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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétfena na testovani riznych metod rychlého stanoveni antimi-
krobidlnich ucinkli rostlinnych extrakti a jejich vzajemného srovnani z hlediska efektiv-
nosti a pracnosti. Jedna se o agarovou difuzni metodu, diskovou difuzni metodu a spektro-
fotometrické méfeni optické hustoty. Pro tyto ucely byly vyuZity metanolové extrakty
z jedlych kvétd a netradi¢nich druht ovoce. Uéinky téchto extraktt byly sledovany na vy-
brané grampozitivni a gramnegativni bakterie. Z vysledku je patrné, Ze pro rychlé stanove-
ni antimikrobidlnich G¢inki rostlinnych extraktl je nejvhodnéjsi diskova difuzni metoda,
dobré vysledky s moZnosti ziskdni rozsifenych informaci poskytuje metoda mefeni optické

hustoty. Z divodu spolehlivosti neni vhodna agarova difuzni metoda.

Kli¢ova slova: rostlinny extrakt, antimikrobidlni d¢innost, difuzni metoda, optickd hustota

ABSTRACT

This thesis is focused on testing different methods for rapid determination of antimicrobial
effects of plant extracts and their mutual comparison of effectiveness and labour intensity.
It includes the agar diffusion test, a disk diffusion method and spectrophotometric mea-
surement of optical density. For this purpose, methanol extracts of edible flowers and un-
conventional fruits were used. The effects of those extracts were monitored for selected
Gram-positive and Gram-negative bacteria. The results show that the disk diffusion met-
hod is best for rapid determination of antimicrobial effects of plant extracts. Good results
with possible extended information are obtained from measurement of optical density. The

agar diffusion test is not suitable due to its reliability.

Keywords: plant extract, antimicrobial effectiveness, diffusion method, optical density
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UVOD

Rise rostlin predstavuje od praddvna prakticky nevy&erpatelny zdroj novych slouéenin.
Z celkoveé odhadovaného mnozstvi cca 500 000 rostlinnych druhi, které se na zemi vyskytuji,
bylo dikladné analyze podrobeno jen malé mnoZstvi z nich. Ptesto lidé jiz v ddvné minulosti
vyuzivali 1é¢ivé uc€inky rostlin i jejich extraktl, aniZ by znali jejich pfesné sloZeni. LéCivé
rostliny jsou jiZ po staleti vyuzivany pro 1é¢bu nemoci.

Vv s

Prestoze byly uc¢inné latky z rostlin ¢asem nahrazeny dostupnéjSimi a financné méné naroc-
nymi syntetickymi latkami, zacind se opét objevovat zdjem spotiebiteli o biologicky aktivni

latky v pfirodni forme.

Dnesni moderni separacni techniky vybizi k ziskdni velkého mnoZstvi rtiznych druhii extrakta
o riznych koncentracich u¢innych latek, jejichz ptipadné pozitivni Gcinky na lidsky organi-

zmus je tfeba podrobit dikladné analyze.

S néartistem civilizacnich chorob a s tim spojené pfehnané uzivani antibiotik, které vede ke
vzniku antimikrobidlni rezistence, vzristd zdjem mnoha védnich obori zejména o piirodni
latky s antimikrobidlnimi a antioxida¢nimi Gcinky.

Prestoze existuje spousta standardnich analytickych metod vhodnych ke zjisténi antimikrobi-
dlnich d¢inka (napf. difuzni a dilu¢ni metody), s technickym vyvojem jde ruku v ruce i vyvoj

analytickych metod (napf. pritokova cytometrie, bioautografickd metoda).

Cilem této prace bylo vytvofit vhodné rostlinné extrakty a zaméfit se na rychly screening pfi-
padné antimikrobidlni Gcinnosti rostlinnych extraktli a porovnat testované metody (agarova
difuzni metoda, diskovd difuzni metoda a spektrofotometrické méfeni optické hustoty)
z hlediska jejich vhodnosti, u¢innosti a dostupnosti, ptipadné¢ optimalizovat metody pro dané

podminky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NETRADICNI SUROVINY V GASTRONOMII

1.1 Jedlé kvéty

Jedlé kvéty se dnes béZné pouZivaji pii riznych kulindrnich dpravéch, pfispivaji ke zlepSeni
estetického vzhledu jidla, ale stale Castéji jsou zminovany v souvislosti s biologicky aktivnimi
latkami. Mozné zdroje jedlych kvéth zahrnuji kvétenstvi ovocnych stromi, zeleniny, 1éCivek a

okrasnych rostlin [1, 2].

Rada latek zjisténych v jedlych kvétech ma ochranné nebo dokonce 16¢ivé icinky a Gasto pii-
sobf jako prevence riznych onemocnéni. Zajimavé jsou zejména latky s antioxida¢nimi G¢in-
ky, jako jsou fenolové ltky, karotenoidy a dalsi. Casto i maly piidavek vhodnych jedlych
kvéta muze zlepsit zdravotni kondici uzivatele. Jedlé kvéty obsahuji fadu senzoricky vyraz-

nych latek zlepSujicich traveni [1, 3].

Existuje spousta jedlych kvétd, které jsou v riznych zemich svéta pouZzivany jako kofeni ¢i
1éCivky. Takto jsou napt. v USA vyuzivany druhy jako je brutndk (Borago officinalis), fialka
(Viola tricolor) ¢i lichotetiSnice (Tropaeolum majus). V Evropé jsou takto vyuzivany napf.
rostliny jako je proskurnik (Althea officinalis), sedmikraska (Bellis perenis), pampeliSka (Ta-

raxacum officinale) a mnoho dalSich [4].

Ackoli by se mohlo zdat, Ze vyuziti kvétl v gastronomii je trend dneSni doby, existuji diikazy,
Ze napiiklad v Asii se pro tyto ucely pouZzivaji napt. kvéty denivky (Hemerocallis) jiz nékolik
tisic let [5]. Ve starovékém Rimé se napiiklad pouZivaly kvéty riizi (Rosa spp.) pii vaient riiz-
nych druhil pyré. Ve stfedoveéké Francii se pouZivaly kvéty mésicku (Calendula officinalis) a
Safranu (Crocus) pro piipravu riznych salati. Kvéty Safranu se dodnes pouzivaji jako jedla
barviva. Pro pfipravu ndpoju a saldth se v Evrop¢ pouzivaly pampelisky (Taraxacum officina-

le) [3].

Jedlé kvéty se vétSinou ji celé, ale v n€kterych piipadech jsou konzumovany jen urcité ¢4sti
napt. okvétni listky tulipanu (Tulipa spp.) chryzantém (Chrysanthemum) nebo razi (Rosa
spp.). Nékdy se konzumuji pouze poupata napi. u sedmikrasek (Bellis perenis) nebo u lichote-

tiSnice (Tropaeolum majus), které je pouzivana jako ndhrazka mnohem drazsich kapar [1].

Pfi konzumaci n€kterych kvétin je nutné odstranit ty ¢4sti rostliny, které jsou drsné a mohly

by uviznout v krku, nebo ty ¢4sti, jeZ jsou hotké [6].

Stéle vice vzristajici naroky konzumentl na vizudlni aspekty a estetickou hodnotu jidla vedou

k obecnému zesileni snahy vyuZzivat jedlé kvéty v gastronomii. Celé kvéty se podavaji jako
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obloha nebo ozdoba nejen teplych pokrmt, ale i ve studené kuchyni. Okvétni listky se pouZi-
vaji jako dekorace na salaty, sladka jidla, ovoce, zmrzlinové pohéry ¢i do nidpoji. K docileni
celkového estetického vzhledu je tieba dbat na odpovidajici specifické chuté a viiné¢ podava-

ného pokrmu a pouzitych kvéta [7].

Kvétiny mohou byt usuSeny, naloZeny do alkoholu ¢i cukru nebo zmrazeny. Metoda subli-
macniho suSeni je ekonomicky a technicky naro¢nd, ale je velmi efektivni, protoZe je zacho-
van puvodni vzhled, barva, tvar a lesk kvétiny. Oblibené je i mrazeni kvétin do kostek ledu,

které se ptidavaji do koktaila [3].

Pfi obhajovani vhodnosti kvétin pro lidskou stravu je dnes stdle vice kladen diraz na jejich
kvalitu [4]. Na jakost kvétt pro lidskou vyZivu jsou vypracovana pravidla pro bezpecné vyu-
7iti jedlych kvéti. Jakost kvétd sbiranych jako 16¢ivky je dokonce ddna normou jakosti CSN
[1, 3]. Nezavadnost jedlych kvéti z medicinského hlediska je zavisld na respektovani limita
obsahu toxickych latek. Konzumace rostlin, u nichzZ neni dobie zndma jejich toxicita pro lid-
sky organizmus, miZe byt nebezpecnd. Pfi konzumaci volné rostoucich rostlin je vZdy nutna
presnd identifikace. Je tfeba mit na zieteli, Ze nckteré slozky jedlych kvéth jsou v malém
mnozstvi 1éCivé, ale ve velkém mnoZstvi mohou byt jejich Gcinky na lidsky organizmus zcela
opacné. Pti konzumaci jedlych kvéti je kladen diraz na pouzivani rostlin, u nichz je znam
jejich plivod z diivodu moZzného negativniho ovlivnéni hnojivy, herbicidy a rGznymi druhy
pesticidi. Mimo toxickych efektl jsou mozné i rtizné alergické reakce u lidf citlivych na né-
kterou nedefinovanou slozku. Casté alergické reakce vyvoldvaji kvéty chryzantém (Chry-

santhemum spp.), které se projevuji vyrazkami a ekzémy [8].
Mezi kritéria kvality patii alespot minimalni odolnost vii¢i nemocem a Sktidctm [9].

DalSimi z kritérif kvality jedlych okrasnych rostlin jsou odolnost vii¢i mechanickému posko-
zeni a trvanlivost po sklizeni. Rostliny jsou ihned po sklizni umistény do perforovanych plas-
tovych sackl nebo nadob, které by je mély ochranit pfed mikrobidlni kontaminaci a vadnutim,
pficemz perforace by méla zamezit kondenzaci par na rostlindch. Rostliny jsou skladovany pfti

teploté 1 - 4 °C po dobu 2 - 14 dni [10].

Z nutri¢niho hlediska mtazeme kvét rozdé€lit na tfi hlavni slozky, které mohou hrat roli v lidské
vyziveé. Prvni z nich je pyl. Ackoli je ho velmi malé mnoZstvi a neni pfili§ chutové vyrazny,
je bohatym zdrojem bilkovin, aminokyselin a sacharidd, nasycenych a nenasycenych tuki,

karotenoidt, flavona a dalSich [11, 12, 13].
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Druhou slozkou je nektar, coZ je vétSinou nasladld tekutina obsahujici vyvdzenou smés cukri
(frukt6za, glukdza a sacharéza), aminokyselin (hlavné prolin), bilkovin, anorganickych ionti,

tuki, organickych kyselin, fenolickych latek, alkaloidd, terpenoidl atd. [14].

Do tieti skupiny fadime okvétni listky a ostatni ¢asti kvétu. Tyto sloZky by také mohly byt
dulezitym zdrojem vySe zminénych slouCenin a také minerdlnich latek, antioxidanti a vitami-
nd, protoze napt. Zluté kvéty byvaji velmi dobrym zdrojem vitaminu A. Je rovnéz nutné zmi-
nit alespon zdkladni smyslové vlastnosti jedlych kvétii. Chut’ miZe byt nasimi receptory vni-
mana odlisné. Nejpiijemnéji je vnimana sladkd chut’ napt. rize (Rossa damascena) ¢i tulipanu
(Tulipa spp.) Tato chut’ ma ptivod v obsahu sachardézy a jeji transport do kvétii a okvétnich

listkli souvisi se syntézou éterickych oleju typickych pro jednotlivé druhy rostlin [15].

