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Antimikrobialni aktivita silic z vybranych druhii rostlin
Celedi Apiaceae

Souhrn

Zvysujici se rezistence patogennich mikroorganismii vede k hledani novych ucinnych latek.
V posledni dobé se pozornost upira k antimikrobidlnim latkam ptirodniho ptivodu, které mohou
nabizet alternativu k bézné pouzivanym antibiotikim nebo potravinarskym aditiviim. Cilem
této prace bylo vybrat vhodné druhy sili¢natych rostlin, které jsou dosud vibec nebo
nedostatecné otestované. Z nich poté vydestilovat silice, otestovat jejich antimikrobialni
aktivitu a analyzovat jejich chemické slozeni. Na zaklad¢é vyuziti v lidovém IécCitelstvi byly
vybirany rostliny Celedi Apiaceae, u kterych se da predpokladat antimikrobialni Géinek.
Vybrané byly rostliny Anthriscus cerefolium L. Hoffm., Anthriscus sylvestris L. Hoffm.,
Astrantia major L., Pastinaca sativa L., Pimpinella saxifraga L., Sanicula europaea L.
K porovnani byla ptidana jiz prozkoumana silice Origanum vulgare a antibiotika. Nasledné
byly lokalizovany, sesbirany, nasuseny a vydestilovany pomoci hydrodestilace. VytéZznost silic

se pohybovala v rozmezi 0,09 % az 0,23 %.

Silice byly otestovany proti bakteriim Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a kvasince Candida albicans. K testovani bylo
vyuzito mikrodiluéni metody. Koncentrace silic pii testovani se pohybovala od 1024 pg/ml do
2 pg/ml. Hodnocena byla minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC 50 a 80). Caste¢na inhibice
byla pozorovana u vsech silic, ale MIC 50 a 80 bylo dosazeno pouze u silic P. sativa,
A. major a P. saxifraga proti C. albicans (512 — 1024 ug/ml). Rist S. aureus byl mirné
inhibovan silici P. saxifraga (MIC50 1024 upg/ml). Bakterie E. faecalis, E. coli
a P. aeruginosa nebyly dostate¢né inhibovany zadnou silici. Hlavni latkou v silici
A. sylvestris byl B-Pinene (18,32 %), A. major obsahovala pievazné Duraldehyde (62,05 %),
P. saxifraga obsahovala Butanoic acid, 2-methyl-, 4-methoxy-2-(3-methyloxiranyl) phenyl
ester (60,76 %), hlavni latkou v S. europaea byl Spathulenol (34,31 %).

Klic¢ova slova: silice, antimikrobialni, mitfikovité, Apiaceae



Antimikrobialni aktivita silic z vybranych druhii rostlin
Celedi Apiaceae

Summary

The increasing resistance of pathogenic microorganisms leads to search for new effective
substances. Recently, the attention is directed to antimicrobial substances of natural origin, that
may offer an alternative to the commonly used antibiotics or food additives. The aim of this
work was to choose the appropriate essential oil bearing plants, which have been tested
insufficiently or which haven’t been tested at all yet, and then to examinate their antimicrobial
activity and chemical composition. Based on the usage in folk medicine, plants of the Apiaceae
family were selected, which can be supposed to possess an antimicrobial effect.
The plants selected were Anthriscus cerefolium L. Hoffm., A. sylvestris L. Hoffm., Astrantia
major L., Pastinaca sativa L., Pimpinella saxifraga L., and Sanicula europaea L.
For comparison, the well known and thoroughly studied essential oil of Origanum vulgare was
added together with control antibiotics. The plants were then located, identified, collected, dried

and distilled by hydrodistillation, yielding from 0,09 % to 0,23 % of essential oil.

Essential oils were tested against the bacteria Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and yeast Candida albicans using the microdilution
method. The concentration of the essential oils tested ranged from 1024 pg/ml to 2 pg/ml.
The minimal inhibitory concentration (MIC 50 and 80) was evaluated. Partial inhibition was
observed with all essential oils, however, the MIC 50 and 80 was achieved only with the
essential oils of P. sativa, A. major and P. saxifraga against C. albicans (512 — 1024 pg/ml).
The growth of S. aureus was slightly limited by essential oil of P. saxifraga (MIC50 1024
ug/ml). Bacteria E. faecalis, E. coli and P. aeruginosa were not sufficiently inhibited by any
essential oil. The main substance in essential oil of A. sylvestris was B-Pinene (18,32 %),
A. major contained predominantly Duraldehyde (62,05 %), P. saxifraga contained
Butanoic acid, 2-methyl-, 4-methoxy-2-(3-methyloxiranyl) phenyl ester (60,76 %), main
substance in S. europaea was Spathulenol (34,31 %).

Keywords: essential oil, antimicrobial, Apiaceae
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1 Uvod

Mikroorganismy jsou pro ¢loveka nezbytné, jelikoz tvoii jeho pfirozenou mikrobiotu, ale
nékteré mikroorganismy jsou pro ¢lovéka patogenni. Tyto patogenni mikroorganismy se mohou
bézné vyskytovat v lidském prostiedi nebo potravinach. Pti hledani latek ptisobicich proti témto
organismiim se vyzkum v dneSni dob¢ obraci zpét k pfirodé. Nalezeni piirodnich latek

s antibiotickymi uc¢inky tak nabizi alternativu k bézné€ vyuzivanym lé€ivam.

Silice neboli esencialni oleje jsou lidmi vyuzivany jiz tisicileti. Informace o jejich ucincich byly
predavany nejprve Gstné z generace na generaci. Prvni pisemné zminky na papyru jsou z obdobi
starovékého Egypta. Pozd¢ji ve sttedovéku vznikaji herbare a 1ékarny, jejichz oblibu vyuziva
cirkev a vyroba riznych masti a tinktur se pfesouva do klastert. Silice byly a jsou vyuzivany
pro své baktericidni, virucidni, fungicidni, antiparazitické, insekticidni, 1ékatské a kosmetické
ucinky. Kazda silice je tvofena rozmanitou smési latek, a proto se jejich ucinek da nejlépe
posoudit jejich otestovanim. Na slozeni a obsah latek v silici ma vliv podnebi, ptuda, stav
rostliny a pouzita Cast rostliny. Nejcastéji pouzivanymi silicemi jsou oreganova, matova,
tymidnova, levandulova a silice citrusti. OvSem je vyuZzivana i fada méné znamych silic a

rostlin, at’ uz v lidovém lécitelstvi ¢i u domorodych naroda.

U fady rostlin, které jsou pouzivany v tradi¢nim Ié¢itelstvi nebyly dosud ovéfeny jejich Gi¢inky
a sloZeni. To nabizi moZnost objeveni dosud nezndmych vlastnosti silic t€chto rostlin a jejich
ucinnych latek. Objevovanim novych G€innych latek praveé z téchto méné znamych druhd,
vyuzivanych ¢asto domorodymi narody, se zabyva obor etnobotanika. I v Ceské republice je

zazité vyuzivani 1éCivych rostlin jiz po generace.



2 Cil prace a hypotéza

Cilem prace je vybrat vhodné druhy silicnatych rostlin (dosud vibec nebo nedostatecné
testovanych), z nich vydestilovat silice a otestovat jejich antimikrobialni aktivitu a zanalyzovat

jejich chemické slozeni.

Hypotéza: Na zaklad¢ vyuziti rostlin Celedi Apiaceae v lidovém IécCitelstvi 1ze predpokladat

antimikrobidlni aktivitu jejich silic.



3 Prehled literatury
3.1 Vyuziti rostlin

Rostliny slouzily lidem jako material pro pfistfesi, obleceni, jidlo, kofeni a v mediciné (Gurib-
Fakim, 2006). Pii hledani 1é¢iv se 1idé prvni fad¢ obraceli na pfirodni zdroje. V prvopocatcich
byly rostliny vyhledavany instinktivné jako je tomu i u zvirat (Halberstein, 2005). Jelikoz
nebyla moznost zjistit pfiCinu onemocnéni nebo urcit, ktera rostlina tuto nemoc vyléci, vSechny

poznatky byly ziskavany zkousenim a poté piedavanim téchto zkusenosti (Gurib-Fakim, 2006).

Tisicileti jsou rostliny vyuzivany jako zéklad 1écCitelskych postupt 4jurvédy, unani, africké,
jihoamerické nebo ¢inské tradi¢ni mediciny (Gurib-Fakim, 2006). Starovéci Egyptané uz pred
6000 lety vyuzivali u¢inku ptirodnich latek (Solomou et al., 2016). Pivod zapadni mediciny
Ize vystopovat az do Recka, kde Hippokrates poprvé zformuloval své nazory na onemocnéni
(Sykiotis et al., 2006). Hippokrates tvrdil, ze nemoci maji pfirodni ptivod, a tak je lze vylécit
pouzitim rostlinnych p¥ipravki. K 1é¢eni vyuzival svych poznatkii a znalosti Rimand, jejichZ
spisy také ovlivnily vyvoj zapadni mediciny (Solomou et al., 2016). V téchto davno
pouzivanych rostlinach byly nalezeny nékteré uc¢inné latky, které jsou vyuzivany v lé€ivech
dodnes (Gurib-Fakim, 2006). V 90. letech 20. stoleti byla pozornost farmaceutickych firem
zam¢iena predevsim na vysokovykonné screeningové metody. Tato strategie ovSem nepiinesla
ocekavané vysledky pii hledani novych 1écivych latek. V roce 2007 bylo schvaleno 17 1é¢ivych
latek, coz v porovnani s rokem 1996 kdy bylo schvéleno 53 latek naznacuje vyznamny klesajici
trend. Navic kviili obvyklé dlouhé prodlevé mezi objevenim a uvedenim na trh, byla vétSina
latek z 90. let objevena jiz v 80. letech 20. stoleti (Hughes, 2008). Pozornost se tedy uptela zpét
k vyzkumu pfirodnich latek. Vysledkem je nékolik slibnych vyzkumu kapsaicinu, kurkuminu

a dalsich latek (Ji et Zhang, 2008), (Corson et Crews, 2007).

Latky obsazené v rostlinach dosahuji neuvéfitelné chemické diverzity, ¢ehoZ se dnes snazi
vyuzit mnoho laboratofi. Potencial takto objevit novou u¢innou latku pro vyuziti v medicing je
obrovsky (Khan, 2014). Pti hledani novych 1ékt pro vyuziti v mediciné se chemici obraci
k etnobotanice, jakozto zdroji moznych novych sloucenin (Gurib-Fakim, 2006). Proces vyvoje
novych rostlinnych piipravkll zacind etnofarmakology, botanisty a ekology, ktefi jako prvni
sesbiraji a identifikuji zajimavé rostliny (Mukherjee et Wahile, 2006). Etnofarmakologie se

snazi zachranit a zdokumentovat rostliny tradiéné vyuzivané lidmi piedtim, nez dojde k jejich



nenavratné ztraté. Tyto rostliny jsou prozkoumdny, identifikovany, je zjisténo jejich vyuziti
Vv tradi¢ni mediciné a jsou provedeny fytochemické a farmakologické studie (Cordell et
Colvard, 2005), (Patwardhan, 2005). Diky vybornym vysledkiim téchto vyzkumi v poslednich
letech se mnoho takto objevenych latek dostava az do faze klinického vyzkumu (Khan, 2014).
Vyhlidka novych nebo t¢innéjsich 1€ka je lakava, velkou vyzvou je identifikovat ty latky, které

pusobi proti lidskym nemocem.

