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Vyuziti biologicky aktivnich latek z rostlin pro

prodlouZeni uchovy vybrané korenové zeleniny

Souhrn

V soucasné dobé je kladen diraz na vysokou uroven zpracovani zemédé€lskych
produkti, specialné na jejich lepsi uchovani. Zaroven je zde snaha o jejich oSetfovani bez
umélych chemickych latek. Mezi ¢asto konzumovanou zeleninu patii kofenova, ktera diky
riznym rizikovym faktorim, jako je naptiklad pomérné dlouhé vegetacni obdobi, ¢eli mnoha
moznostem poskozeni a znehodnoceni. Zde tak vznika ptilezitost vyuzit vlastnosti piirodnich
latek, konkrétné silic. Jejich ucinky se vyuzivaji v riiznych oborech, protoze jsou povazovany
za bezpecné jak pro zivotni prostiedi, tak pro lidské zdravi ¢i v radmci oSetfovani
potravinatskych komodit. Tato prace se zaméiuje na testovani antibakteridlni aktivity
nékolika z nich. Prace se vénovala ptedevsim silici saturejkové, skoficové, hiebickové,
tymianové a silici z dobromyslu obecného. Jako zastupci kotenové zeleniny byly do prace
vybrany petrzel zahradni kofenova, mrkev obecna a celer mifik. Antibakterialni aktivita silic
byla méfena pomoci bujonové mikrodilu¢ni metody. Zelenina byla naockovana patogennimi
bakteriemi, hniloba se vSak nerozvinula na danych mistech. Proto byl nasledné odebran izolat
z petrzele a celeru, ze kterych bylo identifikovano pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI
TOF ngkolik dalsich mikroorganismii. VUéi kterym byla opét testovana v podminkach in vitro
minimalni inhibi¢ni koncentrace danych silic.

Prokazatelnym pozitivnim vysledkem bylo nalezeni nej€ast&j$i minimalni inhibicni
koncentrace, a to 0,128 mg/ml, u skoticové silice. Silice se takto osvéd¢ila proti osmi ze
sedmndcti testovanych mikroorganismi. Ostatni testované silice prokézaly urcitou inhibicni

aktivitu proti alespon jedné bakterii v in vitro podminkach.

Klicova slova: silice, kofenovd zelenina, patogenni organismy, antibakteridlni aktivita,

MALDI TOF



The application of plant-derived biologically active

substances for shelf-life improvement of root vegetable

Summary

High level of agricultural products processing and especially better storage of products
currently represent one of the hottest topics. At the same time, there is a lot of effort to grow
crops without chemical substances. Root vegetables, which are consumed a lot, are prone to
many harmful and damaging influences. There are several risk factors, including a long
vegetation period. This creates an opportunity to use natural substances, in particular essential
oils. Their effects are used in various different fields because they are safe for the
environment as well as for the human health and the area of food commaodities treatment. This
study focuses on antibacterial activity testing of several essential oils: satureja, cinnamon,
clove, thyme and oregano. Carrot, garden parsley and celery were chosen as representatives of
root vegetables. The antibacterial activity was measured by the broth microdilution method.
Even though the vegetables were inoculated with pathogenic bacteria, putrefaction did not
develop in the specific places. Therefore an isolate from the parsley and the celery was then
used to identify several other microorganisms by the MALDI TOF mass spectrometry.
Consequently, the minimum inhibitory concentration of essential oils was again tested against
these bacteria in in vitro conditions.

There was a demonstrable positive result: the most frequent minimum inhibitory
concentration of the cinnamon essential oil was 0.128 mg/ml. At this level the essential oil
inhibited eight out of the seventeen tested microorganisms. The other tested essential oils

showed some inhibition activity at least against one bacterium in in vitro conditions.

Keywords: essential oil, root vegetables, pathogenic microorganisms, antibacterial activity,
MALDI TOF
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1.  Uvod

Zelenina predstavuje dulezitou slozku lidské vyzivy, proto je spole¢nosti kladen velky
diraz na neustalé zlepSovani celého procesu jejiho zpracovani — od vypéstovani po
skladovani. Po sklizni pusobi na potraviny fada rtznych faktort — napf. obsah vody
Vv plodinach, fyziologicka zralost, struktura ktiry, odrtida, zpiisob oSetfeni. Piestoze se proces
zpracovani Vv prubéhu let zdokonaluje, stale se vyskytuji poskliziiové ztraty zahradnickych
produkti. V mén¢ rozvinutych zemich, kde se pfili§ nevyuzivaji poskliziové technologie,
mohou ztraty ¢init az 50 % produkce (Antunes et Cavaco, 2010). K dosazeni vysoké kvality
plodin pfispivaji moderni technologie, pokroc¢ila manipulaéni technika ¢i skladovaci zatizeni.
Hlavnim cilem je udrZet zeleninu v dobrém stavu a zamezit ptisobeni nebezpeénych latek a
mikroorganismu. Jednou z variant, ktera by ke zminénym cilim méla napomahat, je vyuziti

vlastnosti rostlinnych latek.



2. Literarni reSerse

Tato prace hleda inovace Vvramci vyuziti biologicky aktivnich latek na hnilobu
kofenové zeleniny. Nejprve je tieba definovat pojmy a piiblizit vlastnosti sledovanych plodin.
Vyhlaska ¢.157/2003 Sb. stanovuje pozadavky na Cerstvou i zpracovanou zeleninu. Pojem
zelenina zahrnuje ruzné jedlé ¢asti rostlin. Mohou to byt listy, celd nat’, kofeny, cibule,
stonky, fapiky, kvéty, soukvéti, bulvy, hlizy ¢i vyhony. Zelenina pochazi z rostlin
jednoletych, dvouletych i vytrvalych. Jedna se o byliny, které netvoii trvalé dievité nadzemni
organy. Rozd¢luje se do nékolika skupin: cibulovda, kofenova, kost'dlova, kofeninova,
lahtidkova, luskova, plodova a salatova. Cerstva zelenina obsahuje podle druhti 87-95 %
vody a vyuziva se hlavné diky pestré Skale vitamint, které v sobé obsahuje (Pekarkova,
2004; Kopec, 2010).

V Ceskych a moravskych zelinatfskych oblastech maji nejvétsi zastoupeni predev§im
tyto plodiny: hlavkové zeli, cibule, mrkev, kvétak, rajcata, zeleny hrasek, celer a petrzel.
Cesky statisticky tGfad uvadi, ze v roce 2016 bylo z 10 202 ha obdélané plochy sklizeno
celkem 227 907 t zeleniny, coz ve srovnani Se sklizni z roku 2015, kdy sklizeni dosahla
183 603 t, predstavuje zvySeni 0 21 %. BEhem nékolika poslednich let se vsak produkce
zeleniny spiSe snizovala vramci Ceské republiky & celkové Evropské unie. Pokles je
zejména cibule, mrkve, kvétaku, zeli a rajcat. K poklesu produkce zeleniny doslo v hlavnich
péstitelskych zemich — piedeviim ve Spanélsku, Némecku, Polsku a Francii (Horakova,
2017).

V Ceské republice ¢ini spotieba zeleniny 80,2 kg na osobu za rok. Tento tdaj se fadi
vramci Evropy Kniz§im hodnotam, protoze naopak ve stredomoiskych statech spotieba
zeleniny dosahuje az 130 kg na osobu za rok. Pfi¢inou jsou klimatické podminky, které
umoziuji péstovat nckteré druhy delSi dobu. Spotfeba zeleniny ceskych konzumentl se
béhem poslednich let pomalu zvySuje. Je to diky tomu, Ze se rozvinul cestovni ruch, a ten mé
vliv na stravovaci navyky, coz se pak odrazi na spotiebé jednotlivych komodit (Kopec, 2010;
Buchtova, 2014).

2.1. Korenova zelenina

Kofenova zelenina se péstuje pro podzemni Casti rostliny — koten, hlizu, bulvu. Jeji

pole zabiraji pfiblizné 18 % vyméry zelinaiskych poli v Ceské republice. V roce 2015 &inila



plocha oseta kotenovou zeleninou 1 260 ha z celkové plochy s produkci zeleninou, coz bylo
8919 ha. Svyjimkou celeru, ktery neni narocny na péstovani, se péstuje V fepaiskych
oblastech. Ty se vyskytuji Vv Polabi, dolnim Pooh#i, Hornomoravském tvalu a jizni asti
Slezské niziny. Charakteristickd je pro né¢ nadmoiska vyska 250-350 m, primérna rocni
teplota vzduchu 8-9 °C a uhrn srazek 500-650 mm (Diderot, 1999; Horakova, 2015).

Do skupiny kofenové zeleniny se fadi napt. celer bulvovy (Apium graveolens L. var.
Rapaceum), ¢erny kofen tzv. hadi mord Spanélsky (Scorzonera hispanica L.), ¢ervena fepa
(Beta vulgaris L.subs. esculenta), petrzel kofenova (Petroselinum sativum Hoffm.), pastinak
sety (Pastinaca sativa L.), mrkev obecna (Daucus carota L.), zazvor 1ékatsky (Zingiber
officinale) (Diderot, 1999).

Tyto rostliny obsahuji fadu vitamint, mineralnich latek a antioxidantl, konkrétné
flavonoidt. Nejvice zastupct skupiny patii do ¢eledi mifikovité (Apiaceae), ktera obsahuje
specifické silice. V petrzeli jsou obsazeny silice bohaté na fenylpropany, v celeru a v mrkvi
proti mikrobum diky obsahu latek sinigrin a sinalbin. Kofenova zelenina mize také obsahovat
obranné metabolity, z nichz napf. psoralen nebo bergapten ve v&tSim mnozstvi mohou
zpusobit alergické piznaky. Tyto latky se vyskytuji v mrkvi v mnozstvi niz§im nez 2 mg/kg,

naopak v celeru dosahuji obsahu az 300 mg/kg (Kopec, 2010).

2.1.1. Skladovani

Cerstva zelenina je vybavena dvéma typy mechanismi obrany proti
mikroorganismim: 1. fyzicky — v podob¢ kury, ktera tvoii bariéru chranici vnitiek plodu, 2.
chemicky — tzv. fytoanticipiny, coz jsou latky detoxifikujici enzymy patogent. Je to napf.
triterpenoid avenacin, coz je saponin ovsa. V soucasnosti vyzkumy ukazuji, ze hlavni pfi¢inu
poskliziovych ztrat predstavuje rozpad vyvolany biologickymi Cciniteli. Zranéni ploda
zpiisobuje naruSeni tkani, které nasledné ohroZuje integritu komodit a poskytuje piiznivé
podminky pro invazi rozpadovych cinitelt. Plodiny tedy ¢eli Siroké $kale kaZzeni ptisobenim
mikroorganismil, véetnd virtl, bakterii a plisni (Antunes et Cavaco, 2010, Repkova, 2013).

Nésledné skladovani probiha ve skladech, které existuji v nékolika podobéach a
pouzivaji se podle uskladiiované komodity. Existuji sklady chlazené pouze vétranim
venkovnim vzduchem, kde teplota, relativni vlhkost vzduchu jsou odvozeny z piivodu
venkovniho vzduchu do rostové podlahy. Dal§imi jsou chlazené sklady bez Gipravy atmosféry,
u nichz je teplota nastavena na +0,5 °C, relativni vlhkost je v rozsahu 92-94 % a rychlost

vzduchu je vyvolana vyparnikovym ventilatorem s minimalni linearni rychlosti. Mezi dnes



nejrozsifenéjsi formy skladovani patii sklady s fizenou atmosférou, které vyznamné podporuji
skladovatelnost a omezuji fyziologickd onemocnéni. Pouzivaji se technologie oznacované
terminem ULO — ultra nizky obsah kysliku (Ultra Low Oxygen) a DCA — dynamicky fizena
atmosféra (Dynamic Control Atmosphere). V piipadé druhti zeleniny citlivéjSich na chlad
dochazi Kk poskozeni fyziologickych funkci bunék mnohem dfive, nez dojde ke zmrznuti
bunécné stavy. Tyto plodiny se nesméji skladovat pii teplotach nizsich nez 10 °C. Jedna se
napf. 0 lilek, fazole, okurky, dyn¢, papriky, rajéata, cukety (Anonym, 2012; Anonym, 2015).

Mezi faktory, které ovliviuji skladovatelnost, patii ztrata vody odpafenim, dychani
rostlinnych bunék a s tim spojena tepelnd vyména. Ta se u jednotlivych druhti mize lisit.
Tuna brokolice vyprodukuje desetkrat vice tepla nez tuna zeli. Rychlost dychani je ovlivnéna
teplotou prostiedi. Niz$i teplota zmirni vadnuti, které hraje zasadni roli v rozhodovani
spotebitelt 0 koupi zeleniny. Komodity svyssi rychlosti respirace maji kratsi dobu
skladovatelnosti. Moznosti prodlouzeni udrznosti jsou napf. ozafovani, tepelné puisobeni ¢i
chemické prostiedky. Chemicky primysl ale vénuje vétsi pozornost rozvoji prostredktl pro
postiiky, které se aplikuji na plodiny jiz v terénu. Vyvoj antimikrobialnich chemikalii roste
z divodu poptavky spotiebitelii. Diraz je kladen na alternativni regulaci sktdct a chorob.
Také jsou Siroce pouzivany rustové regulatory: zatimco ethylen urychluje zrani a starnuti
plodin, auxiny a gibereliny zrani zpomaluji. Napt. na citrusy se auxin aplikuje, aby se udrzel
dojem jejich vitality, zatimco ethylen ma podpofit zbarveni kiry (Snowden, 2010).

