Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra kvality a bezpecnosti potravin

Ceska zemédélska
univerzita v Praze

Antimikrobialni aktivita derivati thymochinonu

Diplomova prace

Katerina Hankova

Kvalita potravin a zpracovani zemédélskych produktu

Ing. Pavel Novy, Ph.D.,

Mgr. Petr MarSik, Ph.D.

© 2021 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Antimikrobialni aktivita derivatt thymochinonu"
jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné
literatury a dalSich informacnich zdrojt, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu
literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze jsem

v souvislosti s jejim vytvoienim neporusila autorska prava tietich osob.

V Praze dne 26. 4. 2021




Podékovani

Rada bych touto cestou pod€kovala svému Skoliteli Ing. Pavlu Novému, Ph.D.
a konzultantovi Mgr. Petru Marsikovi, Ph.D. za odborné vedeni, vstiicny pfistup, cenné rady
a trpé€livost pii tvorbé této diplomové prace.

Déale mé podékovani patii ¢lentim Katedry kvality a bezpecnosti potravin za podporu
pii praci a neutuchajici zajem o mé vyzkumné téma. Mé podékovani také patii Ing. Jaroslavovi
Kurfiirstovi za konzultaci se statistickym zpracovanim vysledkidi, Mgr. Barbofe Hankové,
Mgr. Vaclavu Spillarovi, PhD. a Mgr. Magdaléné Hrnkové za korekturu prace. Velké
podékovani ndlezi firmé Hanka Mochov, s.r.o. za darovani cCerstvych rostlin tymidnu
pro vyzkumnou ¢ast této prace. V neposledni fad¢ bych rada podékovala své rodin€ a pratelim

za mimotadnou podporu a pochopeni pfi studiu.



Antimikrobidlni aktivita derivati thymochinonu

Souhrn

Bioaktivni latky rostlin, které jsou ve velké mife zastoupeny sekundarnimi metabolity, byly
vyuzivany lidmi skrze rostliny jiz od nepaméti. Na jejich ucincich se dodnes zakladaji n¢ktera
tradicni 1éCitelstvi, napt. ajurvédska ¢i tradicni ¢inskd medicina. JelikoZ rostliny stale poskytuji
Siroké mnozstvi latek, jejichz Gcinky jesté nebyly objeveny, jsou tyto produkty metabolismu
rostlin stale v zajmu védecké spolecnosti. V ptipad¢ analyzy ucinnych latek v rostlinach celedi
hluchavkovité se vyzkum Casto zaméfuje na analyzu silic, zatimco tato studie je soustiedéna
na mnohdy opomijené glykosilované¢ derivaty, kter¢ by mohly mit vysoké uplatnéni
napf. v potravinaiském a farmaceutickém prumyslu.

Cilem této prace je analyza derivati thymochinonu a ovéfeni jejich antimikrobialni aktivity.
Konkrétné byly vybrany derivaty thymohydrochinon a zatarosid B. Studie je rozSifena
o zmapovani vyskytu pifibuznych latek thymochinonu, konkrétné¢ glykosidicky vazanych
terpent u vybranych rostlin z ¢eledi hluchavkovitych (Origanum majorana, Origanum vulgare,
Satureja hortensis, Thymus serpyllum, Thymus vulgaris a Zataria multiflora).

Antimikrobidlni aktivita byla testovdna pomoci mikrodilucni metody proti vybranym
grampozitivnim bakteriim (S. aureus, B. cereus) a gramnegativni bakterii (E. coli). Pro analyzu
a identifikaci vybranych latek v rostlindch byla nejprve optimalizovana extrakéni metoda
a vybrané frakce nasledn¢ analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS.

Byla zjisténa schopnost thymohydrochinonu inhibovat pouze grampozitivni bakterie
s minimalni inhibi¢ni koncentraci 8 pg/ml, zatimco glykosid zatarosid pii pouzitém rozsahu
koncentraci (=128 pg/ml) nebyl aktivni proti zadné z testovanych bakterii. Déle bylo
identifikovano az 24 derivati thymochinonu a jemu piibuzného thymolu v zévislosti
na rostlinném druhu. Nejvic téchto derivati bylo detekovano v tymidnu obecném (7. vulgaris),
ktery vétSinou vykazoval i jejich nejvyssi relativni obsah ze sledovanych rostlin. Soub&zné se
ukazalo, ze tymian pfevysSuje svym obsahem zatarosidu B 1 Z. multiflora, kterd byla dosud
popisovana jako jeho jediny ovéfeny zdroj. V piipadé jeho izomeru, zatarosidu A, ktery byl
zatim pouze predbézné identifikovan, byl vyssi obsah stanoven u rostliny Z. multiflora.

Tato prace by mohla byt vychozim bodem pro detailnéjsi prozkoumani biologické aktivity

analyzovanych glykosilovanych derivati a identifikaci jejich mozného vyuziti v oblasti
potravinaiského ¢i farmaceutického prumyslu.

Kli¢ova slova: derivaty thymochinonu, zatarosid, glykosidy, antimikrobialni aktivita,
mikrodilu¢ni metody, tymian



Antimicrobial activity of thymoquinone derivatives

Summary

Bioactive phytochemicals, largely represented by secondary plant metabolites, have been used
in natural remedies for thousands of years; for example, in traditional Chinese or Ayurvedic
medicine. However, a large number of these metabolites and their effects still remain unknown,
providing a broad venue for scientific study. In the Lamiaceae family species most
of the research concentrates on the analysis of essential oils. By contrast, in this study the often
neglected glycosidically bound derivates are analyzed.

This thesis focuses on the analysis of thymoquinone derivates and testing of their antimicrobial
activity. For this purpose, thymohydroquinone and zataroside B were selected. The study was
further extended by mapping of thymoquinone-related compounds, specifically,
of glycosidically bound terpenes and their distribution in selected species of the Lamiaceae
family (Origanum majorana, Origanum vulgare, Satureja hortensis, Thymus serpyllum,
Thymus vulgaris and Zataria multiflora).

The antimicrobial activity was tested using the microdilution technique on selected gram—
positive (S. aureus, B. cereus) and gram-negative (E. coli) bacteria. For the purpose
of the analysis and selected plant compounds identification, the extraction method was
optimized and chosen fractions were subsequently analyzed using UHPLC-MS/MS

Thymohydroquinone was found to inhibit gram-positive bacteria at concentrations above
8 nug/ml. In contrast, zataroside glycoside showed no inhibiting effect against any of the studied
bacteria at examined concentration range (<128 pg/ml). Moreover, up to 24 thymoquinone and
thymol derivates were identified across the specimen. The highest number of these derivates
was detected in 7. vulgaris which also exhibited the greatest relative concentrations of all
the examined species. The concentration of zataroside B in 7. vulgaris was found to exceed the
concentration detected in Z. multiflora; up to now considered its only confirmed source. In case
of preliminarily identified zataroside A isomer, higher concentration was, however, found in
Z. multiflora.

This study provides a starting point for a more detailed investigation of biological activity
in studied glycosylated derivates and identifies their potential for food or pharmaceutical
industry applications.

Keywords: thymoquinone derivatives, zataroside, glucosides, antimicrobial activity,
microdilution method, thyme
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1 Uvod

Bezpecnost potravin je stale vysokou prioritou pro spolecnost, a tedy se na ni stale zaméiuje
celéd fada védeckych skupin. Dtilezitou oblasti bezpecnosti potravin je inhibice kontaminujicich
mikroorganismil zpusobujicich kazeni a otravy z potravin (Adam & Moss 2010; Demnerova
2012). J Jednou z moznych cest ochrany potravin pted ¢innosti mikroorganismu je vyuzivani
bioaktivnich latek obsazenych v rostlinach. Tyto ucinné latky zahrnuji 1 skupinu
tzv. sekundarnich metabolitii rostlin, které je produkuji jako soucast obrannych mechanismd,
nebo jako atraktanty se zaméry rozmnozovani, ¢i signdlni molekuly. Mezi sekundarni
metabolity mizeme fadit také monoterpeny, které se v rostlinach vyskytuji volné nebo ve formé
glykosidli. Vyznamnym znakem volnych monoterpent je jejich tékavost, ktera umoziiuje
snadnou destilaci jejich ziskani z rostlinnych silic (Sarer et al. 1982; Dvotakova et al. 2011;
Tauchen & Kloucek 2020).

Mou osobni motivaci k vybéru tématu je zdjem o moznosti a rozvoj fytoterapie. Povazuji
za dulezité, ze moderni véda miize poskytovat oporu pro sofistikované kazdodenni zachazeni
s 1é¢ivymi rostlinami. Zvolené téma mi umoznilo nahlédnout na principialné¢ podobna vyuziti
rostlin v lidovém 1éCitelstvi raznych kultur v historickém kontextu. Ackoli jsou tyto uvahy
zajimavé, tato prace se pln¢ vztahuje k biochemickému pohledu na zvolenou problematiku.

Cilem této diplomové prace je analyza derivati thymochinonu (TQ) a testovani jejich
antimikrobialni aktivity. Konkrétn¢ byly vybrany derivaty thymohydrochinon (THQ)
a zatarosid (ZAT). Studie je rozSifena o zmapovani vyskytu piibuznych latek thymochinonu,
konkrétné glykosidicky vazanych terpeni, u rostlin z ¢eledi hluchavkovitych. Vychodisky této
prace jsou dvé publikované studie vzajemné souvisejici zacilenim na identifikaci derivata
thymochinonu. V prvni publikaci byla popsadna izolace téchto derivati z rostliny Nigella sativa,
ktera se vyskytuje v oblasti Stfedozemniho mote, Pékistanu a Indie a je vyuzivana lidovym
1écitelstvim po staleti (Gali-Muhtasib et al. 2006). V druhé studii byly thymochinon,
thymohydrochinon a dithymochinon identifikovany 1 ve vybranych rostlinach celedi
hluchavkovité naseho regionu (Taborsky et al. 2012).

Celed’ hluchavkovitych je velmi vyznamnou skupinou v oblasti 1é&ivych rostlin predevsim diky
obsahu ucinnych latek v jejich silici, kterych obsahuje celou fadu. Patii mezi n¢ hlavné thymol,
karvakrol, cymol, karvon, kafr, p-cymen, aj. DalSimi vyznamnymi latkami jsou pak tfisloviny,
hot¢iny ¢i glykosidy. Zejména diky obsahu u¢innych latek v rostlinach ¢eledi hluchavkovitych
je tfada jejich zastupcl vyuzivana v potravinafstvi ¢i farmakologii. Naptiklad u eugenolu,
thymolu ¢i metholu byla prokdzana inhibice rGstu mikroorganismi na potravinach a s tim
spojeny jejich potencidl jako pfirodnich konzervant (Korbelat & Endris 1981).