Komplexni evoluc¢ni historie téchto latek ovSem znamend, Ze mohou mit sekundarni efekt
a jejich Gc¢innost je zpravidla ovlivnéna interakcemi s dalsimi latkami (Keith et al., 2005).
Z toho vyplyvaji jejich nepredvidatelné synergické nebo antagonické ucinky. Jak jiz bylo
zminéno vyse je mnoho historickych zminek o kombinaci riznych ptirodnich 1é¢iv, coz miize
nabidnout dulezitda voditka pfi vyvoji a vyzkumu novych 1é¢iv (Schmidt et al., 2007),
(Verpoorte et al., 2009). Tato voditka o synergickém efektu mohou vést k nalezeni kombinaci
latek, které jsou uc¢inné viuci komplexnéjsim nemocem. Napfiiklad latky Gi¢inné proti rakoviné
jsou dostupné a pouzivané jiz mnoho let ve své Cisté formé, a tak by vyzkum synergickych
efektti mohl vést k lepsimu t¢inku (Ji et al., 2009). Velké mnozstvi lidi, pfevazné v rozvojovych
zemich, stale dava piednost tradi¢nim metodam zalozenych na 1é¢ivych rostlinach (Gurib-

Fakim, 2006).
3.2 Utinky silic

Od pradavna se silice vyuzivaly pro své baktericidni, virucidni, fungicidni, antiparazitické,
insekticidni, 1ékarské a kosmetické Gcinky (Bakkali et al., 2008).V dnesni dob¢ jsou vyuzivany
hlavné ve farmacii, kosmetice a potravinaistvi (Kalemba et Kunicka, 2003). V potravinaistvi
a zemédelstvi ma hodnoceni aromatickych sloucenin také dulezitou roli. Pro zeméd¢lstvi je
dilezité zméfit slozeni silic a jejich obsah, z néhoz vyvozuji parametry kvality Slechténi
a péstovani aromatickych rostlin. V potravinafstvi se kontroluje material pfi ptijmu, v prubéhu
zpracovani a konecny produkt. Toho se vyuziva v produkci kofeni, silic a potravin (Richter et
Schellenberg, 2007). Dale se silice daji vyuzit pro své insekticidni a¢inky pro uchovani plodin
a zasob potravin (Bakkali et al., 2008)

Silice rostliny Nigella sativa maji pii testovani na mysich vyznamné G¢inky v pocatec¢nich
i pozd¢jsich fazich rakoviny tlustého stfeva. Zaroven nejsou zaznamenany zadné nezadouci

zmény v jatrech, ledvinach a dalSich organech. Parametry krve, moci a t€lesné vahy také nejsou



ovlivnény (Salim et Fukushima, 2003). U dalsich sili¢natych latek geraniolu a 5-flurouracilu se
projevuje jejich synergicky ucinek pii redukci velikosti tumoru tlustého stfeva u mysi.
Kombinace obou latek snizi velikost tumoru dvojnasobné oproti pouziti pouze geraniolu
(Carnesecchi et al., 2004). Silice rostlin Ocimum basilicum a Psidium guajava prokazaly
antirakovinny uc¢inek vici bunéénym liniim in vitro (Manosroi et al., 2006). Velkou vyhodou
silic je jejich nizké riziko dlouhodobé genotoxicity a antimutagenni aktivita, ktera je spojovana
s jejich antirakovinnym uc¢inkem. Dale se ukazuje, Ze silice nebo latky v nich obsazené, jsou
ucinné pii redukci lokalnich tumori diky jejich nekrotickému a apoptickému ucinku i vuci

rakovinnym bunkam (Bakkali et al., 2008).
3.3 Antimikrobialni acinky

Metody vyuzivané k posouzeni u€inku silic vi¢i mikroorganismim jsou zalozeny na pouziti
agaru nebo bujonu (Perricone et al., 2015). Uvadéné ucinné mnozstvi silice, aby bylo dosazeno
inhibice, se v ruznych zdrojich 1i8i. Napiiklad u silice Rosmarinus officinalis se vysledky
antimikrobialni aktivity vii¢i Staphylococcus aureus pohybuji mezi 20 ug/ml az 50 000 pug/ml.
To mtize byt dano ptirozenou variabilitou ve sloZeni silice, mikroorganismu, metodou testovani
nebo historii vzorku. SlozZeni silice také zavisi na pouzité ¢asti rostliny, dob¢ sklizné, zptisobu
péstovani, uskladnéni, misté ristu a klimatu. Dale se rozdily projevuji i ve zplsobu podani
silice, kdy borovicova a jalovcova silice inhibuji grampozitivni bakterie, ale pouze v plynné
fazi. Ruznou aktivitu, v zavislosti na zpisobu podani, vykazuje i silice citronely, ta inhibuje

rizné houbové mikroorganismy, ale také pouze v plynné fazi (Baser et Buchbauer, 2010).

Fenolické latky se zdaji byt nejaktivnéjsi soucasti silic, ptisobici na membrany mikroorganismti,
zejména pak na grampozitivni pozitivni bakterie. (Burt, 2004). Gramnegativni bakterie jsou
celkové vice odolné vuci silicim. Vngj$i membrana gramnegativnich bakterii obsahuje
hydrofilni lipopolysacharidy, které pisobi jako bariéra. Tim bakterie ziskavaji vyssi odolnost
vuci hydrofobnim antimikrobidlnim latkam. Kvli genetické variabilité je t€zké predpoveédéet

pisobeni silice vi¢i mikroorganismum (Pandey et al., 2017).

Terpenoidy jsou jednim z dalSich sekundarnich produkti metabolismu. Poskytuji rostling
odolnost vac¢i patogentim. Monoterpenoidy jsou pfirozen¢ antimikrobidlni, narusuji
fyziologické a biochemické procesy mikroorganismii (Burt, 2004). Nekteré silice dokazi zvysit
propustnost membran, rozpustit se Vv membran¢ a zpusobit jeji bobtnani a snizeni funkcnosti

(Dorman et Deans, 2000). Lipofilni vlastnosti silic umoziuji pronikat skrz bunécéné stény



houbovych mikroorganismi a ovlivnit bunééné stény, ¢imz zméni morfologii bunky (Cox et

al., 2000).

Se zvySujicimi se obavami vefejnosti ohledné pouzivani antibiotik v chovu zeméd¢€lskych
zvitat a antibiotickou rezistenci bakterii, se Evropska unie rozhodla v roce 2006 zakazat
pouzivani antibiotik a rustovych latek jako aditiv v zemédé@lstvi (Castanon, 2007).
Antimikrobidlni vlastnosti silic a aktivni latky v nich obsazené, mohou nabizet alternativu
baktericidnich a fungicidnich konvenén¢ vyuzivanych latek (Burt, 2004). Rostlinné latky jako
carvone, menthol, eugenol a dal$i jsou zndmé svym plsobenim vici hmyzu, bakteridlnim
a houbovym patogeniim (Pandey et al., 2017). Je znamo nékolik silic nebo jejich slozek, které
maji antibakterialni u¢inky in vitro, avSak v potravinach jsou jejich u€inky niz§i, a tudiz je
potieba vyssi koncentrace (Burt, 2004). Pouziti silic pro potlaéeni mikroorganisma
Vv potravinach vyzaduje posouzeni mnoha aspektti, jako je efekt na organoleptické vlastnosti
potravin, rozsah aktivity silic vli¢i mikroorganismim a ovlivnéni silic slozkami potraviny.
Slozky potravin se ukazaly jako dilezity aspekt pii pokusu se silicemi Origanum vulgare
a Thymus vulgaris, kdy tyto silice vykazuji vyS$si antimikrobialni aktivitu vaci Listeria
monocytogenes pii zvySeném obsahu proteint a slabé kyselosti potraviny. Naopak pifi obsahu

skrobu nebo oleje nad 5 % dojde ke snizeni G¢innosti silice (Gutierrez et al., 2008).
3.4 Antimikrobialni ucinky celedi Apiaceae

3.4.1 Heracleum verticillatum

Pfi méfeni antibakterialni aktivity Heracleum verticillatum a Heracleum ternatum neboli
bolsevniku, byla pouzita silice kofene, listu a semen. Silice ziskana z kotenti Heracleum
verticillatum vykazuje vyssi antibakterialni aktivitu v porovnani s listy a semeny. Kofen ma
vaci  Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa vyssi inhibiéni aktivitu nez
antibiotikum ampicilin. Proti bakterii Salmonella typhimurium vykazuje lepsi ucinky nez
ampicilin i streptomycin. Hlavni slozkou silice je n-oktanol (50,3 %). Testovani samotného
n-oktanolu ma stejné vysledky, coz naznacuje, ze pravé n-oktanol je ucinnou slozkou. Silice
Heracleum ternatum, kde dominoval oktyl acetat, vykazuje nizsi antibakterialni aktivitu. Proti

houbam vykazuje opét nejvyssi aktivitu kofen Heracleum verticillatum (Usjak et al., 2016).



3.4.2 Coriandrum sativum

Silice Coriandrum sativum je G¢inna proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim pfi
pouziti metod diskové difuze, agaru i bujonu. Silici koriandru je inhibovan Siroky rozsah
bakterii jako naptiklad Escherichia coli, Staphylococcus aureus a nékolik kmenti Pseudomonas
(Silva et Domingues, 2015). Antimikrobialni aktivita se pohybuje mezi 2,5 ng/ml a 300 pg/ml.
Zvyseni koncentrace ma za nasledek razantni zvyseni inhibi¢nich u¢inka. To dava moZznost

vyuziti silice jako alternativu pro pouziti v potravinaistvi (Rezaei et al., 2015).

Nékteré studie naznacuji vyssi aktivitu vici grampozitivnim bakteriim. Silice se ukazuje u¢inna
i vi¢i methicillin rezistentnimu Staphylococcus aureus 0,4 % (Delaquis, 2001). Jiné studie
naopak naznacuji vysokou aktivitu silice vlii¢i gramnegativnim bakteriim, kdy se minimalni
inhibi¢ni koncentrace pohybuje mezi 0,03 % a 0,06 % (Rattanachaikunsopon et Phumkhachorn,
2014). Uginek silice proti houbovym organismiim je zndm u kvasinek a vlaknitych hub.
Pro kvasinky Candida spp. se inhibi¢ni koncentrace pohybuje mezi 0,0008 % a 0,4 % (Silva et
Domingues, 2015).

3.4.3 Foeniculum vulgare

Vytéznost silice ze semen Foeniculum vulgare se pohybuje mezi 2,4 % a 6,4 %. Hlavni slozkou
je trans-anetol, ktery je hlavni latkou zptisobujici antimikrobialni vlastnosti silice. Pfi testovani
Escherichia coli je nejvyssi inhibice dosazeno v rozmezi 31,25 pg/ml az 62,5 ug/ml (Salami et
al., 2016a). Silice ze semen vykazuje vyss$i inhibi¢ni aktivitu nez silice ziskana z listu.
V antimikrobialni aktivité¢ vzorku z riznych zemi se projevuji rozdily. Efekt na Escherichia

coli a Staphylococcus aureus byl stejny jako ma antibiotikum amikacin (Salami et al., 2016b)

Nejlepsi ¢as pro sbér semen je v dob¢ plné vyzralosti, kdy stoupa obsah anetolu ptes 80 %.
Dalsi latkou, kterou fenykl obsahuje je fenchon, jednd se o monoterpen vyuZivany
V potravinach a parfémech. Obsah fenchonu se pohybuje v rozmezi 12 % az 25 %. V lidovém
1écitelstvi se vyuziva jako antispazmolytikum. Také se ukazuje, Ze oralni podavani silice
v koncentraci 2 % snizuje menstruacni bolesti a vyrovna tak ucinky bézné podavanych 1éku

(Baser et Buchbauer, 2010).