Obecné pravidlo skladovani spociva v nizké teploté, ktera pomuze zachovat cerstvost
a pozadované senzorické vlastnosti plodin. Kofenova zelenina patii k druhtim, které je mozné
bez vétsich problému uchovavat. Pies zimu se uskladiiuje pfi teploté okolo 0,5 °C a vlhkosti
85-95 %. Nejhuie snasi poskozeni zplsobené vysouSenim. Proto by méla byt uskladnéna
Vv pytlich nebo ptikryta tak, aby byla umoznéna cirkulace plynt bez zbyte¢né ztraty vlhkosti.
V okamziku uskladiiovani by zelenina neméla byt vlhka. Mrkev, zvlas§té¢ neprand, vydrzi
Vv papirovych pytlich po dobu né¢kolika tydnt. Dalsi variantou uskladnéni je uchovavani
kofenil v pisku, kde vydrzi déle nez pul roku (Vaclavik, 2008; Anonym, 2012).

Chlazeni mtize probéhnout pred nebo po baleni. U mnoha komodit je toto nejkritictéjsi
faze zpracovani. Teplota by totiz neméla klesnout pod hodnotu kritickou pro danou plodinu.
Nizkou teplotou se snizuje rychlost dychani, omezuje se ztrata vlhkosti a rozvoj nezddoucich
organismu. Chlazeni by mélo prob&hnout co nejdiive po sklizni. Vakuové chlazeni probihajici
ve specialni komote je vhodné pro listovou zeleninu, protoze sniZzeny tlak zpisobuje
rovnomeérné odparovani vlhkosti. Pro kofenovou zeleninu se tento zptisob chlazeni nevyuziva,

protoze neobsahuje vodu lehce odpafitelnou (Snowden, 2010).
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Dalsi fazi celkového zpracovani zeleniny je baleni, jehoz hlavnim tcelem je ochranit
produkt. V poslednich letech se v oblasti baleni klade diraz na tzv. aktivni obaly, jejichz
zékladem jsou systémy, které¢ samy reaguji na zmény podminek uvniti i vné obalu upravou
svych vlastnosti, a tim zamezuji poSkozeni kvality produktu. Zakladnim principem aktivnich
oball je sorpce, odstraiovani nezddoucich slozek z vnitiniho prostoru obalu nebo naopak
uvolnéni stabiliza¢nich ¢inidel (Vermeiren et al., 1999).

Pro jednotlivé druhy zeleniny existuji rtizné typy baleni, vyuzivaji se napft. pytle, sit¢,
prepravky. Kartony se pouzivaji pro kieh¢i druhy zeleniny, jako je napt. salat. Mrkev se pied
odeslanim do obchodl bali do mensich tasek z polyethylenu, které jsou poté pro piepravu
uzavieny do vétSich tasek. Dale se jako obaly pouzivaji sité¢ pro cibuli, dérované tasky
z polyethylenu pro brambory ¢i lepenkové krabice urcené pro brokolici, které by mély byt
vodéodolné a opatiené vétracimi otvory (Snowden, 2010).

Nasledujici ¢ast se bude podrobnégji vénovat tiem vybranym druhtim zeleniny, které
byly pouzity v experimentalni ¢asti prace. Jedna se o mrkev, celer a petrzel. Tyto druhy

kotenové zeleniny se Casto pied konzumaci tepelné oSetiuji.

2.1.2. Mrkev obecna (Daucus carota)

Mrkev spada do ¢eledi mifikovitych (Apiaceae), pochazi z Evropy a Asie. Odrudy, se
kterymi se V soucasnosti setkavame, vznikly v 19. stoleti pfedev§im ve Francii. Mrkev ma
brazditou a dutou lodyhu, listy objimaji rozSifenou bazi stonek. Kvétenstvi se sklada
z okoliku slozeného z dvaceti az Ctyficeti okolickt (Schlett, 2008).

Jako ¢asti rostliny urcené ke konzumaci se vyuzivaji zduznatélé nerozvétvené koteny
bez postrannich kofinkd. Mezi blahodarné u¢inky na lidské zdravi patii zlepSeni zraku nebo
snizeni obsahu cholesterolu i rizika onemocnéni rakovinou plic. Odrady mrkve s valcovitym
nebo kulovitym kofenem se oznacuji jako karotky, obsahuji vét§i mnozstvi karotenti a
vyznacuji se jemnéjsi duzinou. U hodnoceni kvality mrkve je dulezita erstvost, protoze ztraty
zpusobené vyparem ¢ini u mrkve s nati 4 % obsahu vody a u kofenti bez naté¢ dokonce vice
nez 8 % vody (Kopec, 2010).

Mrkev predstavuje vyznamny zdroj vitaminu A a jeho prekurzoru betakarotenu, dale
je zdrojem vitamina E (tokoferol), C (kyselina askorbova), niacinu (vitamin B3), kyseliny
pantotenové (vitamin B5) a kyseliny listové. Z mineralnich latek obsahuje selen, draslik,
sodik, vapnik, hoi¢ik, Zelezo, fosfor, siru, méd’, mangan a zinek. Z bioaktivnich slozek jsou
v mrkvi hojné zastoupeny karotenoidy, dale obsahuje potravinovou vlakninu a pektin. Mrkev

obsahuje také silice limonen a geraniol (Schlett, 2008).
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Fyziologické choroby

Nezadoucim znakem je nékdy se objevujici nahotklost a natrpklost, zptisobena
piitomnosti terpenoidii. Chutnost mrkve zéleZi na obsahu cukrii. Cim je jich vice, tim je lepsi
celkova chutnost. Nahotklost 1ze odstranit tim, Ze kofen vystavime na kratsi dobu piisobeni
teplot 16 az 20 °C.

Mezi rozsifené¢ vady mrkve patii také pukani kotenti, které vétSinou vznikd udery
béhem sklizné a manipula¢nich praci. DalSim faktorem, ktery ovliviiuje pukani mrkve, je
voda. Ta ¢asto zpusobuje praskani i jinych plodin — napt. rajéat. Kvalitu mrkve ovliviuje i
nadmérné hnojeni dusikem, které ma za nasledek 0 33 % vyssi vyskyt praskani kofend. Na
plodiny pusobi také teplota a typ pudy. Mrkev v oblastech s teplej$im klimatem a t&éz$i piidou
ma vyssi vyskyt vady. Naopak méné vadnych kofenti pochazi z poli s pis¢itou pudou (Hartz et
al., 2005).

Dalsi chorobu piedstavuje Seda skvrnitost mrkvovych kotfentl. Na kofenech se objevuji
Sedocerné skvrny, které se 1isi od hnilobnych skvrn tim, ze pletiva ve skvrnach zlstavaji
pevna, zatimco V ptipadé hniloby méknou. Nemoc se vyskytuje na slévavych ptidach (Benada
a Spacek, 1961).

Virozy

V teplejSich letech zplisobuji ztraty pfedev§im v semennych porostech virozy, které se
projevuji jako mozaiky, Zloutnuti listd a celkové inhibice rdstu. Jsou to napf. virova
tenkolistost mrkve (Carrot thin leaf virus — CTLV), virova ¢ervenolistost mrkve (Carrot red
leaf virus — CRLV) a virova strakatost mrkve (Carrot mottle virus — CMoV) (Kazda et al.,
2003).

Bakteriozy
Xanthomonas campestris pv.carotae. Mezi jeji znaky patii zluté skvrny, které se objevuji
pievazné na Spickach listii, mohou se zabarvit do tmavohnédé barvy a rozsifit se na fapiky a
lodyhy. K siteni bakterie a rozvoji choroby dochazi v podminkach teplot 25-30 °C a vysoké
vzdusné vlhkosti. Bakterialni problémy mrkve mohou zptsobovat i bakterie Pseudomonas
marginalis, P. viridiflava, Erwinia carotovora ssp. carotovora, E. chrysanthemi a dalsi druhy
(Koike et al., 2007).
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Mykozy

Podobné priznaky mohou vykazovat i houbovita onemocnéni. Konkrétné se jedna o
alternariovou skvrnitost (Alternaria dauci, A. alternata), cernou hnilobu (Alternaria radicina)
a cerkosporovou skvrnitost (Cercospora carotae).

Alternaria dauci se objevuje na nejstarsich listech rostliny v podobé drobnych zlutych
teCek, které se rychle zvétsuji, hnédnou, Cernaji, az nakonec listy odumiraji. Béhem obdobi
vegetace se houba siti konidiemi pusobenim desté a vétru (Kazda et al., 2003).

Dalsi mykotickou chorobou je ¢erna hniloba, kterou zpusobuje Alternaria radicina.
Houba ma podobu suchych, &ernych, propadlych mist na kofenu. Siii se, az napadne cely
kofen. Ke zvyraznéni ptiznaki nemoci vétsinou dojde az v priibéhu skladovéani. Cerna hniloba
se vyskytuje ve vSech produkénich oblastech mrkve. Napada i petrzel a dalsi rostliny ¢eledi
mitikovitych (Koike et al., 2007).

Cerkosporova skvrnitost je jedna z nejrozsifenéjSich listovych chorob mrkve, je
rozsifena zejména V nekterych castech Severni Ameriky. Na plodinach vznikaji ztraty
z ditvodu ptedcasného odumirani listlh a nasledného poskozeni kotenti. Prvni pfiznaky tvoii
malé teCky na listech 0 velikosti 1-3 mm. Onemocnéni je zptisobeno houbou Cercospora
carotae, ktera produkuje hyalinni, vlaknité spory (Koike et al., 2007).

Sklerotiniova hniloba je rozsifena po celém svéte, nejvhodnéjsi jsou pro ni podminky
mirného klimatu. Je zplsobena hlizenkou hliznatou (Sclerotinia sclerotiorum), ma jedno
¢eledi tykvovité (Cucurbitaceae), razovité (Rosaceae) ¢i kopiivovité (Urticaceae). K infekci
rostlin dochazi v pritbéhu vegetace, vice se hniloba rozviji az v pribé¢hu skladovani, kdy Sifeni
nakazy napomahaji $patné vétrané prostory. Nékteré kmeny Sclerotinia sclerotiorum rostou
jiz pti 0 °C a ve skladech se podileji na mokré hnilobé kotfend. Symptomy jsou méknuti ¢asti
pletiva kofene, nasleduje mékka hniloba, na napadeném pletivu vyrlsta bilé vatovité
mycelium. V ném se po né€kolika dnech tvoii ¢ernajici tvrdé utvary sklerocia (Mishra, 2005;
Kazda et al., 2003).

Urodu mrkve dile ohrozuje Sclerotium rolfsii zptisobujici tzv. bilou hnilobu.
Infikované tkané se mohou ukézat na i na jinych rostlinach z ¢eledi mitikovitych. Tento
patogen zplisobuje ptiznaky ve formé bélavého povrchového mycelia, v némz se vytvareji
kulovita ¢erna sklerocia (Koike et al., 2007).

Padli Erysiphe heraclei, Erysiphe umbelliferarum, Leveillula postihuji nadzemni ¢asti
rostlin, maji podobu bélavych mouénatych povlaki, které se postupné zbarvuji do Spinavé

hnédosedé barvy a zpusobuji deformace a krouceni listi. Napadené ¢asti rostlin jsou kiehké a
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Spatné rostou. Jejich Sifeni podporuje velmi teplé, suché pocasi v prib¢hu 1éta (Kazda et al.,
2003).

Houbovité onemocnéni Kofenomorka fialova se vyskytuje po celém svété. Je
problémem Vv Evropé, na Novém Z¢landu, v Tasmanii I v Severni Americe. Pivodcem
choroby je houba Helicobasidium purpureum, pfipadné jeji imperfektni stadium Rhizoctonia
violacea. Oznacuje se jménem cervena hniloba nebo fialova vlockovitost. Patogen ovliviiuje
vyznamné hospodarské plodiny, jako je cukrova fepa, okopaniny, chiest, mrkev, petrzel,
pastindk, celer. Napadené cCasti jsou neprodejné, onemocnéni zpusobuje nepiijemnou chut
zeleniny. Symptomy se projevuji béhem celého vegetacniho obdobi, nejvice vsak na konci, ve
form¢& horizontalnich tmavohnédych 1ézi, které postupuji k odumieni vrcholu kofene. Na
povrchu skvrn je viditelné uzlovité mycelium fialové barvy (Dalton et al., 1981).

,,Cavity spot” je onemocnéni mrkve, které se vyskytuje v Evropé, Australii a v USA.
Muaze byt napadeno az 10-20% sklizné¢. Onemocnéni je zptisobeno rodem Pythium. Prvni
ptiznaky jsou svétle zluté skvrny na kotenu, které se rozsifuji do vodnatych dutin, a nasledné
se piipoji sekundarni houbové patogeny s Cernymi skvrnami napf. Pythium intermedium, P.
sylvaticum, Fusarium spp. a Cylindrocarpon destructans. Na petrzeli se onemocnéni ukazuje
jako malé propadlé skvrny cervenohnédé barvy. Napadeni pronika nékolik milimetrt

do kotene. Do petrzele pronika hloubéji nez do mrkve (Koike et al., 2007; ICBP, 2008).

2.1.3. Petrzel zahradni kofenova (Petroselinum crispum convar. radicosum)

Petrzel zahradni patii rovnéz do celedi mifikovitych. Existuji varianty natové a
kofenové. Puvodné pochazi z jihovychodni Evropy, pfedni Asie. Jsou to jednoleté az
dvouleté, popifipadé vytrvalé rostliny slodyhou ptimou, dutou. Listy jsou vonné, lesklé,
dlouze fapikaté. Plody jsou Zabernaté dvounazky. Listové formy jsou méné narocné na
péstovani, protoze kofenové vyzaduji slunce, humoézni a vlhéi pidu, ktera se nehnoji
chlévskym hnojem. Vysoky obsah dusiku zpisobuje $patnou skladovatelnost. V podminkach
mirné zimy bez problému ptrezimuje (Bulankova, 2005).