V pribéhu starnuti kvétu se obsah sacharézy miize zvysit kvili zvySené hydrolyze fruktani a
tato reakce se projevuje zménou osmotického tlaku, coz mé vizudlné za nasledek otvirani kvé-

ti. Tento proces je v rostlin¢ geneticky zakédovan [16].

To znamend, Ze zmény v chuti a konzistenci kvéti zaleZi na druhu. Nékteré jedlé kveéty mu-
Zou byt velmi jemné, jiné zase ostré, kichké ¢i dokonce hedvabné mékké. Smyslové vlastnosti
vnimané nasimi smysly (vzhled, tvar, chut, viing, velikost a zbarveni) reprezentuji nejdilezi-

t&jsi kritéria kvality jedlych kvétli. Konzumenti vétSinou preferuji zZluté a oranzové barvy,

méng oblibené jsou pak modré a kombinace jinych barev [17].

i) SABT e Elmhs § g o

Obr. 1. Jedlé kvety [18].

1.2 Netradi¢ni ovoce

Pod pojmem netradi¢ni ovoce si lze predstavit takové druhy ovoce, které nepatii v CR
k béZn¢ pouZivanym standardiim. Toto ovoce je zatim vyuZivdno z divodu nahrazeni, rozsi-

feni ¢i doplnéni stavajictho sortimentu na nasem trhu. Od 60. let 20. stoleti dochdzi
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k neustdlému dbytku starych krajovych odrid a méné zndmych ovocnych dievin. Tuto situaci
si uvédomuje fada odbornikli a snaZi se aktivné iniciovat zachranu a obnovu solitérné stoji-
cich i alejovych stromt. Netradi¢ni druhy se vétSinou vyznacuji skromnymi ndroky na pésti-
telské podminky. Setkdvdme se s nimi na extrémnich stanovistich, kde mnohdy béZné pésto-
vané ovocné dfeviny neprospivaji. Vysadby starych a méné zndmych ovocnych dfevin mohou
byt vysazovdny do prostoru s problematickym zemédé€lskym vyuZitim. Pfinosem je Casny
vstup do plodnosti, ale 1 kazdorocni sklizeni ovoce s vysokou biologickou hodnotou. Netradi¢-
ni ovocné druhy dopliiuji soubor béZné péstovanych ovocnych druhli v naSich klimatickych
podminkdch. VétSinou se tato skupina fadi mezi nendro¢né, piesto vSak hospodéisky vy-
znamné. Piednosti je znac¢nd pfizplisobivost, ale u vétSiny z nich i vysokd mrazuvzdornost.
K nejméné naroénym druhtim se fadi jefdb obecny, aronie ¢ernd, rize duznoploda a rakytnik
feSetldkovy, nebot’ jejich péstovani je uspéSné i ve vyssich polohéch. Pro teplé oblasti je vyu-
Zivana kdoulon obecnd, diin obecny a moruSovniky. Slunnd poloha pak zase vyhovuje mu-

chovnikum [19].

Stejné tak jako jedlé kvéty je toto ovoce Casto vyuzivdno z diivodil nezvyklych tvarti, barev,
chuti, pro zlepSeni estetického hlediska potraviny, ale v mnoha piipadech vykazuje toto ovoce

i blahodérné ti¢inky na lidsky organizmus.

Obr. 2. Moruse [20].
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2 PRIRODNI LATKY

vV

Rostlinna fise jiZz odnepaméti predstavuje nevycerpatelny zdroj novych sloucenin. Na zemé-
kouli je odhadovano asi 400 000 az 500 000 rostlinnych druhti, z toho bylo pouze malé pro-

cento podrobeno daslednému testovani [21].

Pfirodni latky jsou sekundérni rostlinné metabolity, které se ziskdvaji z riznych ¢asti rostlin.
Mohou byt pfitomny v celé rostlin€, nebo pouze v nekteré jeji ¢asti. Z nadzemni Casti rostlin
se vyuziva kvét, pupen, list, stonek, lodyha, nat’, klira, dfevo, semeno, plod, oplodi, stopka,
vytrusy. Z podzemni ¢asti je pak vyuzivan kofen, oddenek, hliza a cibule. Pfirodni latky jsou
rostlinami syntetizovdny mimo jiné i z divodu vlastni obrany pfed napadenim mikroorganiz-

my, byloZravci ¢i riznym hmyzem. Rada z téchto latek dava rostling charakteristické zbarve-

ni, viini, chut’, ale i 1é¢ivé Gcinky, které 1idé jiz od praddvna vyuzivaji [22, 23, 24].

2.1 Metody vhodné k separaci piirodnich latek

Ptirodni latky se ziskdvaji riznymi zplsoby, z nichZ nejzndmé&jsi a nejpouzivanéj$i metodou
je destilace s vodni parou, hydrodestilace, nebo extrakce, kdy jsou nejcastéji vyuZivanymi
¢inidly voda, etanol, metanol a aceton [25]. Latky, které nelze bez rozkladu destilovat, se nej-
1épe ziskdvaji lisovanim. Vylisovand tekutina vSak obsahuje také vodu a rozlicné jiné latky

[26].

2.1.1 Extrakce

Z hlediska fyzikalni chemie je proces extrakce vnimdn jako prechod slozky fdzovym rozhra-
nim mezi dvéma vzdjemné nemisitelnymi kapalinami. Z analytického pohledu jsou jako ex-
trakce vnimany i mnohé dalsi metody, pii nichz je pfevadéna sloZzka smési fadzovym rozhra-
nim z jedné faze (plynné, kapalné, pevné) do druhé faze (plynné, kapalné, pevné). V idedlnim
pfipadé ma byt extrakéni proces kvantitativni a reprezentativni s ohledem na analyzované
slozky, jednoduchy, rychly, levny a musi umozZnovat automatizaci. Volba extrakéni metody

pak zdleZi i na typu matrice, ve které jsou cilové analyty obsaZeny [27].

Podle zvolenych postupti a podminek vyluhovani ziskdvame razné vyluhy. V zdsad¢ se

pfi vyluhovani uplatituji dva mechanizmy: difuze a permeace [28, 29].

Obsahové latky z rozruSenych buné€k piechdzeji do vyluhovadla prostym rozpousténim, které
je v principu fizeno mechanizmem difuze a probihd podle koncentracniho spadu. Rychlost

vyluhovéni se fidi stejnymi principy jako rychlost rozpousténi.
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proniknout pies bunéénou membranu do bunky a vznikly roztok musi naopak prestoupit pies

bunénou membrénu z buiikky (permeovat) [28, 29].

Pfi vyluhovani se do vyluhu kromé zddanych obsahovych latek dostavaji i nezadouci pifimési
(balastni latky). Proto je pro efektivitu extrakce dileZzity stupen rozdrobnéni rostliny. Nekteré
casti rostlin je nutné pfed extrakci odtucnit petroleterem, aby vyluhovadlo mohlo 1épe proni-
kat k d¢innym latkdm. Extrakce muze probihat diskontinudlné, kdy se objem vyluhovadla
bud’ neobménuje, ptipadné obménuje po urcitych ¢asovych intervalech, nebo probihd konti-
nudlné, kdy se k materidlu piivadi stdle Cerstvé vyluhovadlo. Tento postup je nejucinngjsi.
Dtlezity je i hmotnostni pomér mezi rostlinnym materidlem a vyluhovadlem. Jako rozpousté-
dlo slouZi nejCastéji voda, etanol, je ale mozné pouZit i stlaCeny plyn. VytéZnost extrakéniho
postupu se zvySuje nékterymi pomocnymi latkami, které ovlivni rozpustnost vyluhovanych

ucinnych latek [28, 29].

Trend poslednich let ve vyvoji extrakénich metod je fizen snahou nahradit zdlouhavé postupy
s velkou spotfebou rozpoustédel novymi instrumentdlnimi technikami. Tyto nové techniky
jsou populdrni pro minimalni mnozstvi vzorku, jsou mén¢ ¢asoveé naro¢né, automatizovatelné
a pro moznost on-line zapojeni se separa¢nimi technikami jsou vice zddouci. Jednd se o mi-
krovlnou extrakci, mikroextrakci, extrakci pomoci nadkritické tekutiny a extrakci rozpousté-

dlem za zvySené teploty a tlaku [30].
Perkolace

Perkolace je u¢innd metoda, kterd mtiZze byt realizovdna v perkoldtoru nebo v Soxhletové ex-
traktoru. V perkolatoru se rostlinny material nejprve navlh¢i a na nékolik hodin se zalije vylu-
hovadlem a vSe se za laboratorni teploty maceruje. Po uplynuti stanovené doby se otevie vy-
pustny ventil perkoldtoru a vyluh se nechd rovnomérné odkapavat. Soucasné je kontinudlné

piivadéno nové vyluhovadlo [28, 31].
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Soxhletiiv extraktor se pouZziva zejména k d€leni organickych latek. Je tvofen destilani ban-
kou, do které se ptivadi vyluhovadlo ptes patronu s extrahovanou latkou. Po zahtiti stoupaji
pary vyluhovadla bo¢ni trubici do chladice, kde kondenzuji a stékaji na extrahovanou latku
v extraktoru. Hladina kapaliny v extraktoru stoupa do drovné prepadové trubice, kdy extrakt
pietece na principu spojenych nadob zpét do baiiky a cely d¢j se opakuje ttikrat az petkrat,

nebo dokud neni dosazeno poZadované vytéznosti [28, 31].
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Obr. 3. Soxhletitv extraktor [32].
Macerace

Macerace je metoda, pii které se rostlinny material ptelije potfebnym mnoZstvim vyluhovadla
tak, aby byl zcela ponofen a ponechd se stanovenou dobu luhovat za obasného michani. Ma-
cerace muze byt jednostupiiovd, kdy se objem vyluhovadla neméni, nebo vicestupnova, pii

které se vyluhovadlo periodicky obménuje a ziskané vyluhy se pak spoji [28, 31].

Vyluhovani mize probihat pii laboratorni teploté, nebo za zvySené teploty. Zahiatim se rych-
lost extrakce sice zvysi, ale muze dojit k rozkladu termolabilnich latek. Za zvysené teploty je
mozné ziskat vodné nélevy (Infuze), kdy se materidl prelije vrouci vodou a nechd vyluhovat
po dobu 45 minut, nebo vznikaji odvary (Decocta), kdy se rostlinny materidl nejprve
s vyluhovadlem povaii a potom nechd jest¢ 30 minut vyluhovat za postupného chladnuti [28,

31].
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Extrakce organickym rozpoustédlem za zvysené teploty a tlaku (PFE)

Vysokotlakd extrakce rozpousStédlem je nova extrakéni technika, kterd probiha za zvySené
teploty (40 - 200 °C) a tlaku (10 - 15 MPa) béhem kratkého ¢asového intervalu (5 - 20 min).

Ve srovnani s klasickymi postupy za nizkych teplot a tlakli nabizi hned n¢kolik vyhod:
e zvySend teplota zvySuje tékavost analyzované latky a usnadnuje jeji uvolnéni;

e zvySeny tlak udrZuje ¢inidlo v kapalném stavu nad jeho bodem varu a zlepSuje kontakt

rozpoustédla s analytem;
e nepiitomnost svétla a kysliku sniZuje moznost degradace a oxidac¢nich procesi.
K extrakci lze pouzit Cistd rozpoustédla i smési vzajemné misitelnych rozpoustédel [27].

Extrak¢ni proces je natolik idedlni, Ze byla tato metoda Agenturou pro ochranu Zivotniho pro-
sttedi (EPA-Enviromental Protection Agency) zafazena pod protokolem 3545A v tinoru 2007

mezi celosvétove uzndvané standardizované metody [33].

