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Antimikrobialni ucinek extrakti kiry vybranych
kambodZskych rostlin tradi¢né pouzivanych proti kazeni
palmoveé Stavy

Souhrn

Pro prodlouZeni udrznosti se do palmovych §t'av tradi¢né ptidava ktira nékterych druhti
stromd. Cilem této diplomové prace bylo ovéfit antimikrobialni aktivitu etanolovych extrakti
z kury Azadirachta indica A. Juss., Hopea odorata Roxb., Careya arborea Roxb. a
Hopea pierrei Hance proti mikroorganismim Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Candida albicans a dal§im druhtim izolovanym
zruznych druhtt ovoce Pantoea agglomerans, Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia
pulcherrima. Tyto izolaty byly pied testovanim identifikovany pomoci MALDI-TOF MS.

Antimikrobialni aktivita extrakt byla testovana pomoci bujonové mikrodiluéni metody
a vysledky byly vyjadfeny jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC).

Vsechny rostlinné extrakty vykazovaly urcitou antimikrobialni aktivitu proti vétSiné
vybranych mikroorganismim (64-1024 ng/ml). VSechny extrakty byly G¢inné proti S. aureus,
P. aeruginosa, H. uvarum a alespon jednomu ze dvou testovanych izolatd P. agglomerans.
C. arborea byla nejucinngjsi proti C. albicans a H. uvarum (64 pg/ml). H. odorata vykazovala
nejvyssi aktivitu proti S. aureus, P. aeruginosa a H. uvarum (256 pug/ml), A. indica inhibovala
nejvice H. uvarum (128 ug/ml) a H. pierrei byl nejucinnéjsi proti S. aureus a P. aeruginosa
(256 pg/ml). Zadny z extraktli nebyl u¢inny proti izolatim M. pulcherrima, Zzadny extrakt
nepusobil pii testovanych koncentracich baktericidné proti zaddnému =z testovanych
mikroorganisma.

Vysledky naznacuji, ze extrakty z kiry vybranych druhti mohou skute¢né brzdit proces
mikrobialniho kazeni a prodlouzit tak dobu udrznosti palmové §tavy. Dale by bylo vhodné
naptiklad ovéfit aktivitu proti dalsim mikroorganisma ¢i Vliv extraktti na alkoholové kvaseni

v potravnich modelech.

Klicova slova: Azadirachta indica; Careya arborea; Hopea odorata; Hopea pierrei;

palmova §t'’ava; antimikrobidlni aktivita.



Antimicrobial activity of selected Cambodian barks
traditionally used to prevent sugar palm juice spoilage

Summary

To prolong the shelf life od palm juice is traditionally added the bark of some tree
species. The aim of this diploma thesis was to check an antimicrobial activity of ethanol extracts
from barks of Azadirachta indica A Juss., Hopea odorata Roxb., Careya arborea Roxb.
And Hopea pierrei Hance against microorganisms Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Candida albicans and other species, which were
isolated from fruits, namely Pantoea agglomerans, Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia
pulcherrima. These isolates were identified by MALDI-TOF MS.

The antimicrobial activity of extracts was determined by the broth microdilution tests
application and results were records as minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC).

All plant extracts demonstrated certain antimicrobial activity against selected
microorganisms (64—1024 pg/ml). All extracts were effective against S. aureus, P. aeruginosa,
H. uvarum and at least one of the two isolates tested against P. agglomerans. C. arborea was
the most effective against C. albicans and H. uvarum (64 ug/ml). H. odorata showed the highest
activity against S. aureus, P. aeruginosa and H. uvarum (256 pg/ml), A. indica the most
inhibited H. uvarum (128 pg/ml) and H. pierrei was the most effective against S. aureus and
P. aeruginosa (256 pg/ml). None of the extracts were effective against M. pulcherrima and
none of the extracts were bactericidal against microorganisms at the tested concentration.

The results suggest that extracts from bark of selected plants species can actually inhibit
the process of microbial spoilage and prolong the shelf life of palm juice. In the future, it would
be appropriate, for example, to verify the activity against other microorganisms or the effect
of extracts on alcoholic fermentation in food models.

Keywords: Azadirachta indica; Careya arborea; Hopea odorata; Hopea pierrei; palm juice;

antimicrobial activity.
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1 Uvod

Ovocné stavy se v posledni dobé stavaji soucasti mnoha dietnich procedur. Jsou bohatym
zdrojem biologicky aktivnich slozek, které prispivaji k dobrému zdravi a snizuji riziko
chronickych onemocnéni (Henning et al. 2017). Nicméné ptirodni ovocné st'avy jsou velmi
nachylné ke zhorseni své kvality, coz zvySuje naroky na zptisoby konzervace pii sou¢asném
zachovani ptivodnich slozek a organoleptickych vlastnosti.

K prodlouZeni trvanlivosti ovocnych §tav se pouzivaji rizné postupy a techniky, vcetné
termalnich a netermalnich pasterizacnich metod (Ephrem et al. 2018). Za dal§i metody
konzervace lze povazovat piridavani piisad do Stav. Tradiéné se tak dé&je v Kambodzi,
kde domorodci piidavaji kiru z rostlin do palmové §tavy k prodlouzeni jeji trvanlivosti, a to
diky inhibici ristu mikroorganismi, které se ve §t'avé prirozené vyskytuji (MSc. Rithy Chrun,
osobni sdéleni, 2017).

Palmova §t'ava je velmi popularni pro sviij obsah zdravi prospé$nych nutrientil a je Siroce
konzumovana napfti¢ celou jihovychodni Asii (Lasekan & Abbas 2010). Palmova §t'ava ma
velmi kratkou trvanlivost, kdy jiz po jednom dni za¢ina fermentovat (MSc. Rithy Chrun, osobni
sdéleni, 2017). Procentualni obsah alkoholu se u ni zvySuje ze 4 % na 5-8 %, a ze §t'avy se tak
postupné stava palmové vino (Jha et al. 2019).

Azadirachta indica, Careya arborea, Hopea odorata, Hopea pierrei jsou typické rostliny,
ze kterych se ziskava kira do palmové stavy (MSc. Rithy Chrun, osobni sdéleni, 2017).
Tyto rostliny maji dlouholeté 1écebné uziti v Kambodzském kralovstvi. V odlehlych oblastech
je tradi¢ni medicina prvni linii 1ékatské péce. Rizné ¢asti téchto rostlin (listy, plody, kvéty,
kofeny) se uzivaji k 16¢bé prijmu, horecek, bolesti, malarii atd. (Keo et al. 2018).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile predkladané diplomové prace:

Teoreticka ¢ast pojednava o ovocnych stavach s vyzdvizenim palmové $tavy, zptisobu
jejiho ziskavani a vlivu na lidské zdravi. Déle se zamétuje na rostlinné druhy, které slouzi
k prodlouZeni trvanlivost této $tavy a zpusoby testovani antimikrobialni aktivity, vcetné
vyhodnoceni.

Ukolem praktické ¢asti je otestovat antimikrobialni aktivitu extraktd kiry vybranych
kambodzskych rostlin, které se tradi¢n€ pouzivaji proti kazeni palmové §tavy, proti vybranym
druhtim mikroorganisma in-vitro. A dale uréeni minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni
baktericidni, popf. fungicidni koncentrace proti vybranym mikroorganismim.

Hypotéza: Na zéklad¢ tradi¢niho uziti kiiry kambodzskych rostlin proti kazeni palmové

Stavy lze predpokladat, Ze tyto extrakty budou vykazovat antimikrobidlni aktivitu proti
nékterym kvasinkdm a bakteriim.
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3 Literarni reSerse

3.1 Ovocné $tavy

Se zvySujicim se povédomim o vztahu mezi stravou a zdravim ziskavaji nealkoholické
napoje S vysokym obsahem ovocné slozky stale vyssi popularitu. V ovoci a zeleniné se
vyskytuji cukry, organické latky a mineralni latky, které predstavuji hlavni formu rozpustnych
pevnych latek v zeleninovych a ovocnych napojich. Tyto latky mohou byt metabolizovany
najiné slouceniny béhem fermenta¢niho procesu pro obohaceni kvality a zdravi. Ovocné
napoje se vyznacuji nejen prijemnou vuni a chuti, ale vykazuji ddle mnoho zdravi prospésnych
piinost. Jsou aktivni pfi odstraiiovani volnych radikalt a zlepSuji gastrointestinalni zdravi
konzumenta (Yang et al. 2018). Pfitomné mikroorganismy Ve §tavach jsou zodpovédné za
kvaseni, nemoci pienaSené potravinami a kazeni potravin (Igbal et al. 2016).

Kazeni potravin je rostouci problém ve vSech zemich svéta (Phinney et al. 2019). Odhady
Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi vedou k zavéru, Ze asi 1/3 jidla nikdy nedosihne
konec¢nych spotiebiteltt (FAO 2011). V zemich s nizkymi pfijmy se vice nez 40 % potravin kazi
jiz béhem sklizné a ve fazi zpracovani. Metody konzervovani ovoce jsou energeticky naro¢né,
drahé a vyzaduji dobrou infrastrukturu, tudiz Casto nejsou k dispozici ve venkovskych
a odlehlych oblastech v zemi s nizkymi piijmy obyvatel (Phinney et al. 2019).

3.1.1 ProdlouZeni trvanlivosti ovocnych §tav

Tradi¢né se trvanlivost ovocnych $tav prodluzuje tepelnym zpracovanim (Rupasinghe &
Yu 2012). Pasterizace je metoda konzervace za uziti pievazné vysokych teplot. Tato metoda
vede k dysfunk¢nim uc¢inkiim na vyZzivu a energetickou hodnotu potravin. Jedna se kuptikladu
o ztratu vitamind, nutri¢ni chuti, neenzymatické hnédnuti a proteinové premény. Aby se snizily
nepiiznivé ucinky metody tepelné pasterizace, lze pouzit 1 jiné metody schopné inaktivace
mikroorganisma. Uzivaji se naptiklad netermalni metody vcetné pasterizace pomoci
zpracovani vysokym hydrostatickym tlakem, elektrickych poli nebo ultrazvukovych vin
(Samani et al. 2015).

Dalsi metodou mliZze byt pouZiti konzervantli. Konzervanty jsou bézné zndmé ptirodni
nebo syntetické latky. Ptidavaji se do ovocnych $tav, aby se zvysSila jejich kvalita a
skladovatelnost. Kromé vyhod se mohou projevit i nékteré zivot ohrozujici G¢inky umélych
konzervantd (Igbal et al. 2016). Mezi nejcastéji pouzivané konzervanty patii sorbat draselny
a benzoat sodny. Z ptirodnich antimikrobialnich latek to jsou bakteriociny, organické kyseliny,
éterické oleje a fenolické slouceniny (Rupasinghe & Yu 2012).

Separacni techniky jsou vysoce selektivni metody s nizkou provozni teplotou.
Membréanové technologie umoziuji makroskopické separace (napi. koncentrace, vycefeni,
frakcionace) 1 specifické izolacni a purifikacni operace (regenerace aroma, regulace obsahu
cukru, Cisténi bioaktivnich sloucenin). Klicovymi kroky jsou operace ¢isténi a koncentrace
béhem zpracovani ovocnych §t'av, pro které se uziva mikrofiltrace (Rouquié et al. 2019).

Pouziti rostlin (zejména kofeni a bylin) jako konzerva¢nich latek v potravinach se
praktikuje od starovéku, jejich antimikrobidlni povaha se pfipisuje aromatickym molekulam,
které se nachazeji v jejich éterickych olejich. Tyto oleje maji Siroky rozsah antimikrobidlni
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aktivity proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, kvasinkam a plisnim. Ptikladem
mize byt jablecna st'ava, kdy po pridani skotficové kiry dojde Kk inhibici Salmonella enterica a
Escherichia coli 0157:H7, pfi¢emz hladiny inhibice se zvySuji s inkubaéni teplotou a Casem
(Muthuswamy et al. 2008).

3.1.2 Palmova §tava

Palmova stava se ziskava z mizy rGznych druht palem (Lasekan et al. 2007). Miza se
shromazd’uje klepnutim do neoteviené palice palmy. Do malého fezu v kute, v délce asi 15 cm,
od vrcholu kmene se vlozi bambusova trubka pro sbér mizy a Cista nadoba je svazéna kolem
stromu, aby mizu zachytila (Lasekan et al. 2007; Chandrasekhar et al. 2012). Miza se
shromazd’uje kazdy den a méla by byt spotiebovana za 5-12 hodin od odbéru. Cerstva palmova
Stéva je Cira a bezbarva tekutina se sladkou chuti (Chandrasekhar et al. 2012).

Palmova §t4va je vysoce vyzivna a ndpomocna pii travicich obtizich. Stava je priizracna,
s obsahem cukru 100-144 g/kg, hodnotou pH 7,0-7,4 a obsahuje stopy etanolu. Z pohledu
spotfebitele mezi nejatraktivngjsi rysy palmového dzusu patii chut’ a vyZivova hodnota. Stava
obsahuje cukry, proteiny, lipidy, vitamin A, B-komplex, vitamin C a mineralni latky. Ma

Za klicové aromatické latky v palmové §taveé jsou povazovany ethyllaktat, fenyletanol,
3-hyroxyl-2-pentanon, farnesol, 3-methyltetrahydrofuran a tetradekanon. Analyza tékavych
sloucenin tepelné zpracované palmové stavy poskytuje 30 zapachove ucinnych sloucenin. Tyto
slouceniny lze rozttidit do ¢ty skupin, a to na N-heterocyklické slouc¢eniny, O-heterocyklické
slouceniny, aldehydy a ketony. Teploty nad 110 °C vedou k téméf exponenciadlnimu zvySeni

tvorby pyrazinovych sloucenin a typickému aroma prazenych ofechi palmového cukru
(Lasekan & Abbas 2010).

3.1.3 Palmy uréené k produkci palmové §t’avy

Mezi palmy miZzeme zahrnout vytrvalé lidny, kete a stromy. Vyskytuji se od 44° severni
§itky do 44° jizni Sitky. Témét 2 600 druhti palem se nachézi v tropickych a teplych mirnych
pasmech. Mnoho béznych produktli a potravin pochazi z palem, naptiklad tradi¢ni Cerstvé
Stavy a fermentované napoje, koncentrované sirupy (med, hnédy cukr) (Hebbar et al. 2018).

V jihovychodni Asii je k dispozici n€kolik druhd palem, které jsou rozsahle vyuzivany
ke sklizni sladké $tavy: Borassus flabellifer, Phoenix sylvestris, Cocos nucifera, Arenga
saccharifera, Nypa fructicans a Corypha elata (Chandrasekhar et al. 2012; Shetty et al. 2017).

3.1.3.1 Borassus flabellifer L.

Borassus (Palmyra) je rod Sesti druhli v&jitovitych palem, které jsou rozsifeny po celé
Indii, Jizni Africe, Mexiku a dalSich zemi. Tyto palmy jsou schopné dortstat do vysky 30 metrii.
Listy jsou vé&jifovitého tvaru s délkou 2 az 3 metry (Chandrasekhar et al. 2012). Staré listy
zUstavaji pfipoutany ke stromu nékolik let a poté voln€ padaji. Plody jsou Cerné az hnédé se
sladkou vlaknitou duzinou a kazdé semeno je uzaviené v dievitém endokarpu (Decree 2005).

Tato palma je zdrojem piijmu v riznych ro¢nich obdobich (viz piiloha Il). Palma za¢ina
produkovat kvétenstvi za 15-20 let od vysazeni v zavislosti na pudnich podminkach. Strom
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vytvaii stavu i po 70 let svého zivota a lze ji sbirat tfi mésice v roce, pokud se jedna o samci
strom, a pét az Sest mésict v ptipad€ samiciho stromu. Primérny vynos palmy ¢ini v priméru
5 kg §tavy denné z jednoho stromu. Stromy se vyskytuji vétSinou na pis¢ité pade s pH okolo
5,5 (Borin 1996). V Kambodzi je tento strom narodni symbol flory (Chandrasekhar et al. 2012).

Ovoce se muze bézné konzumovat, ma ¢ernou slupku a roste ve shlucich. Po dosazeni
pIné zralosti jej 1ze pouzit jako dezert nebo K ptipravé kolace. Dal§im uzitim palmy je palmova
Stava. Existuji dva typy, kysela a sladka palmova stava

e Kkysela se pouziva jako alkohol

e sladka je pouzivéana pro vateni a prode;.
Listy se uzivaji k vyrob¢é rohozi, ¢epic, doskovych stfech, kost, deStnikli, pro nabozenské
obiady, baleni potravin, jako psaci materialy a suvenyry. Stonek listti 1ze odloupnout a pouzit
jako provaz. Kmen se pouziva ke stavbé lodi, zdi, ploti. Cerné dievo je tvrdé, t&zké a trvanlivé,
a proto je vysoce cenéné ke stavebnim ucelim (Decree 2005).

Palma ma stimula¢ni, diuretické a antiflogistické vlastnosti (Ghosh et al. 2011). Ovocna
duzina ma mnoho 1é¢ivych vyuziti, napiiklad pii 1é¢bé zanétlivych stavu kize, nevolnosti,
zvraceni a napadeni ¢ervy. Palmova duZzina je bohata na karotenoidy, flavonoidy a vitaminy,
zejména na vitaminy skupiny B, dale A a C.

I ptes uvedené zdravotni benefity palmova duZzina a $tava nejsou Siroce rozsifeny. Tento
fakt mize byt zptisoben obtiznou extrakei duziny a §tavy z diivodu vysoce komplexni vlaknité
struktury zralého ovoce. Jejich ru¢ni i mechanicka extrakce je neefektivni, a ne ptili§ popularni
(Mohanty et al. 2018).

3.1.3.2 Phoenix sylvestris Roxb.

Datlova palma je druh kvetouci rostliny nachézejici se prevazné v jiznim Pékistanu, Indii
a Bangladési. Typické pro jeji vyskyt jsou rostouci plan€ a kfoviny s nadmoiskou vySkou vyssi
nez 1 300 metra (Chandrasekhar et al. 2012). Strom dosahuje vysky 7,5 az 15 metru a jeho listy
mohou byt dlouhé az 4 metry. Kvéty jsou bilé, vonné a objevuji se pouze od bfezna do dubna
(Hasan et al. 2010).

Palma je vSestrannd a vytrvald odolavat negativnim vliviim. Poskytuje zdroj obzivy,
material pro piistiesi a palivo, a to i v prostiedi, kde je jen relativné malo rostlin schopno ristu.
Nevyzaduje pro vzkvétani slunce a dobie prosperuje i ve stinu (Chowdhury et al. 2008).

Ovoce z této palmy se vyuziva k vyrobé vina (Chandrasekhar et al. 2012). Plodim jsou
pfisuzovany regeneracni u¢inky a slouZzi jako tonikum. Kofeny se uZivaji pfi bolestech zubt.
Cerstva nefermentovana miza je osvézujici sladky népoj a dobry zdroj vitaminu skupiny B.
Listy se uzivaji pro vyrobu rohozi, kostat, rybarskych siti atd. (Hasan et al. 2010). Kmenové
dievo je dobrym zdrojem paliva (Hebbar et al. 2018).