Petrzel obsahuje bioaktivni latky, v nati je 7 % silic, které podporuji ¢innost ledvin,
snizuji krevni tlak a zlepsuji funkci celého traviciho traktu. Dale jsou v kofeni vitaminy B, C,
E a minerdlni prvky. Kyselina listovd, obsaZzend v nadzemnich castech rostliny, podporuje
spravnou tvorbu tkéni a déleni bunék. Celkové Uc¢inkuje pii prevenci onemocnéni tlustého
stieva, zpeviiuje dasné pii paradontdze, 1é¢i chudokrevnost a ma ptiznivy vliv na cholesterol

(Al-Daraji et al., 2012).
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Virézy

Mezi virova onemocnéni petrzele patii mozaikovy virus celeru (Apium virus Y), dale
byl zaznamenan Virus mozaiky vojtésky ¢i virus zluté skvrnitosti pastinaku. Mozaikovy virus
zpusobuje Zlutozelené mramorovani a rostliny mohou zakrnét. NerozSifuje se osivem, ale je
prenaseny mechanicky, zemédélskymi postupy (Minchinton et al., 2006).

Petrzel vétSinou trpi viry, které napadaji celer. Mezi né patii virus mozaiky okurky
(Cucumis virus 1), zapadni mozaika celeru (Apium virus 1) a nékteré jeho kmeny, virus

Zloutenky astry (Callistephus virus 1) ¢ Beta virus (Benada a Spacek, 1961).

Bakteriozy

Bakterialni skvrnitost listli u petrzele a celeru ma za nasledek bakterie Pseudomonas
syringae pv. apii a Pseudomonas syringae pv. coriandricola. Zpocatku se objevuji na
okrajich listi malé vodnaté utvary, které hnédnou a béhem sucha maji papirovou texturu.
K rozvoji dochazi pti vyssich teplotach i vlhkosti vzduchu. Skvrny se objevuji na listech 7-10
dni po infekci (Bull et al., 2011; Minchiton et al., 2006).

Dalsim rizikem je mékka hniloba Erwinia spp. a Stenotrophomonas maltophilia
S prvotnimi pfiznaky vadnuti listd a stonkd, které rychle postupuji ke chlorotickym nebo
tmaveé hnédym skvrnam, které vytvaieji pasy o velikosti 2-5 mm (Engelhard, 1986).

Bacillus cereus je rozsifenou bakterii, ktera do rostliny vnika priduchy a vytvati v ni
dutiny naplnéné bakterijnim slizem. Symptomy jeho projevu jsou Zlutavé skvrny na listech,
které maji tmavsi okraj a jsou ohraniceny listovymi zilkami. Dosahuji velikosti okolo 23 mm

(Benada a Spacek, 1961).

Mykozy
Houbové onemocnéni listl petrzele zpisobuji druhy Alternaria petroselini, A. selini a

w7

A. smyrna. Infekce za¢ina jako Cerné skvrny na okrajich listdl, postupné se skvrny rozsifuji
po celém listu, nejnachylngjsi jsou bud’ velmi mladé, nebo naopak velmi staré listy. Toto
onemocnéni je spojeno S vyssi teplotou okolo 28 °C a vlhkym pocasim. Spory mohou byt
Sifeny vétrem, deStém a manipulaci. EXistuje i moznost, ze je onemocnéni obsazeno piimo
v semenech (Minchiton et al., 2006).

Seda plisenr vznika z Botrytis cinerea, hraje roli v poskliziiové fazi. Jeji rozsifeni je

zavislé na chladnych destivych podminkach.
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Padli Erysiphe heraclei mize poskodit i celer. Projevuje se jako svétle zluté oblasti na
horni ¢asti listu. V pokrocilych stadiich dochazi ke zhnédnuti 1ézi. Star$i rostliny maji vetsi
tendenci podlehnout padli (Kazda et al., 2003).

Houby rodu Fusarium, spolu s Pythium a Rhizoctonia, casto zpusobuji hnilobu
Vv kofenové ¢asti, ktera pak trouchnivi. VétSinou piezivaji v rostlinnych zbytcich, plevelu nebo
jako spory vpudé. Jejich schopnost vyvolat onemocnéni zavisi na mnoha faktorech,
od vyssich teplot az po nizky obsah dusiku a fosforu, vysoky obsah drasliku s nizkym pH
pudy ¢i nizkou intenzitou svétla.

Rez petrzelova (Puccinia rubiginosa) je rozsifena po celé severni polokouli, ale jeji
vyznam je nizky. Jejim vyhradnim hostitelem je petrzel zahradni a vyznacuje se protdhlymi,
uzkymi uredosporami a teleutosporami.

Septoriova skvrnitost listl petrzele (Septoria petroselini) se vyskytuje na zvadlych
listech, stoncich i semenech. Projevuje se zazloutnutim listl a vytvafenim skvrn na okrajich.
Na obou stranach listti se objevuje velké mnozstvi pyknid.

Stemphylium radicium se vyskytuje v Dansku, Francii, Holandsku, Némecku a ma

podobné symptomy jako napadeni mrkve Alternaria radicinum (Benada a Spacek, 1961).

2.1.4. Celer mifik (Apium graveolens)

Pochazi z oblasti od Sttedozemniho mote. Jiz v dobé& pied nasim letopoctem ho lidé
pouzivali pro jeho 1é¢ebné ucely, proti nachlazeni, Spatnému trdveni, onemocnéni jater a
ledvin. Dnes jsou jiz prokazané jeho t€inky v podobé spasmolytika, diuretika, antirevmatika,
vyuziva se i pfi terapii artrozy, infekci mocovych cest ¢i k 1é¢bé rakoviny. Obsahuje celou
Skalu vitaminG skupiny B i skupiny A, dale vitamin K a C, betakaroten, kyselinu listovou a
mineralni latky. Celer obsahuje i dalsi latky — flavonoidy, terpenoidy, karotenoidy, saponiny.
Lze vyuzit jeho antimikrobidlni, antioxidantni vlastnosti (Timova a Holcova, 2014).

Celer si v gastronomii ziskava vétsi oblibenost, piedev§im v USA. Kalifornie se fadi
mezi nejvyznamnéj$i Vv produkci celeru, vroce 2005 c¢inila vyméra 25400 ha plochy,
k porovnani v roce 2014 se v Ceské republice sklidilo 306 ha plochy (Horakova, 2015;
Gaugovish, 2008).

Existuji rizné druhy celeru: fapikaty, z kterého se vyuZzivad nadzemni ¢ast, listovy a
hliznaty (bulvovy, kofenovy), kde se zpracovavaji jak listy, tak i podzemni ¢ast rostliny tzv.
bulvy. Pro hliznaty celer je vhodngjsi t&€z8i puda, fapikatému a listovému celeru vyhovuji

leh¢i pidy. Optimalni pH je 6,5-7,5.
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Celer ma pomérné dlouhé vegetacni obdobi a tim se vystavuje nescetnému mnozstvi
patogent, diky nimz vznikaji vyznamné kvalitativni i kvantitativni ztraty. Je to dvouleta
rostlina, ale miize dokoncit sviij zivotni cyklus v jednom roce. Kvétenstvi je okolik. Celer ma
vysoké pozadavky na Zziviny, zejména dusik. Vyzivové vstupy jsou okolo 300 kg dusiku,
75 kg fosforu a 250 kg drasliku na hektar. Pro péstovani celeru jsou nejvhodnéjsi hlinité,
stiedné tézké pudy, které maji vysoky obsah organické hmoty a také vapniku (Raid, 2004,
Pekarkova, 2004).

Virdzy

Celer mize trpét pukanim fapikti ¢i srdeckovou chorobou, to je vsSak disledek
nedostatku boru. Zapadni mozaika celeru, Apium virus 1, byla na naSem tizemi zjiSténa v roce
1954. V né¢kterych oblastech Kalifornie zpisobila az 50 % $kod na sklizni, praimérné jsou
v§ak Skody 16 %. Ptiznaky se objevuji Vrozmezi 9-16 dni od momentu nakazeni. Celer
zaostava V rustu, zakrituji listky a vznikaji Zlutozelené skvrny. Listové ukrojky jsou zuzené,
pokiivené a zvIinéné, na fapicich vznikaji podélné bilé pruhy. Existuje téz jizni mozaika
celeru, Cucumis virus 1, ktera se odliSuje tim, Ze nevytvaii na listovych éepelich rezavé
zbarvené nekrotické skvrny (Benada a Spacek, 1961).

Mnoho chorob se vyskytuje pouze na uzemi USA. Mezi né patii kaliova mozaika
celeru, Apium virus 2, ktera se projevuje jako zluté partie na listech, které se zvrasnuji a
krouti. Podobné ptiznaky mé téZ zloutenka celeru ¢i krouzkovitd skvrnitost celeru (Benada a

Spacek, 1961).

Mykozy

Mezi hlavni choroby celeru patii houbovité onemocnéni septoriova skvrnitost listd a
strupovitost bulev.

U strupovitosti celerovych bulev, zpiisobené bodkou celerovou (Phoma apiicola), jsou
hlavni znaky Sedohnédé okrouhlé skvrny na povrchu kotene. Pletivo v misté napadeni mékne,
trouchnivi a praskd. Takto napadené bulvy jsou drobngjsi a deformované. Nasleduje prasknuti
a vznik rezavé hnédych stroupkii. Nekrozy se zveEtsuji s rustem bulvy, pletivo vV misté praska a
listy zasychaji. Takto napadeny celer v prubé¢hu skladovani snadno podléha dalsim rizikdm.
U tohoto onemocnéni existuje latentni forma, tedy ze houba vnikne do hostitele a az poté, co
se zmeni vn¢j$i podminky ve prospéch parazita, se objevi symptomy onemocnéni (Kazda et
al., 2003).
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Septorioza celeru (Septoria apiicola) se projevuje Vv Cervenci a muize napadnout
jakoukoliv nadzemni ¢ast rostliny. Nejcastéji se objevuje na starSich listech jako Sedavé
skvrny se zlutym okrajem. Na napadeném pletivu pronika az do 0,5-2 cm hloubky. Pfi silném
napadeni dochazi k odumirani listd, obcas i celé naté, tomu napomaha vysoka vlhkost a
teplota nad 15 °C. Existuji dvé formy choroby: maloskvrnna a velkoskvrnna, Ktera je méné
$kodliva a vyskytuje se pfevazné v zemich se subtropickym podnebim (Benada a Spacek,
1961; Kazda et al., 2003; Phillips, 2005).

Dalsi ztraty zpusobuje cerkosporidza celeru (Cercospora apii). U nas se vyskytuje
pouze ojedinéle, vice poskozuje rostliny v USA. Choroba je pienosna osivem a parazit se
muze udrzet téz na zbytcich infikovanych rostlin v ptidé. Po obou stranach listu se tvofi
kruhovité svétle hnédé skvrny o velikosti 4-6 mm. Za vlhkych podminek tmavy stfed starych
skvrn Sedne, protoze se V ném tvoii povlak s konidiemi (Chorin et al., 1954).

Rez celerova (Puccinia apii) ma kosmopolitni vyskyt. Od kvétna se objevuji na spodni
Casti Cepele listu na Zlutavych skvrnach malé okrouhlé skupinky aecidii. N&které odridy jsou
k chorob& nachylnéjsi — napt. ve Francii Pascal Plein blac. Naopak nékteré jsou vuci rzi
imunni — napt. v Kanadé je za imunni povazovana odruda Golden self-blanching (Benada a

Spacek, 1961).

2.2. Prirodni latky v ochrané rostlin

Piedchozi ¢ast se zabyvala vybranymi rostlinnymi produkty a chorobami, kterymi trpi.
V nasledujici ¢asti by méli byt objasnény U€inky a vlastnosti latek, které by mohly byt
feSenim pro predchozi zminované problémy zeleniny. Popisované latky maji velkou skalu
pusobeni. V této praci byly nékteré z nich aplikované na kotfenovou zeleninu, ktera byla
napadena hnilobou, a nasledné byl zkouman vliv ptsobeni.

Pojem piirodni aktivni latky oznacuje sekundarni metabolity. Jedna se o latky, které
maji pomérn€ ohranieny taxonomicky vyskyt, pro jejich tvorbu jsou nutné specifické
podminky a jsou soucasti systému napomahajiciho rostling prezit. Vyuzitelné latky, jako jsou
silice, pryskyfice ¢i alkaloidy, pochéazeji z rostlin semennych (Spermatophyta), pod které
spadaji nahosemenné (Gymnosasperma) a rovnéz i zrostlin  krytosemennych
(Angiosperperae). Pro ¢loveka je vyznamny jejich fyziologicky ucinek, pro ktery se vyuzivaji
jako léciva (Suchy, 1988).

Antimikrobidlni latky zahrnuji napiiklad alkaloidy, fenolické latky, terpeny C¢i
neobvyklé cukry. Tyto latky u nékterych rostlin a rostlinnych vytazka ukazaly vysoky
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potencial v prevenci rozkladu ovoce, které bylo zapii¢inéno houbami (Antunes a Cavaco,
2010).

2.2.1. Silice

Silice, intenzivné vonici smési rostlinnych latek, jsou olejovité konzistence, ve vode
nerozpustné, vétsinou bezbarvé a snadno oxidovatelné, pryskyfi¢nati a tmavnou. Bez
extrémnich teplot jsou zpravidla tekuté. Jsou opticky aktivni a maji vysoky index lomu, dany
pfitomnosti nenasycenych latek s dvojnymi a trojnymi vazbami. Nazyvaji se téz piirodni
éterické nebo esencialni oleje. Obsahuji slozité smési sekundarnich metabolit, které jsou
biologicky aktivni S antimikrobidlnimi, alelopatickymi, antioxida¢nimi a bioregula¢nimi
vlastnostmi (Suchy, 1988).