Tato studie je prvnim krokem k pochopeni potencidlu téchto derivath jako latek vice
rozpustnych ve vod¢. S ohledem na skutecnost, Ze védecké studie biologicky tc¢innych latek
v rostlinach Celedi hluchavkovitych se zpravidla zaméiuji na analyzu silic (Karapinar & Esen
Aktug 1987; Ghannadi 2002; Skocibusi¢ et al. 2006), se analyza v této praci se soustiedi
na mén¢ prostudované glykosilované derivaty. Domnivam se, ze tyto latky by mohly mit Sirsi
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vyuziti napf. v potravinarském a farmaceutickém primyslu. Studii chceme navazat na nékolik
vyzkumt, ve kterych byly izolovany a identifikovany nové monoterpenoidni glykosidy z rostlin
(Kitajima et al. 2004; Takeuchi et al. 2004; Koukoulitsa et al. 2006).

2 Védecka hypotéza a cile prace

Védeckymi hypotézami pro tuto studii jsou:
e specificka zména chemické struktury bude mit vliv na antimikrobiélni aktivitu;
e derivaty thymochinonu, jako naptiklad zatarosidy izolované doposud pouze z rostliny
Zataria multiflora, mohou byt pfitomny i v dalSich druzich ¢eledi hluchavkovitych
s vysokym obsahem patii¢nych prekurzort.

Hlavnim cilem préce je ovefeni antimikrobidlni aktivity derivatii thymochinonu. Dil¢im cilem
je provefit jejich vyskyt v riznych druzich rostlin z ¢eledi hluchavkovitych.
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3 Literarni resSerse
3.1 Lécivé rostliny

Historie vyuziti 1€civych rostlin je velmi obsahld v nejstarSich kulturach 1 v naSich zemich.
Naptiklad prvni Cesky psany herbai Knieha lékarska, kteraz slove Herbar aneb Zelinar 1€kate
Jana Cerného je datovan jiz k roku 1517 (Janda & Zentrich 1995a). JelikoZ syntetické 1éky jsou
zalezitosti pfevazné moderni spolecnosti, zhruba poslednich stopadesati let, je ziejmé, Ze se lidé
v minulosti spoléhali na ptirodni formu IéCitelstvi. I pfes dostupnost modernich farmak jsou
1é¢ivé tcinky rostlin dodnes cenény, zejména v tradicni ¢inské ¢i ajurvédské medicing.

Cela tada rostlin je oznacovana za 1éCivé a vyuzivana pro ucinky tzv. sekundarnich metabolitt
rostlin. Tato skupina zahrnuje Sirokou skupinu latek, jez slouzi jako mediatory mezi
organismem a prostfedim. Funkce sekundarnich metaboliti rostlin je velmi rozmanita,
od vyuziti v ochrannych mechanismech, zprostfedkovani rozmnozovéni, az funkce signalnich
molekul (Karapinar & Esen Aktug 1987; Wink 2015; Tauchen & Kloucek 2020).

3.2 Celed hluchavkovité

Hluchavkovité, Lamiaceae, je vyznamnou celedi, jez ma své Siroké vyuziti predevSim
v potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Jednd se o Celed ¢itajici zhruba 220 rodua,
které jsou rozsitené po celém svété, pricemz jen v Ceské republice je rozsifeno okolo 35 z nich.
Jednda se o jednoleté, dvoulet¢ 1 vytrvalé rostliny, jez jsou charakterizovany kvétem
s jednoduchou ¢i vétvenou Ctythrannou lodyhou. Jednoduché listy jsou postavené vétSinou
vstticné a kiizmostojn€, bez palistti. Kvéty byvaji pfevazné soumerné oboupohlavné (Korbelaf
& Endris 1981).

Mnoho zastupct této celedi je znamych pro své 1€Civé uinky. Ve starsi literatuie mj. uvadéno
jejich pouziti pii 1é€be dychaciho a traviciho tstroji, ¢i jako obklady na rany. Nalevy z tymianu
jsou napftiklad doporucovany pro 1é€bu chronickych zanéta pradusSek ¢i proti Cernému kasli
(Korbelait & Endris 1981). Rostliny celedi hluchavkovitych se vyznacuji piedevsim
antimikrobialnimi ucinky, které jsou dany vysokym obsahem ucinnych latek v silici, terpeny ¢i
fenolickymi latkami, zejména thymolem, karvakrolem a p-cymenem. DalSimi zastoupenymi
latkami jsou pak tfisloviny, hoi¢iny ¢i glykosidy. Obsah téchto latek kolisd a je zavisly
na chemotypu rostlin (Korbelat & Endris 1981; Karapinar & Esen Aktug 1987; Cosentino et
al. 1999; Oussalah et al. 2007; Epps et al. 2015; Marchese et al. 2016). Zvlast¢ monoterpeny,
thymol a karvakrol, plisobi proti velkému mnoZzstvi bakterii, a proto jsou Casto vyuzivany
v potravinafstvi jako pfirozené konzervanty a prodluzuji tak zivotnost potravin. V roce 2003
byla provedena studie, kterd zkoumala schopnost n¢kolika druhi kofeni (mj. tymian, saturejka
¢1 dobromysl) inhibovat riist 12 druhti patogennich bakterii vyskytujicich se v potravinach. Byla
potvrzena schopnost téchto latek inhibovat rist bakterii, pii zvySené citlivosti gram-pozitivnich
(Nevas et al. 2004).
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3.2.1 Zastupci hluchavkovitych v CR

Tato velmi Siroka celed’ zahrnuje obecné znamé druhy. Mezi ty nejznamé;jsi mtizeme fadit rody:
bazalka, dobromysl, levandule, majoranka, mata, matefidouSka, medurika, rozmaryn, saturejka
¢i Salvej. Ty jsou bohaté vyuzivany v kuchynich a domacnostech, v lidovém povédomi jsou
zname 1 jako ,,lécivky*.

3.2.1.1 Rod Thymus

Jiz po staleti jsou zastupci rodu Thymus vyuzivany pro své 1é¢ivé ucinky. Prvni zminky jsou
jiz ve spisech ze starovékého Rima, Recka ¢ Egypta. Matefidouska (Thymus serpyllum)
atymian (Thymus vulgaris) jsou vyuzivany zejména pro své antimikrobidlni,
antiseptické, antirevmatické, diuretické ¢i sedativni ucinky. Také jsou znadmy jeho pozitivni
ucinky na imunitni systém k podpoie obranyschopnosti proti béZnym nemocem, jako je
nachlazeni, chiipka ¢i infekce. Hlavni podil na tom ma vysoky obsah silic zahrnujici prevazné
cymen, thymol ¢i karvakrol. Déle tyto rostliny obsahuji napft. téisloviny, saponiny ¢i flavony
(Janca & Zentrich 1995b; Nikoli¢ et al. 2014; Jari¢ et al. 2015).

3.2.1.1.1 Tymian obecny (Thymus vulgaris L.)

Tymian obecny je jednim z nejznaméjSich zastupct ¢eledi hluchavkovitych. Piivodem pochazi
ze Sttedozemi, odkud se rozsifil 1 k nam. Jedna se o trvalku s vySkou lodyhy do 30 cm a s kvéty
nachové barvy na konci jara a zacatku 1éta. Je zndmym piirodnim antibiotikem, a to zejména
diky vysokém obsahu thymolu v silici (Korbelai & Endris 1981; Janca & Zentrich 1995c¢).
Prave obsah thymolu (40-50 % hm.), dale pak p-cymen (20-30 % hm.), y-terpinen (20 % hm.),
linaloolu (7 % hm.) ¢i karvakrolu (1 % hm.), zpiisobuje vysokou schopnost inhibice
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, i kvasinek (Cosentino et al. 1999; Nevas et al.
2004; Nikoli¢ et al. 2014; Tauchen & Kloucek 2020).

3.2.1.1.2 Materidouska uzkolista (Thymus serpyllum L.)

Matetidouska tzkolista, zndma také jako divoky tymidn, je polokef s lodyhami, které jsou
dlouhé 10-50 cm. Listy jsou vstticné, dlouhé asi 5—15 mm, kvéty jsou drobné, svétle az tmave
fialové. Kvete od dubna do zafi. Je druhem rozsifenym po stiedni Evropé, na Balkané ¢i zapadni
Asii. V lidovém Iéc€itelstvi byla pouzivana na zanéty (vnitini i vn€j$i pouziti), na dychaci obtize
¢1 dezinfekci mocovych cest. Obsah silice je obdobny jako u tymidnu obecného, tedy nejvice
je zastoupen thymol (okolo 40 % hm.), nasledné p-cymen (okolo 10 % hm.), y-terpinen (ptes
7 % hm.) aj. Obsahy téchto latek jsou jako u vétSiny rostlin ovlivnény regionem vyskytu,
obdobim sklizn¢ a ¢asti rostlin (Pilat & Usak 1960; Janca & Zentrich 1995b; Nikoli¢ et al. 2014;
Jari¢ et al. 2015).

3.2.1.2 Saturejka zahradni (Satureja hortensis L.)

Stejné jako tymian i saturejka pochazi ze Stiedozemi, odkud se rozsitila do nasi oblasti mirného
pasma. Lodyha obvykle dortsta vysky okolo 20-25 cm, kvete od Cervence do zafi. Je vyuZzivana
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jeji nat’ jako koteni v gastronomii. Jako ,,1é¢ivka* se podili na snizeni krevniho tlaku, poméha
pii onemocnéni traviciho traktu a ma baktericidni Gc¢inky.

Hlavnimi obsahovymi slozkami jsou silice, dale pak tfisloviny, pryskyfice a mineralni latky.
Jeji silice obsahuje zejména karvakrol (pfes 50 % hm.), p-Cymen a y-Terpinen (okolo
10 % hm.), coZ ma za nasledek vysokou schopnost inhibovat rist bakterii (Jan¢a & Zentrich
1996; Hajhashemi et al. 2000; Ghannadi 2002; Nevas et al. 2004).

3.2.1.3 Dobromysl obecna (Origanum vulgare L.)

Dobromysl neboli oregano, je velmi rozsifenou rostlinou v Evropé i Asii. Jedna se o trvalku
s lodyhou dosahujici okolo 0,5 m. Kvéty maji rizové az fialové zabarveni. V lidovém lécitelstvi
je znama predevsim pro svoji schopnost tlumit kiece, ¢i jako 1€k na suchy, drazdivy kasel.
Jak jiz jeji ndzev napovida, jedna o pfirodni antidepresivum. VyuZzivana je téz ve velké mifte
v gastronomii po celém svéte (Janca & Zentrich 1995a).

