time their antimicrobial properties were
tested.

Keywords: Euodia hortensis, Polyscias fruticosa, essential oil, antimicrobal, Samoa
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1 Uvod

Pro své 1é¢ivé ucinky bylo a stale je pouzivano mnoho druhti rostlin po celém svéte,
zejména ve venkovskych komunitach rozvojovych zemi. Znalosti o 1éCivych vlastnostech
rostlin se dédily z generace na generaci. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) uznava roli
tradiéni mediciny, vcetné pouziti 1é¢ivych bylin, pfi udrzovani vetejného zdravi, prevenci
a 1écbe nemoci, zejména u degenerativnich chronickych chorob a rakoviny. Ochrana a udrzeni
znalosti tradi¢niho 1éCitelstvi patii mezi jeji cile (Malini et al. 2017). Znalosti tradi¢niho
1é¢itelstvi jsou vSak dokumentovany pouze v omezené mife a hrozi nebezpeci jejich ztraty, to je
do zna¢né miry zpuisobeno socialnimi zménami spole¢nosti (Giday et al. 2009).

Esencialni oleje jsou jednou z nejstarSich ¢lovéku znamych forem medikamentt, byly
uzivany jiz ve starovékych civilizacich, napt. Recko, Cina, Indie a Egypt. Jejich uziti k 16bé
nemocnych je zaznamenano ve staroegyptskych hieroglyfech. Esencialni olej je definovén jako
produkt ziskany hydrodestilaci, destilaci parou, suchou destilaci nebo vhodnym mechanickym
procesem bez zahiivani (pro citrusové plody) rostliny nebo jejich ¢asti (Bakkali et al. 2008).

Euodia hortensis a Polyscias fruticosa jsou rostliny rozsifené na ostrovech jizniho
Pacifiku a maji dlouholeté 1é¢ebné vyuziti v tradiéni medicin€, ktera je v tak odlehlych
oblastech v prvni linii péfe o nemocné. Vyuzivaji se rizné Casti téchto rotlin (listy, kvéty,
plody, ktira, koteny) k 1é¢bé zanéti, viedu, kiize, onemocnéni mocovych cest, proti bolesti atd.

(WHO 1998).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo z vybranych druhti samojskych rostlin ziskat pomoci destilace silice

a otestovat jejich antimikrobidlni aktivitu a chemické sloZeni.

Hypotéza: Silice ¢asto pusobi antimikrobidlné. Lze tedy ptedpokladat, ze silice vybranych

rostlin budou vykazovat antimikrobialni aktivitu.



3 Literarni reSerse

3.1 Silice

Silice, také znamé jako esencidlni oleje nebo éterické oleje, jsou vétSinou tekuté pri
pokojové teploté a jejich barva je od svétle zluté po smaragdové zelenou a od modré po tmave
hnédou ¢ervenou (Bassolé & Juliani 2012; Dorman & Deans 2000). Maji olejovitou konzistenci
a mohou je tvofit rizné tkan¢ jedné rostliny, jako jsou stonky, listy, kvéty, pupeny, semena,
plody a kofeny (Bakkali et al. 2008). M¢ly by se uchovavat v tmavych a vzduchotésnych
nadobach, aby se zabranilo zménam slozek esencialnich oleju a odpafovani (Burt 2004).

Vzhledem K jejich slozeni a koncentraci kazdé jejich slozky jsou vlastnosti a ¢innosti
silic odlisné. Maji antibakteridlni vlastnosti, jako jsou antimikrobialni, antimykotické
a insekticidni (Bassolé & Juliani 2012). Tyto vlastnosti jsou pro silice nezbytné, nebot’ jsou
pfipraveny branit se predatorim a bylozravcim.

Je znamo ptes 3000 esencidlnich olejii a 300 z nich se komeréné pouziva v parfumeérii,
I¢karstvi, zemédélstvi a potravinafskych vyrobcich. Maji silné aroma a pouZivaji se

I v kosmetickém pramyslu (Bakkali et al. 2008).

3.2 Historicky pohled

Silice jsou aromatické a tékavé kapaliny ziskané z rostlinného materialu, véetné kvéta,
kofend, kiry, lista, semen, slupek, plodt, dieva a celych rostlin (Hyldgaard et al. 2012). Po
celou historii byly tyto oleje povazovany za velmi zajimavé, ackoli mnoho jejich pouziti bylo
ztraceno s ¢asem, vSeobecné se uznava, ze je lidé od tsvitu lidstva tézi z aromatickych rostlin.
Aplikace esencidlnich olejil pro riizné ucely jsou pestré a zahrnuji nejen jejich pouZiti pii vareni
pro zvyseni chutovych a zdravotnich vyhod potravin, pfi vyrobé parfémi a kosmetiky.

Stati Egyptané pouzivali esencialni oleje v medicing, parfumérii a v uméni
balzamovani a pfipravy tél na pohieb prostfednictvim mumifikace. Ve starovéké Asii
kodifikoval Vedas pouZiti parfémii a aromatickych latek pro liturgické i 1é¢ebné ucely. Cetné
civilizace totiZ v pribéhu déjin pouZzivaly pro rizné ucely zékladni oleje a ving, a to i pro
nabozenské obtady, pfi vyrobé parfémt nebo jako lécebné prosttedky proti infekénim
onemocnénim. Féni¢ané, Zidé, Rekové, Rimané a dalsi kultury lezici v okoli Stiedozemniho
mote, stejn¢ jako Mayové a Aztékové v Americe, dosahli v kultutfe viiné velkého zdokonaleni

(Sonwa 2000).
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Po padu fimské fise a s pfichodem kiestanské a muslimské civilizace se uméni a véda
vin¢ dostaly do arabského svéta, kde dosahly vysoké urovné sofistikovanosti. Ve stfedoveku
tyto znalosti prinesli zpét do Evropy kiizaci vracejici se ze Svaté zemé a dale ji rozvijeli
alchymisté 1 v klaSterech. Alchymisté se snazili vytvofit ,.elixir Zivota®, aby mohli zit
neomezené dlouho, zatimco klaStery pouzivaly esencialni oleje pro ziskani riznych 1éCivych
ptipravkl k IéCeni rliznych nemoci nebo pro vyrobu aromatickych derivati, jako je mydlo
a parfémy. B&hem renesance se rozsifilo pouzivani esencialnich oleji v parfumérii a kosmetice

po celém svéte (Sonwa 2000).

3.3 Euodia hortensis J.R.Forst & G.Forst.

Taxonomické klasifikace:

Rise: Rostliny (Plantae)

Kmen: Cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Ttida: Niz8i dvoud€lozné (Magnoliopsida)
Rad: Mydelnikotvaré (Sapindales)

Celed’: Routovité (Rutaceae)

Rod: Euodia Forst. (GBIF 2019)

Lidové pojmenovani:

e mata ni raqiqi, uci ni veikau, uci, rauvula (Fidzi);

uhi (Niue a Tonga);

usi (Samoa a Futuna);

fo'oka, aba'i ri'i (Salamounovy ostrovy).

Popis: Kef nebo maly strom dorustajici do vySky 6 metra. Listy protilehlé, aromatické,
trojcetné (slozené) nebo jednoduché. Jsou-li slozené, kazdy list je vejcity, 810 mm x 15-30
mm velky, a pokud se jedna o listy jednoduché, Cepel je kopinata a az 30 cm dlouha.

Kvéty malé, bilé, vonavé, ctyicetné, tvorici latu vyristajici z uzlabi listd. Plodem je souplodi
4 pukavych méchyikl s jednim semenem v kazdém segmentu. Kvétenstvi a plody se vytvareji

po cely rok (WHO 1998).
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Obr. 1: Euodia hortensis J.R.Foré & G.Forst.
(Zdroj: www. https://toptropicals.com/catalog/uid/Euodia hortensis)

Misto vyskytu: Péstované a zdomécnélé v sekundarnim lese, lesni okraje a houStiny od hladiny

moie do 500 m. n. m. (WHO 1998).

Rozsifeni: Pravdépodobné doméaci v Nové Guineji a nyni Siroce rozsifeny v jizni ¢asti Pacifiku
(WHO 1998).

Obsahové latky: Silice (karyofylen, a-copaen, arcucumen), menthofuran, evodon, hortensol,
berberin, furochinolin a akridonové alkaloidy (WHO 1998).

Tradiéni pouziti: Na Fidzi se tekutina z kiiry pouziva k 1é¢bé nemoci, jejichz ptiznaky jsou zluté
bélmo u o¢i a nepiirozené zlutd mo¢. Tekutina ze stonku se vyuziva k 1écbé kieéi u déti.
Tekutina z listt se vyuziva pii 1é¢bé oteklych varlat. Na Fidzi se pouziva k podpoie krevniho
ob&hu a proudéni krve zejména v oblasti podbftisku a d€lohy, pouziva se k vyvolani menstruace,
ktera se nedostavi z hormonalnich divodt. Na Niue, se listy pouzivaji k 1é¢bé bolesti zubl
a zaludku. Na Tonze pouzivaji vyluh z listt jako projimadlo, k sniZzeni horecky, pro 1é¢bu otoka
a jako 1é¢bu na bolesti hlavy. Listy jsou rozdrceny, smichany s olejem a naneseny na bolavé
dasné. Listy se také pouzivaji k 1€cbé bolesti hlavy a pti bolestech usi. V¢éfi se, ze viing z lista
odezene zI¢ duchy, a proto se rostlina vyuziva k 1€¢bé nemoct, kterou méli zli duchové zplsobit,
a to na Tonze, Samoi, Niue. Na Salamounovych ostrovech jsou listy zahiivany a pokladaji se

na modrfiny. Kira se Zvyka s betelovymi ofechy a natira se na bolavé ¢asti téla (WHO 1998).

12



3.4 Polyscias fruticosa (L.) Harms

Taxonomické klasifikace:

Rige: Rostliny (Plantac)

Kmen: Cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Ttida: Niz8i dvoud€lozné (Magnoliopsida)
Rad: Mitikotvaré (Apiales)

Celed’: Aralkovité (Araliaceae)

Rod: Poliscias (Stinovka) (GBIF 2019)

Lidové pojmenovani: danidani (Fidzi a Samoa).

