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Biologicka aktivita extrakti z Alliaria petiolata

Souhrn

Problém nalezeni novych rostlinnych zdroji biologicky aktivnich latek je v souc¢asné
dob¢ aktudlni. Tato prace je zaméfena na studium biologické aktivity éterického oleje a
alkoholového extraktu ziskaného z ¢esnacku lékaiského (Alliaria petiolata).

Byla studovéna antimikrobidlni aktivita silice i extraktu proti fadé mikroorganismil
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Bacillus
cereus, Pseudomonas aeruginosa) pomoci bujonové mikrodiluéni metody. Dale bylo
analyzovdno chemické slozeni silice pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS) a byla testovana antioxidacni aktivita extraktu metodou DPPH.

Esencialni olej i1 extrakt vykazovaly antimikrobidlni aktivitu pouze vuci B.cereus.
Nejvétsi inhibicni Gcinek proti tomuto kmenu mél alkoholovy extrakt pfi minimalni inhibi¢ni
koncentraci 256 pg/ml. GC-MS analyzou byly jako hlavni slozky identifikovany phytol
(51,11%), hexahydrofarnesyl acetone (27,12%) a (E)-B-ionone (6,20%). Lihovy extrakt
vykazoval antioxida¢ni aktivitu odpovidajici 50,1 pg ekvivalentu vitaminu C/mg extraktu.

Toto je prvni prace, ve které byla podrobné studovdna antimikrobidlni a antioxida¢ni
antioaktivita extraktu a silice ¢esnacku 1ékatského.

Kli¢ova slova: antimikrobidlni aktivita, antioxida¢ni aktivita, silice, Cesnacek 1ékarsky



Biological activity of Alliaria petiolata extracts

Summary

The problem of finding new plant sources of biologically active substances is currently
relevant. This work is focused on the study of the biological activity of essential oil and
alcoholic extract obtained from garlic (Alliaria petiolata).

The antimicrobial activity of essential oil and extract against a number of
microorganisms (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Candida
albicans, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa) was studied using a broth microdilution
method. Furthermore, the chemical composition of the essential oil was analyzed by gas
chromatography with mass spectrometry (GC-MS) and the antioxidant activity of the extract
was tested by DPPH.

Both the essential oil and the extract showed antimicrobial activity only against B.
cereus. The alcohol extract had the greatest inhibitory effect against this strain at a minimum
inhibitory concentration of 256 pg / ml. Gyt-MS identified phytol (51.11%), hexahydrofarnesyl
acetone (27.12%) and (E) -B-ionone (6.20%) as major components. The alcoholic extract
showed an antioxidant activity corresponding to 50.1 pg vitamin C equivalent / mg extract.
This is the first work in which the antimicrobial and antioxidant antioactivity of garlic extract
and essential oil was studied in detail

Keywords: antimicrobial activity, antioxidant activity, essential oil, garlic mustard
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1 Uvod

Predmétem této prace bude vyzkum chemického slozeni, antimikrobialni a antioxida¢ni
activity extraktt z ¢esnacku 1ékarského. LéCivé vlastnosti Cesnacku lékatrského jsou zpiisobeny
jeho neobvyklym chemickym slozenim, ve kterém lze rozliSit mnoho biologicky aktivnich
latek. Slozeni zavisi zcela na Casti pouzité rostliny. Napiiklad listy Cesnacku lékarského
obsahuji flavonoidy, glykosid sinigrin, kyselinu askorbovou a karoten.

V poslednich letech ¢etné studie prokazaly pfitomnost éterickych oleju s antibakterialni,
fungicidni, antivirovou, protinddorovou a antioxida¢ni aktivitou. To ndm umoziuje zvazit nové
moznosti vytvaieni alternativnich ptipravki z rostlinnych materiala.

V soucasné dobé velké mnozstvi mikroorganismi je vaznym problémem pro lidské
zdravi, zejména nozokomialnich kmend. Rozsifeny vyskyt multirezistence komplikuje vybér
vhodné chemoterapie. Jednim z ditvodi jeho vzniku je masivni pouziti antimikrobialnich latek,
které je komplikovano fadou vedlejSich ucinkl: dysbidza, alergické reakce, tvorba zkiizené
rezistence.

V tomto ohledu se neustale hled4 nova lé€iva s antimikrobidlni aktivitou, kterd vSak maji
odlisny mechanismus u¢inku ve srovnani se zndmymi antibiotiky a postradaji vedlejsi ucinky
antibiotik. Zakladem pro vytvofeni téchto 1é¢iv jsou éterické oleje rostlin, které mohou
vykazovat antimikrobialni a antioxida¢ni aktivitu. Mezi takové rostliny patii i Cesnacek
1ékarsky.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je zanalyzovat chemické slozeni silice pomoci plynové chromatografie.
Otestovat antimikrobidlni a antioxidacni aktivitu extraktd z cesnacku lékatského.

Hypotéza: Biologickou aktivitu ¢esnacku lze ptredpokladat na zéklad¢ jeho tradicniho
vyuziti v lidovém 1é€itelstvi.



3 Literarni reSerSe
3.1 Eterické oleje

3.1.1 Historie éterickych oleju

Vonné rostliny ve starovékém svété poutaly pozornost jako zdroj kadidla. Informace o
lidském vyuziti 1éCivych vlastnosti aromatickych oleji byly nalezeny ve starovékych
pisemnych pamatkach Sumerského kralovstvi, které existovaly vice nez 6,5 tisicileti pred naSim
letopoétem. Rekové a Rimané ziskali tyto znalosti po dobyti Egyptské fise. Je mozné, Ze to byl
arabsky Iékar a filozof Avicenna, kdo objevil metodu hydrodistilace pro izolaci aromatickych
slozek z rostlin. Arabové ucili Evropany uméni extrakce aromatickych olejti na Spané€lskych
univerzitach a znalosti o oleji sami pfisly do Evropy diky kiizaki (Glinther 1948).

Na zacatku Sestnactého stoleti byly zndmy takové vonné rostliny jako rozmaryn,
levandule, $alvéj, calamus, kasie a dals$i, a na zacatku Sestnactého stoleti - asi 130 aromatickych
latek. v soucasné dob¢ je znamo vice jak 3000 esencidlnich olejii z rostlin, které se vyskytuji
po celém svété, ale pouze 150 az 200 druhti ma prumyslovy vyznam, vétSina z nich roste v
tropech a subtropech a jen n€kolik z nich se péstuje ve mirném pasmu. Vonavé oleje nasli
uplatnéni ve farmaceutickém, potravinaiském a zejména v parfémovém primyslu. Nehled¢ na
vyvoj vyroby syntetickych latek jsou nejlepsi parfémové kompozice stale na bazi pifirodnich
éterickych oleju (Spicka et al. 2016).

Eterické oleje (Olea aetherea) jsou smési aromatickych latek, které patii do riiznych t¥id
organickych sloucenin, zejména terpenoidli, méné Casto aromatickych nebo alifatickych
sloucenin. Mezi éterické oleje patii vonné latky produkované rostlinami éterickych olejti béhem
jejich zivota, které maji aromatickou vini a pal¢ivou chut’ (Grinkevich et al. 1983).

Uloha éterickych olejii v metabolismu rostlin neni tplné jasna. Jiné autofi tvrdi, Zze funkce
esencidlnich oleji spo¢iva v uzavieni ran na stoncich a ochrané kliry pfed vlhkosti. Esencialni
oleje miZou chrénit rostliny pfed houbovymi chorobami, které jsou pfenaseny opylujicim
hmyzem. Eterické oleje chrani rostliny pied prehfatim béhem dne (ochranna vrstva tékavého
éterického oleje kolem rostliny ji chrani pted piehfatim slune¢niho zafeni) a podchlazenim v
noci, jakoz i pfed urychlenim enzymatickych procest (Regnault-Roger 1997; Nazzaro et al.
2017; Baser KHC. 2010). Termin ,.éterické oleje* se objevil v 16. stoleti (Butnariu 2018). Rika
se jim étericky, protoze se vypaiuji jako éter a oleje, protoze jsou na dotek mastné a vznaseji se
na vode¢. Ving rostlin je zptsobena pfitomnosti par vonnych oleji ve vzduchu (Giinther 1948).

3.1.2 SloZeni éterickych olejt

Eterické oleje se ziskavaji z riiznych &asti rostlin: kvétiny (rtize, okvétni listky a hlavy
kvéth); listy (mata, eukalyptus); z jehel a tlapek (odpad pfi sklizni dfeva z jedle, borovice);
ovocnd slupka (citrus); kofeny (valeriany) nebo oddenky (iris); ovoce (mandle); kiira (skofice,
kafr); dievo (cedr) - jak ve volném stavu, tak ve form¢ glykosidt (mandlové ovoce) (Butnariu
2018).



Obsah aromatickych oleji se velmi lisi: fialové kveéty maji obsah esencialnich oleji kolem
0,004%, rizové kvéty - 0,07-0,1%, kmin obsahuje esencidlni oleje v rozmezi - 3-7% a v
pupenech hiebi¢ku tento obsah dosahuje 20-22%. (Jirovetz et al. 2006).

Slozeni oleje v dob¢€ vyvoje je vicemén¢ konstantni, v nékterych ptipadech se muze mirne
lisit charakter vune v zavislosti na pomeru slozek. Tyto rozdily muzou byt zpusobeny slozenim
pudy, vlhkosti, klimatickych podminkach, slune¢nim zafeni, péstebni plose, rocnim obdobi a
dokonce i denni dob¢ (u rize je maximalni akumulace éterickych oleju brzy rano kolem 4-6
hodiny a u kvétt levandule se hromadi nejvice odpoledne), stafi rostliny atd (Dhifi et al. 2016).

Pocet slozek v éterickém oleji jednoho rostlinného druhu muze dosahnout maximalne
500 komponent (Zaslavskaya et al. 2017). Jsou to smési riznych organickych sloucenin -
terpent, seskviterpent, aromatickych, alicyklickych a alifatickych uhlovodikii Terpenové
syntetickou drahu. Vice nez 200 organickych latek se nachazi v rizovém oleji, vétSina z nich
je zastoupena (asi 80%) fenyletylalkoholem a terpenovymi alkoholy (geraniol, linalool,
citronon) (Kustova 1978).

Matovy olej obsahuje vice nez 100 slozek, z nichz hlavni jsou mentol, menton, menthyl
aceton a cineol (Olennikov & Dudareva 2011). V levandulovém oleji bylo identifikovano vice
nez 160 slozek, jejichz hlavni slozkou jsou komplexni alkoholy linaloolu a fada organickych
kyselin (octova, butylova, valerianova, kaproova) (Danh et al. 2013).

Zastoupeni jednotlivych slozek éterickych olejii je zavisle na stupni vyvoje rostliny a taky
neni jednotné v riznych castech rostliny. Vzhledem k tomu ,,aromaticky buket* éterickych
oleji se muze vyznamné ménit. V procesu zrani semen koriandru ma aromaticky olej kvétinové
tony s prevahou viné fialek nebo konvalinek. SloZeni éterického oleje jednotlivych druht
rostlin se také vyznamné 1i$i v zavislosti na podminkach péstovani. Naptiklad levandulovy olej
z hor ve Francii ma ovocnou a sladkou vini a v anglické levanduli je stin kafru (Saeb &
Gholamrezaee 2012)

Nejveétsi mnozstvi aromatickych oleji v rostlinach je pozorovano béhem kvétu a zrani
semen. Oleje se hromadi ve zvlastnich formacich - zasobarnach umisténych v riiznych organech
rostlin. V zavislosti na umisténi zdsobarny jsou rozdéleny do dvou skupin:

e Exogenni — zasobdrny zahrnuji: z1azové skvrny vytvoiené na okvétnich listcich kvétin
(rtze), zlazové chloupky na epidermis listii a kvéta (pelargdnie), zlazy raznych typt (labidlni);

¢ Endogenni — zdsobarny zahrnuji: zaoblené zasobarny, které se nachazeji v parenchymu
kotenii a oddenkil, ovocné kiry, v listech (kofen elecampanu, eukalyptus, citronové plody),
jednotliveé buiiky (kofen kofene), bunécné skupiny nebo tkanova mista (podkozni koten kotfene
valerianu), podlouhl¢ tvar nadoby ve formé "tubulid" a pasazi (plody pupkového a jehlicnatého
dreva) (Duarte et al. 2017)

Pti zisk&vani éterickych olejt je tieba vzit v Givahu specificnosti lokalizace aromatickych
olejii. Pfi exogenni lokalizaci se oleje uvoliiuji snadnéji a suroviny nevyzaduji dikladné mleti,
zatimco pii ziskani oleji z endogenni lokalizace je nutné dikladné rozdrtit material (Opender
2008).
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3.1.2.1 Terpeny

Eterické oleje jsou viceslozkové smési organickych sloudenin, zejména terpeny a jejich
derivaty kysliku - alkoholy, aldehydy, ketony, estery atd. (V nckterych ptipadech pievazuje
jedna nebo vice slozek) (Sell 2006).

Terpeny jsou podtfidou nenasycenych uhlovodika obecného vzorce (C5SH8) n, kde n> 2.
Empiricky vzorec C5HS, oficialné nazvany ,,2-methylbut-1,3-dien, je znamy jako isopren.
Terpeny jsou ve skutecnosti izoprenové polymery s nizkym stupném polymerace. Se zvysenim
poc¢tu isoprenovych zbytkli v molekule (stupenn polymerizace) se vlastnosti slouceniny
radikalné¢ meéni. V divo¢iné vsak nejbéznéjsi nejsou polymery isoprenu, ale jejich kyslikem
substituované derivaty, které se v soucasnosti nazyvaji terpenoidy. (Shaderkina &Shaderkin
2019).

Terpeny lze rozdélit do 3 skupin:

e monoterpeny;
e seskviterpeny (seskviterpeny);
e diterpeny.

Monoterpeny (monoterpenoidy) vznikaji ze dvou isoprenovych molekul. Jsou Siroce
distribuovany ve svéte rostlin jako soucast éterickych olejti. Viné rostlin urcuji monoterpeny a
estery. Klasickymi ptedstaviteli monoterpenu jsou kineol - hlavni slozka eukalyptového oleje
a mentol - hlavni slozka maty peprné. Monoterpeny také zahrnuji gafor (kafr), bicyklicky keton
obsahujici dva isoprenové monomery. Monoterpenové uhlovodiky (a-pinen, B-pinen,
terpinolen, B-terpinen) jsou velmi charakteristické pro fylogeneticky starsi jehliénany, zatimco
a alkoholy (citral, linalool, terpineol, geraniol) ) Specificka viin€ jehlicnatého lesa je spojena s
tvorbou a odpafovanim monoterpenovych uhlovodiki.

Monoterpeny jsou klasifikovany podle struktury svych uhlikovych koster - v zavislosti
na stupni cyklizace a struktuie cykld. Mezi nimi se rozliSuji acyklické, monocyklické a
bicyklické monoterpeny (Plemenkov 2006).

Kombinace tfi isoprenovych molekul se nazyva seskviterpeny (seskviterpenoidy). Jsou
také soucasti éterickych oleju. Triclenny izomer ma vSak téZ§i molekulu, a proto a priori, méné
tékavy, dava méné vyrazny, ale trvalejsi zapach. Ptikladem seskviterpeni je farnesol, ktery je
soucasti éterickych oleji konvalinek a lip, a farnesen izolovany z pryskyfice borovice.
Seskviterpeny nejsou vsak tak citlivé na oxidaci a nejsou tak t€kavé jako monoterpeny.

Ctyi¢lenné polymery isoprenu (diterpeny, diperpenoidy) jsou je§té méné t&kavé, jsou
soucasti rostlinnych pryskytic. Kromé toho je diterpenovy vitol soucasti chlorofylu.