Tento druh palmy produkuje mizu pouze sezénné€. Miza se pouZziva k vyrobég tradi¢nich
sladidel a je oporou zejména bangladésské kuchyné (Chowdhury et al. 2008). Vynos cukru ¢ini
40 kg na jeden strom za rok (Hebbar et al. 2018).

Plody palmy jsou zdrojem aminokyselin (hlavné alaninu), déle vitamind A, D, C
a skupiny B, cukrt, tanint a flavonoidd (Shajib et al. 2015).
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3.1.3.3 Cocos nucifera L.

Kokosova palma patii do rodu Cocos. Strom dortsta do vysky 30 metrd, listy jsou
zpetené, 4 az 6 metr dlouhé (Chandrasekhar et al. 2012). Palma pochazi z Malajsie, Polynésie
a jizni Asie, avSak v poslednich deseti letech je plodnad ptfedevSim v Jizni Americe, Indii
a na tichomoftskych ostrovech (Zakaria et al. 2006).

Palmova stava je pruhledny, sladky sirup obsahujici 15 % sacharidi, hlavné ve formé
sachardzy. Tento sladky sirup téméi okamzité podléha fermentaci skupinou heterogennich
mikroorganismi. Fermentovana $tava je mlécné bila tekutina obsahujici 6-7 % alkoholu
a obsahuje zna¢né mnozstvi Zivych mikroorganismu (Atputharajah et al. 1986). Fermentovany
napoj ma znaény potencial pro pouziti jako biopalivo (Shetty et al. 2017).

Stava se v lidové medicing pouzivé na 1é¢bu celé fady nemoci, naptiklad proti hore¢kam,
zaludeénim potizim, bolestem hlavy, prijmu & tplavici. Stava obsahuje p¥irodni mineralni
latky a vysoce kvalitni bilkoviny.

Vodny extrakt C. nucifera a metanolovy extrakt maji antibakterialni vlastnosti proti
E. coli, Shigella flexneri, Shigella sonnei a Salmonella spp. (Zakaria et al. 2006).

3.1.3.4 Raphia spp.

Palma Raphia je tropicka plodina, ktera pro sviij rust potfebuje dostatek destovych
srazek, vysokou teplotu, vysokou relativni vlhkost vzduchu atd.

Listy palmy se uZivaji ke kryti pfed Sluncem a kmen produkuje palmovou mizu, ktera se
pije jako ndpoj. Fermentovand miza muze byt destilovana na alkohol. Larvy brouk, které se
ziskavaji z infikovanych palem, jsou pochoutkou. Kmen stromu mize poslouzit jako palivové
dievo. Mezokarp ze zralého ovoce poskytuje jedly olej (Obahiagbon & Osagie 2007).

Cerstva $tava se sklada z bilkovin, organickych kyselin, vitaminu (kyselina askorbova,
thiamin, riboflavin atd.) a mineralnich prvkd (Obahiagbon 2009). Dale obsahuje vyznamné
mnozstvi cukrd, jako jsou napiiklad sacharoza, glukdza, fruktdza, celobidza, maltdza, xyloza,
arabinoza a kyselina galakturonova. Cukr pfitomny v mize se fermentuje divokymi kvasinkami
na palmové vino (Morah & Robinson 2015).

Bylo prokazano, ze extrakt z kiry Sacoglottis gabonensis inhibuje rtist mikroorganisma
vyskytujicich se v palmovém viné z Rahpia spp. Palmové vino se obvykle konzumuje Cerstvé,
a je proto dulezité zachovani organoleptickych vlastnosti a prodlouzeni trvanlivosti, ktera je
piirozené asi 24 hodin, pokud se do vina pfida vytazek z kmenové kiry S. gabonensis (Morah
& Robinson 2015).

3.1.4 Produkty z palmové §tavy
3.1.4.1 Palmové vino

Palmové vino (neboli toddy) je obecny nazev pro skupinu alkoholickych néapojt
ziskavanych kvasenim §t'avy z palem (Morah & Robinson 2015). Vino je tradi¢nim napojem
pro svatebni a nabozenské obfady nebo festivaly (Chandrasekhar et al. 2012). Toddy je
povazovan za napoj, ktery se v moderni mediciné nekonzumuje z divodu obsahu kvasinek
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ajinych atmosférickych kontaminujicich organismu, které obsahuje, avSak je konzumovan
osobami zijicimi v niz§ich socioekonomickych tfidach zejména v Indii (Ghosh et al. 2011).

Jeden litr palmového vina obsahuje piiblizné¢ 300 kalorii, 0,5-2 g bilkovin a zna¢né
mnozstvi vitamind A, C a K. Aroma vina ovliviiuji slouéeniny, které vyvolavaji typické
alkoholické, slané, kvétinové, ovocné tony vina. Bylo identifikovano 82 komponent, které toto
aroma zpusobuji (Chandrasekhar et al. 2012).

Palmové vino je bélava miza s pH okolo 3,6 a obsahem alkoholu 3,3-4,0 % Vv zavislosti
na stupni kvaseni, pii kterém se vino konzumuje, a druhu palmy. Vino obsahuje silné suspenze
kvasinek a bakterii, které¢ dodavaji vinu mlécné bily vzhled. Tyto mikroorganismy metabolizuji
cukry v Cerstvém viné béhem 36-48 hodin a produkuji rizné organické kyseliny a alkoholy
(Lasekan et al. 2007).

Sbéraci si vybiraji kvalitni kvétni pupen, ktery nastipnou specialnim nastrojem. O dva,
nebo tfi dny pozd¢ji odkrajuji z vrcholu pupenu, aby ziskali mizu z palmy. Mizu sbiraji jednou
rano mezi Sestou az osmou hodinou a jednou vecer mezi sedmnactou az osmnactou hodinou.
V této dobé sbiraji nddobu naplnénou mizou, nakrajeji na platky horni ¢ast pupenu a na pupen
vloZi novou nadobu. Existuji dva typy fermentacnich procest, a to fermentace mizy v nadobé,
zatimco nadoba visi na stromech, anebo za uziti tzv. ,,mae tek tnartchu. Domorodci kvasi mizu
na stromech a vkladaji nékolik rostlin, jako kakahs (Sindora siamensis), sangkae (Combretum
guadrangulare) a angkraang (Ziziphus cambodiana) do nadoby. Mea tek tnartchu je vyrobeno
z ktiry rostlin. Tyto rostliny se spali, aby se vysusily, polozi se do keramického hrnce a poté se
nalije miza do hrnce (Yamamoto 2016).

Kvaseni mize byt také provedeno pomoci vinnych kvasinek (Saccharomyces cerevisiae),
které katalyzuji rychlou a ué¢innou pfeménu cukru na alkohol. Cinnost kvasinek je ovlivnéna
teplotou a hodnotou pH prostiedi. Teplota fidi metabolismus a rychlost ristu kvasinek. VyuZiti
zdroje uhliku a dusiku zavisi také na teploté, ktera ovlivituje vyrobu etanolu. U¢inky pH na
kvasinky se lisi v zavislosti na specifi¢nosti kmene (Ghosh et al. 2011).

Mezi mikroorganismy nachézejici se v palmovém viné patii jak kvasinky, tak bakterie.
Z kvasinek jde hlavné o rody Saccharomyces a Candida. Minoritni zastoupeni miize mit i rod
Endomycopsis. Mezi bakterie patii zejména rody Lactobacillus, Leuconostoc, Bacillus,
Streptoccocus, Zymomonas, E. coli, Brevibacterium, Pediococcus, Corynebacterium
Z patogennich mikroorganismil nachéazejicich se v palmovém viné€ jsou nejpocetnéjsi skupinou
rody Serratia, Micrococcus a Klebsiella (Chandrasekhar et al. 2012). Zdrojem téchto
mikroorganismi miize byt voda pochybné kvality, kterou se palmové vino fedi (Morah &
Robinson 2015). Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Bacillus spp., Streptococcus spp.
a Saccharomyces spp. jsou probiotické organismy, které pomahaji produkovat vitaminy, travici
enzymy a stimuluji imunitni systém (Chandrasekhar et al. 2012).

3.1.4.2 Palmovy cukr

Z palmové $§tavy lze vyrobit palmovy cukr, coz je pochoutka konzumovana asijskou
populaci, ktera se ziskava vyvarenim palmové $tavy v dievénych formach do sirupu nebo
krystalizaci do palmového cukru zvaného jaggery (Lasekan & Abbas 2010; Ghosh et al. 2011).

Jaggery se vyrabi po celém svété pod riznymi jmény, gur (Indie), Desi (Pakistan), Panela
(Mexiko a Jizni Amerika), Hakuru (Sri Lanka), Htanyet (Barma) atd. Konzumuji se pfimo nebo
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se pouzivaji k ptipraveé sladkych cukrovinek a v tradi¢ni medicin€ (Rao et al. 2009). Palmové
jaggery jsou témért stejné jako jaggery, které jsou vyrobené z cukrové titiny (Vengaiah et al
2013).

Palmové jaggery jsou vyrabény z mizy palem (B. flabellifer, C. nucifera, P. sylvestris,
Caryota urens). Jejich produkce je sezénni (Rao et al. 2009).

Nejprve je miza, ktera se sbira pifimo z natezanych kvétii, shromazdéna v hlinéném hrnci
s hasenym véapnem. Vapno spolu s necistotami je zapotiebi odstranit pomoci sedimentace
a nasledné filtrace. Vycisténa miza se zahtiva (za stalého michani) a diky odpafovani vody
dochazi k zakoncentrovani roztoku a jeho zhoustnuti. Husty sirup se poté sléva do nadob
a skladuje se v nich, poptipadé se lije do forem a dale dosousi. Podle stupné vysuseni sirupu se
stanovuje trvanlivost a stupen krystalizace (Vengaiah et al 2013).

Barva, textura, viin€ a chut’ jsou do zna¢né miry zavislé na sledovani a kontrole riznych
fyzikalnich a chemickych zmén, ke kterym dochazi béhem vyroby (Rao et al. 2009). Kvalitu
jaggeru lze zlepsit vysraZzenim vapna plynnym oxidem uhli¢itym, nebo kyselinou citronovou
pted vafenim §t'avy (Vengaiah et al 2013).

3.2 Alkoholové kvaSeni

Procesem alkoholového kvaseni se rozumi anaerobni pfeména cukrti, zejména glukozy
a fruktozy, na etanol a oxid uhli¢ity. Tento proces, ktery provadi kvasinky a také nckteré
bakterie (kupf. Zymomonas mobilis), mize byt shrnut do celkové reakce:

CesH1206 ->2CH3CH20H + 2COs».
dochazi k mnoha dal§im biochemickym, chemickym a fyzikalné-chemickym procesiim, které
umoziuji pfeménu §tavy na vino. V prubéhu vyroby, kromé etanolu, vznika i nékolik dalsich
sloucenin, jako jsou vyssi alkoholy, estery, glycerol, kyselina jantarova, diacetyl, acetoin a
2,3-butandiol (Zamora 2009).

Spontanni fermentace je sloZity proces, ktery je ovlivnén mnoha faktory (endogenni
mikrobialni florou, vegetaci, klimatickymi podminkami apod.). Vysledek procesu kvaSeni
muze byt obtiZzné piedvidatelny a mize se liSit (Diaz et al. 2013). Spontanniho alkoholového
kvaSeni se G¢astni rizné druhy kvasinek. Obvykle se jedna o rody Kloeckera, Hanseniaspora
a Candida, které ptevladaji v rannych stadiich fermentace, Pichia spp. a Metschnikowia spp.
pak pievladaji ve stfednich stadiich a béhem posledni faze fermentace je pievladajici kvasinkou
S. cerevisiae, protoZze ma nejvetsi odolnost viuci vysoké koncentraci etanolu. Kvasinky rodu
Torulaspora, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces a Brettanomyces
mohou byt také ptitomny béhem alkoholového kvaSeni, a dokonce 1 ve viné samotném, coz
muze zpUsobit organoleptické defekty (Zamora 2009).

3.2.1 Fermentace palmového vina

Stejné jako mnoho jinych tradi¢nich fermentovanych potravin je vyroba palmového vina
prastarou metodou ovlivnitelnou ndhodou inokulace a nekontrolovanym kvaSenim. Proto
se vykytuji rozdily ve kvalité a stabilité produktu.

S. cerevisiae je druh kvasinky, ktery se vyskytuje nejcastéji ve fermentovanych napojich
a potravinach. Ptfi domaci fermentaci koexistuje tato kvasinka casto s jinymi mikroorganismy.
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Také bakterie mléén¢ho kvaseni hraji dilezitou roli pfi fermentaci a konzervaci potravin
a krmiv a dale bakterie kyseliny octové, které se podileji na vyvoji octové chuti v palmovém
ving. Bakterie mlécného kvasSeni a bakterie kyseliny octové se v palmovém viné vyskytuji ve
vysokych koncentracich. Druhy kvasinek, které se objevuji v palmovém viné, jsou napiiklad
S. cerevisiae a Schizosaccharomyces, Kloeckera apiculata, Candida krusei, a jiné rody
Candida a Pichia (Stringini et al. 2009).

Aroma palmového vina je produktem kvaseni. Kvasinky v palmovém vin€, zejména
Saccharomyces spp, jsou do zna¢né miry zodpovédné za produkci t€kavych metabolit,
jmenovité estertl, alkoholl, terpenti a uhlovodikovych sloucenin, které dodavaji palmovému
vinu charakteristickou vini. Déle se uvadi, ze rozmanitost slozeni kvasinkové mikroflory
a povaha substratu vyznamné ptispiva k senzorické kvalité vina (Ezeronye 2004).

3.3 Atzadirachta indica A. Juss.

3.3.1 Botanicka charakteristika, rozSifeni a typicky biotop

A. indica znama piedevsim jako ,,neem* patii do Celedi Meliaceae. Nejcastéji se
vyskytuje v Indii, Bangladési, Pakistanu a Nepalu. Je to rychle rostouci strom s vySkou
20-30 metrl, ktery ma rovny kmen o praméru 4-5 stop. Plody jsou zelené peckovice, které
V prib¢hu zrani (od ¢ervna do srpna) zméni svou barvu na zlatozlutou (Girish & Shankara
2008).

Strom roste v kamenitych a suchych ptdach v riznych klimatickych podminkéach az do
nadmoiské vysky 700 metrt.. Zivotnost miize dosdhnout vice nez 200 let. Neemu se dobie daii
Vv oblastech, kde srazky kolisaji od 450 mm do 1200 mm a teploty se pohybuji v rozmezi od
0 °C do 49 °C (Saleem et al. 2018).

3.3.2 Tradié¢ni vyuZziti

Neem je Siroce pouzivan v ajurvédské mediciné indickou populaci vice nez 2 000 let pro
1é¢bu rtiznych onemocnéni (Faccin-Galhardi et al. 2019).

Na indickém subkontinentu byva oznacovan za jednu z nejvSestranngjSich 1é¢ivych
rostlin vykazujicich Siroké spektrum biologickych aktivit, napt. antimalaricky, antibakterialni,

-----

vyuziva k 1é¢€bé zanétl, infekci, horecek, koznich chorob a zubnich onemocnéni (Ali et al.
2019).

Vodné extrakty zkiry se pouzivaji jako tonikum, stimulanty a léky proti koznim
onemocnénim. Kura dale vykazuje protinddorové a interferon indukujici aktivity (SaiRam et
al. 2000). Kuary a vétve se pouzivaji proti Cerviim, anorexii, zvraceni, stomatologickym
problémum, bolestem zaludku a horeckam (Saleem et al. 2018)

Extrakty z listd rostliny maji protizanétlivé ucinky (Alzohairy 2016), dale vykazuji
hypoglykemickou, hypolipidemickou, hepatoprotektivni a hypotenzni aktivity (Saleem et al.
2018. Vodny extrakt z listi vykazuje protiulcerdzni a protizanétlivy ucinek (Khare 2007) Listy
se pouzivaji k 1é€bé ocnich problémt, revmatismu, anorexii, hojeni ran a koznim infekcim.

Semena se vyuZzivaji jako antihelmintika a antileproticka ¢inidla.
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Plody se tradi¢né pouzivaji k 1é¢bé hemoroidd, mocovych infekci, diabetes, lepry a hojeni
ran (Saleem et al. 2018).

Silice ze semen neemu se tradiéné pouziva jako antikoncepéni prostfedek, k 1é¢bé
vaginalni infekce a jako repelent (Khare 2007). Silice je zdrojem limonoidd, které zabranuji
mutagennim G¢inkim (Alzohairy 2016). Silice dale vykazuje spermicidni antipyreticky,
antiarteriticky, diureticky, antimalarialni a hypoglykemické ucinky (Saleem et al. 2018).

Plody, silice, listy, kura a kofeny maji duleZitou roli v prevenci chorob diky bohatému
zdroji antioxidantd (Alzohairy 2016).

Guma, ktera se ziskava ze stonku, se nanasi na klizi, aby se uzdravily rany, svrab a viedy.
Je povazovana za tonikum a stimulant (Saleem et al. 2018).

Dalsi tradi¢ni uziti rozdélené podle typickych stati vyskytu je uveden v tabulce 1
a potvrzeni téchto ucinkt je uvedeno v ptiloze L.

3.3.3 Biologicka aktivita

Antimikrobidlni aktivitu vykazuje zejména kiira a listy.

U extraktu z listd byla prokazana aktivita proti E. coli a Bacillus subtilis (Lall et al. 2013),
dale byla zjisténa vyznamna fungicidni aktivita proti Alternaria solani (Saleem et al. 2018)
a antibakteridlni aktivita proti S. aureus (Alzohairy 2016). U tohoto extraktu byla prokazana
uc¢innost i proti E. feacalis (Ghonmode et al. 2013). Pti uziti extraktu doslo k vyraznému snizeni
rastu Pleomorphomonas oryzae a Aspergillus spp. (Saleem et al 2018).

U silice extrahované ze semen doslo k potlaceni nékolika druhti patogennich bakterii,
jako jsou S. aureus a S. typhi a v§echny kmeny Mycobacterium tuberculosis. Silice je velmi
ucina proti P. aeruginosa, Streptococcus pyogenes, E. coli, Proteus spp. a Klebsiella spp.
(Dangana et al. 2016).

U extraktu z kvéta byl prokazan baktericidni potencial proti Bacillus cereus, S. aureus,
Listeria monocytogenes, E. coli a Salmonella infantis (Saleem et al 2018).

U methanolového extraktu z kiry byla zjisténa antimalarialni aktivita proti Plasmodium
falciparum (Alzohairy 2016). Tento extrakt prokazal také antibakteridlni aktivitu proti
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa a Proteus mirabilis
(Singaravelu et al. 2019) a také proti Salmonella spp. (Akeel et al. 2017). Pii pouziti
etanolového extraktu kury doslo k inhibici Salmonella spp. (Akeel et al. 2017) a byla prokazana
antihelminticka aktivita proti Ascardia galli a Eudrilus eugeniae (Hogade et al. 2014).
U etanolovych vytazkt byl prokazan inhibi¢ni G¢inek proti Streptococcus spp. a C. albicans
(Imran et al. 2020).