Mimo klasickych extrakénich metod jsou v posledni dob¢ stdle Castéji vyuzivany i potencio-
ndln¢ mozné alternativni metody a to zejména z diivodii vétsi ochrany zZivotniho prostiedi i
z hlediska narocnosti na pouzité podminky. Piikladem je enzymova extrakce biologicky ak-
tivnich latek z rostlin. Enzymy jsou idedlni katalyzétory, které poméhaji pti ziskavéni, uprave
nebo syntéze komplexnich bioaktivnich latek ptirodniho ptivodu. Extrakce podporovana en-
zymy je zaloZena na vlastni schopnosti enzymu katalyzovat reakce s vynikajici specifi¢nosti,
selektivitou a schopnosti fungovat i za mirnych podminek vodného extraktu. Svoji Setrnosti
vuci pfirodé vzbuzuje metoda zdjem potravinarského primyslu a rovnéZz poméha farmaceu-
tickym firmadm hledat nové moZnosti vyuziti latek jinak t€Zko pfistupnych. Enzymy maji
schopnost rozkladat nebo naruSovat bunécné stény a membrany, coZ umoziuje lepsi uvolio-
vani a efektivnéjsi extrakci bioaktivnich latek. Aplikace enzymu pfed samotnou extrakci sni-
Zuje mnoZzstvi pouzitého rozpoustédla a zvysuje vytéZek extrahovanych latek. Tento zplsob
umoziuje ziskat chemicky Cisté produkty a probihad za mirnych podminek (teplota, tlak), které
minimalizuji konkuren¢ni reakce. NaruSenim matrice bunécné stény se do extraktu uvolni i
sloZky jako jsou napft. fenolové slouceniny, ¢imz dojde k vyraznému zlepseni kvality extraktu

[34, 35].

2.1.2 Destilace

Destilace je nejpouzivanéj$i metodou Cisténi kapalnych latek, deleni kapalnych smési o riz-

ném bodu varu nebo odstraiovani rozpoustédel z méné t€kavych latek. Podstatou destilace je
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uvedeni kapaliny do varu ptfivadénim tepla a kondenzace vzniklych par v oddélené Casti pii-
stroje. Timto zptusobem Ize odd¢lit t€kavejsi latku od méné tékavé a zdroven zjistit teplotni
rozmezi varu smési. Pfi zahtéati dvouslozkové smési na teplotu varu prechdzi do plynné faze

sm¢s bohatsi na tékavéjsi slozku [28, 36].

Podle zptisobu provedeni miizeme destilace rozdélit na nékolik druhti: prostd, frakéni, rektifi-
kace, za sniZzeného tlaku, azotropni, molekuldrni, hydrodestilace, mikrodestilace, destilace

s vodni parou a mnohé dalsi [28, 36].
Destilace s vodni parou

Destilace s vodni parou je metoda vhodné prave k izolaci latek obsazenych v rostlinnych ma-
teridlech, protoZe je takto mozné destilovat mélo t€kavé latky, které se s vodou nemisi, nebo
jsou v ni nepatrné rozpustné, aniZ by bylo nutné je zahtivat na bod varu tékav¢jsi slozky. Vo-
da je vyhodné ¢inidlo, protoZe s vétSinou organickych latek se nemisi, sniZuje podstatnym
zpusobem bod varu smési, mnozstvi vodni pary nutné k predestilovani organické latky je pod-
statné malé a vytézky jsou pomérn¢ vysoké. Destilace se provadi za sou¢asného prohdnéni
vodni péry destilovanou smési. Tato para je vyvijena v oddélené nddob¢ a pii prichodu rost-
linnym materidlem s sebou strhava i latky, které se vypaiuji. Latky rozpustné ve vod¢ zlsta-
nou ve zbytcich vody v nddobé s rostlinnym materidlem. Tato metoda je vhodna napt. pro

vonné terpenické oleje [28, 36].
Hydrodestilace

Pro destilaci oleje z malych mnoZstvi rostlinného materidlu je ¢asto vyuzivana Clevengerova
aparatura, coZ je sklenénd destilani aparatura. Destilacni proces probiha 2-3 hodiny bez oh-
ledu na mnoZstvi materidlu. Rostlinny materidl se rozmélni a nasledné vlozi do sklenéné bar-
ky, kde se zalije destilovanou vodou a ptivede k varu. Pisobenim vysoké teploty se odd¢li
silice, které jsou unaSeny vodni parou. Ziskany olej se po odseparovéani vody susi bezvodnym

siranem sodnym [37].

2.2 Antimikrobialni aéinnost

Antimikrobidlni Gc¢innost rostlinnych extrakt je ddna jejich chemickym sloZenim, jez speci-
ficky ovliviiuje mikroorganizmy. Tyto latky zptsobuji bud’ ztratu Zivotaschopnosti, nebo po-
zastavi rist a rozmnozovani mikroorganizmu [22, 38]. MoZnostmi vyuZiti pfirodnich latek se
zabyvaji védci na celém svét€é zejména pro moznost rozsdhlého vyuZiti nejen

v potravinaiském pramyslu, ale i v fad¢ dalSich odvétvi jakymi jsou kosmetika, farmaceutika
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¢i medicina [39, 40, 41, 42]. Zdjem o vyzkum piirodnich antimikrobidlnich latek stoupa
zejména proto, Ze v poslednich desetiletich se stala celosvétovym problémem antimikrobidlni

rezistence [39, 40, 41, 42].

V roce 1928 objevil Alexander Fleming antibiotické plisobeni plisné Penicillium na stafylo-
koky. Utinn4 litka (penicilin) inhibovala riist grampozitivnich bakterii. Dal$i antibiotikum
(streptomycin) objevil vroce 1940 Selman A. Waksman ve filtrdtu kultury aktinomycet.
Streptomycin byl U¢inny i proti gramnegativnim bakteriim. Od té doby bylo izolovédno néko-
lik tisic antibiotik produkovanych mikroorganizmy. Antibiotika sice umoZznila velky vzestup
v 1écbé¢ infekcnich chorob, ale brzy se zjistilo, Ze nadmérné uzivani téchto latek vede ke vzni-
ku rezistence vici nim. Mezi zavedenim antibiotika a popsdnim prvnich bakterii, které jsou
rezistentni k dané latce, existuje pomérné kratky interval. V disledku masivniho pouZivani
antibiotik, jsou bakterie schopny pfizptsobit se zménénym podminkdm vnéjsiho prostiedi a
objevuji se nové kmeny s velkym rozsahem rezistence. Proto v popiedi boje s rezistentnimi
mikroorganizmy stoji vyzkum umoZziujici hleddni novych bioaktivnich sloucenin
s antimikrobidlnimi ucinky. Pfirodni latky lze vyuZivat jednak k samostatné 1écbé, ale rovnéz
je moznd jejich kombinace spolu s antibiotiky, protoze zejména ve veterinarni medicin¢ byl
popsan synergicky efekt spoluplisobeni antibiotik a pfirodnich antimikrobidlnich latek [39,

40, 41, 42].

PoZzadavky na idedlni antimikrobidlni latku jsou rGznorodé, ale latka by méla spliovat prede-
v§im kritérium co nejSirstho spektra silnych ucinkii, neméla by mit toxické ucinky ani jiné
vedlejsi ucinky, které by napiiklad oslabovaly imunitu ¢i uzite¢nou bakteridlni fléru a méla by
byt hypoalergenni. Dalsi kritéria se tykaji cenové dostupnosti a védeckého prozkouméni pro-

duktu [43].

2.2.1 Vliv rostlinnych extrakti na lidsky organizmus

Rostlinné extrakty se vyuzivaji ve velké mife zejména v kosmetickém, potravinaiském a far-
maceutickém pramyslu. Extrakty se pouZivaji ve form¢ silic, silicnych drog, nebo jednotli-
vych izolovanych sloZek silic. Uginky drogy, silice a izolované litky piitom byvaji ¢asto od-
lisné. Aromatické latky pusobi na ¢ichové nebo chutové receptory ¢lovéka a vyvolavaji do-
jem vuné nebo chuti, ale rovnéz vyvolavaji dileZitou biologickou ¢innost. Tato aktivita piso-
bi na riiznych organovych drovnich a vyvolava urcité ucinky podle druhu silice. Tyto G¢inky

mohou byt Zddouci, protoZe maji rizné 1écebné efekty, ale rovnéZ mizou plisobit drazdive na
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pokoZku nebo na sliznici, nebo jako alergeny a tyto ucinky pak nepovazujeme za zadouci.

V silicich mohou byt obsaZeny i jedovaté latky [44].

Rostlinné extrakty jsou Casto pouzivany jako analgetika (zmirfiujici bolest), anestetika (znecit-
livujici), spazmolytika (uvoliuji hladké svalstvo), diuretika (ptisobici mocopudn¢), expekto-
rancia (podporuji sekreci hlenil), stomachika (podporuji chut’ k jidlu), karminativa (pasobici
proti plynatosti), dezinfekce (ni¢ici mikroorganizmy), kdy jsou schopny plisobit antimikrobi-

alné, antivirové, antimykoticky [22, 23, 24].

Zejména v poslednich letech jsou stdle vice docenovany i antioxida¢ni dcinky rostlinnych
extraktd. Jednou ze studii zabyvajici se antioxidacnimi uUc¢inky pfirodnich extraktl je studie
testujici extrakt z nového kotfeni v fepkovém oleji. ProtoZe oxidacni produkty lipidQ sniZuji
vyZivovou i senzorickou hodnotu jidla, existuji snahy zabrdnit oxidaci lipidii pfidavkem pfi-
rozenych a syntetickych antioxidantii. Testovany extrakt z nového koteni byl pfipraven ex-
trakci s acetaldehydem pfti pokojové teploté po dobu 48 hodin a nésledné zfiltrovan. Vytazky
z nového koteni byly pfiddany ke vzorkiim oleje. Vzorky byly skladovdny v hermeticky uza-
vienych lahvich v termostatu po dobu 48 hodin pii teploté 40 °C. Béhem doby uskladnéni
byla antioxidacni aktivita extraktu nového koteni vyjadiena jako sniZeni poméru kyseliny
peroxidové a thiobarbiturové v reagujicich produktech v porovnédni s kontrolnim vzorkem
béhem této doby. Slozeni vytazku nového koieni bylo zjiSténo plynovou chromatografii
v kombinaci s hmotnostni spektrofotometrii, kdy hlavni slozku vytazku tvofil eugenol
(52,6%). Peroxidové ¢islo kontrolniho vzorku ¢istého oleje zacalo rist po 11 dnech a po 17
dnech pfesahlo hodnotu, kterd je oznaCovéna jako konec indukéni doby. Peroxidové ¢islo se u
vzorkl s ptidavkem nového koteni zvySilo pozdéji a induk¢ni doba byla ukoncena az po 21
dnech. Predpoklada se, Ze vytazek z nového koteni mél inhibi¢ni Gi¢inek na produkci peroxidu
vodiku v oleji a tim se prodlouzila indukéni doba testovaného oleje. Antioxida¢ni ucinek je
spojovan s fenolickymi smésmi, protoze byvaji dobrym donorem atomu vodiku a jejich radi-

kaly jsou pomérné stabilni. Toto plati i pro eugenol [45].