3.5 Ziskavani silic

Silice jsou t€kavé, komplexni slouCeniny charakteristické aromatickou vini. Silice mohou byt
produkovany pupeny, kvéty, listy, stonky, vétvickami, semeny, plody, kofeny, dievem nebo
karou (Bakkali et al., 2008). Pritomnost silic v rostlinach slouzi jako duleZita obranna strategie
rostlin proti bylozravciim, hmyzu, bakteriim, virim a hubam. Tyto latky také slouZi k interakci

mezi rostlinami a prilakani opylovacu (Batish et al., 2008).

Nejcastéji se silice ziskavaji parni destilaci nebo hydrodestilaci, coz jsou metody objevené jiz
ve stiedovéku (Richter et Schellenberg, 2007). Chemické slouceniny v silici musi byt tékavé,
protoze jsou ziskavany pravé procesem destilace. K tomu, aby byl bod varu dostate¢né nizky
pro destilaci za normélniho atmosférického tlaku, musi byt molekulovd hmotnost niz§i nez
300 Daltonii. Slouceniny také obvykle byvaji hydrofobni (Baser et Buchbauer, 2010).
Pro stanoveni obsahu silice a nasledné jejiho sloZeni se nejcastéji pouziva vyse uvadeéna
hydrodestilace (Richter et Schellenberg, 2007). P#i pouziti hydrodestilace se rostlinny material
rozmélni a ponofti do vody, kterd se ptivede k varu. Samotné zatizeni se sklada ze spodni bariky,
do kter¢ je vlozen rostlinny materidl a voda. Baiika je spojena s kondenzatorem, ve kterém je
zachytavana silice. Soucasti je i tfismérny ventil, ktery umozfuje vodé znovu kolovat
Vv systému, nebo kterym se odd¢li silice od vodni faze (Baser et Buchbauer, 2010). Ale diskutuje
se o vhodnosti této metody pro naslednou analyzu slozeni, z divodu vystaveni silice teplu,
vodni pafe a pH. Dalsi nevyhodou je €asovd narocnost metody hlavné v ptipadé vétSiho

mnozstvi vzorkd (Richter et Schellenberg, 2007).

Pfi parni destilaci je para ptivadéna potrubim z bojleru do kolony, kde proudi skrz perforované
dno, na kterém je rostlinny material. Vysokotlaké parni destilace je Casto vyuZivana v Evropé
a Americe, kde se vyuZzivd vysokého tlaku a vySsi teploty ke zkraceni doby destilace.
Tato destilace se nejCastéji pouziva pii produkei silic ve vétSim mnozstvi, jako naptiklad

peppermint, spearmint a levandin (Baser et Buchbauer, 2010).

Silice citrust se ziskavaji pomoci lisovani za studena, kdy je slupka citrusu mechanicky
stlacena, az dojde k uvolnéni silice (Baser et Buchbauer, 2010). V parfumerii se k ziskavani
silic vyuzivaji lipofilni rozpoustédla. DalSimi dnes vyuZivanymi metodami je extrakce tekutym

oxidem uhli¢itym nebo mikrovinami (Bakkali et al., 2008).



Vybérem metody extrakce se méni mnozstvi zastoupenych latek, ale také stereochemické typy
molekul. Metoda se tedy voli podle ucelu pouziti ziskané silice. Na slozeni ziskané silice ma
vliv také klima, sloZeni pudy, vek, vegetativni stav a rostlinny organ pouzity k extrakci (Bakkali
et al., 2008).
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Obrazek ¢. 1: Destila¢ni kolona typu Clevenger

3.6 Plynova chromatografie

Pro analyzu plynovou chromatografii je nutné, aby latky byly tepelné stalé a méli relativni
molekulovou hmotnost mensi nez 1000 Daltonii. Pokud ma latka nevyhovujici vlastnosti je
mozné jeji prevedeni na analyzovatelné derivaty. Metoda neni pouZitelna v ptipadé
makromolekul, organickych a anorganickych soli (Klouda, 2003). Silice jsou vétSinou smési
20 az 60 latek, ale obvykle byvaji charakteristické 2 az 3 latkami, které tvoii 20 % az 70 %
samotné silice. Ostatni latky byvaji zastoupeny ve stopovych mnozstvich. Slozky silic patii do
skupin terpentl, terpenoidi, aromatickych a alifatickych slou¢enin. VSechny slozky jsou typické

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

Pti analyze je vzorek davkovan do proudu nosného plynu, ktery je v plynové chromatografii
mobilni fazi. Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev obsahujici vodik, dusik, argon nebo
helium. Plyn je vybran podle jeho schopnosti unaset vzorek, ale zdroven byt vii¢i vzorku inertni.
Regula¢ni systém zajisti kontrolu a stalost toku plynu. Davkova¢ vzorku zajisti nastiik vzorku
do proudu nosného plynu a jeho odpareni. Nastiik 1ze provést dvéma zplisoby, a to s délicem
toku nebo bez d¢lice toku. V pfipadé, Zze je vyuzito déliCe toku dojde k nastiiku
koncentrovaného vzorku o objemu 0,1 pl az 2 pl, kdy se pomoci déli¢e do kolony dostane pouze

jeho zlomek. Druhy zpiisob nasttiku bez délic¢e toku je vyuzivam pro nastiik vzorki, které jsou



mén¢ koncentrované a byvaji v objemu 0,5 ul az 5 pl. Vzorek je pfeménén na plyn a je unasen
kolonou, kde dojde k separaci latek na zaklad¢ jejich schopnosti vazat se na stacionarni fazi.
Dilezitou Casti zafizeni je termostat, diky kterému je zajiSténa dostatecna teplota pro udrzeni
vzorku v plynném stavu. V piipadé, ze vzorek obsahuje Siroké spektrum latek s riznymi
teplotami varu, je mozné termostat nastavit, aby upravoval teplotu pro analyzu. Termostat
bézné pracuje s teplotami v rozmezi 50 °C az 300 °C. Na konci kolony se nachazi detektor, ze
signalu detektoru se na zaklad¢ Casu a intenzity vyhodnoti druh a kvantitativni zastoupeni latek.
Vyhodnocovaci zafizeni zpracuje signal z detektoru a zakresli jej jako chromatografickou

kiivku (Klouda, 2003).
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Obrazek ¢. 2: Schéma plynové chromatografie

3.7 Vybrané mikroorganismy

3.7.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis je grampozitivni, nesporulujici, fakultativné anaerobni kok (Van Tyne et
al., 2013). Normalné se vyskytuje ve stievni mikrobioté zvifat a lidi (Peel et al., 2012).
E. faecalis je oportunisticky patogen, nebezpecny prevazné pro jedince s oslabenym imunitnim
systémem (Daniel et al., 2017). Je jednou z hlavnich pii¢in infekci v nemocniénich zatizeni.
E. faecalis je znamy pro svou schopnost ziskavat antibiotickou rezistenci (Van Tyne et al.,
2013). Casto je proto rezistentni vii¢i nékolika typtim antibiotik. E. faecalis je schopny pienaset
svou antibiotickou rezistenci na jiné bakterie (McBride et al., 2007). V poslednich né€kolika
desetiletich je Castou pfic¢inou infekci poopera¢nich ran nebo mocovych cest (Wang et al.,
2017). Rezistence na antibiotika, jako Tetracyclin, také Casto pochazi z farmarskych zvirat.
Rezistentni E. faecalis se dnes muze nalézat i ve vodnich zdrojich, protoze lidska populace,

zvitata a zivotni prostiedi jsou propojené (Daniel et al., 2017).
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Schopnost zpisobovat tolik infekei je také diky vysoké odolnosti mikroorganismu. Dokéze
prezit vV nemocni¢nim prostfedi a obranné mechanismy napadené¢ho organismu. Dalsi jeho
vyhodou je ziskavani rGznych znakl jinych organismi pomoci horizontalniho transferu.
Piedpoklada se, Ze takto ziskal exotoxin cytolysin, povrchové proteiny, hydrolasy a dalsi.
Vymeéna genetické informace probiha také pomoci plazmidd (McBride et al., 2007). Exotoxin
dokaze narusovat jak bakterialni, tak eukaryotické bunky (Van Tyne et al., 2013).

3.7.2 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inka ze skupiny Enterobakterii.
Byla pojmenovana po némeckém védci Theodoru Escherichovi (Gomes et al., 2016). E. coli se
normalné vyskytuje ve stievni mikrobioté zvitat i lidi. Ac¢koliv nejsou vSechny kmeny E. coli

nebezpecné, nékteré dokazi zplisobovat nemoci lidi, savcei a ptaka (Bélanger et al., 2011).

Patogenni E. coli se rozd¢luji na dvé kategorie. Prvni jsou kmeny, které zptsobuji stfevni
patologie. Rozdéluji se dale na typy enteropatogenni, enterohemoragické nebo tvofici
enterotoxiny. Rezervoarem téchto kment jsou ¢asto zvifata na farmach. Druhym typem jsou
kmeny zptsobujici extraintestindlni patologie (Bélanger et al., 2011). Tento typ je pfi¢inou
infekei, véetné mocovych infekci, meningitid a otrav krve (Kaper et al., 2004). E. coli nejéasté;ji
zpusobuje prijmova onemocnéni a je ¢astou pficinnou umrti déti a novorozenct v rozvojovych
zemich (Gomes et al., 2016). Je ji pfisuzovana i vysoka imrtnost brojlerovych kufat (Bélanger
et al., 2011). Escherichia coli je nejspise nejlépe prozkoumanou bakterii, Casto vyuzivanou ve
vyzkumech. Také je bakterii, u které se zvySuje antibioticka rezistence (Russo et Johnson,
2003).

3.7.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni, acrobni ty¢inka, ktera je vSudypiitomna v zivotnim
prostiedi (Jo et al., 2014). P. aeruginosa je =za uréitych podminek schopna zit
i anaerobn¢ v prostiedi s nitraty nebo L-argininem (Wu et al., 2005). Je to oportunisticky
patogen, zpusobujici fadu akutnich i chronickych infekci u pacientl se sniZenou imunitou.
Je také hlavni pti¢inou umrti pacientd s cystickou fibrozou (Moradali et al., 2017). Pro pacienty
V nemocnicnich zafizenich je nebezpecna zejména diky rezistenci vici Siroké Skale antibiotik
(Kalluf et al., 2017). Dale zptsobuje nekteré ocni infekce, které vedou az k slepoté pacienta
(Murugan et al., 2017). Je také zodpovédna za zvySenou mortalitu pacientd s nemocemi plic

a popaleninami. Zpusobuje také infekce mocovych cest (Turnpenny et al., 2017).
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P. aeruginosa je schopna prizptisobovat sviij metabolismus, ménit své lokalni prostiedi a diky
tomu uzpusobit svou rezistenci vic¢i imunitnimu systému a 1é¢bé antibiotiky. Bakterie je také
schopna komunikovat s okolnimi koloniemi a ménit tak pohyblivost, biofilm a hustotu populace

(Turnpenny et al., 2017).