Terpeny se rychle odpaiuji (vysoce t€kavé), snadno oxiduji a rozkladaji se rychleji nez
jiné uhlovodiky. Citrusové oleje, které maji ve slozeni velké mnozstvi terpenti, by proto méely
byt skladovany nejdéle 2 roky, pokud mozno na chladném misté€. Jiné éterické oleje maji delsi
trvanlivost 3-4 roky a nékteré, jako vino, se v prub&hu let zlepsuji (naptiklad myrha).

Terpeny jsou velmi reaktivni:

- Jsou snadno oxidovany na vzduchu, zejména ve svétle, ¢asto se meéni na slouceniny
obsahujici kyslik (Scott 2005);

- pii zahtati isomerizovany (predevsim pii interakci s kyselymi ¢inidly);

- snadno reaguji v pfitomnosti katalyzatoru (Pd, Pt, Ni);
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- dvojné vazby snadno podlehaji adicnim reakcim - hydrogenuji, hydratuji, pfipojuji
halogeny, halogenovodiky, organické kyseliny atd. (Modzelewska et al. 2005).

Eterické oleje také obsahuji neterpenické sloudeniny biogenerované cestou
fenylpropanoidd, jako je eugenol, cinnamaldehyd a safrol (Dhifi et al. 2016).

Pii silném zahiivani bez ptistupu vzduchu (400 - 500 ° C) se terpénové cyckly oteviou.
Také z bicyklickych terpénti 1ze ziskat monocyklické a dokonce alifatické molekuly. Pti zahtati
na 700 °© C a vice se vSechny terpeny rozkladaji za vzniku komplexni smési produkta
(isoprenové aromatické uhlovodiky atd.) (Nikitin 1952).

Terpeny se izoluji z pfirodnich surovin, napriklad guma, éterické oleje, terpentyn, balzam
atd.Pro izolaci Ize pouzit destilaci s vodni parou, extrakci tékavymi rozpoustédly a také
enthlerdzi (extrakci t€kavymi rozpoustédly, tuky, oleje). Jednotlivé terpeny ze smési se ziskaji
frakeni destilaci ve vakuu, chromatografickymi metodami, zmrazenim atd (Modzelewska et al.
2005). Mnoho terpenti a jejich derivatl se také ptipravuje synteticky.

3.1.3 Ziskani éterickych oleji

Existuje mnoho riznych zpisobi ziskani éterickych olejtii. Neékteré z nich byly pouzivany
od nepaméti, jiné jsou modernéjsi, a proto mnohem produktivnéjsi. Esencidlni olej mtze byt v
organech nesoucich ether ve volném a / nebo vazaném stavu. V zavislosti na formé, ve které se
nachdzi étericky olej v rostlin€, se pouZzivaji rizné zpisoby extrakce nebo se pouzivaji
kombinace ruznych metod (Talati 2017).

Volna forma éterického oleje umoziuje extrahovat éterické oleje bez ptedchoziho
zpracovani destilaci S vodni parou, vyfukovanim vzduchem, nebo extrakci rozpoustédly
(t¢kavymi a netékavymi). Vazané formy éterickych olejii jsou obvykle ve formé glykosida
(sloucenina éterickych oleji s uhlovodiky - terpenové glykosidy), seskviterpenovych laktoni
nebo karotenoidt (Yarskaya 2011).

Terpenovée glykosidy (na obrazku 1) jsou smési komplexnich disacharidd, které¢ zahrnuji
a-L-ramnopyranosyl-B-D-glukopyranosidy a o-L-arabinofuranosyl-p-D-glukopyranosidy.
Terpenovy zbytek (aglykon: terpenol nebo polyol) se vazi na glukopyranozu. Jednoduché
glukosidy, jako je geranyl-p-D-glukopyranosid, jsou také zdrojem ruznych slozek v éterickem

oleji, protoze se muze vazat na ruzne dalsi latky (Efremov et al. 2013).
OH
oH = H
o H
HD Ho/o W/ H
—0 H H
H H ’
" ho : i H H
wd Ho ” OHHO

a -L-ramnopyranosyl (1-6) — a -L-arabinofuranosyl (1-6) —
B -D-glukopyranosid B -D-glukopyranosid

Obrazek 1 — Terpenové glykosidy
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Extrakce vazanych forem éterickych olejii vyzaduje predchozi uvolnéni éterického oleje
fermentaci. Fermentace spoc¢iva v udrzovani suroviny po dobu né€kolika hodin az den pfi teploté
50 az 60 ° C. (Efremov et al. 2013).V dusledku rozkladu glykosidlii pisobenim vlastnich
enzymu rostliny se tvoii vyznamné mnozstvi éterickych oleja, které 1ze extrahovat riznymi
metodami. Pusobenim enzymu dochazi k hydrolize glykosidu a EO se oddelujii ve volne forme.
Naptiklad, B-fenyletyl-B-D-glukopyranosid je hlavnim zdrojem fenylethylalkoholu v okvétnich
listcich rtzi po fermentaci. Fermentace dramaticky zvySuje obsah fenylethylalkoholu (Erbas
2016). Byl také objeven geranyl glukosid, ktery mtize byt béhem fermentace zdrojem geraniolu,
ktery bez fermentace se neda ziskat (Takoi et al. 2014). Druhem fermentace muze byt
dlouhodobé skladovani (2-3 roky) kofenti duhovky v suchém prostiedi, poté se v nich hromadi
potfebné aromatické slozky. Po fermentaci se éterické oleje oddestiluji jako volna forma.
Béhem destilace parou mohou také nastat hydrolytické procesy (Efremov et al. 2013).

Pokud je esencidlni olej ve velkém mnozstvi (naptiklad v oplodi citrusovych plodl) 1ze
ho extrahovat metodu lisovani nebo mackani, tj. mechanickym zpisobem. Tato metoda
produkuje pouze vonné oleje citrusovych plodu (citron, pomeran¢, mandarinka, bergamot), kde
jsou oleje koncentrovany pouze ve kiife v pomérné€ velkych zasobarnach (Hesham et al. 2016).

V soucasné dob¢ se slupka obvykle odstranuje, prochazi ptes ozubené valce, smisi se s
malym mnozstvim vody a poté se podrobi lisovani na hydraulickych lisech. Zbyvajicich asi
30% ¢éterického oleje ve slupce se dale extrahuje destilaci S vodni parou. V tomto ptipadé se
nesmi produkt nechat zahtivat, protoze by to znicilo dilezité t€kavé slouceniny (Efremov et al.
2013).

Je-li v surovinidch a termostabilnim oleji obsazeno relativné hodné vonného oleje,
pouzivaji se destilaéni metody. Destilaéni metody zahrnuji jednoduchou destilaci
(hydrodistilaci), parni destilaci (parni destilaci) a hybridni kombinaci - hydrodistilaci. VSechny
tyto procesy mohou byt provadény za atmosférického nebo snizeného tlaku, protoze tato
metoda a jeji navrh hardwaru jsou nejjednodussi. Hydrodistilace - nejjednodussi metodou je
destilovat vodu v pfitomnosti rostlinného materialu. V primyslu se vzacné pouziva napiiklad
pii vyrobé rizového oleje. Casto se viak pouziva v laboratorni praxi, coZ je spojeno s
dostupnosti a jednoduchosti experimentu (Efremov 2013).

V zavislosti na tlaku se hydrodistilace provadi za normalniho tlaku (nejcastéji) nebo ve
vakuu (vakuova hydrodistilace je destilace parou za snizeného tlaku). Existuji ndvrhy na
provedeni hydrodistilace za zvySeného tlaku do n€kolika atmosfér, coz vyznamné zlepSuje
pomér vody a silice v destilatu. Zpuisobem navrzenym Safinem et al. (2015) se silice ponékud
1i8i od ukazatell oleje ziskaneho tradi¢nim zpisobem.

V prumyslovém méfitku se za ucelem zvySeni Gcinnosti procesu pouziva ohfev vody
prehratou vodni parou. Prehfatd para rychle ohfiva vodu v hydrodistilatoru a zajist'uje
rovnomeérne rozlozeni v materialu (Efremov 2013).

Jsou-li slozky termolabilni a podléhaji degradaci, pouziji se metody extrakce

a) extrakce rozpoustédly s nizkou teplotou varu (ethylether, methylenchlorid, petrolether,
aceton atd.);

b) extrakce zkapalnénymi plyny (propan, butan, oxid uhli¢ity);

c) extrakce tuky (macerace kvétinovych surovin mastnym olejem s ohfevem i bez
zahtivani) (Efremov et al. 2013).

U termolabilnich oleju se také pouzivaji tzv. absorp¢ni metody, které 1ze rozdélit na:
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—Anfleraz - étericky olej uvolnény z Cerstvé vytézenych surovin (zejména z kvétd) je
absorbovan vysoce kvalitnimi tuhymi tuky;
—Dynamicka sorpce - absorpce olejui sorbenty (aktivni uhli, silikagel) (Talati 2017).

3.1.4 Chromatograficka analyza éterickych oleju

Chromatografie je separacni, analytickd metoda zaloZzena na pohybu zény zkoumané
latky podél sorbentové vrstvy v proudu mobilni faze. V piiipadé rozdélovaci a adsorbéni
chromatografii dochazi k opakovani sorpénim a desorpénim procesim. V tomto piipadé
dochdzi k distribuci mezi dvéma nemisitelnymi fazemi (v zévislosti na jejich relativni
rozpustnosti v kazdé fazi): mobilni a stacionarni (Tsarev et al. 200).

Plynova chromatografie je skupina chromatografickych metod, ve kterych je mobilni faze
plynna (ve stavu plynu nebo pary).

Podle pouzitého typu stacionarnich fazi se zplsoby plynové chromatografie déli na
adsorpci plynu, kdyz pevny nosi¢ slouzi jako stacionarni faze, a plyn-kapalinova
chromatografie, kdyz stacionarni faze je viskdzni netékava kapalina uloZena na inertnim nosici.
Oddé¢leni slozek analyzované smési ve varianté¢ adsorpce plynl je zaloZzeno na rozdilu v
oddélenych latkach v adsorpénich hodnotach na povrchu adsorbentu a v piipadé chromatografie
plyn-kapalina na rozdilu v rozpustnosti slozek analyzované smési ve stacionarni kapalné fazi.
(Vallance 2017).

Princip separace latek v plynové chromatografii je nerovnomérnd afinita latek pro
tékavou mobilni fazi a stacionarni fazi ve sloupci. Po priichodu sloupcem hmoty jej postupné
opusti a zaregistruji se v detektoru. Signal detektoru se zaznamenava ve formé chromatogramu
automatickym potenciometrem (zaznamnik) nebo se zaznamenava pomoci pocitace (Pedersen-
Bjergaard et al. 2019).

Plyn-kapalinova chromatografie (GLC) je ucinny zptusob oddélovani a navazovani
kvantitativnich vztahli ve slozeni éterickych olejt.

Slozky éterického oleje maji rizné adsorpcni afinity pro kapalnou fazi, a proto se rychlost
pohybu podél sloupce latek, které tvoii étericky olej, liSi od sebe. Vysledkem je, ze slozky
opoustéji kolonu jako samostatné latky. Obvykla doba analyzy éterického oleje neni delsi nez
30—40 minut. V modernich metodadch mize jedina latka vystoupit béhem 3-7 sekund. B€hem
analyzy tak mohou byt detekovany stovky latek. Tyto latky jsou detekovany riznymi metodami
(Silverstein 1974).

Hlavni metodou pro detekci latek opoustéjicich kolonu je FID. Za timto ucelem je
vystupni konec kolony vloZen do detektoru, kterym je tenka tryska s plynule hoticim plamenem
vodiku. Latky vstupujici do plamene jsou ionizovany pod vlivem vysoké teploty. Vznikly
ioniza¢ni proud, ktery mezi elektrodami protéka, je pfimo imérny poctu iontli a méii se. Pocet
ionta je umérny mnozstvi latky v plameni (Buffington & Wilson 1989).

Na zaklad¢ chromatografické analyzy se ziska chromatogram, tj. grafické znazornéni
slozeni éterického oleje ve forme piku. Velikost piku je somerna mnozstvi latky ve vzorku.
Kvantitativni poméry (obvykle ve formé procenta) se pocitaji automaticky pomoci specialnich
kalkulacek nebo pomoci pocitace (Prankerd & Schulman 1993).

V soucasné dobé je hlavni metodou pro studium éterickych oleji kombinace plyn-
kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie, které nevyzaduji predbéznou izolaci
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jednotlivych latek a znalost vlastnosti techto latek ktera se vetsinou ziskavaji spektralnimi
metodami (Zenekvich 1996).

V procesu chromatografické separace latky opoustéji kolonu jednotlive.\VV hmotnostnim
spektrometru vznikaji ionty, které jsou pusobenim magnetického pole rozdéleny dle své
velikosti. Vysledkem merneni je hmotnostni spectrum. Toto spectrum se porovnava s databazi
a na zaklade toho vyhodnoceni se ziskavaji vysledky. Vysledky GCMS jsou fadou navrhi na
identifikaci ve form¢ alternativnich vzorcu latek, je treba vybrat nejpfijatelnéjsi varianta.
Soucasné vyuzivaji zakony vztahu slozek v éterickych olejich (Harold 2019). Napriklad,
linalylacetat je vzdy doprovazen linaloolem a pokud je linalylacetat identifikovan v éterickém
oleji a linalool neni nalezen, tak je to chybny nalez (nebo je tieba hledat linalool). Podobné,
pokud je identifikovan nerol a geraniol chybi (tyto dvé latky jsou vzdy pritomny spole¢né¢), pak
je takova identifikace pochybna (nebo je treba hledat geraniol).

Thymol ¢asto doprovazi karvacrol, para-cimen a gama-terpinen, pinocamphone -
isopinocamphone atd. Dle Ermakov (1972) propojeni slozek v éterickych olejich je zpisobeno
biogenetickymi spojenimi a pomérné jednotnymi biochemickymi procesy v rostlinach, které
vazou vsechny slozky éterickych oleji do jediného biologického cyklu. Znalost takovych
procesti zabranuje identifikaénim chybam.

Spolec¢nou identifika¢ni chybou jsou falesné piky, které se vytvareji jako artefakty béhem
izolace éterickych oleju (zbytky z ptedchoziho vzorku, necistoty v rozpoustédlech, produkty
rozkladu v kapalné fazi ve sloupcich). Takové ,nalezy“by se meély vzdy ocekavat.
Pfinejmensim je tfeba mit dobrou piedstavu o mozném chemickém sloZzeni chromatografického
objektu a predpokladat vyskyt moznych ,,fantomt* (Masada 1976).

Kromeé toho by kazdé slozka identifikovana pomoci hmotnostniho spektrometru méla byt
ovétena pomoci svého retencniho indexu a pouze na zékladé takového komplexniho posouzeni
je u¢inén zaveér o koneéné identifikaci (Polyakova 1983).

3.1.5 Pouziti a ucinek éterickych oleji

V nasem modernim svété se éterické oleje pouzivaji hlavné k aromatizaci potravin,
napoji, vyrobkl pro domacnost, ve farmaceutickém priimyslu, v 1ékafstvi a aromaterapii a také
jako rozpoustédla (terpentyn). Aromaterapie zahrnuje nejen 1é€bu aromaty, ale jejich pouziti v
souladu s pravidly farmakoterapie, jakoz i pouziti jinych 1éka (Tuley 2006).

Ve farmaceutickém primyslu se na rozdil od fenolickych slou€enin, terpenoidni
slouceniny éterickych olejii Siroce pouzivaji jako slozka s antiseptickymi a antimikrobialnimi
vlastnostmi (Tyrkov 2012). Tetraterpenoidy (karoteny a karotenoidy - provitaminy A) s
aktivitou vitaminu A se pouzivaji bud’ ve form¢ piidélenych mnozstvi, nebo 1€Civé suroviny,
které je obsahuji, jsou soucasti poplatkti za multivitaminy (Muraveva 2002).

