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ABSTRAKT

Jedl¢é kvéty maji fadu pozitivnich vlastnosti, mezi které 1ze tadit naptiklad antimikrobialni,
antioxidacni ¢i 1é¢ivé ucinky. Tato bakalaiska prace je vénovana zjistovani antimikrobial-
nich uc¢inki extraktd jedlych kvéti, které byly pfipraveny pomoci Soxhletova extraktoru a
vafenim vzorku pod zpétnym chladi¢em za pouziti riznych extrakénich ¢inidel. Extrakty
ziskané optimalizovanou metodou byly dale testovany na jejich antimikrobidlni G¢inky.
K testovani antimikrobiadlnich €inkt byla vyuzita diskova difuzni metoda na vybrané gram-
pozitivni a gramnegativni bakterie, kvasinky a plisné. Z vysledkt je patrné, ze extrakty
z kvétu rostlin rodd Matricaria, Salvia a Monarda vykazuji inhibi¢ni G¢inky na grampozi-
tivni bakterie a extrakty z kvéti rodu Hosta a Monarda ptisobi inhibi¢né na nékteré z testo-

vanych plisni a kvasinek.

Kli¢ova slova: antimikrobialni u¢inky, bioaktivni latky, extrakty, jedlé kvéty

ABSTRACT

Edible flowers have many positive qualities such as antimicrobial activity, antioxidant ac-
tivity or medicinal effects. This bachelor thesis is focused on searching antimicrobial activity
of extracts from edible flowers, which were prepared by using Soxhlet extractor and by boil-
ing the sample under reflux using various extraction agents. Extracts prepared by optimized
method were further tested for their antimicrobial effects. Antimicrobial activity was tested
on selected Gram-positive and Gram-negative bacteria, yeasts and moulds by disc diffusion
method. The results show that extracts from flowers of plants of genera Matricaria, Salvia
and Monarda have antimicrobial activity on Gram-positive bacteria and extracts from flow-

ers of the genus Hosta and Monarda inhibit some of the tested fungi and yeasts.

Keywords: antimicrobial activity, bioactive compounds, extracts, edible flowers
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UvVOD

Jedlé kvéty byly jiz v historii soucasti lidské stravy. Nékdy byly konzumovany, kdyz byla
nouze, jindy byly soucésti slavnostnich hostin. Dnes mizeme v ¢asopisech s recepty vidét
krasné aranzma pokrmu s jedlymi kvéty, kde prave jedlé kvéty dodavaji pokrmiim na este-

ti¢nosti, chuti a vini.

V gastronomii je jejich pouziti vSestranné. Mohou se vyuzivat jedlé kvéty jak v Cerstvém
stavu, tak 1 suSené ¢i mrazené. Jejich vybér je rozsahly od zeleninovych druht, ptes 1éCivé

rostliny az k okrasnym druhtm rostlin.

Ke zvySovani zajmu v konzumaci jedlych kvéti dochazi hlavné z divodu zjistovani jejich
nutri¢ni hodnoty. Bylo zji§téno, Ze n&které jedlé kvéty mohou mit antioxida¢ni, antimikro-
bialni ¢i dokonce 1é¢ivé tcinky.

Z hlediska nartistu antimikrobidlni rezistence roste také zdjem védnich obord o bioaktivni
latky, které Ize ziskat prave z jedlych kvét. Tyto latky lze ziskat pomoci riznych separac-
nich technik. Déle je nutné tyto latky otestovat ke zjisténi antimikrobidlnich a¢inkti pomoci

standardnich mikrobiologickych metod.
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. TEORETICKA CAST
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1 JEDLE KVETY

Jedl¢é kvéty byly od nepaméti soucasti lidské stravy, byly popisovany jiz v antické literatuie.
Nekteré byly vyuzivany v dobach nouze, jindy byly soucasti slavnostnich kralovskych
a slechtickych tabuli [1].

Dnes je jejich vyuziti vSestranné. V rdmeci svétového stravovani se navazuje na staré tradice,
ale dochazi i k vyuziti soucasné orientalni kuchyné. Rozsifuje se sortiment potravin, které

jsou chut'ové i esteticky doplnéné jedlymi kvéty [1].

1.1 Nutri¢ni a senzoricka jakost jedlych kvéta

V dnesni dobé€ zajem o konzumaci jedlych kvéti roste a to z velké ¢asti diky novym poznat-
kim o nutriéni jakosti kvéta [1]. Bylo zjisténo, ze fada latek, obsazenych v jedlych kvétech
ma ochranné (chemoprotektivni) nebo i 1é¢ivé ucinky a snizuje riziko rdznych onemocnéni
[2]. Vyznamné jsou naptiklad latky s antioxida¢nim ucinkem, jako jsou naptiklad fenolové
latky, karotenoidy apod. Ke zlepSeni kondice spottebitele miize vést i maly ptidavek vhod-

nych jedlych kvéta [1].