3.7.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni, fakulativné anaerobni kok. Dosahuje rozméru v
pruméru 1 um (Forsythe, 2010). Koky se seskupuji do hloucku tak, ze vytvari Gtvary podobné
hroznim (Schindler, 2010). S. aureus je fakultativné anaerobni, ale je schopny rust i v aecrobnich
podminkach (Forsythe, 2010). Soucasti jeho metabolismu je i produkce karotenoidi, jehoz
produktem je zlaté zbarveni kolonii (Ray et Bhunia, 2014). Vyskytuje se ve vzduchu, prachu,
odpadnich vodach, vod¢, primyslu, potravinach, na lidech i zvifatech (Forsythe, 2010).
Neprodukuje spory, ale miize zpiisobit kontaminace potravin béhem pfipravy a zpracovani.
Optimalni pro rist S. aureus je teplota 37 °C, ale mize rust uz v rozmezi mezi 7 ° C a 48.5 °C.
Rust probiha v pH od 4.2 do 9.3 s optimem pH mezi 7 a 7,5. S. aureus dokaze ptezivat velmi
vysoké koncentrace NaCl a to az 15 %. Déle mu nevadi ani suché prostredi jako lidska kuze,

povrchy pfedméti nebo obleceni (Kadariya et al., 2014).

Nebezpeci jeho vyskytu je v tom, Ze produkuje toxiny nazyvané enterotoxiny, které jsou
termostabilni (Forsythe, 2010). S. aureus se nejcastéji vyskytuje v jidlech s vy$§im obsahem
proteini jako mléko, mlééné produkty, maso a masné produkty, salaty, pekaiské vyrobky
a sendvi¢e (Hennekinne et al., 2012). Intoxikace se projevi 1 az 8 hodin po poziti
kontaminované potravy a symptomy zahrnuji slinéni, Zalude¢ni nevolnost, zvraceni, b¥isni
kiece a prijem. V nékterych ptipadech se vyskytuji bolesti hlavy, svalové kiece nebo zmény
krevniho tlaku. Pribéh muize byt velmi rychly a akutni, ale je ovlivnén mnozstvim pozité
kontaminované potraviny, mnoZstvim toxinu v potraviné a zdravotnim stavem jedince

(Forsythe, 2010).

S. aureus trvale kolonizuje az 20 % lidské populace, avsak jeho piitomnost je pokladana za
normalni mikroorganismus lidské kuze, nosu a krku (Foster et al., 2013). Staphylococcus
aureus zpusobuje celou fadu infekci. Jedna se hlavné o infekce ran, abscesy, otravy krve, zapal
plic a artritidy (Shahdordizadeh et al., 2017).
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Jak se ukazuje, Staphylococcus aureus ma zvlast dobré ptredpoklady si vytvofit obranné
mechanismy proti u¢inkiim antibiotik (Bud, 2007). Je velice GspéSnym lidskym patogenem
s globalnim rozsifenim. Od prvniho rozpoznani v 60. letech 20. stoleti se brzy na I€¢karskych
pracovistich objevily jeho methicillin rezistentni kmeny neboli MRSA (Jenney et al., 2014).
Hlavnim diivodem zvySeného mnozstvi umrti na lékatskych pracovistich jsou pravé methicillin
rezistentni kmeny (Edited by W. Michael Scheld et al., 2008). V poslednich letech vsak byly
pozorovany piipady nakazy lidi bez kontaktu s nemocni¢nim prostiedim (Jenney et al., 2014).
Staphylococcus aureus je druhym nejcastéjSim onemocnénim vyzadujicim lékaiské oSetieni
v rozvojovych zemich. Brzka identifikace pacienti s MRSA a zaroven prevence Sifeni jsou
nejdulezitéjsim opatienim (Pourakbari et al., 2017). I pfes vyvoj novych antibiotik se vSak
problém bakterialni rezistence nepodafilo zcela vyfesit. Bakterie ¢asem ziskavaji rezistenci

i k novym typim antibiotik (Bud, 2007).

3.7.5 Candida albicans

Kvasinku Candida albicans lze nalézt jako obvykly lidsky stievni mikroorganismus (Noble et
al., 2016). Zaroven je i nejCastéjsim houbovym patogenem u lidi (Zida et al., 2017).
C. albicans mize ptekonat sttevni bariéru a vstoupit tak do krevniho fe¢isté. Schopnost zabranit
vstupu do krve je dana imunitni odpovédi hostitelského organismu, a to jak imunitou vrozenou,
tak ziskanou (Tong et Tang, 2017).

Infekce jsou Casto zpisobeny zdravotnickym vybavenim, jako jsou katetry a injekce, které
narusi ptirozenou bariéru téla a umozni vstup C. albicans do krevniho fecisté¢ (Richardson et
Moyes, 2015). C. albicans je pravé proto nejéastéji nalezeny houbovy patogen u nemocniénich
pacientti. U té€chto pacientd zpuisobuje sepse a septické Soky, které zvySuji umrtnost (Tong et
Tang, 2017). Mize zpusobit zivot ohrozujici infekce, zvlasté u pacientli s nizkou imunitou
nebo uzivajicich imunosupresiva (Pongracz et al., 2015). Infekce C. albicans ¢asto doprovazi
dalsi bakterialni infekce (Tong et Tang, 2017). Kvuli vyvinuti rezistence na obvykle pouzivana

antimykotika, je dnes potieba najit nova ucinna 1éciva (Zida et al., 2017).
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3.8 Vybrané rostliny

3.8.1 Anthriscus cerefolium L. Hoffm.

Rostlina je pivodem z Evropy a Asie, ale rozsifila se i do Severni Ameriky. Vyuziti nachazi
hlavné v kuchyni jako kofeni. Anthriscus cerefolium L. Hoffm. je také znamy pod nazvem
kerblik téebule, je to 0,5 metru vysoka, malo rozvétvena jednoleta rostlina s dutou lodyhou
(El Gendy et al., 2015). Vyznacuje se svétle zelenymi, jemnymi, dvakrat trojné zpefenymi listy
(Janca et Zentrich, 1995b). Listy jsou nejprve svétle zelené, poté v§ak méni barvu do cerveno-
oranzové (El Gendy et al., 2015). Okoliky jsou ptisedlé, s 2 az 5 okolicky, které tvoii drobné
bilé kvéty. Plody vyrastaji na kratkych stopkach, jsou ¢arkovité podlouhlé, délky 7 az 10 mm.

Po rozemnuti rostlina voni po anyzu (Janca et Zentrich, 1995b).

Kerblik je obvykle rostlina péstovana, obc¢as zplaiujici. Pfi sbéru v lese je nutné davat si pozor
na zaménu s bolehlavem, ktery také patii do ¢eledi mitikovitych. Sbira se pfedevsim nat’, nékdy

i semena. Nat’ se uplatiluje jako kuchyiiska zelenina (Janca et Zentrich, 1995b).

V lidovém Iécitelstvi se nat’ pouziva pii zdnétech mocového méchyie. Kromé urologickych
problémi se kerblik vyuziva pii bolestech zaludku, bronchitidé, pfi koznich problémech
a u otokti lymfatickych uzlin. Nejc¢astéji se z nati pfipravuje odvar, nalev nebo extrakt. Dalsi
vyuzivanou ¢asti jsou semena rostliny, ktera se drti na prasek podavany po jidle (Janca et

Zentrich, 1995b).

Obrazek &. 3: Anthriscus cerefolium
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3.8.2 Anthriscus sylvestris L. Hoffm.

Anthriscus sylvestris je divoce rostouci rostlina, kterou lze nejéastéji nalézt v remizkach, na
okrajich silnic, v lesich, zanedbanych pastvinach a se¢nych lukach (Olaru et al., 2015).
Piivodem je rostlina z Evropy, zapadni Asie, Severozapadni Afriky a sttedomotskych oblasti.
Rostlina dortsta 60 az 170 centimetrii. Kvete od poloviny jara az do 1éta. Kvétenstvim jsou
okoliky s drobnymi bilymi kvéty (Yong et al., 2009). Rostlina je schopna se adaptovat na rtizna
prostiedi, a tak ji lze nalézt 1 v subtropickych oblastech. Tyto adaptace vSak zméni Zivotni
cyklus a dochazi ke zménam v ristu a vyvoji rostlinnych organt (Li et Sheng, 2008). Rostlina

obsahuje deoxypodophyllotoxin, ktery vykazuje antirakovinné, antiproliferacni, antivirové,

-----

Tradi¢né se uziva pti bolestech hlavy jako tonikum (Olaru et al., 2015). Nadzemni ¢ast rostliny
je vyuzivana pii 1é¢bé ledvinovych kament (Allen et Hatfield, 2004). Kotfenova ¢ast je v Asii
vyuzivana jako antipyretikum, analgetikum, diuretikum a k 1é¢bé kasle (Olaru et al., 2015).
V Indii se pouziva k 1é¢eni revmatismu a zanétlivych onemocnéni (Gairola et al., 2014). SuSeny
kofen je tradi¢né pouzivan v Koreji a Ciné pfi 16¢bé nejriiznéjsich onemocnéni (Hendrawati et

al., 2011).

Obrazek ¢. 4: Anthriscus sylvestris
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3.8.3 Astrantia major L.

Astrantia major L. neboli jarmanka vyssi je 0,5 metru vysoka, vytrvala rostlina s chudé
vétvenou a malo olisténou lodyhou. Jarmanka roste ve vlhkych ¢astech stinnych lest. Pfizemni
listy jsou dlouze tapikaté, obvykle pétidilné a pilovité zubaté. Dal§im poznavacim znakem jsou
drobné bilé kvéty ve vrcholovych okolicich. Jarmanka kvete v ¢ervenci az srpnu. Plodem jsou
5 mm dlouhé nazky. V minulosti byval hlavnim zdjmem sbéru oddenek sbirany na podzim.
S ohledem na jeho mirnou toxicitu, vyvolavajici obfas nevolnost, se zacala uzivat nat’ (Janca

et Zentrich, 1995b).

V lidovém lécCitelstvi se jarmanka uziva jako mocopudny prostfedek, pro zlepSeni traveni
a zvySeni tvorby Zalude¢nich §tav. Dale se pouZziva jako prostfedek proti ledvinovym
kamentim, zevné jako antialergikum, pfi alergické rymé a k 1é¢bé ekzému. Z jarmanky se
pripravuji nalevy, odvary, prasek, balzdm nebo se pfidava do cajovych smési. DalSim
uvadénym produktem je podavani jarmanky v tzv. medové bieéce. Piipravky z jarmanky se

nedoporucuje podavat dlouhodobé ani t¢hotnym Zenam (Jancéa et Zentrich, 1995b).

Obrazek ¢. 5: kvét Astrantia major
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3.8.4 Pastinaca sativa L.

V Cechach také znamy jako pastinak sety je trvalka s bilym, vietenovitym kofenem (Janca et
Zentrich, 1995a). Jeho piivod je v Evropé€ a Asii, kde je vyuZzivan v kulinafstvi, Casto také jako
jidlo pro novorozence nebo krmivo hospodaiskych zvifat (Castro et al., 2012). Prvni dikazy
o davném péstovani jsou 4000 let stara semena pastinaku, kterd byla nalezena ve Svédsku.
O péstovani ve zbytku Evropy jsou zminky ze 14. stoleti. Pastinak se rozsifil 1 do dalSich ¢asti
svéta, nejspiSe jako péstovana rostlina. Kotfen je bohaty na sacharidy, a proto byl kultivovédn a
konzumovén v mnoha ¢astech svéta. Komeréné je dnes pastinak kultivovan v Severni Americe,
Evropé¢ a Oceanii (Jogesh et al., 2015). Pastinak se bézné péstuje i u nas, diive ob¢as zplanoval
na lukéch, pastvinach a btezich vod. V soucasnosti je zplanéni pastinaku neobycejné vysokeé.
Rostlina dortsta az 1 metru, lodyha je ostfe hranata s kratkymi a roztrouSenymi chlupy.
Listy pastindku jsou uzké, na bazi klinovité a v dolni poloviné pefenoklané. Kvétenstvi jsou
okoliky s 10 az 20 mensimi zlut¢ kvetoucimi okolicky, které rozkvétaji v cervenci. Plodem jsou

dvounazky s kiidélky po stranach. Nékteré kultivary pastindku ziji jako dvouleté rostliny (Janca
et Zentrich, 1995a).