V roce 2000 byla publikovana studie zamétfena na glykosidicky vazané aglykony v dobromysli
obecné a jejich antioxidacni schopnosti. Hlavni detekovanou slozkou byl oznac¢en thymochinon
s obsahem zhruba 40 %, nasledovan benzylalkoholem (8,9 %), eugenolem (7,5 %) aj.
Aglykony byly nasledné porovnany se silici a vykazovaly obdobné antioxida¢ni u¢inky, ovSem
samostatné obsahové latky jako jsou thymol ¢i thymochinon vykazovaly antioxidacni
schopnost niz§i. Tato skuteCnost mimo jiné poukazuje na dilezitost synergického plisobeni
latek v rostlinach (Milos et al. 2000).

3.2.1.4 Majoranka zahradni (Origanum majorana L.)

Majoranka je bylinou, jejiz lodyha dosahuje vysky az 0,5 m. M4 drobné bil¢é az fialové kvéty.
Kvete prevazné v letnich mésicich. Znamé jsou predevsim jeji 1€€ivé €inky podporujici traveni
(Janca & Zentrich 1995b).

Jako u vétSiny rostlin ¢eledi hluchavkovitych je hlavni G¢innou slozkou silice, konkrétné
thymol a karvakrol (Sarer et al. 1982). Z Origanum majorana byly jiz roku 1986 izolovany
fenolické glykosidy a methylarbutin. Arbutin je znamy pfedevSim pro své vyuziti
pii urologickych obtizich (Assaf et al. 1987).

3.2.1.5 Zataria multiflora Boiss.

Zataria multiflora, znama také jako Shiraz Thyme, je u nds téméf neznamym zastupcem celedi
hluchavkovitych. Voln¢ roste piedev§im v oblasti Iranu, Afghanistainu a Pékistanu. Silice
obsahuje pfedevsim karvakrol (27-80 %) a thymol (25-40 %) v zavislosti na ekotypu (Shafiee
& Javidnia 1997; Zomorodian et al. 2011).

Jedna se o rostlinu vyuzivanou v lidovém IéCitelstvi iranské oblasti pro jeji prokazané
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antibakterialni ¢i antispasmatické ucinky (Hosseinzadeh et al. 2000; Saei-Dehkordi et al. 2010).
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3.3 Bioaktivni latky

3.3.1 Monoterpeny

Vétsina Ucinnych latek obsazenych v silici rostlin, napt. kafr, karvakrol ¢i p-cymen, se tadi
mezi tzv. monoterpeny, jenz jsou tvofeny dvéma isoprenoidovymi jednotkami. Ty dale
muzeme délit na cyklické, zahrnujici 1 aromatické, a acyklické. Jednd se o pomérné Sirokou
skupinu latek vyskytujicich se v rostlinach, ktera zahrnuje okolo 3000 struktur. Monoterpeny
se podileji na obrannych mechanismech, reprodukénim cyklu ¢i regulaci rastu. V kvetoucich
rostlinach Casto slouzi jako atraktanty pro ptfildkdni hmyzu. Monoterpeny jsou sekundarnimi
metabolity tzv. drahy kyseliny malonové a methylerytritolu. V rostlinach se vyskytuji volné
¢1 vazané ve formé glykosida (Dvotékova et al. 2011; Wink 2015; Tauchen & Kloucek 2020).
Jednd se o velmi vyhledavané bioaktivni latky v potravinarském, kosmetickém
¢1 farmaceutickém primyslu. Mohou byt pouzivany jako aditivita v potravinach, ¢i pomocné
prostiedky v pfirodni 1€¢be€, napt. ve form¢ aromaterapie. Vyuzivaji se pii 1€cbé revmatismu,
infekei €1 gastrointestinalniho traktu. Neméné dilezité je zminit i1 rizika, kterd pro nas
organismus piedstavuji. Pfikladem muze byt u¢inna latka pulegon zastoupena v silici rostliny
Mentha pulegium, jiz jsou piipisovany pomérné silné hepatotoxické ucinky (Wink 2015;
Tauchen & Kloucek 2020).

Latky p-Cymen, thymol a karvakrol patii mezi aromatické latky fadici se k monocyklickym
monoterpentim (Tauchen & Kloucek 2020). Napiiklad thymol (2-isopropyl-5-methylphenol) je
jednou z nejvyznamnéjSich ucinnych slozek izolovanych ze silice Celedi hluchavkovitych
(Karapinar & Esen Aktug 1987).

Latka p-Cymen byla identifikovana 1 jako hlavni slozka silice rostliny Nigella sativa (Jrah
antifungalni ¢i antisepticky. Byla prokazana jejich schopnost inhibovat riist nékterych bakterii
vyskytujicich se v potravinach, napt. vysoka citlivost bakterie S. Aureus (Karapinar & Esen
Aktug 1987).

3.3.2 Chinony

Chinony jsou sekundarni metabolity, které se piirozené vyskytuji v houbach, rostlinach,
zivocisich ¢i bakteriich. Strukturné se jednd o cyklické diketony, které obsahuji konjugované
dvojné vazby. Déleni na jednotlivé skupiny chinonli vychazi z ptislusnych aromatickych
uhlovodik, ze kterych jsou odvozeny. Skupina derivati benzochinonu se vyskytuje v houbach,
liSejnicich  ¢1 mikroorganismech (napt. rod Streptomyces), derivaty naftachinonu
a antrachinonu pak mizeme hledat v rostlinach (O’Brien 1991). Pouziti chinonu je datovano az
do starovéku, predevsim jako soucast pigmenta ¢i 1€kti. Dodnes velmi rozsifené je napt. pouziti
henny, jejiz G¢innou latkou je derivat naftochinonu lawson (Bentley & Campbell 1974;
Abulyazid et al. 2013), ¢i kury a listi z ofeSdku kralovského obsahujici juglon, jez je znama
pro své laxativni ¢i antibakteridlni uCinky (Janca & Zentrich 1995b; Babula et al. 2006).
Ubichinony (koenzymy Q), fadici se mezi derivaty benzochinu, se ucastni dychaciho fetézce
u savcl (Ernster & Dallner 1995).
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3.3.2.1 Thymochinon

Thymochinon (TQ) je spolecn¢ s thymohydrochinonem jednim z vyznamnych zéastupcii 1,4-
benzochinonu. Strukturou se jednd o 2-isopropyl-5-methyl-1,4-benzochinon (Obr.1). Je

(Gali-Mubhtasib et al. 2006).

Obrazek 1: Chemicka struktura thymochinonu (Prevzato z databdze PubChem).

V minulosti byl TQ spojovan pfedevsim s rostlinou Nigella sativa, rostouci v oblasti
Stiedozemniho mote, Pékistanu a Indie. Semena této rostlin jsou pouzivand jako ptirodni 1ék
jiz vice nez 2000 let pro své prospesné ucinky na lidské zdravi a k 1écbé nemoci (Nickavar et
al. 2003; Gali-Muhtasib et al. 2006). Byla prokazana tada tc¢inkt jako jsou antidiabetické,
z prvnich zminek o této rostlin€ byly jiz ve sbirce Sahih al-Buchari (kniha 76, kapitola 7). Jedna
se o sbirku islamskych tradic, ktera byla dokoncena roku 846 islamskym ucencem Imam
Muhammad al-Bukhari. V této knize je Nigella sativa neboli Black cumin oznacovana za 1€k,
ktery vyléci veskeré nemoci, s vyjimkou smrti (Al-Bukhari b.r.).

Sahih al-Bukhari 5687';

»Narrated Khalid bin Sad: We went out and Ghalib bin Abjar was accompanying us. He
fell ill on the way and when we arrived at Medina he was still sick. Ibn Abi 'Atiq came to
visit him and said to us, "Treat him with black cumin. Take five or seven seeds and crush
them (mix the powder with oil) and drop the resulting mixture into both nostrils, for 'Aisha
has narrated to me that she heard the Prophet saying, 'This black cumin is healing for all
diseases except As-Sam.' Aisha said, 'What is As-Sam?' He said, 'Death."*

Pravé tato zminka zapfiCinila rozsdhly vyzkum zaméfeny na rostlinu Nigella sativa,
resp. thymochinon a jeho derivaty, poslednich 50 let (Nickavar et al. 2003; Ramadan 2007).
Nejedna se ovSem o jedinou rostlinu obsahujici u¢innou latku thymochinon. Rozsahl¢ pozitivni
ucinky thymochinonu vyvolaly snahu o jeho identifikaci 1 v rostlindich béznych v nasem
regionu. Thymochinon spolecné se svymi derivaty thymohydrochinonem a dithymochinonem

! Pielozil do angli¢tiny M. Muhsin Khan.
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byly analyzovany v rostlinach c¢eledi hluchavkovitych, napt. Monarda didyma, Satureja
hortensis, Thymus serpyllum ¢1 Thymus vulgaris. Soucasné byla provedena kvantifikace obsahu
téchto latek, kde je diilezité poukazat az na dvojnasobné vyssi obsah TQ v rostliné Monarda
didyma nez Nigella sativa, pro thymohydrochinon az 5x vyssi (Taborsky et al. 2012).

3.3.2.2 Thymohydrochinon

Thymohydrochinon (THQ) je derivatem latky thymochinon. Rozdil je pouze ve dvou
navazanych atomech vodiku (Obr. 1, str. 15; Obr. 2). Jako derivat thymochinonu byl 1 THQ
identifikovan v rostlin¢ Nigella sativa a dalSich rostlinach ¢eledi hluchavkovitych (kap. 3.3.2.1
Thymochinon, str. 15). Thymohydrochinon spolecné s thymochinonem maji sviij podil
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Obrazek 2: Chemicka struktura thymohydrochinonu (Prevzato z databaze Pubchem,).

3.3.2.3 Dithymochinon

Jedna se o dimer thymochinonu (Obr. 3), jenz vznika dimerizaci v disledku vystaveni teplu
a slunecnimu zareni. Byl identifikovan v n€kolika zastupcich ¢eledi hluchavkovitych a rostliné
Nigella sativa, stejn¢ jako thymochinon ¢i thymohydrochinon (Taborsky et al. 2012).

V porovnani s TQ a THQ ma DTQ nizsi schopnost inhibovat bakterie (Halamova et al. 2010).