Nejpouzivangjsi jsou citrusové éterické oleje, silice maty peprné a terpentyn pochazejici
z jehli¢nand.

Eterické oleje a rostlinné materialy z éterickych olejii maji Sirokou 8kalu biologické
aktivity a bodem piisobeni jsou Casto pradusky, ledviny, jatra, kterymi jsou vyluCovany z téla.

Utinky éterickych oleji jsou :

¢ Antimikrobiélni (baktericidni, antiseptické) vlastnosti (listy eukalyptu, pupeny topolu,
hiebickovy olej, borovicovy olej, podzemky kofenové).

15



-----

atd.).

¢ Antispasmodicka aktivita (maty peprné, kvéty hermanku, plody koriandru, plody kopru
atd.).

e Expektorancni vlastnosti (klicky rozmarynu, fenykl a anyz, elecampanské oddenky,
tymidnova trava, oreganova trava atd.).

o Uklidnujici uc¢inek (valeridnské oddenky, bylina z medunky, kvéty levandule atd.).

¢ Diuretické vlastnosti (pupeny a biezové listy, jalovcové plody atd.).

e Regeneraéni ucinek (Iékarna hefmankovych kvétd hefmanku) (Bakkali et al. 2008).

Uzasna paleta zpiisobtl pouziti p¥irodnich éterickych oleji je vysvétlena jejich vysokou
penetracni schopnosti: nejrychlejsiho 1é¢ebného ucinku je dosazeno inhalaci aromatickych par
- inhalaci aromatickymi latkami. V tomto piipadé tekavé slozky éterickych olejt projevuji
okamzity ucinek prostiednictvim ¢ichovych receptorti na mozkové bunky (Boesl et al. 2016).

Studium biologické aktivity a moznosti pouziti éterickych olejii pro 1écebné tucely bylo
Siroce provadéno v laboratofi Krymského vyzkumného tustavu pojmenovaného po
I.M.Sechenova. V pribé¢hu studii bylo zjisténo, ze éterické oleje a jejich slozky snadno
prochézeji epitelem kapilar, volné prochazeji placentou. Pouzitim transportnich nosi¢ovych
molekul umisténych v biologickych membranach pronikaji aromatické molekuly bunéénymi
membranami a interaguji s receptory intracelularnich biologickych komplexii. Interaguji s
endokrinnim, imunitnim a dalSimi systémy. (Tikhomirov & Yarosh 2008).

Pronikani aromatickych oleji ktzi pomoci masaze, aroma koupele nebo komprese je
ponékud pomalejsi, ale ucinek expozice aromatickym olejam touto metodou penetrace trva
déle. Jedna cast éterickych olejt nanesenych na kazi je absorbovana bunikami epidermis a druha
pronika do hlubokych vrstev podél mezibunéénych prostort a dosahuje krevnich cév, které se
§ifi po celém téle (Nikolayevsky 2000). Brown (1993) doporuéuje pii masazi koncentraci 3
kapek éterického oleje na 10 ml neutralniho oleje a pfi peroralnim podani 2-3 kapky éterického
oleje tfikrat denné po dobu nejvyse tii tydni. Autor se domniva, Ze ve velkych davkach jsou
éterické oleje Skodlivé a nebezpecné.

Eterické oleje se Gisp&sné pouzivaji k 16¢bé infikovanych ran a povrchovych koznich 1ézi
rizné povahy. Autofi sledovali zrychleni $t€povani Stépu po transplantaci klize, zrychleni
epitelizace okraji rany, vyskyt epitelialnich ostrovii na povrchu rany a snizeni tvorby jizev
(Chebanash 1973). Podle Kerr (2002) by mél byt étericky olej pri 1écbé ran, odér a jinych
koznich lézi ziedén 5-7krat.

Terpeny jako kafr, mentol, eukalyptol, pyrethriny (insekticidy), kalafuna, hecogenin
(detergent) atd. (Zwenger et al. 2008) nasly Siroké uplatnéni v chemickém primyslu a medicing.
V parfumerii se aromatické latky ze skupiny terpenti (pinen, limonen, karen, fellandren, myrcen
atd.) Pouzivaji jako slozky ve sloZeni ovocnych nebo kvétinovych aroma. V potravinarském
pramyslu se terpenoidy: a-ionon, damascenon, safranal atd. PouZivaji se jako latky zvyraziujici
aroma a chut’ (Caputi et al., 2011).

Aktivni slozky éterickych oleja ovlivauji travici systém, vstupuji do krevniho feciste,
normalizuji ¢innost kardiovaskularniho systému a maji silny ucinek na genitourinarni systém a
nervovou tkan. Pro vnitini pouziti éterického oleje je nutné rozpousteédlo (Nikolayaevsky 2000).
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Mira penetrace prirodnich éterickych oleja je velmi zavisla na teploté a vihkosti pokozky:
napiiklad v teplé a vihké atmosféie koupelny vstupuji éterické oleje do téla 100 krat rychleji
nez pii pokojové teploté. Maximalniho lécebného ucinku prirodnich éterickych oleja je
dosazeno soucasnym zavedenim aromatickych smési pres dychaci systém a kuzi (Pasdaran &
Sheikhi 2016).

Van¢ lesnich, loukovych, tropickych rotlin a kofeni lze pouzit jakp aroma do polstaii a
pradla, parfemu, do sackut s oblibenymi vanémi kolem domu a lozZnice a pfidat je do relaxacni,
tonické lazné (Babar 2015).

3.1.6 Vyznam v potravinarstvi

V pramyslu se jako aroma pouzivaji éterické oleje. Prichuté jsou navrzeny tak, aby
dodavaly produktim chut a vini a zvysovaly stavajici chut’ a vani. V domacnostech se
chemikalie a parfémy pouzivaji k pfijemnému zapachu.

Aromy se zavad¢ji v takovém mnozstvi, aby obsah aromatickych latek pfiblizné
odpovidal jejich obsahu v odpovidajicich nezpracovanych produktech. Pti vyrazném
piekroceni téchto mnozstvi se zhorsi organoleptické vlastnosti produktu a ztrati se
spotiebitelské vlastnosti produktu. Pouziti latek urcenych k aromatizaci k eliminaci zmén v
prichuti potravinaiskych vyrobka v dasledku jejich kazeni nebo $patné kvality surovin neni
povoleno (Oluyemisi et al. 2016).

V potravinarském pramyslu se stale vice pouzivaji prichuté. Narast poptavky po
aromatickych latkach je zpasoben vyvojem modernich technologii pro ziskavani
potravinaiskych produkta zalozenych na hlubokém zpracovani surovin. Po takovém
zpracovani, jehoz tcelem je ziskat standardizované koncentraty proteint, tukt a uhlohydratu,
jsou potravinarské vyrobky témeétr uplné zbaveny ,balastovych® latek, vcetné tékavych
aromatickych latek, které urcuji jejich aroma (Stroganov et al. 2016).

3.1.7 Soucasny stav vyzkumu sloZeni éterickych oleji

Celkovy pocet éterickych rostlin svétové flory se odhaduje na 2 500 - 3 000 druhti. Hlavni
celede do kterych spada velke mnozstvi eterickych rostlin jsou Lamiaceae, Apiaceae,
Asteraceae Nejdilezitejsi etericke rostliny patri do nasledujicich rodu: Citrus, Eukalyptus,
Abies, Anethum, Lavanda, Mentha, Thymus, Caramum, Coriandrum, Foeniculum, Salvia,
Juniperus, Rosa, Rosmarinus, Pinus, Ocimum, Artemisia, Geranium, Acorus, Pimpinella. ,
Nepeta, Monarda, Taurus, Lophanthus, Iris a dalsi. (Efremov et al. 2013).

Béhem 20. stoleti se neuskute¢noval pouze screening rostlin éterickych oleju, ale
vyvinuly se rizné metody extrakce a analyzy éterickych oleja. Metody laboratorni a
pramyslové vyroby oleja prosly mnoha zmeénami. Rychly vyvoj pristrojové a analytické baze
organickych sloucenin prispél k podrobngjsi a jemnéjsi analyze éterickych oleji. Pokud do 50.
let. velkym tspéchem byla redukce fyzikalné-chemickych konstant (ether a cisla kyselin, pH,
polariza¢ni uhel, mérna hmotnost) a hlavnich tid slozek (kyseliny, alkoholy, estery, terpeny)
éterického oleje, poté objevem plynové chromatografie (po 50. letech 20. stoleti) ), a jesté vice
s prichodem chromatograficko-hmotnostni spektrometrické analyzy (z poloviny 70. let), se
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vyzkum v oblasti éterickych oleja a identifikace slozek zacal pohybovat neuvétitelné rychle
(Ryeys et al. 2014).

V poslednich letech se konaji kazdorocni evropské konference vénované komplexni
studii rostlin éterickych oleju a jejich oleju. Jednou za pét let se konaji specializované kongresy
o éterickych olejich a rostlinach éterickych oleju. Pocet védeckych ¢asopisa vydavajicich prace
o0 slozeni slozek éterickych oleju jiz dosahl nékolika desitek. Indie, Turecko, Spojené staty
americké, Cina, Brazilie a Egypt, které tisknou pievaznou vétsinu praci v této oblasti, se v
soucasné dobg staly stredisky pro studium éterickych oleji (Sadgrove & Jones 2015)

Na zaklad¢ analyzy literatury je tedy ziejmé, ze identifikace a komplexni studium
éterickych oleju, éterickych oleju rostlin a hledani novych zptisobi vyuziti v riznych odveétvich
narodniho hospodarstvi jsou relevantni nejen v soucasném stoleti, ale ziskavaji také zvlastni
vyznam, veédeckou a praktickou hodnotu

3.1.8 Zpusoby stanoveni antioxidantni aktivity

Poslednich dvacet let je poznamenano zvysenou pozornosti Iékarského i chemického
pramyslu na produkty zpracovani lécivych rostlinnych material, které obsahuji bohaty
komplex biologicky aktivnich latek (BAL), z nichz mnohé vykazuji antioxidacni aktivitu.
Hledani, metody izolace a studium slibnych prirodnich zdroju latek s antiradikalni aktivitou a
antioxidacni aktivitou, spolu s vyvojem dostupnych a rychlych metod pro stanoveni
antioxidacni aktivity, je v soucasné dob¢é jednim z naléhavych ukold moderni mediciny,
farmacie, kosmetologie a potravinaiského pramyslu (Korotkova et al. 2003).

Nejpouzivangjsi jsou elektrochemické a spektrofotometrické metody analyzy. V
soucasné dob¢ neexistuje zadna metoda, ktera by poskytla uplné informace o stavu a interakcich
komplexnich systému, ve kterych se vytvareji a reaguji antioxidanty. Neexistuje ani jediny
termin, ktery definuje antioxidacni vlastnosti slouceniny. Vsechny existujici zptisoby stanoveni
antioxidacni aktivity maji jednu nebo druhou nevyhodu. Je tieba poznamenat, ze objektivni
nemoznost existence nejen jediné metody, ale i moznost porovnani vysledki ziskanych
raznymi metodami. Proto kazdy vyzkumnik na zakladé svych cila a schopnosti vybere hotovy,
vytvoti novy, modifikuje jiz znamou metodu nebo se ¢asto uchyli ke studiu antioxida¢ni
aktivity studovaného objektu pomoci komplexu raznych metod (Lapin et al. 2007)

Celkovou antioxidac¢ni aktivitu objektu se da vyhodnotit pomoci integrovanych metod.
Metody pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity jsou zpravidla zalozeny na interak¢nich
reakcich s dlouhodobymi volnymi radikély, které slouZi jako prototyp volnych radikala
vytvofenych v zivé bufice. Tyto metody poskytuji informace o antioxida¢ni aktivite jednoho
nebo druhého vzorku a maji fadu funkci, které omezuji moznost jejich pouziti. Konkrétné se
analyza provadi v nékolika fazich a trvd pomérné dlouho, analyticky signdl musi byt
zaznamenan pomoci drahého vybaveni a ¢inidel. Kromé& toho pfijaté informace nejsou piimé
(Sharafutdinova a et al. 2011)

Rizné metody urcuji bud’ jednotlivé antioxidacni slozky (naptiklad vitamin E, kyselinu
askorbovou atd.) Nebo celkovou antioxidacni aktivitu, coz je vice informativni. Celkova
antioxidacni aktivita mize byt stanovena nékolika metodami: absorpce kysliku béhem
peroxidace lipidd, oxidace crocinti, chemiluminiscence s luminolem, oxidace R-fykoerythrinu,
citlivost erytrocytli na hemolyzu, obnoveni aktivity Zeleza a tvorba peroxidu lipidi. Nekteti
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autofi méti aktivitu antioxidacnich enzymt, jako je askorbat peroxidaza, glutathion reduktaza,
dehydroaskorbat reduktdza a monodehydroascorbat reduktdza. Srovnavaci studie se stale
Castéji provadeji, kdyz se AOA méfend jednou z metod porovnava s ucinkem slouceniny na
prabeh konkrétni patologie. Autoii tedy frakcionovali slozky zeleného Caje, studovali aktivitu
frakci metodou DPPH a hodnotili jejich u¢inek na rust rakovinnych buné€k zaludku (Hasanov
et al. 2004).

3.1.8.1 Elektrochemické metody

Charakter reakce darce-akceptor mezi antioxidantem a volnymi radikaly umoznuje
uspésné pouziti  elektrochemickych metod pro vyhodnoceni AOA rhznych objekta.
Elektrochemické metody se vyznacuji vysokou citlivosti, rychlosti postupu analyzy, relativné

nizkymi naklady na vybaveni a ¢inidla, a tedy analyzou jako celkem (Sharafutdinova et al.
2011).

3.1.8.1.1 Amperometricka metoda

Metodou stanoveni AOA riznych viceslozkovych smési bez predchozi separace je
amperometrickd metoda, véetné pfipravy vzorkll analyzovanych a standardnich latek, jejich
elektrochemické oxidace v buiice amperometrického detektoru, zesileni elektrickych signali,
jejich registrace a vypoctu AOA podle navrhované matematické zavislosti.

3.1.8.1.2 Coulometricka metoda

Pro coulometrické stanoveni AOA vytazkl z bylin, §tavy z bobuli, ovoce a zeleniny,
ruznych ¢ajt, vyluhl a ndpojti na bazi prirodnich rostlinnych materialti, vodnich a alkoholovych
extraktll z chaga, balzdmu a tinktur se jako reakcni Cinidlo navrhuje elektrolyticky vyrabény
brom (Shilovaa et al. 2006).

3.1.8.1.3 Metoda voltametrie

Ve voltametrické metodé se jako modelova reakce pouZziva proces kyslikové elektrolyzy
(obrazek 3) na rtutové elektrodé€ s pouzitim mechanismu podobného redukci kysliku u mnoha
objektti umélého a ptirodniho pivodu (Misin et al. 2011).

3.1.8.2 Chromatografické metody

Tenkovrstva chromatografie. Metoda TLC byla vyvinuta pro stanoveni AOA ur¢itych
skupin rostlinnych biologicky aktivnich latek. V navrhovaném provedeni byly zplisoby zény
jednotlivych latek s AOA po separaci pifimo na desce oSetfeny okyselenym roztokem
manganistanu draselného, ktery v tomto piipad¢ pusobi jako vyvojka. Zony jednotlivych AO
bélely na misce roztok manganistanu draselného a objevily se jako bilé skvrny na rtizovém
pozadi (Chistyakova et al. 2012)
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3.1.8.3 Spektralni metody
3.1.8.3.1 Spektrofotometricka metoda

Nejpocetnéjsi metody a jejich modifikace uvedené v literatuie pouzivaji fotometricky
zédznam, pravdépodobné jako nejpohodingjsi a nejdostupnéjsi. Je také mozné
spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu AO bez separace sméesi AO, zatimeo vysledek
se vypocitd pomoci chemometrickych algoritmi. Bohuzel nedostate¢né znalosti pfirodnich
smési AO a slozitost ziskavani vicerozmérnych kalibraci brani rozsahlému pouzivani téchto
technik. V praxi se misto celkového obsahu AO obvykle stanovi celkovou AOA studovanych
smési. Tento integralni indikator se také nazyva celkova antioxidac¢ni kapacita (Total
Antioxidant Capacity, TAC) (Tsyupko et al. 2011).