Lidove se pastindku také tika ,,stary petrzel". Kofen se pouziva v lidovém 1écitelstvi k 1é¢eni
riznym mocovych potizi a mocovych kamenii. Dale se vyuzivd k uklidnéni zazivani,
protikiecové, mocopudné, pii zdnétech v hrdle a ke zlepSeni chuti k jidlu. Z kotene vykopaného
v kvétnu az Cervnu se vyrabi nalevy, tinktury, pastindkové vino, odvary, pastindkovy likér
a st'ava. Dlouhodobé podavani vyrobki vSak neni vhodné vzhledem k tomu, ze pastinak drazdi
ledviny a pfi podavani v 1ét¢ miZe na slunci vnimavym osobam zpiisobit fotodermatozu (Janca

et Zentrich, 1995a).

Obrazek ¢&. 6: Pastinaca sativa
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3.8.5 Pimpinella saxifraga L.

Pimpinella saxifraga je také znama pod nazvem bedrnik obecny (Janéa et Zentrich, 1994).
Rostlina je rozsifena v Evropé a Asii (Kisiel et al., 1998). Bedrnik se reprodukuje vyluéné
generativni zptisobem. Ziidka se vyskytuje jako dominantni druh v porostu (Niinemets, 2005).
Rostlina pfizptisobena na slunné oteviené plochy, casto ji lze nalézt na malo
obhospodatovanych travnich porostech. Kvili hnojeni a intenzivnimu obhospodafovani pudy
vSak bedrnik a dalsi rostliny mizi. Nedavné nalezy ale ukazuji, Ze se bedrniku dafi u kraja silnic,

kde prospiva (Auestad et al., 2010).

Bedrnik je trvalka s lysou, nékdy i mirné pyfitou lodyhou. Lodyha je obla s jemnym ryhovanim,
vétvend, nahote bezlista. Dolni listy jsou pfisedlé, vejcité a zubaté. Oddenek je vietenovity.
Rostlina dortistd 0,5 metru. Kvétenstvim jsou okoliky s 6 az 25 okolicky a bilymi kvéty.
Predmétem sbéru je kotfen, n¢kdy i listy, které se pouzivaji jako kotfeni (Janca et Zentrich,

1994).

Kofeny rostliny byly vyuzivany v 1é€itelstvi pii 1écbeé kasle a plicnich onemocnénich (Kisiel et
al., 1998). Z kotfene se také piipravuji tinktury, nalev, balzamy nebo prasek. Bedrniku je
pfisuzovana schopnost zmenSovat ledvinové kameny, detoxikovat, 1é¢it dychaci cesty,
zvySovat imunitu a pfi zevnim pouZiti urychlovat hojeni. Kombinaci s dalSimi rostlinami se
z bedrniku pfipravuji smési na 1écbu otokt, vykaslavani a nachlazeni. Pii predavkovani mtize

dojit k precitlivosti na svétlo (Janca et Zentrich, 1994).

Obrazek ¢. 7: list Pimpinella saxifraga
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3.8.6 Sanicula europaea L.

Sanicula europaea, také znama pod nazvem zindava evropska, je trvalka dorstajici az
0,5 metru (Janca et Zentrich, 1997). Rostlina se vyskytuje v Evropé, ¢astech Afriky a Asie
(Gustafsson et Ehrlen, 2003). Zindava ma kratky plazivy, hnédy oddenek a jednoduchou, malo
vétvenou lodyhu (Janca et Zentrich, 1997). Rostlina je stale zelena se silnymi a koznatymi listy
(Gustafsson et Ehrlen, 2003). Listy jsou pfizemni, fapikaté s okrouhlou, dlanitou pétidilnou
cepeli, kterd je na okrajich pilovita. Kvéty Zindavy jsou drobné, bilé a seskupené do kulovitych
strboult, kde vytvari vidlanovity vrcholik (Janca et Zentrich, 1997). Kvést zacina ve véku
8 az 16 let, jeji semena maji hacky, které slouzi k uchyceni napt. na zviteci srst (Gustafsson et
Ehrlen, 2003). Rostlina kvete od kvétna do &ervna a jejim plodem jsou kulovité nazky. Zindavu
je mozné nalézt ve stinnych lesich, pfedev§im v bucinach (Janca et Zentrich, 1997). Rostlina

ma také schopnost se rozmnozovat vegetativiné pomoci oddenku (Gustafsson et Ehrlen, 2003).

V 1écitelstvi je predmétem sbéru hlavné kvetouci nat, z které se ptipravuji kloktadla, masti,
prasek, nalevy a tinktury. V n€kterych zemich se sbird 1 kofen Zindavy. Mast ma mit
protialergické ucinky a také pomahat pii atopickém ekzému. Dale se pouziva proti vyrazkam,
viedim a zahnisanym ranam. Kloktadlo a tinktury ptsobi proti bolestem v krku a pfi zanétech
ustni sliznice a dasni. Vnitini uZiti je vhodné pifi zanétech dychacich cest a pfi poruchéach
traveni, k ¢emuZ se nejcastéji uziva prasku z Zindavy. DalSim vyrobkem z Zindavy je ,,zelena
mast", kterd se pfipravuje pfimichanim pryskyfice, v€eliho vosku a mésickové masti. Mast se
pouziva pii 16¢bé koznich a cévnich problémi a revma. Zindava nalezne uplatnéni i pii 16¢bé

starych a Spatné se hojicich ran. Zindava neni toxicka, ale je pokladana za ostfeji piisobici, a

proto neni vhodna pro déti a oslabené jedince (Janca et Zentrich, 1997).

r L

Obrazek ¢. 8: Sanicula europaea

19



4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Vybér rostlin probehl vyhledanim zminky o obsahu silic v Herbatich 1é¢ivych rostlin (Janca et
Zentrich, 1994, 1995a, 1995b, 1997). Ze seznamu rostlin obsahujicich silice byly vybrany
rostliny rostouci na tizemi Ceské republiky. Dale byly vyfazeny ty rostliny, které jiz jsou
dostate¢né prozkoumany z hlediska jejich biologické aktivity a slozeni. K tomu bylo pouZzito
vyhledavani ve védecké databdzi Web of Science. Vybrané rostliny poté byly lokalizovany a
sesbirany. Sbér rostlin probihal v oblasti stiednich Cech v mésicich &erven aZ srpen. Rostliny

byly sesbirany v dobé jejich kvetu, za slunného pocasi v odpolednich hodinéch.

4.1.1 Anthriscus cerefolium L. Hoffm

Semena Anthriscus cerefolium byla zakoupena od firmy NOHEL GARDEN a z nich pak
vypé&stovany rostliny v lokaci 50 © 06 ' 07.9 " severni $iiky a 14 ° 03 ' 05.8 " vychodni délky.
K testovani byla pouzita celd zelena nadzemni ¢ast rostliny. SuSeni prob&hlo ve stinu, nasusena
rostlina poté byla uloZzena v papirovém obalu na suché misto. K néasledné destilaci bylo pouzito

102,3 g susené¢ho materialu.

4.1.2 Anthriscus sylvestris L. Hoffm.

Rostliny byly sesbirdny v dobé kvétu na soutadnicich 50 °© 06 ' 01.3 " severni Sitky
a 14 ° 02 ' 54.5 " vychodni délky. Suseni probihalo ve stinu, poté byla rostlina ulozena do

papirového obalu na suché misto. K destilaci bylo pouzito 80,7 g zelené nadzemni ¢asti rostliny.

4.1.3 Astrantia major L.

Na soufadnicich 50 ° 05 ' 37.6 " severni Sitky a 14 © 02 ' 52.3 " vychodni délky byla nasbirana
kvetouci nadzemni ¢ast rostliny, ta byla susena ve stinu a poté uloZzena do papirového obalu.

K destilaci bylo pouzito 117,23 g suseného rostlinného materialu.

4.1.4 Pastinaca sativa L.

K destilaci byly nasbirany kofeny Pastinaca sativa v dobé kvétu rostliny na soufadnicich
50 °05"'56.5 " severni Sitky a 14 © 03 ' 06.7 " vychodni délky. Kofeny byly omyty, rozptleny
a suseny ve stinu mimo piimé slunce, potom byly ulozeny do papirového obalu na suché misto.

K nasledné destilaci bylo pouzito 88,9 g suSenych koteni.
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4.1.5 Pimpinella saxifraga L.

Kofenova cast rostliny byla sesbirdna na soufadnicich 50 © 05 ' 57.6 " severni Sitky
a 14 °03'04.9 " vychodni délky. Kofeny byly také omyty, rozpiileny a nasuseny mimo piimé
slunce. SuSeny materidl byl uskladnén v papirovém obalu na suchém misté. K nasledné

destilaci bylo pouzito 132,4 g suSenych kofend.

4.1.6 Sanicula europaea L.

Na soufadnicich 50 ° 05 ' 51.9 " severni Sitky a 14 © 04 ' 15.3 " vychodni délky byla nasbirana
celd nadzemni kvetouci ¢ast rostliny. Rostliny byly nasuseny ve stinu, poté ulozeny na suché
misto v papirovém obalu. K nasledné destilaci bylo pouzito 125,87 g nasuSené kvetouci

nadzemni ¢asti rostliny.
4.2 Pristroje a pomicky

Ptistroj Multiscan Ascent od firmy CHEMOS CZ pro méfeni ristu mikroorganismt, pH metr,
analytické vahy, bézné vahy, autoklav, inkubator, flow-box, ultrazvukova lazen, vibracni
michadlo, plynovy kahan, topné hnizdo, opticky denzimetr pro méteni McFarlandovy stupnice
(Biosan DEN-1B), Agilent GC 7890B s detektorem MS Q-TOF (Agilent, Santa Clara, FL,
USA), nepolarni kolona HP-SMS (30 m x 250 pm x 0.25 pm) od Agilent (Santa Clara, FL,
USA), Agilent GC 7890A s detektorem FID (Agilent, Santa Clara, FL, USA), Multiscan Ascent
Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

Kadinky, odmérné vélce, sklenéné vialky, magnetické michadlo, plastova korytka, injekéni
stiikacky, plastové zkumavky s uzavérem, zkumavky Eppendorf, stojanky na zkumavky,
laboratorni 1zi¢ky, automatické pipety o objemech 10, 20, 100, 200, 1000 ul a pipetovaci Spicky
o odpovidajicim objemu, injekéni stiikacky, inokulacni desti¢ky s hroty, mikrotitra¢ni desticky

s 96 jamkami s vickem, Petriho misky, klavovaci pytle, gumové rukavice.

Destilovana voda, Tween 80 (Sigma-Aldrich), ethanol 96 %, ethanol 70 %, 35 % HCI, NaCl,
KCI, Tris Base, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), Silice
Origanum vulgare (Biomedica).
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4.3 Extrakce silic

Suchy rostlinny material byl pokazdé najemno rozdrcen, nasypan do destila¢ni banky a poté
byla pfidana destilovana voda. Nasledné probéhla destilace vodni parou za pouziti topného
hnizda a destilacni kolony typu clevenger po dobu 3 hodin. Silice byla ulozena ve sklenéné
vialce pii 4 °C. Po extrakci byla opakované zméfena hmotnost 10 pl silice a z udaju byla
prostym aritmetickym primérem spoctena hustota silic. Vysledna hustota silic byla pouzita pro

vypocet mnozstvi silice potfebného pii antimikrobidlnich testech.