3.3.4 Bioaktivni sloZky

A. indica obsahuje vice nez 140 bioaktivnich slozek, jednim z nejvyznamnéjsich je
azadirachtin. Pfitomnost téchto riznych bioaktivnich slozek, triterpenoidy, alkaloidy, taniny,
flavonoidy, seskviterpenové laktony a fenolické slouCeniny, je pfevazné zodpovédna
za antibakteridlni vlastnosti (Ali et al. 2019). Za zminku déle stoji salannin, nimbolid, gedunin,
nimbanal, nimbion, které plisobi jako insekticidy, fungicidy a baktericidy (Mendonga et al.
2019).
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Ze semene se extrahuje nimbin, nimbolid, gedunin a azadirachtin (Biswas et al. 2002),
z listd stigmasterol, nimbiol, flavonoidy, triterpenoidy, nimonol, alkaloidy, karbohydraty
(Saleem et al 2018).

V kufe se nachazi zejména kondenzované taniny, jako jsou Kkyselina gallova,
galokatechin, epikatechin a katechin, které maji protizanétlivé a imunomodula¢ni vlastnosti.
Tt tricyklické diterpenoidy (margolon, margolonon a isomargolonon) izolované z klry jsou
aktivni proti druhtim Klebsiella, Staphylococcus a Serratia. U polysacharidi extrahovanych
z ktiry bylo zjisténo, ze jsou schopny inhibovat zanét u mysi, ktery je vyvolany karageninem
(Biswas et al. 2002). Déle je klira vyznamnym zdrojem polyfenolt a flavonoidi (Akeel et al.
2017).

3.3.4.1 Azadirachtin

Azadirachtin je jeden z nejvyznamnéj$ich metaboliti azadirachty a extrahuje se zejména
ze semen. Semena jsou produkovana pouze jednou ro¢né. Vzhledem k provoznim
a skladovacim potizim se jen malé mnozstvi semen pouzivd pro extrakci azadirachtinu
(Farjaminezhad & Garoosi 2019). Jedna se o botanicky insekticid, ktery vykazuje ti€inky pfimo
na cilovy hmyz a fadu jinych sktdcd. Projevuje se také in vitro toxicita proti nékolika
rostlinnym patogennim mikroorganismim (Suciu et al. 2019). Azadirachtin neni perzistentni
Vv pidé (DTso = 4,8-19,8 dnii pro izomer A), ale je velmi toxicky pro ryby (LCso = 0,048 mg/l)
(EFSA 2011).

Sloucenina inhibuje syntézu a uvolnovani ekdysteroidi z protorakické zlazy, coz ma
za nasledek netplnou ekdyzi v nezraly hmyz a sterilitu u dospélych samic. Tento insekticid je
snadno odbouratelny a zptisobuje minimalni dopad na ekosystém. Azadirachtin ovliviiuje rizné
aspekty bunééné a humoralni imunity hmyzu (Dorrah et al. 2019).

U této slouceniny byly prokdzany antimalaridlni vlastnosti, zejména inhibici vyvoje
malarickych paraziti (Biswas et al. 2002).

3.3.4.2 Salannin

Salannin je zndm diky svym insekticidnim a riistu inhibujicim vlastnostem zamé&fujici se
na hmyz. Mnozstvi salanninu v rostlinnych zdrojich je omezeno na celed” Maliaceae, a to
konkrétné v rodech Azadirachta a Melia. Modifikace v riznych funkénich skupinach
rozmisténych kolem kostry molekuly mohou vést k variabilité Gc¢innosti jako insekticidniho
prostiedku. Naptiklad hydrogenace furanové skupiny C-17 vede ke zvySené aktivité¢ proti
broukiim vyskytujicim se na bramborach (Haldar et al. 2014).

3.3.4.3 Nimbolid

Nimbolid je limonoidni fytoaktivni slozka ziskana z A. indica (Diddi et al. 2019).
Sloucenina je izolovana zlisti a kvéth stromu (Wang et al. 2018). Vyvolava rozmanité

w1

Vzhledem k t€émto vlastnostem existuje dostate¢ny prostor pro nimbolid, vyuzivany u riznych
akutnich onemocnénich (Diddi et al. 2019). Mezi dalsi cenné terapeutické vlastnosti patii
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antimalaridlni, antibakterialni, a antikoncep¢ni ucinky (Wang et al. 2018). Dale bylo zjisténo,
ze nimbolid je schopen reagovat s cysteiny.

V souvislosti s rakovinou bylo zjisténo, ze nimbolid inhibuje tumorigenezi a metastazy,
aniz by zptisoboval jakoukoli toxicitu nebo nezddouci vedlejsi €inky u Siroké skaly tumort
(Spradlin et al. 2019). Jeho protinddorové, chemoterapeutické a chemoprotektivni U¢inky
dokazuje i to, Ze je silné indukujici apoptézou v hepatocelularnim karcinomu a inhibuje invazi
a migraci bunék rakoviny prsu (Wang et al. 2018).

3.3.4.4 Gedunin

Gedunin byl izolovan vroce 1960 ze zapadoafrického dieva Entandrophragma
angolense. Tento pfirodni tetratriterpenoid ma antimalarialni, protiplisiové a protirakovinné
ucinky, dale pasobi proti vyvolani alergické reakce a plni insekticidni ¢innosti (Pinkerton et al.
2017). Gedunin se izoluje z rostlinnych druht ¢eledi Meliaceae, o nichZ je znamo, Ze inhibuji
protein tepelného Soku (HsP) 90. Bylo prokazano, ze inhibitory HsP 90 snizuji zanétlivé reakce
vcetng aterosklerdzy a zanétu plic (Conte et al. 2015).

3.3.4.5 Alkaloidy

Alkaloid je jakakoli biologicky aktivni, heterocyklicka chemickd sloucenina, ktera
obsahuje dusik a mize mit urcitou farmakologickou aktivitu a v mnoha piipadech i 1écebné
nebo ekologické pouziti. Alkaloidy miizeme klasifikovat podle jejich tvaru a ptivodu:

e pravé alkaloidy,
e protoalkaloidy
e pseudoalkaloidy.

Pravé alkaloidy pochazeji z aminokyselin a sdileji heterocyklicky kruh s dusikem. Tyto
alkaloidy jsou vysoce reaktivni latky s biologickou aktivitou 1 pifi nizkych davkach. Mivaji
hotkou chut’ a vypadaji jako bilé pevné latky, s vyjimkou nikotinu, ktery vypada jako hnéda
kapalina. Pravé alkaloidy tvoii ve vodé rozpustné soli.

Protoalkaloidy jsou slou¢eniny, ve kterych atom dusiku pochazi z aminokyseliny a neni
soucasti heterocyklu.

Pseudoalkaloidy jsou slouceniny, jejichz zdkladni uhlikové kostry nejsou odvozené
od aminokyselin. Jsou odvozené od prekurzort, nebo postkurzorti aminokyselin. Mohou byt
také vysledkem aminac¢nich a transaminacnich reakci (Aniszewski 2007).

Biologicka aktivita alkaloidl zahrnuje celou fadu vlastnosti, patii mezi né protinadorové,

Mnoho alkaloidt je pro cizi organismy toxickych. Toxicita je sekundarni funkce, protoze
jsou obecné netoxické pro produkujici organismy. Biotoxicita alkaloidi je selektivni a zavisi
na rtiznych organismech a chemické struktute samotnych alkaloidi.

Alkaloidy se vyuzivaji v riznych oblastech hospodafstvi, primyslu, obchodu a sluzbach.
Nékteré alkaloidy se stale pouZivaji v mediciné jako pfirodni nebo modifikované slouc¢eniny
(atropin, berberin, kodein atd.)

KaZzda skupina alkaloidli mé své vlastni metody extrakce, izolace a krystalizace, stejné
jako detekci struktury, molekuly a dynamiky. Vyuzivaji se atomové, molekularni a vibraéni
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spektroskopie a elektronova a jaderna spinova orientace v magnetickych polich, hmotnostni
spektroskopie a chromatografie (Aniszewski 2007).

3.3.4.6 Taniny

Taniny neboli tfisloviny jsou klasifikovany jako adstringentni, polyfenolické molekuly,
které se vazi na vysrazené proteiny a jiné rizné organické slouceniny véetné aminokyselin
a alkaloid. Ve velkém mnozstvi se nachazi v ovoci a zeleniné. Zajem o taniny se vyrazné
zvysil kvali  jejich podstatnym zdravotnim piinosim. Jsou to v tucich rozpustné
mikrokomponenty lokalizované v organelach, které se nazyvaji chromoplasty. Maji dilezité
funkce, antioxidac¢ni vlastnosti a fyziologické ucinky. Urychluji srazeni krve, snizuji krevni
tlak, snizuji hladinu lipida v krevnim séru, vyvolavaji nekrozu jater a moduluji imunosupresi.

Rostouci zajem o taniny zvySilo hledani novych piirodnich zdroji, vcetné mnoha
nevyuzitych divokych druhii ovoce a zeleniny, které mohou slouzit jako biologické zdroje
fotochemikalii s nutricnimi vlastnostmi.

Pro stanoveni taninti se vyuziva ptredev§im vysokouc¢inna kapalinovad chromatografie
(HPLC) a viditelna spektrofotometrie. Nové byly zkoumany jiné vhodné analytické techniky.
Mezi nimi je Ramanova spektroskopie, ktera reprezentuje rychlou, moderni analytickou
technologii poskytujici vicenasobné analyzy, chemické a strukturalni molekularni informace
S minimdlnimi pozadavky na pfipravu vzorku (Khodabakhshian 2019).

Taninovy extrakt je rozpustna frakce pochéazejici z procesu tézby dieva a kiry. Obsahuje
hlavné, ale ne vyhradné, polyfenoly. Taninovy extrakt obsahuje také znacné mnozstvi
nefenolové slozky (20-30 %), ptevazné ze sacharidii (jednoduché cukry a hydrokoloidy).
Polyfenolika v taninovém extraktu se 1isi v zavislosti na frakci biologickych zdroja a pouzitych
extrakénich podminek. Obecné 1ze rozliSovat mezi hydrolyzovatelnymi taniny (ziskatelnymi
napiiklad z dubu a kastanu) a kondenzovanymi taniny. Extrahované taniny se pouzivaji
Vv kozeluznach, pro oSetfeni vody, v lepidlech, jako prostfedky na ochranu dieva a pro vyrobu
aerogelll a pén. Pokud se rostlinny extrakt pouZziva pro chemicky pokrocilé aplikace, jako jsou
lé¢iva nebo zvySend syntéza materidlu, je zapotiebi definovanéjsi a Cists$i zdroj polyfenoli
(Sepperer et al. 2019).

3.3.4.7 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou sloucenin §iroce se vyskytujicich v rostlinach. Maji rozmanitou
Skalu biologické aktivity, za zminku stoji alopatické, gastroprotektivni, protirakovinné,

-----

(Nebo et al. 2014).

Struktura flavonoid se skldda ze dvou aromatickych kruhti (kruh A a kruh B) spojenych
ttemi atomy uhliku ptedstavujici kruh C. Variace v heterocyklu (kruh C) definuji riizné podtiidy
flavonoidu. Flavonoidy se v piirod¢ ¢asto vyskytuji v glykosylové nebo esterifikované formée
(Isoda et al. 2014).

Nékteré flavonoidy ovliviluji smyslové vlastnosti rostlinnych potravin. Naptiklad
antokyany jsou zodpovédné za barvu mnoha plodid, zatimco nékteré flavonoidy, jako je
flavanon naringin, pfispivaji k chuti nékterych citrusovych plodi. Kromé toho se flavonoidovy
derivat neohesperidin dihydrochalkon ptidavé do potravinaiskych produktii jako sladidlo nebo
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zvyraziovac chuti. V pfirod¢ flavonoidy ¢asto obsahuji cukernaté skupiny, které jsou vazany
v riznych polohach. Glykosylace vyznamné ovliviiuje rozpustnost, stabilitu, biologickou
dostupnost a antioxida¢ni vlastnosti (Klingel et al. 2019).

Obrazek 1: A. indica (Novy 2017)

3.4 Careya arborea Roxb.

3.4.1 Botanicka charakteristika, rozsiieni a typicky biotop

C. arborea patii do celedi Lecythidaceae a je jednim z hlavnich 1é¢ivych stromu
Indického subkontinentu (Gupta et al. 2019). C. arborea je bézné znama jako ,,Wild Guava“
a,,Kumbhi* v ajurvédé (Gupta & Rao 2014). VétSina Casti se pouziva k tradicnim 1écebnym
ucelim. Strom roste v listnatych lesich a na pastvinach po celém tuzemi Indie. Nachazi se také
na Sri Lance a Malajském poloostrové.

C. arborea je strom stiedni velikosti s vyskou 9 aZz 18 metra (viz Obrazek 2) (Gupta et al.
2019). Listy jsou stiidavé, 15-30 cm dlouhé a 7,5-15 cm $iroké (Ambardar & Aeri 2013). Strom
ma hustou, tmave Sedou kliru s mélkymi trhlinkami. Plody jsou velké, kulovité, zelené, lysé
bobule (Prabhakaran et al. 2014). Tento listnaty strom se muZze vyskytovat az do nadmoiské
vysky 1 500 metrti. Sazi se do zahrad nebo podél silnic zejména pro velké a ndpadné listy
s kvéty a plody (Ambardar & Aeri 2013).

3.4.2 Tradi¢ni vyuziti
analgetické, hypoglykemické, antibakteridlni, protiplisnové, hepatoprotektivni a cytotoxické
ucinky. Dale ptisobi jako inhibitor o—glukosidazy, antioxidant a antikoagula¢ni ¢inidlo.

Kira se vyuziva pii 1é¢bé nadort, bronchitid, epileptickych zachvatt a abscest (Gupta &
Rao 2014). Dale nachazi uplatnéni jako 1€k na uplavici s krvavou stolici a pii bolestech usi.
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Vodny extrakt z Cerstvé kiry pouzivaji domorodci jako rybi jed (Kumar et al. 2006). Odvar
z kliry se pouziva proti prijmam, pii kasli a nachlazeni a koznich onemocnénich. Praskova
forma kuiry se uplatiiuje v ptipadé hadiho kousnuti. Kiira nachézi své uplatnéni také jako
analgetikum a antipyretikum (Rahman et al. 2003).

Listy a kvéty se pouzivaji ve form¢ pasty k 1é¢bé koznich chorob (Gupta & Rao 2014).
Listova pasta se dale mize vyuzivat k 1é¢bé viedové choroby (Rahman et al. 2003).

Semena se tradi¢né vyuzivaji k 1écb¢ viedii, hojeni ran a koznich chorob (Gupta et al.
2019). Kofen stromu se pouziva pii 1écbeé tuberkuldézy a kostnich zlomenin pievazné
Vv gjurvédské mediciné (Ramadurga et al. 2019). Duzina se pouziva jako obklad k rychlému
hojeni ran a vied (Gupta & Rao 2014). Plody slouzi jako podpora traveni (Rahman et al. 2003).

Dalsi tradi¢ni uziti rozdélené podle typickych statd vyskytu je uveden v tabulce 1
a potvrzeni téchto ucinktl je uvedeno v piiloze I této prace.

3.4.3 Biologicka aktivita

Antimikrobidlni aktivita byla prokazana u plodd, listd a extraktu z kmenové kiry
(Ramadurga et al. 2019).

U extraktu z listi byla prokazana aktivita proti grampozitivnim bakteriim (S. aureus,
B. subtilis) i proti gramnegativnim bakteriim (P. aeruginosa, E. coli, Z. mobilis). Vyssi citlivost
byla zaznamendna u grampozitivnich bakterii (Navya & Anitha 2018).

Cerstvé a susené plody C. arborea prokazaly antibakterialni aktivitu proti E. coli,
S. typhimurium, L. monocytogenes, Staphylococcus spp. (Prabhakaran et al. 2014).

Metanolovy extrakt z kury vykazuje Siroké spektrum aktivit proti gramnegativnim
bakteriim (P. aeruginosa, E. coli, S. typhi, Shigella dysenteriae, V. cholerae) a grampozitivnim
bakteriim (S. aureus, Streptococcus pneumoniae, M. luteus. Staphylococcus epidermidis)
v rozmezi koncentraci od 0,05 do 100 pg/ml metanolového extraktu za pouziti agarové difuzni
metody. Dale byla prokazana aktivita proti riznym houbam, nap#. Candida albicans, Alternaria
solani, A. niger a Alternaria flavus (Kumar et al. 2006; Navya & Anitha 2018). Etanolovy
extrakt z kiry inhibuje bakterialni i houbovy rist, a to zejména S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
a C. albicans (Navya & Anitha 2018)

3.4.4 Bioaktivni slozky

Rostlina byla komplexné zkoumana a bylo zjisténo urcité mnozstvi fytoslozek z listd,
kiry a semen — triterpenoidy, steroly, kumarin, saponiny a taniny (viz 3.3.4.3 na str. 26; viz
3.3.4.6 na str. 22) (Begum et al. 2017). Rozsahlejsi zkoumani rostliny odhalilo pifitomnost
kareaborinu-I, careyagenolidu, triterpenoidnich sapogenolii, B-amyrinu, p-sitosterolu a
taraxerolu (Gupta & Rao 2014). Dale byly izolovany steroidy, flavonoidy a alkaloidy (viz
3.3.4.7 nastr. 22 a 3.3.4.5. na str. 21) (Ramadurga et al. 2019).

Listy jsou zdrojem triterpenoidu a steroidu (taraxerol, n-hexakosanol apod.).

Extrakt ze semen obsahuje proteiny, karbohydraty, Skrob, steroidy, saponiny (Gupta et
al. 2019). Ve kvétech byly nalezeny zejména steroidy, triterpenoidy, fenoly a taniny (Ambardar
& Aeri 2013).

Kira kmene obsahuje bioaktivni slozky, naptiklad kyselinu betulinovou, betulin a lupeol,

w1
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ma Siroké spektrum farmakologickych aktivit proti riznych chorobnym staviim, jako jsou
artritida, diabetes, kardiovaskularni onemocnéni, mikrobialni infekce apod. Lupeol je netoxicky
a nezpusobuje zadnou systémovou toxicitu. Pisobi jako ucinné antibakterialni ¢inidlo pii
testovani grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Siddique & Saleem 2011). Metanolovy
extrakt ze suSené kliry ukazal ptitomnost flavonoidd, steroli, triterpenoidu a alkaloidi (Rahman
et al. 2003).

3.4.4.1 Steroly

Rostlinné steroly jsou steroidni alkoholy, které se ptfevazné vyskytuji Vv ofechach a
olejnatych rostlinach. Z chemického hlediska jsou podobny cholesterolu, obsahuji drobné
modifikace ve strukturach, véetné ptidani dvojné vazby, methylu (kampesterol) nebo ethylu
(B-sitosterol) do postranniho fetézce. B-sitosterol, kampesterol a stigmasterol jsou nejcastéjsi
typy vice nez 250 riznych identifikovanych sterolii v rostlinach. Rostlinné steroly se vyskytuji
bud’ ve volné, nebo esterifikované formé (Farida Moazzami & Radjabian 2019).