Popis: Kef nebo maly strom dortstajici do vysky 4 metru. Listy stiidavé, fapikaté,
nepravidelné sloZené, listy s napadnym ozubenim okraje, ¢epel Casto nazloutlé barvy a pfi
drceni vonava. Kvéty relativné malé, nazloutlé zelené, tvoii okolik. Plodem je mala peckovice

s jednim semenem. Kofeny voni a chutnaji jako petrzel (WHO 1998).

R Dt LA
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Obr. 2: Polysias fruticosa (.) Harms (Koffuor et al. 2014).

Misto vyskytu: Bézné€ se péstuje v zahradach a ptipadné zdomaciuje v nékterych oblastech do
500 m nadmotské vysky (WHO 1998).
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Rozsifeni: Pravdépodobné domaci v Malajsii, ale nyni Siroce kultivovand v tropické oblasti

a péstovana ve sklenicich (Malini et al. 2017).

Obsahové latky: a-bergamoten, vy-trans-bisabolen, betaelemen, falcarinol, germakren D,

polyacetyleny a kyselina oleanolova (WHO 1998).

Tradiéni pouziti: Na Fidzi se kofen pouziva jako diuretikum. St'ava z kiiry se pouziva na

kvasinkovou infekci a viedy na jazyku nebo v krku. Obklad vyrobeny z kiiry se pouziva na
syfilitické viedy. Stava z kmenové kiry je podévéana pro lepsi vyloudeni (vy&isténi) po porodu.
Odvar listi se pouziva k 1é¢bé zanétu vedlejSich dutin nosnich, bolesti hlavy a hemoroidd.
Odvar z lista P. fruticosa, spolu s odvarem listi n€kterych jinych druht, se pouziva pii 1é¢bé
anginy a migrény. Tato rostlina také pomaha upravit vysoky krevni tlak (WHO 1998; Malini et
al. 2017).

Biologicka aktivita: Mnoho 1é¢ivych rostlin vykézalo zajimavé vysledky v riznych cilovych

specifickych biologickych aktivitaich a jako takové byly navrzeny jako potencidl pii 1écbé
astmatu. Jednou takovou rostlinou je P. fruticosa. Ackoli v posledni dob¢é doslo ke zvySeni
povédomi a zajmu o 1éCivé rostliny, predpoklada se, ze fada bylin by mohla mit nepfiznivé
ucinky. Aby se zabranilo nebezpe¢nym situacim, musi byt ac¢innost a bezpecnost téchto rostlin
zjiStovana pied jejich doporufenim pro lékatské pouziti. Studie prokéazaly, ze ethanolovy
extrakt z listt P. fruticosa snizuje pocet bilych krvinek a jeji diferencialy v krvi, a tedy jeji
protizanétlivy Gc¢inek; uzite¢na vlastnost pii 1é¢bé astmatu (Koffuor et al. 2014; Koffuor et al.
2016).
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Tabulka 1: Souhrnna tabulka - vyuziti rostlin E. hortensis a P. fruticosa

Rostlinny druh Lokalita Lokalni nazev Pouzita ¢ast vyuZziti aplikace Citace
Batan Island, aouida list Bolest hlav Nanesenim oleje Abe & Ohtani
Filipiny pap y na hlavu 2013
Karangwangi
Villargers, gordah list Mocové problémy Odvar Malini et al. 2017
Filipiny
_ _ Aplikace do stavy
Polyscias fruticosa kofen Bolest v krku z Cocos nucifera a
Carica papaya
— . Walker 2017
Fidzi danidani . Péce o kizi/ — qpyady 7 vody a
list osetfeni svédivé a . oo
. suSenych listu
suché kuze
List, kdra Osetieni viedu odvar Malini et al. 2017
oy . . . y Miseni s listy Croft & Tu'ipulotu
Fidzi uci listy Lécba horecky Phaleria disperma 1980
. . . o . Naneseni na Croft & Tu'ipulotu
Tonga uhi listy Kozni naplasti pokozku 1980
Euodia hortensis Niue uhi listy Bolavé dasné, Drcené a smichané WHO 1993
zuby s olejem
Samoa usi stonek Kiece u déti Odvar Croft & Tu'ipulotu
1980
Fidzi uci kiira Menstruacea g st 1éciva WHO 1998
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3.5 Chemické slozZeni silic

Silice obsahujici mezi 20-60 slozkami v riznych koncentracich se povazuji za velmi
komplexni pfirodni smési (Pandey et al. 2014). Silice jsou charakterizovany dvéma nebo vice
hlavnimi slou¢eninami s n¢kolika dal$imi stopovymi slou¢eninami. Procentualni slozeni silic
se muze lisit v zavislosti na rostlinach, podminkach prostiedi, typech piidy a zivinach.
Esencialni slozky silic sestavaji hlavné z terpent a jejich derivati (Hrckova & Velebny 2012;
Tongnuanchan & Benjakul 2014).

3.5.1 Terpeny

Terpeny jsou nejobvyklejSimi slozkami esencidlnich olejt, které jsou produkovany
Sirokou fadou rostlin, a sestavaji z kombinace isoprenovych jednotek (jednotky s péti atomy
uhliku). Dva hlavni typy terpenti ptevladajici v esencialnich olejich jsou monoterpeny

a seskviterpeny, které spojuji dvé a tii isoprenové jednotky (Bakkali et al. 2008).

3.5.1.1 Monoterpeny (CioH1s)

Monoterpeny pfispivaji k asi 90 % esencialnich oleji (Bakkali et al. 2008).
Monoterpeny jsou povaZovany za sekundarni metabolity se dvéma isoprenovymi jednotkami
(Holopainen 2004). Tyto molekuly maji niZsi teploty varu a jsou nerozpustné ve vod¢, zatimco
nékteré monoterpeny, jako je thymol a terpinen-4-ol, jsou také toxické pro hmyz (Choi et al.
2006). Udava se, Ze tyto piirodni produkty hraji roli v chemické ekologii tim, ze vytvaieji
obranu proti patogeniim, pomahaji pfi opylovani, rozptylu semen a alelochemickych funkci
mezi rostlinami a bylozravci (Ibanez et al. 2012). BéZznymi piiklady monoterpenti jsou myrcen,
a-pinen a D-limonen (viz Obrazek 3), které maji insekticidni vlastnosti. Literatura ukazala,
ze myrcen (5,9 %) a a-pinen (27,4 %) byly hlavnimi slozkami identifikovanymi v silicich
Eleoselinum asclepium, které mély rozsahlé insekticidni vlastnosti proti zapadonilské horecce
(Evergetis et al., 2009).
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CHg
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HsC = 2 HC H,C CH,
Myrcen o-pinen D-limonen

Obr. 3: Vybrané struktury monoterpent

3.5.1.2 Seskviterpeny (CisH24)

Seskviterpeny se skladaji ze tfi isoprenovych jednotek, tedy maji patnact atomi uhliku
(Ghantous et al. 2010). Mezi bézné ptiklady patii: karyofylen, B-selinen a germakren (viz.
Obrazek 4). Slou€eniny seskviterpentt maji na hmyz drazdivé Gc¢inky. Naptiklad mnoho druht
eledi Celastraceae, jako jsou &inské hoiké listy (Celastrus angulatus), se v Ciné tradi¢ng
pouzivaji jako insekticidy (Gonzalez-Coloma et al. 2013). Seskviterpenové slouceniny se také
Ptiklady rostlin, které tyto slouceniny obsahuji, jsou citronova trava, borovice, mata peprna,

mandarinka, $alvéj a tymian (Bakkali et al. 2008).

H,C  h CH, HaC
y CHs CH;
CH,
H"
1 CHy CH, CHz
O CHs
Karyofylen B-selinen Germakren

Obr. 4: Vybrané struktury seskviterpenti
3.5.1.3 Diterpeny (CzoH32)

Jedn4 se o organické slouceniny, které se vétSinou skladaji ze CEtyf isoprenovych

N A4
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v éterickych olejich (Stewart 2013). Piikladem je bézna kyselina pimarova (viz Obrazek 5).
Diterpeny vykazuji také insekticidni aktivitu (de Oliveira et al. 2008).

Kyselina pimarova

Obr. 5: Vybrana struktura diterpent

3.5.1.4 Triterpeny (CaoHas)

v

Triterpeny jsou nejrozmanitéj§i skupinou rostlinnych ptirodnich produktd. Tyto
slou¢eniny nejsou povazovany za dileZzitou slozku v rostlinach pro rist a vyvoj (Kemen et al.
2014). Existuji v rostlinach v nemodifikované formé, castéji jako konjugat s jinymi
makromolekulami (Thimmappa et al. 2014). Obvykly ptiklad této slouceniny je skvalen (viz
Obrazek 6). Skvalenové slouceniny byly také identifikovany jako hlavni slozka lidského mazu
(vylucuji mastnou latku na kiizi), ktera se spolupodili pfi podpoie oxidacniho poskozeni klize
(Mudiyanselage et al. 2003).

Triterpeny jsou také komponenty povrchovych voskd, které se hromadi ve vrstvach
stonki a povrchu listi uvnitt kutikuly pro ochranu pied dehydrataci a bylozravci. Siroka $kala
pouziti téchto slouCenin je v potravindiském, zdravotnickém a primyslovém

biotechnologickém sektoru (Thimmappa et al. 2014).

CH, CHj, CHj

CH,4
CH, CH,4 CHy

Skvalen

Obr. 6: Struktura triterpent
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3.5.2 Kyslikaté slouceniny

Jedna se o slouceniny, které se vyskytuji méné ¢asto nez terpeny. Hlavni zdroje téchto
sloucenin jsou z rodin: Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae a Rutaceae (Janardhanan & Thoppil
2004).

3.5.2.1 Alkoholy

Alkoholové slou¢eniny maji na uhliku vazanou hydroxylovou skupinu (-OH). Mezi
bézné piiklady téchto sloucenin patii: linalool, a-terpineol a geraniol (viz Obrazek 7). Alkoholy
jsou pritomny bud’ jako volna slou¢enina nebo v kombinaci s terpenem nebo esterem. Jsou
velmi uzitecné diky svym antivirovym, antibakteridlnim a antiseptickym vlastnostem.
Napiiklad linalool vykazuje dobrou repelentni aktivitu proti Tribolium castaneum (Ukeh &
Umoetok 2011).