4.4 Mikroorganismy

Pro testovani byly pouzity kmeny American type culture collection (ATCC)

Grampozitivni bakterie Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Gramnegativni bakterie Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Kvasinka Candida albicans ATCC 10231

4.5 Média

Tris-buffered saline na ptipravu 1 litru: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 6,1 g Tris Base (Sigma-Aldrich).
Nasledné upravit na pH 7,6 pomoci 35 % kyseliny chlorovodikové, poté autoklavovat pti

121 °C po dobu 15 minut, a nakonec ulozit pii 4 °C.

Pro Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus bujon Mueller-Hinton
broth od firmy OXOID — pfiprava: 21 g na 1 litr tris-buffered saline a poté autoklavovano pii

121 °C po dobu 15 minut, nasledné uloZit pii 4 °C.

Pro Enterococcus faecalis bujon Mueller-Hinton broth od firmy OXOID - ptiprava: 21 g na
1 litr tris-buffered saline, obohacen o 1 % glukdzy a poté autoklavovano pii 121 °C po dobu 15

minut, ndsledné ulozit pii1 4 °C.
Pro Candida albicans bujon Sabouraud dextrose liquid medium od firmy OXIOD - 30 g na
1 litr tris-buffered saline, a poté autoklavovano pti 121 °C po dobu 15 minut, nasledné ulozit

pfi 4 °C.
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4.6 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita silic byla méfena pomoci mikrodilu¢ni metody (CLSI, 2012). V§echny

vzorky byly testovany po tfech opakovanich ve tfech nezavislych testech.

4.6.1 Zasobni roztoky

Pro kazdy mikroorganismus bylo vytvofeno zasobni inokulum pouZzivané pro dalsi pokusy.
Toto inokulum bylo tvofeno médiem a pfislusSnym mikroorganismem a inkubovano 24 h
pii 37 +/- 0,2 °C v piipadé bakterii, a pii 25 +/- 0,2 °C po dobu 24 h pro Candida albicans.

Nasledné byla tato zasobni inokula uloZena pii 4 °C.

Zasobni roztok silic byl pfipraven vypoctem z hustoty silice tak, aby pocatecni koncentrace
silice v 1. jamce odpovidala 1024 ul/ml. Potiebné mnozstvi silice bylo rozpusténo v roztoku
96 % ethanolu a Tweenu smichaného v poméru 2:1 tak, aby v kone¢ném experimentu bylo
maximalné 1,5 % tohoto rozpoustédla se silici. Zasobni roztok byl zvortexovan, umistén
na 5 minut v ultrazvukové lazni, znovu zvortexovan a uskladnén pii 4 °C. K porovnani
antimikrobialnich uc¢inkt byla jest¢ pfidana silice Origanum vulgare znama svymi

antimikrobialnimi G¢inky. Silice O. vulgare byla pfipravena stejnym postupem.

4.6.2 Testovani

Pied kazdym testem bylo z n¢kolika kapek ze zasobniho inokula a pfislusSného bujonu
pfipraveno nové inokulum pro testovani. Inkubace nového inokula probihala 24 h

pti 35 +/- 2 °C v ptipadé¢ bakterii a pti 25 +/- 0,2 °C po dobu 24 h pro kvasinku.

Pro kazdy test bylo pfipraveno kontrolni antibiotikum. Jako kontrolni antibiotikum pro
testovani Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus byl zvolen Oxacillin (Sigma-Aldrich).
Oxacillin dosahoval cistoty 86,3 %, jako rozpoustédlo byla pouzita destilovand voda. Pro
testovani kvasinky Candida albicans byl jako kontrolni antibiotikum pouzit Tioconazole
(Sigma-Aldrich) o 97 % distote, rozpustény v 96 % ethanolu. Pro bakterie Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa byl pouzit Tetracycline (Sigma-Aldrich) o Cistoté 88 %, rozpustény
V 96 % ethanolu. Mnozstvi je prepocitano tak, aby pocate¢ni koncentrace v 1. jamce desticky
pro antibiotikum Oxacillin a Tioconazole byla 16 ul/ml, pro antibiotikum Tetracycline bylo

zvoleno 64 pl/ml. Kvuli presnosti vah bylo odméfeno 100x vyssi mnozstvi antibiotik
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a rozpusténo v prislusném rozpoustédle. Nasledné bylo odebrano 10 pl roztoku antibiotika,

ptidano 990 pl ptislusného bujonu a zvortexovano.

Pted kazdym testem bylo ze zdsobniho roztoku silic odpipetovano potiebné mnozstvi silice
Vv rozpoustédle a pridan vypocitany objem bujonu. Tato smés byla jesté znovu zvortexovana.
Do 1. jamky desticky pro mikrodiluéni test bylo vzdy pfeneseno 200 ul roztoku antibiotika
nebo silice v bujonu. Do 2. az 12. jamky bylo napipetovano 100 ul piislusného bujonu.
Nasledné je z 1. jamky pieneseno 100 ul do 2. jamky a promichano. Z 2. jamky je znovu
pteneseno 100 ul do 3. jamky a znovu promichano. Tento postup se opakuje az do 10. jamky.
Z 10. jamky je 100 ul odebrano a vyhozeno. Jamka ¢. 11 slouzi pro kontrolu ristu a jamka

¢. 12 pro kontrolu ¢istoty bujonu.

Pro zaockovani desticky se do 15 ml zkumavky ptida ptislusny bujon, zméti denzita a prida
takové mnozstvi inokula, aby se hodnota zvysila o 0,5 McFarland zékalového standardu
(Biosan DEN-1B), coz by mélo odpovidat 1 - 2 x 108 KTJ/ml. Takto upravené inokulum bylo
ptelito do Petriho misky. Pomoci inokulatoru s jehlami je ponofenim do Petriho misky dvakrat
preneseno inokulum do kultivacniho média v jamkach 1 az 11 mikrotitra¢ni desticky. Tim je
dosazeno pfiblizné 4 x 10° KTJ/ml v kazdé jamce desti¢ky pii objemu 100 pl. Inokulator je po
kazdém pteneseni namocen v misce s ethanolem a sterilizovan v plamenu kahanu. Zaoc¢kované
desticky jsou piekryty oznacenym vickem a uloZeny do termostatu pii teploté 37 +/- 0,2 °C po
dobu 24 h v pfipad¢ bakterii a v ptipadé kvasinky 25 +/- 0,2 °C po dobu 48 h. Rust testovaného

mikroorganismu se projevi jako zékal na dné jamky.

Pti smichani silice Origanum vulgare s bujonem bylo pozorovano vytvoteni bilého zéakalu.
Zakal zistaval v jamkach mikrodiluéni desticky, a proto byl pfidan slepy test pro silici
Origanum vulgare. Test spo¢ival ve vytvoreni fedici fady, jako u pfedchozich silic, vytvofené
pouze silici a bujonem, kontrolou ristu a kontrolou Cistoty bujonu. Koncentrace v 1. jamce byla
1024 pg/ml silice Origanum vulgare. Kvili zakalu tvofenému silici byl rist mikroorganismu

zkontrolovéan pouzitim MTT, ktery je Zivymi mikroorganismy pfeménén na fialovy formazan.

Riust mikroorganismi je hodnocen zméfenim =zakalu vzorki pomoci pfistroje
Multiscan Ascent Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) v modu
stepping pti 405 nm. Vysledky 3 opakovani kazdého ze 3 testii byly zprimérovany, pak byla

od kazdé hodnoty odectena kontrola ¢istoty. Hodnota pro urcitou koncentraci byla vydélena
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hodnotou kontroly rstu a poté vynasobena 100, tim byl ziskdn procentudlni nariist oproti
kontrole rdstu. Minimalni inhibiéni koncentrace (MIC 80) byla vyjadiena jako modus
minimalni koncentrace testované latky (pg/ml), kterd inhibovala > 80 % bunck. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC 50) byla vyjadiena jako modus minimalni koncentrace testované

latky (ng/ml), ktera inhibovala > 50 % bun¢k.

Tabulka ¢&. 1: Redici fady experimentu v pg/ml

, Jamka
Testovana
latka 1 2 3 4 516 7 8 9 10 11 12
Kontrola | Kontrola
Silice 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 | 32 | 16 8 4 2 )
rustu Cistoty
Tetracyclin Kontrola | Kontrola
64 32 | 16 8 41 2 1 0,5 0,25 0,125 )
e rustu Cistoty
Oxacillin
Kontrola | Kontrola
nebo 16 8 4 2 1(05]0,25](0,125 | 0,0625 | 0,03125 )
) rustu Cistoty
Tioconazole

4.7 Chemické slozeni

Chemické slozeni jednotlivych silic bylo méfeno pomoci plynové chromatografie. Silice byla
analyzovana na pristroji Agilent GC 7890B s detektorem MS Q-TOF (Agilent, Santa Clara, FL,
USA), ptistroj byl vybaven nepolarni kolonou HP-5MS (30 m x 250 um x 0.25 pm) od Agilent
(Santa Clara, FL, USA). Silice byla rozpusténa v n-hexanu pro GC v poméru 1:1000.
1 pl vzorku byl pouzit k nastfiku do injektoru o teploté¢ 250 °C s pomérem déleni 12:1.
Jako nosny plyn bylo pouZzito helium o rychlosti proudéni 1 ml/min. Teplotni program je
nastaven na pocate¢nich 60 °C drzenych konstantné 3 minuty, poté se teplota zvySuje po 3 °C
azna 231 °C, kde je teplota drZzena 10 minut. Celkovy ¢as analyzy je 70 minut. Ioniza¢ni energie
je nastavena na 70 eV a data byla ziskdna v modu celkového skenovani. Identifikace je zaloZena
na porovnani hmotnostniho spektra a retencnich €asii s National Institute of Standards and
Technology Library (NIST, USA) a literaturou. Zastoupeni individudlnich sloucenin je

vyjadieno jako relativni procentudlni podil dle ploch piku.

25



5 Vysledky

5.1 Extrakce silic

Hydrodestilaci bylo ziskano 140 pl nazloutlé silice Anthriscus cerefolium, coz odpovida
vytéznosti 0,14 %. Z rostliny Anthriscus sylvestris bylo s vytéznosti 0,19 % ziskano 150 ul
Zluté silice. Z kvetouci nadzemni ¢asti Astrantia major s vytéznosti 0,18 % bylo ziskano
210 pl zlutozelené silice. Z kofenu Pastinaca sativa bylo vydestilovano 200 pl svétle zluté
silice, coz odpovida vytéznosti 0,23 %. Zkotent rostliny Pimpinella saxifraga bylo
s vytéznosti 0,12 % ziskdno 160 pl silice modré barvy. Vytéznost kvetouci nadzemni ¢asti
rostliny Sanicula europaea byla 0,09 %, tim bylo ziskano 110 ul Zluté az zelené silice.

Vytéznost silic shrnuje néasledujici tabulka €. 2.