Obrazek 3: Chemicka struktura dithymochinonu (Prevzato z databdze Pubchem).
333  Glykosidy

Glykosidy jsou pfirodni organické latky skladajici se ze dvou casti, cukru a aglykonu,
propojenych acetylhydroxylovou vazbou. Aglykon je dulezitou c¢asti glykosidl, jez udava
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vlastni ptisobeni celé latky, resp. jeji farmakologické tcinky. Pravé rozmanitost aglykonua
u jednotlivych glykosidii ma za nasledek 1 jejich rozdilné ptisobeni (Korbelai & Endris 1981;
Jirasek & Stary 1986; Janc¢a & Zentrich 1995a).

Glykosidy mohou byt snadno $tépeny na aglykon a cukernou cast, napt. ptisobenim kyselin
¢1 enzymtli. Mezi enzymy podilejici se na Stépeni glykosidi fadime glykosidové hydrolézy,
transglykosylazy, lyazy ¢i fosforylazy. Schopnost téchto enzymt a kyselin, které jsou
napf. soucasti gastrointestinalniho traktu, poukazuje na vysoky potencial vyuziti odStépeného
aglykonu pro farmaceuticky ¢i potravinaisky primysl. Samotny aglykon jako aktivovana
molekula miize specificky pusobit v lidské organismu a vyuzit tak sviij terapeuticky potencial
(Janca & Zentrich 1995a; Khan et al. 2017). Glykosilaci je mozné ptivodné¢ hydrofobni
aglykony pfevést na vice rozpustné latky ve vod¢, které maji lepsi biologickou dostupnost
a zaroven rozdilnou schopnost transportu skrze bunéénou membranu. Piikladem muze byt
ovlivnéni farmakokinetiky, kdy je mozné vyuziti aktivniho transportu glukézy do mozkové
tkané (Kren & Martinkova 2012; Kytidou et al. 2020).

V poslednich letech doslo k vyznamnému rozvoji vyzkumu terapeutickych ucinka glykosidua,
mezi n¢zZ mizeme ftadit protirakovinné, antitrombotické, antidepresivni, antioxidacni,
antimikrobialni ¢i antifungalni ucinky. Jejich Sirokd rozmanitost a snizené riziko vedlejSich
ucinki zvyhodiiuji jejich pouziti oproti nékterym syntetickym 1ékim (Stick & Williams 2009;
Iyer et al. 2010; Serafini et al. 2011; Khan et al. 2017; Ayogu & Odoh 2020).

3.3.3.1 Rostlinné glykosidy

Glykosidy se vrostlinach bézné vyskytuji a jejich funkce je spojovana predevSim
s transportnimi mechanismy zasobnich sacharidt ¢i odbourdvanim nezadoucich latek. Jedna se
o pfirozen¢ se vyskytujici rostlinné sekundarni metabolity s vyznamnym terapeutickym
potencidlem a klinickym vyuzitim. Ve vétSiné piipadid se jednd o latky hotké a nckteré
1 jedovaté (napt. glykosidy naprstniku), proto je diilezité¢ nezapominat i na jejich toxikologicky
vyznam. Rozdé&leni rostlinnych glykosidt je dano povahou necukerné slozky — aglykonu. Radi
me sem napi. fenolické, kyanogenni glykosidy ¢i glukosinolaty (Korbelat & Endris 1981;
Hollman 1985; Jirasek & Stary 1986; Mika 1988; Janca & Zentrich 1995a).

Na dtlezitost glykosidii obsazenych v rostlinach poukazovaly jiz studie z roku 1986 a 1979,
které¢ jim pfipisovaly podil na biosyntéze vysSich terpenoidii ¢i slozeni éterickych oleja
(Croteau et al. 1979; Grzunov et al. 1986).

3.3.3.2 Zatarosid

V roce 1999 byly poprvé izolovany a identifikovany nové p-cymen derivaty — glykosidy, které
byly pojmenovany jako Zatarosid—A a Zatarosid-B (Obr. 4, str. 18). Oba izomery zatarosidu
(Ci16H2407) byly izolovany z hexanové frakce extraktu rostliny Zataria Multiflora a jejich
struktura byla potvrzena pomoci NMR spektroskopie. Zatarosid se jako glykosid sklada
z cukerné ¢asti glukozy a aglykonu thymochinonu (Ali et al. 1999).
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Obrazek 4: Chemicka struktura zatarosidu A (1) a zatarosidu B (2) (Prevzato z PubChem).

3.4 Vybrani zastupci patogennich bakterii

3.4.1 Staphylococcus Aureus

Staphylococcus aureus je jednim z hlavnich zastupcii grampozitivnich bakterii rodu
Staphylococcus, pod ktery spada vice jak 40 druhti a poddruhti. Patii mezi koky a jedna se
o nepohyblivé, nesporolujici, fakultativné anaerobni bakterie. Typ metabolismu maji
fermentacni, pfi kterém napft. fermentaci glukdzy produkuji kyseliny (taxonomické kritérium),
1 respiracni. Jsou odolné viic¢i vysychani ¢i vys§im koncentracim NaCl. Optimalni rtist probiha
pii 35-37 °C (mozny rust 1 pi1 7-48 °C), v aerobnim, pH 6-7. Dobfe roste na bézném zivném
agaru a v bujonu tvoii zakal a sediment (Bednar et al. 1996).

Bézné se stafylokoky vyskytuji v ptirod€, na rostlinach, ve vodé, pad¢ ¢i ve vzduchu. Dale pak
na kuzi, jejich derivatech a na sliznici teplokrevnych zivocCichu, konkrétné S. aureus pak u
vysSich primati (Bednat et al. 1996; Adam & Moss 2010). Byva spolecné s bakteriemi
Streptococcus pneumoniae i Neisseria meningitidis ¢astym patogenem dutiny ustni a nosni.
Stafylokoky produkuji celou fadu toxint (napf. cytotoxiny), enzymu (napft. protedza Ci lipaza),
které mohou napomahat k Sifeni infekce do dalSich tkani, a dalSich produktii (Franklin 1998;
Drnkova 2019).

S. aureus zpusobuje kratké az stiedné dlouhé typy onemocnéni, ktera nebyvaji pfili§ dobte
evidovana. Otrava jidlem kontaminovanym bakterii S. aureus je typicka kratkou inkubacni
dobou (24 hod) a je provazena nevolnosti, zvracenim, kifeCemi zaludku apod. Tyto piiznaky
vetsinou odezni do 2 dnti. Stafylokokové infekce maji sklon k recidivé ¢i chronickému prabehu
(Bednaf et al. 1996; Adam & Moss 2010). Vlivem zvySujiciho uzivani antibiotické terapie
dochazi ke vzniku poly— a multirezistentnich rezistentnich kmenta S. aureus k methicillinu
(MRSA) (Klevens et al. 2007; Drnkova 2019).
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3.4.2 Bacillus Cereus

B. cereus je grampozitivni sporolujici aerobni tyCinka a jeden z hlavnich zastupcli rodu
Bacillus. Tvoti endospory a je schopna ristu na béznych zivnych puadach, neni kultivacné
naro¢nd. Optimalni rtist probiha pfi teploté 28-35 °C, mozny v rozsahu 8-55 °C.

V ptirode se bézn¢ vyskytuje jako soucast pudy, prachu a vegetace. Je producentem celé fady
toxind a enzymi (napf. cereovy enterotoxin ¢&i C fosfolipazy). Radi se mezi patogeny potravin,
jejichz pozitim muze dojit k otravé projevujici se syndromem zvracenim s kratkou inkubaci
(emeticky toxin) ¢i syndromem prijmu (eneterotoxin). Vedle otrav z potravin jsou nemoci
vyvolané bakterii B. cereus velmi vzacné (napf. pneumonie, meningitida), vétSinou pouze
u hostitele s vyznamné snizenou imunitou (Bednaf et al. 1996; Kotiranta et al. 2000; Adam &
Moss 2010).

3.4.3 Escherichia Coli

Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinku spadajici mezi Enterobacteriaeae.
Pfirozené je soucasti stievni mikroflory teplokrevnych zivoc€ichti nebo ji mulZze nalézt
v zivotnim prostiedi. Je Castym kontaminantem potravin, jez byly vystaveny kontaminaci
fekalniho ptiivodu (napf. skrze znecisténou vodu). Optimalné roste pti 37 °C, v rozsahu 7-50 °C,
na béznych kultiva¢nich pidach. Ma fermentativni metabolismus, tedy $tépi cukry na kyseliny,
u glukézy zahrnuje i produkci plynt (Bednéf et al. 1996; Adam & Moss 2010).

VétsSina kmentii neni povazovana za patogenni, mize ale vyvolavat napf. extraintestindlni
onemocnéni (pievazné mocového traktu), sepsi, ¢1 meningitidu. Jednim z ptinosi je jeji podil
na syntéze vitaminu K, ktery je nepostradatelny v procesu srazlivosti krve (Bednar et al. 1996;
Drnkova 2019).
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4 Metodika
4.1 Extrakce z hluchavkovitych

4.1.1 Optimalizace procesu macerace hluchavkovitych

4.1.1.1 Pilotni metodika macerace suseného tymianu

Pro optimalizaci macerace jednotlivych zéastupcti hluchavkovitych bylo vyuzito vzorki
Cerstvého tymidnu (Thymus vulgaris) poskytnutych od firmy Hanka Mochov s.r.o0. (péstovano
na polich u Mochova, Praha—vychod). Nat¢ tymianu byly suSeny po dobu 7 dni v klimatizované
mistnosti se stdlou teplotou a volné lozené na stolech. Nasledné byly skladovany v difevénych
krabicich za pfistupu vzduchu, ale pti omezeném pfistupu svétla za pokojové teploty. Vzorky
z téchto nati byly pozdé¢ji vyuzity k optimalizaci metodik macerace, nasledné extrakce
a analyzy.

Pro prvni metodiku byla suSend nat zpracovana oddélenim listkti a nastfihanim stonkd.
K maceraci bylo navazeno 250 g (£0,05 g) naté¢ susené¢ho tymidnu a macerovano po dobu
24 hod ve 2,5 litrech 80% metanolu (Sigma-Aldrich) za kontinualniho tfepani (tfepacka GFL
3006; 100 rpm). Macerat byl filtrovan pies fidké sito s buni¢inou a nasledné centrifugovan
(centrifuga Universal 320R; 9000 rpm; 15 min). Dale byla pouzita vakuova filtrace (filtr
0,45 um) a odebran alikvot 1 ml pro analyzu. Alikvot byl nasledné¢ vysusen pomoci dusiku
a byla zvaZena pfesnd hmotnost jeho susiny (18,8 mg). Suchy vzorek byl rozpustén v 1 ml 50 %
metanolu a z n¢j bylo odebrano 100 ul pro 10x fedéni s destilovanou vodou. Takto upraveny
vzorek byl zkuSebné analyzovan metodou UHPLC-MS/MS.