CH;, CH,
N"oH
CH;, CH;
HiC” N 2 HaC” | “CH |
OH 3C” {,CHs HsC~ “CHs
Linalool d-terpineol Geraniol

Obr. 7: Vybrané skupiny alkohold

3.5.2.2 Fenoly

Fenolové slouc¢eniny maji skupinu -OH pfipojenou k aromatickému kruhu. Jedna se
0 alkoholy, které maji silné toxické ucinky, napiiklad thymol, karvakrol a chavikol (viz
Obrazek 8). Slouceniny maji antiseptické, baktericidni a insekticidni vlastnosti. Naptiklad bylo
zjisténo, ze slouceniny thymolu a karvakrolu inhibuji rist mycelia a kliceni konidia

u Corynespora cassiicola (Romero et al. 2013).
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CH4 HO
CHs
OH
OH
\
HsC” CHs HaC” “CHy il
Thymol Karvakrol Chavikol

Obr. 8: Vybrané skupiny fenolt

3.5.3 Ethery

Slou¢eniny, jeZ maji atom kysliku mezi dvéma uhlikovymi fetézci. Casto je jeden
fetézec aromaticky a druhy ne. Mezi bézné piiklady patii: safrol a methyl eugenol (viz Obrazek
9). Podle He et al. (2009), cineol a citronellol (cyklické a acyklické ethery) vyznamné ovlivnily
rychlost kli¢eni, rist sazenic, obsah chlorofylu a respira¢ni aktivity pleveli Ageratum

conyzoides. Je také znamo, Ze tyto slouceniny maji antifungalni vlastnosti.

5 _CH, HsCO >
<o H3CO
Safrol Methyleugenol

Obr. 9: Vybrané skupiny ethert

3.5.4 Aldehydy

Aldehydové slouceniny maji silné aroma, vétSinou se pouzivaji pii vyrobé parfémd.

Mezi bézné ptiklady patii: citral, citronellal (viz Obrazek 10). Tyto slouceniny se také pouZzivaji

rrrrr

v

Dicko 2012). Napiiklad citral spolu s linaloolem mél nejsilngj$i inhibi¢ni aktivitu proti

houbovym druhi Candida albicans (Zore et al. 2011).
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CH, CH,
HaC
0
H.C CH
o= CH, ? ’
Citral Citronellal

Obr. 10: Vybrané skupiny aldehyda

355 Ketony

Aromatické ketony se zfidka vyskytuji v silicich. Nekteré ketony se deli na
monoterpenové ketony (jako je karvon (viz Obrazek 11), pulegone, isopulegone, menthon)
a seskviterpen keton (jako je germakren). Tyto slouc¢eniny vykazovaly toxické ucinky na fadu
skudci. Naptiklad fenchon (viz Obrazek 11) mél nejsilngjsi toxicky ucinek na larvy mandelinky
bramborové (Leptinotarsa decemlineata) (Kordali et al. 2007). Podobn¢ slou¢eniny karvonu
vykazovaly silné toxické U¢inky proti obéma druhiim Skudcim obilnin: Sitophilus zeamais
a Trobolium castaneum. Chemotyp karvonu ma potencial ve vyvoji pfirodnich insekticidua,

protoze byl toxictési nez citral. Nektera dalsi pouziti téchto slou€enin zahrnuji antikoagulacni,

protizanétlivé a travici ¢inidlo (Peixoto et al. 2015).
H,C

. CHy

o

O
HyC
—CH,
H,C HyC

Karvon Fenchon

Obr. 11: Vybrané skupiny ketonit
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3.5.6 Organické kyseliny a estery

Organické kyseliny maji charakteristickou skupinu —COOH. Velmi dobrym ptikladem
esteru je benzylacetat (viz Obrazek 12), ktery je diilezitou slozkou jasminovych a gardéniovych
oleju.

Tyto slouceniny maji také potencialni antimikrobiélni vlastnosti, pokud se pouzivaji v kyselych
potravinach pro prevenci rustu kvasinek, plisni a bakterii v potravinach (Stratford & Eklund
2003).

O

M

O CHs

Benzylacetat

Obr. 12: Vybrana skupina estert

3.5.7 Cyklické ethery

Tyto slouceniny se nejCastéji pouzivaji pro aromaterapii, lé€civa a zeméd¢lstvi. Jednim
z uzitenych cyklickych ethert vyskytujicich se v silicich je 1,8—cineol (viz Obrazek 13)
(eukalyptol). 1,8—cineol vyrazné¢ ovlivnil rast kofenti a vyhonkd dvou druhd plevelt
(Echinochloa crus-galli a Cerberiopsis obtusifolia), coz pozdé&ji vedlo k morfologickému
zkresleni ve tvaru vyvrtky (Romagni et al. 2000).
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HyC CH,
1.8-cineol

Obr. 13: Vybrana skupina cyklickych ethert

3.6 Ziskavani silic

Metodami pouzivanymi pro extrakci Silic jsou destilace parou, hydrodestilace,

hydrodifuze, extrakce rozpoustédly a enfleurage (Janardhanan & Thoppil, 2004).
3.6.1 Destilace

Destilace je metoda vyuzivana k ziskavéani silic. Tii bézné formy destilace jsou:
destilace parou, vodni destilace a hydrodifuze.

Nejcasteji pouzivanou metodou je metoda vodni destilace. Tento extrakéni proces miize
trvat od 1 do 10 hodin. Mnozstvi vyprodukované silice zavisi na délce doby destilace, teploté,
tlaku a druhu rostlinného materialu. B€éhem destilace se rostlinné materidly vystavuji vrouci
vodé nebo pare, aby se v nich odpafovanim uvolioval esencidlni olej (Boutekedjiret et al.

2003).

3.6.1.1 Destilace parou

Parni destilace je béZna metoda. Tato metoda vSak vyzaduje vysokou teplotu, ktera
muze vést k rozkladu a nizkému vytézku silic. Béhem procesu destilace pary je Cerstvy nebo
suSeny botanicky material vlozen do komory destilacniho zafizeni a para umoznuje priicchod
materidlem pod tlakem, ktery zmékcuje buiiky a umoziuje esencidlnim olejiim uniknout ve
form¢ pary. Teplota pary musi byt dostatecné vysoka, aby odpaftila ptitomny olej, ale ne tak
vysokd, aby zni€ila rostlinny materidl nebo esencialni olej. Para poté prochéazi chladicim

systémem, kde kondenzuje. Silice tvofi film na povrchu vody (Boutekedjiret et al. 2003).
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3.6.1.2 Vodni destilace / Hydrodestilace

Vodni destilace je vyuzivana jako standardni destilaéni metoda pro extrakci silic,
vétSinou pomoci zatizeni typu Clevenger (viz Obrazek 14). Destila¢ni aparatura se sklada ze
spodni banky, kde je umisténa smés rostlinného materidlu a vody. Kondenzatoru, kde je silice
zachytavéana. Soucasti aparatury je 1 tfismérny ventil, ktery umoznuje vodé¢ kolovat, nebo
odd¢leni silice od vodni faze (Baser & Buchbauer 2010). Rostlinny material je pii destilaci
ponofen piimo ve vod€ uvnitf banky a cely obsah je pfiveden k varu. Pomoci zahtivani,
zvyseného tlaku, dochazi k poruSeni bunéénych stén a uvoliiovani esencidlnich oleju, které se
odpatuji a proudi smérem ke kondenzatoru (Baser & Buchbauer 2010). V kondenzatoru se para

ochlazuje, a to vede ke vzniku destilatu ve sbérné trubici (Boutekedjiret et al. 2003).

Obr. 14.: Clevengerova aparatura (Simandl 2020)

3.6.1.3 Hydrodifuze

Hydrodifuze je metoda ziskavani silic, pfi niZ para pfi atmosférickém tlaku prochézi
rostlinnymi materidly z horni ¢asti extrakéni komory. Tento proces je upfednostinovan pred
destilaci parou, protoze vyzaduje méné ¢asu na destilaci, nizkou spotiebu pary a absenci vysoké

teploty. Spole¢nd extrakce dalSich neté¢kavych a polarnich slozek v§ak komplikuje cely proces
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hydrodifuze. Nemusi tedy byt dobrou technikou, jak ziskat vysoky vynos slou¢eniny (Lucchesi
et al. 2007).

3.6.2 Extrakce rozpoustédlem

Jednd se o extrakéni metodu, kterd se nejCastéji pouziva v primyslovém procesu
k ziskani velmi ¢istych silic. Tato technika pouziva organicka nepolarni rozpoustédla (napf.
petrolether) za ucelem oddéleni tékavych sloucenin od rostlinnych materialti. Organické
slouceniny se rozpousteji pii pruniku do rostlinnych materiali. Shroméazdéné organickeé
rozpoustédlo se poté pievede do odparovace, kde se rozpoustédlo pii nizké teploté odstrani.
Vytézkem (vynosem) je pevna substance (zbytek po odstranéni rozpustédla), ktera je pak velmi
rychle promyta alkoholem, aby se odstranil vosk, a nakonec se ziska ¢ista latka (koncentrovana
forma viing). Nicméné, toto metoda neni moc preferovana, protoze je velmi nakladnd, vysoce

hotlava a ma skodlivy vliv na zZivotni prosttedi (Hashemi et al. 2018).

3.6.3 Enfleuraz

Enfleuraz (z francouzského slova ,,enfleurage®) je extrakéni metoda, ktera se datuje az
do antiky. Behem této metody se na rostlinny materiél (napf. kvétiny) nanési vycistény studeny
tuk bez zdpachu. Latky uvolnéné kvétinami se nasledné rozpustéji v tuku. Nové kvéty nahrazuji
ty star¢ a proces se opakuje tak dlouho, dokud neni dosazeno nasyceni tuku. Poté se tuk sbird
a extrahuje alkoholem. Podle dne$nich standardd je to ¢asov€ ndro¢nd, pracna a nakladna

metoda (Eltz et al. 2007).