3.1.8.3.2 Metoda DPPH

Jednou z metod pro hodnoceni AOA je kolorimetrie CP zalozena na reakci DPPH (2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazyl) rozpusténého v methanolu se vzorkem AO podle schématu:

DPPH* + AO — DPPH-H + A*

Redukce DPPH AO snizuje purpurové modrou barvu DPPH v methanolu a reakce je
monitorovana zmeénou optické density pii 514 nm konven¢nimi spektrofotometrickymi
metodami. Autofi modifikovali metodu pro stanoveni AOA kombinaci standardniho
fotometrické¢ho postupu s metodou optotermalniho okna (optotertdlni okno, OW) - levny
netradi¢ni detektor absorpce. Optotermalni konverze umoZziuje zvyseni citlivosti stanoveni o
dva tady, zvySeni linedrniho rozsahu méteni 16krat ve srovnani s tradi€nimi metodami
spektrofotometrie. DilleZitou vyhodou metody méteni optotermalni absorpce je to, Ze je mozné
pracovat s opalizujicimi vzorky (Hasanov et al. 2004).

Ke stanoveni antiradikalové aktivity extrakt 1ékatskych rostlin se pouzivalo reakci se
stabilnim volnym radikalem DPPH v 96% ethanol (Eremeeva et al. 2016). Stupen odbarveni
roztoku DPPH po ptidani extraktt byl stanoven spektrofotometricky pti 517 nm. Ze ziskanych
linearnich zavislosti koncentrace nezreagovaného DPPH na objemu ptidaného extraktu byl
stanoven objem infuze potiebny pro 50% degradaci DPPH. ARA byla hodnocena podle
mnozstvi latky DPPH, ktera reaguje s 1 ml extraktu, podle vzorce (Fedoseeva et al. 2008).

AOA vodnych extrakti z oddenki Badonia houstiny byla také studovana metodou
DPPH (Kondratenko et al. 2012).

Avsak pro kvantifikaci antiradikalové aktivity extrakta byla pouzita velikost reakcni
rychlosti radikalu DFT s extraktem oddenka badonia houstiny v po¢atec¢nim case (v). Hodnota
v byla vypoctena jako rozdil mezi reakéni rychlosti DPPH s extraktem ve vodném médiu (v0)
a reakeni rychlosti DPPH s vodou (vH20). Rychlost sledovanych reakci byla stanovena jako
sklon pocateeni primocaré ¢asti kinetické kiivky (Bexsrii & Bemas 2012) Cim vyssi je reakéni
rychlost radikédlu DPPH s extrakty (v), tim vyssi je jejich antiradikalni aktivita.
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3.1.8.3.3 Metody zaloZené na schopnosti inhibovat autooxidaci adrenalinu

AOA studovaného rostlinného materidlu se také posuzuje podle jeho schopnosti
inhibovat autooxidaci adrenalinu in vitro a tim zabranit tvorbé reaktivnich kyslikovych druht.
AOA sledovanych 1é¢iv se vyjadiuje jako procento inhibice autooxidace adrenalinu a pocita se
znamym vzorcem (Ryabina et al. 2012). Hodnota AOA vétsi nez 10% oznacuje ptitomnost
AOA. V (Ryabina et al. 2011) byla pouzita metoda k posouzeni AOA v pocatecnich fazich
oxidace volnych radikalti inhibici superoxidového radikalu pii autooxidaci adrenalinu v
alkalickém prostiedi pti vinové délce 347 nm (Ryabina et al. 2012). Je vsak tfeba poznamenat,
ze kromé pozitivnich aspekti ma tato metoda také nevyhody. Vysledky ziskané pifi riznych
expozi¢nich dobach se velmi lisi a nemohou splnit kritérium pro hodnoceni kvality rostlinnych
materidlti. Autoii proto navrhuji zavedeni nového ¢asového parametru, indukéniho obdobi,
které je pfitomno na vSech autooxidacnich kiivkach adrenalinu v pfitomnosti rostlinnych
extraktl a zvySuje se zvySujicim se procentem biologicky aktivnich latek v extraktech.
Nejpravdépodobnéjsi je, ze v tuto chvili vykazuji biologicky aktivni latky antioxida¢ni Gc¢inek.

Ukazalo se, ze spektrofotometrické a potenciometrické metody jsou nejkonkrétnéjsi pro
fenolové slouceniny rostlinnych extrakti. AOA rostlinnych extrakti byla stanovena dvéma
alternativnimi zpusoby: inhibici superoxidového radikdlu pfi autooxidaci adrenalinu a
amperometrickou metodou. Obé metody poskytuji objektivni vysledky. V technice provadéni

a expresivity je vSak spektrofotometricka metoda niz$i nez amperometricka (Ryabina et al.
2011).

3.1.9 Metody stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobidlnim latkam

Stanoveni citlivosti mikroorganismii - ptvodct infekénich nemoci clovéka na
antibakterialni 1éky - nabyva na vyznamu v souvislosti se vznikem a rozsifenim rezistence vici
antibiotikiim u bakterii. Ve druhé poloving 60. let - zacatek 70. let XX. stoleti byly vyvinuty
standardni metody pro stanoveni citlivosti mikroorganismli na ABP (diskova difuize a sériova
fedéni) a od té doby nedoslo k metodickym zménam zasadnich zmén.

Zavedeni vyznamného poctu novych antibiotickych latek do klinické praxe a vznik
novych mechanismii rezistence na antibiotika u mikroorganismti vSak vyzadovalo ptisnéjsi
standardizaci postupu testovani, vyvoj novych ptistupli k interpretaci vysledkl, zavedeni
moderniho systému vnitini kontroly kvality v kazdé fazi studie.

Vsechny existujici metody pro hodnoceni citlivosti mikroorganismuti na antibiotika Ize
rozdélit do dvou skupin: fenotypové znamenaji hodnoceni uc¢inku antibiotika na
zivotaschopnost mikroorganismi pomoci 1é€iv, jako je rychlost ristu nebo biochemicka
aktivita (metody sériového fedéni a diflize) a genotypové metody jsou zalozeny na piimé
detekci genti kddujicich determinanty rezistence vici antibiotikim ( DNA-DNA hybridizace,
PCR a dalsi metody).

Moderni standardizované metody pro stanoveni citlivosti mikroorganismii na ATB se
déli na metody dilu¢ni a difani metody.
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3.1.9.1 Diskova difuzni metoda

Metoda pro stanoveni citlivosti je zaloZzena na schopnosti antibiotika difundovat z
papirovych diskli namocenych v nich do zivného média a inhibovat rGst mikroorganismt
naockovanych na povrchu agaru ( Urbaskova et al. 1985).

BEFORE GROWTH AFTER GROWTH

Growth Time
—_—
~24 hours

No bacterial growth
Agar media, spread {Zone of inhibition)

Antibioticdisks on Petri dish

Bacterial growth

Obrazek 2 — Diftize antimikrobialnich latek ze zdroje do okolnich médii

Principem téchto metod je difaze antimikrobialnich latek ze zdroje do okolnich médii.
Koncentrace antibiotika se s rostouci vzdalenosti snizuje. Prostiednictvim difuze latky je
zabranéno rastu citlivych mikrobt a je vytvorena charakteristicka kruhova inhibic¢ni zéna - tzv.
Inhibi¢ni zona (Marsik & Mister 2019).

Metody dilucni jsou zalozeny na piimém stanoveni hlavniho kvantitativniho ukazatele
charakterizujiciho mikrobiologickou aktivitu ATB - jeho minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC). MIC je nejnizsi koncentrace antimikrobialniho c¢inidla, ktera zcela inhibuje rast
organismu v zkumavkach nebo mikrodilu¢nich jamkach, podle detekce okem (CLSI 2019).

Vyhodou téchto metod je to, Zze je lze pouzit.pro nasledné stanoveni minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) (Koukalova et al. 2013).

Tato metoda je piesnéjsi nez metoda sériového fedéni, takze se v praxi ¢astéji pouziva.
Difazni metoda ma vsak urcité nevyhody. Kritéria pro vyhodnoceni udaja ziskanych u rychle
rostoucich mikroorganismi se nevztahuji na pomalu rostouci kmeny. Proto je-li nezbytné
pouzit pomalu rostouci mikroorganismus jako zkusebni kulturu, pouzije se metoda diluéni nebo
zkusebni podminky jsou zpracovany ve zvlastnich experimentech. Totéz Ize fici o pomalu se
rozptylujicich antibiotikech (naptiklad polymyxinu). (Blinova 1988)

Stejnou metodou Blazevi¢ et al. (2010) stanovili hodnoty MIC esencialnih ooleje
ziskaného z Aurinia sinuatav. Vsechny vzorky exprimovaly sirokou skalu inhibi¢ni aktivity
proti Gram-pozitivnim a Gram-negativnim bakteriim a houbam. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace se pohybovaly mezi 0,008 a 0,115 mg / ml.

Pomoci diskové difuzni metody proverovaly antibakterialni aktivitu ethanolovych
extraktd Punica granatum, Syzygium aromaticum, Zingiber officinales a Thymus vulgaris proti
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a
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Salmonella typhi. Vysledky této prace prokazaly tc¢innost téchto rostlinnych extrakta (Mostafa
etal. 2018)

Antibakterialni aktivitu éterického oleje a methanolového extraktu Teucrium montanum
zjistovali diskovou difuzni metodou (Nenad Vukovic, Tanja Milosevic, Slobodan Sukdolak, and Slavica
Solujic) Etericky olej Teucrium montanum mél velkou antimikrobialni aktivitu proti viem
zkoumanym mikroorganismam. Prameéry zony inhibice rastu se pohybovaly od 16 do 29 mm
(veetne praméru disku - 6 mm) s nejvyssimi hodnotami inhibi¢ni zony pozorovanymi proti K.
pneumoniae (29 mm). Nejvyssi Groven rezistence vykazovala A. tumefaciens a E. carotowora
(inhibice zony 16 mm). Esencialni olej vykazoval vétsi nebo podobnou aktivitu na
grampozitivni a gramnegativni bakterie a houby F. oxysporum.

Kromé toho metoda difuze na agarovém disku neni vhodna pro stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), protoze neni mozné kvantifikovat mnozstvi antimikrobidlni latky
rozptylené do agarového média. Ptibliznou MIC vSak Ize vypocitat pro nckteré
mikroorganismy a antibiotika porovnanim inhibi¢nich zon s ulozenymi algoritmy (Nijs et al.
2003).

Nicméné diskovy difuzni test nabizi oproti jinym metodam mnoho vyhod:
jednoduchost, nizké naklady, schopnost testovat obrovské mnozstvi mikroorganismii a
antimikrobidlnich latek a snadnost interpretace poskytnutych vysledkli. Nékolik studii navic
prokéazalo velky zdjem o pacienty, ktefi trpi bakteridlni infekci antibioterapii zalozenou na
antibiogramu puvodce (Kreger et al. 1980).

3.1.9.2 Metody diluéni

Metoda sériové titrace mize byt provadéna v riznych objemech média (od 1 do 10 ml).
Pokusy se provadéji za aseptickych podminek za pouziti sterilnich pipet pro kazdou reakéni
sloZku. Titrace miiZze byt provadéna v agarovém médiu a v tekutém bujonovém médiu..

metody diluéni mize byt dvou typl: v byjonu a na agaru:

1) Metoda sériovych fedéni v bujonu

Existuji dvé hlavni moznosti pro metodu sériového fedéni v bujonu: makro metoda
(zkumavka) a mikro metoda (s kone¢nym objemem 0,2 ml nebo méng). Rozsah makrometru v
disledku nizké produktivity je omezen na piipady, kdy je nutné posoudit citlivost jednotlivych
kment.

2) Metoda sériového fedéni na agaru

Metoda sériového fedéni na agaru umoziuje oboji stanoveni MIC Sarze kmeni (od 15
do 30 klinickych kmenti + kontrolni kmeny, v zavislosti na pouzitém modelu inokulatoru).

Princip metody spociva v seti testovanych mikroorganism na Petriho miskach agarem
obsahujicim dvojita fedéni antibiotik. Soucasné se provede testovani Sarze klinickych kmenti a
odpovidajicich kontrolnich kment, jakoZ i monitorovani riistu mikroorganismi na plotnach bez
antibiotika a monitorovani Cistoty kultury nanesenim vzorki inokula na neselektivni kultivacni
média. (Semina & Sidorenko 2004).

Metoda sériovych fedéni v agarovém médiu se vyznacuje vyhodou, ze mikrobialni
kontaminanty jsou snadno detekovatelné a v zasadé neméni celkové vysledky titrace, zatimco
na kapalnych médiich maze byt cely experiment neprikazny v disledku poziti alespon
jednotlivych bunék mikroorganismi odolnych vici vnéjsim vliviim. . Tato metoda se také
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pouziva pfi praci s mikroorganismy, které nerostou na béznych kapalnych médiich, napiiklad
mycobacterium tuberculosis, které se péstuji na médiu obsahujicim koagulované sérum.

Narozdil od metody mikrodiluce jsou hlavni nevyhody makrodilu¢ni metody zdlouhavé
rucni provadeéni, riziko chyb pfi pripravé antimikrobidlnich roztoka pro kazdy test, stejné jako
relativné velky pocet ¢inidel a pozadovany prostor (Jorgensen & Ferraro 2009).

Ke stanoveni MIC methanolovych extrakti 12 1éCivych rostlin byla pouzita m agarova
dilu¢ni metoda pro gram-pozitivni (5 kmenil) a gram-negativni bakterie (10 kmeni) VSechny
12 extrakti z 8 1é¢ivych rostlin (listti nebo kotfentl) bylo aktivni proti gram-negativnim a gram-
pozitivnim bakteriim. Gramnegativni latky vykazovaly silngj$i ucinek nez grampozitivni
bakterie. Koncentrace MIC kolisaly od 0,6 pg / ml do 5 000 pg / ml. Nejnizsi hodnoty MIC (0,6
pg / ml) a MBC (1,22 pg / ml) byly ziskdny s extrakty pro 4 a 3 z 15 testovanych
mikroorganismu (Kang et al. 2011).

Pro identifikaci baktericidniho G¢inku 1é¢iva se naockuje MPA ze vSech zkumavek, kde
rust mikroorganismu neni vizualn€ pozorovan. Pro perzistentni antimikrobidlni latky, které jsou
adsorbovany na mikrobialni buiiky a inhibuji jejich riist i v Cerstvém Zivném médiu, se pouZzivaji
vhodné neutralizatory (Blinova N.P. 1988).

3.1.9.3 E-test

E-test je unikatni gradientni technika pro studium Uc¢innosti antibakteridlnich 1é¢iv.
Pomoci inovativni technologie suché chemie se na plastovy prouzek umisti 15 fedéni
antibiotika pro stanoveni MIC. Stanoveny gradient poskytuje pfesné hodnoceni antibakterialni
aktivity 1é¢iva, a to jak ve vztahu k vrto$ivé, tak ve vztahu k béZnym mikroorganismim.
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Obrazek 3 — E-test

Postup hodnoceni je ptimy. Pasek antibiotika je umistén na povrch ockovaného
klinického izolatu. Pod pasem se vytvofi stabilni a kontinuélni gradient antibiotika. Po inkubaci
se vytvori elipsa potlaCeného riistu patogenu, kterd prekracuje méfitko hodnot koncentrace
antibiotik, ¢imz se ziska hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v pg/ml.