Silice jsou tvofeny terpeny, zejména monoterpenickymi uhlovodiky, alkoholy,
aldehydy, ketony, fenoly, estery, ethery, které mohou byt vV rizném poméru. Terpeny jsou
organické slouceniny, které jsou dulezitou soucasti silic a jejichz molekuly se skladaji ze dvou
¢i vice isoprenovych jednotek. Mezi monocyklické uhlovodiky patfi limonen (citrusy), a-
terpinen (koriandr), a-felandren (eukalyptus). Dale jsou bicyklické monoterpeny, napt. pinen
(jehli¢naté rostliny), n¢kdy se vyskytuji i acyklické monoterpeny- ocimen, a bicyklické
seskviterpeny — kadinen, ¢i monocyklické — zingiberen (zazvor). Alkoholy se v silicich
vyskytuji jako acyklické (linalool), monocyklické (mentol) a bicyklické monoterpeny a
seskviterpeny. V silicich jsou acyklické aldehydy, kam patiéi monoterpeny citral, citronellal.
Cyklické aldehydy jsou benzaldehyd, skoficovy aldehyd, vanilin. Ketony jsou bud’
monocyklické monoterpeny — menthon (méata peprna), karvon (kmin), piperiton (eukalyptus),
nebo bicyklické — kafr, thujon nebo neterpenické — iron (kosatec). Fenoly se v silicich
fenoliim patii eugenol, tymol a karvakrol. Oxidy se vyskytuji Vv eukalyptové silici ¢i
v merlikové silici. Estery jsou nejcastéji octany terpineolu, borneolu nebo geraniolu. Patii sem
také isothiokyanatany uvoliiované z thioglykosidii a salicylan methylnaty (Suchy, 1988;
Bacilkova a Paulusova, 2012).

Je nékolik technologickych zpuisobi ziskavani pfirodnich aromatickych latek
z rostlinnych surovin. Jeden z nejstarSich postupl je extrakce, pii které se latky absorbuji
na tuk, do oleje nebo se pro oddéleni pouzivaji nepolarni rozpoustédla. Nejcastéji se pouziva
destilace. Vonné latky jsou béhem ni parou unaseny do horni ¢asti kolony a chladice, kde
spolu s vodou kondenzuji, silice jsou poté z vodni hladiny oddé€leny a vysuSeny. Lisovani je

extrakéni metoda pouzivana pro ziskani silic z ¢erstvé ovocné kiry. Ta se nejprve oddéli od
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plodu a poté se na dievénych lisech lisuje za studena pod proudem vody. Vznika emulze,

Z niz se odstfedénim ziskava silice (Trepkova a Vonasek, 1997).

Vyskyt

Silice jsou v nékterych rostlinach obsazeny vice nez Vv jinych. Mezi ¢eledi S vysokym
obsahem téchto latek se tadi borovicovité (Pinaceae), zazvornikovité (Zingiberaceae),
vaviinovité¢ (Lauraceae), routovité (Rutaceae), myrtovité (Myrtaceae) ¢i hluchavkovité
(Lamiaceae). V tvorbé i ukladani silic se mohou jednotlivé ¢eledi od sebe lisit. Mohou se
vytvaret V protoplazmé, rozpadem bunécnych blan nebo hydrolyzou urcitych glykosidi.
Mohou byt v rostliné ulozeny formou zlaznatych trichomu, silicnych kanalkt ¢i mohou tvofit
sili¢né bunky. Ukladaji se v pletivu nebo se koncentruji v urcitych organech, v kiie a listech,

Vv oplodi nebo kvétech (Trepkova a Vonasek, 1997).

Utinky

Lazar a kol. (2010) uvadi, ze se prokazalo Siroké spektrum aktivity silic proti
rostlinnym patogeniim, zejména proti tém, které odpovidaji za poskliziiové nemoci. Obecné
plati, ze silice jsou povazovany za bezpeéné jak pro zivotni prostiedi, tak pro lidské zdravi i
oSetieni potravinafskych komodit. P¥i dodrZeni spravnych podminek se v mnoha piipadech
ukazalo zvyseni doby pouzitelnosti a zlepSeni kvality vyrobkd. Silice se také projevily jako
potencialni alternativni fungicid. Naptiklad silice matefidousky uzkolisté (Thymus serpyllum),
bohata na tymol, karvakrol, je velmi u¢innym fumigantem proti zrnokazu fazolovému
(Acanthoscelides obsoletus).

Autofi ¢lanku Lazar a kol. (2010) také uvadi, Ze u testovanych vytazka silic se ukazala
Castéji fungistatickd nez fungicidni aktivita. Antimykoticka aktivita byla spojena
s fenolickymi slou¢eninami. Konkrétn¢ cinnamaldehydem v silici skoficové, eugenolem
Vv hiebickové silici a citralem, a terpinen-4-olem v tea tree. Ukazalo se, ze tymol a karvakrol
byly u¢inné v inhibici hnédé hniloby zpisobené kloubnatickou jabloniovou (Monilinia
fructicola) na tiesni ptac¢i (Prumus avium L.) pomoci fumigace (Antunes a Cavaco, 2010;
Lazar et al., 2010).

Antifungalni aktivita silic proti poskliziovym patogenim se testovala v in vitro
podminkach v plynné fazi v ramci studie Laird a Philips (2012). Piestoze slouceniny mohou
vykazovat silnou antifungalni aktivitu in vitro, pfi aplikaci in vivo se mohou zna¢né lisit.
Piiklad protichudnych vysledkti se tyka naptiklad rastu Alternaria alternata, kdy

vV podminkach in vitro byla zcela eliminovana tymianovou silici, ale pfi aplikaci na cherry
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rajc¢atech se pouze snizil jeji riist. Podobné vysledky se ukéazaly i pfi testovani citrusové silice.
Pisobeni silic mize byt ovlivnéno virulenci, mnozstvim inokula houbového patogenu,
druhem, citlivosti, kmenem, pH média, inkubaci.

Antifungalni ucinky plynné faze silic skofice, hiebi¢ku, bazalky a zazvoru fungovaly
proti Aspergillus flavus a Penicillium islandicum. Latky z tymianu, Salvéje a muskatového
ofisku byly aktivni proti Aspergillus sp. z klinickych izolatd, a zaroven i proti pfirodnim
izolatim Penicillium sp. Plynna faze maty peprné (Mentha piperita) zcela inhibovala rast
mnoha hub a kvasinek véetné opét Aspergillus sp. a Penicillium sp. a to pomoci difuzni
metody a ,.kill-time* testu (Laird a Philips, 2012).

Laird a Phillips (2012) dospéli k zavéru, ze silice v plynné fazi jsou antimikrobialné
u¢inngjsi nez v kapalné fazi. Je to zptisobeno ptitomnosti lipofilnich molekul ve vodné fazi, ty
se pridruzuji K vytvofeni micel, a tim je potla¢en kontakt silic s mikroorganismem. To se
ukazalo i ve studii Bozika a kol. (2017), ze plynna faze silic je ucinnd i antifungalné.
Testovalo se konkrétné proti Aspergillus spp. na ovsu (Bozik et al., 2016).

Hlavni nevyhodou pouziti silic v kapalné fazi je, Ze antimikrobialni latky jsou
uéinngjsi pii zkouskach v laboratornich podminkach nez pii testovani Vv potravinach, kde je
zapotiebi jejich vyssi koncentrace k dosazeni stejného efektu. Je potieba vétsi mnozstvi latky,
takze oSetfeni je drazsi a pfimy kontakt zvySuje riziko zhorSeni senzorickych vlastnosti (Lazar
etal., 2010; Laird a Philips, 2012).

Ucinek par silic se projevil také proti péti humannim patogeniim, které se Casto
vyskytuji Vv potravinach — E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Pii pouziti diskového diftzniho testu
dosahly nejlepsich vysledku latky kienu selského (Armoracia rusticana). Dobré vysledky
vySly u maty rolni (Mentha piperita) a vonatky citronové (Cymbopogon citratus), které jsou
ucinné proti Pseudomonas fluorescens a snizuji zivotaschopnost bunék az o 80 %. Para maty
rolni vykazuje aktivitu proti Sirokému spektru bakterii, inhibi¢ni zény pro Pseudomonas
fluorescens se pohybuji kolem 22 mm a pro Bacillus subtilis 35 mm. Antimikrobialni aktivita
smési Vplynné fazi se projevuje antagonistickym nebo synergickym ucCinkem, coz se
posuzuje podle inhibi¢ni koncentrace. Naptiklad u kombinace latek skofice a hiebicku se
antagonisticky ucinek projevuje proti E. coli, ale synergicky uc¢inek ma sm¢s na Listeria

monocytogenes a Yersinia enterocolitica (Laird a Philips, 2012).
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Tymian obecny (Thymus vulgaris) a dobromysl obecna (Origanum vulgare)

Tymian obecny, neboli matetidouska, 1 dobromysl obecna patfi do celedi
hluchavkovitych (Lamiaceae). Tymol a karvakrol jsou dva vyznamné fenolové monoterpeny,
které jsou soucasti silic. Obé slouceniny jsou synteticky dostupné, vétSinou jsou vSak
pouzivany silice S jejich originadlnim obsahem, protoze dal$i terpeny rozsituji jejich ucinek.
Ob¢ slouceniny se ziskavaji predev§im z nadzemnich casti rostlin. V posledni dobé se
v zeméd¢€lstvi upiednostiiuje dobromysl obecna, protoze jeji péstovani je vyhodnéjsi nez
péstovani tymianu. Nat’ z dobromysle se pouziva zejména jako kofeni — pod ndzvem oregano.
Tymidn ma téz i 1éCivé ucinky, plsobi proti zazivacim problémim, nachlazeni ¢i jako
diuretikum.

V oblasti Sardinie roste mistni druh tymianu, jehoz silici tvoii ze 73-75,4 % karvakrol
a 1 % tymolu. Uginek této silice byl prokazan na grampozitivni bakterie in vitro, kde
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla 0,125-0,500 mg/ml a u hub MIC 0,125-0,500
mg/ml. Probéhla také studie s dobromysli a kvasinkou Candida albicans, kde silice zcela
inhibovala rdst in vitro pfi koncentraci 0,25 mg/ml. Ob¢ rostliny maji velky potencial diky

svym antiseptickym a konzerva¢nim vlastnostem (Charai et al., 1996).

Skoficovnik (Cinnamomum)

Tyto stromovité a ketovité rostliny patii do ¢eledi vaviinovitych (Lauraceae). Skotice
se zpracovava z kury skoficovniku ¢inského (Cinnamomum cassia), vyuziva se i skoficovnik
cejlonsky  (Cinnamomum  zeylanicum). Typicka nasladla chut a viné pochazi
z cinnamaldehydu, coz je sloucenina obsazena Vv silici. Obsah silice ve skofici je 5-6 % a
vétsina antimikrobialnich slozek kofeni jsou fenolové slouceniny obsahujici OH-skupinu,
ktera pravdépodobné zodpovida za antimikrobialni u¢inek (Cwikova et al., 2010).

Silice, ktera obsahuje 90 % aldehydu, pusobi proti bakteriim rodu Strepcoccus,
Staphylococcus ve ziedénych koncentracich 1:40 000, 1:1 600, 1:24 000. Je u¢inna také proti
bakteriim rodu Vibrio v koncentraci 1:8 000 az 1:16 000, dale zeslabuje rist Elberthella
thyposa, Neisseria spp., E. coli, Oidium albicans. Cinnamaldehyd navozuje tbytek zasob
ATP v bunkach Saccharomyces cerevisiae, zptisobuje ireverzibilni unik metabolitii a enzymu
ptes cytoplazmatickou membranu, coz vysvétluje fungicidni efekt. Ukazalo se, ze pridavek
dimethylsulfoxidu ke skoficové silici v davce 10-150 mg/ml zvySuje az 50%x jeji
antimikrobialni aktivitu. Silice mize byt pouZita jako pfirodni antimikrobialni aditivum do
nékterych potravinaiskych vyrobki. Skofice také podporuje traveni a plsobi jako tonikum
(Hili et al., 1997; Arndt, 2005).
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Lipie sladka (Phyla dulcis)

Lipie sladka (Phyla dulcis) je rostlina znama ve Stfedni Americe, kde se hojné vyuziva
jako sladidlo. U silné aromatickych listi rostliny se projevuje antimikrobialni aktivita. Opletal
a Skfivanova (2010) uvadi, Ze nepolarni hexanovy extrakt je antimikrobialné nejucinnéjsi, a
proto se z n¢j separuje ucinna latka karvakrol. Jako antimikrobidlni latka byl karvakrol G¢inny
v kombinaci s kyselinou skoficovou na cerstvych fezech melounu a ploda kiwi. Karvakrol
také snizoval rust bakterie Bacillus cereus v potravinach. Protoze ma tento terpen ve vysSich
koncentracich vyraznou chut’ a vini, byl pouzit v niz§i davce. Bohuzel Bacillus cereus se
dokaze adaptovat na karvakrol, proto byl k nému uspésné pridan cymen, ktery je vyznamnou
slouceninou tymianové silice. Je-li latka piidana v niz§i nez MIC davce, riziko tvorby toxinu
je niz§i. Tomuto procesu lze zabranit tim, Ze se nepouzije jen Cista latka, ale napf. silice, ktera

je kombinaci dvou ¢i nékolika antimikrobialnich slouc¢enin (Opletal a Skiivanova, 2010).