3.6.4 Lisovani za studena

Exprese nebo lisovani za studena je nejstarSi metodou extrakce a pouZziva se témeét
vyhradné pro vyrobu citrusovych éterickych olejii. Tato metoda se vztahuje na jakykoli fyzicky
proces, béhem kterého jsou esencialni oleje ve slupce a kutikule poruseny, aby se olej uvolnil.
Vysledkem tohoto procesu je tvorba vodné emulze, ktera je nasledné odstfedéna k oddéleni

éterického oleje (Bousbia et al. 2009).
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3.6.5 Plynova chromatografie

Zakladem plynové chromatografické separace je rozdéleni analytu mezi dv¢ faze. Jedna
z téchto fazi je stacionarni faze a druhd je mobilni plynna faze, ktera je v podstaté inertni,
pohybuje se pies kolonu GC a prochazi stacionarni fazi. Pokud je stacionarni faze pevna latka,
nazyva se plynova chromatografie (GSC); jestlize stacionarni faze je kapalina (obecn¢ netékava
kapalina nesend na inertni pevné latce), mluvime o plynové kapalinové chromatografii (GLC).
K dispozici je Siroka skala kapalnych fazi s pouzitelnou teplotou az 400 °C, coz ¢ini GLC
nejvSestrannéjsi a nejefektivnéjsi formou plynové chromatografie (Paré & Bélanger 1997).

V GC je vzorek (obvykle smés analytll) zaveden do mobilni faze injekénim systémem.
Protoze analyty musi byt zavadény do plynné faze, mize byt teplota vstupniho systému GC
fizena od niz8i nez 0 °C, aby se zabranilo ztrat¢ velmi t€kavych slozek vzorkl na vice nez
300 °C, aby vyt&kaly slozky, které maji velmi nizkou volatilitu. Jakmile vzorek vstoupi do
kontaktu s mobilni fazi ve sloupci, slozky vzorku interaguji v rizné mife se staciondrni fazi
a rozdélenim mezi stacionarni a mobilni fazi, coz ma za nasledek rozdilné miry migrace ve
sloupci. V kteroukoli danou dobu konkrétni analyt je bud’ v mobilni fazi, pohybujici se spolu
S pohybujicim se plynem, nebo ve stacionarni fazi a rozptylujici se v ném. Takovy proces
sorpce-desorpce probihd opakované, dokud kazdy analyt nevytvoii samostatny pas a neopusti
kolonu. Jak analyt vychazi z konce kolony GC, vstupuje do detektoru a produkuje urcitou formu
signalu, jehoZ sila a trvani jsou v nejlepSim piipad€ spojeny s mnozstvim nebo povahou analytu.
Obecn¢ je signal zesilen a predavan elektronickému integratoru, pocitaci, zdznamniku
pasového grafu nebo jinym zplisobem, pomoci kterych je ziskan chromatogram a poté je
provedena kvantifikace analytu (Paré & Bélanger 1997). Schéma plynového chromatografu je

znazornéno na Obrazku 15.
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Obr. 15: Schéma plynového chromnatografu (Opletal 1994)

3.7 Vyuziti silic

Pouziti silic je riznorodé v zavislosti na zdroji, kvalité, extrakénim postupu apod. Silice
maji osvédcené primyslové vyuziti pii vyrobé parfému, kosmetiky, mydla, Samponi ¢i
Cisticich prostfedkd. Dal§im zajimavym aspektem téchto oleju je jejich potencial jako
terapeutickych prosttedkil pii aromaterapii nebo jako aktivnich ¢i pomocnych latek 1€ki. Dalsi
vyznamné uplatnéni silic je v zemédé€lsko-potravinaiském primyslu, a to jak pro vyrobu

napoji, tak pro dochucovaci potraviny (Rios 2016).

3.7.1 Kosmetika

Vyuziti silic v kosmetice, parfumérii, pii vyrobé Cisticich prostredk je z ekonomického
hlediska velmi zajimavé. Svétova produkce silic pro pfipravu parfémi se jednoznacné zvysila,
na trhu se velmi hledaji specifické skupiny aromatickych rostlin. Konkrétni chemotypy Salvéje,
levandule a tymianu jsou cenény zejména pro ziskani jemnych a novych parfémi. Za timto
ucelem jsou technologie vyroby a dostatecny vybér surovin zakladnimi prvky pro zlepSeni

jakosti kone¢ného vyrobku (Baser & Buchbauer 2010).
3.7.2 Potravinarstvi

Silice se pouzivaji v Siroké Skale spotfebniho zbozi, jako jsou cukrovinky,

nealkoholické ndpoje a destilované alkoholické néapoje. Kromé rozsahlého pouziti jako
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aromaticky materidl se pouzivaji ve vyzivovych a zemédélskych oblastech pro své hlaSené
antimikrobialni, antimykotické, antivirové, insekticidni a antioxidacni vlastnosti (Turek &
Stinzing 2013). Proto bylo navrzeno jejich pouziti jako antioxidantd a konzervanti
V potravinach, bud’ zaclenénych do obalového materidlu potravin, nebo jako rostlinnych
protektori (Adorjan & Buchbauer 2010). Mnoho silic ma antioxida¢ni a antimikrobidlni
vlastnosti, ale jejich aplikace jako konzervaéni latky na potraviny vyzaduje dobrou znalost
jejich vlastnosti, vcetné citlivosti cilovych mikroorganismt, specifického zplisobu ucinku,
jejich antimikrobidlni uc¢innosti a vlivu slozek potravinové matrice na jejich antimikrobialni

vlastnosti (Hyldgaard et al. 2012).

3.7.3 Léky a létiva

Silice se pouzivaji ve farmaceutickych vyrobcich jako 1é¢iva (Harris 2010). To je
zejména pripad silic z eukalyptu (Eucalyptus globulus), maty peprné (Mentha piperita), anyzu
(Pimpinella anisum), Salvéje (Salvia officinalis), hiebicku (Syzygium aromaticum)
a ¢ajovnikového stromu (Melaleuca alternifolia). Tyto oleje se pouzivaji pro 1é¢bu kasle
a bronchitidy (eukalyptus), jako antimikrobidlni latky (Salv€j, ¢aj a hiebicek), jako 1¢k na
zmenS$eni zdufeni dychacich cest (mata peprnd) a jako 1€k proti nadymani (anyz), mimo jiné
pouziti. Hiebi¢kovy olej se tedy v zubnim Iékafstvi pouziva pro své antiseptické a analgetické
vlastnosti, zatimco ¢ajovy olej se pouziva pro 1écbu akné kvili jeho antimikrobialni aktivité
proti grampozitivnim bakteriim (Buchbauer 2010).

Nékteré silice se navic pouzivaji v lécich na aromatizaci farmaceutickych ptipravkl
a zlepSenti jejich chuti. Aromaterapie mize byt hlavnim pouzitim silic jako lé¢ivych ptipravki.
Podavani silic ziskanych z riznych zdroju se provadi pomoci riznych aplika¢nich metod.
Termin ,,aromaterapie* zalozil Gattefossé ve dvacatych letech minulého stoleti a v Sedesatych
letech ho ozivila Maury. Od osmdesatych let se jeho popularita neustale zvySovala. V soucasné
dob¢ je pomérné dobie zavedena v Australii, Kanad¢, Francii, Némecku, Novém Zélandu,
Svycarsku, Spojeném kralovstvi a Spojenych statech (Lis-Balchin 2010). Nejéastgjsi aplikaéni
metoda silic je ve zfedénych formach, ¢asto spolu s nosnym olejem v rdmci masazni terapie.
Lze je aplikovat i jako masti a krémy (Boehm et al. 2012).

Jako u¢inna metoda pro ziskavani ptiznivych uinka téchto latek bylo zavedeno ustni
pouziti esencialnich olejli prostfednictvim zapouzdieni nebo jinych metod planovaného
uvolnéni. Mohou se pit ve formé caje s cukrem nebo v mékkych kapslich, coz umoziuje

ptresnéjsi davkovani a zarovein se vyhyba nékolika nezddoucim uc¢inkiim (Karlsen 2010).
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3.8 Antimikrobialni aktivita — prehled metod

K hodnoceni antimikrobidlni aktivity lze pouzit Sirokou Skélu testl in vitro. Takové metody
jsou obvykle klasifikovany jako diftizni, dilu¢ni nebo bioautografické metody a nejpouzivanéjsi
jsou prvni dv¢é (Lang & Buchbauer 2012). Metoda diftize na agarovém disku se pouziva jako
screeningovy test pied dalSimi studiemi. Jeho pouziti je uzite¢né pro vybér antimikrobialnich
latek, které maji byt pouzity. Srovnani riznych udaji tykajicich se této metody je vSak obtizné
kviili rozdilim v provoznich podminkach uplatiiovanych riznymi autory. Na druhé stran¢ jsou
tradicn¢ stanoveny antimikrobidlni aktivity a standardizovany pro pouziti antibiotik jako
ucinnych latek. Silice a jejich sloZzky jsou té¢kavé a komplexni viskézni latky. Dale jsou tyto
latky hydrofobni v protikladu k antibiotikiim, ktera jsou obecné hydrofilni. Vyse uvedené
metody byly proto upraveny tak, aby byly ptizpisobeny vyuziti silic jako u¢innych latek (Burt
2004; Horvath et al. 2010). Pii studiu antimikrobidlni aktivity silic mohou byt vysledky
ovlivnény riznymi faktory. Jednim z hlavnich problémil je jejich té¢kavost, protoze latky s vyssi
tékavosti se odparuji rychleji a aktivita silic by nebyla fadn¢ vyhodnocena. Aby se tomuto
problému zabranilo, jsou nékdy preferovany fedici testy. Nicméné hydrofobnost, kterd
vyzaduje pouziti povrchové aktivnich latek nebo rozpoustédel, mize vysledek zkreslit. Kazdé
rozpouStédlo ma odlisné vlastnosti, které mohou ndsledné ovlivnit aktivitu silic jinym
zpusobem (Lang & Buchbauer 2012). Proménlivé mohou byt také metody extrakce silic,
protoze rozdil v organoleptickém profilu naznacuje rozdily ve sloZeni silic ziskané riznymi

zpusoby extrakce, které by mohly ovlivnit antimikrobialni vlastnosti silic (Burt 2004).
3.8.1 Difuzni metody

Difuzni metody jsou diskovy diluéni test, metoda rozptylu valce a difuze par. V prvnim
ptipad€ se malé otvory déruji na inokulované agarové desce pomoci jednoduchych zatizend,
jako jsou sterilni Pasteurovy pipety. Rozptyl disku vyZaduje umisténi malych papirovych diski
napusténych silicemi na naoCkovany povrch agaru. Disk muZe byt po impregnaci piimo
umistén na agar nebo miize byt silice pfed vlozenim usazena na disk (Lang & Buchbauer 2012).