4.1.1.2 Macerace Cerstvého a suSeného tymianu

K maceraci pro zavéreCnou analyzu tymidnu byl pouzit vzorek cerstvého tymidnu (Thymus
vulgaris) v kvétina¢i nakoupeném v obchodnim fetézci Kaufland (Vyrobce: Bylinky s.r.o0.,
zemé puvodu: CR). Byla oddélena nat, ze které bylo odvaZzeno po 5 g na dva vzorky. Kazda
¢ast byla zhomogenizovana pomoci homogenizatoru IKA T18 Ultra—Turax ve 100% metanolu.
Vzorek byl nasledné preveden do dvou Erlenmayerovych ban¢k v celkovém mnozstvi 75 ml
metanolu a macerovan 24 hod za kontinualniho tfepani (200 rpm).

Dalsich 10 g (2x po 5 g) tymianu bylo nejprve ponechano volné¢ na dvou Petriho miskéach
k suSeni po dobu 7 dnti v klimatizované mistnosti (Obr. 5, str. 21) a néasledné zpracovano dle
stejného postupu jako vzorky Cerstvého tymianu.
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Obrdzek 5: Cerstvy tymidn pied a po 7 dnech suseni v Petriho miskdch.

4.1.1.3 Optimalizovany postup pro maceraci suSenych vzorku

Pro dal$i analyzy obsahu thymochinonu, thymohydrochinonu a zatarosidu v celedi
hluchavkovitych byly pouzity vzorky suSenych bylin od ¢eské firmy (Valdemar Gresik —
Natura), baleni po 50 g. Byly pouzity rostliny: tymian obecny (Thymus vulgaris), saturejka
zahradni (Satureja hortensis), matefidouska obecna (Thymus serpyllum), majoranka zahradni
(Origanum Majorana). Dale byl pouzit vzorek rostliny Zataria Multiflora (pouze 5 g)
ze soukromého zdroje.

Susen¢ vzorky byly homogenizovany a macerovany dle stejného postupu jako vzorky
suSené¢ho/Cerstvého tymianu (kap. 4.1.1.2 Macerace Cerstvého a suseného tymianu). Bylo vzdy
navazeno 2x po 5 g od kazdého vzorku s ndslednou homogenizaci a maceraci v 75 ml 100%
metanolu po dobu 24 hod za kontinuélniho tfepani (150 rpm).

4.1.2 Uprava vzorku po maceraci

Po 24 hodinach macerace byly vzorky filtrovany, nejprve pies fidké sito s buni¢inou a nésledné
pies vakuovou filtraci (nylon 66; 47 mm; 0,45 micron). Druhy den byl filtrat odpafen
na vakuové odparce dosucha, opét rozpustén v €istém metanolu a pteveden do I¢kovky. Takto
vznikly vzorek byl uchovan v mrazicim boxu pfi teploté —18 °C.
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4.1.3 Extrakce vzorku
4.1.4 Proces optimalizace extrakce tymianu

Byla provedena postupna optimalizace extrakce TMQ, TQ a ZAT na vzorku tymidnu
s naslednou analyzou odebranych frakci. Pro prvni metodiku byla zvolena extrakce
pomoci destilované vody, chloroformu a ethyletheru (vSe Sigma-Aldrich). Nejprve byl objem
vzorku doplnén do 25 ml ¢istym metanolem. Byl odebran alikvot 1 ml vzorku pro pfimou
analyzu HPLC-MS/MS, tzv. “prasak*.

Zbyly macerat byl znovu odpafen dosucha. Nasledn¢ byl vzorek postupné extrahovan
v n¢kolika krocich dle nize uveden¢ho schématu (Obr. 6). Extrakce byla provedena
za manudlniho tfepani po dobu cca 1-2 min (Obr. 7, str. 23) mezi jednotlivymi kroky
(s vyjimkou mezi prvnim a druhym krokem) s naslednou centrifugaci (Hettich Universal 320R;
9000 rpm), ptip. sonikaci (Sonorex Digitec, Bandelin). V pribéhu extrakce se vytvorila mezi
jednotlivymi fazemi péna, ktera byla mechanicky narusena za uc¢elem oddé¢leni vodné faze.
Tento krok bylo nutné nékolikrat opakovat pro dostate¢nou separaci vodné faze z prostredni
gelovité vrstvy (Obr. 8, str. 23).

manualni tfepani manudlni tfepani
centrifugace (5 min)  centrifugace (5 min)

( A A 5 ml Hy0 1 ml H,0 mechanické
SmIH0 [ Jgu o e ¥ = ¥ pth
3
5 ml CHC13 1 ml CH3C1 Vrstvy
sonikace \
\/ centrifugace (5 min)  centrifugace (10 min)
odstranéni mechanické h h mechanické
organické 10mlH,0 [— naruSen — océelqr?pi — naruseni
faze CHCI gelovité vodné faze gelovité
¢ vrstvy vIstvy
sonikace \
centrifugace (10 min
odebrani Se ;%iﬁ;% odebrani
10mlH,0 [— ziskané vodné frakce oddélenych
vodné frakce fazi k analyze
20 ml etheru

Obrazek 6. Schéma prvni metodiky extrakce tymidanu.
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Obrazek 7. Vzorek v pribehu extrakce. Obrazek 8: Oddélené faze extrakce po centrifugaci.

4.1.5 Optimalizovana metoda extrakce tymianu

Na zéklad¢ vysledkii analyzy odebranych vzorkti z jednotlivych frakci byla extrakce
zjednoduSena a pocet krok byl zredukovan pii zachovani efektivity procesu. Piidanim
jednotlivych rozpostédel dle schématu (Obr. 9) bylo provedeno rozpusténi suchého vzorku
s naslednou extrakci. Pocet opakovani manualniho tfepani s naslednou centrifugaci byl upraven
podle vzorku a schopnosti oddéleni jednotlivych fazi, zvlasté¢ pak vylouceni vody z gelovité
mezivrstvy.

manualni tfepani
sonikace centrifugace (5 min) centrifugace

mechanické h debrani
5 ml 5 ml 5 ml naru$eni ,vdeoranl
. ——| ziskané vodné
H,O CHCl, H,0 gelovite frakce
vIStvy

Obrazek 9: Optimalizovany postup extrakce

4.2 Analyza jednotlivych fazi extrakce

4.2.1 Analyza UHPLC-MS/MS

Extrahované vzorky (6 vzorka vodné frakce extrakce rostlin tymidn, saturejka, dobromysl,
matefidouska, majoranka, Z. multiflora) a vzorek kontroly kvality (smésny vzorek
se zachovanim stejné koncentrace) byly fedény ¢i rozpustény jako HoO/MeOH v poméru 1:1.
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Takto ptipravené vzorky byly analyzovany pomoci systému ultravysokotlaké kapalinové
chromatografie (UHPLC) Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA) za pouziti kolony
Hydro-Synergy RP18 (2,5 um, 100x2 mm; Phenomenex) a za danych podminek (40 °C,
prutoku 0,250 ml/min, doba analyzy 20 min) ve spojeni s hmotnostnim analyzatorem Q-TOF
Impact II (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) s ultravysokym rozliSenim a piesnym urenim
hmoty (HRAM) analyti. Pro analyzu byla pouzita gradientova eluce (Tab. 1) s mobilnimi
fazemi A (0,2 % kyselina mravenci, v/v) a B (metanol, v/v). Objem nastiiku vzorku pro analyzu
¢inil 5 pl.

Vzorky vybranych rostlin, tymidnu a saturejky, které se béhem analyzy ukazaly jako
nejperspektivnéjsi, byly méfeny ve 3 opakovanich, stejné jako vzorek kontroly kvality.

Tabulka 1: Gradient (min/% B) pouZity pro analyzu vodnych extraktii vybranych rostlin metodou UHPLC.

Cas (min) |0 0,1 10 12 13 20
MF B (%) |5 5 100 100 5 5

Analyza vybranych latek obsazenych ve vodnych frakcich rostlinnych extrakt, pievazné
glykosidu, probihala v pozitivnim mddu. Zaznam spekter byl proveden ve FullScan médu (méd
uplného skenovani). Metoda analyzy byla nastevena a vytvofena pomoci softwart
Compass otofControl 5.2 (Bruker Daltonik GmbH, USA) a Compass HyStar 5.1 (Bruker
Daltonik GmbH, USA). Vyslednd data byla ndsledné ¢asté¢né zpracovana k vyhodnoceni
pomoci programu TasQ client 4.3 (Bruker Daltonik GmbH, USA), kde byly porovnany retencni
Casy a molekulové hmotnosti s urCenymi teoretickymi hodnotami. Vystupni data byla
statisticky vyhodnocena v programu Microsoft Excel.

4.3 Mikrodiluéni testy

4.3.1.1 Priprava inokula

V této préci byly pouzivany standardni sbirkové kmeny z American type culture collection
(ATCC) (Tab. 2, str. 25). Jako kultivaéni médium byl pouzit bujon Miieller-Hinton (MHB)
od OXOID (Basingstoke, Velka Britanie), ktery byl pfipraven z 21 g rozpusténych v 1 litru tris-
buffered saline a poté autokldvovan (121 °C, 15 minut) a uchovan v chladnicce pii 4 °C.

Inokulum bylo pfipraveno za pouziti 5 ml MHB a nékolika kapek vybrané bakterie pro dané
méieni. Takto aspeticky vytvotrend suspenze byla ponechéna inkubaci pii 35 °C ptes noc, vzdy
minimaln¢ 16 hod. Nasledujici den byla pfipravena nova zkumavka obsahujici pouze 10 ml
MHB, u kter¢ byla zméfena denzita na denzitometru. Do takto zméfeného média bylo postupné
pridavano inokulum pfipravené predchoziho dne, dokud se nezvysila denzita o 0,5 McF.
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Tabulka 2: Vybrani zastupci bakterii pro mikrodilucni testy.