Metoda E-testu je zalozena na kombinaci dvou konceptu - fedéni a difuze, pouzivanych
v modernich metodach pro hodnoceni citlivosti mikroorganisml na antimikrobidlni latky. Na
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rozdil od disko-difizni metody, ktera je ve skutecnosti kvalitativni, v§ak E-test davd numerické
hodnoty MIC a ve srovndni s metodou dvojitého fedéni je numericky vysledek mnohem
ptesnéjsi a reprodukovatelnéjsi diky linearnimu gradientu koncentrace antimikrobialniho 1é¢iva
na prouzku.

Tato metoda je jednoducha, neni Casové ndrocnd a umoziiuje testovat jemné
mikroorganismy (streptokoky, pneumokoky, hemofily, gonokoky, anaeroby). Nepouziva se z
divodu vysokych nakladi (Menshikova 2009).

3.1.10 Antimikrobiilni a antioxida¢ni aktivita éterickych oleji

Pouzivani 1é¢ivych rostlin celosvétoveé roste. Podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) pftiblizné 80% svétové populace v soucasné dobé pouzivad bylinné léky piimo v ¢aji
nebo s vodou, mlékem a alkoholem. Piestoze moderni synteticka 1é¢iva se pouZzivaji hlavné ve
vyspélych zemich, pouzivani rostlinnych ptipravkl se vyrazné zvysilo. Stale roste poptavka po
rostlinném materidlu. Je tfeba poznamenat, Ze o vétSinu rostlin se biotechnologie a genetika
zajima jen Castecné a jejich terapeuticky potencial nebyl zveiejnén (Kayser at al. 20006).

Je znamo, Ze éterické oleje maji Siroké spektrum biologické aktivity. Nejvyrazngjsi jsou
baktericidni a fungicidni vlastnosti éterickych oleju (Pasdaran & Sheikhi 2016). Razné tiidy
organickych slou¢enin, které tvoii éterické oleje, méni rychlost biochemickych reakci, coz ma
destruktivni Gc¢inek na cytoplazmatické membrany a mezosomy mikroorganismii a snizuje
aktivitu oxida¢ni fosforylace (Vaara 1992). Biologicka aktivita éterickych oleju zavisi na
sloZeni, kvalitativnich a kvantitativnich vlastnostech, které jsou zase ur€ovany chemotypem
rostlin, plidou a geografickymi podminkami jejich riistu, vlastnostmi technologie pro ptipravu
a zpracovani rostlinnych materialti a fadou dalsich faktort (Dhifi et al. 2016).

Mnoho studii v poslednich letech se zamétilo na prospésné vlastnosti éterickych oleji,
véetné antibakteridlnich vlastnosti. TakZe v mém ptedchozim védeckém vyzkumu se mi
podafilo prozkoumat a prokéazat antimikrobidlni aktivitu éterickych olejli riiznych bylin a rostlin
na Sibifi (Satornik et al. 2016).

Zvlaste zajimavé je studium ptirodnich sloucenin, jako jsou éterické oleje, které jsou
zodpovédné za farmakologické vlastnosti mnoha 1é€ivych rostlin. Jejich blahodarny G¢inek na
lidské télo se projevuje také vdechovanim vzduchu, obsahujici mala mnoZstvi éterickych olejt.
Je tieba poznamenat, Ze v fad¢ zemi ve Sttedomofi, na Kavkaze, zZije nejvetsi pocet stoletcti. V
horkém obdobi obsahuje vzduch téchto regionll t€kavé slozky bylin (tymidn, oregano, pikantni,
tymian, levandule, rozmaryn a dalsi), které neustéle vstupuji do téla lidi, ktefi tam ziji. Kromé
toho je kofenita zelenina zasadnim prvkem vyzivy a samoziejmé pozitivné pfispiva k udrzeni
zdravi obyvatel téchto regionti (Efremov et al. 2013).

Je pravdépodobné, ze stalé pouzivani malych davek tékavé antioxidantl je jednim z
faktorti, diky kterému umoziiuje pro tyto lidi dlouhy a zdravy Zivot. Studie na toto téma vSak
nebyly provedeny. V poslednich letech byla aktivné studovana antiparaziticka, fungicidni,
oleju, pficemz vétSina studii byla provedena v modelovych experimentech na buné¢nych
kulturach in vitro (Misharina & Polshlov 2005).

Bohuzel neexistuje prakticky zadna prace s laboratornimi zvifaty in vivo, stejné jako
neexistuji idaje o ucinku na organismus a o délce Zivota pii dlouhodobém piijmu éterickych
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olejii. Proto je studium vlivu éterickych olejli na fyziologické a biochemické procesy in vivo v
riznych stadiich Zivota od narozeni do stafi laboratornich zvifat dilezitym a naléhavym
ukolem.

V soucasné dob¢ piitahuje pozornost védcl téma volnych radikala a reaktivnich ¢astic
obsahujicich kyslik. Konzumované potraviny a nepiiznivé podminky prostfedi maji vyznamny
dopad na biologickou produkci volnych radikala (Pisoschi et al. 2011).

Antioxidanty - latky, které mohou pifimo interagovat s volnymi radikaly za vzniku
inaktivnich slouc¢enin. Bioantioxidanty (BAO) jsou latky, které vykazuji vlastnosti inhibitorti
oxidacnich reakci v modelovych procesech oxidace volnych radikali a zachovavaji si tuto
vlastnost, kdyz jsou zavedeny do biosystému (Halliwell 2007). Poruseni alesponi jednoho
postulatu neumoziuje volajicim latkdm bio antioxidanty. Navzdory skutecnosti, ze je mozné
zvysit stabilitu lipidl vici oxidaci pomoci latek, které jsou synergisty s ptirodnimi antioxidanty
nebo se v procesu metabolismu méni na antioxidanty, BAO musi mit schopnost modelovat
oxidacni proces volnych radikali v modelu reakce. Tato vlastnost ndm umoziuje predpovidat
spektrum jejich biologickych u¢inkl a provadét fizenou syntézu 1é¢iv (Burlakova et al. 2008).

V poslednich letech védci na celém svéteé vénuji zvlastni pozornost hledani novych
prirodnich antioxidantl, které, na rozdil od syntetickych, nemaji prakticky zadné vedlejsi
ucinky, zatimco maji komplex riznych typl biologické aktivity (Satornik 2015).

Antioxidanty hraji dalezitou roli v regulaci priabéhu transformace volnych radikala v téle,
vyznamné ovliviuji jeho stav, proto se v posledni dob¢ rozsitily antioxidanty a studium
antioxidac¢nich vlastnosti slou¢enin (Ladas et al. 2004; Fang et al. 2002; Khasanov et al. 2004).

Nejslibnéjsimi zdroji antioxidanti jsou rostlinné objekty (Matthaus 2002). Zahrnuji
takové ptirodni antioxidanty, jako jsou fenolové slouceniny, pigmentové latky (antokyany,
chlorofyly, karotenoidy) a vitaminy (Vertuani et al., 2004).

Pt1 1é¢bé riznych onemocnéni je u€innost uzivani 1éka Casto omezena vedlejSimi nebo
toxickymi Ucinky. Na cesté k vyfeSeni tohoto problému je zvlaste dilezité hledat nizko toxické
pfirodni bylinné ptipravky s ur€itymi vlastnostmi. Lécivé vlastnosti nékterych rostlin byly v
Cin& dobfe znamé pied 5 000 lety. Kofeni a byliny byly pouzivany jako 1éky ve starovékém
Egypté a Syrii a také jako piirodni konzervaéni latky ve starém Rimé a Recku (Parry 1953).

Rada epidemiologickych studii potvrdila, Ze strava obohacend o ovoce a zeleninu
pomahd snizovat riziko vzniku kardiovaskularnich chorob a nékterych typi rakoviny (Gordon
1996; Heber 2004).

Je znamo, Ze 1éCivé vlastnosti mnoha rostlinnych ptipravkd pouZivanych v lidovém
I€katstvi jsou zplisobeny piitomnosti organickych a anorganickych sloucenin s riznymi typy
biologické aktivity, v€etné antioxidac¢nich vlastnosti. Takové slouceniny zahrnuji karotenoidy,
flavonoidy, antokyany, fenolové kyseliny, kumariny, taniny, jakoZz i n¢které kovy Mn, Cu, Zn
(Cuppett 1998; Wei et al. 2007; Nakatani 2000; Craig et al. 1999; Liu 2004)

Zajem o studium a pouzivani latek pfirodniho plivodu v poslednich letech dramaticky
vzrostl. Na rozdil od syntetickych pfipravkl maji tato 1é¢iva vyrazné¢ méné vedlejsich ucinkd,
Casto vykazuji vyrazny biologicky ucinek pfi nizsich koncentracich diky pfitomnosti ptirodnich
synergickych latek (Liu 2004). Biologicky aktivni slouceniny rostlinného pivodu jsou
chemicky velmi rozmanité.

Pouziti antioxidacnich 1é¢iv je indikovano k prevenci mnoha nemoci a jejich pouziti
béhem intenzivni terapie mize zvysit uéinnost uréitych 1ékd. Jak je znamo, vétsina syntetickych
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antioxidantl je strukturnimi analogy ptirodnich molekul a jejich mechanismy jsou zdkladem
jejich ptisobeni. Z toho by mélo byt uzndno, Ze je odivodnéné pravidelné¢ brat piipravky
obsahujici ptirozené AO, aby se zvysil stav AO v téle a snizilo se riziko patologickych radikalt
(Wang & Boh 2012).

Zdrojem ptirodnich antioxidantl jsou byliny, kofeny, kofeni a vytazky z riznych ¢asti
rostlin. Takové rostliny a pfipravky z nich obsahuji velké mnoZzstvi rliznych biologicky
aktivnich latek, v¢etn¢ antioxidantt, které zahrnuji nékteré vitaminy, polyfenoly - flavonoidy,
karotenoidy a také éterické oleje. Biologicky ucinek antioxidantl je zalozen nejen na jejich
schopnosti zachytit volné radikaly, ale také na ovlivnéni pfenosu bunéénych signalt (Carlsen
2010).

V tadé védeckych praci bylo zjisténo, ze piijem éterickych oleji nebo vytazkil z
aromatickych rostlin nebo kotfeni byl doprovazen snizenim intenzity peroxidace lipidi v
organech a tkdnich laboratornich zvifat a také vedl ke zvySeni aktivity antioxidacnich a
ochrannych enzymi (Anilakumar et al. 2001; Banerjee et al. 1994; Bhattacharjee et al. 2007;
Kapoor et al. 2010; Misharina et al. 2014). Tato data prokazuji, Ze éterické oleje jsou téinnymi
bioantioxidanty.

Zvlastni misto mezi biologicky aktivnimi éterickymi oleji zaujima cibule a ¢esnekové
éterické oleje. Na rozdil od ostatnich, éterické oleje téchto rostlin sestavaji z t€kavych dialkyl
polysulfidi, latek profylaktické a terapeutické hodnoty. Tyto slouCeniny se vytvareji
enzymaticky v dob¢ sekani cibule nebo ¢esneku z prekurzori S-alkylcystein sulfoxida. V cibuli
obsahuji dialkylpolysulfidy jako alkyly propylové a propenylové substituenty, v cesneku
obsahuji hlavné allylovy substituent. U&innost &esnekového éterického oleje a jeho
jednotlivych slozek ve vztahu k riznym typim karcinogeneze byla potvrzena mnoha studiemi
(Milner & Nutr 2001).

Vzhledem k rostouci popularité éterickych oleji a dalSich sloucenin rostlinného ptivodu
v prumyslu, medicin€ a potravinarstvi jako slozek tzv. funkéni vyziva, vySe uvedené problémy
se stavaji stale akutnéjsi a relevantnéjsi. Je zfeymé, Ze piirodni AO a biologicky aktivni latky,
jako éterické oleje, jsou slibnymi prostfedky k napravé mnoha patologickych stavii. Neni vSak
méné ziejmé, Zze v soucasné dobé existuje nedostatek védeckého vyzkumu zaméteného na
studium zplsobd, jak étericky olej ovliviiuje metabolismus, vyvoj a pribéh nemoci v zivém
organismu.

3.2 Extrakty

3.2.1 Technologie extrakce biologicky aktivnich latek

Extrakce - metoda extrahovani latky z roztoku nebo suché smési pomoci vhodného
rozpoustédla (extrakéniho Cinidla)

V zavislosti na pouzitém rozpousStédle mohou byt extrakty vodné, alkoholové, éterické
atd. A jejich konzistence kapalné, husté, silné a suché. Extrakce urcité latky z rostlinnych
materiala je zalozena na vybéru rozpoustédla a podminkach extrakéniho procesu (Panfilov et
al. 2001)

Vyhody tinktur a extraktli jsou: jednoduchost technologie, vysokd dostupnost a nizka
cena, Siroké spektrum Uc¢inku. V nékterych piipadech je vSak tinktury a extrakty obtizné
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standardizovat, mnohé z nich nejsou analyzovany na obsah U¢innych latek. Maji vlastnost
»starnuti® pii naruSeni slozeni léku za vzniku sedimentu, pouZzivaji se ordlné nebo topicky
(Minina et al. 2004).
Mezi hlavni metody extrakce rostlinnych materidli patii

e macerace (infuze),

e perkolace,

e kontinualni Soxhletova extrakce,

e extrakce vodou a alkoholem,

e ultrazvukové oSetfeni (US),

e mikrovinna extrakce, infuze,

e odvarovani,
extrakce superkritickou tekutinou (Hostettmann 2014)

Metoda macerace (infuze) je nejstar$i metodou extrakce. Ziskani extraktti maceraci je

nasledujici: drceny rostlinny material se umisti do uzaviené nadoby s rozpoustédlem a udrzuje

se pii pokojové teploté. Doba infuze byla ur€ena poctem extraktli. Poté byla smés vypusténa,
zfiltrovana a vy¢isténa (Minina et al., 2004).

Macerace je jednoduchd metoda extrakce, ktera, 1 kdyz je cennd, pfedstavuje nevyhodu
dlouhé¢ doby extrakce a nizké G€innosti. Dillezitym bodem této metody je volba rozpoustédla,
ktera vymezuje tfidy sloucenin ziskanych ze vzorka a také umoziuje maceraci pro extrakci
termolabilnich slozek (Azwanida 2015; Handa et al 2008)

Metoda perkolace je hlavni metodou vyroby tinktur a extraktl. Extrakce perkolacni
metodou se lisi od maceracni metody v tom, ze po kratké infuzi béhem extrakce je maximalni
koncentra¢ni rozdil vytvofen postupnym piemisténim extraktu ¢istym extraktantem.

Vyhodou této metody je to, Ze takto ziskany extrakt je vysoce koncentrovany a obsahuje
velky podil aktivnich sloZzek a mize byt pouZit v niZsich jednotkovych davkéch pro zajisténi
lepsi 1écby lécivem. Rozpoustédlo je smeés destilované vody a vody modifikované
katalyzatorem. Smés zvySuje extrakci uc¢innych latek pro zlepSeni zpracovani a také zlepSuje
kvalitu a zpracovani extraktu (Sweet & Earle 2003).

Extrakce nizSimi alkoholy a vodou umoznuje izolovat latky rozpustné ve vodé a
alkoholu, jako jsou fenolové slouceniny, glykosidy, ve vod¢ rozpustné uhlovodiky atd. Zaroven
do extraktu pfechazi mnoho dalSich cennych latek: lipidy, mineraly, derivaty chlorofylu,
karotenoidy a vitaminy (rozpustné v tucich) (Kopopkuna et al., 2007).