Hiebic¢ek (Syzygium aromaticum)

Hiebickovec kofenny (Syzygium aromaticum, syn. Eugenia caryophyllata) je strom
z ¢eledi myrtovitych (Myrtaceae), ktery pochazi z tropickych oblasti. Nejvice aromatickych
latek obsahuji jeho kvétni poupata, ktera se po vysuSeni vyuZzivaji jako kofeni. Hiebicek
obsahuje okolo 20 % silice, jejiz hlavni slozkou je fenolicka latka eugenol, dale eukalyptol,
karyofylen, tymol, cinnamaldehyd a rdzné taniny. Eugenol je Cira svétle zluta olejovita
kapalina, ktera se diky svym antiseptickym, analgetickym, antibakteridlnim a antioxida¢nim
vlastnostem vyuziva V medicin€, vV zubnim 1ékafstvi a V potravinaistvi. Pouziva se proti
ustnim bakteriim, které¢ zplsobuji zubni kaz a dale proti organismim patogennim pro lidské
télo, jako je Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Campylobacter
jejuni, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Fusarium culmorum a Aspergillus carbonarius. Biologicka aktivita hiebi¢kové silice se
zkoumala na mnoha mikroorganismech v¢etné Herpes viru a viru hepatitidy C (Chaieb et al.,
2007; Kennouche, 2015).

Htebickova silice obsahuje monoterpeny schopné zasahovat do metabolismu
mediatorti zanétu. Pouziva se K lokalni aplikaci pro ulevu od bolesti, pro podporu hojeni pii
pohybovych problémech. Latky se vstfebavaji pies kizi v zévislosti na velikosti aplikacni

plochy, dob¢ ptsobeni a koncentraci, a tak mohou pisobit mistné i systémoveé (Jirasek, 2010).
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Saturejka (Satureja)

Saturejka je stfedomoiska rostlina z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Rod
saturejka zahrnuje druhy saturejka horska (Satureja montana), saturejka zahradni (Satureja
hortensis) ¢i Satureja abyssinica. S. hortensis je jednoleta rostlina vysoka 10-35 cm. Tato
aromatickd bylina ma fialové nebo bilé¢ kvéty. Nadzemni casti nékterych druhii se pouzivaji
V potravinarstvi jako Caj nebo piisada Vv kofenicich smésich. Dale se pouziva naptiklad
v Turecku v lidové mediciné pro 1é¢bu ruznych infekénich chorob, kieci, bolesti svalu,
nevolnosti a $patného traveni (Adiguzel et al., 2007).

Pomoci difuznich diskovych testli byla testovana antimikrobidlni Gc¢innost extrakti
z této rostliny proti né¢kolika kmentim bakterii, izolatd kvasinek a hub. Vysledky ukazaly, ze
hexanovy extrakt nemél antimykoticky efekt, ale mél antibakterialni u¢innost proti nékolika
druhim Bacillus. Oproti tomu metanolovy extrakt byl G¢inny proti Candida albicans a

zaroven pusobil i antibakterialné (Sahin et al., 2003).

Cesnek kuchyiisky (Allium sativum L.)

U cesneku kuchynského (Allium sativum L.), ktery se fadi do ¢eledi amarylkovitych
(Amaryllidaceae), je dokazano nékolik 1é¢ivych vlastnosti, nékteré z nich uz v roce 1800
zdokumentoval Louis Pasteur. Silice, ktera je v zastoupeni 0,2 %, se sklada z alicinu, citralu,
geraniolu, linaloolu, a-felandrenu. Zpasob zpracovani pro farmaceutické ucely ovliviuje
zastoupeni ucinnych latek. Pfi drceni se uvoliluje okolo sto sirnych slou€enin. Strouzky
obsahuji aliin, pfi mechanickém poruseni se uvoliluje enzym alindza, ktery pfeménuje aliin na
typickou vini ¢esneku. Spojenim dvou molekul alicinu s disulfidovou vazbou vznika ajoen
S potencialnim antibiotickym u¢inkem (Tumova a Jirasek, 2011).

Mezi dal$i vyznamné Uc¢inky Cesneku patii chemoprotektivni a antihyperglykemicky
efekt. Cesnek také stejné jako cibule kuchyiiska (Allium cepa L.) ovliviiuje metabolismus
eikosanoidt, coz dava moznost K ovlivnéni kardiovaskularnich onemocnéni. Latky obsazené
v Cesneku maji ucinek antibakterialni, antivirovy, antifugalni a antiprotozoalni. Organosirna
sloucenina izolovana z olejového maceratu byla identifikovana jako iso-E-10-devinylajoen.
Tato sloucenina plsobi proti grampozitivnim bakteriim napi. Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylacoccus aureus a kvasinkam. Latka je ve svych tcincich slabsi nez E-ajoen a
Z-ajoen, které vznikaji pti mechanickém rozdrceni cibule. Z téchto vysledkt bylo vyvozeno,
Ze tranS izomerie a poloha dvojné vazby u iso E-10-devinylajoenu snizuji antimikrobialni

aktivitu. Surovy extrakt z ¢esneku je vsak silngjsi v potlaceni ristu gramnegativnich bakterii
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nez grampozitivnich. Tento extrakt také tlumi rist kvasinek. Celkovée lze konstatovat, Ze
antimikrobidlni aktivita sumérnich extraktti z hliz ¢esneku vic¢i patogennim organismim je

pomérné vysoka. Vzhledem k organoleptickym vlastnostem extraktu ¢esneku je vSak vyuziti

vvvvvv

Blahovi¢nik (Eucalyptus)

Do rodu blahovi¢nik (Eucalyptus) se fadi vice nez 300 druhti rostlin. Rostliny pochazi
Z Australie a mohou dortstat az do vysky 100 m. Jsou schopné rtist i V mirném podnebném
pasu, kde neklesa teplota pod -5 °C. V Evropé se tyto tropické kete a stromy zacaly péstovat
v 19. stoleti. Daii se jim pievazné v horskych oblastech s dobie propustnou piidou a pfimym
slune¢nim svétlem. Maji vypracovany systém piijmu vody, rostou i V drsnych suchych
podminkach a jsou schopné odebirat vodu i jinym rostlinam (Harding, 2009).

Silice zastupct rodu Eucalyptus jsou bohaté na slou¢eninu 1,8-cineol. V podminkach
in vitro je vyrazny antimikrobialni uc¢inek vuc¢i Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa a zvlasté va¢i Mycobacterium avium. Také
inhibuji rast Aspergillus aegyptus, Penicillium cyclopium, Trichoderma viride, putisobi
fungicidn¢ vaci Candida tropicallis, Rhizopus nigricans, Penicillium digitatum, Candida
albicans, Aspergilus niger, Cryptococcus rhodobenhani, Saccharomyces cerevisiae ¢i Mucor
mucedo. Kromé antimikrobialniho G¢inku tlumi i syntézu prostaglandinti, z ¢ehoz vyplyva
antiflogisticky efekt (Opletal a Simerda, 2005).

Siliéné drogy se mohou pouZivat pro kontrolu ptiznaki respira¢nich infekci. Tradi¢ni
vyuziti Vv terapii si Vv soucasnosti udrzela eukalyptova silice (Eucalypti aetheroleum).
Pfi inhalovéani plisobi pfimo na bronchidlni sliznici a mé& spazmolyticky, antisepticky a
antiflogisticky uc¢inek. U potencidlnich alergikli se namisto blahovi¢nikové silice

uptednostiiuje samostatny cineol (Jirasek, 2012).

Fenykl obecny (Foeniculum vulgare)

Tato dvouleta rostlina, ktera se vzhledové podoba kopru, patii do ¢eledi mifikovitych
(Apiaceae). Obsahuje ftalidy, polyacetylény a kuramin, které maji protikarcinogenni ac¢inek
a vykazuji antimikrobialni aktivitu. Jeho semena podporuji chut’ K jidlu a zklidnuji zalude¢ni
potize. Jsou dva druhy fenyklu: sladky a hotky. ZaleZzi na poméru fenchonu, ktery je hoiky,
a trans-anetholu, jenz je sladky. Podle ptfevazujici latky se uréi sladkost ¢i hotkost fenyklu
(Kaur et Arora, 2009).

25



Odbornici se zaméfili na dva druhy fenyklu ze dvou mist v Italii. Po testovani silice z
Foeniculum vulgare Miller zjistili velmi podobné chemické profily. Silice z oblasti Patii
obsahovala 8,06 % fenchonu a z oblasti Palagonie 8,67 %, trans-anethol byl v zastoupeni 0,09
% z Patii a 0,11 % z Palagonie. Ob¢ silice inhibovaly nejlépe Brevibacterium linens,
Clostridium perfringens, Leuconostoc cremoris a Staphylococcus aureus. Naopak se
neprojevily proti Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a

Serratia marcescens (Ruberto et al., 2000).

Kajeput stfidavolisty (Melaleuca alternifolia)

Z kajeputu stfidavolistého (Melaleuca alternifolia), ktery pochazi z Australie a
Nového Zélandu, se ziskavaji latky, které se souhrnné oznacuji jako tea tree. Kajeput
stiidavolisty patii do Celedi myrtovitych (Myrtaceae). Rod Melaleuce poskytuje nékolik
Melaleuceae aetheroleum. Silice obsahuje zhruba 100 terpenickych latek a podle hlavnich
sloucenin se odvozuji dalsi slouceniny, napi. ¢etné se vyskytujici chemotyp terpinen-4-ol,
ktery obsahuje terpinen-4-olu 40,1 %, y-terpinenu 23 %, a-terpinenu 10,4 %, 1,8-cineolu 5,1
%, terpinolenu 3,1 %, p-cymenu 2,9 %, a-pinenu 2,6 %, a-terpineolu 2,4 %, &-kadinenu 1,3
%, limonenu 1 % a viridiflorenu 1 % (Opletal a Skiivanova, 2010).

Silice maji penetra¢ni vlastnosti, jSOu rozpustné v tucich a vykazuji baktericidni a
fungicidni u¢inek. Silicim z tea tree se vé€novaly studie, které je testovaly proti tfem klinicky
vyznamnym mikroorganismim, E. coli, Staphylococcus aureus a Candida albicans, a zjistilo
se, ze MIC byla 0,25 % (v/v) proti E. coli i Staphylococcus aureus, u Candida albicans ¢inila
MIC 0,125 % (v/v). Jejich pozorovani potvrdilo aktivitu silic, které dokazou narusit
permeabilitu membranovych struktur mikroorganismi (Lis-Balchin et al., 2000).

Pozornost se vénuje i dal$im zastupcim celedi Myrtaceae, napiiklad slozeni silic
rostlin balmin metlaty — Manuka (Leptospermum scoparium) a bily ¢ajovnikovy strom —
Kanuka (Kunzea ericoides). Monoterpenovy profil téchto silic se od sebe 1isi svymi
chemovary, coz jsou rozdily zptisobené riznymi podminkami pro kultivaci. Pfitom bylo
zjisténo, ze nejvyssi antimikrobidlni aktivitu ma silice pochazejici z chemovaru East Cape na
Novém Zélandu. Lis-Balchin a kol. (2000) experimentovali stémito tfemi silicemi,
australskou tea tree (Melaleuca alternifolia) a s novozélandskou Manukou a Kanukou, a
jejich uc¢inky na hladkou svalovinu. Manuka méla spasmolyticky tcinek, zatimco ostatni dvé
rostliny mély spasmogenni ucinek. Déle v ramci antimikrobialni aktivity poukazuji na to, ze

vetsi rozdily jsou mezi rostlinami Manukou a Kanukou. Kanuka projevuje nizkou antifugalni
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aktivitu, ale naopak ma skvélou antimikrobialni aktivitu. Manuka je vysoce antifugalni, ne
vSak do té miry jako Melaleuca. Vzorky silice Manuka byly ve své antioxida¢ni aktivité
mnohem konzistentnéj$i nez vzorky Kanuka. Melaleuca je bez antioxida¢ni aktivity. Tyto
vysledky ukazuji, ze uvedené silice maji rozdilné aktivity (Cox et al., 1999; Lis-Balchin et al.,
2000).

Bazalka prava (Ocimum basilicum)

Jednoleta rostlina bazalka prava (Ocimum basilicum) je z ¢eledi hluchavkovitych
(Lamiaceae) a pochazi z Asie. V jejich listech je obsaZena silice, ktera predstavuje Castou
komoditu v 1écitelské praxi. Obsah silice je ovlivnén ro¢nim obdobim, pohybuje se vV rozmezi
od 0,5 % do 0,8 %. Vyssi obsah je v zimnim obdobi, nizsi v 1ét€. Nejvice zastoupena slozka
v silici je linalool, pohybujici se od 56,7 az do 60,6 %. Nasleduji a-cadinol (8,6-11,4 %), a-
bergamoten a y-kadin (Adiguzel et al., 2005; Hussain et al., 2007)

Vyzkum potvrdil dobrou aktivitu proti bakterialnim kmenim Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pasteurella multocida a patogennim houbam Aspergillus
niger, Mucor mucedo, Fusarium solani, Botryodiplodia theobromae. Pusobi tedy proti
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a houbdm, které¢ jsou bé&znymi
patogeny pienasenymi potravou. U bazalkové silice se potvrdila antimikrobialni aktivita proti
uvedenym mikroorganismiim, kromé& Flavimonas oryzihabitans a Pseudomonas sp. Napiiklad
silice bazalky anyzové odridy ukazala inhibi¢ni efekt i vuc¢i Lactobacillus curvatus a
Saccharomyces cerevisiae (Hussain et al., 2007).

Bazalka prava se hojné pouziva pii 1é€bé kieci, zaludecnich nevolnosti ¢i koznich
onemocnéni. Dale se v lidovém 1é¢itelstvi také aplikuje pii horeckach, migrénach, nespavosti,

depresich ¢i hadim kousnuti (Adiguzel et al., 2005).

Pelargonie (Pelargonium)

U rodu Pelargonium, patiicim do ¢eledi kakostovitych (Geraniaceae), pievazuji ve
sloZzeni rtizné typy tiislovin nebo jednoduché fenolové latky. Nékteré druhy Pelargonium by
mohly byt vyuzity jako antimikrobialni prostiedek pfi vyrobé potravin, dale je jejich vyuziti
V oblasti parfumérie ¢i barvifstvi.