V dob¢, kdy prudce nartstd vyskyt civilizacnich chorob, se dostavd do poptedi hledani no-
vych antibakteridlnich a cytotoxickych latek. Mezi nové zkoumané latky patii také naf-
tochinony (juglon, plumbagin a lawson). Nékteré se fadi mezi hlavni obsahové latky hospo-
darsky zcela nevyznamnych rostlin jako je Dionaea muscipula Ell. Naftochinony se v piirod¢
vyskytuji u celé fady rostlinnych celedi, zejména u Celedi Plumbaginaceae, Juglandaceae,
Droseraceae, Verbenacueae a u spousty dalSich. V minulosti byly rostlinné drogy s obsahem

naftochinonti pouZzivany v tradi¢nich medicindch riznych narodd. V Cin€ a jinych asijskych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

zemich byly a stdle jsou vyuzivany pii 1€cb¢ rakoviny, revmatoidni artritidy, bolestivé men-
struace a zhmoZzdénin. Jihoamericti Indidni pouZzivali a stile pouzivaji nékteré rostliny
s obsahem naftochinontl k 1é¢bé koznich forem leishmaniéz (parazitické onemocnéni zpiiso-
bené prvokem rodu Leishmania), nebo jako antimalarikum (ptisobici proti malarii). V Indii se
nekterych rostlin s obsahem naftochinont vyuZziva jako prostfedku proti pohlavnim chorobam.
Nekteré naftochinony byly testovany na akutni toxicitu, pficemz byly popsany nékteré méné i
vice zdvazné nezdadouci ucinky jako prijem, kozni vyrdzky, leukocytopenie (sniZzeny pocet
leukocytl v krvi), zvySeni hladiny fosfatdzy v krevnim séru a hepatoxicita (chemicky zpiiso-
bené poskozeni jater). Nékterd analoga naftochinonti vystupuji jako inhibitory enzymu, jez
zfejm¢ odpovidaji za nékteré typy nddorového bujeni. Diky tomu by mohli byt potencional-
nimi terapeutickymi zdroji pfi 1é¢be nékterych typli nddord. V nékterych studiich byl proka-
zan antimutagenni efekt naftochinont. Naftochinony byly testovany i na antimikrobidlni
ucinky, pficemz nékteré prace byly zaméfeny na bakterie dutiny dstni. NejlepSich vysledki
bylo dosazeno u plumbaginu, lawsonu a juglonu, pfi kombinaci dvou naftochinonti dochdzelo
k synergistickému puisobeni a jeSté¢ vyraznéjSimu antimikrobidlnimu efektu. Tato studie pied-
pokladd dobry vyhled pro vyuZziti téchto latek v boji proti dstnim infekcim. Mechanizmus
ucinktl nenf jesté zcela objasnén, ale naftochinony pravdépodobné zasahuji do fetézce prenosu
elektronii na mitochondridlnich membranach paraziti a zpisobuji jeho preruseni, ¢imZ docha-

z{ k inhibici rlstu parazitl a jejich zaniku [46].

2.2.2 Mechanizmus G¢inki antimikrobialnich latek na mikroorganizmy

Ackoli jsou latky s antimikrobidlni aktivitou po chemické strance velmi rozmanité, lze je roz-

delit do tif zdkladnich skupin dle mechanizmu jejich pisobent:
e latky, které poSkozuji strukturu buiiky nebo jeji funkci;
e latky, které plisobi na mikrobidlni enzymy;
e latky, které reaguji s DNA.

Vétsinu téchto latek vSak nelze zaradit pouze do jedné z vySe uvedenych skupin, protoZe né-
které slouCeniny piirodniho plivodu maji vice mechanizmi d¢inku. Je ale mozné stanovit pri-
marni ucinek, jenZ je pro antimikrobidlni latku urcujici [22, 38].

Z vySe uvedeného je patrné, Ze mechanizmus uUc¢inkt pfirodnich latek na mikroorganizmy je
slozity proces, ktery nebyl jeSté zcela objasnén. Vyzkumy bylo zjiSténo, Ze antimikrobidlni

aktivita esencidlnich olejii souvisi s hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi danych slozek.
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Terpeny pusobi inhibi¢né na enzymy katalyzujici v membrané bakteridlni buniky. Carvacrol a
thymol zptsobuji rupturu lipopolysacharidové vrstvy, coZ ma za nasledek rozruseni vné&jsi
membrany. Tea tree olej denaturuje membranové proteiny, coz vede k tiniku draselnych iontt,
poruse bunécného dychéni a nasledné k lyze bunky. Nékteré slozky piirodnich latek zase pu-
sobi na mikroorganizmy tak, Ze blokuji fosforylaci adenosin-difosfatu, ¢imz prerusi primarni
energeticky metabolizmus daného mikroorganizmu. N¢které silice rovn€Z inhibuji syntézu
DNA, RNA, proteint a polysacharidi v bunécné stén¢ plisni a bakterii. U hub zpisobuji zmé-

ny shodné s efektem piisobeni antimykotik [39].

Antimikrobidlni u¢inky piirodnich latek souvisi se sloZenim bunécné stény a cytoplazmatické
membrany daného mikroorganizmu. Grampozitivni bakterie maji ve své bunécné sténé silnéj-
81 vrstvu peptidoglykanu protkanou fetézci kyseliny teichoové. Zatimco bunécna st€éna gram-
negativnich bakterii obsahuje malo peptidoglykanu bez kyseliny teichoové, ale ma silnou
vrstvu lipoproteini a lipopolysacharidl, které znesnadiiuji prinik dcinnych pfirodnich latek
dovnitf buiiky. Gramnegativni mikroorganizmy jsou tedy odolngj$i proti piisobeni rostlinnych

extraktu [39, 47].

SloZeni pfirodnich latek a tim i jejich antimikrobidlnich u¢inkl ovliviiuje fada faktord, jako
jsou klimatické a ristové podminky v lokalité, odkud byla matecnd rostlina ziskdna, pouzita
cast rostliny a jeji vyvojovy stav v dobé¢ sklizné, déle zptsob ziskani extraktu a jeho uchovéni

[39].
2.3 Vybrané skupiny prirodnich latek s antimikrobialni aktivitou

2.3.1 Alkaloidy

Alkaloidy jsou heterocyklické dusikaté slouceniny vyskytujici se v ptirodé ve formé& soli
s organickymi kyselinami. VétSina alkaloidl je rostlinného ptivodu. V roce 1805 byl z médku
setého izolovan alkaloid morfin, ktery je dodnes vyuzivéan v lékatstvi. Mezi alkaloidy znamé

pro své antimikrobidlni u¢inky fadime napf. chinin a berberin [22, 48].

Alkaloidy jsou lipofilni, ve vodé¢ malo rozpustné, vétSinou pevné a bezbarvé. Velice Casto
rostlina obsahuje jeden alkaloid jako hlavni a ten je doprovazen fadou vedlejSich alkaloida,
vétSinou strukturné podobnych. Rovnéz i sloZeni alkaloidii v jednotlivych ¢éastech rostliny
byva podobné, ale existuji vyjimky. Obsah alkaloidii se méni okolnimi vlivy plsobicimi na

rostlinu, kolisa béhem vegetace a zpravidla se jeho tvorba zastavuje pii zadtku kveteni [24].
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2.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy se fadi mezi polyfenolické slouceniny. Maji rznou chemickou strukturu. Jsou
hojné pfitomny v rostlinach, kde se podili na energetickém metabolizmu a fotosyntéze. Na-
chdzi se v rostlinnych tkanich uvnitf bunék, ale i na povrchu rostlinnych organti. Objevitelem
flavonoidi byl vyznamny mad’arsky biochemik Albert Szent-Gyorgyi, ktery prvni flavonoidy
izoloval v pribéhu tficatych let 20. stoleti z citrusovych plodd. V dneSni dob¢ je zndmo asi

4000 flavonoidnich latek [22, 48, 49].

2.3.3 Chinony

Chinony jsou aromatické slouceniny se dvéma substituovanymi karbonylovymi skupinami.
Zpusobuji hnédnuti ovoce a zeleniny pfi jejich zpracovani. Byl popsdn bakteriostaticky Gci-

nek antrachinonu na nékteré bakterie [50].

Chinony jsou nejrozsiten€jsi skupinou pfirodnich barviv, ale jsou mélo vidét. Jsou obsaZeny
hlavné v kofenech a kiife, vyjimku tvoii pestrobarevné zbarveni mnoha druhti hub a také ba-

revné vymeésky brouki [24].

2.3.4  Glykosidy

Glykosidy se fadi mezi derivaty sacharidi, které vznikaji ndhradou vodikového atomu hydro-
xylové skupiny za cukerny zbytek nebo necukerny zbytek tzv. aglykon, ktery mohou tvofit
steroidy, flavony a podobné¢. Hojné se vyskytuji v rostlindch, ale mohou byt rovnéZ syntetizo-

vany mikroorganizmy i ZivoCichy [48].

Nékteré druhy glykosidl jsou charakteristické pro danou celed’ rostliny, ale Castéji je pii-
tomno vice typt glykosidli. Pro rostlinu ma tvorba glykosidi pravdépodobné detoxikacni vy-
znam, pii némzZ se lipofilni a toxické latky transformuji na slou¢eniny ve vod¢€ rozpustné, kte-

ré pak mohou byt v téle rostliny transportovany [24].

2.3.5 Terpeny a terpenoidy

Terpeny jsou organické slouceniny fadici se mezi izoprenoidy. Rozd¢luji se podle poctu izo-
prenovych jednotek. Jsou soucdsti rostlinnych silic a pryskyfic a jsou dobfe rozpustné
v tucich. Doposud jsou zndmy jejich biologické funkce jen u malého mnozstvi z nich. Terpe-
ny obsahujici kyslik se nazyvaji terpenoidy. Antimikrobidlni mechanizmus jejich uc¢inku je

zaloZen na poruSeni membranovych struktur mikroorganizmu [22].
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2.3.6 Fenoly

Fenoly jsou organické slouceniny, které maji hydroxylovou skupinu navdzanou na atom uhli-
ku aromatického kruhu. V pfirodé€ je rozSifeno vice nez 8000 fenolickych latek. Fenoly se
casto vyskytuji ve sténach rostlinnych bunék. Mnoho fenolickych latek se uplatiiuje pfi bio-
syntéze zivociSnych Ci rostlinnych pigmentt. Fenoly a jejich derivaty dodavaji ovoci a zeleni-
né charakteristickou chut’ a viini, jsou pfiinou charakteristické kvétinové viin€. Jsou nedilnou
slozkou hormoni, antioxidantii a tvoii Casto sou¢dst antimikrobidlnich 1ék. Mezi nejznamé;jsi
fenolické latky patii kyselina skoficova, kyselina kdvova, kyselina salicylova, kyselina gallo-
va a jejich derivaty. Cytotoxické pusobeni fenolickych latek souvisi s potem a umisténim
hydroxylovych skupin. S rostoucim poctem hydroxylovych skupin roste jejich toxicita [22,

49, 51].

2.3.7 Trisloviny (Taniny)

Po chemické strance jsou tfisloviny polyfenoly a jsou to latky chemicky nestdlé. Maji svira-
vou, trpkou ¢i hotkou chut’ a jejich spole¢nou vlastnosti je, Ze srazi proteiny. S bilkovinami,
tézkymi kovy a také s alkaloidy reaguji za vzniku nerozpustnych slou¢enin, odtud jejich pou-

ziti jako antidota pfi otravach [24].

Tiisloviny jsou komplikované smési slozitych sloucenin, avSak jakési zdkladni rozdéleni pod-

le jejich chemické struktury existuje:
¢ hydrolyzovatelné tfisloviny;
¢ nehydrolyzovatelné tiisloviny;
® (fisloviny neznamé konstituce.

Hydrolyzovatelné taniny se sklddaji z cukru, na ktery je navazano esterifikaci n¢kolik mono-
mernich skupin kyseliny gallové. Na stupni esterifikace pak zavisi, zda jsou esterifikované jen
nckteré skupiny, nebo vSechny. Kondenzované taniny jsou polymery flavonovych jednotek

[24].