Soxhletova extrakce je tradi¢ni technologie pro extrakci biologicky aktivnich latek. Tato
metoda umoZziuje téméf Upln€ extrahovat latku ze suroviny opakovanou extrakcei
rozpoustédlem ve zvlaStnim zatizeni. Rostlinné suroviny se rozdrti a umisti do sacku (ve formé
kazety) z filtratniho papiru. Patrona se umisti do extraktoru Soxhletova aparatu a podrobi se
extrakci rozpoustédlem. Olovo zahtivejte, aby byl var rovhomérny. Mnozstvi rozpoustédla
nalit¢tho do extraktoru musi byt dostatecné, aby bylo pfeneseno pies sifonovou trubici do
ptijimace (Handa, S.S. et al., 2008).

Moderni metody extrakce chemikalii jsou ucinnéjsi a rychlejsi. V soucasné dob¢ se
extrakce latek z rostlinnych materidlli provadi metodami, jako je ultrazvukovéa extrakce
(Vinatoru 2001) a SFE ( Lang et al. 2001).
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3.3 Soucasny stav vyzkumu rostlin ¢eledi Brassicaceae

Celed Brassicaceae (Cruciferae) zahrnuje brokolici, zeli a kvétak, kien, fedkvicky,
fedkviCky, tufin a dal$i zeleninu. Stejné jako veSkera zelenina obsahuji uhlohydraty, vitaminy
a mineraly, ale jejich chemické slozeni je jedine¢né diky vysokému obsahu latek obsahujicich
siru - glukosinolatt, které zptisobuji specifickou vini a Stiplavou chut’ celedi (Higdon et al
2007).

V zeleniné jsou glukosinolaty chemicky a tepelné stabilni, ale pokud je narusena
integrita bunky, hydrolyzuji pisobenim enzymu za vzniku isothiokyanatii a indolovych
sloucenin.

Je znamo, Ze se z glukosinolati tvofi vice nez sto isothiokyanati (Fowke 2003).
Naptiklad glukorafanin je prekurzorem sulforafanu, allylisothiokyanat je sinigrin,
hydroxybenzitisothiokyanat je sinalbi

Prace (Andini et al. 2020) uréila specificitu antimikrobialni aktivity rtznych
isothiokyanati ¢eledi Brassicaceae pomoci mikrodiluéni metody. Bzlo testovano 11
izothiokyanatii na jejich antimikrobialni aktivitu ve vztahu k kazeni potravin nebo patogennim
mikroorganismim, v¢etné: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Candida holmii,
Saccharomyces cerevisiae and Aspergillus niger. Vsechny testované isothiokyanaty
vykazovaly inhibi¢ni rlstovy ucfinek na vSechny testované mikroorganismy . 9-
methylsulfonylnonyl-ITC (9-MSoITC) a 9-methylsulfonyl-nonyl-ITC (9-MSITC) byly
nejucinngjsi proti B. cereus, s minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) 25, respektive 50 pg / ml.
Navic izothiokyanaty vykazovaly destruktivni uc¢inek na vSechny testované mikroorganismy.

Autofi (Blazevi¢ et al. 2011) zkoumali antimikrobialni aktivitu rostliny Aurinia
leucadea stanovenim inhibi¢nich z6n pomoci difizni metody na disku a minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) pomoci mikrodiluéni metody. Na zakladé studie bylo zjisténo,
ze inhibuji Sirokou Skalu bakterii a hub, s hodnotami MIC 2,0-32 , 0 pg / ml, coz ukazuje na
jejich slibny antimikrobialni potencial, zejména proti houbam Candida albicans a Rhizopus
stolonifer, jakoz i proti klinicky dulezitému patogenu Pseudomonas aeruginosa.

Vysledky vyzkumu (Prasad 2014) naznacuji vysokou biologickou aktivitu rostlin celedi
Brassicaceae. Methanolovy extrakt listll z kvétaku vykazoval maximalni inhibi¢ni zonu proti
E. coli. Ethanolovy extrakt z Pak choy vykazoval nejvyssi inhibi¢ni zonu proti S.aureus. E.coli
byl maximalné inhibovan chloroformovym extraktem kvétaku. Extrakt z diethyletheru z list
kvétaku mel maximalni inhibi¢ni zonu proti P.aeruginosa

Chloroformovy extrakt z kvétdku mél mezi vSemi vzorky extrahovanymi pomoci
chloroformu nebo rozpoustédel, jako je diethylether, methanol a ethanol, maximalni inhibi¢ni
z6nu s primérem 34 mm. Listovy extrakt Pak choy ze vSech ¢tyf rozpoustédel vykazoval
inhibici proti vSem mikroorganismiim, coz naznacuje, ze Pak choy lze pouzit jako
antimikrobidlni ¢inidlo proti t¢émto mikroorganismtiim bez ohledu na rozpoustédlo pouzité pro
eluci aktivnich sloucenin. To naznacuje, Ze listy Celedi Brassicaceae mohou byt zdrojem
piirozené dostupné potravy majici antimikrobialni aktivitu

Ve svém piedchozmi studiu (Satornik et al. 2016) Brassica Rapa L bylo zjisténo, Ze
kotenova plodina obsahuje malé mnozstvi (~ 1%) éterického oleje. Tento étericky olej, ktery
jsme ziskali, byla tmaveé modra kapalina t€Z8i neZ voda. V elektronickém absorpénim spektru
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oleje ve viditelné oblasti byly zaznamenany absorp¢ni pasy charakteristické pro chamazulen
(732, 660 a 605 nm). Pomoci metody chromatografie-hmotnostni spektrometrie bylo ukazéano,
ze slozeni éterického oleje je predstavovano 17 slozkami, které tvoii 99,2% souctu vSech
olejovych slozek. Hlavnimi slozkami oleje s celkovym obsahem 91,8% jsou tfi izomery
azaronu: a-azaron ((E) -azaron), 3-azaron (Z) -azaron) a Y-azaron (sekichon) s pievahou B -
azaron (57,4%).

Vysledky mého studia (Satornik et al. 2016) mikrobiologické aktivity ukazaly, ze
tufinovy olej inhibuje rdst testovanych kmend Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella
pneumoniae. Ve vztahu k kmentiim Acinetobacter baumannii a Staphylococcus aureus, étericky
olej Brassica rapal. vykazuje nulovy efekt. Bylo zjisténo, ze étericky olej Brassica rapa
stimuluje mnozeni kmend Escherichia coli.

Hlavni pozornost byla zaméfena na stanoveni biologicky aktivnich latek s vyraznymi
redukénimi vlastnostmi v Brassica rapa L. Pfitomnost takovych sloucenin poskytuje
a v nékterych pfipadech antikarcinogennim ucinku fytonutrientii. Vysledky kvantitativni
analyzy studovanych vzorkl tufin ukazaly, Zze obsah vitaminu C, jako nejucinngjSiho
redukéniho ¢inidla, byl 61,0 + 0,2 mg% na 100 g ¢erstvého kotene. Ve studovanych surovinach
nebyl nalezen vitamin P.

Také v Brassica rapa byly detekovany reduk¢ni latky - snadno hydrolyzovatelné cukry
- v mnozstvi 3,02 = 0,15 g na 100 g suché suroviny. Obsah taninti byl stanoven v mnozstvi 0,49
+ 0,02 g/ 100 g. Celkovy obsah flavonoidi byl 1,07 + 0,05 g na 100 g suché suroviny. Studie
farmakologickych vlastnosti azaron ukazala, Ze slouc¢eniny maji uklidiiujici, hypnoticky,
analgeticky ucinek. Byla také zjiSténa schopnost asaront uvolnit kiece hladkého svalstva a
snizit krevni tlak

Ukézalo se, Ze obsah glukorafaninu jako prekurzoru sulforafanu ve studovanych
surovinach je biologicky vyznamny a srovnatelny s ukazateli pro jiné zastupce krucifer6zni
rodiny, doporu¢ené jako rostlinnd surovina s antikarcinogennim u¢inkem. Spektrofotometricka
studie antioxidacni aktivity za pouZiti modelové autooxidacni reakce adrenalinu (in vitro)
odhalila, Ze na rozdil od vodného extraktu ze suchych surovin mé Cerstvé vymackana Stava
Brassica rapa L. vyrazny antioxida¢ni ucinek. Studie prokézaly, Ze kofenova plodina je
nejcennéjsi a nejuzitecn&jsi jako antioxidant v Cerstvé, tepelné neoSetiené forme.

3.3.1 Cesnaéek lékaisky (Alliaria petiolata)
3.3.1.1 Botanicka charakteristika a roz§ireni

Alliaria petiolata (M. Bieb.) Cavara & Grande je dvouleta bylinna rostlina vysoka 20 az
100 cm se silnou vini ¢esneku. Stonek je vztyCeny, s namodralym kvétem, lysym, obvykle
poddimenzovanym. Spodni listy jsou na dlouhych stopkach, pupenovitém, hrubozrnném plasti,
uprostied - ve tvaru srdce, horni - zubaté zuby. Kvéty jsou bisexualni, malé, se ¢tyimi okvétnimi
listky, bilé v apikalnim kvétenstvi racemdzy. Ovoce - dlouhé Ctyfsténné oteviraci lusky s
konvexnimi kiidly. Kvéty v dubnu az ¢ervnu ptinasi plody v kvétnu az ¢ervenci (Dobracheva
1987).

30



Cesnacek je rostlina hojné rostouct v listnatych a kiovistnic lesich, hajich, narumistich a
zahradkach . Ma rada humoézni, vlihké pady, piscité i hlinité (Janca 1994).

Rostlina ¢esnacku 1ékaiského je rozsitena témér po celé Evropé, v asijskych zemich
(stiedni, stfedni a zépadni Asie, Cina, Kavkaz, Nepal, Indie, Pakistan) a také na africkém
kontinentu (severni Afrika). Vice nez 70 raznych evropskych druhi hmyzu a asi 7 evropskych
druhti hub pouzivé jako zaklad potravin ¢esnacek I¢kaisky. Na této rostlin€ se zivi mnoho larev
nekterych druhti motyli a mar. V Severni Americe byl zaveden jako kulinaiska bylina v 60.
letech 20. stoleti, ale protoze neexistuji vyznamni pfirozeni neptatelé, je schopna ptekonat a
vysidlit mnoho svych ptivodnich druht diky vysoké produktivité osiva a monopolizaci zdroji
a je povazovana za invazivni odvétvi (Nuzzo 1999).

3.3.1.2 Tradié¢ni vyuZziti

Cesnacek 1ékaisky patii do ¢eledi Brassicaceae. Listy, kvétiny a ovoce jsou jedlé jako
potrava pro lidi. Maji jemnou chut’ ¢esneku a hoicice. Zelené lusky semen A. petiolata jsou
smazené, drcené seminko je kofeni a ¢esnekové vuné se ptridavaji do pikantnich pokrmii.
Rostlina je znama svymi farmakologickymi vlastnostmi. A. petiolata v ¢aji je Cisti¢ krve;
kvetouci rostlina je expektorantni, antiseptickd, stimulacni a antiastmatickd, vyhanét ervy a
pomaha hojit rany; obklad 1é¢i kozni viedy a fezy a §tava stimuluje pritok krve (Bowles 2004).

Dle Janca (1994) teoreticky je mozno drogu podavat formou nalevu, ale v ¢ajich
¢esnekové aroma vétSinou siln€ prordzi a mnozi lidé je nesnaseji. Proto se doporucuje radéji
formu prasku, podavaného 3 az 4 krat denn€ na Spicku kulatého noze. Nalev se pouziva pouze
pro vn¢jsi pouZiti a pro klyzmata.

3.3.1.3 Biologicka aktivita

Lécivé rostliny maji schopnost inhibovat rlst Sirokého spektra patogennich
mikroorganismu v disledku pfitomnosti éterickych oleji. Antimikrobialni vliv éterickych oleji
a jejich riznych slozek extrahovanych z 1é¢ivych rostlin byl dobie zdokumentovan (Hammer
et al. 1999; Hood et al. 2003; Duschatzky et al. 2005)

Janca (1994) uvadi, ze droga ma desinfek¢ni G€¢inky na mocovy trak i na dychaci cesty .
Je velmi vhodna k zevni 1é¢bé zahnisanych ran a zanéti pokozky, vcetné bakterialnich
(napriklad riize). Muze se pouzit i na kloktani a pfevalovani v tistech pfi zdnétech v ustni duting,
ale i pii paradentoze. Mirné zlepSuje spalovani tuku, takze ji mizeme aplikovat i pti poruchach
Zluéniku a slinivky, stejné jako pifi zvySeném oObsahu tuku v krvi. Ma taky ucinek
protiskleroticky.

Jsou také znamy nékteré udaje o chemickém sloZeni této rostliny. Uvadi se, Ze listy
obsahuji flavonoidy, pryskyfice, sinigrinovy glykosid atd. Semena obsahuji asi 30% oleje, ktery
obsahuje erukovou, linolovou, olejovou a fadu dalSich mastnych kyselin (Kopuuesckuii 2004).

Ve studiich Blazevice et al. (2008) bylo chemické slozeni éterického oleje podrobné
studovano pomoci plynové chromatografie. Ctyficet Gtyii tékavych latek z Alliaria petiolata
bylo identifikovano po hydrodistilaci v Clevenger aparatu. Esencialni oleje byly izolovany z
cerstvého a suchého rostlinného materidlu. T€kavé slouceniny byly analyzovany plynovou
chromatografii (GC) a hmotnostni spektrometrie (GC-MS). Hlavnimi slozkami byly organické
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slouCeniny nitrilu a siry. Byly to allylisothiokyanat (40,3-47,2%), 3,4-epithiobutannitril (3,8—
10,2%), allyl nitril (0,6-7,6%), alylthiokyanat (1,2-2,1%), které jsou uvoliiovany z
glukosinolatu sinigrinu degradace. V olejich z autolyzovaného rostlinného materidlu nasli
diallyl disulfid (7,2%), diallyl sulfid (0,7%), 3-vinyl-3,4-dihydro-1,2-dithiin (0,5%) a 2-vinyl-
4H-1,3-dithiin (0,3%) které se uvoliuji degradaci S-alke (en) ylcystein sulfoxidu (Blazevi¢ et
al. 2008).

3.3.1.3 Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami jsou allylsulfid , rhodanalyl (sirnaté glykosidy ) a alliarin,
beta karoten, étericky olej, pektin , kyselin a askorbova . Droga je ovSem celkové velmi mélo
prozkoumana (Janca 1994).

Charakteristicka chut’ a viné vSech rostlin Brassicaceae (zeli, kvétak, brokolice,
fedkvicka, kien, hoicice, fepka olejka) byla pficitana t¢kavym slouceninam obsahujicim siru,
které se vyvijeji pfi thioglukosiddzové hydrolyze glukosinolati po poskozeni tkdné. Bylo
zjisténo, ze tiida glukosinolatovych sloucenin Alliaria petiolata obsahuje sinigrin a
glucotropaeolin (Daxenbichler et al. 1991).

V mém piedchozim vyzkumu Brassica rapa L, ktery také patii do ¢eledi Brassicaceae,
jsme také studovali aktivitu proti rakoviné v disledku ptitomnosti glukorafaninu. V naSich
vzorcich bylo nalezeno dostate¢né velké mnozstvi tohoto glukosinolatu (Catophuxk et al. 2016)

Je obtizné precefiovat prosp&sné vlastnosti ¢esnacku lékatského. Cesnacek ma diky
svému cennému chemickému sloZeni anthelminticky (anthelminticky),vykaslavani, diaforicky,
diureticky, antiastmaticky a antisepticky ucinek. Naptiklad flavonoidy obsazené v listech
¢esneku Sciatica maji silny antioxidacni G€inek na lidské télo a pfispivaji k jeho uzdraveni a
omlazeni. Kyselina askorbova nalezend v listech této rostliny ma také antioxidacni ucinek.
Karoten ve struktufe ¢esneku pomaha zlepsit funkeci plic (Alekseev 1974).