Rostlinné steroly jsou rozhodujici pro propustnost membran, hraji dalezitou roli v ristu
rostlin a vyvojovych procesech, jako jsou déleni bunck, polarita a morfogeneze. Co se tyce
biologickych aktivit téchto sterolii, jsou protizanétlivé, protirakovinné, antioxidacni,
neuroprotektivni a antidiabetické. Vykazuji antibakteridlni a antimykotickou aktivitu,
zpisobuji zménu metabolismu testosteronu, indukci apoptdzy v rakovinnych buitkach, maji
hypocholesterolemicky ucinek a snizuji riziko srde¢nich chorob. Kampesterol, B-sitosterol,
stigmasterol, sitostanol a kampestanol jsou rostlinné steroly, které se ¢asto vyskytuji v lidské
strave. Po chemické modifikaci mohou byt pouzity jako suroviny pii vyrobé steroidnich 1é¢iv
v optickém primyslu. Déle se mohou vyuzivat v kosmetickém primyslu jako emulgatory.

B-sitosterol je sloucenina, ktera byla nalezena v celé fad¢ rostlinnych ¢eledi — Lamiaceae,
Asteraceae, Apiaceae, Rosaceae, Rubiaceae a Fabaceae. Tento sterol se vyuziva k 16¢bé
rakoviny prostaty, dale jako neuroprotektivum, antidiabetikum a chemoprotektivni ¢inidlo
(Farida Moazzami & Radjabian 2019).

3.4.4.2 Kumariny

Kumariny neboli 2-H-benzopyran-2-ony jsou v piirodé rozsifené latky, které piitahuji
velkou pozornost kvili své cenné biologické aktivité. Jsou to vyznamné antioxidanty, které
vykazuji antimikrobidlni, protinddorovou, antituberkuldzni a antivirovou aktivitu (Wang et al.
2020). Kumariny se vyznacuji sladkym, aromatickym, krémovym, vanilkovym zipachem
s ofechovymi toény. Pouzivaji se jako piisady do parfémi a kosmetiky, jako latky zvySujici
aroma Vv tabakovych vyrobcich a nékterych alkoholickych népoji. Nékteré studie naznacuji,
ze kumarin muze byt toxicky. Toxicky a netoxicky G€inek kumarinu zavisi na jeho davkovani.
Toxicita souvisi s hepatotoxicitou a karcinogenitou, kterda byla pozorovana béhem
dlouhodobych studii na mysich a potkanech (Machyiakova & Hrobonova 2017).

Kumarin je také uzitecnym chromoforem, ktery je aplikovan pro navrh novych sloucenin
S potencialnim optickym zajmem, jako jsou fluorescen¢ni sondy. Pokud je kumarinovy kruh
fzovén s jinymi heterocykly, vysledné slouceniny mohou vykazovat nebyvalé vlastnosti.
Myvaji Siroké spektrum farmakologickych, fotoelektronickych a optickych vlastnosti (Wang et
al. 2020)
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3.4.4.3 Saponiny

Saponinové glykosidy maji dvé specifické vlastnosti, vytvareji pénu ve vodném roztoku
a zpusobuji hemolyzu cCervenych krvinek. Saponiny jsou povazovany za hemotoxické
slouceniny, dovoluji hemolyzu erytrocytil a vétSina z nich se oznacuje jako ,,rybi jedy*. Maji
hotkou a Stiplavou chut’ a zplsobuji podrazdéni sliznic. Byvaji amorfni povahy, rozpustné
v alkoholu a vodé¢, ale nerozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech (Kar 2007).

Mezi rostlinnymi latkami jsou saponiny povazovany za potencidlni antihelmintické
ptirodni slouceniny. Biologické ucinky saponint jsou obvykle pfipisovany jejich specifické
interakci s bunéénymi membranami, coZ zpusobuje zmény v permeabilité bunék. Po ovlivnéni
nekteré slozky bunéné membrany, za¢nou saponiny indukovat tvorbu agregatii, které jsou
podobné miceldm a naruSuji funkénost membrany. Saponiny se vyskytuji v mnoha druzich
rostlin, v¢etné jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin (Maestrini et al. 2019).

Sapogeniny jsou aglykony saponinovych glykosidi. Na zaklad¢ povahy aglykonového
zbytku ptitomného v saponinovych glykosidech jsou zatazeny do dvou kategorii, tetracyklické
triterpenoidni saponiny (nebo steroidni saponiny) a pentacyklické triterpenoidni saponiny.
Steroidni saponiny zaujimaji dulezitou pozici zejména z komeréniho hlediska, naptiklad se
pouzivaji jako surovina pro syntézu vitaminu D, pohlavnich hormont (testosteron, progesteron,
estradiol atd.), srdecnich glykosidi (digoxin, digitoxin), kortikosteroidl, oralnich
antikoncepc¢nich prostiedki a diuretickych steroidt (Kar 2007).

3.4.4.4 Betulin, betulinova kyselina

Betulin (1, 3-lup-20(29)-ene-3p,28-diol) a betulinova kyselina (2, (3B)-3-hydroxy-lup-
20(29)-en-28-oova kyselina) patii do skupiny pfirozené se vyskytujicich pentacyklickych
triterpenoidtt lupanového typu, které se izoluji z kdry nékolika druhti stromd. Betulin
a betulinova kyselina vykazuji podobné ucinky na Zivé organismy a maji Siroké spektrum
biologickych aktivit. Jsou prokdzané protinadorové, antibakteridlni, protizdnétlive,
antiretrovirové, antimalaridlni, antiobezitni, hepatoprotektivni a imunomodula¢ni vlastnosti.
Jsou to antioxidanty sniZujici oxidacni stres. Ob¢ slouc¢eniny maji pozitivni ucinek na 1écbu
atopické dermatitidy a urychluji hojeni ran. Jejich nizkd biologicka dostupnost, Spatna
rozpustnost ve vodé a nedostatecnd intracelularni akumulace omezuje jejich pouziti jako
terapeuticke latky (Grymel et al. 2019).
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3.5 Hopea odorata Roxb.

3.5.1 Botanicka charakteristika, rozsifeni a typicky biotop

H. odorata patii do celedi Dipterocarpaceae, ktera je rozSifena v lesich s nizkou
nadmoftskou vyskou ve Vietnamu, kde se ji pfezdiva ,,Sao den* a je piivodem z jihovychodni
Asie (Nguyen et al. 2017). V Bangladési je znama jako ,, Telsur (Kabir et al. 2016). H. odorata
je ptirozené distribuovana v mnoha zemich jihovychodni a jizni Asie.

Jedna se o stalezeleny strom, ktery je stiedné velky s velkou korunou. Vyska stromu miize
¢init az 45 metrQ, pramér do 4,5 metrl. Klra stromu je Supinatd, Seda az tmave hnéda (Orwa et
al. 2009). Dievo stromu se lisi barvou od velmi bled¢ ZIuté/bilé az hnédé, pfi prvnim fezu
a charakteristicky tmavne na nahnédlou nebo nazloutlou barvu po delsi expozici na vzduchu.
Drievo je oceniovano diky své trvanlivosti, odolnosti vii¢i hmyzu a moznosti pouZiti pro nosnou
konstrukci (Dong et al. 2014). Kvéty jsou malé, sladce vonavé, nazloutlé barvy (viz obrazek 3)
(Orwa et al. 2009).

H. odorata se obvykle vyskytuje na bohatych pudach, nejéastéji podél biehd potoku az
do nadmoftské vysky 600 metrti. Nachdzi se predevsim ve vlhkych tropickych stalezelenych
lesich. Nejvyhodnéjsi pro rist jsou oblasti, kde se priimérna ro¢ni teplota pohybuje od 25 °C
do 27 °C a primérné ro¢ni srazky od 1 500 mm do 3 000 mm (Orwa et al. 2009).

Dammarova guma se ziskava z Celedi Dipterocarpaceae, zejména zrodt Shorea,
Balanocarpus a Hopea. Tato pryskyfice se obvykle shromazd’uje po poSkozeni stromu pomoci
malych fezi (Sharma et al. 2018).

V soudasné dobé je strom hodnocen jako zranitelny a je uveden na Cerveném seznamu
ohroZenych druhii [UCN. Ve Vietnamu je veden jako prioritni druh vyzadujici okamzitou
ochranu (Dong et al. 2014).

3.5.2 Tradiéni vyuziti

Kmenova kira se tradiéné pouziva k 1é¢bé bolesti krku, zejména na Andamanskych
ostrovech (Kabir et al. 2016). Ve Vietnamu se extrakt z ktiry pouziva jako 1€k na zanét dasni
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a 1é¢bu prijmu (Nguyen et al. 2017). V Indo-Cing se kiira pouzivé jako zvykaci latka (Orwa et
al. 2009).

Kdura a listy se vyuzivaji k 1é¢bé ochrnuti, hemoroidt, prijmi, zanéth dasni a mocové
inkontinence (Kabir et al. 2016).

Pryskyfice z kmene se pouziva na rany, zanéty a k zastaveni krvaceni. Studie prokazaly,
7¢ methanolovy extrakt z H. odorata siln€ inhibuje genovou expresi proti zanétlivych cytokini
a chemokind, jako je interferon-beta, interleukin-12 a monocytovy chemotakticky protein-1.
(Nguyen et al. 2017).

Dammar tohoto stromu se pro své 1éCivé vlastnosti pouziva pii 1écbé ran. Hlavnim
vyuzitim byva vyroba papiru, lakii a barev. Spotieba v poslednich letech nevyhnutelné poklesla
zejména z divodu roz$iteného pouzivani syntetickych materialit (Sharma et al. 2018). Dievo,
které je velmi tvrdé a tézké, se vyuziva hlavné pro stavbu lodi, vyhloubené kanoe a ke
konstrukénim aéeltim (Orwa et al. 2009).

Dalsi tradi¢ni uziti rozdélené podle typickych stati vyskytu je uveden v tabulce 1
a potvrzeni téchto ucinkt je uvedeno v ptiloze 1.

3.5.3 Biologicka aktivita

U extraktu zlisti byla prokazana nejvy$si aktivita proti S aureus, Bacillus spp.,
Salmonella spp. a E. coli (Kabir et al. 2015) a antihelminticka aktivita proti ristu Tubifex tubifex
(malostétinatec) (Hossain et al. 2015).

U extraktu z mizy stromu byla zjisténa G¢innost proti naristu Gloeophyllum trabeum
a Pycnoporus sanguineus (Kawamura et al. 2010).

Metanolovy extrakt zkury byl schopen inhibovat rGst Pycnoporus sanguineus
(Kawamura et al. 2010).

3.5.4 Bioaktivni sloZky

Rostlina obsahuje rizné derivaty resveratrolu vcetné hopeafenolu, vaticanolu B,
hemsleyanolu B, stemonoporalu A, e-viniferinu a laevifonol (Kabir et al. 2016).

Kvercetin, kaempferol, apigenin byly izolovany ze vzorku listd (Satiraphan 2012).

Fytochemické studie uvadeéji, ze jadrové dievo H. odorata obsahuje fenolické slouceniny.
(Kabir et al. 2016). Listy a ktira obsahuji vyznamné mnozstvi taninu (viz 3.3.4.6.na str. 22)
(Orwa et al. 2009). V kuie H. odorata bylo nalezeno nékolik znamych derivatt resveratrolu
(balanokarpol, vaticanol G, vaticanol B, hopeafenol atd.).

3.5.4.1 Resveratrol - hopeafenol, vaticanol B

Prvni biologické aktivita resveratrolu byla publikovana v roce 1992 a od té doby bylo
(Zetterstrom et al. 2013). Polyfenoly, které tvofi oligomery resveratrolu v rozmezi od dimeri
po oktamery, se vyskytuji v rostlinach, které patii zejména do celedi Vitaceae,
Dipterocarpaceae, Leguminosae a Cyperaceae. Tyto ptirozen¢ se vyskytujici polyfenoly jsou
bézné stavebni kameny velkého mnozstvi komplexnich pfirodnich produktd z hlediska

28



struktury a stereochemie. Biologické vlastnosti d€laji z resveratrolu potencidlniho kandidata na
1é¢ivo (Sasikumar et al. 2016).

Hopeafenol je sloucenina, ktera se fadi do skupin tetramerti resveratrolu. Jedna se o trans-
stilben obsahujici dva hydroxylové fenyly spojené pomoci dvou uhlikového methylenového
mustku (Zetterstrom et al. 2013).

Vaticanol B je také tetramer resveratrolu. Jeho hlavnim ptiznivym G¢inkem je, Ze chrani
buiiky proti bunééné smrti vyvolané stresem. Vaticanol ma také silnou protizanétlivou aktivitu,
pokud jsou bunky vystaveny lipopolysacharidu. Mezi dal$i priority této slouceniny patii
regulace exprese zakladniho genu a udrzovani integrity membran endoplazmatického retikula
(Tabata et al. 2007).

Obrazek 3: H. odorata (Novy 2017)

3.6 Hopea pierrei Hance

H. pierrei je strom vysoky 30-35 m (viz obrazek 4), vyskytuje se v hustych lesich
Kambodzi, Laosu, Vietnamu a Thajska. Dievo stromu je po t€zb¢ nazloutlé, v suchém obdobi
zeSedne. Je velmi odolné viéi termitim a nepfiznivému pocasi, tudiz se hojné vyuziva
pro konstrukce a sochaistvi. Dfevo se pouziva relativné mladé, protoze star§i exemplafe maji
duty kmen. Pryskyfice se pouziva k vyrob¢ laka (DyPhon 2000).
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Obrazek 4: H. pierrei (Novy 2017)
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Tabulka 1: Tradi¢ni vyuziti vybranych rostlin ve statech jizni a jihovychodni Asie (vlastni tvorba)

Rostlinna ¢ast
Rostlinny druh Stat Lokalni nazev Citace
ktira list kofen kmen
riijem, malarie otoky, malarie Duong 1993; Hout et
Kambodza Sdau, Salien prujem, N ’ Y, m ’ N/A prijem al. 2006; Keo et al.
horecky zanéty 2018
Kwinin, Mak tong, Phak . Duong 1993; Handa
N Laos ka dao N/A N/A N/A malarie et al, 2006:
.indi
. Kai bevu, Bena rooku, horec¢ky, malarie, . - Petelot 1952; Duong
Indie Vepa, Vembu, Nimbamu barvivo, viedy insekicid N/A N/A 1993; Puri 2005
tonikum, horecky, Kozni onemocnéni, DeFilions &
Barma Tama, Tamaga, Margosa bolesti kloubt, tonikum, N/A N/A PP
. e . L Krupnick 2018
insekticid insekticid
Kambodza Kokii 24nét ddsni N/A flatulence N/A Duongallz%i;geo et
zanst dasni oSetreni ran,
Vietnam Sao den anct gasni, N/A N/A zanéty, zastaveni Nguyen et al. 2017
H. odorata prjmy krvaceni
Thajsko Sakkhian .. Y prjiy, zalew N/A N/A Khuankaew et al.
prijmy, mocova déasni a mocové 2014
inkontinence inkontinence
prijem,
Kambodza Teuk hemoroidy, viedy bolest biicha N/A Chass;g?g etal.
svédéni
C.arborea hadi ustknuti, DeFilinns &
Indie N/A antipyretikum, N/A N/A N/A PP
AR Krupnick 2018
plané nestovice
N/A — data nenalezena; Hopea pierrei — vyuzivana pouze pro stavebni konstrukce (Duong 1993)
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3.7 Antimikrobialni u¢inky fytochemikalii

Pouziti rostlinnych vytazkiu a fotochemikalii s antimikrobialnimi vlastnostmi muze mit
velky vyznam Vv terapeutické 1écb¢ (Nascimento et al. 2000).

Mnoho piirozené se vyskytujicich sloucenin v rostlinach, bylinach a kofeni ma
antimikrobialni G¢inky fungujici a slouzici jako zdroj antimikrobialnich latek proti
potravinarskym patogentiim. Poptavka spotfebiteld po menSim pouziti syntetickych
konzervacnich latek vedla k vyzkumu a pouziti pfirozené odvozenych antimikrobiélnich latek.
Nekteré rostliny a jejich vytazky maji antimikrobialni latky nabizejici potencialni alternativu
k syntetickym konzervantim. V modernim potravinaiském primyslu pro ziskani bezpe¢nych
produktii se pouzivaji mirné procesy, které maji ptirozeny nebo ,,zeleny* obraz. Za téchto
podminek, antimikrobialnich G¢inkt rostlinnych extraktd, 1ze snizit proliferaci potravinovych
patogenti (Kotzekidou et al. 2008).

Dalsi divod pro vyzkum ucinkl fotochemikalii jsou antibiotika. Ta zachranila Zivot
miliont lidi a pfispéla k delsi primérné délce Zivota za posledni stoleti. Nicméné klinicka
udinnost mnoha existujicich antibiotik je v ohrozeni vlivem vzniku rezistentnich patogent.
Infekéni choroby zplisobené rezistentnimi mikroorganismy jsou spjaty s dlouhodobymi
hospitalizacemi a vétsim rizikem nemocnosti a imrtnosti. Rezistence je velky problém pro lidi
S naru$enym imunitnim systémem, napi. trpici HIV, pro pacienti srakovinou ¢i pacienti
S transplantovanymi organy. Promiskuitni uzivani antibiotik dramaticky pfispiva k rostoucimu
vyskytu rezistence na mnozstvi hlavnich lidskych patogent. Problémy s rezistenci vyzaduyji,
aby se obnovilo Usili k testovani 1écivych rostlin na jejich potencidlni antimikrobialni vlastnosti.
slouceniny, steroidy, pryskyftice, mastné kyseliny a gumy, které jsou schopné vyvolat urcity
fyziologicky uc¢inek na lidské télo (Dahiya & Purkayastha 2012).

Dalsim hnacim faktorem pro hledani novych rostlinnych druhd s antimikrobialni
aktivitou je rychlé vymirani rostlinnych druhii. Na lé€ivé rostliny spoléhd 80 % svétové
populace, napt. Indie ma bohatou tradici v uzivani bylinnych 1é¢iv k 1é¢bé riznych infekénich
chorob, zanétd, zranéni a jinych onemocnéni. Mnoho rostlinnych materidlli vyuZivanych
Vv tradi¢ni medicin€é je obecné povazovano za ucinnéj$i a relativné levnéj$i neZ moderni
medicina. Navic pro urcitd onemocnéni jde soucasné o zmirnéni mnoha vedlejsich uc¢inki, které
jsou Casto spojovany se syntetickymi latkami (Dahiya & Purkayastha 2012).

Rostlinné extrakty mohou vykazovat riizné zpisoby plisobeni proti bakterialnim
kmenim, jako je interference s fosfolipidovou dvojvrstvou bunééné membrany, coz ma
zanasledek zvySeni propustnosti a ztratu bunécnych slozek, dale poSkozeni enzymi
zapojenych do produkce buné€k, syntézu strukturnich slozek a destrukci nebo inaktivaci
genetického materidlu. Obecné je za mechanismus ucinku povazovdno naruSeni
cytoplazmatické membrany, naruseni protonové hnaci sily, tok elektront, aktivni transport
a koagulace bunééného obsahu (Kotzekidou et al. 2008).