Grampozitivni bakterie || Gramnegativni bakterie
S. aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922
B. cereus ATCC 1177

4.3.1.2 Priprava koncentra¢ni rady sledované latky

Dva vybrani zastupci derivati thymochinonu (TQ), thymohydrochinon (pfipraven v laboratofi
redukci z TQ, Sigma-Aldrich) a zatarosid B (Sigma-Aldrich), byly testovany na bakteriich
podle koncentracni fady (ug/ml): 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25. Tato tedici fada byla
pripravena z vychozi koncentrace 128 pug/ml, jez byla pfipravena ze zasobniho roztoku vzorku
o koncentraci 100x vyssi. Pro vytvoieni zdsobniho roztoku bylo z navazky vypoc¢teno mnozstvi
rozpoustédla DMSO (zatarosid) nebo 96% ethanolu (thymohydrochinon) na dosazeni 100 %
ucinnosti latky. Takto pfipraveny zasobni roztok byl napipetovan po 6,25 ul (pro 1 méteni)
¢1 12,5 pl (pro 2 méfeni) do ,,ependorfek® k uskladéni v mrazicim boxu za teploty —18 °C
na dal$i méfenti.

Pted kazdym métfenim byla pfipravena nova fedici fada pro antibiotikum tetracyklin T3258
(Sigma-Aldrich) s €istotou 288 %, pro mikrudilu¢ni testy v koncentracich (ug/ml): 16; 8; 4; 2;
1;0,5;0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313. Zasobni roztok pro antibiotikum byl pfipraven rozpusténim
v 96% ethanolu v mnozstvi vypocteném ze skutecné navazky o koncentraci 100x vyssi
neZ prvni koncentrace fedici fady (16 pg/ml) pti pfepocitani na 100% ucinnost. Zasobni roztok
byl vzdy piipraven ,,Cerstvy* pro jednotliva méieni.

4.3.1.3 Mikrodiluéni testy

K testovani byly piipraveny mikrotitratni desticky dle schémata (Tab. 3 a Tab. 4, str. 26)
s objemem jednotlivych jamek 200 pl. Kontrolou ¢istoty je Cist¢ médium MHB, kontrolou pak
médium zaoCkovené zvolenou bakterii (S. Aureus ¢i E. Coli). Testovani bylo vzdy provedeno
dvakrat pro kazdou bakterii ve 3 opakovani.

Tabulka 3: Schéma mikrotitracni desticky pro TMQ + ZAT (kde K je kontrola, K: je kontrola cistoty, konkrétni
c¢isla vyjadruji koncentraci testované latky v ug/ml, zatarosid v 1.-3. 7adku, thymohydrochinon v 6.-8. radku)

K 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Ke
K 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Ke
K 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Ke
K Ks
K Ks
K 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Ke
K 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Ke
K 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Ke
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Tabulka 4: Schéma mikrotitracni desticky pro tetracyklin (kde K je kontrola, K¢ je kontrola cistoty, konkrétni cisla

vyjadruji koncentraci antibiotika v ug/ml)

Ke
Ke
16 8 4 2 1 0,5 0,125 | 0,125 | 0,0625 | 0,0313 | K&
16 8 0,5 0,125 | 0,125 | 0,0625 | 0,0313 | K&
16 8 4 2 1 0,5 0,125 | 0,125 | 0,0625 | 0,0313 | K&
Ke
Ke
Ke

B
[\
—

aslialiaiiaiialialialia

Ptipravené desticky byly nésledné dvakrat zaoCkovany cCerstvé standardizovanym inokulem
(tedy veskeré jamky s vyjimkou kontrola ¢istoty ve 12. fadku) tak, aby bylo dosaZzeno pocatecni
koncentrace mikroorganismi cca 5 x 10° KTJ. Desti¢ky byly ponechany v inkubatoru po dobu
24 hod za teploty 35 °C. Druhy den byla vyhodnocena schopnost testovanych latek inhibovat
rust danych bakterii. Behem testovani byla mirné upravena metodika pro bakterii Bacillus
cereus tim, Ze byl testovan zatarosid spolecné s antibiotikem tetracyklin na jedné desticce
a thymohydrochinon byl testovan samostatné. Koncetra¢ni fady byly zachovany.
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5 Vysledky

5.1 Kbvalitativni analyza UHPLC/MS

Identifikace vybranych latek byla provedena ve vodnych frakcich odebranych po extrakci
maceratu jednotlivych rostlin za pomoci metody UHPLC-MS/MS. Na zaklad¢ ucelové
vytvoiené tabulky teoretickych hodnot m/z addukti potencialnich metaboliti byly vybrané
latky cilen¢ identifikovany (Tab. 5). Tyto vystupy analyzy v podob¢ extrahovanych
chromatograml a hmotnostnich spekter byly déle zpracovany pro stanoveni relativnich obsaht
jednotlivych latek. Zjisténé hodnoty byly pro porovnéani vzorka vztazené ke smésnému vzorku
neboli kvalitativni kontrole, ktera ptredstavovala primérné hodnoty obsahu identifikovanych

latek.

Tabulka 5: Teoretické hodnoty pro praci s vvhodnocenim dat analyzy UHPLC/MS, kde rt = retencni cas.

Sumarni

Predpokladana

Detekovany

m/z

Latka vzorec M; ion detek. iontu RT [min]
DTQ Ca20H2404 328,1675 [M+H]* 329,1753 9,2
THQ-Ac Ci2H160s 208,1099 [M+H]* 209,1178 7.7
THQ-Hex-Hex C22H34012 490,2050 [M+NH4T* 508,2394 3,6
THQ-Hex-Hex-Mal C2sH36015 560,2105 [M+NH4]" 594,2398 4,5
THQ-Hex-Mal 1 C19H26010 398,1577 [M+NH4]" 432,1870 5,7
THQ-Hex-Mal 2 C1oH26010 398,1577 [M+NH."T* 432,1870 5,9
THQ-Hex-Rham C22H34011 458,2152 [M+NH."T* 492,2445 8,0
THQ-Me CiiHi602 180,1150 [M+H]* 181,1229 7.8
THY CioH1:0 150,1045 [M+H]* 151,1123 7.7
THY-Hex/THQ-Rham 1 C16H2406 312,1573 [M+NH."T* 330,1917 75
THY-Hex/THQ-Rham 2 C16H2406 312,1573 [M+NH."T* 330,1917 8,0
THY-Hex-Hex 1 C22H34011 4742101 [M+NH4T" 4922445 5,7
THY-Hex-Hex 2 C22H34011 4742101 [M+NH4T" 4922445 6,0
THY-Hex-Mal 1 C19H2609 398,1577 [M+NH4T" 416,1921 7.8
THY-Hex-Mal 2 C19H2609 398,1577 [M+NH4T" 416,1921 8,2
THY-Hex-Rham C22H34010 4582152 [M+NH4T" 476,2496 7,0
THY-Hex-Rham-Mal CasH36013 5442156 [M+NH4T" 562,2500 7.4
THY-Hex-Xyl C21H32010 444,1995 [M+NH4'T" 462,2339 7,5
THY-Hex-Xyl-Mal C24H3:013 544,2156 [M+NH,*]* 548,2343 7,5
THY-Me Ci1H160 164,1201 [M+H]* 165,1279 9,6
Zatarosid A C16H2407 328,1522 [M+NH."T* 346,1866 4.8
Zatarosid B C16H2407 328,1522 [M+NH."T* 346,1866 5,1
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Pro znazornéni postupu v analyze identifikovanych latek byl jako reprezentativni vybran
monoglukosidovy konjugat thymohydrochinonu zatarosid B (Obr. 10), jehoZz reten¢ni Cas
(5,1 min) byl porovnan s komeréné dostupnym standardem zatarosidu B (Obr. 11). Na obr. 10
jsou znazornény identifikované struktury jednotlivych fragmentt spektra (Obr. 10). V rdmci
pilotniho screeningu byly porovnany chromatogramy a srovnano zastoupeni obou izomera
zatarosidu, A a B, v jednotlivych rostlinach (Obr. 12, str. 29).

212 Tymian FA_NIS2 546 Pos_O1_RC2 1 1551 4 1MIS2(346 1567 150 2002V, 5 120 1min 7254 300
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Obrazek 10: Hmotnostni spektra zatarosidu A a zatarosidu B (véetné stuktur jednotlivych fragmentii spektra u
zatarosidu B). Cervené oznacené jsou amoné ionty zatarosidu A (346,1860) a zatarosidu B (346,1867), jejichz
teoretickda m/z je 346,1866 (Tab. 5, str. 27).
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Obrazek 11: Reprezentativni chromatogram identifikace zatorosidu B ve vodném extraktu ve srovnani se standardem
zatarosidu. B na zdkladé retencniho casu.
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Obrazek 12: UHPLC-MS/MS chromatogram zatarosidu A a zatarosidu B v jednotlivych rostlindch.

Latky identifikované bez standardu byly urCeny na zdkladé hmotnostniho spektra,
resp. adduktového iontu (nejCastéji s amonnym nebo vodikovym iontem) piedpokladaného
metabolitu. Jako reprezentativni ptiklad je na obr. 13 uvedeno spektrum a extrahovany iontovy
chromatogram (obr. 14) malonyl-glykosilované¢ho thymohydrochinonu (THQ-Hex-Hex-Mal).
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Obrdzek 13: Hmotnostni spektrum analyzovaného malonylovaného glykosidu, derivatu thymohydrochinonu. Cervené
oznaceny je jeho identifikovany amonny ion.
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Obrazek 14: UHPLC-MS/MS extrahovany iontovy chromatogram THQ-Hex-Hex-Mal (RT= 4,5; Tab.2, str. 23)
identifikovaného ve vzorku T. vulgaris.