Tabulka €. 2: Vytéznost silic z rostlinného materialu

Anthriscus cerefolium | 0,14 %

Anthriscus sylvestris 0,19 %

Astrantia major 0,18 %

Pastinaca sativa 0,23 %

Pimpinella saxifraga | 0,12 %

Sanicula europaea 0,09 %

Po extrakei silic byla vypocitana hustota silic viz tabulka ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Hustota silic

Anthriscus cerefolium | 943.8 pg/ul

Anthriscus sylvestris 884,2 png/ul

Astrantia major 963,8 ng/ul

Pastinaca sativa 1051,8 pg/ul

Pimpinella saxifraga 928,2 pg/ul

Sanicula europaea 921,4 pg/ul

26



5.2 Antimikrobialni aktivita

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC 80 a MIC 50) byla vyjadifena jako modus
ze 3 opakovani ve 3 nezavislych testech. Nejaktivnéjsi byla jiz znama silice Origanum vulgare.
Z vybranych rostlin poté Pimpinella saxifraga, ktera inhibovala rust S. aureus (MIC 50 pti 1024
ug/ml) a C. albicans (MIC 50 pii 512pg/ml a MIC 80 pii 1024 pug/ml). Dalsi aktivni silici byla
silice Pastinaca sativa, ktera inhibovala C. albicans (MIC 50 pii 512pg/ml a MIC 80 pii 1024
ug/ml). Astrantia major inhibovala C. albicans (MIC 50 pti 512ug/ml a MIC 80 pii 1024
ng/ml). Uéinnost antibiotik (MIC) viiéi kmenim ATCC odpovidala uddvanym koncentracim
dle (CLSI, 2013).

Tab. ¢. 4: Modus minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC 80 a MIC 50)

E. faecalis | E. coli | P. aeruginosa | S. aureus | C. albicans
Anthriscus | MIC 80 - - - _ i
cerefolium [ MIC 50 - - - - -

Anthriscus | MIC 80 - - - _ -
sylvestris MIC 50 - - - - -

Astrantia | MIC 80 - - - - 1024
major MIC 50 - - - - 512
Pastinaca | MIC 80 - - - - 1024
sativa MIC 50 - - - - 512
Pimpinella | MIC 80 - - - - 1024
saxifraga | MIC 50 - - - 1024 512

Sanicula | MIC 80 - - - _ i
europaea | MIC 50 - - - - R

Origanum | MIC 80 - 512 - - 256
vulgare MIC 50 - 256 512 512 128
.. MIC 80 8 0,125 1 0,5 0,5
Antibiotikum - ’ .
MIC 50 4 0,0625 05-1 0,03125 0,125

Hodnoty jsou uvedeny v ug/ml. Pokud neni vyplnéna hodnota, MIC nebylo dosazeno ani ptil024 ug/ml.
Antibiotikum pro E. coli a P. aeruginosa byl Tetracycline, E. faecalis a S. aureus antibiotikum Oxacilin,
C. albicans antibiotikum Tioconazole.

Pfestoze minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC 50 a MIC 80 (Tab ¢. 4) bylo dosazeno pouze u
nekterych silic (pii 128 pg/ml az 1024 ug/ml), ¢aste¢na inhibice mikroorganismu probihala i
v niz8ich koncentracich, coZ je patrné v nasledujicich grafech ¢. 1 az ¢. 5. Kvili reakei silice
S bujonem a vytvofeni zdkalu, ktery zvedl hodnotu zmétfené absorbance byly tyto jamky
otestovany pomoci MTT, které S zivymi buiikami reaguje zménou barvy. Jamky se zvySenou

hodnotou po testu pomoci MTT vysly jako mikrobialné inhibované.
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Graf ¢. 1: Primérny procentualni nartst ze vsech testi Candida albicans
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Graf ¢. 2: Primérny procentualni nartst ze vsech testii Enterococcus faecalis
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Graf ¢. 3: Primérny procentualni nartst ze vsech testi Staphylococcus aureus
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Graf €. 4: Primérny procentualni nartst ze vSech testii Escherichia coli
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Graf ¢. 5: Primérny procentualni narust ze vSech testi Pseudomonas aeruginosa
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Vzhledem K tvorbé zakalu pti smichani silice Origanum vulgare a bujonu bylo provedeno

meéfeni samotné silice s bujonem a vliv na zméfenou absorbanci.

Graf ¢. 6: Vliv zakalu silice Origanum vulgare na méfeni

ORIGANUM VULGARE
0,60

050 o57
0,40

0,30

ABSORBANCE

0,20

v é V' o V'S o- V'
v

0’10 0.14 — ) 4
' 0,13 013 | 0,12 013 | 0,13 0412 0,412 @ 013 | 0,13 0,13

o
v

0,00
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2

KONCENTRACE pg/ml

—&— Absorbance

30



5.3 Chemické slozeni

Hlavni slozkou silice Anthriscus cerefolium je methyleugenol (77,47 %) a estragole (10,16 %).

Celkova vytéznost silice z nadzemni ¢asti rostliny byla 0,14 %.

Z kvetouci nadzemni ¢asti Anthriscus sylvestris byla s vytéznosti 0,19 % ziskana silice, ktera
obsahuje hlavni latky B-pinene (18,32 %), fenchene (12,81 %) a p-cymene (8,02 %).

S vytéznosti 0,18 % byla z kvetouci nadzemni ¢asti rostliny Astrantia major ziskana silice
obsahujici hlavné duraldehyde (62,05 %) a B-farnesene (7,12 %).

Z kotenové casti Pastinaca sativa byla s vytéznosti 0,23 % ziskana silice obsahujici prevazné

myristicine (74,7 %), terpinolene (14,03 %) a p-cymen-8-ol (4,91 %).
Hlavni slozkou silice z kofenové ¢asti Pimpinella saxifraga je butanoic acid, 2-methyl-, 4-
methoxy-2-(3-methyloxiranyl)phenyl ester (60,76 %), germacrone (5,45 %) a isospathulenol

(5,34 %). Silice byla z kotenové ¢asti ziskana s vytéznosti 0,12 %.

Silice z nadzemni kvetouci ¢asti Sanicula europaea obsahovala hlavné spathulenol (34,31 %),

B-selinene (11,78 %) a p-caryophyllene (7,41 %). Silice byla ziskana s vytéznosti 0,09 %.

Kontrolni silice Origanum vulgare obsahovala hlavné carvacrol (67,14 %), p-cymene
(10,32 %) a thymol (5,14 %).

Celkovy ptehled sloZeni silic viz. tabulka €. 5.
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Tabulka ¢. 5: Chemické slozeni silic

% zastoupeni
A. A. A. P. P. S. O.

Identifikovana latka | Rl | cer. | syl. [major |sativa| saxi. | europ. | vulgare
Fenchene 972 12,81
Sabinene 975 3,68
B-Pinene 990 18,32 4,44
p-Cymene 1027 8,02 10,32
Pseudolimonene 1028 5,82
Terpinolene 1086 14,03
p-Cymen-8-ol 1184 4,91
Estragole 1196 | 10,16
Thymol 1296 5,14
Carvacrol 1305 67,14
Mesitaldehyde 1315 4,07
Duraldehyde 1361 62,05
a2-Allyl-1,4-
dimethoxybenzene 1395 | 3,44
Methyleugenol 1407 | 77,47
B-Caryophyllene 1420 7,41
B3-Farnesene 1460 7,12
y-Muurolene 1478 3,23
D-Germacrene 1481 3,55
B-Selinene 1487 11,78
B-Bisabolene 1510 3,15
Myristicine 1523 74,7 | 3,18
d-Cadinene 1525 4
Spathulenol 1578 3,1 | 3,58 34,31
Caryophyllene oxide 1583 4,11
Humulene epoxide Il | 1609 4,04
Isospathulenol 1630 5,34
Germacrone 1695 5,45
4Cylobutanecarboxylic
acid, 2,6-dimethylnon-
1-en-3-yn-5-yl ester 1709 4,93
Butanoic acid, 2-
methyl-, 4-methoxy-2-
3-
Enethyloxiranyl)phenyl
ester 1903 60,76
8Phytol, acetate 2110 | 3,49
Celkem 94,56 (55,86 85,3 198,08 |74,73]| 67,92 | 82,6

RI - Kovat’s index HP-5MS. V tabulce jsou uvedeny latky pfesahujici 3 % zastoupeni. ® PfedbéZna
identifikace.
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6 Diskuze

Vytéznost silic se pohybovala od 0,09 % po 0,23 %. Pro Cerstvé nasbirané rostliny z Egypta je
udavana vytéznost silice Anthriscus cerefolium 0,3 % (El Gendy et al., 2015). Vytéznost silice
ze suSené nadzemni ¢asti rostliny v této praci byla 0,14 %, coZ miiZe zplisobovat suSeni a delsi
prodleva mezi sbérem a hydrodestilaci. V dalsi literatufe je udavana vytéznost silice z kotfent
Pimpinella saxifraga 0,17 % (Tabanca et al., 2006). Pii extrakci silice P. saxifraga v této praci
byla vytéznost 0,12 %, to zhruba odpovida udavané vytéznosti. Extrakci Anthriscus sylvestris
Vv této praci bylo ziskano 0,19 %. Jina literatura uvadi zisk silice s ¢erstvych listi 0,1 % (Bos et

al., 2002). Rozdil hodnot by opét mohl byt ovlivnén pfipravou a dobou mezi sbérem a destilaci.

Koncentrace antibiotik, kdy dochazi k inhibici, odpovida rozmezi udavanému dle (CLSI, 2013).
Lehce zvySené hodnoty méfeni antibiotik pro E. coli a P. aeruginosa by mohly byt dany chybou
meéfeni nebo zadkalem. Avsak i tyto hodnoty stale odpovidaji MIC 80 a pii kontrole pomoci

MTT nebyl zaznamenan rist mikroorganismd.

Zajimavy je uc¢inek silic Pimpinella saxifraga, Pastinaca sativa a Astrantia major, které
Vv koncentraci 1024 pg/ml téméf zcela inhibovaly rist kvasinky C. albicans. Koncentrace
1024 pg/ml méla podobny inhibi¢ni U¢inek jako 0,5 pg/ml antibiotika Tioconazole.
Pfi zkoumani stability silic v potravindich b&éhem jejich zpracovani, bylo zjisténo,
ze cinnamaldehyd se pfi teplot¢ 60 °C rozkladda na benzaldehyd. AvSak pii kombinaci
s eugenolem nebo skotficovou silici byl cinnamaldehyd stabilni 1 po 30 minutach pii 200 °C
(Friedman et al., 2000). To by mohlo dat prostor k vyuziti silic, které byly testovany a pisobily
proti C. albicans. Tyto silice by mohly pisobit i proti jinym kvasinkdm v potravinach a

vhodnou kombinaci umoznit i tepelné oSetfeni potravin.

M¢éfteni minimalni inhibi¢ni koncentrace, ktera inhibovala o 50 % a o 80 % rst mikroorganismi
(MIC 80 a MIC 50) ukazuje na antifungalni aktivitu silic Pimpinella saxifraga, Pastinaca
sativa, Astrantia major a srovnavaci silice Origanum vulgare. Antifungalni aktivita vici
C. albicans dava prostor pro testovani dalSich druhti kvasinek a plisni. I ostatni silice
vykazovaly jistou miru inhibice testovanych mikroorganismu, ackoliv nedosahovaly hodnot
pottebnych pro MIC 80 nebo MIC 50, z grafti €. 1 az €. 5 je vidét, ze silice inhibovaly rist
mikroorganisml az o n¢kolik desitek procent. To by potvrzovalo hypotézu, Ze tyto rostliny

pouzivané v 1éCitelstvi maji urcité antimikrobialni vlastnosti. Inhibice o nékolik desitek procent
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dava moznost dale zkoumat tyto silice V jejich kombinacich, a zjistit tak jejich synergické

ucinky, které by mohly byt vyznamné.