3.7.1 Metody testovani antimikrobialni aktivity in-vitro

Metody testovani citlivosti mikroorganismi muzeme rozdélit do dvou Kategorii:
e difuzni metody,
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e dilu¢ni metody (Hoelzer et al. 2011).

Diskova difuzni metoda je jeden z nejstarSich pfistupti k testovani antimikrobidlni
aktivity a zlOstava jednim znejpouzivanéjSich testl citlivosti na antimikrobidlni latky
Vv rutinnich klinickych laboratofich. Metoda je vhodna pro testovani vétSiny bakteridlnich
patogenii a pomoci ni lze testovat fadu antimikrobidlnich latek bez specidlniho zafizeni.
Spolecné s ne€kolika dal§imi technikami diskové difuze (EUCAST 2020). Ve struc¢nosti,
suspenze testované¢ho organismu se nanese na bakteridlni kultivacni desticky, papirové disky
obsahujici testované lé¢ivo se nanesou na inokulovanou desticku a desticky se inkubuji.
Desticky se poté zkontroluji z hlediska bakterialniho ristu a zméti se zéna inhibice ristu
obklopujici papirovy disk. Na jedné desticce Ize testovat nékolik 1¢kii. Vysledky pak ale nemusi
byt piimo interpretovatelné, pokud jde o koncentraci inhibi¢niho 1é¢iva. Metody zalozené na
diskové difuzi mohou byt ovlivnény fadou vnéjsich proménnych, véetné hodnoty pH a hloubky
agaru, nerovnomérnych inokulacnich objemech nebo nekonzistentnich inkubacnich casech
a teplot (Hoelzer et al. 2011).

Diluéni metody se pouzivaji ke stanoveni minimdlnich inhibi¢nich koncentraci
antimikrobialnich latek a jako referenéni metody pro testovani antimikrobialni citlivosti, proti
kterym jsou kalibrovany dal$i metody, naptiklad diskova difize (EUCAST 2000). Metody
fedéni slouzi pfevazné pro stanoveni aktivity novych mikroorganismu, dale aby se potvrdila
citlivost organismii, které vykazuji nejednoznacné vysledky v jinych metodach testovéani
(komer¢ni testy) a ureni nachylnosti organismu (Arendrup et al. 2017). Metody dilu¢ni
umoznuji vysokou priichodnost vzorku a kvantitativni vyhodnoceni, pokud jde o minimalni
inhibi¢ni koncentraci (MIC) potiebnou k rustu bakterii in vitro, metoda je vSak spojena
s vyssimi ndklady (Hoelzer et al. 2011). V téchto metodach se mikroorganismy testuji na svou
schopnost produkovat viditelny rlst na fad€ agarovych desticek nebo v mikrotitracnich
jamkach obsahujici antimikrobidlni ¢inidlo, které inhibuje viditelny rdst mikroorganismu
(MIC) (EUCAST 2000). Jamky obsahujici nafedéné testované 1é€ivo se naoCkuji testovanym
organismem a inkubuji se. Poté se stanovi MIC, ktera inhibuje bakterialni rdst in vitro.
Testovana lé¢iva se nejcasteji fedi ve dvojnasobném fedeéni, coz miize vést k Sirokému rozmezi
koncentraci, které je shrnuto jednou hodnotou MIC. Tato metoda mize byt ovlivnéna zejména
odchylkami v pH a oc¢kovacich ¢asech (Hoelzer et al. 2011).

3.7.2 Vyhodnoceni a detekce antimikrobialni aktivity

Vyhodnoceni ristu je pii praci s mikroorganismy dilezité. Mikrobidlni rist 1ze méfit vice
zpusoby:
e piimé mikroskopické pocty,
e sucha hmotnost,
e méfeni zakalu,
e absorbance,
e bioluminiscence atd.
Pokud je tfeba zméfit nékolik kment paralelné, je praktické kultivovat a kvantifikovat
pomoci 96 jamkovych mikrotitranich destickdch. Mikrobidlni rast v mikrotitra¢nich
destickach se ¢asto méii jako zvyseni, a to bud’ absorbance nebo v bioluminiscenci.
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Me¢fteni bioluminiscence i absorbance ma své vyhody i nevyhody. Bioluminiscenéni
méfeni jsou citlivd, ale pozaduji relativné drahé vybaveni a rozsahlou laboratorni praci pied
kazdou zkouskou. Méfeni absorbance se provadéji sndze, ale jsou méné citlivd a omezuji se na
interval koncentrace (Gabrielson et al. 2002).

Mezi dals$i metody pouzivané pro hodnoceni zivotaschopnosti bunék zalozena na raznych
bunéénych funkcich patii enzymaticka aktivita, permeabilita bunééné membrany, pifilnavost
bun¢k, produkce ATP, produkce koenzymi a aktivita absorpce nukleotidi
(Bahuguna et al. 2017).

Pro usnadnéni méfeni se mize pfidat rustovy indikator, jako je tetrazoliova stil nebo
resazurin. Indikator je uzite¢ny, kdyz maji bunky tendence pfilnout k sob¢, nebo tam, kde se
vyskytuji jiné prisady ovlivitujici barvu ristového média. Tradi¢né€ se ke kvantifikaci pouziva
méfeni absorbance ve spektrofotometru. Tetrazoliové soli a resazurin se pouzivaji jako
ukazatelé rastu od 40. let 20. stoleti. Detekuji oxida¢ni enzymové systémy tim, Ze ptsobi jako
akceptory elektront (Gabrielson et al. 2002).

Tetrazoliové soli jsou rozpusténé, bezbarvé, pokud jsou ve své pivodni formé, ale také
ve formé nevodné, rozpustné, barevné soli, kdyz jsou redukovany (Gabrielson et al. 2002). Tato
metoda pouzivé kolorimetr ke stanoveni Zivotaschopnosti bunék. Cinidlo MTT poskytuje nizké
hodnoty absorbance pozadi v nepfitomnosti bunék. V testu MTT je stanoven linearni vztah
mezi metabolicky aktivnimi bunkami a produkovanou barvou, coZ umoziiuje piesnou
kvantifikaci zmén v rychlosti bunééné smrti nebo proliferace. Test MTT je zaloZen na redukci
MTT (zluté zbarveni) a dalSich tetrazoliovych barviv a zavisi na bunéénych metabolickych
aktivitach zplisobenych enzymy bunééné oxidoreduktdizy NAD(P) H. Zdravé a rychle rostouci
bunky vykazuji vysokou miru redukce MTT na formazan (viz obrazek 5), zatimco mrtvé nebo
neaktivni bunky tak neucini. Kone¢nym produktem redukce MTT je purpurové barevny
snizeni intenzity fialové barvy znamend snizeny pocet bun¢k (Bahuguna et al. 2017).

Resazurin je barevna smés, ktera méni barvu, ale nesrazi se po redukci (Gabrielson et al.
2002). Test zalozeny na resazurinu byl poprvé pouzit k vySetfeni hygienického stavu mléka,
pozdéji se aplikoval ve studiich metabolismu rostlin, pro hodnoceni kvality spermatu
a testovani antimykotické citlivosti. Kvilli mnoha vyhodam se tento test stal uZzitecnym
nastrojem pro vySetiovani toxickych latek. Diky své jednoduchosti, bezpecnosti, homogenni
povaze a citlivosti ziskala tato zkouska dominantni postaveni nad ostatnimi testy poZzivanymi
pro odhad Zivotaschopnosti bun€k a proliferace. Resazurin je modré, slabé fluoreskujici
indikatorové barvivo, které se zméni na vysoce fluorescenéni rtuzovy resorufin v reakci
na ireverzibilni chemickou redukci (viz obrazek 6). Cerveny resorufin se vylu¢uje mimo buiiky
do média, které ma za nasledek viditelnou zménu barvy z modré na rizovou. Miru redukce na
zaklad¢é zmény barvy lze kvantifikovat kolorimetricky nebo fluorometricky (Czekanska 2011).

Vztah mezi mnoZstvim srazeniny soli/zménou barvy a bakteridlni koncentraci je dobie
stanovitelna. Nejbeézné&jsi zafizeni pro méfeni zmény barvy je spektrofotometr. Je to drahé
zafizeni, zejména pokud je potieba Ctecka mikrodesticek. Alternativou k deskovému
spektrofotometru by mohl byt plochy skener. Plochy skener nabizi vyhody jako je nizka cena,
snadné propojeni k pocitaci a ptizpusobivost pro jiné piistroje v laboratofi (Gabrielson et al.
2002).
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Pii kvantifikaci inhibice ristu musi byt splnéna kritéria pro vlastnosti vybraného
ukazatele. Ty se mohou li$it od kritérii, kdyz se méfi absolutni rist. V zavislosti na kinetice
muze byt stejny indikator vhodny pro rizné podminky. Pokud se jednd o okamzité stanoveni
poctu bakterii v roztoku je tfeba zvolit rychle reagujici indikator. Alternativné, pokud jsou
studovany ucinky chemickeé latky na bakteriich je vhodnéjsi pouzit pomaleji reagujici indikator,
aby bakterie mély dostatek Casu interagovat s chemikalii. Navic se tim otevira moznost
kinetického studia v pribéhu rustu. Volba indikatoru také zavisi na tom, které bakterie se
vyuzivaji pro testovani, protoze ne vSechny indikatory jsou schopny zpracovat vsechny
bakterie, a proto nereaguji na rast téchto bakterii (Gabrielson et al. 2002).

Q reduced form Q
/N\N electron mediator /N\NH
|,
N,//N\rs NfNYs
| CH
Br- NI\/87 CHs N\%7 ’

MTT

MTT formazan

Obrazek 5: Konverze MTT na formazan (Twaruzek et al. 2018)

6
NADH / H* NAD"' H,0
H
Resazurin Resorufin

Obrazek 6: Mechanismus redukce resazurinu na resorufin (Czekanska 2011)
3.8 Testované mikroorganismy

Vybér testovanych organisml zdvisi na konkrétnim ucelu testovani. Pfi primarnim
screeningu se bézné€ uZivaji referencni kmeny, které zastupuji bézné patogenni druhy. Panel
testovanych mikroorganismi by se mél skladat alespoil z grampozitivni a gramnegativni

v

bakterie. Grampozitivni bakterie jsou mnohem citlivéjsi na piisobeni 1éCiv nez gramnegativni
bakterie (Cos et al. 2006).

3.8.1 Bacillus cereus

B. cereus je grampozitivni, pohybliva, sporotvorna, ty¢inkovita bakterie, kterd je citliva
na gentamicin, chloramfenikol, vankomycin a ciprofloxacin a vysoce odolna vici penicilinu
(Yusuf et al.2018).
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B. cereus je dulezity patogen zpusobujici otravy z jidla (Jessberger et al. 2019). Tato
bakterie je béznou pii¢inou kazeni mléka, smetany a varené ryze. Po konzumaci potravin
kontaminovanymi B. cereus se objevuji pfiznaky nevolnosti, zvraceni a prijmy (Diao et al.
2018). Prub¢h nemoci byva mirny a omezujici, ale jsou piipady zavazné a dokonce smrtelné.
Jsou znamy dva typy gastrointestinalnich chorob, emeticky a prijmovy syndrom. Emeticka
forma se projevuje zvracenim a nevolnosti a je zpusobena tepelné stabilnim cyklickym
dodekadepsipeptidem cerculidem. Cereulid se tvoii v kontaminovanych potravinach, a proto se
kratce po poziti projevi intoxikace potravinami. Diagnostika emetického B. cereus byla
vylepSena vyvojem metod PCR pro detekci emetickych kmenii a hmotnostni spektrometrii pro
kvantifikaci cereulidu v potravinach. Nedavno byla popsana identifikace cereulidu pomoci
MALDI-TOF. Tyto metody pfispivaji ke snadn&jSimu a spolehlivéjsimu vybéru nebezpecnych
a neSkodnych potravinovych vzorkt. Na rozdil od emetického toxinu jsSou enterotoxiny
zodpovédné za prijmové formy onemocnéni, jsou labilni vici teplu, protedzam a kyselindm
(Jessberger et al. 2019).

Ze statistického hlediska je otrava zptsobena B. cereus na druhém misté v poétu ptipada
kontaminovanych osob. V tomto ohledu je bakterie dilezitym problémem, kterému celi
potravinatsky primysl a spotiebitelé. K prevenci ristu patogenii se uz po mnoho let pouzivaji
chemicky syntetizované konzervacni prostiedky. Na druhé strané pouzivani téchto chemickych
prostfedkit mize byt povazovano za karcinogenni a teratogenni a souvisejicim problémem
muze byt i zbytkova toxicita (Diao et al. 2018).

3.8.2 Staphylococcus aureus

S. aureus je fakultativné anaerobni, grampozitivni, nesporulujici bakterie, ktera je
vSudypfitomnd v prostfedi. Bakterie ma kulaty tvar o velikosti asi 1 pum a roste ve velkych
zlutych koloniich. Ptirozené se vyskytuje v lidské kuzi, sliznici a nose. V prostiedi je velmi
rozSifena a je schopna prezit v suchych a horkych podminkach, ale maze se ji dafit i ve slaném
prostredi (Rubab et al.2018).

S. aureus je potravinovy patogen a je povazovan za jednu z nejcastéjsich pficin
gastroenteritid na svété. Casto se nachazi v zidvodech na zpracovani potravin, byl izolovan
z mléénych vyrobkl, vajec, moiskych plodi a masa (Rua et al. 2019). Pfiznaky infekce se
mohou objevit béhem 1-6 hodin po konzumaci kontaminované potraviny a symptomy se
objevuji nejcastéji béhem 24-48 hodin. S. aureus ma schopnost produkovat celou fadu toxind
uvniti 1 vné€ bunky a zpisobit poskozeni biologickych membran piimou interakci s hostitelem,
coz vede k bunécné smrti organismu. Mezi tyto toxiny patii stafylokokové enterotoxiny, toxin-
1 syndromu toxického Soku a leukocidiny. Tyto latky jsou obecné definovany jako infekcni
nebo jedovaté toxiny s vysokou odolnosti vii¢i teplu a jsou schopny pteziti, i kdyz je bakterie
usmrcena tepelnym zpracovanim (Rubab et al. 2018). Tento mikroorganismus je hlavnim
bakterialnim pivodcem mastitidy u dojnic skotu po celém svété. Ekonomické ztraty zpisobené
mastitidou se ve Spojenych statech americkych ro¢né odhaduji na pftiblizn¢ 1 miliardu
americkych dolarti. Prevalence mastitidy a jeji vliv na vetejné zdravi se 1isi v riiznych lokalitdch
kvali prostorové variabilité pficinnych patogenii anebo jejich toxint, které se mohou dostat do
potravniho fetézce a zplsobit onemocnéni. Bakterie je znama pro svou jedinecnou schopnost

36



vyvinout antimikrobialni rezistenci. Antimikrobialni rezistentni kmeny S. aureus byly
izolovany z fady zivych zvitat a potravin zivo¢isného pivodu (Abdi & Dego 2019).

Pro detekci S. aureus se ¢asto vyuziva konvenéni kultivaéni metody, avSak nevyhodou
této metody je pomérné dlouhd doba k dosazeni vysledku. Proto se v poslednich letech rozvinul
techniky rychlé detekce jako je PCR, ELISA a metody molekulové biologie zalozené na
nukleovych kyselinach (Rubab et al. 2018).

3.8.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je vSudypfitomna gramnegativni bakterie, ktera je jednou z hlavnich pficin
infekci v nemocni¢nim prostiedi. Vhodnym médiem pro rist této bakterie je dostatek ziviny
a vlhké prostredi (Emami et al. 2019). Bakterie je povazovana za jednu z hlavnich pficin
chronickych a akutnich onemocnéni a odolava Sirokému spektru antimikrobialnich latek a
antiseptik (Abbasloo et al. 2018). Jedna se o tyCinkovitou, asporogenni, jednobiéikatou
bakterie. M4 perletovy vzhled a dobfte roste pti teplotdch 25 az 37 °C, ale je schopna rlstu i pti
42 °C. Vétsina kmenu této bakterie produkuje jeden, nebo vice pigmenti — pyocyaninu
(modrozeleny), pyoverdin (zlutozeleny a fluorescencni) a pyorubin (Eervenohnédy) (Wu et al.
2015).

Rody Pseudomonas mohou kontaminovat nemocni¢ni oddé¢leni, potraviny, nadobi,
toalety, dokonce i dezinfek¢éni prostfedky. P. aeruginosa je nejcastéj$§im druhem, ktery
zpisobuje komplikované klinické problémy. V poslednim desetileti je tato bakterie povazovéana
za vyznamny oportunisticky nozokomidlni patogen, ktery je zodpovédny za 11-23 % infekci
tohoto typu u pacientd s cystickou fibrozou, popalenych pacientl nebo u pacientt s oslabenym
imunitnim systémem. Vzhledem k rostoucimu poctu bakterii rezistentnich na antibiotika,
zejména P. aeruginosa v poslednich letech, se tradi¢ni antibiotika stala méné G¢inna pii 16¢bé
infekei (Estaji et al. 2019). Vybér idealniho empirického antibiotika nebo nahrazeni antibiotika
se stava vyzvou, protoZze bakterie ma sloZit¢ mechanismy rezistence. Karbapenemy patii mezi
vyznamna antibiotika pouzivana v experimentalni 1é¢bé pii infekcich zplsobenych rodem
Pseudomanas, zatimco velka rezistence byla pozorovana na meropenem a imipenem (Abbasloo
et al. 2018). Navic rozmanitost genotyp a molekularnich charakteristik bakterialnich kment
zvétsila bariéry pred terapeutickymi strategiemi (Estaji et al. 2019). ProtoZe bakterie pochazeji
z ruznych zdroji, maji rizné aspekty a funkéni vlastnosti, které souvisi hlavné s jejich genomy.

Dnes existuji molekularni techniky pouzivané pro genetickou detekci mikroorganismii,
které jsou ve srovnani s faktory prosttedi méné ovlivnény fenotypem. Tyto techniky hraji
kli¢ovou roli ve sledovani tras patogenti. Dalsi technikou je ndhodna amplifikace polymorfni
DNA (RAPD) jedné se o nizkonakladovou techniku, kterda méa vysokou diskrimina¢ni silu
a reprodukovatelnost. RAPD je polymerdzova tetézova reakce (PCR) s urcitymi rozdily.
Pro tento druh PCR se pouzivaji kratké (8-12merové) jednoduché primery, které jsou ndhodné
pfipojeny k nékolika sekvencim DNA v bakterialnim genomu (Emami et al. 2019).

3.8.4 Escherichia coli

E. coli je gramnegativni bakterie vyskytujici se v potravinach a zivotnim prostiedi.
Vétsina téchto bakterii je neskodna, ale nékteré zpusobuji nemoci, jako jsou prujem, ci
respiracni pneumonie (Ma et al. 2019).
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E. coli je producentem Shiga toxinu, ktery je dulezitym patogenem zpisobujicim
kontaminaci vody a potravin. U lidi se kontaminace projevuje prijmem, hemoragickou
kolitidou a hemolyticko-uremickym syndromem. Pfenos E. coli nastava fekalné-oralni cestou
po konzumaci kontaminovanych, nedostateéné varenych tekutin a potravin. Alternativné mize
byt bakterie pfendsena z ¢lovéka na ¢loveka fekdlnim vyluCovanim. Piedstavuje 11 % vSech
infekci. E. coli se stala hlavnim celosvétovym patogenem pienasenym potravinami, o kterém
je znamo, ze ma za nasledek Zivot ohrozujici stavy. Epidemiologické zkoumani identifikovalo
skot jako hlavni rezervoar bakterie. Patogeneze E. coli je vysledkem produkce Shiga toxinu,
ktery poskozuje stfevo odlupovanim bunék stievni sliznice, coz vede k hemoragickym
prijmim. Shiga toxin mé systémové ucinky na vaskularni endotelidlni bunky, tudiz se mtze
projevit vaskulitida a hemolyticky uremicky syndrom ¢i bolest biicha (Grossman et al. 2019).