Metoda rozptylu valcem je technika, ktera se tak ¢asto nepouziva. Pti této metod¢ jsou
umistény valce z nerezové oceli nebo porcelanu na predchozi naockované Petriho misce. Valce
jsou naplnény antimikrobidlnimi latkami a Petriho misky jsou inkubovany. Po uplynuti této
doby jsou valce vyjmuty a vysledky vyhodnoceny (Choma & Grzelak 2011). VSechny tyto
techniky vedou k inhibi¢ni zoné obklopujici oblast, kde byla umisténa silice (Lang &

Buchbauer 2012). V literatuie bylo navrzeno (Fu et al. 2007), ze inhibi¢ni priméry mensi nez
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10 mm by mély byt povazovany za slabou antimikrobialni aktivitu a vyssi nez 10 mm by m¢ly
byt povazovany za uspokojivé. Jak je uvedeno vyse, hlavnim problémem tohoto typu testu je
nizka rozpustnost silic ve vodé, coz nékdy muze vést k falesné nizké antimikrobidlni aktivité.
Naptiklad nékteré silice vykazuji nizkou aktivitu v diskovém dilu¢nim testu, ale vyssi
antimikrobidlni aktivitu v fedicich testech. Pokud jde o difuzni testy, pouzivaji se také metody
v plynné fazi, i kdyZ mén¢ ¢asto (Lang & Buchbauer 2012).

Existuji dvé varianty této techniky: pomalé a rychlé odpafovani. Nejobvyklejsi je rychlé
odparovani (nebo invertovana Petriho miska), pfi kterém se naockovana agarova deska umisti
vzhiru nohama na rezervoar. Pod ockovanou desku se umisti sterilni filtraéni papir
impregnovany tékavym olejem, aby se umoznila difuze par. Pomalé odpatovani spociva
Vv naockovani agarové desticky a filtracniho papiru nebo sklenéné misky obsahujici silici
umisténé uvniti utésnéné nadoby, coZ by umoznilo simulaci uzavieného systému, kde se silice
pomalu vypafuje a uplatiuje antibakteridlni ucinek. V obou ptipadech se méfti inhibi¢ni zona

a je mozné stanovit minimalni inhibi¢ni davky (MID) (Inouye 2003).

3.8.2 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody lze pouzit jako podpiirné pevné médium (agar) nebo kapalné médium
(vyvar). Oba ptipady zvazuji koncentra¢ni gradient latky, a proto se pfipravuje fada fedéni.
Vytvofeni nasycené zvlhéené atmosféry je vyznamné uzitecné pro upravu volatility (Lang &
Buchbauer 2012). Pokud se pouzije agar, po zfedéni se necha ztuhnout na Petriho miskach.
U typu fedéni bujonu se casto pouziva mikrodiluce bujonu. Tato varianta mtize zahrnovat rist
mikroorganismi v mikrotitraénich destickach a pouziva mensi objemy (Choma & Grzelak
2011).

Jak je uvedeno vyse, hlavni vyhodou zied’'ovacich metod je moZnost aplikovat je na
studium ve vodé€ rozpustnych nebo nerozpustnych sloucenin, coz je zvlasté uzitecné pro silice.
Pfesto to vyzaduje namahavou manipulaci a vys$i naklady (Lang & Buchbauer 2012).
Zied'ovaci metody umoziuji stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a nasledné

stanoveni G¢innosti silic proti ur¢itym mikroorganismtm (Lang & Buchbauer 2012; Burt 2004).
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3.9 Testované mikroorganismy

3.9.1 Staphylococus aureus

S. aureus je fakultativné anaerobni, nesporolujici, grampozitivni bakterie,
vSudypfitomna v Zivotnim prostedi. Tvar je kulovity o velikosti asi 1 pum. Byl objeven v roce
1880 skotskym lékafem Alexanderem Ogstonem. S. aureus je pfitomen na lidské kuzi
a Vv hornich cestach dychacich. S. aureus je Siroce rozsifen v zivotnim prostredi, potravé vode
a pud¢. Je schopen piezit v suchych podminkach i slaném prostedi (Rubab et al. 2018).

Jako potenciondlni patogen zptlisobuje S. aureus potravinové infekce, od mirnych
infekci klize az po pooperacni infekce rany. Je spojovan s n¢kolika typy dermatitid a infekci
gastrointestinalniho traktu a je hlavni pfi¢inou bakteriémie a infek¢ni endokarditidy. Symptomy
infekci S. aureus se mohou objevit béhem 1-6 hodin po konzumaci kontaminované potravy,
zatimco trvani symptomi se objevi béhem 24-48 hodin. S. aureus ma schopnost produkovat
fadu toxini uvnitf 1 vn¢ buniky a zplisobuje poskozeni biologickych membréan piimou interakci
S hostitelem, coz vede k bunéné smrti. Tyto toxiny zahrnuji stafylokokové enterotoxiny,
toxin- 1 syndromu toxického Soku a leukocidin. Vzhledem k vlastnostem toxind je S. aureus

povazovan za vyznamnou hrozbu v potravinaiském pramyslu (Rubab et al. 2018).

3.9.2 Bacillus cereus

B. cereus je aerobni sporotvorna grampozitivni bakterie normalné rozsifend v Zivotnim
prostiedi. Obvykle se izoluje z pudy, rostlinnych materialli, syrového masa a zpracovanych
masnych vyrobkl. Planova identifikace B. cereus obvykle zahrnuje izolaci na selektivnim
médiu, odhaleni pohyblivosti, prototyp hemolyzy na krevnim agaru a okyseleni glukézy.
Vegetativni forma B. cereus roste v rozmezi 10 az 50 °C, s optimalni teplotou mezi 30 az
40 °C. Jednotlivé kmeny tolerantni vii¢i chladu se vSak mohou mnozit i pii teplotach 4 az 6 °C,
1 kdyZ s vyrazné del$imi asy generovani. V suchych nebo kyselych potravinach B. cereus neni
schopen rlst. Tepelnd odolnost spor se lisi mezi kmeny a je silné zdvisla na potravinové
matrici. BE&zné tepelné oSetfeni, jako je vafeni nebo pasterizace, inaktivuje vegetativni burky,
ale nestaci k iplnému inaktivaci spor. Snizeni konkurenéni mikrobioty tepelnym zpracovanim
podporuje jak kli¢eni spdr, tak rast vegetativnich bunck. Proto je po tepelném zpracovani
potravin nezbytné rychlé ochlazeni (< 7 °C) nebo horké skladovéni (> 65 °C), aby se zabranilo

vykli¢eni spor. B. cereus se podili na mnoha ohniskach nemoci zptsobenych potravinami
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v mnoha zemich na celém svété. Byl inkriminovan jako pfi¢ina dvou typl otravy jidlem,

emetickych a prijmovych syndromt (Shawish & Tarabees 2017).

3.9.3 Escherichia coli

E. coli je fakultativné anaerobni, gramnegativni ty¢inka, ktera zije ve stfevnim traktu
¢lovéka a zvifat. E. coli byla poprvé popsana némecko-rakouskym pediatrem Theodorem
Escherichem v roce 1885 jako Bacterium coli, kterou izoloval z vykali novorozence. E. coli
obvykle kolonizuje gastrointestinalni trakt lidskych kojencti béhem nékolika hodin po narozeni.
Bakterie se poziva jidlem, vodou nebo se ziskava piimo od jinych jedinct, kteti s kojencem
manipuluji, a mize ulpivat na hlenu tlustého stireva (Hooper & Gordon 2001; Kaper et al. 2004).

Vztah mezi E. coli a hostitelem lze definovat jako komensalismus, protoze normalni
mikrobiota E. coli poskytuje hostiteli ur¢ité vyhody tim, Ze brani kolonizaci dalSich patogent
produkci bakteriocinu a nékolika dalSich mechanisma (Tenaillon et al. 2010). Avsak ve
specifickych situacich, naptiklad, kdyz E. coli kolonizuje jiné organy a tkané nebo kdyz byl
imunitni systém hostitele potlacen 1é¢bou 1é¢ivem nebo jinymi nemocemi, mize se E. coli stat
oportunnim patogenem a zpusobit infekci. Vysoce adaptované kmeny E. coli jsou schopné
zpusobovat fadu riiznych stfevnich a extraintestinalnich, nékdy zivot ohrozujicich onemocnéni,

pii¢emz nejcastéj$imi jsou prijem a infekce mocovych cest (Kaper et al. 2004).
3.9.4 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je gramnegativni, pohybliva, aerobni, nefermentujici bakterie. Pozitivni
katalaza a oxidaza. P. aeruginosa byl tradi¢né povazovan za ptisny aerob, neschopny rist
v anaerobnich podminkach kvili jeho pozadavku na kyslik jako termindlni elektronovy
akceptor v biochemickych drahach. Ukazalo se vSak, ze anaerobni rust P. aeruginosa je mozny
v pfitomnosti dusi¢nanli nebo argininu, které organismus muze také vyuzit jako terminalni
elektronové akceptory. Ma Siroky rozsah riistovych teplot, roste dobfe pfti teplotach 30-37 °C,
ale 1 pfi pokojové teploté. P. aeruginosa je odliSitelna od ostatnich klinicky vyznamnych
Pseudomonas spp. svou schopnosti ristu pii teploté 42 °C (Kiska & Gilligan 2003).