Nisledné byla provedena i MS? fragmentace tohoto iontu a analyzou fragmentového spektra
identifikovany 1 jednotlivé klicové fragmenty potvrzujici spravnost predbézné identifikace
stanovované latky. Pro ilustraci je jako ptfiklad na obr. 15 uvedeno anotované HRES
fragmentové spektrum malonyl-glykosilovaného thymohydrochinonu (THQ-Hex-Hex-Mal),
ktery je vybran jako reprezentativni struktura zahrnujici vétSinu vyznamnych strukturnich
motivi (glykosylovy a malonylovy zbytek) pfitomnych v ostatnich ptedbézné identifikovanych
metabolitech. Na hmotnostnim spektru je mozné vidét pfimé potvrzeni malonylonovych
derivati, které jasn¢ dokazuje, ze dochazelo k manolizaci latek obsazenych v tymianu.
Fragmenty 379,1387 m/z a 361,1281 m/z dokazuji zachované malonylované zbytky. Zahrnuty
jsou 1 dalsi fragmenty, napt. ion 167,1066 m/z, ktery odpovida thymohydrochinonu, ¢i ion
125, 0597 m/z odpovidajici methylhydrochinonu a dal$i fragmenty derivati hexoz.
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Obrazek 15: Analyzované spektrum THQ-Hex-Hex-Mal, kde jsou identifikované i jednotlivé fragmenty. Cervené oznaceny
je amonny ion stanovované latky (432, 1843 m/z).
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Hmotnostni spektra a retencni Casy byly porovnany s teoretickymi udaji odvozenymi
od standarda thymolu, zatarosidu ¢i thymochinonu. Procentudlni obsah analyzovanych latek
(Tab. 6) byl vypocten zrelativnich ploch pikli vztazenych ke smésnému vzorku vSech
analyzovanych rostlin, tedy kvalitativni kontrole, jejiz obsah byl stanoven 100 %. Vzorky
tymidnu, saturejky a kvalitativni kontrola byly analyzovdny ve 3 opakovanich za ucelem
zjisténi presnosti analytického stanoveni. V pribéhu testovani se ukéazalo byt vyhodné
soustiedit se na rostliny tymian (Thymus vulgaris) a saturejka (Satureja hortensis), u kterych
bylo podle pfedpokladu zjisténo nejvyssi absolutni mnozstvi 1 relativni obsah identifikovanych
latek. Z toho ditvodu byla u t&chto rostlin provedena dalsi méfeni (MS?) a pro vy$$i pfesnost
nasledné¢ statisticky vyhodnocena.

Tabulka 6: Procentudlni obsah a identifikace vybranych derivitu thymochinonu a thymolu ve vybranych
zastupcich celedi hluchavkovité. U identifikovanych latek byl stanoven procentudlni relativni obsah vztazeny ke
kontrole kvality (smésny vzorek vybranych rostlin).

Identifikovana Identifikace a relativni obsah stanovenych latek [% +SD] ve vybranych rostlinach
litka Dobromysl | Majoranka | Matefidouska Saturejka* Tymian* Z. multiflora
DTQ - - 119,3 - 545,8 £0,79 -
THQ-Ac - 529,1 - - 1028,1 0,33 7254
THQ-Hex-Hex - - 13,0 242,6 £0,07 234,1 £0,29 545,6
THQ-Hex-Hex-Mal - - 11,2 740,7 £0,52 394,0 £0,52 3929
THQ-Hex-Mal 1 0,8 7,0 17,0 774,7+0,52 594,5 £1,37 271,5
THQ-Hex-Mal 2 2,7 3,6 111,2 746,6 £0,43  4353,1 9,44 1261,0
THQ-Hex-Rham 69,4 101,9 1000,4 1761,8 £2,95 144,7 1,16 180,5
THQ-Me 127,6 54,1 79,3 52,8 0,01 341,8 0,17 90,9
THQ-Rham 20,9 1959 76,8 208,6 £0,07  5433,6 £9,72 50,8
Thymol (THY) 131,2 143,1 127,3 66,2 £0,06 98,6 +0,04 1453
THY-Hex-Hex-Mal - - 140,7 689,4+£0,52  1818,0+£3,36 214,8
THY-Hex-Hex 1 5,7 1643 132,2 731,5 £0,60 230,6 £0,34 136,8
THY-Hex-Hex 2 103,1 480,8 311,6 576,4 £1,04 473,0 £0,84 3488
THY-Hex-Mal 1 20,3 118,1 41,0 110,2+0,02  5447,7+8,83 26,1
THY-Hex-Mal 2 - 43 27,3 469,3+0,19  2600,2 +£5,73 126,7
THY-Hex-Rham 79,8 529,1 1081,4 15,9+0,03  1140,7 £5,23 261,1
THY-Hex-Rham-Mal - - - 181,2 £0,85 527,6 £2,21 58,0
THY-Hex-Xyl 129,7 120,8 174,1 237,8£0,18  1929,1 £3,51 2839
THY-Hex-Xyl-Mal - - - - I** -
THY-Hex 1 - 196,9 77,2 5461,9 £0,07 209,8 £9,79 459
THY-Hex 2 - 3,0 454 340,5+0,10  4028,7 8,83 208,0
THY-Me 56,7 48,6 51,0 183,8 £0,09 221,0 £0,69 84,3
Zatarosid A 2,2 9,5 13,2 405,1 0,41 293,7 £0,59 520,8
Zatarosid B 2,1 5,1 36,3 342,6 0,15  1607,0 £3,74 893,8

*Vysledné hodnoty byly statisticky zpracovany v programu Microsoft Excel (neparovy t-test, p <0,05). Je uveden
primeér hodnot a smérodatna odchylka. **I (=identifikovana) — latka byla identifikovana, ale nebylo mozné urcit
relativni obsah latky z ditvodu nedostatecné detekce u vzorku kontroly kvality.
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Pomoci vicerozmérné statistické analyzy hlavnich komponent (PCA) byla data dale zpracovana
pro analyzu vztaht mezi sledovanymi analyty a podobnosti jednotlivych vzorkii na zakladé
profila téchto latek (Obr.16, Obr.17). Z analyzy je zifejmy piedevsim urcity vliv malonylace
jako faktoru rozdilti mezi tymidnem a saturejkou, které se obecné vyrazné odlisuji od ostatnich
vySetfovanych vzorkl vy$Sim zastoupenim metabolith TQ a THY. DalSimi vyznamnymi
diskriminujicimi latkami jsou zatarosid A a B, kde forma B je relativné¢ abundantnéjsi
v tymianu, kdezto forma A je proporciondlné vice zastoupena v saturejce, coz je patrno
1z porovnani chromatogramii (obr. 12, str. 29). Procentudlni zastoupeni variability dat pro
faktor 1 je 58, 86 % a pro faktor 2 je 25,82 %. Tedy 84, 68 % variability dat bylo popsano
faktory 1 a 2, které zahrnuji korelaci zastoupeni vétSiny malonylovych glykosidi.
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Obrazek 16: Grafické zndzorneni relativniho zastoupeni malonylovych latek v analyzovanych rostlinach.
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Obrazek 17: Grafické znazorneni komponentni zatéze jednotlivych faktoru, jak jednotlivé latky prispivaji k rozdéleni latek.
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5.2 Testovani antimikrobialni aktivity

Vysledky ukézaly rozdilné schopnosti obou testovanych derivati thymochinonu inhibovat
vybrané zastupce patogenti potravin v porovnani s vybranym antibiotikem tetracyklin (Tab. 7).
Thymohydrochinon uc¢inné¢ inhiboval oba zéastupce grampozitivnich bakterii, S. aureus a B.
cereus, se shodnou minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) 8 pg/ml, zatimco u zastupce
gramnegativnich bakterii, E. coli, byl ve vybraném rozsahu koncentraci neti€¢inny. Zatarosid B
nevykazoval Zadnou schopnost inhibovat vybrané patogeny v celém testovaném rozsahu
koncentraci. Pro srovnani: vybrané antibiotikum tetracyklin vykazovalo MIC
proti grampozitivnim bakteriim 0,125 pg/ml a gramnegativni bakterii 0,5 pg/ml.

Tabulka 7: Minimalni inhibicni koncentrace (MIC) thymohydrochinonu, zatarosidu a vybraného antibiotika
tetracyklin proti vybranym patogeniim v potravindach.

G bakterie G bakterie
Ué&inna latka S. aureus B. cereus E. coli
MIC* MIC* MIC*
Thymohydrochinon 8 8 > 128
Zatarosid > 128 > 128 > 128
Tetracyklin 0,125 0,125 0,5

*MIC je stanovena v pg/ml, hodnota je modus ze 3 opakovani 3 testi.

33



6 Diskuze

Rostliny jsou nejstarsi pouzivané prostiedky pro 1éceni nemoci a dodnes jsou Siroce vyuzivané
nekterymi kulturami, ptikladem miize byt tradi¢ni ¢inska a ajurvédskd medicina. Vyzkumné
analyzy bioaktivnich latek obsazenych v rostlindch se Casto soustfedi na testovani jejich
schopnosti inhibovat mikroorganismy. Mezi bioaktivni latky je mozné fadit i1 sekundarni
metabolity rostlin zahrnujici Siroké spektrum latek. Ty jsou produkovany rostlinami zejména
za uCelem obrannych mechanismd, atraktantii vedoucich k rozmnozeni rostliny ¢i jako signalni
molekuly (Tauchen & Kloucek 2020).

V ramci této diplomové prace byla testovana antimikrobialni aktivita vybranych derivata
thymochinonu, konkrétn¢ thymohydrochinonu a zatarosidu. Pro dotvoieni SirSiho kontextu
prace byly kromé vySe uvedenych latek analyzovany jesté dalsi piibuzné slouceniny,
a to ve vodné frakci vybranych zastupct ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Konkrétné §lo
orostliny Thymus vulgaris, Thymus Serpyllum, Satureja hortensis, Origanum vulgare,
Origanum majorana bézné uzivanych v nasich zemich. Pro srovnani byla analyzovana i rostlina
ze zapadoasijské oblasti, Zataria multiflora, t¢Z spadajici do Celedi hluchavkovitych, ve které
byly jako v jediné v minulosti identifikovany dva izomery monoglykosidu thymohydrochinonu
zatarosid A a B (Ali et al. 1999).

Identifikace latek v této diplomové praci byla zaméfena predevsim na glykosidové a malonyl-
glykosidové konjugaty, mezi které patii izatarosid, a dalsi derivaty thymochinonu,
piipadné thymolu. Konkrétné byly identifikovany konjugaty cukernych slozek
s thymohydrochinonem, zastupujici derivaty thymochinonu, athymolem jako zastupcem
fenolického monoterpenu obsazenym v silicich rostlin. Glykosidy obsahuji ve své struktuie
chranénou formu aglykonu, ktera by po odstepeni cukerné slozky mohla pfedstavovat
potencialné ucinnou latku vyuzitelnou ve farmacii ¢i potravinarském primyslu (Khan et al.
2017). Glykosilaci je mozné pivodné hydrofobni aglykony pievést na latky vice rozpustné
ve vode, které maji lepsi biologickou dostupnost a maji rozdilnou schopnost transportu skrz
bunénou membranu (Kren & Martinkova 2012; Kytidou et al. 2020).

U tymianu obecného bylo identifikovano vSech 24 latek snejvysSi mirou zastoupeni
1 relativnich obsahii. U tymidnu mezi nejvice zastoupenymi konjugaty byly pro thymochinon
identifikovany THQ-Hex-Mal, THQ-Rham a pro thymol THY-Hex, THY-Hex-Mal.