Tradi¢ni metody kultivace a pocitani kolonii pro detekci E. coli jsou zna¢né nepohodIné,
protoze vyzaduji Cas a vysoce vySkoleny personal. Dalsi metody detekce, jako jsou
polymerazova fetézova reakce (PCR), kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR) a ELISA, jsou
méngé ¢asoveé narocné, ale vyzaduji drahé vybaveni, slozité postupy a relativné prodlouZené casy
analyz, ¢imz se omezuje jejich pouziti pii lokalni detekci E. coli. Imunochromatografické testy
(ICT) jsou uzitecnymi ndstroji pro svou jednoduchost, rychlost a nizké naklady (Wang et al.
2020).

3.8.5 Pantoea agglomerans

P. agglomerans (synonymum: Erwinia herbicola) je fakultativné anaerobni,
gramnegativni ty¢inka patfici do ¢eledi Enterobacteriaceae. P. agglomerans je uvadéna jako
oportunisticky patogen pro pacienty se snizenou imunitou, ale je mozné ji izolovat z rostlin,
vody a pudy (Kadhum et al. 2019). Bakterie je diky svym metabolickym funkcim schopna
produkovat antibiotika, napf. fenazinovd, pantocinova, herbicolinovd a dapdiamidova
antibiotika. S touto aktivitou se vyskytuje nékolik kmend této bakterie, které se komercné
prodavaji za tucelem kontroly patogenni bakterie Erwinia amylovora, ktera zptsobuje
bakterialni spalu na jablonich (Lim et al. 2014).

3.8.6 Candida albicans

C. albicans je oportunni houbovy patogen, ktery kolonizuje lidsky gastrointestinalni trakt.
Infekce zpisobné touto kvasinkou se vyskytuji zejména u imunokompromitovanych jedinci
(Mao et al. 2020). Jde zejména o hematogenni Sifeni kvasinek, coz vede k Zivotu ohrozujicim
infekcim (Wahyuningsih et al. 2000). Stfevni imunomodula¢ni reakce a funkce mukozni
bariéry maji dilezitou roli v prevenci proti infekcim zptisobenych C. albicans. Vrozené
imunologické reakce ve stfevnim epitelu, zahrnujici hlavné antimikrobidlni peptidy
a prozanétlivé cytokiny, jsou rozhodujici pro ochranu hostitele pfed patogenni infekei.
Mechanismus této kvasinky se stifevnimi epitelovymi bunikami nejsou zcela znamy (Mao et al.
2020).

Kandid6za je primarni kvasinkové onemocnéni s imrtnosti okolo 30-50 %. Tento
klinicky, socidlni a ekonomicky problém je zplsoben antifungélni rezistenci vic¢i druhu
Candida, ktery je spojen s bezmyslenkovitym pouzivani tradicnich antimykotik. Patogenita
C. albicans je podporovana fadou virulen¢nich faktord, jeji schopnost prechazet z kvasinky
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na vlaknitou formu je pfisné regulovany proces siti genti znamy jako dimorfni pfepinani. Tento
faktor virulence vyzaduje, aby C. albicans reagovala na hostitelské prostiedi. EFG1 je jednim
C. albicans (Araujo et al. 2019). Tato kvasinka je schopna reverzibilniho pfepinani mezi dvéma
viditeln¢ odlisnymi typy bun€k, bilymi a neprihlednymi. K tomuto piepinani dochazi relativné
ziidka a potomstvo bunck obvykle zdédi stav svych rodic¢i. Bunky bilé faze se jevi jako kulatg,
vytvareji bilé kopulovité kolonie na pevném agaru. Neprihledné bunky jsou vétsi a protahlejsi
a jejich kolonie jsou tmavsi (Miller & Johnson 2002).

V dusledku stoupajici rezistence této kvasinky vuci tradicni antimykotické 16cbé se
vyvijeji nové alternativni terapie s novymi mechanismy ucinku, zvySenym terapeutickym
potencidlem, zlepsenou farmakokinetikou a mensi toxicitou (Aragjo et al. 2019).

Diagnéza je pomérné obtizna, protoze jedinym piiznakem infekce je dlouhodoba horecka,
ktera je odolna proti antibakteridlni 16cb€. Laboratorni testy pro detekci cirkulujicich antigent
Candidy byly vyvinuty pro rychlou diagnostiku diseminové kandidozy. Detekce cirkulujicich
antigend postrada citlivost a do urcité miry i specificnost, a tudiz diagndza miize byt zpozdena.
Produkce antildtek u imunokompromitovanych jedinc muze byt variabilni, komplikujici
diagnozu. Vyvoj metod detekce C. albicans zalozenych na DNA poskytuje alternativni
a potencialn¢ citlivéjsi prostiedky pro diagnostiku diseminované kandidozy. Pro diagnostiku se
také pouziva PCR metoda (Wahyuningsih et al. 2000). Metody PCR umoznuji amplifikaci
a kvantifikaci Siroké $kaly fungalnich patogend pfimo ze vzorku a Cisté kultury. Pro detekci
C. albicans se vyuziva LightCycler systém. Test se aplikuje pro kvantifikaci DNA této kvasinky
Vv krvi a pfidava se mnozstvi blastokonidii (Maaroufi et al. 2003).

3.8.7 Hanseniaspora uvarum

H. uvarum neboli Kloeckera apiculata je druh kvasinky, ktera se Casto vyskytuje
na zralych plodech, zeyména na hroznech, kde se ucastni prvni faze alkoholové fermentace.
H. uvarum je také ¢asto izolovana z ostatnich fermentovanych napoju — jableény most, palmové
vino, tequila, aguardente z cukrové titiny atd. Dale je sou¢éasti mnoha fermentovanych potravin
véetné kavy, kakaa, ale i piva, jogurtu ¢i pomeranc¢ového dzusu. Kvasinka vykazuje primyslové
vyznamné antagonistické vlastnosti proti vyvoji plisni, které jsou zodpovédné za znehodnoceni
ovoce. Kvasinka se tudiz pouziva jako biokontrolni ¢inidlo proti Botrytis cinerea (Seda plisen)
na hroznech a jahodach, Penicillium spp. (ovocna hniloba) na citrusech atd. (Albertin et al
2016).

Diky obnovenému zajmu o nekonvencni kvasinky ve vinaifském primyslu byla tato
kvasinka pfehodnocena a stala se vhodnou a prospésnou pro vinaiské ucely (Albertin et al.
2016).

3.8.8 Metschnikowia pulcherrima

Ekologicka distribuce M. pulcherrima je siroka, zahrnuje kvétiny, ovoce a jiné rostliny.
Byla izolovana i z riznych druht hmyzu, ktery opiluje tyto rostliny, a jedna se tudiz o pfirozeny
vektor pro Sifeni tohoto druhu kvasinky. Diky své schopnosti kolonizovat povrchy riznych
druhil ovoce se zacala kvasinka uzivat jako pfirodni biokontrolni prostfedek proti poskliziiové
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jable¢né hnilobg&, zptisobené napt. Botrytis cinerea, Penicillium spp., Monilia spp., Alternaria
spp.

Z rtiznych druhti ovoce ptredstavuje povrch hroznové bobule optimélni a na Ziviny bohaté
prostiedi pro M. pulcherrima. Navic M. pulcherrima je obvykle pfitomna v prvi fazi fermentace
hroznové stavy. Kvasinka se vyuziva jako fermentativni druh diky uvoliovani aromatickych
tékavych sloucenin a tim zvysuje celkovy obsah aromatického profilu vin (Oro et al. 2014).

Dalsi ¢ast prace pojednava o pouzité technice k identifikaci mikroorganismu z ovoce.

3.9 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF neboli ionizace laserem za ptitomnosti matrice v kombinaci s detektorem
doby letu slouzi k rychlé charakterizaci a identifikaci mikrobialni buniky. Spolu S ionizaci
elektrosprejem (ESI) patii k mékkym ioniza¢nim technikam (Vaidyanathan et al. 2002).

MALDI TOF MS pfispélo k diagnéze nddort, revmatoidni artritidé, Alzheimerové
chorobé a alergiim prostiednictvi identifikace specifickych biochemickych markerta (Wieser et
al. 2012). Tuto technologii Ize dale vyuzit ke studiu odolnosti bakterii vici antibiotikiim nebo
antimikrobidlnim latkdm vyluCovanymi jinymi bakteridlnimi druhy (Marvin et al. 2003).
MALDI-TOF MS je zalozena na analyze fenotypovych znaki, které se lisi v zavislosti
na kultivacnim médiu a dob¢ inkubace (Carbonnelle et al. 2011).

Prvni pokusy identifikovat mikroorganismy pomoci hmotnostni spektrometrie byly
provadény v roce 1975. Avsak tyto experimenty nemély pfili§ reprodukovatelné vysledky,
zejména kvuli ristovym podminkam a kultivaénim médiim. S objevem MALDI-TOF MS v
80. letech byla mozna analyza relativné velkych biomolekul, véetné vétSich ribozomalnich
proteinti (Wieser et al. 2012).

Pouzitim hmotnostni spektrometrie pro identifikaci bakterii v kombinaci MALDI-TOF
MS se softwarem, ktery obsahuje databazi proteinovych profilti a srovnavaci algoritmy, je
umoznéna identifikace mikroorganismu na urovni druhti (Ribeiro et al. 2020). MALDI-TOF
MS umoziuje ziskat profily biomarkerti piimo z nefrakcionovanych mikroorganismi (viry,
bakterie, plisné, spory). Tento pfistup umoziuje detekovat, charakterizovat a identifikovat
peptidy a proteiny z neporusenych mikroorganismi. Lze toho vyuzit v bunééné biologii,
biotechnologii a farmaceutickém vyzkumu (Marvin et al. 2003).

Vlastnosti hmotnosti spektrometrie je urcit hmotnost ku naboji (m/z) bioanalytu
a poskytovat spektra béhem nékolika minut. Metoda se pouziva k profilovani bakterialnich
proteini  z bunéénych extraktd. Tento postup poskytuje jedinecny spektralni otisk
mikroorganismu. Metoda vyZaduje, aby biopolymerni molekuly pfitomné v kondenzované fazi
byly pfeménény na neporuSené izolované ionizované molekuly v plynné fazi. Poté se tyto ionty
separuji podle své molekulové hmotnosti. Kazd4 detekovand molekula je charakterizovana
molekulovou hmotnosti (m), ndbojem (z), pomérem m/z a relativni intenzitou signalu
(Carbonnelle et al. 2011).

MALDI-TOF umoziiuje detekci komplexnich smési makromolekul bez ptedchoziho
¢isténi vzorkt (Carbonnelle et al. 2011). Protoze se jedna o velmi citlivou techniku, postacuje
pro analyzu malé mnozstvi mikrobialni biomasy (pro bakterie 10* az 108 CFU) (Wieser et al.
2012). Prvnim krokem je tvorba krystalu mezi vzorkem a organickou matrici. Vzorek se nanese
na MALDI desticku, pfidd se vhodnd matrice a vSe se nechd uschnout pii pokojové teploté
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(Carbonnelle et al. 2011). Typickd MALDI desticka pojme 16 az 384 vzorkl (Wieser et al.
2012). Poté je desticka vlozena do MS, susena smés matrice a vzorku je ozafena laserem,
vytvori se oblaka plynné faze, ktera jsou poté pulzovana do letové trubice (Carbonnelle et al.
2011). V analyzatoru doby letu (TOF) jsou ionty separovany a detekovany podle molekulové
hmotnosti a ndboje. Vyslednym vystupem je hmotnostni spektralni profil urcujici molekulovou
hmotnost iontd v ptivodnim oblaku (Keys et al. 2004). Obecné se produkuji pouze jednotlivé
ionizované druhy, které maji jediny ndboj. Zajmové druhy jsou identifikovany podle poméru

Identifikace je zaloZena na nasledujicich podminkach: (i) spektralni otisky, které se 1isi
mezi mikroorganismy, (ii) mezi slouceninami detekovanymi ve spektru, nékteré piky jsou
specifické pro rod, druh i poddruh, (iii) ziskana spektra jsou reprodukovatelna, pokud jsou
mikroorganismy kultivovany za stejnych podminek. Stejny druh mlze poskytnout rtzna
hmotnostni spektra, pokud jsou zvoleny rizné podminky pro rlist nebo riizné metody chemické
extrakce (Carbonnelle et al. 2011). Pro identifikaci na Grovni druhti je rozsah velikosti molekul
pouzivan v rozmezi 2 az 20 kDa, V tomto rozmezi jsou velmi stabilni vysledky a silny pomér
signalu a Sumu (Wieser et al. 2012).

Pocitacovy software automaticky porovnava spektra s referencni databankou, ktera
obsahuje Sirokou $kalu izolatt. Software, ktery porovnava spektra, generuje ¢iselnou hodnotu
(skore) na zaklad¢ podobnosti mezi pozorovanymi a uloZzenymi daty. Tato hodnota skore
poskytuje informace o vérohodnosti identifikace. Hodnota skore nad 2,0 je povazovana
za platnou identifikaci na urovni druhu. Hodnoty mezi 2,0 a 1,7 ptedstavuji spolehlivou
identifikaci rodu (Wieser et al. 2012).
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4 Metodika

Pro vlastni analyzu byly pouzity kiry z rostlin (A. indica, C. arborea, H. odorata,
H. pierrei), které¢ byly sesbirany v ¢ervenci 2017 Ing. Pavlem Novym, PhD., v Kambodzi.
Identifikace byla potvrzena expertem na kambodzskou floru panem Chhang Phourin (Forest
and Wildlife Research Institute, Phnom Penh, Kambodza). Kary z rostlin byly az do provedeni
analyzy skladovany v suchu ve Inénych uzaviratelném saccich. Celkem byly provedeny tfi
opakujici se analyzy a v ramci téchto analyz tii jednotliva opakovani.

4.1 Pouzité chemikalie

Kizolaci mikroorganismti byly pouzity Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid;
Basingstoke, Velka Britanie) a glycerol (Penta; Praha, Ceska republika). K jejich identifikaci
se vyuzilo nasledujicich roztokii: Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska
republika), acetonitril (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska republika), kyselina mravenéi (Sigma-
Aldrich; Praha, Ceska republika) a HCCA (o-kyano-4-hydroxy-skoficova kyselina) (Bruker
Daltonik GmbH, Lipsko, Némecko). Rostlinné extrakty byly odpaieny pomoci etanolu (Penta;
Praha, Ceska republika) a jako rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO) (VWR;
Stiibrna Skalice, Ceska republika). Pro testovani antimikrobialni aktivity byla vybrana
kultiva¢ni media Mueller-Hinton Broth (MHB) (Oxoid; Basingstoke, Velka Britanie), Mueller-
Hinton Agar (MHA) (Oxoid; Basingstoke, Velkd Britanie) a RPMI 1640 médium (Sigma-
Aldrich; Praha, Ceska republika), pouZité pufrujici latky pro vyrobu médii byly chlorid sodny
(Dorapis; Praha, Ceska republika), TrisBase (tris(hydrohymethyl)aminomethan) (Roth;
Karlsruhe, Némecko), chlorid draselny (Penta; Praha, Ceska republika) a MOPS (VWR;
Stiibrna Skalice, Ceska republika). Na tpravu pH kultivaénich médii byly vyuzity kyselina
chlorovodikova (Lach-Ner; Neratovice, Ceska republika) a hydroxid sodny (Lach-Ner;
Neratovice, Ceska republika). Jako referen¢ni antibiotika byly zvoleny tioconazol (Sigma-
Aldrich; Praha, Ceska republika) a tetracyklin (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska republika).
K vyhodnoceni antimikrobialni aktivity bylo pouzito MTT barvivo (Sigma-Aldrich; Praha,
Ceska republika).

4.2 Pouzité pristroje

Laboratorni mlynek (IKA A1l basic), analytické vahy (FR 200 Mark I1), pfedvazky
(Kern EmB 600-2), laboratorni tiepacka (GFL 3006), vakuova odparka (Heidolph), vortex
(Chromservis), sonikator (Logicultrasonic PE cleaner), hotak (Fuego — basic, WLD-TEC),
magnetické michadlo (Variomag), flow box (Teistar 16152), densi-La-Meter Il (Lachema),
autoklav (Tuttnauer 3850EL), pH metr (XS), mechanické pipety (Eppendorf Research Plus),
inkubator (KBC 100/250), mrazak a chladnicka (Bosch), multiscan Ascent Microplate
Photometer (Thermo Fisher Scientific), centrifuga (Hettich), MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonik GmbH, Lipsko, Némecko), MALDI desticka (Bruker Daltonik GmbH, Lipsko,
Némecko).
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4.3 Testované mikroorganismy

Pro testovani byly zvoleny tyto sbirkové kmeny: Bacillus cereus ATCC 11778,
Staphyloccocus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922, Candida albicans ATCC 10231 (Oxoid; Basingstoke, Velka Britanie).

Dale byly uzity mikroorganismy, které byly izolovany z riznych druhl ovoce, jmenovite:
Pantoea agglomerans (izolovano ze $vestek a jablek), Hanseniaspora uvarum (izolovano ze
Svestek a tiesni), Metschnikowia pulcherrima (izolovano z visni, jablek).

4.3.1 Izolace mikroorganismii z ovoce

Ovoce se nejprve vlozilo do Ehrlenmayerovy baiky a nechalo se tfepat 10 minut na
ttepacce spolu se sterilnim fyziologickym roztokem. Poté se provedlo fedéni v poméru 1:10.
Pomoci mikropipety se odebralo 300 pl roztoku a pteneslo se na Petriho misku s SDA médiem.
Takto zaoCkovana miska se nechala inkubovat pii 25 °C v inkubatoru. Nasledné se dle potieby
provedlo pasazovani az do ziskani dobte vyvinutych a jednotlivych kolonii. V ptipad¢ vyskytu
kolonii s odlisnou morfologii se kolonie nechaly jesté jednou piekultivovat, a to pomoci
zvlastni plotny pro ziskani ¢isté kultury.

Poté byly dobie vyvinuté kolonie z ¢erstvé kultury pievedeny pomoci sterilni klicky
do mikrozkumavky s1 ml roztoku (kvasinky: 50% roztok glycerolu v destilované vode¢,
bakterie: 25% roztok glycerolu v destilované vod¢€). Takto piipraveny roztok se nechal
zvortexovat a zmrazit na -80 °C az do dalsiho pouziti. Izolované druhy mikroorganismi jsou
shrnuty v tabulce 2.