Utinek silic a hydrodestilatii byl pozorovan v médiu z brokolicového homogenatu (pii
koncentraci silice 1000 ppm) proti Enterobacter aerogenes a Staphylococcus aureus.
Kompletni inhibice Staphylococcus aureus nastala v piipadé pouziti silice z pelargonie vonné

(Pelargonium graveolens) z odrid Sweet Mimosa, Royl Oak, Clorinda, Mabel Gray, u té byl
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efekt nejvyraznéjsi, a to i viaci Enterobacter aerogenes. Ukazalo se, Ze odpovidajici
hydrosoly, voda nasycena silici, jsou bez jakéhokoliv vyznamné&jsiho efektu (Lis-Balchin et
al., 2002).

Rozmaryn lékarsky (Rosmarinus officinalis)

Rozmaryn 1ékaisky (Rosmarinus officinalis) je z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae).
V listech ma silici v obsahu 1,0-2,5 %, jejimi hlavnimi komponenty jsou kafr, 1, 8-cineol a a-
pinen. Kromé monoterpenti obsahuje nat’ diterpenové fenolové latky, kyselinu karnosolovou,
karnosol, rosmanol a fadu jejich derivati. Z derivatd kyseliny skoficové jsou klasicky
ptitomny depsidy kyseliny kavové (az 8,4 % kyseliny rosmarinové Vv susing list1).

Utinek zminéné silice je pomémé silny proti fadé riiznych bakterii, kvasinek i proti
mikromycetam. Biologicka aktivita nespoc¢iva jen v sile silice, ale ve vSech obsahovych
latkach. Nejaktivngjsi je alkoholovy extrakt. Uginek byl demonstrovan na kyseling rosmové a
rosmanolovych derivatech, které jsou uc¢inné proti Streptomyces scabiei. Je pravdépodobné,
ze praveé diky diterpenim puasobi tak dobfe antimikrobidlné. Sumarni alkoholovy extrakt
z listdl, ktery se pouzivéd jako potravni antioxidant do tukii, byl U¢inny proti Leuconostoc
mesenteroides, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus muntans,
Bacillus cereus. Bézn¢ se rozmaryn pouziva jako kofeni, ale narusta i jeho vyuziti ve

farmaceutické a potravinaiské oblasti (Opletal a Skiivanova, 2010).

2.3. Testy invitro

V poslednich letech narostl zajem o ziskavani biologicky aktivnich latek z pfirodnich
zdroji. Z hlediska chemické struktury predstavuji biologicky aktivni latky izolované
z ptirodnich zdroji velké rozmezi slouc¢enin — napt. alkaloidy, isoprenoidy, steroidy,
glykosidy, peptidy, eikosanoidy, polysacharidy a mnohé dalsi. Stejné pestry je vycet jejich
biologickych uCinki a moznosti jejich vyhledavani. Takzvany screening se rozdéluje na
chemicky a biologicky.

Chemicky je zaloZen na vyhledavani jiz zndmych chemickych struktur se zndmou
biologickou aktivitou. Biologicky se rozliSuje na dva zéakladni typy testd. Prvni je metoda in
vivo, ktera odrazi celkovou bioaktivitu v¢etné biotransformaci. Pozorovany objekt se zkouma
pfimo V pfirozenych podminkach, tedy v organech, pletivech ¢i bunikach. Druhda metoda je
zalozena na interakci Stzv. rozpoznavacim elementem a nazyva se in vitro. Sem patii
imunologické testy, kde protilatka produkovand zivo€iSnymi bunkami slouzi jako

imunologicka obrana organismu na danou latku. Dale to jsou receptorové testy, enzymatické a
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bunééné testy pracujici na celkové biologické odezvé bunék na urcitou latku (Kopecky,
2006).

Antimikrobialni G¢inek par silic se obvykle posuzuje pomoci in vitro metod. Jedna
z nich je difuzni diskova metoda, kde jsou latky napusténé do filtra¢niho disku umisténého na
Petriho misku a nasledné se porovnava vznikla inhibi¢ni zéna s referencnimi hodnotami. Tato
metoda patii K Castym zplsobim stanoveni antibiotické citlivosti ¢i vySetfovani vétSiny
bakterialnich patogent (Eucast, 2014).

Dalsi zptsob je dilu¢ni metoda, ktera se uziva ke stanoveni minimalni baktericidni
koncentrace nebo minimalni inhibi¢ni koncentrace. Minimalni inhibi¢ni koncentrace je
definovana jako nejnizsi antimikrobialni koncentrace, pii které se inhibuje viditelny rdst
bakterii po inkubaci po stanovenou dobu. Minimalni baktericidni koncentraci je koncentrace
latky, ktera usmrcuje mikroorganismy. Jsou dvé moznosti provedeni: bud® makrodilu¢ni
metoda ve zkumavkach s testovanym vE&tSim objemem, nebo mikrodiluéni pomoci
mikrotitracnich desti¢ek. Testy mohou probihat bud’ v bujonu, ¢i v agaru. S kultiva¢nim
médiem a odstupfiovanou koncentraci antimikrobialni latky se inokuluje testovany
ktera zabréanila ristu testovaného mikroorganismu V kultivaénim médiu. Tato bujonova
diluéni metoda se V praxi nejcastéji vyuziva V mikrodiluénim provedeni. Agarova dilu¢ni
metoda se uziva jako referenéni a slouzi k hodnoceni novych antimikrobialnich latek. Jeji
vyhodou je pfesnost, ktera je v§ak na ukor pracnosti a finanéni naro¢nosti. Antibiotikum se
Vv odstupiiované koncentraci pridava do agarové pudy, kterd se nasledné nalije do Petriho
misek. Inokula vysetfovanych mikroorganismi jsou nanasena na povrch agarovych médii
s antibiotiky. Po prob&hlé inkubaci sledujeme rist mikroorganismu na jednotlivych agarovych
minimalni inhibi¢ni koncentraci (Urbaskova, 1998; Andrews, 2001; Nostro et al., 2004;
Bednat, 2009).

2.4. MALDI-TOF

Principem hmotnostni spektrometrie je rozd€leni nabitych ¢astic podle poméru jejich
molekulovych hmotnosti S nabojem Vv elektrickém/magnetickém poli. K ur¢eni iontli vyssich
molekulovych hmotnosti se pouziva MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization)
v kombinaci s detektorem doby letu (TOF- time-of-flight). Hmotnostni spektroskopie
v kombinaci s MALDI (dale jen MALDI) byla pivodné vyvinuta pro kvalitativni analyzu

peptidi. abilkovin, nyni se vyuzivd ipro analyzy nukleovych kyselin nebo
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nizkomolekuldrnich organickych i1 anorganickych latek. Metodu MALDI 1ze kombinovat jako
hmotnostni detektor se separa¢nimi metodami, napiiklad s gelovou elektroforézou ¢i
kapalinovou chromatografii (Havlis, 1999).

Principem MALDI-TOF je, Ze krystaly matrice se vzorkem jsou vystaveny
laserovému zéteni, které zpisobi desorpci molekul matrice spolu s molekulami vzorku a
zaroven dojde k ionizaci molekul vzorku piedanim vodikového protonu H+ z molekul
matrice. Poté je aplikovano extrakéni napéti mezi MALDI desticku a vstupni Stérbinu
praletového analyzatoru, ¢imz dojde k extrakci nabitych molekul podle zvolené polarity
napéti a k jejich analyze v priletovém hmotnostnim analyzatoru. TOF analyzator pracuje na
zaklad¢é extrakce iontli a méfeni jejich doby letu. lonty se pomoci vlozeného napéti na
extrakéni mfizku urychli elektrickym polem a ziskaji rychlost v zavislosti na molekulové
hmotnosti a naboji ¢astice (m/z). Ziskana kineticka energie je pfimo umérna naboji iontl a
nepiimo umeérna jejich hmotnosti. Vysledkem je rozdilna rychlost iontd s riznym pomeérem
m/z. A proto takto urychlené ionty dopadnou na detektor v rozdilném case, ackoliv urazi
stejnou vzdalenost. Detektor umoziluje zméftit dobu priletu, ze které 1ze vypocitat hmotnost
Castice, resp. pomér m/z.

Velkd ¢ast detektort pracuje na zakladé pievodu iontl na elektricky signal pomoci
scintilacni vrstvy, kterd pti dopadu iontd vydava svételné zareni. Tento typ zafeni je pfeveden
na elektricky proud a dale zesilen. Detektory rozdélujeme na elektronovy, fotondsobi¢ a
Faradayovu Klec.

Vhodné matrice pro UV lasery jsou aromatické karboxylové kyseliny, vétSinou
derivaty kyseliny benzoové rozpusténé nejcastéji ve vodném roztoku acetonitrilu, ethanolu
nebo methanolu. Roztok se navic casto okyseluje kyselinou trifluoroctovou. NejpouZivangjsi
matrice  jsou kyselina  a-kyano-4-hydroxyskoticova  (HCCA),  3,5-dimethoxy-4-
hydroxyskoticova (sinapova, SA), 4-hydroxy-3-methoxyskoticova (ferulova, FA) 2,5-
dihydroxybenzoova (gentisova, DHB), ta se pouziva jako univerzalni matrice, je vhodna pro
stanoveni vysokomolekularnich latek, dobfe ionizuje peptidy, proteiny, lipidy, nukleové
kyseliny a sacharidy. Protoze kazda matrice odlisné krystalizuje a ionizuje latky (Havlis,
1999; Huong et al., 2004).

Touto metodou lze tedy analyzovat vlastni proteiny mikroorganismi, piedevsim
ribozomalni proteiny a pouzit je pro taxonomickou identifikaci mikroorganismi. Identifikace
se provadi pomoci spolehlivé teoretické¢ korelace mezi ziskanym spektrem a referenénim
spektrem ve form¢ biostatistickych hladin spolehlivosti. Souhrn hmotnosti proteinli vytvari

charakteristické rozloZzeni hmotnosti a intenzity ribozomalnich proteind. Lze je interpretovat
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jako molekularni otisk, a tedy pouzit K identifikaci mikrobialnich druhd. Pro dosazeni
vysledki se ziskana hmotnostni spektra pienesou do seznamu piki, které se srovnévaji
s kazdym jednotlivym zaznamem V referen¢ni databazi

Konkrétné systém IVD MALDI Biotyper dokéze identifikovat 210 zivoc¢isnych druht
¢i skupin, které zahrnuji 280 klinicky vyznamnych bakterii a kvasinek, to pfedstavuje vice
nez 98% bakterialni identifikace typické pro pracovni postupy v klinickych laboratotich

mikrobiologie (Anonym, 2013).

Obrazek 1. Schéma MALDI-TOF
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3. Material a metody

3.1. Material

Mezi testovanymi biologicky aktivnimi latkami byly silice ze saturejky, dobromyslu,
tymidnu, skofice a hiebicku.

Kmeny bakterii pouzivané pro stanoveni MIC byly poskytnuty Ing. Pankovou ze
,»Sbirky fytopatogennich baktérii a referencnich protilatek z Vyzkumného tustavu rostlinné
vyroby*“ (www.vurv.cz/collections). Byly vybrany na zakladé toho, které jsou rizikové pro
dané druhy zeleniny.

Vybranymi druhy zeleniny byly mrkev obecna, petrzel zahradni a celer mifik. Tato
zelenina byla péstovana v ekologickém zeméd¢lstvi, coz by mélo garantovat péstovani bez
syntetickych latek na ochranu rostlin. Testovana zelenina byla zakoupena v Bio obchodu

»Rozmaryn* v Praze.
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3.2. Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

3.2.1. Chemikalie

Tryptonovo-sojovy bujon (TSB) — (kasein, sojovy protein; sil, glukosa, hydrogen-
fosfore¢nan draselny); tween (Roth, GE); denaturovany lih (70%, Penta CZ); destilovana

voda.

3.2.2. Testované mikroorganismy

Inhibicni aktivita byla testovana proti nasledujicim bakteriim:

Pectobacterium carotovorum sub.carotovorum (CPPB 054), Pseudomonas syringae
pv.lachrymans (CPPB 152), Pseudomonas putida (CPPB 074), Pectobacterium carotovorum
subs. carotovorum (CPPB 143), Pectobacterium carotovorum subs. carotovorum (CCM
1008), Pseudomomas fluorescens (CPPB 195), Pseudomomas fluorescens (CPPB 089),
Pseudomomas syringea (CCM 1718), Pseudomonas putida (CPPB 099), Pectobacterium
carotovorum subs. antroseptica (CPPB 83), Xanthomonas campestris (CCM 022),

Pseudomonas fluorescens (CPPB 171).

3.2.3. Mikrodilu¢ni bujonova metoda

Pomoci mikrodiluéni bujonové metody se zjiStovala minimalni inhibi¢ni koncentrace
jednotlivych silic, které byly testované na vybrané druhy mikroorganismt. VSechny pomucky
byly pted pouZzitim sterilovany v autoklavu 15 min pfi teploté 121 °C.

Nejdiive byl ptipraven tryptonovo-sojovy bujon (Oxoid, Brno), ktery se sklada ze 17
g/l kaseinu, 3 g/l sojového protein, 5 g/l sil, glukosa 2,5 g/l, 2,5 g/l hydrogenfosfore¢nanu
draselného a 11 destilované vody. Po promichani byl bujon uloZzen do autoklavu. Byly
pfipraveny zasobni roztoky silic, do kterych bylo pfiddno100 pl bujonu, 10,24 pl testované
silice a 100 pl tweenu, vlozeno do ultrazvuku a nasledné doplnéno 3,8 ml bujonu.