Tato vSestrannd bakterie se vyskytuje v ptid¢, vodé a miZe infikovat rostlinny, zvirata
alidi. P. aeruginosa je oportunni patogen a malokdy postihuje zdravé jedince. Jeho
vSudypiitomna rastova kapacita kombinovana s vysokou vnitini rezistenci vici antibiotikiim

a dezinfekénim prostfedkim a schopnosti snadno ziskat mechanismy rezistence Cini
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z P. aeruginosa dulezity patogen pro ¢lovéka. Zdravi lidé jsou infikovani zfidka, ale tento
patogen je neslavny tim, Ze zpisobuje nozokomidlni infekce u imunokompromitovanych
pacientli, ventilovanych pacientii na jednotce intenzivni péCe a pacientli s popaleninami.
V nemocnicich miZze organismus kontaminovat zafizeni, ktera zistavaji uvnitf téla, naptiklad

dychaci zafizeni a katétry (Stover et al. 2000).

3.9.5 Candida albicans

C. albicans je diploidni, aerobni a polymorfni (schopnost rist v nékolika morfologiich)
houba. V Gramové barveni se barvi pozitivné (Nobile & Johnson 2015). Historicky
je C. albicans znam od roku 400 pt. n. 1., kdy znamy tecky 1ékai Hippocrates identifikoval
mikrobialni infekci a nazval ji ,,drozd”, coz je zplsobeno timto patogenem. C. albicans je
oportunni fungalni patogen, ktery existuje jako neSkodny komensal v gastrointestindlnim
a genitourinarnim  traktu pfiblizné u 70 % lidi, a pfiblizneé 75 % Zen
trpi infekci Candida alespon jednou za Zivot. Stava se vSak oportunistickym patogenem pro
imunokompromitované pacienty, pro nékteré¢ imunologicky slabé jedince nebo dokonce pro
zdravé jedince. Infekce zptsobena C. albicans je bézné znama jako kandidoza. Kandidozu Ize
klasifikovat do dvou kategorii v zavislosti na zdvaznosti onemocnéni. V prvni kategorii jsou
mukozni infekce a nejzndméjsi z téchto mukoéznich infekei je tzv. drozd, ktery se vyznacuje
bilymi skvrnami v infikovanych membranach. Tyto infekce obecné ovliviuji gastrointestinalni
epitelidlni buiiky, vaginalni nebo orofaryngealni sliznici. Dale je u Zen docela béZna vaginalni
kandidoza (VVC) a nékteré z nich zaZivaji opakovany vyskyt této infekce, ktera je znama jako
recidivujici vulvovaginalni kandidéza (RVVC). Zptsobuje vSak zivot ohrozujici systémové
infekce t€Zce nemocnym pacientlim, u nichz je umrtnost ptiblizné 30 %. Systémové Candida
infekce jsou béZné u imunokompromitovanych jedinctli, véetné pacientl infikovanych HIV,
pfijemcu transplantaci, pacientll s chemoterapii a kojenct s nizkou porodni hmotnosti (Kabir et

al. 2012).
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4 Metodika

Ukolem bylo z vybranych druhti samojskych rostlin ziskat silice a otestovat jejich

antimikrobialni aktivitu a chemické slozeni.

4.1 Pouzité chemikalie

e Tween 80 (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska republika)

e hexan (Penta; Praha, Ceska republika)

e ctanol 96%, 70% (Penta; Praha, Ceska republika)

e DMSO (dimethyl sulfoxid) (VWR; Francie)

e RPMI 1640 médium (Sigma-Aldrich; Praha, Cesk4 republika)

e Mops (VWR; Taiwan)

e 35% chlorovodikova kyselina (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
e Chlorid sodny (Dorapis; Praha, Ceska republika)

e Chlorid draselny (Penta; Praha, Ceska republika)

e Tris Base (tris(hydrohymethyl)aminomethan) (Roth; Karlsruhe, Némecko)
e Mueller — Hinton Broth (Oxoid; Basingstoke, Velka Britanie)

4.2 Pouzité pomiicky a pristroje
Pomiicky:

e laboratorni sklo

e automatické pipety Eppendorf

e Petriho misky

¢ mikrotitraéni desti¢ky (Gama Group, CR)

e filtracni papir

e vialka Sroubovaci 2 ml

e injekeni stiikacky na Sml

e injekeni stiikacka Hamiltonka na 1 pl, 50 pl

e sterilni vanicky na multikanalové pipety, Costar

e Clevengerova aparatura
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Pristroje:

e magnetické michadlo (Variomag)

e piedvazky Kern EMB 600-2 (VERKON)

e analytické vahy (FR-200 MK 1, AND)

e autoklav (Tuttnauer 3850EL)

e vortex (Chromservis)

e termostat BT 120

e inkubator KBC G-100/250

e Laminarni box (Teistar 16152)

e sonikator (Logic ultrasonic PE cleaner)

e Multiscant Ascent Microplate Microplate (ThermoFisherScientific)

e hotak Fuego — basic (WLD-TEC)

e mrazdk (BOSCH)

e denzimetr (Merci)

e topné hnizdo (LTHS)

e pH metr (XS)

e plynovy chromatograf Agilent 7890A GC (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

¢ hmotnostni spektrometr Agilent 5975C MSD (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
e kolona HP-5MS (30m x 0,250mm x 0,25um) (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
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4.3 Rostlinny material

Rostlinny material pro vyzkum byl dodan vedoucim prace Ing. Pavlem Novym, PhD.,
ktery ho ziskal pii své vyzkumné cesté po ostrovech Samoa. Datum a lokalita sbéru je uvedena

v Tabulce 2 a zndzornéna na Obrazku 16.

Tabulka 2: Druh, datum a lokalita sbéru rostlinného materialu

E. hortensis

Datum sbéru 14. 09. 2015

lokalita sbéru Apia — Vailima, Upolu, Samoa

P. fruticosa

datum sbéru 21.09. 2015

lokalita shéru Salelologa (Tafua), Savai'i, Samoa

Samoa Apid

Obr. 16: Mapa vyznacenych mist sbéru rostlin

4.4 Mikroorganismy

Na testovani antimikrobidlni aktivity byly pouzity standardni sbirkové kmeny

z American type culture collection (ATCC).
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Grampozitivni bakterie: ~ Staphylococcus aureus ATCC 29213
Bacillus cereus ATCC 11778

Gramnegativni bakterie: Escherichia coli ATCC 259222
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Kvasinka: Candida albicans ATCC 10231

4.5 Extrakce silic

VysuSeny rostlinny materidl byl najemno rozdrcen a nasypan do varné baiiky o objemu
2 litrd, pfidan 1 litr vody a varné kaminky. Nésledné byla provedena destilace vodni parou
pomoci Clevengerova aparatu po dobu 3 hodin. Jako sbérné rozpoustédlo byl pouzit n-Hexan.

Poté bylo rozpoustédlo odpateno. Ziskana silice byla uloZzena ve sklenéné vialce pii 4 °C.

4.6 Kultiva¢ni média

4.6.1 Miiller-Hinton Broth (MHB) bujon

Bujon byl pfipraven dle navodu. Na predvazkach bylo navaZzeno 21 g MHB, ktery byl
rozpus$tén v 1 litru destilované vody. Obsah byl diikladné promichan na magnetickém michadle.

Poté byl sterilovan pii 121 °C po dobu 20 minut a nasledn¢ uloZen pfti 4 °C.

4.6.2 Miiller-Hinton Broth (MHB) bujon pufrovany

Pro ptipravu Miiller-Hinton média byl nejprve ptipraven pufr. Na ptipravu pufru bylo
na predvazkach navazeno 8 g NaCl, 0,2 g KCl a 6,1 g TrisBase na 1 litr destilované vody.
Nasledné bylo pomoci HCI upraveno pH na 7,6 na pH metru. Do této pfipravené smési bylo
ptfidano 21 g MHB a cely obsah byl dikladné promichdn na magnetickém michadle. Ve bylo

nasledné autoklavovano pti 121 °C po dobu 20 minut a nasledné uloZeno pti 4 °C.
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4.6.3 RPMI médium

K testovani kvasinek bylo podle doporuc¢eni NCCLS navazeno 10,4 g RPMI a 34,53 g
MOPS (3-[N-morpholino] propanesulfonic acid) a vSe bylo dikladné rozpusténo v 1 litru
destilované vody. Poté bylo pomoci 1M roztoku NaOH upraveno pH na hodnotu 7. Takto
pfipravené¢ médium bylo zfiltrovdno pfes membranovy filtr (0,45 pm) pomoci predem

sterilovaného vakuového filtra¢niho zatizeni a skladovano pfi 4 °C.

4.7 Priprava zasobnich vzorki silic

Ze silic ziskanych extrakci byly pfipraveny zdsobni roztoky, které se poté vyuzivaly
K testovani. Pti vypousténi silic z aparatury bylo pouzito jako sbérné rozpoustédlo hexan, ktery
se musel nechat nejdiive odpafit. VaZenim byl sledovan vahovy ubytek. Po odpafeni hexanu
byly vypoctem ptipravené zasobni roztoky, aby pocatecni koncentrace v prvni jamce desticky
odpovidala 1024 pg/ ml. Pfislusné mnozstvi silic bylo rozpusténo ve smési ethanolu + Tween
smichaného v poméru 2:1. Takto pfipraveny roztok byl zvortexovan a sonifikovan.

Z ptipravenych zasobnich roztoki bylo poté do eppendorfek odpipetovano 12,5 ul roztoku
a takto pfipravené vzorky byly nasledné zamrazeny.

Pied kazdym pokusem bylo vyndano pftislusné mnozstvi vzorkti. Vzorky pro bakterie
byly rozpustény v Miiller-Hintonové médiu a vzorky pro kvasinku v RPMI médiu. K objemu
12,5 ul silice bylo odpipetovano 1237,5 pl Miiller-Hintona média pro bakterie a 1237,5 pl
RPMI média pro kvasinku.