Na zakladé literarni reSerSe lze konstatovat, ze antimikrobialni a antioxidacni aktivita
éterického oleje a extrkti Alliaria petiolata nebyla studovana, ¢ehoz se tato prace bude vénovat.
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4 Metodika

V ramci prace byla testovana antimikrobialni aktivita a antioxidacni aktivita éterického
oleje a lihového extraktu ¢esnacku lékatrského

4.1 Struktura vyzkumu.

Analyza védecké a technické literatury a patentovych informaci o dané problematice

Formulace vyzkumnych cild. Vybér technik a vyvoj vyzkumnych metod.

v
EXPERIMENTALNI VYZKUM
v
Volba vyzkumnych objektd
v
Cesnacek lékarsky
v
Vybér a zdivodnéni optimalnich parametri procesu extrakce biologicky
aktivnich latek
v
Izolace silice Ptiprava extraktu voda-alkohol
v v v v

Kvalitativni a kvantitativni
charakteristika éterického oleje
(chromatografie a hmotnostni
spektrometrie)

Studium antimikrobialnich
vlastnosti extraktu a
éterického oleje

Studium antioxidacéni
vlastnosti extraktu

v

v

Vysledky vyzkumu

4.2 Sbér rostlinného materialu a priprava vzorku

Pifedmétem studia byla rostlina A. petiolata. Sbér a sklizen probéhla v Praze okrese
Uh#inéves v obdobi kvétu, koncem kvétna 2019. Rostlina (stonky a listy) byla odstranéna z
pudy, vysuSena ve stinu pifi pokojové teplot¢ a doddna do laboratoie. Rostliny susené na
vzduchu byly skladovény pfi relativni vlhkosti 75% . Listy a kvéty byly oddéleny od stonku a

homogenizovany
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4.3 Chemikalie a kultivacni média

e Destilovana voda

e Mueller Hinton Broth (MHB)

e Sabouraud Dextrose Broth (SDB)
e Ethanol 96%

e Tetracycline

e Tioconazole

e DPPH
e DMSO
e Twin

4.4 Pristrojové vybaveni

e chromatograf Agilent 7890A G

e kvadrupdlovy analyzator Agilent 5975C
e kolona HP-5MS 30m x 0.25 mm, 0.25 um film od Agilent (Santa Clara, CA, USA)
e Microtitra¢ni desky

e Vicekanalova pipeta

e Flowbox

o Kyvety

o Stiikacky

e Petriho misky

e Laboratorni vahy

e Vaiic

e Teplomér

e Filtra¢ni papir

e Ostatni laboratorni sklo a pomtcky

4.5 Destilace silice

Prvnim krokem pted analyzou éterickych olejii je jejich izolace.

Pred pouzitim Clevengeruv piistroj byl promyt hexanem a né&kolikrat proplachnut
destilovanou vodou .

Nasekané a smiSené Casti suSené rostliny byly podrobeny hydrodistilaci za pouZiti
ptistroje Clevenger. Vysusené na vzduchu suroviny v mnozstvi 359 g (v n¢kolika opakovanich)
byly umistény do baiiky s kulatym dnem s destilovanou vodou, namontovany nad ohtiva¢ a
uvolnény esencialni olej byl kvantitativné shromazd’ovan v Clevengerové trysce po dobu 3-4
hodin.

Vysledny destilat byl extrahovan hexanem. Extrahovany étericky olej byl ulozen v Cisté
sklenéné vialce na tmavém misté pii 4 °© C do do uplného odpafeni hexanu a konstantni
hmotnosti silice.
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Extrakt byl uchovavan v mrazaku v eppedorfcich pii T =-18 © C az do chromatografické
a antimikrobialni analyzy.

Procentudlni vytézek izolovaného esencidlniho oleje byl vypocten vzhledem k jejich
suché hmotnosti podle vzorce:

_ V'x 100 x 100
— m(100 — W)

kde V- objem silice (cm®)

m- hmotnost suroviny (Q)

W- ubytek hmotnosti suSenim surovin (%)

Pro dalsi studium antimikrobialni aktivity byl étericky olej rozpustén v alkoholu a Tween
v poméru 1: 2, vortexovan a nalit do epedorfek a zmrazen pfi teploté 20 ° C.

4.6 Priprava lihového extraktu

Ke kontrole antimikrobidlniho u€inku a antioxida¢ni aktivity byly pouzity alkoholové
extrakty ¢esnacku lékaiského

Cast sugeného drceného rostlinného materidlu o hmotnosti 25 g umisti se do baiiky o
objemu 700 ml. Pro extrakci a pfipravu pracovnich roztokti se pouzival 70% ethanol.

Rostlinny material byl extrahovan ve zvoleném poméru extraktoru surovin 1:20 pro
stabilitu systému.

Extrakce probihala po dobu 24 h pfi pokojové teploté za stalého michani na laboratorni
tiepacce. Extrakt byl potom oddé€len od bylinného zbytku filtraci ptes papirovy filtr a poté
sterilizovan pfes membranovy filtr (primér poért 0,45 pm) ve sterilni vakuové filtracni
aparatuie

Ziskany roztok byl pak odpafen ve vakuové odparce pii teploté 40 °C a nésledné dosuSen
v exsikatoru. VysuSeny extrakt byl pak znovu resuspendovan v DMSO na pozadovanou
koncentraci.

4.7 Pouzité mikroorganismy

Pro testovani byly pouZity standardni sbirkové kmeny ze sbirky ATCC (American Type
Culture Collection)
S. aureus ATCC 29213
E. coli ATCC 25922
E. faecalis ATCC 51299
C. albicans ATCC 10231
B.cereus ATCC 1177
P. aeruginosa ATCC 27853

4.8 Priprava médii a inokula

Pro hodnoceni citlivosti se pouzivaji média specialné urcena pro tento ucel. Mueller
Hinton Broth (MHB) — bakterie, Sabouraud Dextrose Broth (SDB) — kvasinky
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Vybrané kultivaéni médium pro stanoveni citlivosti se pfipravuje ze suchého prasku
pramyslové vyroby v souladu s pokyny vyrobce. Po vateni se zivné médium ihned nalije do
sklenénych lahvi a pevné se uzavie a autoklavuje 25 min 121° C.

Pro piipravu inokula se pouziva Cista denni (24h) kultura mikroorganismu péstovanych v
zivném médiu. Malé mnozstvi materialu (1-2ml) se pomoci stiikacky pfenese do zkumavky se
sterilni Zivnou pudou tak, aby se hustota inokula zvysila o 0,5 v souladu se standardem
MacFarland. Inokulum by mélo byt pouzito do 15 minut po ptipravé.

4.9 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace bujonovou mikrodilu¢ni
metodou

4.9.1 Postup

Princip této techniky spociva v fedéni antimikrobialni latky v jamkach mikrotitra¢ni
desticky. Kazda nésledujici koncentrace se rovna poloving piedchozi koncentrace.

Hodnoceni citlivosti na antibiotika zahrnuje postupnou implementaci nékolika fazi:

- ptiprava kultiva¢nich médii;

- ptiprava suspenze studovanych mikroorganismi (inokulum);

- oCkovani;

- inkubace;

- uctovani a interpretace vysledku, formulace doporuceni pro 1é€bu.

Obecnou a zasadné dilezitou pro vSechny testovaci metody je standardizace suspenze
studovaného mikroorganismu. Jeho koncentrace by méla byt 1,5-10%8 KTJ/ml. Téméf
nejpiijatelnéjs$i metodou pro stanoveni koncentrace bakteridlni suspenze je méteni jeji optické
hustoty. Opticka hustota bakteridlni suspenze s koncentraci 1,5-108 KTJ/ml pfi vizualni
kontrole spliuje standardni zakal 0,5 podle MacFarlanda.

Pro pfipravu zékladnich roztoki antibiotik je nutné pouzit latky antibiotik se znamou
aktivitou, lékové formy nejsou vhodné. Pro véaZeni latek je nutné pouzivat elektronické
laboratorni vahy s pfesnosti az 4 znaky. Roztoky antibiotik se ptipravuji v koncentraci 512,0
pg / ml a vyssi. Vzorky antibiotik pro pfipravu zédkladnich roztokl se pfipravuji s ohledem na
jejich Cistotu. Vazeni pfesné vypocitaného mnozstvi prasSku je témeétf nemozné. Piipravuje se
proto blizko vypocteny vzorek a poté se piepocitava mnozstvi poZzadovaného rozpoustédla.

M4TB skutetna (mg) X Vrozpouétédla teoreticka (ml)

MATB teoriticka (mg)

Vrozpouétédla skute¢ny (ml) =

kde Vrozpouétédla teoreticky = 1ml
pocatecni koncentrace ATB (mg)

¢istota ATB %

MATB teoriticka (mg) =

Vzhledem k tomu, Ze se antibiotika vyznamné 1i$i v rozpustnosti, je v nékterych piipadech
potieba pouzit rizné latky pro primarni rozpousténi (solubilizaci) ptipravku (rozpoustédla) -
DMSO pro thiokonazol a uvést je do predem stanovené koncentrace (fedidla). V ptipadech, kdy

36



rozpoustédla a fedidla jsou ruzné latky, musi byt k rozpusténi antibotika pouzito minimalni
mozné mnozstvi rozpoustédla. Destilované voda se pouziva k ptipraveé pracovnich roztokd.

Z pracovnich roztokl se pfipravi dvojnasobné fedéni antibiotika. Pfi vypoctech se jako
zéklad vezme konec¢na koncentrace antibiotika v médiu 1,0 pg / ml (vyssi - 2, 4, 8 atd.; Nizsi -
0,5; 0,25; 0,125 atd.) .). V tomto piipad¢ by skute¢na koncentrace roztokii méla brat v ivahu
tfedici faktor antibiotického roztoku béhem inokulace.

Do kazdé jamky mikrotitracni desticky se piida 100 pl média. Poté se do druhé fady
zavede pracovni roztok antibiotika v mnozstvi 200 pl ml pomoci mikropipety se sterilni
Spickou. Dukladné¢ se promichava a ptenese se 100 pl roztoku antibiotika do tfeti fady
obsahujici nejprve 100 ul bujonu. Tento postup se opakuje, dokud nejsou piipraveny vSechny
potiebné série fedéni. Z posledni zkumavky se odebere 100 pl.

Takto se ziskaji fady s antibiotickymi roztoky, jejichz koncentrace se v sousednich
zkumavkach 1i$i dvakrat.

Suspenzi bakterii se naleje do sterilni vanicky, sterilni hroty ,,jezka“ se namoce do
suspenze a naockujte sterilni tekutou pidu v pfipravené mikrotitracni desticce.

Pro stanoveni citlivosti metodou mikroziedéni se provadi kontrola Cistoty za pouziti
specialné ponechanych pro tento Gcel jamek mikrotitracni desticky, do které se neptidavaji
antibiotické roztoky a mikrobialni suspenze.

Ke kontrole rlstu pii urCovani citlivosti metodami fedéni se pouzivaji specidlné
ponechané jamky mikrotitracni desticky, do které se neptidava antibiotikum.

Desticka se potom umisti na 24 hodin do inkubatoru pfi teploté 37 pro bakterie a 25 pro
kvasinky. Béhem inkubace musi byt desticka zakryta vikem, aby se zabranilo vysuSeni obsahu
jamek.

4.9.1 Vyhodnoceni

Redici metody se pouZivaji ke stanoveni minimélni inhibiéni koncentrace (MIC)
antimikrobialnich latek a jsou referencni metodou testovani antimikrobialni citlivosti.

V naSich testech se mikroorganismy testuji na svou schopnost reprodukovat viditelny rtst
v Zzivném médiu (rozpousténi v Zivném médiu) obsahujicim néasledné rozpousténi
antimikrobialniho ¢inidla - silice.

Vysledky se hodnoti vizualng€, porovndnim rlstu mikroorganismu v piitomnosti
antibiotika s rtstem kultury v bunice bez antibiotika.. Za MIC se povazuje minimalni
koncentrace, pii které€ je zajiSténo uplné potlaceni viditelného riistu studovaného kmene.

4.10 Antioxida¢ni aktivita

Jednou z metod pro hodnoceni antioxidacni aktivity (AOA) je kolorimetrie volnych
stabilnich radikald na zakladé DPPH reakce DPPH (2,2-difenyl-1 pikrylhydrazyl
(C18HI12N506, M = 394,33) rozpusténého v methanolu se vzorkem antioxidantu (AH) podle
schématu:

DPPH* + AH - DPPH — H + A"
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Redukce DPPH antioxidantem snizuje purpurové modrou barvu DPPH v methanolu a
reakce je fizena zménou optické hustoty pii 517 nm.

Ke stanoveni antiradikalni aktivity extraktt cesnacku lékaiského byla pouzita reakce se
stabilnim radikdlem DPPH.

V<N eVe

N + AH —P NH * A
ON NO2 O2N NO;
NO2 NO;
DPPH DPPH-H
(purple, 517 nm) (colorless)

Studium antioxida¢nich vlastnosti bylo provedeno spektrofotometricky s 1 mM
alkoholovym roztokem DPPH (Sigma-Aldrich) na spektrofotometru.

K pftipravé pracovnich roztokll bylo pouzito 175 pl methanolu. Na mikrotitra¢ni desticce
byla pfipravena fedici fada pro extrakt a vitamin C. DMSO byl pouzit jako rozpoustédlo pro
vitamin C. Poté do jejich pocate¢ni koncetrace 512 pg/ml byly extrakt a vitamin C upraveny
methanolem. Stupen odbarveni roztoku DPPH po pfidani extrakti byl stanoven pii 517 nm.

Mg¢teni bylo provedena po 30 minutich inkubace ve tmé.

Pro srovnani antioxida¢ni aktivity byla provedena analyza standardu kyseliny askorbové
(512 pg / ml). Jako indikatory antioxidacni aktivity byly zvoleny stupen inhibice DPPH (%) a
antioxidacni aktivita ICso

Dk - szorek

AOA =
Dy

kde
Dy je opticka hustota v kontrolnim vzorku;
Dyzorer j€ opticka hustota v vzorku.

Kazdy experiment byl proveden tiikrat ve tfech opakovanich, interval spolehlivosti byl
vypocten statistickymi metodami pomoci Studentova koeficientu (koeficient determinace
R?=0,95).

4.11 GC-MS analyza chemického sloZeni

Slozeni éterického oleje A.petiolata bylo stanoveno pomoci pomoci plynového
chromatografu Agilent 7890A GC pfipojen¢ho k jednomu kvadrupolovémiu analyzatoru
Agilent 5975C. Byla pouzita kolona HP-5MS 30m x 0.25 mm, 0.25 um film od Agilent (Santa
Clara, CA, USA). Jako rozpoustédlo byl pouzit hexan a objem vzorku 1 ul byl vstfikovan ve
splitovém rezimu (pomér 20: 1) do injektoru zahtatého na 250 ° C.
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Pocatecni teplota v peci byla nastavena na pocatecnich 60 ° C na 3 minuty, dale byla
zvySovana na 230 ° C rychlosti 3 © C / min, a poté udrzovana konstantni po dobu 10 minut.
Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pritokem 1 ml/min. MS analyza byla provedena v
rezimu «full-scan». Elektronova ioniza¢ni energie nastavena na70 eV.