Do sterilnich mikrotitraénich desticek bylo napipetovano do kazdé jamky 100 pl
Cistého média, kde se prvni fada v desti¢ce ponechala pouze s médiem pro kontrolu Cistoty
bujonu (KC). Pak se ptidalo do nasledujici fady 100 pl zasobniho roztoku silice, ze kterého se
po promichani jinou pipetovaci SpiC¢kou odebralo 100 pl do dalsi fady pro snizeni
koncentrace, timto zpusobem fedéni se pokracovalo az do koncentrace 2 pl. V posledni fadé

byla kontrola nartstu inokula (KNI).
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Obrazek 2. Mikrotitra¢ni desti¢ka
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Jeden den pted samotnym oc¢kovanim byly pifipraveny bakterie, které byly naockovany
do ¢istého media a ponechany kultivovat se na svétle pti pokojové teploté. Bylo vytvoreno
inokulum bakterialnich kment, které bylo upraveno na 0,5 McFarland. Bakterie byly dale
piipraveny za pomoci denzitometru. Priméarni koncentrace inokula byla 10® kolonii tvoficich
jednotku (KTJ) na ml. Bakteridlni suspenze byla dale nafedéna na 10° KTJ/ml, tento roztok
byl pfidavan injek¢eni stiikackou po kapce (10 pl) do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky.

Vzorky byly umistény do termostatu na 24 hodin pii 37°C a druhy den byly
vyhodnoceny. Biologicka aktivita jednotlivych silic byla vyhodnocena na zakladé minimalni
inhibi¢ni koncentrace u jednotlivych bakterii, kde kolonie pti dané koncentraci silice narostly
¢i nenarostly. MIC byla definovana jako nejnizsi koncentrace, pii které mikroorganismy
nevykazuji zadny viditelny rist. Testovani probihalo ve dvojim provedeni pro kazdou bakterii
a opakovalo se tfikrat. Stejnym zpusobem probihalo testovani minimalni inhibi¢ni

koncentrace jednotlivych silic a identifikovanych bakterii pomoci MALDI.

3.3. Inokulace

Pted inokulaci bylo potieba povrch zeleniny sterilovat, a to pomoci Cistici dezinfekce
Savo. Nasledné se zkouselo dvéma zplsoby zaockovani testovanymi kmeny: macenim a
pfimou inokulaci.

Narostla kultura bakterii se rozmichala v 300 ml destilované vody a na povrchu se
zelenina poskodila pomoci korkovrtu, skalpelem a nasledné se zelenina macela v inokulu 20
minut. Potom se kultivovala zabalena do potravinaiské folie bez pfistupu svétla pti pokojové

teploté. Po n¢kolika dnech se nékolikrat vyhodnocoval stav komodit.
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Druhy zpiisob inokulace byla piiprava inokula z narostlé kultury o koncentraci 103;
105; 108, ktera byla aplikovana jednorazové jednim vpichem cca 15 ul bakteridlni suspenze
inzulinovou jehlou ¢i se do rany vlozila namocena bunicina v suspenzi.

Tento navod byl pifevzat z certifikované metodiky pro praxi ,,Metodika inokulace
jirovce madalu (Aesculus hippocastanum) ptvodcem choroby bleeding canker, bakterii

Pseudomonas syringae pv. aesculi, v polnich podminkach.“ (Pankova a kol., 2013).

3.4. Identifikace pomoci MALDI — pFimy prenos bakterii

Nejdiive pfed mikrobialni identifikaci bylo nutné novy nosi¢ MALDI odistit a
zkontrolovat, aby nebyl poSkrabany. Bylo potieba dbat také na to, aby nedoslo ke smichani
ruznych vzorkl roztékanim kapek matrice a nespravnou polohou vzorkt rozettenych na nosici
MALDI, jinak by hrozila netplnost vysledka identifikace. Vzorek hniloby byl pouzit z téch
¢asti zeleniny, kde se vytvofila hniloba na mistech bez piredeslé inokulace. Tato situace
nastala u petrzele a celeru. Vzorek hniloby byl poté kultivovan v médiu. Kolonie bakterii byla
rozettena na ocelovou MALDI desticku pomoci paratka. Na kazdy vzorek byla pouzita nova
Spicka pipety ¢i paratka, aby nedoslo ke zkfizené kontaminaci. Nasledné bylo aplikovano 1 pl

roztoku HCCA matrice. Vzorek se nechal zaschnout a byl vlozen do pfistroje.
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4.  Vysledky

4.1. Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Z jednotlivych vysledkt testovani MIC byla vypocitana statistickd hodnota median,

ktera je znazornéna v Tabulce 1.

Tabulka 1. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovanych silic (mg/ml)

bakterie saturejka dobromysl tymian skofice hiebicek
CPPB 054 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 > 1,024
CPPB 152 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024
CPPB 074 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024
CPPB 143 > 1,024 > 1,024 > 1,024 >1,024 > 1,024
CCM 1008 > 1,024 > 1,024 >1,024 0,512 > 1,024
CPPB 195 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024
CPPB 089 > 1,024 > 1,024 >1,024 >1,024 > 1,024
CCM 1718 > 1,024 > 1,024 >1,024 0,128 > 1,024
CPPB 099 > 1,024 >1,024 >1,024 0,128 > 1,024
CPPB 83 >1,024 0,256 0,128 0,128 0,512
CCM 022 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024
CPPB 171 > 1,024 0,512 0,256 0,128 > 1,024

4.2. Inokulace

Nariast patogenil na testované zeleniné se za podminek uvedenych vySe nepodafilo
iniciovat. Hniloba se rozvinula pouze na mistech, které nebyly oSetfované inokulem, a to u
petrzele a celeru. Proto byl odebran vzorek, ktery byl nasledné testovan pomoci Maldi testu

pro identifikaci bakterii.

4.3. Maldi BIOTYPER 2.3 Bruker Daltonik GmbH

Analyza vzorkt byla provedena na piistroji MALDI BIOTYPER 2.3 Bruker Daltonik
GmbH. Identifikace izolovanych kment bakterii z petrzele a celeru probéhla pomoci metody
MALDI — TOF. Celkov¢ se podafilo identifikovat 7 bakterii. Z analytl petrzele byla s jistotou
urCena gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie Seratia liquefaciens. S velkou
pravdépodobnosti byly urCeny grampozitivni aerobni bakterie Bacillus subtilis, Serratia

grimesii a Serratia plymuthica. Tyto bakterie jsou typické pro pudni prostiedi. Z analytl
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celeru byla identifikovana stejn¢ jako u petrzele pravdépodobné Serratia liquefaciens, dale

Pseudomonas cichorii, Pseudomonas graminis a Pseudomonas rhodesiae.

Vysledky s identifikovanymi mikroorganismy z izolatu petrzele a celeru jsou
v Tabulce 2 a v Tabulce 3a-c.
Hodnota vysledki u jednotlivych mikroorganismu byla hodnocena nasledovné:
2,300 — 3,000 vysoka pravdépodobnost identifikace
2,000 — 2,299 bezpecna pravdépodobnost identifikace
1,700 — 1,999 pravdépodobna identifikace
0,000 — 1,699 nespolehliva identifikace

Tabulka 2. Identifikované mikroorganismy v petrzeli

Petrzel
analyt 1 analyt 2 analyt 3
Organismus hodn.  NCBI Organismus hodn. NCBI Organismus hodn.  NCBI
Bacillus subtilis ssp Serratia liquefaciens Bacillus subtilis DSM
subtilis DSM 10T DSM 1672 135461 DSM 30125 DSM 2,331 64 5552 DSM L1857 1423
Bacillus atrophaeus DSM Serratia liquefaciens Bacillus subtilis ssp
5551 DSM 1493 1452 DSM 4487T DSM 2317 614 subtilis DSM 5660 DSM 1852 135461
Clostridium bifermentans - . . -
Serratia liquefaciens Bacillus subtilis DSM
2274 CCUG 35556 A 1,423 1490 DSM 30065 DSM 2,312 614 5611 DSM 1,783 1423
BOG
Bacillus subtilis ssp - . . .
o Serratia liquefaciens Bacillus subtilis ssp
sp|2|zer|1:|)|SIiASM 618 1,413 96241 DSM 30068 DSM 2,295 614 subtilis DSM 10T DSM 1,683 135461
Agromyces neolithicus Serratia liquefaciens Bacillus mojavensis
HKI 321 HKJ 1,397 269420 DSM 30066 DSM 2293 614 DSM 9205T DSM 1869 72360
Lactobacillus paracasei Serratia liquefaciens Bacillus subtilis ssp
ssp paracasei DSM 1,383 47714 DSM 3086 4 DSM 2,237 614  spizizenii DSM 150297 1,592 96241
20207 DSM DSM
Streptococcus Serratia liquefaciens Bacillus subtilis ssp
acidominimus DSM 1366 1326 CCM 27(]16 CCM 2,049 614 spizizenii DSM 618 1,483 96241
20622T DSM DSM
Streptomyces avidinii Serratia liquefaciens Bacillus atrophaeus DSM
B190 UFL 1,354 189 DSM 30067 DSM 1,964 614 5551 DSM L4l 152
Avrthrobacter N . . .
. Serratia grimesii DSM Bacillus vallismortis
stackebrandtii DSM 1,344 272161 1,902 82995 1,411 72361
16005T DSM 30063T DSM DSM 11031T DSM
Arthrobacter . . Lactobacillus paracasei
psychrolactophilus DSM 1,32 92442 Se”a“;zpég?‘ggﬁa DSM'1 614 82096 s paracasei DSM 8741 1,402 47714
15612T DSM DSM

NCBI — identifikacni ¢islo organismli v mezindrodni databézi
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Tabulka 3a. Identifikované mikroorganismy v celeru

Celer
analyt 1 analyt 2 analyt 3
Organismus hodn. NCBI Organismus hodn.  NCBI Organismus hodn.  NCBI
Pseudomonas cichorii Pseudomonas cichorii Pseudomonas graminis
DSM 50259T HAM 1803 36746 DSM 50259T HAM 1,768 36748 DSM 11363T HAM L7z 158627
Pseudomonas graminis Pseudomonas graminis Pseudomonas
DSM 11363T HAM 1,694 158627 DSM 11363T HAM 1,744 158627 caricapapayae LMG 1,688 46678
2152T HAM
Pseudomonas
Pseudomonas oleovorans Pseudomonas sp chlororaphis ssp
062_Galv10 NFI 1,669 301 057_Galv13 NFI 1,687 aurantiaca CIP 106718T 1671 333
HAM
Pseudomonas
Pseudomonas rhodesiae chlororaphis ssp Pseudomonas rhodesiae
DSM 14020T HAM 1657 76760 aurantiaca CIP 106718T Les7 338 DSM 14020T HAM 166 76760
HAM
Pseudomonas Pseudomonas
Pseudomonas veronii pseudoalcaligenes ssp pseudoalcaligenes ssp
B561 UFL 1,643 76761 pseudoalcaligenes DSM 1639 330 pseudoalcaligenes DSM 1635 330
50188T HAM 50188T HAM
Pseudomonas Pseudomonas
pseudoalcaligenes ssp Pseudomonas rhodesiae chlororaphis ssp
pseudoalcaligenes DSM 1595 330 DSM 14020T HAM 1621 76760 chlororaphis DSM 1,593 333
50188T HAM 50083T HAM
Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas veronii
caricapapayae LMG 1,583 46678  caricapapayae LMG 1,597 46678 B561 UFL 1,561 76761
2152T HAM 2152T HAM
Pseudomonas
chlororaphis ssp Pseudomonas oleovorans Pseudomonas antarctica
aurantiaca CIP 106718T 1543 333 DSM 1045T HAM 1571 301 DSM 15318T HAM 1,525 219572
HAM
Pseudomonas oleovorans Pseudomonas tolaasii Pseudomonas sp
DSM 1045T HAM 1,53 301 LMG 2342T HAM 1,56 29442 057_Galv13 NFI 1,522 286
Pseudomonas agarici Pseudomonas veronii Pseudomonas monteilii
DSM 11810T HAM 1,526 46677 B561 UFL 1301 76761 DSM 14164T HAM 1511 76759
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Tabulka 3b. Identifikované mikroorganismy v celeru

Celer
analyt 4 analyt 5
Organismus hodn. NCBI Organismus hodn. NCBI
Pseudomonas graminis DSM Serratia liquefaciens DSM
11363T HAM 184 158627 30064 DSM 2241 614
Pseudomonas rhodesiae Serratia liquefaciens DSM
DSM 14020T HAM 1,702 76760 30125 DSM 2:21 614
Pseudomonas abietaniphila Serratia liquefaciens DSM
CIP 106708T HAM 1684 89065 30068 DSM 2197 614
Pseudomonas cichorii DSM Serratia liquefaciens DSM
50259T HAM 1663 36746 30065 DSM 2178 614
Pseudomonas caricapapayae Serratia liquefaciens DSM
LMG 2152T HAM 16 46678 4487T DSM 2161 614
Pseudomonas
pseudoalcaligenes ssp Serratia liquefaciens DSM
pseudoalcaligenes DSM 1595 330 30066 DSM 2077 614
50188T HAM
Pseudomonas sp 107_Neb26 Serratia entomophila DSM
NEI 1,567 286 12358T DSM 1,939 42906
Pseudomonas viridiflava Serratia liquefaciens DSM
DSM 11124T HAM 1534 33069 30067 DSM 1833 614
Pseudomonas lutea LMG Ewingella americana DSM
91974T HAM 1,527 243924 4580T HAM 1,689 41202
Pseudomonas savastanoi ssp . .
savastanoi LMG 22007 1495 2943  ocranaplymuthicaDSM -, e o996

HAM

22907 DSM
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Tabulka 3c. Identifikované mikroorganismy v celeru

Celer
analyt 6 analyt 7
Organismus hodn. NCBI Organismus hodn. NCBI
Serratia liquefaciens DSM Pseudomonas rhodesiae
30064 DSM 215 614 DSM 14020T HAM 1,723 76760
Serratia liquefaciens DSM Pseudomonas graminis
30068 DSM 2134 614 DSM 11363T HAM 1586 158627

Pseudomonas

Serratia liquefaciens DSM 2,132 614 pseudoalcaligenes ssp 1,541 330

4487T DSM pseudoalcaligenes DSM
e b 208 B A LS4 36748
o LBl HAm 1498 200450
Serratiizeg;cgr_rr]ogg'i\l;la DSM 1 246 42006 Pis/lllgorzn304n2a_ls_ t:!i?\;" 1486 29442
o e e T haw 1481 219572
Serratiafica[r)igl\liSM 4569T 1676 61651 F;g‘;lidﬁg?)zga;;? 147 286
R U e

4.3.1. MIC z Maldi testu

Vysledky minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych silic a identifikovanych
bakterii pomoci MALDI jsou uvedeny v Tabulce 4. Ztéchto vysledki byla vypocitana

statisticka hodnota median.