4.3.2 Identifikace izolati pomoci MALDI-TOF MS Biotyper

Bakterie a kvasinky byly identifikovany na zakladé analyzy ribozomalnich proteind
na MALDI-TOF MS s automatickym pohybem matrice. Vse bylo provedeno podle pokynt
vyrobce. Spektra byla méfena automaticky pomoci softwaru FlexControl verze 3.4. Pro
identifikaci mikroorganismu byla data ziskana z kazdého izolatu importovana do software
BioTyper verze 2.0 (Bruker Daltonik GmbH, Lipsko, Némecko) a analyzovana. M¢teni
kazdého kmene bylo provadéno dvakrat.

Nejprve byl pifipraven HCCA matricovy roztok. Do Eppendorf tubi¢ky bylo
napipetovano 500 pl 100% acetonitrilu, 475 pl destilované vody, 25 pl 100% TFA a 0,01 mg
a-kyano-4-hydroxy-skoticové kyseliny. Takto vzniklé organické rozpoustédlo bylo dikladné
promichéano, aby doslo k rozpusténi vSech krystalti matrice.

4.3.2.1 Extrakce pomoci TFA

Do cisté Eppendorf trubicky (1,5 ml) byl bakteriologickou klickou pfenesen biologicky
material (1 kolonie). Poté bylo pfidano 80 pl 80% TFA, ktery byl pfipraven promichanim
200 pl destilované vody a 800 pl 100% TFA. Roztok s biologickym materialem byl nasledné
promichan pomoci pipety az do vytvofeni suspenze a Gplného rozpusténi materialu. Po dobu
cca 30 minut byl vzorek inkubovan pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkubaéni doby se ke
vzorku pridalo 240 pul destilované vody a 320 ul acetonitrilu a v§e se promichalo vortexovanim.
Vzorek se dal zcentrifugovat na dobu dvou minut pii maximalnich otackach (9 000 RPM). Poté
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se 1-2 ul supernatantu preneslo mikropipetou na MALDI desticku (MTP 384 ocelova) a nechalo
uschnout pfi laboratorni teploté. Po par minutach doslo k zaschnuti a supernatant se prekryl
2 ul roztoku MALDI matrice. Takto pfipravena MALDI desticka se po uschnuti za laboratorni
teploty vlozila do pfistroje k identifikaci.

4.3.2.2 Extrakce pomoci etanolu a kyseliny mravenci

Do dcisté Eppendorf trubicky (1,5 ml) bylo napipetovano 300 pl destilované vody.
Z kultiva¢nich misek byl odebran biologicky material do mikrozkumavky s vodou a roztok byl
promichan pipetovanim i1 vortexovanim. Dale se pfidalo 900 pl etanolu a vSe se opét
promichalo. Poté byl roztok zcentrifugovan pii maximalnich ota¢kach po dobu dvou minut
a byl slit supernatant, opét doslo k centrifugaci vzorku, pfi které doslo k uvolnéni etanolu
ze stény na dno mikrozkumavky. Zbyvajici etanol byl pipetovanim odstranén. Zbyly pelet se
nechat nékolik minut schnout pii laboratorni teploté. K peletu se pridalo 40 pl 70% kyseliny
mraven¢i (ptipravena z 300 pul destilované a 700 pl 100% kyseliny mravenéi) a vznikly roztok
byl promichan pipetovanim a nasledné vortexovanim. Poté se k roztoku napipetovalo 40 ul
100% acetonitrilu a opét se vSe promichalo. Takto pfipraveny vzorek se nechal zcentrifugovat
(9 000 RPM, dvé minuty) a 1 ul supernatantu se nakapal na MALDI desti¢ku. Po zaschnuti
supernatantu se piidal 1pul roztoku MALDI matrice. Po jejim zaschnutim byla MALDI desticka
piipravena ke klasifikaci.

Tabulka 2: Seznam izolovanych mikroorganismi z ovoce (vlastni tvorba)

Ovoce Znaceni Izolované kvasinky Izolované bakterie
Svestky S1-b - P. agglomerans
T1 H. uvarum -
Ttesné T5 Hanseniaspora spp. -
T9 Metschnikowia spp. -
Visné V2 M. pulcherrima -
Jablka J1 - P. agglomerans

Stupeit podobnosti s referencnim spektrem je reprezentovan hodnotou skore. Vysledky
identifikace s hodnotami skore nad 2 se povazuji za vysledky spravné pro uréeni piislusného
druhu (viz ptiloha I11).

4.4 Priprava rostlinnych extrakti

Kara =z rostlin byla zhomogenizovana pomoci laboratorniho mlynku. Do
Erlenmayerovych ban€k bylo pro kazdy vzorek navdzeno stejné mnozstvi rostlinného materialu
(7,5 grostlinné kiiry) a pfidano 225 ml 70% etanolu. Baiiky byly pfikryty alobalem a ponechany
tiepat Se na tfepacce po dobu 24 hodin. Takto pfipravené vzorky byly ptefiltrovany pftes filtracni
papir a nakonec i pomoci vakuové filtrace (membranovy filtr - primér 0,45 pm) pro Gplné
odstranéni zbytku kury a sterilaci extraktu.

Filtrat byl pfeveden do pfedem zvazenych varnych ban¢k. Varné banky se vzorky byly
odpafovany na vakuové odparce pii teploté 40 °C. Po odpateni byly vzorky umistény
do exsikatoru a poté byly varné banky opét zvazeny a bylo zjiSténo mnozstvi vytéZzeného
extraktu (viz tabulka 3). VysuSené extrakty byly pomoci nerezové lzicky prevedeny do
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sklenénych vialek a byly rozpustény roztokem DMSO na zasobni koncentraci 204,8 mg/ml.
Takto rozpustény extrakt byl zmrazen na teplotu -20 °C az do dalsiho pouziti.

Tabulka 3: VytéZznost rostlinnych extrakti (vlastni tvorba)

Vzorek Vytéznost (%)
A. indica 14,93
C. arborea 4,27
H. odorata 13,20
H. pierrei 9,33

4.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity

45.1 Priprava kultiva¢nich médii

K provedeni pokusu byla zapotiebi rizna kultivacni média. Prvni MHB ke stanoveni
bakterii a druhé RPMI pro testovani kvasinek.

MHB bylo piipraveno dle navodu, tj. 21 g média v 1 litru destilované vody. Takto
ptipraveny roztok byl promichan na magnetickém michadle. Druha varka MHB byla pfipravena
v poméru 21 g média na 1 litr pufru. Pufr byl ptipraven z 8 g NaCl, 6,1 g TrisBase, 0,2 g KCI
na 1 litr destilované vody. Po rozmichdni na magnetickém michadle bylo pH upraveno pomoci
HCI na hodnotu 7,6.

Ke stanoveni kvasinek bylo potieba pfipravit RPMI médium. Na analytickych vahach
bylo navazeno 10,4 g RPMI a 34,53 g MOPS a byl pfidan 1 litr destilované vody.
U rozmichaného roztoku bylo pH upraveno pomoci NaOH na hodnotu 7,0. Takto pfipraveny
roztok byl zfiltrovan pfes membranovy filtr (0,45 pm) pomoci pfedem sterilovaného vakuového
filtra¢niho zafizeni.

Dale bylo potieba piichystat MH agar (38 g MHA/1 1 destilované vody) pro stanoveni
minimalni baktericidni koncentrace (MBC) bakterii a SD agar (65 g SDA/1 1 destilované vody)
pro stanoveni MBC kvasinek. Po vysterilovani se agary rozlily do Petriho misek o priméru
90 mm. Po ztuhnuti agaru se misky ulozily do chladni¢ky dnem vzhru az do jejich uziti.

Vsechna piipravena média S vyjimkou RPMI byla sterilovana v autoklavu pfi teploté
121 °C po dobu 20 minut.

45.2 Priprava inokula

Pro kultivaci bakterii bylo pouzito MHB bez pufru a pro kultivaci kvasinek RPMI
médium. Do sterilnich plastovych zkumavek bylo injekéni stiikackou pieneseno 5 ml
pfislusného média a bylo pfidano par kapek roztoku ze zasobniho média s namnoZenymi
mikroorganismy. Obsahy zkumavek byly promichany a uloZeny pies noc do inkubatoru
pfi teploté 35+2°C.

Pro piipravu nami pouzitého inokula bylo odebrano do nové sterilni zkumavky 10 ml
média, opét pro bakterie MHB bez pufru a pro kvasinky RPMI, a kultury s narostlymi
mikroorganismy do nich byly pieneseny. Tato suspenze byla upravena na 0,5 McFarlanda
pomoci spektrofotometrického zafizeni pro standardizaci inokula. Takto bylo dosazeno cilené
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koncentrace mikroorganismii vhodné pro zaockovani. Tyto ukony byly provedeny
bezprostiedné pred pouzitim inokula. Tato suspenze byla pfimo pouzita pro zaockovani
mikrotitraénich desti¢ek za uziti inokulatoru, tudiz finalni koncentrace v mikrotitra¢nich
desti¢kach byla cca 5x10° CFU/mI pro bakterie a 2x10® CFU/ml pro kvasinky.

4.5.3 Priprava antibiotik a rostlinnych vzorki

Pro stanoveni bakterii bylo jako antibiotikum zvolen tetracyklin, ktery se nechal rozpustit
V 96,5% etanolu. Pro kvasinky byl vybran tioconazol, ktery se rozpustil v DMSO. Navazky
antibiotik byly upraveny podle Cistoty daného antibiotika, které¢ byly udany vyrobcem.
Antibiotika byla rozpusténa Vv ptislusnych rozpoustédlech ve 100x vyssi koncentraci, nez byla
nejvyssi testovand koncentrace. Poté byly zasobni roztoky roziedény V kultivaénim médiu
1:100 (MHB bez pufru pro bakterie, RPMI pro kvasinky) na pozadovanou koncentraci.

Rostlinné extrakty rozpusténé v DMSO byly vyjmuty z mrazaku. Tyto zasobni roztoky
byly roziedény v ptislusném médiu (MHB bez pufru, RPMI) na pocate¢ni koncentraci
2 048 pg/ml. Tyto nové zasobni roztoky byly vyuzity pro vlastni analyzu.

454 Mikrodiluéni test

Ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovanych antimikrobialni latek
byly pouzity sterilni 96jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky z prihledného polypropylenu s kulatym
dnem. Prvni sloupec mikrotitrani desti¢ky slouzil jako pozitivni kontrola rastu a posledni
sloupec desticky jako kontrola €istoty pro nami pouzity bujon. Pro bakterie i kvasinku byla
pripravena fedici fada. Do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 100 pl bujoénu
(MHB s pufrem pro bakterie, RPMI pro kvasinky) s vyjimkou jamek, kam patfilo antibiotikum.
Do druhého sloupce bylo pipetovano 100 pl rostlinného extraktu (ziedéni pocate¢ni
koncentrace na 1024 pg/ml) a 200 ul referenéniho antibiotika (tetracyklin pro bakterie,
tioconazol pro kvasinky). Poté bylo ze sloupce, ktery obsahoval nafedény rostlinny extrakt nebo
antibiotikum (2. sloupec), odpipetovano 100 pul do dalsiho sloupce, po smiseni roztoki v tomto
sloupci bylo opét odpipetovano 100 pl do dalsiho sloupce. Takto se pokracovalo az do konce
mikrotitracni desti¢ky (viz piiloha IV). Takto piipravené desti¢ky byly zaockovany pomoci
inokulatoru — kovového jezku (viz ptiloha V) pfipravenym inokulem a vloZeny do inkubatoru:
bakterie o teploté¢ 35+2 °C na dobu jednoho dne a kvasinky o teploté 2542 °C na dobu dvou
dnt. Po uplynuti zvolené doby byly desticky vyjmuty z inkubatoru a mikrobialni rast byl
spektrofotometricky zméten jako zakal pomoci Multiscan Ascent Fotometru pii 405 nm. Byla
vyhodnocena minimalni inhibi¢ni koncentrace, a to jako nejniz$i koncentrace, ktera inhibuje
viditelny mikrobidlni rist. Po spektrofotometrickém vyhodnoceni bylo pouzilo barvivo MTT,
a to zejména kvuli vysoké tvorb¢ zakalu a sedimentt v prub&hu inkubace (viz ptiloha VI). Diky
barvivu byla MIC vizualné pozorovatelna (pfechod ze zluté barvy barviva na fialovou).
Vsechny testy byly provedeny trojmo ve tiech nezavislych experimentech a pro vypocet MIC
byly uzity stfedni hodnoty.

455 Minimalni baktericidni koncentrace

Po vyhodnoceni MIC se z jamek mikrotitrani desticky, ve kterych nebyl zaznamenéan
mikrobialni rust, pipetou odebralo 20 ul suspenze do Petriho misek s pfipravenymi agary. Tyto
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misky byly vlozeny opét do inkubatoru o teploté 35+2 °C (bakterie) a 25+2 °C (kvasinky). Po
24 hodinach u bakterii a 48 hodinach u kvasinek bylo vizualné zkontrolovano, zda doslo
k mikrobidlnimu nartstu kolonii (viz pfiloha VII). Byla stanovena minimalni baktericidni

koncentrace (MBC). Tento tikon byl proveden ve dvojim opakovani. MBC byla vyhodnocena
jako inhibice > 99,99 % CFU.
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5 Vysledky

Vysledky in  vitro rustového inhibiéniho G¢inku  etanolového  extraktu
z kiry kambodzskych rostlin proti bakteriim a kvasinkdm pomoci mikrodilu¢ni metody jsou
shrnuty v tabulkach 3 a 4. Vsechny testované latky vyvolaly ur€ity stupen antimikrobialni
aktivity, avsak jejich ucinnosti zna¢né kolisaly.

5.1 MIC a MBC zakladnich rad testovanych mikroorganismi

Zakladni fada testovanych mikroorganismi zahrnovala dvé grampozitivni bakterie
(B. cereus, S. aureus), dvé gramnegativni bakterie (P. aeruginosa, E. coli) a jednu kvasinku
(C. albicans).
proti C. albicans (64 pg/ml), nasledované P. aeruginosa (128 pug/ml). Stfedni antimikrobialni
aktivita byla prokazana H. pierrei, H. odorata s MIC v rozmezi od 256 do 512 ug/ml. A. indica
vykazovala pouze slaby inhibi¢ni U€¢inek (512-1024 pg/ml). Nebyly zjistény zadné vyznamné
rozdily mezi hodnotami pozitivni kontroly ristu a pozitivni kontroly MIC antibiotik. Hodnoty
tetracyklinu a tioconazolu se pohybovaly v rozmezi 0,25-2 pg/ml.

MBC nebyla zachycena v nejvyssi testované koncentraci (1024 pg/ml) proti zadnému
mikroorganismu (viz tabulka 4).

5.2 MIC a MBC izolovanych mikroorganismii z ovoce

C. arborea vykazovala nejvyssi inhibi¢ni aktivitu proti H. uvarum (64 pg/ml). Jedna se o

nejvyssi dosazenou antimikrobidlni aktivitu v celé praci, spoleéné s inhibici C. albicans
(64 ug/ml). Naproti tomu H. pierrei méla nejnizsi aktivitu ze vSech testovanych extrakti.
Nejlepsi vysledky tohoto extraktu byly zaznamenany proti inhibici rastu H. uvarum (512
pg/ml).
A. indica a H. odorata prokazaly stfedni antimikrobialni aktivitu. Extrakt z H. odorata byl
nejucinngjsi proti H. uvarum (256 pg/ml) a extrakt z A. indica opét proti H. uvarum
(128 pg/ml). Zadny z extrakt nebyl u¢inny proti M. pulcherrima a P. agglomerans
(>1024 pg/ml). Hodnoty MIC tetracyklinu proti bakterii P. agglomerans byly v rozmezi
0,25 az 0,5 ug/ml. Vysledky MIC tioconazolu, uzivaného pfi testovani kvasinek, byly znacné
variabilni a prokazaly vysokou inhibi¢ni aktivitu (0,008-0,125 pg/ml).

MBC nebyla uréena proti zddné bakterii a kvasince ani pii nejvyssi testované koncentraci
(1 024 ng/ml) (viz tabulka 5).
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Tabulka 4: Antimikrobialni aktivita extraktd kiry kambodzskych rostlin testovana zakladni fadou mikroorganismu

C. arborea H. odorata A. indica H. pierrei Tetracyklin Tioconazol
Mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MIC
(ng/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ug/ml) (ug/ml) (pg/ml) (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml)
B. cereus 512 - >1024 - 1024 - 512 - 0,25 n.t.
S. aureus 512 - 256 - 512 - 256 - 0,25 n.t.
E. coli 512 - 1024 - >1024 - 1024 - 1 n.t.
P. aeruginosa 128 - 256 - 512 - 256 - 2 n.t.
C. albicans 64 - 1024 - 512 - 512 - n.t. 0,5

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace (v ptipadé C. albicans — minimalni fungicidni koncentrace);
n.t. — nebylo stanoveno; hodnota MBC nebyla zachycena v nejvyssi testované koncentraci (>1 024 pg/ml)
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Tabulka 5: Antimikrobialni aktivita extraktd kiiry kambodzskych rostlin testovana izolovanymi mikroorganismy z ovoce

C. arborea H. odorata A. indica H. pierrei Tetracyklin  Tioconazol
Mikroorganismus

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MIC

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

P. agglomerans S1-b 256 - 512 - 512 - 1024 - 0,50 n.t.
P. agglomerans J1 >1 024 - 1024 - 1024 - >1024 - 0,25 n.t.
H. uvarum T1 64 - 512 - 256 - 512 - n.t. 0,009
H. uvarum T5 128 - 256 - 128 - 512 - n.t. 0,031
M. pulcherrima T9 >1 024 - >1024 - >1024 - >1024 - n.t. 0,016
M. pulcherrima V2 >1 024 - >1024 - >1024 - >1024 - n.t. 0,125

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace (popf. minimalni fungicidni koncentrace); n.t. — nebylo
stanoveno; hodnota MBC nebyla zachycena v nejvyssi testované koncentraci (>1 024 pug/ml)
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6 Diskuze

V této praci byly etanolové extrakty z kiiry kambodzskych rostlin podrobeny testovani
antimikrobidlni aktivity pomoci mikrodilu¢ni metody. Pfi klasifikaci antibakteridlni aktivity
se oCekava, ze grampozitivni bakterie budou aktivnéjsi nez ty gramnegativni. Tento pfedpoklad
je dan zejména rozdily ve slozeni bunééné stény (Joshi et al. 2010). V této praci se zjistilo,
ze rostlinné extrakty jsou do jisté miry aktivni jak proti grampozitivnim, tak gramnegativnim
bakteriim.

Extrakt z kary H. pierrei byl viibec poprvé podroben testovani antimikrobialni aktivity
a byla u ného prokazana schopnost inhibovat v§echny mikroorganismy, které jsme testovali
s vyjimkou M. pulcherrima. Pomérn¢ dobra MIC byla stanovena u testovani extraktu zejména
proti S. aureus a P. aeruginosa (MIC 256 pug/ml).