Taniny jsou ve vyZive zvifat povaZzovany za antinutri¢ni latky, ale v urcité koncentraci mohou
mit pfiznivy vliv na zvifata v disledku antioxida¢nich a antimikrobidlnich d¢inkd. Taniny
z riznych rostlinnych extrakt pisobi jako prevence proti stfevnim parazitim, bakteriim, vi-
rim a protozoim a jsou ¢asto uzivany v tradi¢ni medicin€ k likvidaci prijmovych onemocné¢-
ni. Nékteti odbornici uvadéji omezeny vyskyt prijmi a snizenou mortalitu hospodaiskych

zvitat pti aplikaci taninl z rdznych rostlinnych extrakti. Soucasné se vSak sleduje negativni
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vliv taninl v disledku vazani a inhibice endogennich enzymu. Odbornici fesi otdzku, zda ta-
niny ovliviiyji i aktivitu exogennich enzymui. Touto otdzkou se zabyva studie provedena
v Lublani, kterd méla za tkol zhodnotit vliv riiznych koncentraci taninu na ic¢innost exogenni
fytazy aplikované do krmiv prasat. Zdrojem taninu byly extrakty z kastanu jedlého. Zavér
studie uvadi, Ze taniny nesnizily vliv fytdzy na vyuziti fosforu, avSak pozitivni vliv fytdzy na
stravitelnost proteinu byl vyznamné sniZzen. Zustdvd vSak otdzkou, zda jiné formy taninli

(z jinych zdrojit) mGZou mit vliv na dal$i exogenni enzymy [52].
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3 METODY STANOVENI CITLIVOSTI BAKTERII VOCI
ANTIMIKROBIALNI LATCE

PouZivané metody spocivaji ve zjiSténi schopnosti rstu bakterii za pfitomnosti antibiotika.
Antibiotikum se pfidd do tekuté nebo tuhé pudy. Vysledky lze hodnotit kvalitativné¢ nebo

kvantitativné [53].

Vysledky kvantitativnich i kvalitativnich metod muze ovlivnit fada faktorti jako je napf. slo-
7eni a kvalita Zivného média, obsah soli a mineralnich latek, rastova faze testovaného kmene,

podminky inkubace atd. [54].

3.1 Kbvalitativni metody

K prokdzéani icinkl antimikrobidlnich latek jsou Casto pouZivany difuzni metody. Tyto meto-
dy slouzi k semikvantitativnimu stanoveni citlivosti bakterii na antimikrobidlni latku. Spoleh-
livost difuznich metod viici diluénim metoddm je uvddéna 95 %. Principem téchto metod je
difuze antimikrobidlni latky ze zdroje do okoli, ¢imZ vznikd klesajici koncentracni gradient
branici ristu mikroorganizmi do vzdélenosti inhibi¢ni z6ny [53]. Vysledky kvalitativnich
metod ukazuji, zdali je antibiotikum Gcinné, nebo zda je testovany kmen k ATB rezistentni.
Hodnoceni probihd na zdkladé meéteni velikosti inhibi¢nich z6n s ndslednym porovnanim

s referenénimi hodnotami [55].

3.1.1 Difuzni diskova metoda

Tato jednoduchd metoda slouZzi k orientaénimu stanoveni citlivosti mikroorganizmt
k antimikrobidlni latce. Je zaloZena na difuzi antimikrobidlni latky z papirového disku do aga-
rové pudy, kdy je agar naockovan stanovenou koncentraci mikroorganizmu. Absorpci vody

z pudy dochdzi k uvoliiovani latky, kterd nasledné difunduje do média [55].

Béhem inkubace dochdzi k rlstu bakterii az do inhibi¢ni koncentrace gradientu difuze antimi-
krobidlni latky. Jakmile je ji dosaZeno, ptestava viditelny rast bakterii a dochédzi k vytvoreni
tzv. inhibi¢ni z6ny v okoli zdroje antimikrobidlni latky. Inhibi¢ni zény, které vznikaji v okoli
disku béhem inkubace bakteridlni populace na ptdé, jsou obvykle kulatého tvaru a jejich veli-
kost je ovlivnéna nejen stupném citlivosti testovaného kmene, ale i difuzibilitou antimikrobi-
alni latky, pH pudy, jeji vySkou, bobtnavosti a koncentraci agarového gelu, Zivnymi latkami a
dalSimi substancemi obsaZenymi v pud¢, jakoz i velikosti inokula a rychlosti jeho mnozeni

[56].
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Cim se kmen mnoZ{ pomaleji, tim je z6na pii stejné citlivosti kmene vétsi. Z vyse uvedeného
je patrné, Ze nelze stanovit univerzdlni hrani¢ni praméry inhibi¢nich zén pro jednotliva anti-
biotika [53]. Nelze ani jednoduSe vztahovat inhibicni zény ke stupni citlivosti testovaného
kmene. Metoda proto dovoluje v béZnych podminkéch pouze kvalitativni hodnoceni. U vznik-

1€ inhibi¢ni z6ny métime jeji prumeér [56].

TE
T

Obr. 4. Mérent priuméru inhibicni zony u difuzni diskové metody [57].

Diskova difuzni metoda (Kirby-Baueriiv test) vyuziva Mueller - Hintontv agar (MHA), ktery
ve srovnani s jinymi pidami neobsahuje inhibitory sulfonamidii. Pro vysetfeni gramnegativ-
nich bakterii se pouZiva tento agar, pro grampozitivni bakterie se pida obohacuje piidavkem
ovCi nebo konské krve. Suspenze testovaného kmene musi byt v takovém mnoZstvi, aby po
naneseni a odstranéni prebytku z povrchu rostly kolonie v té€sném dotyku. Tomu odpovida

hustota inokula upravena na zdkal 0,5 McFarlandovy stupnice (McF) [55].

Touto metodou je moZné testovat ucinné koncentrace antimikrobidlni latky, ¢ehoZ je mozné
docilit napusténim diska latkou o rizné koncentraci. Dal§im vyznamnym faktorem ovliviuji-

cim vysledky je tedy obsah uc¢inné latky v disku a hustota inokula [58, 59].

3.1.2 Agarova difuzni metoda

Princip této metody je podobny jako u diskové difuzni metody. Rozdilna je pouze aplikace
antimikrobidlni latky, kdy se misto ptrikladani papirovych diski pipetuje antimikrobidlni latka

pfimo do jamek hloubenych v agarovém médiu [60].

3.1.3 Bioautograficka metoda

Existuji metody tenkovrstevné chromatografie pro stanoveni antimikrobidlni G¢innosti extrak-
tu. Na jejich detekci se vyuziva predevSim bioautografie. Extrakt se nanese na silikagel.
Deska se oSetii vhodnym rozpoustédlem, nechd se zaschnout a pfenese se na Petritho misku.
Petriho miska se prelije agarem s jednodenni kulturou indikdtorové bakterie a vSe se postiika
MTT. Metoda je zalozena na redukci Zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na fialovy formazan. Reakce probihd pouze na mitochon-
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dridlni membrané zivych bunck. Diky silnému detergentu se formazan rozpusti, ¢imzZ dojde
k zabarveni o rizné intenzité. Cim tmavsi barva je, tim vice je i Zivych bun¢k. Mrtvé buiiky

zustavaji bezbarvé, coz se projevi ve formée inhibicni zény [61].

3.2 Kvantitativni metody

Mezi kvantitativni metody stanoveni citlivosti fadime agarové a bujénové dilucni metody.
Témito metodami Ize stanovit i¢inné mnozstvi antimikrobidlnich latek inhibujicich mikroor-
ganizmus tzv. minimdalni inhibi¢ni koncentraci. Vysledek kvantitativnich testli se vyjadiuje
jako MIC (minimdlni inhibi¢ni koncentrace), coZ je nejniZsi koncentrace antimikrobidlni latky
schopnd inhibovat rast testovaného mikroorganizmu, nebo jako MBC (minimdlni baktericidni
koncentrace), coZ je nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky schopnd usmrtit dany mikro-

organizmus [54].

3.2.1 Agarova dilu¢ni metoda

V agarovém médiu obsahujicim zvolené koncentrace antimikrobidlni latky se zjistuje MIC.
Bézn¢ se pripravuje asi 15 koncentraci jednoho antibiotika, které jsou fedéné dvojnasobné
geometrickou fadou. Na povrch agarovych médii je nanaSeno standardni inokulum vysetiova-
nych bakterii, pfiemz na jedné plotn¢ je moZné testovat az 20 kment. Po inkubaci se hleda
nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky, kterd inhibuje rtst vySetfovaného kmene. Tato
metoda je vysoce standardizovanou referenni metodou, kterd je ¢asto vyuZivana k hodnoceni

ostatnich metod. Pro svoji spolehlivost je Casto vyuZivana k hodnoceni novych antimikrobidl-

nich latek. Metoda je vSak ekonomicky narocnd a pracnd [53].

3.2.2 Bujoénova dilu¢ni metoda

Tato metoda se nejcastéji provadi v MHB (Mueller - Hintoniv bujén) s upravenou koncentra-
ci hot¢iku a vapniku. Bujénova dilu¢ni metoda zahrnuje dva zptisoby provedeni: dilu¢ni mak-

rometoda a dilu¢ni mikrometoda.

Dilu¢ni makrometoda se téZ nazyvd zkumavkovd metoda. Do 13 zkumavek s kultivaénim
médiem se priddva sestupné mnoZstvi antimikrobidlni l4tky a poté se zaockuje inokulem tes-
tovaného kmene o hustoté¢ 0,5 stupni McFarlanda. Pro kontrolu kvality ristu se piipravi i
zkumavka obsahujici pouze inokulum. Po pfislusné dob¢ inkubace se odecte MIC a porovna
s kontrolnim vzorkem. Jednd se opét o vysoce standardizovanou metodu, jejiz pouZiti je

vhodné zejména pro testovani citlivosti antibiotika k jednomu druhu mikroorganizmu [53].
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Dilu¢ni mikrometoda se provadi v mikrotitraénich desti¢kdch. Do kazdé desticky lze apliko-
vat 12 druhti antibiotik po 8 koncentracich. Do desticky se aplikuje v bujéonu natedénd antimi-
krobidlni ldtka, kterd je opét fedénd geometrickou fadou. Standardné se pouzivda MHB. Inoku-
lum se pfipravi na hodnotu zdkalu 1,5 - 3 stupné McFarlanda. Rist bakterii se projevi zdkalem
nebo vznikem sedimentu. Po inkubaci se desticka poloZi na tmavou podloZku a rist
v jamkéch s antibiotikem se porovndva s kontrolni jamkou bez antibiotika. MIC je nejnizsi
koncentrace antibiotika, kterd zamez{ riistu mikroorganizmu, proto v jamce jiZ nevznikne za-

kal ani sediment. Dilu¢ni mikrometoda je Casové€ i finann€ nendro¢nd, ale obtiZné&ji se roze-

znava vznik zakalu ¢i sedimentu [53].

Pouziti difuzni 1 dilu¢ni metody komplikuji v pfipad¢ rostlinnych silic nékteré jejich vlastnos-
ti, zejména pak jejich nedostate¢nd rozpustnost ve vodé a tékavost. Tyto metody byly vyvinu-
ty pro vodorozpustné latky, proto musi byt jejich pouZiti rizné modifikovano. Do Zivnych pid
lze pfiddvat riznd rozpoustédla, kterd sice vyfesi problém rozpustnosti, ale sou¢asné mohou

nepiiznivé ovlivnit ristové vlastnosti pouzitych mikroorganizmi [39, 62].

T F g 1
H;‘ " = E’ﬁ;i}'ﬁ

oy

J
¥
i
i

a
L4

1

Hi’
»
5 3
h-T )

Obr. 5. Titracni mikrodesticka [63].

3.2.3 E-test (epsilonmetr test)

Tato metoda kombinuje principy diskové difuzni metody a dilu¢ni metody. E-test je inertni
plastikovy prouzek, ktery na své jedné strané¢ obsahuje exponencidlni gradient koncentraci
antimikrobidlni latky v tuhém stavu. Na druhé stran¢ je vyznacen kdd antibiotika a stupnice,
ktera obvykle odpovidd 15 ftedéni dvojndsobné geometrickou fadou. Stupnice slouzi
k odec¢itini MIC. Na povrch agaru naockovaného inokulem se pfilozi E-test stranou
s antimikrobidlni latkou. Po inkubaci se kolem prouzku objevi elipsa inhibovaného ristu.
MIC se odecitd v misté, kde elipsa protind okraj prouzku. Metoda je ndkladnd pro pofizovaci

cenu E-testu [53].
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Obr. 6. E-test [64].