U saturejky zahradni bylo identifikovano 21 latek, u kterych byly stanoveno 1 jejich relativni
mnozstvi. Oproti tymianu zde nebyl identifikovan napt. dithymochinon, dimer thymochinonu.
Relativni obsahy byly u vétSiny latek ndsobné nizsi, v nékterych ptipadech az o fad. Podobné
jako tymian i saturejka poukazovala na urcité odliSeni od ostatnich rostlin, a to korelaci
prevazné s glykosidy, které nebyly konjugaty s kyselinou malonylovou (Obr. 16, str. 32).

Z vysokych relativnich obsahti latek v tymianu by se dalo ptfedpokladat, ze vysledky mohl
ovlivnit zdroj a zplsob suSeni rostlin, jelikoz rostlina byla ziskana pivodné jako cCerstva
a od jiného vyrobce. Tato domnénka byla vyloucena porovnanim obsahu thymolu v tymianu
a ostatnich rostlinach, ktery vysel srovnatelny (Obr. 10, str. 28). Podle dostupné literatury byva
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totiz obsah thymolu fadové shodny v rostlinach Celedi hluchavkovitych (Komaitis et al. 1992;
Milos et al. 2000; Ghannadi 2002; Skocibusic¢ et al. 2006; Nikoli¢ et al. 2014; Jari¢ et al. 2015;
Tauchen & Kloucek 2020).

Jelikoz u zatarosidu B byla v ramci této prace testovana jeho schopnost inhibovat vybrané
bakterie, bylo by zddouci poukézat na zastoupeni obou izomernich glykosidt v rostlinach. Byly
identifikovany dva piky, které odpovidaji glykosilovanému thymohydrochinonu. Tyto izomery
zatarosid A 1 zatarosid B byly urceny i na zaklad¢ teoretickych reten¢nich Casti a hmotnostnich
spekter (Tab. 6, str. 31).

Retencni Cas zatarosidu B byl potrvzen na zaklad¢ standardu od firmy Sigma-Aldrich. Zaroven
byly urceny struktury jednotlivych fragmentt spektra, které potvrzuji identifikaci zatarosidu B
(Obr. 10, str. 28). Mezi tyto fragmenty miizeme tfadit thymohydrochinon (167, 1066 m/z), 2-
methylhydrochinon (125,0597 m/z) ¢i derivaty hex6zy. Pro druhy izomer zatarosid B bylo
potadi odliSné. Nejvyssi relativni obsah byl zjistén u tymianu obecného (1607 %), nasledovala
Z. multiflora (893,8 %) a saturejka zahradni (342,6 %).

Zatarosid A byl predbézné identifikovan na zédkladé hmotnostniho spektra, které bylo témér
identickée se spektrem standardizovaného zatarosidu B (Obr. 10, str. 28). Zatarosid A byl nejvice
zastoupen urostliny Z. multiflora (520,8 %), nasledovan saturejkou zahradni (405,1 %)
a nakonec tymianem obecnym (293,7 %).

Co se tycCe identifikace malonyl-glykosidl, jejichz obsah ptevazné odliSoval tymian
od ostatnich latek, jak poukazuje statistické vyhodnoceni (Obr. 16, str. 32), jedna se o nadstavbu
této diplomové prace. Vybér identikovanych latek byl zvolen az na zékladé hmotnostnich
spekter, kterd byla vyhodnocena. Z tohoto ditvodu se o nich tato prace, resp. diskuze, zminuje
pouze velmi okrajové. Dulezité je ale poukdzat na mozny potencidl malonyl-glykosida
v souvislosti s jejich zastoupenim v jinych rostlinach, jako jsou napft. petrzel zahradni (Eckey-
Kaltenbach et al. 1993), ZenSen (Kochkin et al. 2017) ¢i paprika setd (Marin et al. 2004). Bylo
zjisténo, ze malonizace je jednim z obrannych mechanisml rostlin, konkrétné¢ soucasti
detoxika¢nich mechanismt bunék (Taguchi et al. 2005).

Zarovenl je vhodné poukazat na nékteré studie poukazujici na vliv konjugace glykosida
s kyselinou malonovou, resp. rozdily mezi konjugovanou a nekonjugovanou formou glykosidi.
Naptiklad v roce 2014 byla provedena studie mj. zaméiujici se na biologickou dostupnost
malonyl-glykosilovanych konjugati isoflavonoidli izolovanych ze s6ji, v niz jsou bohaté
zastoupeny, kterd poprvé poukazovala na vyssi biologickou dostupnost nekonjugovanych
forem. Pfedpoklada se, Ze nizsi biologickd dostupnost mé za nésledek pomalejsi hydrolyzaci
malonyl-glykosidi na aglykony, a tedy by mohlo dochézet k jejich hydrolyzaci glukosiddzami
az v tenkém stieveé (Yerramsetty et al. 2014).

V dalsi fazi studie se badani soustiedilo na hlavni cil této diplomové prace, kdy byla testovana
schopnost derivati thymochinonu, thymohydrochinonu a zatarosidu, inhibovat rist vybranych
bakterii. Ze zvetejnénych studii vyplyva, ze testovani antimikrobidlniho ucinku rostlin z ¢eledi
hluchavkovitych se zpravidla tyka predevsim jejich silic, které obsahuji jako hlavni ucinné latky
monoterpeny — thymol, karvakrol ¢i p-cymen. Ty se mohou vyskytovat v rostlinach volné
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¢1 vazané ve forme glykosidi (Karapinar & Esen Aktug 1987; Dvotéakova et al. 2011; Tauchen
& Kloucek 2020).

Pro zjisténi antimikrobidlnich ucinki zatarosidu a thymochinonu byla stanovena jejich
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pomoci mikrodiluéni metody a porovnanana
s ucinnosti antibiotika tetracyklin. MIC byla stanovena u tii zastupcii bakterii, dvou
grampozitivnich (S. aureus, B. cereus) a jedné gramnegativni (E. coli).

Schopnost zatarosidu inhibovat vybrané bakterie nebyla prokazana ve zvoleném rozsahu,
ktery byl urcen jako vyznamny pro stanoveni antimikrobialnich u¢ink. Thymohydrochinon
(THQ) béhem testovani vykazoval schopnost inhibovat grampozitivni bakterie S. aureus
a B. cereus jiz od koncentrace 8 upg/ml. Pokud bychom srovnali thymohydrochinon
s thymochinonen, jehoz MIC odpovida proti stejnému kmenu bakterie S. aureus 64 pg/ml
(Rondevaldova et al. 2017), je mozné poukazat na lepsi schopnost THQ inhibovat tuto bakterii
jiz pti nizsich koncentracich. Pro dal$i srovnani je mozné poukézat na thymol, jehoz MIC
u odlisného kmenu S. aureus 6538P byla dokonce 310 pug/ml a pro karvakrol a p-cymen
dokonce 1,25 mg/ml (Cristani et al. 2007). Jelikoz vime, ze thymohydrochinon je aglykonem
zatarosidu (Al et al. 1999), mizeme ptedpokladat, ze nedoslo k odstépeni aglykonu pouze
vlivem ¢innosti testovanych bakterii.

Pro komplexnéjsi pohled je diilezité srovnani MIC sledovanych izolovanych latek s rostlinnymi
silicemi v n¢kterych dostupnych studiich. Minimalni koncentrace silice tymianu obecného
pro inhibici rastu bakterii je uvadéna u grampozitivni bakterie S. aureus v rozsahu 0,2 — 2,5
pg/ml a u gramnegativni E. coli v rozsahu 0,45 — 1,25 pg/ml. MIC pro silici dobromysle obecné
je uvadéna u bakterii S. aureus a E.coli ve stejném rozsahu 0,5 — 1,2 pg/ml (Burt 2004),
tedy pomérné nizké. MIC pro silici saturejky zahradni proti bakterii S. aureus (ATCC 25923)
je 25 ug/ml a E. coli (ATCC 25922 ) je 25 pg/ml (Kundakovi¢ et al. 2014), jsou o fad vyssi.
Srovnani muze poukazovat na schopnost rozdilné synergie latek obsazenych v jednotlivych
rostlinach.
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7 Zavér

e Byla stanovena minimdlni inhibi¢ni koncentrace thymohydrochinonu proti
grampozitivnim bakteriim S. aureus a B. cereus. Pro zatarosid nebyla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace u Zadné z vybranych bakterii.

e Byly identifikovany nové glykosilované derivaty thymochionu. Do studie byla
zahrnuta 1 identifikace derivati ptibuzné latky thymol a glykosidicky vazanych
konjugati s kyselinou malonovou. V extrahované vodné frakci rostliny 7Thymus
vulgaris bylo identifikovano nejvice latek (24), zvlasté malonylovanych glykosidi,
¢imz se odliSoval od ostatnich rostlin. V extrahované vodné frakci Satureja hortensis
bylo identifikovano 21 latek, pfiCemz se rostlina odliSovala vysSim zastoupenim
nemalonylovanych glykosidt.

e Testovana latka zatarosid B byla identifikovana ve vSech testovanych druzich. Nejvice
zastoupena byla v rostlin€ Thymus vulgaris, nasledovand prvnim a dosud jedinym
potrvzenym zdrojem zatarosidu, rostlinou Zataria Multiflora. Dale byl ptredbézné
identifikovan druhy izomer zatarosid A ve vSech rostlinach s nejvy$$im zastoupenim
v Z. multiflora.

e Tato prace poukdzala na vysokou schopnost thymohydrochinu inhibovat rist
grampozitivnich bakterii S. aureus a B. cereus v porovnani s piibuznymi
slouceninami, a tedy i1 jeho potencial k dalSimu vyuziti. Potvrzeni a vysoké zastoupeni
glykosidovaného thymohydrochinonu, zatarosidu, ve vodné frakci tymidnu by mohlo
mit vysoky potencidl pro dal$i vyzkum zaméteny na odstépeni cukerné Casti.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATCC = American type culture collection
DTQ = dithymochinon

Glu = glukoza

Hex = hexo6za

HRAM = ptesn¢ urena hmota s ultravysokym rozliSenim
Mal = malonyl

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace
MF = mobilni faze

MHB = Mueller—Hinton bujon

MS = hmotnostni spektrometrie

NMR = nuklearni magnetickd rezonance
PCA = analyzy hlavnich komponent
Q-TOF = kvadrupdl Time-of-Flight
Rham = Rhamnodza

RT = retencni Cas

THQ = thymohydrochinon

THY = thymol

TQ = thymochinon

UHPLC = ultravysokotlaka kapalinova chromatografie ve spojeni
Xyl = xyloza

ZAT = zatarosid
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