4.8 Priprava zasobniho inokula

Pfed samotnym zapocetim pokusu byla zalozena zasobni inokula testovanych
mikroorganisml a uchovana pro nasledujici testovani. Zasobni inokula byla z pfislusného
média a organismu a inkubovana pti 37 +/- 0,2 °C 24 hodin pro bakterie, a ptes noc pii 25 +/-

0,2 °C pro C. albicans. Zasobni inokula byla uchovana v lednici pti 4 °C.
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4.9 Priprava kontrolnich antibiotik

Pro kazdé testovani bylo pfipraveno vzdy nové kontrolni antibiotikum. Pro testovani
bakterii byl jako kontrolni antibiotikum pouzit tetracyklin o ¢istoté 88 %, ktery byl rozpustén
v 96,5% ethanolu. Pro kvasinku C. albicans bylo vybrano antibiotikum tioconazol o Cistoté
97 % a rozpustén v roztoku DMSO. Navazky antibiotik byly upraveny dle ¢istoty daného
antibiotika, udané od vyrobce. Z divodu piesnosti vah bylo vzdy navazeno 100x vyss$i mnozstvi
antibiotika, rozpusténo v ptislusném rozpoustédle a zvortexovano. Poté bylo odpipetovano
10 pl antibiotika a ptidano 990 pl ptislusSného média, u bakterii MHB bez pufru a pro kvasinku
RPMI médiu. Pocate¢ni koncentrace antibiotika tioconazolu pro kvasinku byla 16 ul/ml.
Pocatecni koncentrace tetracyklinu pro S. aeureus, E. coli a P. aeruginosa byla 16 pl/ml a pro

bakterii B. cereus 4 pl/ml.

4.10 Priprava inokula pro testovani

Pro testovani bylo 12 hodin ptedem piipraveno inokulum. Ve Flow-boxu bylo do 15 ml
zkumavky sterilné injekéni stiikackou odebrano 10 ml Miiller-Hintonova média a bylo
zaockovano piislusSnym mikroorganismem, aby se denzita zvysila o 0,5 McFarland zédkalového
standardu, ktera byla méfena pomoci denzimetru. Pfipravena inokula byla uchovana pfi teploté

37 °C v termostatu.

4.11 Priprava mikrotitraéni desti¢ky a jeji zaockovani

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity byla pouzita in vitro mikrodilu¢ni metoda. Do
sloupcti 1.,3. - 12. mikrotitra¢ni desticky bylo odpipetovano 100 pl bujonu. U bakterii byl pouzit
pufrovany MHB, u C. albicans RPMI médium. Prvni sloupec na desti¢ce slouzil jako kontrola
ristu mikroorganismu a posledni dvanacty sloupec jako kontrola ¢istoty. Do jamky 2. sloupce
v 1., 4. a7. tadku bylo pipetovano 200 ul roztoku silice Euodia hortensis, do jamky v 2., 5. a 8.
fadku druhého sloupce bylo pipetovano 200 ul roztoku silice Polyscias fruticosa. Do jamky 3.
a 6. fadku 2. sloupce bylo napipetovano 200 ul kontrolniho antibiotika, tetracyklin pro bakterie
a tioconazol pro C. albicans. Pomoci multikanalové pipety bylo z druhého sloupce
odpipetovano 100 pl a preneseno do jamek 3. sloupce, promichano a znova odpipetovano

100 pl a pteneseno do dalsiho sloupce. Takto bylo postupovano az do 11. sloupce, kde bylo
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odpipetovano 100 pl roztoku pryc. Ve vSech jamkach mikrotitrani desticky bylo tedy 100 ul
roztoku. Mikrotitra¢ni desticka pro pokus znazornéna na Obrazku 17.

K zaockovani desti¢ky byl pouzit inokulator (viz Obrazek 18). Pfipravena inokula byla
prelita do Petriho misek. Do Petriho misek s inokulem byl namocen inokulator, poté byla
pomoci inokuldtoru zaockovana desticka v jamkach 1. az 11. sloupce, 12. sloupec, kde byla
kontrola Cistoty, se nezaockoval. Zaockovani bylo provedeno dvakrat, tim se dosahlo ptiblizné
4 x 10° KTJ/ml v kazdé jamce desticky pii objemu 100 ul. Inokulator byl mezi oékovanimi
vZzdy namocen do ethanolu a nad kahanem ozihan. Takto zaoCkované desticky byly zakryty
popsanymi vi¢ky a byly inkubovany v termostatu pii 37 °C 24 hodin. C. albicans byla
inkubovana 48 hodin. Po inkubaci bylo provedeno vyhodnoceni intimikrobidlni aktivity
vizualn¢ a pomoci pfistroje Multiscan Ascent Microplate Photometer. Minimalni inhibicni
koncentrace (MIC) byla vajadiena jako modus/median ze 3 opakovani ve 4 nezavislych testech.

e i o .t .. ol

T~ Tetracyklin (pro bakieri); Tioconazol (pro kvasinku)

Obr. 17: Mikrotitracni desticka (Simandl 2019)
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Obr. 18: Inokulator (Simandl 2019)

4.12 Chemické slozeni

Kvantifikace: plynovy chromatograf Agilent 7890A GC s plamenovym ioniza¢nim
detektorem. K analyze byl vyuzit plynovy chromatograf Agilent 7890A GC, spojeny
S hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C MSD, ktery byl vybaven kolonou HP — 5SMS
(30m x 0,250mm x 0,25um). Pro plynovou chromatografii byl pfipraven roztok
silice a n— Hexanu v poméru 1:1000, z toho bylo pro analyzu pouzito 1 pl. Do injektoru
vyhtatého na 225 °C byl proveden nastiik o objemu 1ul ve splitovém poméru 12:1. Jako nosny
plyn bylo pouZito helium a byl nastaven konstantni pratok 1 ml/min. Teplotni program byl
nastaven na poc¢atecni teplotu 60 °C po dobu 3 minut, poté doslo ke zvySovani teploty 3 °C/min
az na 231 °C. Tato teplota byla udrzovana 10 minut. Celkovy ¢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 reten¢nich
Cast s National Institute of Standards and Technology Library (NIST, USA), literaturou
a standardy. Kvantifikace provedena na zakladé¢ relativniho percentualniho zastoupeni ploch

pikd.
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5 Vysledky

Byly vydestilovany silice z obou rostlin, otestovana jejich antimikrobialni aktivita

a zanalyzovano jejich slozeni.

5.1 Extrakce silic

Vodni destilaci pomoci Clevengerova aparatu suSeného materialu rostliny E. hortensis
o hmotnosti 16,27 g bylo ziskdno 70 pl nazloutlé silice, coz odpovida vytéznosti 0,43 %.
Z rostliny P. fruticosa o hmotnosti 26,25 g bylo vydestilovano 40 ul silice zelené barvy

s vytéznosti 0,152 %. VytéZnosti shrnuje Tabulka 3.

Tabulka 3: Vytéznost silic.

Navazka suSeného MnoZstvi vydestilované . .
Vytéznost Barvasilice

materialu silice
E. hortensis 16,27 g 70 pul 0,43 % nazloutla,
P. fruticosa 26,259 40 ul 0,152 % zelena

5.2 Antimikrobialni aktivita

U rostlin E. hortensis a P. fruticosa nebyla prokazana antimikrobialni aktivita v rozmezi
koncentraci 2-1024 pl/ml.

Utinnost antibiotik tetracyklin a tioconazol vi¢i ndmi vybranym kmentim ATTC
odpovidala koncentracim udavanych dle CLSI (2013). Vysledky testt jsou uvedeny v Tabulce
4.
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Tabulka 4: Antimikrobialni aktivita E. hortensis a P. fruticosa

E. hortensis P. fruticosa Tetracyklin  Tioconazol

Mikroorganismus ¢ MBC MIC MBC MIC MIC
(pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml) (png/ml)
B. cereus >1024 >1024 >1024 >1024 0,03 n.t.
S. aureus >1024 >1024 >1024 >1024 0,5 n.t.
E. coli >1024 >1024 >1024 >1024 1 n.t.
P. aeruginosa >1024 >1024 >1024 >1024 16 n.t.
C. albicans >1024 >1024 >1024 >1024 n.t. 1

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace (minimalni fungicidni
koncentrace v pripadé C. albicans); n.t. — nebylo testovano

5.3 Chemickeé slozeni silic

U silice E. hortensis bylo identifikovano 11 latek piedstavujicich 93,68 % celkového
obsahu. Nejvice byly zastoupeny latky a-copaene (18,50 %), a-curcumene (40,52 %)
a Caryophylene oxid (11,70 %). Celkové sloZeni silice je shrnuto v Tabulce 5.

Tabulka 5: Chemické slozeni silice E. hortensis

RI Identifikovana latka % zastoupeni
1032  D-Limonene® 3,09
1346  a-cubebene 2,91
1374  o-copaene 18,50
1416  B-caryophyllene 3,35
1453  a-humulene® 1,95
1476  B-himachalene 1,78
1479  a-curcumene 40,52
1515  &-cadinene 4,07
1572  Spathulenol 3,29
1577  Caryophylene oxide 11,70
1841 Hexahydrofarnesyl acetone 2,52

Identifikovano celkem 93,68

RI — Kovatstv retenéni index (HP — 5MS); s — identifikace potvrzena pomoci standardu
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Mezi hlavnimi latkami silice P. fruticosa jsou p-farnesene (11,73 %), Ethanone, 1-(4-
cyclohexylphenyl) (5,88 %), p-chamigrene (4,30 %) a Cadalene (4,29 %). Celkové slozeni je

shrnuto v Tabulce 6.