3.2.4 Spektrofotometrické méieni optické hustoty

Dalsi moznosti méteni antimikrobidlni aktivity rostlinnych extrakti skyta spektrofotometricka
metoda. Inokulum se zaockuje do sady zkumavek obsahujici médium s danou koncentraci
testovanych latek. Z téchto zkumavek jsou nédsledn€ naplnény sterilni mikrodesti¢ky (96 ja-
mek), ve kterych probihd jak kultivace, tak samotné méteni absorbance. Po urcitych ¢asovych
intervalech se méii absorbance na spektrofotometrickém piistroji. Ke zvySeni presnosti méte-
ni je absorbance v kazdé jamce métena vicekrat a vysledna absorbance je pak vyjadfena jako
pramér téchto hodnot. Vysledky je moZzné statisticky zpracovat. Data lze vyhodnotit pocitaco-

vym programem a vystupem jsou kiivky zdvislosti absorbance na Case [35].

3.2.5 Pritokova cytometrie (flow cytometry)

Tato metoda umoziuje simultdnni méfeni a analyzu fyzikalnich a chemickych vlastnosti buii-
ky nebo jinych biologickych c¢astic béhem jejich priichodu laserovym paprskem. Ve chvili,
kdy bunka tento paprsek kiizi, dochdzi k lomu a rozptylu svétla, ktery podle sméru a uhlu
lomu byva oznaCovan jako piimy a boc¢ni rozptyl. Mimo parametri lomu a rozptylu svétla je
detekovana také fluorescence prochdazejicich bun¢k nebo castic. Fluorescencni barviva nava-
zané na analyzované bunky nebo ¢astice absorbuji svétlo urcité vinové délky vyzafované lase-
rem a nasledné vyzaruji ¢ast takto absorbovaného svétla, avSak jiz o odliSné vlnové délce.
Pritokové cytometry vyuzivaji jako svételné zdroje nejcastéji argonovy laser o excitacni vl-
nové délce 488 nanometrl. Zatizeni se skldda ze systému fluidniho, optického a elektronické-

ho [65, 66].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

e testovani tif rychlych metod stanoveni antimikrobidlnich G¢inka rostlinnych extrakti
(agarova difuzni metoda, diskova difuzni metoda, spektrofotometrické méteni optické

hustoty);

vev s

¢ vyhodnoceni nejvhodnéjsi metody pro alkoholové rostlinné extrakty.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pomiicky a nastroje
e parafilm (Vitrum VWR, Cesk4 republika)
¢ inkubator mikrobiologicky (MEMMERT, Némecko)
e BIOHAZARD box EUROFLOW (Clean Air, Holandsko)
e laboratorni tfepacka Vortex, (Heidolph, Némecko)
e parni sterilizitor VARIOKLAV 758, 135S (Labortechnik AG, Némecko)
e pH metr HANNA pH 211 (Fischer Scientific, spol. s.r.o., Ceska republika)
e mikropipety (Hirschmann Laborgerate, Némecko)
e termoblok Bio TD (Biotech, Cesk4 republika)
e DENZI-LA-METER (Erba Lachema, Ceska republika)
e Benchmark BioRad Microplate Reader (Biorad, Ceskd republika)

e béZné laboratorni sklo, pomicky a spotiebni materidl

5.2 Chemikalie a roztoky
e metanol (Penta, Ceskd republika)
e rostlinny jednodruhovy jedly olej VEGETOL (Setuza, Cesk4 republika)
e Mueller Hinton agar (Himedia Laboratoiries, Indie)
®* masopeptonovy bujon

e fyziologicky roztok

5.2.1 Piiprava MHA

Piida byla ptipravena smichdnim 38 g instantni ptidy a 1000 ml destilované vody. Po prove-
deni kontroly pH média (pH 7,3 £ 0,2) byla nasledné provedena sterilizace parnim autokla-

vem (121 °C/15 min). Po zchlazeni bylo médium rozlito do Petriho misek.
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5.2.2 Priprava MPB

Bujén byl piipraven smichanim 5 g NaCl (Penta, Ceskd republika), 3g masového extraktu
(Himedia Laboratoiries, Indie), 5Sg peptonu (Himedia Laboratoiries, Indie) a 1000 ml destilo-

vané vody (pH 7,2). Nasledn¢ byl sterilizovéan v autoklavu (121 °C/15 min).

5.2.3 Priprava fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok byl pfipraven smichanim 8,5g NaCl a 1000 ml destilované vody. Nasled-

n¢ byl sterilizovén v autoklavu (121 °C/15 min).

5.3 Material

Vzorky ovoce poskytla Mendelova univerzita v Brn¢, Agronomicka fakulta. Sbér vzorki pro-
b&hl v obci Zabéice (nadmoiskd vyska 182 m.n.m.). Vzorky kvétd poskytla Mendelova uni-
verzita v Brng€, Zahradnickd fakulta. Kvéty byly sbirdny v obci Lednice (nadmotska vyska
173 m.n.m.). Kvéty a ovoce byly sbirdny v obdobi kvéten az Cervenec 2012. Seznam pouZi-

tych jedlych kvéth a netradicnich druhti ovoce je uveden v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1. Seznam vzorkii.

oznaceni |ndzev vzorku

vzorku

1 Hemerocallis fulva’Saucy Lady”
2 Borago officinalis (bily)

3 Phlox paniculata (bily)

4 Calendula officinalis

5 Borago officinalis (modry)

6 Salvia officinalis

7 Belamcanda chinensis

8 Salvia lavandulifolia

9 Hemerocallis fulva’Alan”

10 Matricaria recutita

11 Salvia nemorosa Violet "Queen”
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12 Salvia sclarea

13 Salvia glutinosa

14 Salvia nemorosa

15 Hosta “Golden Tiara”

16 Hosta sieboldiana

17 Hemerocallis 'Red Rum”

18 Salvia amplexicaulis

19 Hemerocallis fulva’Buzz Bomb”
20 Hemerocallis fulva (Cervend)
21 Phlox paniculata (riZovy)
22 Hemerocallis fulva’Pizza’
23 Monarda didyma “Scorpion”
24 Ziziphora persica

25 Rosa “Gloria Dei”

26 Gaura lindheimeri

27 Salvia nemorosa ‘Rose Queen”
28 Salvia przewalskii

29 Salvia verticillata

30 Hemerocallis fulva’Corky”
31 Lavandula angustifolia

32 Salvia transsylvanica

33 Salvia virgata

34 Phlox paniculata "Eclaireur”
35 Hosta “Ginko Craig”

36

Hosta ventricosa
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37 Hosta "Hydon Sunset”

38 Hosta ‘Blue Cadet”

1B Lonicera kamtschatica “Amfora”

2B Lonicera kamtschatica “Altaj”

3B Lonicera kamtschatica "Fialka”

4B Lonicera kamtschatica

5B Lonicera kamtschatica "Leningradsky velikan”
6B Lonicera kamtschatica “Sinoglaska”
8B Morus “Jugoslavskad”

9B Amelanchier “Thiessen”

10B Amelanchier "TiSnovsky velkoplody”
11B Amelanchier "Lamarckii Ballerina”
12B Amelanchier “Ostravsky”

13 B Amelanchier "TiSnovsky~

14B Morus trnaviensis (zralé plody)

15B Morus trnaviensis (nedozralé plody)
Ko Origanum dubium

5.3.1 Priprava extrakti

Extrakty byly pfipraveny v ¢ervenci 2012 z 5 g vzorku, ke kterému bylo ptfiddno 50 ml meta-
nolu. Vzorky byly ponechany 24 hodin pfi teploté 25 °C. Po uplynuti této doby byly vzorky
prefiltrovany, uzavieny do uzaviratelnych zkumavek, zajiStény parafilmem a uchovavany

v chladu.

Vzorek esencidlniho oleje (Origanum dubium), ktery slouZzil jako kontrola antibakteridlniho
ucinku [67], byl ziskdn destilaci s vodni parou a poskytla jej univerzita Mustafa Kemal

v Turecku.
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Pro dal$i méteni byly pouZzity rizné zakoncentrované vzorky piipravené odpafenim. Nejdiive
byly odpafeny ptiivodni vzorky z 1 ml na 0,5 ml pfi pokojové teploté a soucasné byly pfipra-

veny i vzorky odpaiené v termobloku pfi teploté 40 °C a to z 1 ml na 0,25 ml.

Dalsi zakoncentrovani bylo provedeno jen u vybranych vzorki. Jednalo se o odpaieni pii po-
kojové teploté z 18 ml na 7,5 ml. Takto odpaienymi vzorky byly napustény disky a zbytek byl
dale odpatrovan v termobloku pfi teploté 40 °C az do tplného odpafeni metanolu. K takové-

mu vzorku bylo pfidano 20 pl rostlinného oleje.

Pro testovani diskovou difuzni metodou byly z filtraniho papiru piipraveny disky o priméru

5 mm. Sterilni disky byly napustény testovanymi extrakty v objemu 10 pl.

5.4 Testované kmeny

Pro testovani antimikrobidlni aktivity vySe uvedenych vzorkl byly pouZivany tyto vybrané

kmeny gramnegativnich a grampozitivnich bakterii:
e FEscherichia coli CCM 3954
® Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium CCM 7205
® Pseudomonas aeuruginosa CCM 3955
®  Pseudomonas fluorescens
e Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
®  Micrococcus luteus CCM 732

®  Bacillus cereus CCM 2010

5.4.1 Priprava inokula

Sterilni bakteriologickou klickou bylo nabrano n¢kolik kolonii daného mikroorganizmu a
piidano do zkumavky se sterilnim bujénem. Bakterie byly kultivovany pii teploté 37 °C/24h,
Micrococcus luteus a Pseudomonas fluorescens pii teploté 30 °C/48h. Nasledujici den byl do
sterilni plastové zkumavky napipetovén fyziologicky roztok a postupné byla pfiddvana tekutd
kultura aZz do hodnoty zdkalu 0,5 McF. Timto zplisobem byla pfipravena inokula vSech mi-
kroorganizmu. Pro vyuZiti spektrofotometrického méteni optické hustoty byla pfipravena ino-

kula na hodnotu zakalu 1 McF.
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5.5 Metody

5.5.1 Agarova difuzni metoda

Pro tuto metodu bylo vyse uvedenym zpisobem piipraveno inokulum pro kazdou bakterii
na hodnotu zakalu 0,5 McF. Na Petriho misky s MHA bylo napipetovano 0,1 ml inokula, kte-
ré bylo dokonale rozetieno hokejkou. Byly do nich vyhloubeny kulaté jamky o priméru 1 cm.
Do jamek bylo vzdy pipetovdano 10 pl vybranych metanolovych extraktii o riiznych koncen-
tracich, do kontrolni jamky bylo pipetovdno stejné mnoZstvi metanolu, pouze kontrolniho
vzorku oregana bylo pipetovdno mnozstvi 3 pl. Jamky s metanolem slouzily jako kontrola, ze
metanol sdm nemd antimikrobidlni ucinky a jamky s extraktem oregana plnily funkci pozitiv-
ni kontroly. Takto pfipravené misky byly kultivovdny v termostatu dle poZzadavkl daného
mikroorganizmu (vétSina pii teploté 37 °C/24h, Micrococcus luteus a Pseudomonas flu-

orescens pii teploté 30 °C/48h).

5.5.2 Diskova difuzni metoda

Prvni krok této metody spocival ve zhotoveni diskli napusténych rtizné koncentrovanymi
vzorky a rovné€Z obéma kontrolami (oregano, metanol). Dale byla zhotovena inokula na hod-
notu zdkalu 0,5 McF. Inokula byla pipetovana v mnozstvi 0,1 ml na Petriho misky s MHA a
ndsledné byla hokejkou roztirdna do sucha. Pfi pozdéjSich méfeni bylo hokejkovani nahraze-
no metodou pielévani. Toto spocivalo v napipetovani 1 ml inokula na Petriho misku s MHA a
krouzivym pohybem byla inokulem dikladné pokryta celd plocha agaru. Pfebyte¢né inokulum
bylo nasledné odsato pipetou a naneseno na dalsi Petriho misku s MHA. Tento zplisob roztéru
inokula byl rychlejsi a efektivnéjsi. Na vyschly agar byly disky nandSeny pomoci dvou in-
jekcnich jehel. Takto piipravené misky byly kultivovany v termostatu dle poZadavkl daného
mikroorganizmu (vétSina pii teploté 37 °C/24h, Micrococcus luteus a Pseudomonas flu-

orescens pii teploté¢ 30 °C/48h).