Tabulka 4. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) silic (mg/ml)

bakterie saturejka  dobromysl  tymian skofice ~ hiebicek
Pseudomonas cichorii 0,512 0,128 0,128 0,032 <1,024
Pseudomonas graminis < 1,024 < 1,024 < 1,024 0,032 <1,024
Bacillus subtilis <1024 <1024 <1024 <1024 <1,024
Serratia liquefaciens 0,512 <1,024 <1,024 0,032 <1,024

Pseudomonas rhodesiae < 1,024 < 1,024 < 1,024 < 1,024 > 1,024
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5. Diskuze

V ramci testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace vysla S nejlepSimi vysledky
skoticova silice, ktera pusobila na nejvice mikroorganismi V né€kolika pomérné nizkych
koncentracich. Nejvice na rod Pseudomonas, konkrétné na Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Pseudomomas syringea, dale na Pectobacterium carotovorum subs.
antroseptica a Pectobacterium carotovorum subs. carotovorum. Skoficova silice dosahla
minimalni inhibi¢ni koncentrace 0,512 mg/ml proti gramnegativni bakterii Pectobacterium
carotovorum subs. carotovorum a proti Pectobacterium carotovorum subs. antroseptica.
Oproti ostatnim zminénych zastupcti rodu Pseudomonas byla MIC 0,128 mg/ml. Uspé&snost
skoficové silice v koncentraci 0,128 mg/ml byla tedy 33 %. V druhém testovani minimalni
inhibi¢ni koncentrace S identifikovanymi mikroorganismy pomoci MALDI se nejlépe
prokazala aktivita vaé¢i rodu Pseudomonas, konkrétné Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
graminis a Serratia liquefaciens, a to v MIC 0,032 mg/ml.

Ve studiich Prabuseenivasana a kol. (2006) vysla skoficova silice pomoci diskové
difizni metody také s velice slibnou inhibi¢ni aktivitou pfi nizkych Koncentracich. Dané
studie uvadely, ze mize byt tato silice dobrym zdrojem antibakterialnich latek, protoze
vykazovala maximalni aktivitu s hodnotami MIC v rozsahu od 0,8 do 3,2 mg/ml. Uvadi, Ze
Bacillus subtilis byl nejvice citlivy organismus. Pfi naSem testovani se vSak skoficova silice
proti Bacillus subtilis neprokazala. Vysledky v této praci vysly velice pozitivné oproti
zminované studii, pravdépodobné je to kvuli jinym testovanym kmenim. Ve studii byly
pouzity kmeny Escherichia coli (ATCC25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 15380),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (MTCC 1771), Bacillus subtilis
(MTCC441) a Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Pro ptipadné potvrzeni vysledktu by
bylo potieba zjistit piesné sloZzeni nami pouZité silice, coZ nebylo soucasti naSi prace.
Skoficova silice u nas nejcastéji pusobila na rod Pseudomonas, ktery patii mezi
gramnegativni bakterie.

Naopak Zhang a kol. (2016) testovali skoficovou silici na gramnegativni Escherichia
coli a grampozitivni Staphylococcus aureus. MIC byla proti obou bakteriim stejna, 1,0 mg/ml,
ale hodnota minimalni baktericidni koncentrace byla u E. coli 4,0 mg/ml a u S. aureus 2,0
mg/ml. Tedy S. aureus byl mirné citlivéjsi ke skoticové silici, ale celkové lze Tici, ze vysledky
ukazaly velmi pozitivni efekt a potencidl skoticové silice pro pouziti V potravindiskych

produktech. Pro mozné dalsi testovani by se mohl vyuzit poznatek Hiliho a kol., kteti uvadi,
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ze pro zvyseni antimikrobialni aktivity lze ptidat dimethylsulfoxid a Gi¢inky skoticové silici se
az zné€kolikanasobi.

Dalsi silici, ktera bakterie nejéastéji inhibovala, byla tymianova. Ta inhibovala bakterii
Pseudomonas fluorescens pii koncentraci 0,256 mg/ml a Pectobacterium carotovorum subs.
antroseptica pii koncentraci 0,128 mg/ml. Silice inhibovala z identifikovanych
mikroorganismt pomoci MALDI nejvice Pseudomonas cichorii, kde byla minimalni inhibi¢ni
koncentrace 0,128 mg/ml. Proti ostatnim bakteriim neukazala silice Zadnou aktivitu.

Studie Rota a kol. (2006) testovala silice tii druht tymianu (Thymus vulgaris, Thymus
zygis a Thymus hyemalis), u kterych stanovila MIC mensi nez 0,2 pl/ml. Mezi jednotlivymi
druhy nebyly zjistény zadné rozdily, protoze vSechny vykazovaly silnou aktivitu proti deviti
Z deseti testovanych bakterii. Studie se zaméfila i na jednotlivé obsahové slozky, kde byl
nejvice zastoupen tymol (57,7%), p-cymen (18,7%) a karvakrol (2,8%). Uvadi, Zze vétSina
antimikrobialni aktivity tymianové silice se zda byt spojena s fenolickymi latkami tymolem a
karvakrolem. Pro nékteré testované mikroorganismy vsak vysoka koncentrace téchto slozek
neni nezbytna, aby se dosahlo optimalnich bakteriostatickych a baktericidnich u¢ink.

Silici tymianu se vénovala i studie Dormana a Deanse (2000), ktefi testovali silice
pomoci diskové difuzni metody. Silice tymianu obecného méla inhibi¢ni zénu 23,4 + 1,2 mm
proti Bacillus subtilis, va¢i Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum
subsp.atroseptica) méla 35,8 + 4,4 mm. A se zastupcem z rodu Pseudomonas, Pseudomonas
aeruginosa se projevila inhibi¢ni zénou rustu 33,5 + 2,0 mm. | studie Cosentina a kol. (1999),
ktera byla zamé&fena na Thymus sardinian, ukazuje, ze Pseudomonas aeruginosa byla
nejméné citliva bakterie S minimalni baktericidni koncentraci vétsi nez 0,9 mg/ml. Tato
bakterie se ukazala byt odolna vi¢i mnoha antimikrobialnim latkam, vcetné karvakrolu a
tymolu, které se Casto fadi mezi nejucinnéjs$i antimikrobialni latky obsazené v tymianové
silici. V nasi studii byla ¢astou inhibovanou bakterii Pseudomonas cichorii. Preedy (2015) ve
své knize uvadi, Ze silice kminu kofenného Carum carvi, ktera v sobé obsahuje 23,3 %
karvonu, 18,2 % limonenu, 16.2 % germagrenu D a 14 % trans-dihydrocarvonu. V rozmezich
170,2—-7280 pl silice inhibovala praveé tuto bakterii.

Dalsi testovanou silici byla silice z dobromyslu obecného (Origanum vulgare), ktera
pii testovani pusobila inhibiéné na Pseudomomas cichorii, fluorescens a Pectobacterium
carotovorum subs. antroseptica. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly 0,128 mg/ml, 0,512
mg/ml a 0,256 mg/ml, uvedeno v poradi.

Sarikurkcu a kol. (2015) zkoumali antimikrobialni citlivost této silice pomoci

mikrodiluéni metody a pfi pokusech bylo zjisténo, ze hodnoty MIC pro Origanum vulgare
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subsp. vulgare a Origanum. vulgare subsp. hirtum se pohybovaly v rozmezi od 0,0853 do
0,4267 mg/ml a od 0,0853 do 0,512 mg/ml. Respektive Origanum vulgare subsp. vulgare
ukazalo velmi silnou aktivitu proti Sarcina lutea s MIC 0,0853 mg/ml. Mnoho ptedchozich
vysledkt z vyzkumi na antimikrobialni aktivitu druhu Origanum se vsSak od sebe odliSovalo.
cereus s MIC a 0,032 mg/ml, coz se pii nasem testovani proti Bacillus subtilis neprojevilo.
Rozdilné vysledky lze pii¢ist rozdilim v metodach a slozeni silic ¢i proménné citlivosti
riznych mikroorganismad.

Silice ze saturejky inhibovala pouze rst Pseudomonas cichorii a Serratia liquefaciens
s MIC 0,512 mg/ml. Vysledky Mihajilov-Krsteva a kol. (2010) ukazuji, ze silice Satureja
hortensis L. byla aktivni viéi vSem testovanym gramnegativnim bakteriim v rozsahu MIC
0,025-0,78 pg/ml a proti grampozitivnim bakteriim silice u¢inkovala v rozmezi MIC 0,05—
0,39 ug/ml. Azaz akol.(2002) porovnavali silice z riznych druht saturejky. Pseudomonas
aeruginosa byla nejlépe inhibovana silici Satureja icarica, kde hodnota MIC byla 62,5 pg/ml,
tento druh obsahoval nejvice karvakrolu, 59,2 %. Dale byla Pseudomonas aeruginosa
inhibovana silici Satureja boissieri pii MIC 125 pg/ml, tento druh obsahuje karvakrolu 44,8
%. Satureja pilosa s42,2 % karvakrolu inhibovala P. aeruginosa pii MIC 125 pg/ml.
Vysledky z naSeho testovani se neshoduji se studiemi, odliSuji se V uspéSnosti inhibic¢ni
aktivity proti testovanym bakteriim a v hodnoté minimalni inhibi¢ni koncentrace.

Hrebickova silice se projevila S minimalni inhibi¢ni koncentraci 0,512 mg/ml pouze
proti Pectobacterium carotovorum subs. antroseptica. Naopak v ramci studie Fu a kol. (2007)
vykazovala hiebickova silice slibngjsi vysledky. Autofi studie silici z hiebicku testovali vici
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichiacoli a
Proteus vulgaris pomoci diskové difazni metody, kde se primér inhibice projevil vétsi nez 10
mm a jen v piipadé¢ Pseudomonas aeruginosa byl mensi nez 10 mm. Hiebickova silice
vykazala rovnéz dobrou antifugalni citlivost, zejména proti Candida albicans, 32,0 mm, a
Aspergillus niger, 40,0 mm. MIC silice hiebi¢ku byla v rozmezi od 0,062 % (v/v) do 0,500 %
(v/v) pro vsechny testované mikroorganismy.

K porovnani vysledkd mezi silicemi z hiebicku a oregana muze slouzit studie Moreira
a kol. (2007), kteti zkoumali parametry antimikrobialni aktivity proti kmenu E. coli pomoci
silic z riznych druht rostlin, napt. eukalyptu (Eucalyptus globulus), tea tree (Melaleuca
alternifolia), rozmarynu (Rosmarinus officinalis), maty (Mentha piperita), rize mosusové
(Rosa moschata), hiebicku (Syzygium aromaticum), citronu (Citrus limonum), oregana

(Origanum vulgare), borovice (Pinus silvestrys) a bazalky (Ocimum basilicum). Silice
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z oregana, bazalky, maty, citronu, borovice a rize mosusové mély MIC vyssi nez 17 pl/ml.
Konkrétné silice z oregana méla minimalni inhibi¢ni koncentraci 18 ul/ml, silice z eukalyptu
4 ul/ml, tea tree 5 pl/ml, silice rozmarynu 6 pl/ml, maty 20 pl/ml, bazalky 19,5 pl/ml, citronu
25 ul/ml. Silice borovice a rize mosusové mély MIC vétsi nez 30 ul/ml.  Silice hiebicku
vykazovala vys$i aktivitu nez ostatni extrakty, MIC byla 2,5 pul/ml. A v ramci dané studie
vychazela tedy nejlépe.

Tyto vysledky nebyly ve shodé s nasimi vysledky, kde oreganova i hiebickova silice
inhibovala ve vy$Sich koncentracich, nez uvadéji popsané studie. Rozdily lze pii¢ist
testovanym mikroorganismiim a inherentnim faktorim silic (odrida, podminky okoli,

ekologické faktory, sklizen).
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6. Zavér

Vsech pét testovanych silic prokazalo ur¢itou inhibi¢ni aktivitu proti alespon jedné
bakterii v in vitro podminkach.

Prokazatelnym pozitivnim vysledkem pii testovani antimikrobidlni aktivity bylo
nalezeni nejcastéj$i minimalni inhibi¢ni koncentrace 0,128 mg/ml u skoficové silice proti
osmi ze sedmnacti testovanych mikroorganismu.

Zavérem lze Fici, ze z in vitro studii nelze pfimo potvrdit antimikrobialni aktivitu silic,
ktera by $la aplikovat pro pivodné zamysleny cil vyuziti biologicky aktivnich latek v silicich
na ochranu kofenové zeleniny. Proto je tfeba dalSich vyzkumi, které se budou zabyvat

testovanim latek in vivo a do budoucna se zamé&fi i na zpusoby inokulace, které se v tomto

pokusu nezdafily.
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