Mezi organismy stejného druhu existuji rozdily v puisobeni silic. V experimentu s eugenolem
a ttemi kmeny Escherichia coli bylo zjisténo, ze jeden kmen byl inhibovan jiz v koncentracich
550 pg/mL, kdezto zbylé dva tolerovaly koncentrace 8000 pg/ml. Prestoze ani jeden z téchto
kmenii nem¢l moZznost vyvinout si rezistenci vuci eugenolu, je evidentni, Ze pfirozena
variabilita a odolnost vici silicim v ramci jednoho druhu existuje (Baser et Buchbauer, 2010).
Proto by otestovani silic vybranych v této praci vici dalsim kmenitim mikroorganismtiim mohlo

pfinést zajimavé vysledky.

Hlavni nalezenou latkou v silici Anthriscus cerefolium je methyleugenol (77,47 %) dale pak
estragole (10,16 %) a 2-allyl-1,4-dimethoxybenzene (3,44 %). Jiné méfeni udava jako hlavni
latku obsazenou v silici methyleugenol (37,3 % az 62,03 %), estragole (14,74 % az 26,43%),
2-allyl-1,4-dimethoxybenzen (4,94 % az 9,48 %) a zingiberene (2,44 % az 4,48 %). Mé&fena
byla nadzemni ¢ast rostliny z Egypta (El Gendy et al., 2015). Hlavni identifikované latky ze
stejnych ¢asti rostliny se tedy shoduji. Mirna inhibice E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa
a C. albicans je nejspise zpisobena obsahem methyleugenolu. S. aureus nebyl inhibovan, proto
by se dalo usuzovat, Ze neni ovlivnén ptitomnosti methyleugenolu. Toto tvrzeni podporuje
i studie, pii které methyleugenol ve vyssi koncentraci v silici inhiboval P. aeruginosa (Joshi,
2013).

V silici Anthriscus sylvestris byly nalezeny hlavni latky B-pinene (18,32 %), fenchene
(12,81 %) a p-cymene (8,02 %). Jiné studie identifikovaly B-phellandrene (39 % — 45 %),
B-myrcene (17 %), sabinen (6,2 %), Z-B-ocimen (5,4 %) (Bos et al., 2002). Rozdily budou

pravdépodobné zpisobeny riznymi chemotypy rostliny.

V silici Astrantia major byl nalezen pievazné duraldehyde (62,05 %), B-farnesene (7,12 %)
amesitaldehyde (4,07 %). Pti porovnani silice ze semen z divokeé piirody a z péstované rostliny,
byly zjistény rozdily. Divoce rostouci rostlina ze Srbska obsahovala jako hlavni slozky
zingiberen (47,9 %), B-bisabolen (9,7 %) a B-sesquiphellandren (7,9 %). Druha rostlina, ktera
byla ziskana zbotanické zahrady v Polsku, obsahovala jako hlavni slozky Kkyselinu
olejovou (38,6 %), nonakosan (15,4 %) a kyselinu linolovou (5,1 %) (Radulovi¢ et al., 2012).

Velké rozdily mezi slozenim rostlin ze Srbska a Polska jsou nejspise zptisobeny nékolika
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chemotypy A. major. Rozdil ve slozeni bude také zplisoben extrakci silic z rozdilnych asti
rostliny. V této praci byla pouzita kvetouci nadzemni c¢ast rostliny, na rozdil od Ssemen
pouzitych v druhé praci. Inhibici C. albicans pravdépodobné zptisobuje obsah duraldehydu,

ktery tvofi vétsinu silice.

V silici Pastinaca sativa jsou hlavnimi latkami myristicin (74,7 %) a terpinolene (14,03 %).
Pii star§im méfeni silice, z ¢erstvych kofent nasbiranych v Némecku, byly jako hlavni slozky
idenfikovany terpinolene a myristicin dohromady 80 % az 88 % (Kubeczka et Stahl, 1975).
Hlavni latky zméfené v této praci se tedy shoduji. Jiné méfeni nadzemni ¢asti rostliny zjistilo
zcela jiné latky a to B-ocimen (10.8%) a lavandulol acetate (5,2 %), hexyl butanoate (10,4 %)
a pB-farnesen (6,1 %) (Kapetanos et al., 2008). Shoda nalezenych latek v silici, ze susenych
i Cerstvych kofent, by mohla ukazovat na stabilitu silice i pifi delSim skladovani a pfi suSeni.
Rozdil s posledni studii je nejspiSe dan analyzou jiné casti rostliny. Vysoky obsah myristicinu

nejspise zpusobuje inhibici mikroorganismd, prevazné pak kvasinky C. albicans.

V silici Pimpinella saxifraga tvofila vétSinu latka butanoic acid, 2-methyl-, 4-methoxy-2-(3-
methyloxiranyl)phenyl ester (60,76 %), dale pak germacron (5,45%) a isospathulenol
(5,34 %). Jina prace identifikuje jako hlavni latku silice ziskané¢ z kofent
epoxypseudoisoeugenyl 2-methylbutyrate (66,6 %) (Tabanca et al., 2006). Dalsi méfeni nalezlo
v silici z nadzemni ¢&asti rostliny Pimpinella anisactis Rech.f. vy$§i mnozstvi dekanalu
(34,5 %) a dekanolu (14,1 %). A dale pak v silici P. saxifraga hlavni latky trans-a-bergamoten
(20,1 %), B-sesquiphellandren (10,8 %) a B-bisabolen (10,1 %) (Masoudi et al., 2009).
V ptibuzné rostliné Pimpinella serbica se vyskytuje vysoké mnozstvi apiolu (76,8 %)
a p-caryophyllenu (10,3 %) (Kapetanos et al., 2008). Slozeni silic rodu Pimpinella se velice
1isi, 1 mezi silicemi P. saxifraga jsou zna¢né rozdily, coz by naznafovalo nékolik riznych
chemotypi nebo vliv vegetacniho obdobi, ve kterém je rostlina sbirana. Inhibi¢ni vlastnosti
silice nejspiSe zpusobuje vysoky obsah butanoic acid, 2-methyl-, 4-methoxy-2-(3-
methyloxiranyl)phenyl ester, kdy silice dokazala prakticky zcela inhibovat C. albicans.
Latka by mohla mit podobné wvlastnosti 1 vici dalsim kvasinkam a houbovym
mikroorganismiim. Aktivitu projevovala silice i vici S. aureus, kde bylo dosazeno MIC50.
V dalSich pfipadech P. saxifraga mirn¢ inhibovala i ostatni mikroorganismy. Testovani
synergickych uc¢inkti butanoic acid, 2-methyl-, 4-methoxy-2-(3-methyloxiranyl)phenyl ester by

mohlo pfinést zajimavé vysledky.
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Jako hlavni latky v rostlin¢ Sanicula europaea byly identifikovany spathulenol (34,3 %),
B-selinene (11,78 %) a p-caryophyllene (7,41 %). Dalsi studie méfila silice ziskané
hydrodestilaci listd S. europaea z oblasti Srbska a Cerné Hory. Obé& silice obsahovaly
seskviterpenové uhlovodiky (59,5 — 63,8 %), B-selinene (40,4 — 44,2 %), caryophyllene oxid
(17,9 — 19,2 %) a a-selinen (3,7 — 4,0 %) (Pavlovi¢ et al., 2006). Latky nalezené v této praci
jako spathulenol, B-selinene a B-caryophyllene se pravé mezi seskviterpeny fadi. Slozeni silice
se v obsahu hlavnich latek zhruba shoduje. Slaby antimikrobidlni u€inek nejspise zpiisobuje
obsah spathulenolu. Toto tvrzeni podporuje i méfeni samotného spathulenolu, ktery vykazoval

antimikrobialni aktivitu (Rahman et al., 2016).

V této praci byla k porovnani také zméfena inhibi¢ni aktivita silice Origanum vulgare, ktera
I niz8i koncentrace pro dosazeni MIC. Pro Escherichia coli bylo zméfeno MIC 80 pii 512 pg/ml
a MIC 50 pii 256 pg/ml. Pseudomonas aeruginosa MIC 50 pti 512 ug/ml a Staphylococcus
aureus MIC 50 pii 512 ug/ml. Udavana MIC silice Origanum vulgare pro Escherichia coli je
100 pg/ml, Enterococcus faecalis 100 pg/ml, Staphylococcus aureus 100 pg/ml a
Pseudomonas aeruginosa >100 pg/ml (De Martino et al., 2009). Zatimco dalsi testovani
naméfilo MIC pro Escherichia coli 219,9 pg/ml a 236,1 pg/ml (Fournomiti et al., 2015).
Hlavnimi latkami nalezenymi v silici Origanum vulgare byly carvacrol (67,14 %),
p-cymene (10,32 %) a thymol (5,14 %). Vzhledem k vysokému obsahu carvacrolu bude pravé
carvacrol nejspiSe uc¢innou latkou proti mikroorganismiim. Antimikrobialni u¢inek carvacrolu
podporuji i dalsi studie, které zaroven ukazuji i synergické G¢inky pii kombinaci s thymolem a

eugenolem (Moon et Rhee, 2016), (Miladi et al., 2017).

U silice Origanum vulgare, kde byl pozorovan zakal po smichani s bujonem bylo provedeno
zvlastni testovani. Po vytvofeni fedici fady a jejim zméfenim bylo pfidino MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Protoze nedoslo k pfeméné MTT na
formazan a zmén¢ zbarveni miizeme usuzovat, ze bujon nebyl kontaminovan a nedoslo k riistu
mikroorganismil. Vys§i hodnoty méteni proto pravdépodobné skute¢né zpiisobuje reakce silice
a bujonu. Proto byly pro kontrolu pomoci MTT zkontrolovany i dalsi testy, kde byly ziskany
vys§i hodnoty méfeni v prvni jamce nez Vv nasledujicich fedénich, ve kterych zaroven nedoslo
K ristu mikroorganismi. Pravé tyto reakce mezi silicemi a médiem by mohly zkreslovat

vysledky, a proto je jim potieba vétsi vénovat pozornost.
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[  Zavér

V této praci byla hodnocena antimikrobialni aktivita vybranych silic rostlin z ¢eledi Apiaceae
vaci  grampozitivnim  bakteriim  Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus,
gramnegativnim bakteriim Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a kvasince Candida

albicans. Vybrané byly rostliny Anthriscus cerefolium, Anthriscus sylvestris, Astrantia major,

Pastinaca sativa, Pimpinella saxifraga a Sanicula europaea.

Ukazalo se, ze silice rostlin ¢eledi Apiaceae inhibovaly mikroorganismy od nékolika procent
az po vice nez 90 %. Nejaktivnéjsi byly silice Pimpinella saxifraga, Pastinaca sativa, Astrantia
major proti C. albicans. Jako potencialni moznost dal§iho zkoumani se tedy nabizi testovani
antifungalni aktivity, pfipadné synergickych uc¢inka silic. Déle by zajimavé vysledky mohly
pfinést kombinace pouze G¢innych latek, které byly v téchto silicich nalezeny. Rostliny celedi
Apiaceae, vyuzivané v lidovém lécitelstvi, tedy vykazuji antimikrobialni aktivitu, coz potvrzuje
hypotézu. Podle dostupnych informaci je to vibec poprvé, kdy byla vici uvedenym
mikroorganismim zkoumdna antimikrobialni aktivita vybranych silic. Vyjimku tvofi
A. sylvestris, kde jiz byla zkoumana aktivita frakci silice. V této praci bylo také. podle

dostupnych informaci, poprvé zkoumano slozeni nadzemni ¢asti rostliny Astrantia major.
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