5.5.3 Spektrofotometrické méreni optické hustoty

Pro tuto metodu byly vybrany vzorky na zdkladé soubézné bézicich pokust v rdmci jiné di-
plomové prace [68]. Byla pfipravena inokula od kazdého mikroorganizmu na hodnotu zéakalu
1 McF. Do 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovdno do jamek prokazujicich kon-
trolu sterility 200 ul MPB, do jamek kontroly rastu bakterii bylo napipetovano 5 pl inokula a
200 ul MPB, do jamek s kontrolou metanolu byly k 5 pl inokula a 200 pul MPB jesté napipe-
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tovany 3 pl metanolu a do jamek s experimentem bylo napipetovdno 5 pl inokula, 200 pl

MPB a 3 pul piislusného vzorku.

Meéteni optické hustoty probihalo na piistroji Benchmark Microplate Reader v riznych ¢aso-
vych intervalech. Pro v§echna méteni byl zvolen filtr 655 nm a doba tfepani vzorkt 5 sekund.
Meéfeni probihalo po dobu 48 hodin, kdy byly intervaly mezi jednotlivymi méfenimi stanove-
ny dle pribéZznych vysledk méteni. V mezidobi jednotlivych méteni byly desticky kultivo-
vany v termostatu (gramnegativni bakterie pfti teploté 37 °C, grampozitivni bakterie pfti teplo-

t€ 30 °C).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Testovani antimikrobidlnich G¢inki metanolovych extrakti bylo provadéno pomoci tii rych-
lych metod. Prvni z nich je agarova difuzni metoda, ddle diskova difuzni metoda a posledni

metoda je zaloZena na méfeni optické hustoty v tekuté kultufe v mikrotitracni desticce.

6.1 Agarova difuzni metoda

Pro testovani antimikrobidlnich Gc¢ink( vytipovanych metanolovych extrakti byla nejdiive
pouZita jamkovd metoda difuze v agaru. Uéinek byl testovan na bakterie gramnegativni
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeuruginosa a grampozitivni Sta-

phylococcus aureus, Micrococcus luteus a Bacillus cereus.

Do vyhloubenych jamek byly pipetovany vybrané rizné koncentrované vzorky rostlinnych
extraktl. Jednalo se o vzorky 6, 29, 30 a 31, kdy byly pouZity jednak v piivodni neodpatené
podobé, dale dvojnasobné zakoncentrované (odpatrené z 1 ml na 0,5 ml pii pokojové teploté€) a
Ctyindsobné zakoncentrované (odpafené z 1 ml na 0,25 ml pfi 40 °C). Oregano (pozitivni kon-
trola) vykazovalo ve vSech piipadech antimikrobidlni dc¢innost, kdy nejvétsi ucinnost byla
na bakterii Micrococcus luteus (30 mm) a nejmensi na bakterii Pseudomonas aeuruginosa (11
mm). Z téchto ¢tyf vzorkll vykézal antimikrobidlni d¢innost pouze vzorek 6 (Salvia officina-
lis) a to pouze na grampozitivni bakterie. Nejvétsi antimikrobidlni aktivita se projevila na bak-
terit Micrococcus luteus (23 mm) a nejmensi na bakterii Staphylococcus auerus (13 mm).
Navic byly testovany tyto vzorky po odpatfeni. Vzorek odpaieny pii pokojové teploté vytvoril
nejvetsi inhibi¢ni zénu na bakterii Micrococcus luteus (25 mm) a nejmensi na bakterii Ba-
cillus cereus (16 mm). Vzorky odparené za zvySené teploty nevykdzaly Zadnou antimikrobi-
alni Uc¢innost. Odpateni vzorkii z 1 ml na 0,5 ml za pokojové teploty bylo efektivni, zatimco
odpateni vzorki z 1 ml na 0,25 ml v termobloku mélo na antimikrobidlni u¢inky vzorktli nega-
tivni vliv. Agarova difuzni metoda byla dfive vyuzita napf. k testovani baktericidnich a fungi-

cidnich d¢inkt esencidlniho oleje z Ambrosia trifida [69].

Pti vyuziti této metody vSak selhala kontrola v podobé metanolovych jamek, kde se rovnéz
tvofily malé inhibi¢ni z6ny na bakteriich Salmonella typhimurium (11 mm), Staphylococcus
auerus (11 mm) a Micrococcus luteus (14 mm). Pfi vyuziti agarové difuzni metody hrozilo
riziko vyliti obsahu jamek, zejména pokud by byl agar nizky. Z téchto dlivodl neni tato meto-
da pro vyuZiti méfeni antimikrobidlni aktivity rostlinnych extraktl zcela vhodn4, proto bylo

pristoupeno k testovani dalSimi zptsoby.
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6.2 Diskova difuzni metoda

Ke zjisténi antimikrobidlni d¢innosti diskovou difuzni metodou byly pouzity gramnegativni
bakterie Escherichia coli, Salmonella typhimurium a Pseudomonas aeuruginosa a dale gram-

pozitivni bakterie Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus a Bacillus cereus.

Touto metodou bylo testovano vSech 52 vzorkil na vyse uvedené bakterie. Pfi v§ech méfenich
byly ucinné disky napusténé oreganem (pozitivni kontrola) a naopak bez ucCinnosti byly
vSechny disky napusténé metanolem, coZ je zdkladni ptedpoklad pro spravnost provedeného
experimentu. Pfi prvnim méfeni, kdy byly pouZity neodpafené extrakty, vykédzal antimikrobi-
alni aktivitu pouze vzorek 6 (Salvia officinalis), kdy na bakterii Bacillus cereus vytvofil inhi-
bi¢ni zénu (5 mm) a na bakterii Micrococcus luteus (12 mm). Pti dalSim méteni bylo praco-
vano s vytipovanymi vzorky 6, 29, 30 a 31, které byly odpaieny. Kontrolni disk s oreganem
vytvoftil nejvétsi inhibini z6nu na bakterii Micrococcus luteus (22 mm) a nejmensi na bakte-
rii Pseudomonas aeuruginosa (6 mm). Ze vSech Ctyf vybranych extraktii vykdzal d¢innost
pouze vzorek 6 na grampozitivni bakterie. Extrakt odpafeny z 1 ml na 0,5 ml pii pokojové
teploté vytvofil inhibi¢ni z6nu na bakterii Staphylococcus auerus (6 mm), Micrococcus luteus
(12 mm) a Bacillus cereus (8 mm). Extrakt odpafeny z 1 ml na 0,25 ml v termobloku vytvofil
inhibi¢ni zény o velikosti 7 mm na bakterii Staphylococcus aureus a 19 mm na Micrococcus

luteus.

Protoze byla stanovena vétsi antimikrobidlni Gc¢innost u odpafenych extraktli, bylo pokraco-

vano v experimentech jiZ pouze s takto upravenymi vzorky.

Vsech 52 vzorki bylo odpaieno z 1 ml na 0,25 ml pti 40 °C a testovano na vySe uvedené bak-
terie (Tab. 2). Vytipované vzorky 6, 29, 30 a 31 byly jesté dile zakoncentrovany odpatfenim
z 18 ml na 7,5 ml a odpafenim do sucha, kdy k takto odparenému vzorku byl pfidan rostlinny

jedly olej.
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Tab. 2. Vysledky méreni difuzni diskové metody, velikost zon v [mm].

vzorek M. luteus | B. cerus |S.aureus |S. typhimurium |E.coli |P. aeruginosa
metOH -- -- -- -- - -
Ko 13,0 20,0 10,0 16,0 13,0 8,0
1 6,0 - - - - -
2 6,0 -- -- - - -
6 10,0 10,5 -- - - -
8 - 7,0 -- - - -
10 - 6,0 -- - - -
11 - 5.5 -- - - -
12 -- 6,0 -- - - -
14 - 5.5 -- - - -
18 6,0 -- -- - - -
23 - 5.5 -- - - -
26 6,0 -- -- - - -
28 - 5.5 -- - - -
32 8,0 -- -- - - -
33 8,0 -- -- - - -
6(odpateny | 6,0 5,5 6,0 -- -- -
z 18ml na

7,5 ml)

6 (dpateny | 8,0 8,0 6,0 -- - -
do sucha +

olej)

Z tabulky je patrné, Ze oregano vytvoiilo nejvétsi inhibi¢ni zonu na bakterii Bacillus cereus a

naopak nejmensi zéna vznikla na bakterii Pseudomonas aeruginosa. Nejvetsi inhibicni acinky
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prokdzal vzorek 6 na bakteriich Micrococcus luteus (10 mm) a Bacillus cereus (10,5 mm).
Ani jeden rostlinny extrakt neptsobil inhibi¢né na gramnegativni bakterie, zatimco na gram-
pozitivni bakterie Micrococcus luteus a Bacillus cereus byly velice G¢inné, pocet vzorkil vy-

kazujicich antimikrobidlni aktivitu podstatné vzrostl.

Ke stejnym vysledkim dospé¢l ve své praci i Borchard a kol. [70], kdy pouzil diskovou difuzni
metodu k testovani antimikrobidlni G¢innosti kvétli Rumex cripus a Rumex acetosella na pu-
dach zaockovanych kmeny Staphylococcus aureus, Excherichia coli a Pseudomonas aeru-
ginosa. Studie uvadi, Ze na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus vytvotil Rumex cri-
pus inhibi¢ni zénu o velikosti 12 mm a Rumex acetosella 11 mm. Antimikrobidlni G¢innost

na gramnegativnich bakteriich nebyla prokazana [70].

Obdobny vysledek je uvadén i ve studii Babuly a kol. [63], kdy vyrazné inhibi¢ni z6ny vznik-
ly pfi pouziti petroléterového a metanolického extraktu rostliny Dionaea muscipula pouze

na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus.

Difuzni diskovd metoda byla vyhodnocena jako pomérné casové nendrocnd a vzhledem ke
spravnosti kontrol a dGcinnosti vzorkd i spolehlivd metoda pro stanoveni antimikrobidlnich
ucinkt rostlinnych alkoholovych extrakti. Bylo vSak patrné, Ze antimikrobidlni Gi¢innost rost-
linnych extraktii ovliviiuje koncentrace tcinné latky na disku, cozZ vysvétluje, Ze pfi prvnich
méfenich byl u€inny pouze jeden vzorek, zatimco po zakoncentrovani vzorkd podstatné
vzrostl pocet u¢innych extraktl. Mimo moZnosti rychlého a spolehlivé stanoveni antimikrobi-
alni aktivity nabizi tato metoda i rizné obmeény vyuziti téhozZ testovaného materidlu a okamzi-

té srovnani téchto obmén.

Difuzni diskovou metodu pouZili Rasooli a Mirmostafa (2003) ke studiu citlivosti E.coli, S.

aureus, B. subtilis, K. pneumoniae a P. aeroginosa na esencidlni olej z tymidnu [71].

6.3 Spektrofotometrické méreni optické hustoty

Pro vyuziti spektrofotometrického méteni optické hustoty byla pfipravena inokula téchto
gramnegativnich bakterii Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas flu-
orescens a inokula grampozitivnich bakterii Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus a

Bacillus cereus.