Tabulka 6: Chemické slozeni silice P. fruticosa

RI Identifikovana latka % zastoupeni
1368 a-ylangene 0,53
1381 B-bourbonene 0,84
1387 B-elemene 2,04
1481 B-chamigrene 4,30
1485 B-selinene® 1,55
1492 [-cadinene 3,22
1500 Isoaromadendrene epoxide 0,51
1515 y-cadinene 2,13
1518 a-calamenene 0,56
1538 Diepicedrene-1—oxide 1,50
1549 CusH22 2,89
1577 Spathulenol® 3,62
1581 Cyryophylene oxide® 2,47
1587 Neidentifikovana latka I 4,00
1593 Isoaromadendrene epoxide 1,10
1604 a-humulene 1,63
1611 Neidentifikovana latka 11 1,78
1617 Neidentifikovana latka III 1,57
1625 B-farnesene 11,73
1643 Ethanone, 1-(4—cyclohexylphenyl) 5,88
1648 CisHos 4,95
1653 v-Elemene 3,07
1659 y-Gurjunene 1,58
1664 B-Guaiene 0,97
1669 Cadalene® 4,29
1677 Neidentifikovana latka IV 2,69
1685 Neidentifikovana latka V 0,73
1687 Neidentifikovana latka VI 0,60
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Tabulka 6: Chemické sloZeni silice P. fruticosa (pokra¢ovani)

RI Identifikovana latka % zastoupeni
1707 Neidentifikovana latka VII 0,82
1719 Cedren-13-ol, 8- 0,73
1732 Longipinocarvone 0,36
1746 Germacrone 0,44
1759 Neidentifikovana latka VIII 2,51
1764 Neidentifikovana latka IX 0,90
1766 Neidentifikovana latka X 0,80
1823 Neidentifikovana latka XI 0,75
1841 Neidentifikovana latka XI| 0,49

Identifikovano celkem 80,02

RI — Kovatstv retenéni index (HP — 5MS); s — identifikace potvrzena pomoci standardu
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6 Diskuze

Mnoho druhi rostlin s [é¢ivymi G¢inky je pouzivano po celém svété, ale mnohdy tyto
rostliny nejsou dostatecné prozkoumané. Tato prace smeétfovala k lepSimu poznani rostlin
E. hortensis a P. fruticosa. Silice byly podrobeny testovani antimikrobialni aktivity pomoci
mikrodiluéni metody. Zvoleny byly standardni kmeny mikroorganismti: B. cereus, E. coli,

P. aeruginosa, S. aureus a C. albicans. Dale bylo stanoveno chemické sloZeni obou silic.

U silic se d& obecné ocekavat alespon néjaka slaba antimikrobidlni aktivita, v této praci

se ji v rozmezi testovanych koncentraci nepodafilo potvrdit.

E. hortensis

Vytéznost silice E. hortensis ze suSeného materialu nadzemnich ¢asti pomoci vodni
destilace v této praci byla 0,43 %. Barva silice méla nazloutlou barvu. Brophy et al. (1985) ve
své praci vyuzivali Cerstvé listy E. hortensis. Destilaci parou po dobu 5 hodin ziskali olej hnédé
barvy s vytéznosti 0,47 %, coz zhruba odpovida vytéznosti v této praci. Sadibutar (2015) ve své
préci ziskéaval silice pomoci hydrodestilace a vytéznost z listli byla 0,60 %, coZ pfedstavovalo
vys§i vytéznost oproti mému pokusu. Odchylky ve vytéZnosti mohou byt zplsobené
klimatickymi a geografickymi podminkami, dobou sbéru, chemotypem, podminkami suSeni,
delsi dobou destilace (4 — 5 hodin) (Morteza — Semnani et al. 2008). Dalsi literatura udava
vytéznost 0,30 % silice svétle ZIuté barvy ziskané z listi ptibuzného druhu E. meliaefolia,

(Trung et al. 2016).

O chemickém slozeni esencialniho oleje E. hortensis je jen velmi malo dostupnych
zaznamu. Prvni studie, ktera se chemickym sloZenim esencialniho oleje E. hortensis zabyva je
z roku 1985 od autorii Brophy et al. (1985). Dalsi autofi, ktefi se timto stanovenim zabyvali,
vychazeji jen z této studie. Hlavni slozky silice E. hortensis v mé praci tvofily latky a-copaene
(18,50 %), a-curcumene (40,52 %) a Caryophylene oxid (11,70 %). Stejné latky udavaji i autofi
Brophy et al. (1985) a-copaene (8 %), a-curcumene (15 %), Caryophyllene oxid (5 %), tyto
hodnoty jsou ale o0 polovinu niz§i nez hodnoty naméfené v mé praci. Jako hlavni naméfené
slozky uvadéji menthofuran (64 %) a evodone (27 %), tyto latky nebyly v mé praci vibec

detekovany.
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Juliano et al. (2019) ve sv¢é studii udavaji, ze curcumene je bylinny terpen, ktery se nachazi
v rozmarynu (Rosmarinus) a ve vysokych koncentracich v esencialnich olejich zazvoru
(Zingiber officinale) a kurkumy (Curcuma longa). Curcumene patii do sesquiterpend. Pied
prichodem moderni mediciny se curcumene pievazné pouzival v tradicni mediciné na léCeni
gastrointestinalnich problémi, nddort a kardiovaskularnich poruch. Nov¢jsi védecké vyzkumy
prokazaly schopnost curcumene v 1é¢bé revmatickych stavii a zanétu zazivaciho traktu.

a-copaene je tricyklicky seskviterpen, je ptitomen v nékolika esencialnich olejich 1é€ivych
a aromatickych rostlin. Studie ukazaly, ze a-copaene ma antikarcinogenni, antioxidacni,
antigenotoxické aktivity (Turkez et al. 2014).

Autofi Fidyt et al. (2016) ve své studii uvadéji, Zze caryophyllene oxide je v poslednich
letech kviili své vysoké biologické aktivité¢ rozsahle studovan. Jako hlavni pfirodni zdroje
caryophyllene oxidu oznacuji bazalku (Ocimum spp.) a salv¢j (Salvia glutinosa). Studie udava,

ze Cista latka nebo jako soucast rostlinnych éterickych oleji vykazuje caryophyllene oxide

-----

P. fruticosa

Vytéznost silice P. fruticosa byla 0,152 % zelené barvy. Tato vytéZnost se shoduje
s udavanou hodnotou 0,13 % a vzhledu svétle zelené barvy (Brophy et al. 1990).

Hlavni slozky silice P. fruticosa v této praci byly latky B-Farnesene (11,73 %), Ethanone,
1-(4-cyclohexylphenyl) (5,88 %), p-Chamigrene (4,30%) a Cadalene (4,29 %). Dalsi naméfené
latky jsou Spathulenol (3,62 %), B-cadinene (3,22 %) a dal$i. Prvni chemické sloZeni
P. fruticosa provedli autofi Brophy et al. (1990) v roce 1990. Dalsich zaznamt o chemickém
sloZeni této rostliny je velci malo a kdyZ uz né&jaka je, tak vétSinou vychazi z prace téchto autord.
Tito autofi ve své studii stanovovali vzorky tii druhti silic P. fruticosa z jiného mista vyskytu.
Jako hlavni latky autofi udavaji Gemacrene (20,3 % a 27 %) a p-elemene (1,5 % a 16,7 %).
S hlavnimi slozkami v mé praci se autofi Brophy et al. (1990) shoduji s latkou B-cadinene,
u které udavaji namétenu hodnotu 2 %. DalSimi latkami, kterymi se shoduji jsou latky a-
ylanglene v rozmezi (0,1 — 0,3 %) a y-elemene, kterou udavaji v rozmezi (1,5 — 16,7 %) podle
riazné odrady. Tyto latky v mé praci byly zastoupeny a-ylanglene (0,53 %) a y-elemene (3,07
%). Ostatni latky jsou rozdilné.
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Udavaji, ze P. fruticosa zahrnuje mnoho rGznych forem, proto je mozné, ze za
kvantitativni i kvalitativni chemické rozdily mohou byt zodpovédné mensi genetické rozdily.
Bylo casto pozorovano, ze nékteré aromatické druhy celedi Araliaceae vykazuji viné
pfipominajici riizné byliny patiici do Celedi Apiaceae a zejména to, ze viin¢ drcenych lista
P. fruticosa pfipomina petrzel (Petroselinum crispum). Hledani latek, jako je a-phellandrene,
terpinolene, 6, p-dimethylstyrene, p-mentha-1,3,8-trien, myristicin a zejména apiole, které jsou
odpovédné za viini drcené petrzelky se ukéazalo jako negativni. To nemusi byt nic piekvapivého,
jelikoz srovnani zépachii je vysoce subjektivni a mize vést k nespravnym zavérim, zejména
Vv rukou (nebo vhodnéji nosech) pracovnikii nekvalifikovanych v senzorické analyze. (Brophy
et al. 1990).

Autofi Kirsten et al. (2016) udavaji, Zze B-farnesene se pfirozené vyskytuje v mnoha
rostlinach a bylinach. B-farnesene ma protizanétlivé, antimykotické U¢inky. Déle se uvadi, ze
ma uklidiiujici a sedativni vlastnosti, které mohou zmirnit Gzkost a uvolnit svaly a snizit tak

ktede.
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7 Zavér

Ani u jedné ztestovanych silic nebyla v rozmezi koncentraci (2-1024 ul/ml)
antimikrobialni aktivita prokdzédna, nelze ale vyloucit, ze testované silice mizou vykazovat
alespont n¢jaké mirné antimikrobidlni Ucinky, jelikoz v chemickém slozeni silic byly
identifikovany latky s antimikrobidlnimi G¢inky, jako naptiklad latka B-farnesene obsazena
v silici rostliny P. fruticosa.

Chemické sloZeni téchto silic bylo velmi rtiznorodé¢ a lisilo se s predeslymi studiemi. Je
prokézano dlouhodobéjs$im zkoumanim, Ze slozeni silic jednoho druhu se mtize vyrazné lisit
v zavislosti na kultivaru, klimatickymi a geografickymi podminkami, dobou sbéru,
podminkami uskladnéni, spravné zpracovani, zptisobu extrakce.

Poprvé byla provedena analyza chemického sloZeni silic z danych rostlin E. hortensis
aP. fruticosa ze Samoy. Z dostupnych informaci byla také poprvé otestovana jejich
antimikrobidlni aktivita.

Nase hypotéza o antimikrobialnim ptisobeni se nepotvrdila, i kdyZ potencial u rostlin by
byl. Analyza chemického sloZzeni mize pfispét k poznani variability chemotypd druht

z riiznych lokalit vyskytu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

WHO -Svétova zdravotnickd organizace

MID — minimalni inhibi¢ni davka

VVC — vaginalni kandidoza

RVVC —recidivujici vulvovaginalni kandid6za

ATB - antibiotika

DMSO - dimethylsulfoxid

MHB - Miiller — Hinton bujon

ATCC - americké sbirkové kmeny (American Type Culture Collection)
GS-MS - plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
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