Extrakty, které byly testovany proti mikroorganismim izolovanym z ovoce
(P. agglomerans, H. uvarum a M. pulcherrima) byly také poprvé testovany na antimikrobialni
aktivitu. C. arborea vykazala nejlepsi antimikrobialni aktivitu véetné nejlepsi hodnoty MIC
proti H. uvarum (64 ug/ml).

A. indica

V ramci jednotlivych opakovani nedochdzelo k velkym vykyvim MIC. Tento rostlinny
extrakt neprokazal ptili§ velkou aktivitu proti testovanym mikroorganismim. Nejvétsi inhibice
byla zjisténa u S. aureus, P. aeruginosa a C. albicans (u v§ech MIC 512 pg/ml). Antibakterialni
aktivita extraktii proti E. coli v ramci nami testovanych koncentraci nebyla prokazana.

Maleki et al. (2018) provadél testovani antimikrobidlni aktivity s metanolovym
a etanolovym extraktem z listd A. indica. Metanolové extrakty vykazovaly nejsilngjsi inhibici
proti kmenu P. aeruginosa. Etanolové extrakty mély nejvétsi inhibiéni G¢inek proti kmeniim
S. aureus. Avsak zadny z extrakti nevykazoval antibakterialni aktivitu proti E. coli. Podle Chea
et al. (2007) metanolovy extrakt z kury A. indica nevykazoval antimikrobialni aktivitu proti
E. coli a P. aeruginosa. Podobné silice ze semen neemu dle SaiRam et al. (2000) nevykazovala
antimikrobialni aktivitu proti E. coli. Mistry et al. (2014) ve své studii uvedli MIC
metanolového extraktu z listd A. indica proti S. aureus 250 ug/ml a MBC 500 pg/ml. Tyto
vysledky MIC se ptiblizuji nasim hodnotam (MIC 512 pg/ml), ale MBC v nasem ptipadé
nebyla zachycena. Joshi et al. (2010) uvedli antimikrobialni aktivitu A. indica proti S. aureus
a P. aeruginosa, a naopak nepotvrdili aktivitu tohoto etanolového extraktu kiry proti E. coli.
Obdobn¢ nase vysledky potvrzuji slabou aktivitu extraktu proti S. aureus (512 pg/ml) a
P. aeruginosa (512 pg/ml) a neaktivitu proti E. coli (>1 024 pg/ml). Dale napiiklad El-Hawary
et al. (2013) testovali antibakterialni aktivitu éterickych oleja z kvétt a listh rostliny. Vysledky
ukazaly inhibi¢ni aktivitu proti S. aureus a E. coli, avsak P. aeruginosa zistala odolna vuci
inhibi¢nimu G¢inku jak u kvéta, tak u listl. Antifungélni aktivita t€chto éterickych olejt z listi
E. coli (stejné jako v naSem ptipad€). V tomto piipadé to bylo zpusobeno pravdépodobné
vys$im obsahem kysliku v silici z kvéta.

Neem obsahuje rizné fytoaktivni slozky, jako jsou alkaloidy, glykosidy, terpenoidy,
steroidy a taniny, které mohou byt zodpoveédné za biologické vlastnosti rostliny (Mistry et al.
2014). Terapeuticka role je dale pfipisovana antioxidantim, na které je rostlina bohata. Ptesto
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molekularni mechanismus v prevenci patogeneze nebyl prozatim zcela pochopen. Césti rostlin
vykazuji antimikrobidlni aktivitu prostfednictvim inhibi¢niho ¢inku na mikrobidlni riist nebo
rozkladem bunécné stény. Azadirachtin, tetratriterpenoidni limonoid pfitomny zejména
v semenech, je kli¢ovou slozkou odpoveédnou za toxické ucinky proti hmyzu (Alzohairy 2016).

H. odorata

U tohoto rostlinného extraktu doslo k vyznamnéjsi mikrobialni inhibici. Nejvyssi aktivita
byla zaznamenana proti S. aureus a P. aeruginosa (256 pg/ml) a naopak zadnou aktivitu
neprokazal extrakt proti B. cereus (>1 024 pg/ml).

Chusri et al. (2012) ve své studii uvedl, Ze etanolové extrakty z H. odorata maji slabou
anti-stafylokovou aktivitu. Dale Kabir et al. (2015) se zabyval antibakterialni aktivitou riznych
druhti extrakti (metanolovy, etanolovy, vodny) z listd H. odorata proti S. aureus, E. coli a
B. subtilis. Metanolovy extrakt vykazoval nejvétsi aktivitu proti S. aureus a B. subtilis
a etanolovy extrakt proti E. coli. Obecné lze fici, ze metanolovy extrakt vykazuje vyssi
antibakterialni aktivitu ve srovnéni s etanolovym a vodnym extraktem, které vykazuji nizkou
aktivitu. AvSak etanolovy extrakt prokazal nejvyssi inhibici proti E. coli. V porovnani s nasimi
vysledky, etanolovy extrakt zkury H. odorata byl nejvice ucinny proti S. aureus
(MIC 256 pg/ml). Naopak inhibice proti E. coli byla velmi slaba (MIC 1024 pg/ml). Dale
Bacillus spp. udava odlisné vysledky. V metanolovém extraktu vykazoval dle Kabir et al.
(2015) velkou aktivitu, ale v nasi analyze, kde byl pouzit etanolovy extrakt, byl zcela neaktivni
(>1 024 pg/ml). Wipasinee (2007) stanovil MIC etanolového extraktu z kiry H. odorata proti
S.aureus Vv rozmezi 62,5 — 125 pg/ml. V tomto ptipadée byla i v nasi praci zaznamenana inhibice
extraktu proti S. aureus, ktera ale nebyla takto u¢inna (256 pg/ml).

Obsahy flavonoidl v rostlinnych extraktech mohou byt jednou z fytoslozek, které jsou
odpovédné za antibakterialni aktivitu. Je uvedeno, Ze extrakty, které obsahuji nevice flavonoidi
maji nejvyssi antibakterialni u€inek a naopak (Kabir et al. 2015). Také taniny, které jsou rovnéz
ptitomny v rostlinnych extraktech, mohou inhibovat mikrobialni rast in vitro. Tyto slouc¢eniny
se mohou vdazat na proteiny a zptsobovat jejich koagulaci (Wipasinee 2007).

C. arborea

Rostlinny extrakt C. arborea zputsobil v ramci této prace nevétsi antimikrobidlni aktivitu,
a to zejména proti C. albicans (64 pug/ml) a P. aeruginosa (128 pg/ml). Proti ostatnim
testovanym bakteriim byla shodnd MIC 512 pg/ml.

Kumar et al. (2006) stanovili nejvyssi antimikrobialni aktivitu metanolového extraktu
zkury C. arborea proti P. aeruginosa. Jejich vysledek se shoduje s nasSi analyzou. Dale
prokazali ur¢itou inhibici proti E. coli, nasledovanou S. aureus a C. albicans. Mali & Wadje
(2015) srovnavali antimikrobialni aktivitu riznych extrakt z listd rostliny. Jako nejcitlivéjsi
mikroorganismus uvedli B. subtilis, a to ve vSem typech extrakti. Obecné uvadéji, ze
etylacetatovy extrat prokazuje nejvyznamnéj$i antibakterialni aktivity, zatimco etanolovy
a chloroformovy extrakt indikuje nizké hodnoty MIC proti testovanym mikroorganismiim.
Tento vysledek naznaCuje urcité bakteriostatické ¢i fungistatické Uc¢inky extraktd. Rozdil
Vv analyze je patrny zejména U MIC C. albicans, kde etanolovy extrakt v nasi analyze ukazal
vétsi inhibici. Navya & Anitha (2018) stanovili pomoci metanolového extraktu z kiry nejvyssi
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inhibicni aktivitu proti E. coli a z kvasinek proti C. albicans. Obdobn¢ nase vysledky potvrzuji
silnou aktivitu extraktu pro C. albicans.

Za antimikrobialni aktivitu extraktd C. arborea jsou zvelké pravdépodobnosti
zodpovédné fytoslozky, jako jsou polyfenoly, flavonoidy a triterpenoidy. Tyto biologicky
aktivni slou¢eniny mohou byt dale odpovédné za antioxidac¢ni a volné radikalové aktivity
rostliny (Kumar et al. 2006).

Palmova §tava

Poteba zvysit trvanlivost §tavy a odvratit negativni vlivy mikrobli zvySuji naroky
na konzervaci. Synteticka antimikrobialni ¢inidla a chemicky syntetizované latky pouzivané ke
konzervaci potravin se pouzivaji uz od starovéku. Avsak v dneSni dobé€ spotiebitelé ustupuji od
chemickych konzervantil a roste zdjem o nékteré ptirodni antimikrobialni latky, které 1ze ziskat
zZ rostlinnych extrakti (Adeogun et al. 2017).

V Kambodzi se tradi¢né uzivaji kiry z A. indica, H. odorata, C. arborea k inhibici rustu
mikroorganismi, které se ptirozené vyskytuji v palmovém ving. Palmovou §tavu je obvykle
nutné zkonzumovat béhem prvnich 24 hodin, aby nedoslo ke znehodnoceni organoleptickych
vlastnosti. Ktira z téchto rostlin - prostfednictvim inhibice mikroorganismt — zpomaluje proces
kvaSeni a prodluzuje tak trvanlivost palmové §t'avy o nékolik hodin (Morah & Robinson 2015;
Rithy Chrun, osobni sdéleni 2017).

Kyselost palmové §tavy se S nardstajicim casem zvysuje. Tento jev je zpisoben zejména
aktivitou rodu Acetobacter, ktery je pfitomen v palmové §tavé a pfeménuje etanol na kyselinu
octovou Zaroven s pfibyvajicim obsahem etanolu se snizuje obsah cukrt. Po pfidani kmenové
ktry se snizuje rychlost zvySovani kyselosti. Tento snizujici G€inek je zplisoben tim, Ze extrakty
inhibuji rast mikroorganismli zodpovédnych za pfeménu etanolu na kyselinu octovou, ¢imz
dochazi ke konzerva¢nimu ucinku. Podobnym zptisobem funguji i bézné konzervaéni latky
(disifi¢itan sodny) ptidavané napiiklad do vin (Morah & Robinson 2015).

Kapilan (2015) uzival ve své studii §tavu z palmy Caryota urens, do které ptidaval kuru
z C. arboreaa listy z A. indica. Dosel k zavéru, Ze po piidani kury a list se ve §taveé vyskytuje
velmi malé mnozstvi kvasinek. Pfestoze byly kvasinkové bunky pfitomny ve vSech oSetfenich,
nedoslo k jejich exponencialnimu ristu. Mezi §tavou a materidlem, ktery zpisobi inhibici
fermentace, pravdépodobné nastavaji biochemické reakce, které vedou k produkci nebo
aktivaci n¢kterych antibiotickych latek ve §taveé. Autor ale nedoporucuje pouzivat kliru z
C. arborea a listy z A indica jako inhibitory kvili jejich neschopnosti inhibovat alkoholové
kvaSeni a udrzovani vys$iho obsahu cukru ve stave.

Morah & Robinson (2015) ve své praci k prodlouzeni trvanlivosti pouzivaji extrakt z kiry
S. gabonensis. Doporucuji extrakt zejména jako nahradu disifi¢itanu sodného a benzoatu, které
se uzivaji jako konzervacni latky na nigerijském trhu s palmovym vinem. Na trhu existuje
nepatrné mnozstvi lahvového palmového vina, které se konzervuje pomoci téchto dovazenych
konvencnich konzervacénich latek. Nahrada téchto latek za extrakt z ktiry S. gabonensis by byla
pro mistni lid levnéjsi, pfirodni a ekologicka alternativa. Faparusi & Bassir (1972) se zabyvaji
tiislovinami a jejich derivaty. Povazuji tfisloviny za slouceniny, které zvysuji odolnost stavy
vaci bakterialnimu kazeni. VSechny typy kur z kambodzskych rostlin, které se vhazuji do
palmové §tavy, jsou bohatymi zdroji tfislovin. Tyto slouceniny by mohly byt také jednim
z faktort zodpoveédnych za hotkou chut’ jak kiiry, a tak 1 palmové §tavy.
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Adeogun et al. (2017) zkoumali zivotnost pomeranc¢ové st'avy po pridavcich rostlinnych
extraktt z listd Canna indica, Megaphrynium macrostachyum a Thaumatococcus danielli.
Jejich vysledky opét naznacily, ze etanolové extrakty zpomaluji riist mikroorganismd.
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[ Zavér

Vysledky prace ukazaly, ze extrakty z kmenové kury A. indica, C. arborea, H. odorata
a H. pierrei jsou schopny inhibovat vét$inu z testovanych mikroorganismu. Extrakt z H. pierrei
byl viibec poprvé nami testovan na antimikrobidlni aktivitu.

Antimikrobialni aktivita nami zvolenych rostlinnych extraktt byla také poprvé testovana
proti P. agglomerans, H. uvarum a M. pulcherrima. Kuara téchto rostlinnych extrakti
vykazovala mirmou antimikrobidlni aktivitu 1 proti ostatnim druhim testovanych
mikroorganismu (E. coli, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa a C. albicans) a byla tak potvrzena
hypotéza prace. Za nejucinnéjsi extrakt v této praci dle nejnizSich hodnot MIC mulzeme
povazovat extrakt z C. arborea.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkt 1ze usoudit, ze extrakty vySe zminénych rostlinnych
druht mohou skute¢né€ zpomalovat proces mikrobialniho kazeni a prodlouzit tak dobu tidrznosti
palmové §tavy. Bylo by dale vhodné ovéfit antimikrobialni aktivitu proti SirSimu spektru
mikroorganismi a otestovat také schopnost extrakti brzdit alkoholové kvaSeni
pfi subinhibi¢nich koncentracich v potravnich modelech. V neposledni fadé by bylo zajimavé
identifikovat hlavni slozky extrakti zodpovédné za antimikrobidlni aktivitu.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATB — antibiotikum

ATCC —the American Type Culture Collection — Americké sbirkové kmeny
CFU — kolonie tvofici jednotku

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

DTso — Cas potiebny pro rozptyl 50 % plivodné aplikovaného pesticidu
IUCN — Mezinarodni svaz ochrany pfirody

kDa — kilodalton

LCso— koncentrace, pii niz uhyne 50 % sledovanych organismi

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MHA — Mueller-Hinton Agar

MHB — Mueller-Hinton Broth

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

RPM — otacky za minutu

SDA — Sabouraud Dextrose Agar

TFA — kyselina trifluoroctova

WHO — World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
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11 Samostatné prilohy

Priloha I: Potvrzeni ucinki tradi¢niho uziti rostlin (vlastni tvorba)

Rostlinna ¢ast

Vyznam

Moznosti pouziti

Zpusob testovani

Citace

Rostlinny
druh Nemoc
Malarie
A.indica
Prijem

Horecka, zanéty

Zanéty

Jadra

Listy

Blokace vyvoje Plasmodium
berghei u komara Anopheles
stephens
Neuroprotektivni efekt,
zmenseni otokd mozku,
ochrana neuront1 pred
apoptdzou, oddaleni doby
smrti

Moznost potencialniho uziti

Moznost potencidlniho uziti

In vivo (mysi)

In vivo (mysi)

Lucantoni et al.
2010; Murugan et
al. 2016

Bedri et al. 2013

Cela rostlina

Listy

Antibakterialni aktivita proti
Salmonella a Shigella sp.

Antibakterialni aktivita
proti Vibrio cholerae

Moznost potencialniho uziti

Potencialni zdroj pro vyvoj
novych antimikrobialnich
sloucenin a antisekre¢nich
1é¢iv uzitecnych k 1écbé
cholery a prijmu

In vitro

In vivo (mysi)

Tesso et al. 2015

Thakurta et al.
2007

Listy, ktra

-----

Pouziti v oblastech, kde neni
dostupné 1é¢ivo

In vivo (mysi)

Okpanyi &
Ezeukwu 1981

Silice ze semen

rrrrr

ucinek

Moznost potencialniho uziti

In vivo (mysi)

Najk et al. 2014




Testovany

Rostlinny druh Nemoc Rostlinna ¢ast Vyznam Moznost pouziti . Citace
organismus
Vyznamna pozitivni zména
ey . v motilité stiev; oproti ' Y .
Motilita stfev Listy standardnimu 16ku Loperamidu N/A Invivo (mysi)  Kabir etal. 2016
slabsi u¢inek
H. odorata Prijem Listy Extrakty uemne prOt,l prujmum Potenc1al.n1 Zf.iroj ¢k Invivo (mysi)  Kabir et al. 2016
vyvolanym ricinovym olejem proti prijmu
Protizanétliva aktivita byla Noman et al
Zanéty Listy potvrzena, pfi¢itano pritomnosti N/A In-vitro '
o it 2016
fotochemikalii
Prijjem Kira Extrakty ucinne pro‘El prijmim N/A I Vivo (myz) Rahman et al.
vyvolanym ricinovym olejem 2003
C. arborea Ktra Vyznamny ucinek proti viedim N/A In vivo (mysi) Kumar et al. 2013
Viedy
Ochrana Zaludecni sliznice, Gupta & Rao
Listy inhibice sekrece zalude¢nich N/A In vivo (mysi) p201 4

kyselin







Priloha I1: Prodavacka palmové stavy (Novy 2017




Priloha I11: Ukazka pocitatového zobrazeni vysledkll identifikace mikroorganismi pomoci
MALDI-TOF MS.; Stupeii podobnosti s referenénim spektrem je reprezentovan hodnotou
skore. Vysledky identifikace s hodnotami skore nad 2 se povazuji za vysledky spravné pro
urceni prislusného druhu.

Analyte | Analyte Organism Score Organism Score
Name ID (best match) Value | (second best match) | Value
N9 . .
Y t5 Hanseniaspora uvarum Hanseniaspora uvarum | 1.97
(++)(A) P . P ==L
N10 - :
(+)(B) t5 Hanseniaspora uvarum | 1.968 | Hanseniaspora uvarum | 1.854
| 2L t1-1 Hanseniaspora uvarum Hanseniaspora uvarum | 1.993
(++) (A) '
i t1-1 Hanseniaspora uvarum Hanseniaspora uvarum | 1.999
(++)(A) '
| 05 Metschnikowia Metschnikowia
(+)(B) 2 pulcherrima =l pulcherrima =k
06 9 Metschnikowia Metschnikowia
(++)(A) pulcherrima pulcherrima
| s slb Pantoea agglomerans Pantoea agglomerans
(++) (A) |
= slb Pantoea agglomerans Pantoea agglomerans
(++)(A)
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Piiloha IV: Model mikrotitracni desticky

K — pozitivni kontrola; KC — kontrola &istoty; 1 — rostlinny
extrakt Careya arborea; 2 — rostlinny extrakt Hopea odorata;
3 —rostlinny extrakt Azadirachta indica; 4 — rostlinny extrakt
Hopea pierrei; ATB — tetracyklin pro bakterie, tioconazol
pro kvasinky (Pathova 2020)
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Priloha V: Sada kovovych jezki slouzici k zaockovani
inokula (Pathova 2020)
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Priloha VI: Rozdil vysledkt pted a po uziti MTT barviva (Pathova 2020)
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Priloha VII: Vysledky narastu H. uvarum na Petriho miskach (Pathova 2020)