Identifikace jednotlivych slozek byla provedena na zakladé shody jejich hmotnostnich
spekter a reten¢nich indexd s databazi National Institute of Standards and Technology Library
(NIST, USA) a literaturou (Adams 2007), jakoZ i koinjeci autentickych standarda.
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5 Vysledky

5.1 Antimikrobialni aktivita

Na zaklad¢ provedeného vyzkumu byly ziskany nasledujici vysledky pro antibakterialni
aktivitu, chemické sloZeni a antioxidacni aktivitu

Standardni antibiotika thioconazol a tetracyklin byly pouzity jako referen¢ni antibiotika

Ze suzeného materialu byla vydestilovana lehce zluto-zelena, mirn¢ kalna silice, tuhnouci
pii pokojové teploté, o vytéznosti 0,00173 %. Vytéznost lihového extraktu byla 0,0047 %

Srovnavaci studie antibakterialni aktivity alkoholovych extraktli rostliny a jejiho
éterického oleje s riznymi koncentracemi biologicky aktivnich latek jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 — Miniméalni inhibi¢ni koncentrace etanolového extraktu a silice Alliaria

petiolata
EO (ul/ml) EtOH (pug/ml) Tetracyclin Tioconazol
(ng/ml) (ng/ml)
S. aureus - - 0.5 -
B. cereus 512 256 1 -
E. faecalis - - 0.5 -
E.coli - 1 -
P.aeruginosa - 1 -
C.albicans - - - 0.031

Mirna antibakterialni aktivita byla prokazana u extraktu a silice ¢esnacku l1ékatského proti
mikroorganismim B. cereus

Je dulezité poznamenat, ze alkoholové extrakty vykazovaly vyraznéjsi inhibicni rtst
bakterii nez étericky olej (asi 1,5krat).

To lze vysvétlit skutecnosti, Ze chemické sloZeni éterického oleje a alkoholového extraktu
je odlisné.

5.2 Antioxidacni aktivita
Vysledky studie antioxida¢ni aktivity jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 — Antioxidac¢ni activity extraktu A. petiolate a vitaminu C

IC50 (ng/mL) SE
Extract A. petiolata 89,69 37,16
Vitamin C 4,49 0,92

Na zaklad¢ spektrofotometrické analyzy hydroalkoholickych extraktd A. petiolata,
kyseliny askorbové byl stanoven ukazatel: opticka hustota (A) a polovi¢ni koncentrace
maximalni inhibice (IC50 ) byla vypoctena pro extrakt a vitamin C spolu s jejich smérodatnou
odchylkou (SE).
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Ve srovnani s antioxidacni aktivitou vitaminu C byla antioxida¢ni aktivita extraktu asi
20krat slabsi. V ekvivalentech antioxida¢ni kapacity vitaminu C (VCEAC) se da antioxida¢ni
activitu extraktu vyhodnotit jako 50,1 pg VCEAC/mL extraktu

5.3 Chemické slozeni silice A. petiolata

Studie slozeni éterického oleje Alliaria petiolata prokazaly ptitomnost velkého poctu
sloucenin patficich do rtiznych tfid.

vvvvvv

zajimavé z hlediska jejich biologické aktivity.

Tabulka 3 — slozeni éterického oleje Alliaria petiolata

RI Slozka %
1104 Nonanal 1,49
1401 Hexahydropseudoionone 1,23
1475 (E)-p-ionone 6,20
1840 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl 27,12
2106 Phytol 51,11
2300 Tricosane 2,46
2500 Pentacosane 3,75
Celkem identifikovano 93,35

Pomoci GC-MS analyzy se v silici A. petiolate podafilo identifikovat celkem 7 slozek,
které tvoii 93,35 % obsahovych silice

Mezi slouceninami nalezenymi ve zkoumané rostling jsou hlavni phytol (51,11%),
Hexahydrofarnesyl acetone (27,12%) a (E)-pB-ionone (6,20%)
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6 Diskuze

Pomoci plynové chromatografie s ndslednou hmotnostni spektrometrii bylo mozné ziskat
informace o sloZeni éterického oleje A. petiolata. Vysledky nasi studie chemického slozeni
éterickych oleju ziskanych ze suchych rostlinnych materiald se jenom ¢aste¢né shoduji s diive
publikovanymi vysledky.

Blazevi¢ & Masteli¢ (2008) analyzovali slozeni esencialniho oleje A. petiolata ziskaného
z Cerstvého 1 suchého rostlinného materialu. Vysledek ukéazal pritomnost 44 slozek, z nichz
hlavni byly organické slouceniny nitrilu a siry. Byly to allylisothiokyanat (40,3-47,2%), 3,4-
epithiobutannitril (3,8-10,2%), allylnitril (0,6-7,6%), alylthiokyanat (1,2-2,1%), které jsou
uvoliiovany pii degradaci sinigrin glukosinolatu. V olejich z autolyzovaného rostlinného
materialu byly diallyl disulfid (7,2%), diallylsulfid (0,7%), 3-vinyl-3,4-dihydro-1,2-dithiin
(0,5%) a 2 vinyl-4H-1,3- dithiin (0,3%), ktery se uvoliiuje degradaci S-alke (en) ylcystein
sulfoxidu. Oleje, kromé& vySe uvedenych tékavych latek, obsahuji slouceniny bez dusiku a siry:
fytol (4,0-26,3%), kyselina palmitova (0-14,7%), (Z) -hex-3-en-1-ol (0,4-6,2%) , nonanal (0—
3,0%), fenylacetaldehyd (0-2,8%), a-ionon (0,3-1,9%), 4-vinyl-2-methoxy-fenol (0,2-1,6%),
benzaldehyd (0,2-1,0%).

Rozdil ve ziskanych vysledcich 1ze vysvétlit riznymi faktory. Zaprvé, byl rostlinny
material autort sbirany v Chorvatsku, kde se klimatické a ptirodni podminky lisily od nasich.
Sbér byl proveden také béhem kvétu - na jate, ale vyssi slunecni zafeni, vyssi teploty a Girodna
ptda mohou mit vyznamny vliv na sloZeni éterického oleje.

Za druhé, autofi (Blazevi¢ & Masteli¢ 2008) zkoumali slozeni suchého i Cerstvého
materidlu. Jejich vysledky ukazuji, Ze rozdil mezi Cerstvym a suchym materidlem je vyrazné
odlisny: obsah B-iononu v suchém materialu je tedy téméf Ctyfikrat vyssi nez v Cerstvém. Na
druhé strané je obsah allylisothiokyanatu vyssi v ¢erstvém materialu nez v suchém materialu.
Neékteré latky se nachazeji pouze v éterickém oleji ziskaném ze suSené¢ho materialu, zatimco
jiné naopak pouze v éterickém oleji z Cerstvého materialu. Na zéklad€ toho 1ze tvrdit, Ze naSe
analyza éterického oleje ziskaného pouze ze suchych surovin neddva uplny obraz o
kvalitativnim a kvantitativnim sloZeni rostliny.

Z izolovanych latek si zvlaStni pozornost zaslouzi slozky s antibakteridlni, fungicidni a
antivirovou aktivitou hexanal (Komai et al. 2014), benzaldehyd, a-terpineol (Carson et al.
1995), caurenol, eugenol (obsazeny v hiebickovém oleji), phytol, limonene (Chang et al. 2011).

Vysledky studie Santos et al. (2013) ukazaly, Ze fytol ma antinociceptivni G¢inek v
nékolika modelech nocicepce a antioxidacni vlastnosti proti volnym radikalim generovanym
in vitro.

Fytol, ktery se také nachdzi v naSem éterickém oleji, patii k mononenasycenym
diterpéntiim, je soucasti chlorofylu, vitamin E. Studie prokéazaly (Renan et al. 2013), Ze fytol ma

Protoze esencialni olej ¢esnacku lékarského sestava z témét poloviny fytolu, mizeme
predpokladat, ze ma podobné Gcinky.

Je znamo, ze fytol inhibuje rust of Staphylococcus aureus (Inoue et al. 2005). Vysoky
obsah fytolu v A. petiolata vSak nezajist'oval antimikrobialni aktivitu proti tomuto bakterialnimu
kmeni.
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Sekundarni metabolity a-ionon a § -ionon jsou terpenové slouceniny s fialkovou vini.
Alfa-ionon se v prirod¢ vyskytuje jen velmi ziidka ve specifickych kvetoucich rostlinach, beta-
Ionon je rozsifeny noterpenoid, ktery se nachazi v kvétech Boronia megastigma

Clanek Maczka et al. (2016) popisuje protirakovinovou aktivitu beta-iononu, prokazanou
proti Siroké Skale nadort, a je zaloZen na mnoha experimentech in vitro a in vivo. Vysoka
ucinnost beta-iononu dava nad¢ji pro jeho $irsi uplatnéni pii prevenci a 1é¢bé rakoviny

Na zakladé toho lze pifedpokladat, Ze étericky olej A. petiolata muze mit teoreticky
podobny ucinek.

Vyzkum (Faezizadeh et al. 2016) ukazal, Ze beta-ionon ma antiproliferativni a
apoptotické ucinky na bunky K562 a v budoucnu muze byt pouzit pii 1écbé nékterych podtypt
leukémie.

Esencialni olej obsahujici manol, 6,10,14-trimethyl-2-pentadekan, eikosanol, ma
antibakterialni aktivitu (Radulovic et al. 2011)

Esencidlni olej A. petiolata obsahuje vyznamné mnozstvi této latky (27,12%), avSak
vysledky antimikrobialni aktivity neprokazaly vysokou aktivitu proti vét§in¢ kmenua coz by
mohlo byt zplsobeno tim, Zze byly pouZity pouze extrakty ze suSené¢ho materialu.
Predpokladame, ze extrakty z ¢erstvého materidlu by byly vici pouzitym mikroorganismim
aktivngjsi.

Vysledky studia slozeni éterického oleje A.petiolata tedy ukazaly pritomnost velkého
mnozstvi biologicky aktivnich latek, které patti do raznych skupin chemickych sloucenin:
uhlovodiky, alkoholy, aldehydy a dalsi latky.

Antibakterialni ataktivita ¢esnacku byla studovana pouze nepiimo. Burke & Chan (2010)
podtvrdili invazivni ucinky Alliaria petiolata na bakterialni komunity v severni lesni padé a
Cipollini & Cipollini (2016) diskutuji o tom, do jaké miry muze alelopatie versus jiné
mechanismy prispét k invazivnimu uspéchu této rostliny.

Pres své Siroké rozSifeni a nenarocné podminky rdstu A. petiolata neptitahovala
pozornost védct, a proto je jeji biologicka aktivita v souasné dobé malo studovana.. V tomto
ohledu se nam zda logické porovnat nase vysledky s vysledky studii rostlin téze celedi
Brassicaceae.

Napiiklad v praci Yetgin et al. (2018) byla prokazana antimikrobialni aktivita
ethanolovych extrakta ¢esneku Allium sativum proti B. subtilis, L. monocytogenes, S. aureus,
Enterobacter aerogenes, E. coli, P. aeruginosa, Pseudomonas fluorescens P1, Listeria innocua,
K. pneumoniae, nékolik kmena enterokoku a salmonel i C. albicans. Piedpokladame, ze nizsi
antimikrobialni aktivita ¢esnacku lékaiského Alliaria petiolata v porovnani s cesnekem je s
nejvétsi pravdépodobnosti spojena s nizsim obsahem latek obsahujicich siru, zejména
allicinem.

Motsei et al. (2003) pouzili ke studiu antimikrobialni aktivity suseny ¢esnek, ktery byl
resuspendovan ve vode¢ a extrahovan v sonické lazni. Pozitivni vysledky byly ziskany proti
C.albicans pomoci bujonové dilucni metody. V nasi studii extrakt a étericky olej A. petiolata
neinhibovaly rust C.albicans.

Vysledky vyzkumu se navic li§i v zavislosti na tom, zda byly pro antimikrobidlni testy
pouzity suché nebo Cerstvé suroviny. Kromé toho se vysledky v zavislosti na zplisobu ptipravy
extraktu mohou také lisit. V praci Awanem et al. (2007) byl zkouman vliv téchto faktort. Byl
pouzit suchy a Cerstvy Cesnek a jako extrakéni latka byla pouzita voda, ethanol, methanol,
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diethylether a chloroform. Antimikrobialni aktivita byla testovana pomoci diskové difuzni
metody vuci 7 bakterialnim kmentim, mezi nimi S. aureus, P. aeruginosa i K. pneumoniae.
Vsechny typy extraktdl byly u¢inné proti viem kmentim mikroorganismd. Uginnost se lisila v
zavislosti na kmenu pouzité bakterie.

V nasi praci étericky olej nevykazoval tak vysokou antimikrobialni aktivitu, coz by
mohlo byt zptisobeno kvalitou pouzitych surovin a rozdilem v rodu rostliny. Kromé toho, jak
ukazuji experimenty Jang et al. (2017), suSené extrakty vykazovaly mensi antimikrobidlni
aktivitu nebo nevykazovaly zadnou, coz je v souladu s nasimi vysledky.

Extrakty ze suseného Cesneku nevykazovaly vyznamnou antimikrobidlni aktivitu proti
S. aureus, S. enteritidis, E. coli, B. cereus nebo L. monocytogens (Jang et al. 2017). Podobné
vysledky uvadi v praci Dziri et al. (2012). Vysledky ukazuji, Ze antibakterialni aktivita
riazového ¢esneku (Allium roseum var. Odoratissimuum) proti patogennim bakteriim nebyla
vétSinou detekovana.

Ve svych predchozich védeckych studiich jsem zkoumal slozeni a antimikrobidlni
aktivitu Brassica rapa L. (Satornik et al 2016) ktera také patii do ¢eledi Brassicaceae. Vysledky
studie mikrobiologické aktivity ukézaly, Ze esencidlni olej inhibuje riist testovanych kmenti
Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae. Ve vztahu k kmentim Acinetobacter
baumannii a Staphylococcus aureus, étericky olej Brassica rapa L. vykazuje nulovy efekt. Bylo
zjisténo, ze étericky olej Brassica rapa stimuluje mnozeni kment Escherichia coli.

V této praci taky byla potvrzena nulova aktivita esencialniho oleje Alliaria petiolate vici
Staphylococcus aureus. Nicméné ani silice ani ethanolovy extrakt rust Escherichia coli
nepodporovaly.

Vysledky Mahomoodally et al. (2018) pii studiu rostlin téze Celedi ukazaly, Ze
methanolovy extrakt C. draba vykazoval nejvyssi antioxidaéni aktivitu v testech CUPRAC,
FRAP a fosfomolybden, zatimco vodny extrakt vykazoval nejsiln€j$i vychytdvani DPPH a
ABTS a inhibici p-karotenu. Pokud jde o extrakty D. sophia, acetonovy extrakt vykazoval
nejvyssi aktivitu v testech CUPRAC a fosfomolybden; Methanolovy extrakt byl nejuc¢innéjSim
vychytdvacem DPPH, zatimco vodny extrakt vykazoval nejvyssi vychytdvani ABTS a Zelezitou
redukéni silu a inhibiéni G¢inek p-karotenu.

Vysledky Fusari et al. (2020) ukazaly, ze vSechny hodnocené druhy Brassicaceae mély
antioxidacni vlastnosti, pficemZ nejaktivn€j§im antioxidacnim druhem byla feficha a zelena
hoft¢ice.

Extrakty Alliaria petiolate také vykazovaly antioxidacni aktivitu, coz je v souladu s
vysledky studii rostlin téZe Celedi.
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7 Zavér

Vzristajici poptavka po biologicky aktivnich latkach ve farmaceutickém, potravinaiském
a krmivarském primyslu vyzaduje vénovat pozornost novym netradinim zdrojim
obnovitelnych surovin. Z tohoto hlediska Ize rostlinu A. petiolata povazovat za slibny objekt,
protoze ma vysoky obsah jedinecnych latek riizného spektra ucinku.

Hypotéza prace byla potvrzena, podafilo se prokazat mirny antibakteridlni uc¢inek silice
a lihového extraktu Cesnacku lékaiského in-vitro proti B. cereus. Byla potvrzena také
antioxidacéni aktivita extraktu metodou DPPH.

Ziskané materialy tvoii zaklad pro pokracovani studia biologické aktivity cesnacku
1ékatského a hlavnich aktivnich slozek s natimikrobidlnim a antioxida¢nim u¢inkem.
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