Pro dand méfeni byly pouZity vytipované vzorky extraktii odpafené z 1 ml pivodniho extraktu
na 0,25 ml. Odpateni bylo provedeno v termobloku pii teploté 40 °C. Pro grampozitivni bak-

v o

terie byly vytipovdny na zdkladé soub&Zné bézicich pokust na jiné diplomové praci (citace
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Kutndk) vzorky 5, 6, 8, 11, 13, 14, 23, 34 a 35, zatimco pro gramnegativni bakterie to byly
vzorky 5, 10, 13, 15, 19, 35, 6B, 10B, 13B. M¢ieni probihalo v riznych ¢asovych intervalech,
kdy v dobé velkého nariistu bakterii byl nejkratsi interval méteni 0,5 hodiny. Rust bakterif
piestal byt vyznamny po cca 30 hodindch méteni, mimo bakterie Pseudomonas fluorescens a

Micrococcus luteus, které prestaly rtst asi po 48 hodinach.

Z nam¢efenych hodnot byly sestaveny grafy pro kazdou bakterii zvIast, kdy prvni graf
pro danou bakterii vZdy zndzornuje rast bakterie samotné a vedle rastové kiivky bakterie je
kiivka bakterie s metanolem. Tyto grafy slouZzi jako kontrola, Ze metanol sim nem4 inhibi¢ni
ucinky na rust bakterie, coz je z graft (Obr. 7, 8, 9, 11, 12) patrné. Problém nastal u bakterie
Micrococcus luteus, kdy jeSté¢ druhy den byla patrna celkovd shoda obou kiivek, ale tfeti den
meéfeni zacala sama bakterie jeSté rast, zatimco bakterie s metanolem jiZ ne. Toto je tedy jedi-
ny piipad, kdy metanol m¢l na rast bakterie inhibujici u¢inky (Obr. 10). Nejlépe je shoda
obou kiivek patrnd na bakteriich Escherichia coli (Obr. 8) a Salmonella typhimurium (Obr. 9),
zatimco drobné odliSnosti v ristu obou kfivek jsou patrné na bakterii Bacillus cereus (Obr.

o

12), coz miiZe byt zpisobené tim, Ze tato bakterie vytvaii spory.

P. fluorescens
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-0,1000 . . . .
43 936 4.3 2136 5.3 336 5.3.21:35 £.3.9:35
Cas méfeni
—a— P fiorescens P. fluorescenstmetahof

Obr. 7. Meéreni OD kontroly rustu P. fluorescens.
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Obr. 8. Meéreni OD kontroly ristu E. coli.
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Obr. 9. Meéreni OD kontroly ristu S. typhimurium.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

48

M. luteus

0,3800

0,3300

0,2800

0,2300

0D 55 nm

| 3

0,1800

0,1300

0,0800

0,0300

- ———

-0,0200 T T
4.3 448 4.3.14:24

—— . luteus

5.3. 0200

5.3.9:36

Cas méfeni

5.3.19:12 6.3.448

—k— M. luteus+metanol

6.3.14:24

Obr. 10. Méreni

s,

OD kontroly rustu M. luteus.

S. aureus

04800

04300

0,3800

0,3300

0,2800

0,2300

OD g55 nm

/

0,1800

o

0,1300

/

0.0800

0.0300

-0,0200 T
4.3.448 4.3.14:24

——35 aursus

5.3 0:00

Cas méfeni

5.3.9:36

e 5. oursus+metanol

5.3.19:12

Obr. 11. Méreni

s,

OD kontroly rustu S. aureus.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49
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Obr. 12. Méreni OD kontroly riistu B. cereus.

Dalsi graf pro kazdou konkrétni bakterii pak ukazuje vSechny namétfené hodnoty jak obou
piedchozich kontrol, tak i vSech testovanych vzorkt. Tyto grafy (Obr. 13, 14, 15, 16, 17, 18)
jsou v prici uvedeny spiSe pro celkovou orientaci tspé$nosti vybranych vzorkl na danou bak-
terii, nebot’ velké mnoZstvi vzorki, jak je z grafti patrné, zpiisobuje malou piehlednost v gra-
fech. Z téchto grafl vyplyva, Ze zatimco nékteré pouzité vzorky maji na danou bakterii inhi-
bi¢ni ucinky, existuji i latky, které naopak na rust bakterie maji pozitivni vliv jako napt. vzo-
rek 13B na vSechny tfi pouZité gramnegativni bakterie, tak vzorek 35 na grampozitivni bakte-
rie Staphylococcus aureus a Bacillus cereus. Ke stejnému zjiSténi, Ze nckteré piirodni latky
podporuji riist bakterii, dosp€la ve své praci i Poldkova a kol. [35], kdyZ na kmenech bakterii
Bacillus cereus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli a Fusarium culmorum testovala
antimikrobidlni aktivity acylfruktos a dospéla k zav€ru, Ze nejveétsi antimikrobidlni ucinek
vykazovala kaprinoylfruktosa, zatimco palmitoylfruktosa riist nékterych mikroorganizmu

podporovala.
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Obr. 13. Méreni OD kontroly a testovanych extraktii s bakterii P. fluorescens.
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Obr. 14. Méreni OD kontroly a testovanych extraktit s bakterii E. coli.
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S. typhimurium
1,1000
08000 —
07000
cE
[
o
£ 05000
(=}
o
02000
0,1000 4
—_——
-0,1000 . . . : : :
4.3, 936 4.3, 1424 4.3 1912 5.3, 0:00 5.3, 448 5.3, 935 5.3 1424 5.3 1912
Eas méfenl
—m— 5 hyphimarine S typhimarinm+metanol 5 ——10 —4—13 —4—15 ——19 —— 35 EB 108 138
Obr. 15. Méreni OD kontroly a testovanych extraktii s bakterii S. typhimurium.
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Obr. 16. Méreni OD kontroly a testovanych extraktii s bakterii M. luteus.
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Obr. 17. Méreni OD kontroly a testovanych extraktii s bakterii S. aureus.
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Obr. 18. Méreni OD kontroly a testovanych extraktit s bakterii B. cereus.
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Pro lep$i orientaci jsou v dalSich grafech (Obr. 19, 20, 21 22, 23, 24) vybrany vzdy pouze
vzorky, které plisobily na riist dané bakterie inhibicné a pro srovnani je vzdy jesté uvedena

rustovd kiivka daného mikroorganizmu.

Z téchto grafl je patrné, Ze na bakterii Salmonella typhimurium (Obr. 21) m¢l inhibi¢ni G¢in-
ky pouze vzorek 10. Na bakterii Pseudomonas fluorescens projevil viditelné inhibi¢ni ucinky
vzorek 5, 10, 13, 15, 19, 35, 6B a 10B (Obr. 19). Na posledni testovanou gramnegativni bak-
terii Escherichia coli (Obr. 20) mély inhibi¢ni u€inky vzorky 5, 10,19 a 6B. Na vSechny

gramnegativni bakterie projevil shodn¢ antimikrobidlni aktivitu vzorek 10.

V piipad¢ stejnych graft, které vyjadiuji inhibicni u¢inky vzorkli na grampozitivni bakterie,
jsou vysledky mnohem lepsi. Na bakterii Micrococcus luteus (Obr. 22) m¢ly inhibi¢ni ucinky

vzorky 5, 8, 11, 14, 23, 34, ale bohuZel i metanolova kontrola.

Vzorky 8, 14 a 23 piisobily inhibi¢né i na dalsi dv¢ testované grampozitivni bakterie. Na rast
bakterie Staphylococcus aureus (Obr. 23) m¢l negativni vliv jesté vzorek 6, 11 a 13 a na rtst
bakterie Bacillus cereus (Obr. 24) to byly jesté vzorky 5, 6 a 13. Ve srovndni s difuzni disko-
vou metodou byly naméfeny inhibi¢ni ucinky nékterych vzorkil i u gramnegativnich bakterif,
coz se u difuzni diskové metody nepodafilo. Na vSechny testované gramnegativni bakterie
vykazal shodn¢ inhibi¢ni uc¢inek vzorek 10. Co se tyCe inhibice grampozitivnich bakterii, vy-
kazaly shodu na potlaceni ristu bakterie Bacillus cereus vzorky 6, 8, 14 a 23 jak pii vyuZiti

difuzni diskové metody, tak pfi méteni optické hustoty.
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Obr. 19. Méreni OD kontroly a vzorku inhibujicich P. fluorescens.
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Obr. 21. Méreni OD kontroly a vzorku inhibujicich S. typhimurium.
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Obr. 22. Méreni OD kontroly a vzorkii inhibujicich M. luteus.
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Obr. 23. Meéreni OD kontroly a vzorku inhibujicich S. aureus.
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Obr. 24. Méreni OD kontroly a vzorki inhibujicich B. cereus.

Me¢fteni optické hustoty poskytlo pomérn€ velké mnoZstvi zajimavych vysledkd o antimikro-
bidlni Gc¢innosti rostlinnych extraktd. Ve srovnéni s difuzni diskovou metodou bylo vSak toto
méteni podstatné ndrocnéjsi na ¢as, obzvlasté v dobé nejvétsiho riistu bakterii, kdy byla méte-
ni provadéna v kratkych ¢asovych intervalech. Oproti Casové narocnosti vSak spektrofotome-
trické méteni optické hustoty poskytuje velké mnozstvi dat, kterd se daji rizné kombinovat,
porovndvat a statisticky vyhodnocovat. Pro rychly screening antimikrobidlnich d¢inkl rost-
linnych extraktd je urcit¢ vhodnd diskova difuzni metoda a pro piesnéjsi vyhodnoceni a vza-
jemné porovndvani antimikrobidlnich G¢inkl rostlinnych extraktd je vyhodné pouZiti méfeni

optické hustoty.
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ZAVER

Hledani ptirodnich latek, které by bylo mozné vyuzit pfedevsim z hlediska jejich antimikrobi-
alni ucinnosti, se dostdva do poptfedi zdjmu mnoha védnich obori a to zejména z diivodu
prudkého ndriistu civilizacnich chorob. DalSim casto diskutovanym problémem poslednich let
je vzrustajici antibiotickd rezistence. Proto existuji snahy tyto ptetrvavajici problémy fesit a to

zejména v oblasti hledani pfirodnich latek vykazujicich antimikrobidlni G¢innost.

Testy provedené v této praci prokazuji, Ze vysledky méfeni antimikrobidlni G¢innosti pfi pou-
ziti riznych metod, a¢ za pouziti stejné testované latky a stejného mikroorganizmu, mohou
byt odliSné. Agarova difuzni metoda se pro méfeni antimikrobidlni uc¢innosti rostlinnych me-
tanolovych extraktli jevi jako nevhodnd. Pti pouZziti diskové difuzni metody a spektrofotome-
trického méfeni optické hustoty bylo dosazeno dobrych vysledkt, pfi¢emz nékteré vysledky

se pii pouZiti obou metod shodovaly.
Prokazateln¢ lepSich vysledkli dosahovaly vzorky, které byly zakoncentrovany odpafenim.

Casové ndro¢nost byla v piipadé pouZitych obou difuznich metod zhruba stejnd. Obé metody
jsou nendro¢né z hlediska pracnosti. Pfi pouziti diskové difuzni metody bylo pouZito dvou
riznych zptsobi roztéru inokula, kdy zpiisob pieliti inokula byl mnohem rychlejsi a efektiv-
n¢jsi v porovnani s klasickym hokejkovanim. Pfi pouziti spektrofotmetrického méfeni optické
hustoty je z diivodu Castych méteni metoda ¢asoveé ndro¢nd. Takto namétené vysledky vSak
obsahuji soubor velkého mnozstvi dat, kterd je ndsledné¢ mozné statisticky dale zpracovavat a

vyhodnocovat.

Vyzkum provedeny v rdmci této prace poukdzal na mozné klady a zdpory pouZzitych metod. Je
vSak nutné fici, Ze se jednd pouze o studii s omezenym rozsahem a je tieba se danou proble-

matikou ddle zabyvat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ATB antibiotikum

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleovéd kyselina

MHA Mueller - Hintonliv agar

MHB Mueller - Hintontiv bujén

McF McFarlandtv stupen

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
MIC minimélni inhibi¢ni koncentrace

MBC minimalni baktericidni koncentrace
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