Z nutri¢niho hlediska lze kvéty rozdélit do tii hlavnich skupin a to na pyl, nektar a okvétni
listky a dalsi ¢asti kveétu. Ackoliv je mnozstvi pylu velmi malé, 1ze jej povazovat za bohaty
zdroj proteinii, aminokyselin, sacharidli, nasycenych a nenasycenych lipidi, karotenoidd,

flavonoidu atd. Jeho chut’ vSak neni ptili§ vyrazna [3].

Nektar je obvykle sladka tekutina, kterd rovnomérné€ obsahuje cukry (fruktozu, glukozu a sa-
char6zu), aminokyseliny (hlavné prolin), proteiny, anorganické ionty, lipidy, organické ky-

seliny, fenolické latky, alkaloidy, terpenoidy atd. [3].

Okvétni listky a dal$i ¢asti kvétlh mohou byt nejen dulezitym zdrojem vyse uvedenych slo-
zek, ale také vitamint (napt. zluté kvéty jsou obvykle velmi dobrym zdrojem vitaminu A),

mineralnich latek a antioxidanti [3].

Kromé nutriéni hodnoty je také diileZité posouzeni senzorické jakosti. Rada senzoricky vy-
raznych latek, obsaZenych v jedlych kvétech, zlepSuje psychofyziologickou cestu traveni.
Mezi kritéria, tykajici se senzorické charakteristiky jedlych kvéti, kterd vnimame naSimi

smysly, fadime napf. atraktivni vzhled, velikost, tvar, chut’, viini a barvu [2].

Barva se tadi k dilezitym organoleptickym vlastnostem a je ddna obsahem chemickych la-

vvvvvv
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preferovana zluta a oranzova barva, zatimco modra a kombinace jinych barev se fadi k mén¢

oblibenym [3].

V zavislosti na naSich receptorech mtize byt chut’ kvétii vnimana rizné. Chut’ a textura kveta
vsak také zavisi i na jednotlivych druzich. Nékteré kvéty jsou velmi jemné, kiehké ¢i kiu-
pavé, nékteré mohou mit nahotklou chut’, jiné zase sladkou [2, 3]. Sladka chut’ je zpisobena
obsahem sachar6zy a jeji transport do otevirajicich se kvétd je spojovan s tvorbou silic, které
jsou typické pro viini jednotlivych druht kvéth. V prubéhu starnuti kvéti mize obsah sa-
chardzy vzrist, coz je zpusobeno hydrolyzou fruktant. Tato reakce se projevuje prave jako
otevirani kvéta [3]. Na obrazku (Obr. 1.) lze pozorovat senzoricky profil ¢ty rozdilnych

kvétl, z nichz jsou vétsinou nejlépe hodnoceny kvéty rodu Hemerocallis.

vihiled
9
celkovy dojan [ wine

povrehkvétn , konzstence

Wavnatost kyselost
celkova pigemmost chul hodkost
kodenitost 1 trpkost
sladkost
w——Hemerocallis'Mrs. B. F. Bonner w=Begonia X tuberhybnda
w—Hosla $35p. e Lippia dulcis

Obr. 1. Senzoricky profil kvétii [4].

1.2 Vyuziti v gastronomii

Vyuziti jedlych kvéth v gastronomii je vSestranné. Kvéty mohou byt podavané v Cerstvém
stavu jako obloha riznych pokrmii a studenych mis, okvétnimi listky se mohou zdobit salaty
a napoje. Nékteré kvéty se vyuzivaji 1 k ochucovani pokrmt po tepelné upraveé nebo rizném
konzervovani. Kvéty lze susit ¢i zamrazovat do ledovych kostek nebo kulicek a pak je lze
vlozit do napoji [2]. Dale se mohou jedlé kvéty péct, mohou se jimi ochucovat omacky, zelé,
sirupy, ocet, med, oleje, ¢aje, likéry, mohou se jimi aromatizovat cukry, mésla, mohou se

kandovat nebo je 1ze vyuzit i k barveni ryze, polévek atd. [3, 4].
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Z velké ¢asti jsou jedlé kvéty vyuzivany hlavné v orientalni gastronomii, avsak i u nds maji
svou tradici a momentalné se spiSe na nas stiil vraci. V minulosti se naptiklad sedmikraskami
sypala prosna kase, ze smetanky se vyrab¢l med, salat i vino. Pfi zameckych hostinach se

cukraiské vyrobky zdobily a ochucovaly kvéty ¢erného bezu ¢i ruzi [4].

Vybér jedlych kvétd je rozmanity. Ze zeleninovych druhil se sem tadi kvétenstvi kvétaku,
brokolice, artycokd, Cerstvé kvéty Cekanky, tykve, pazitky nebo brutnaku. Z 1é¢ivych rostlin
se v kuchyni mizou vyuzit napt. kvéty mésicku zahradniho, hefmanku, pivonky nebo bezu
¢erné¢ho, jehoz kvétenstvi se smazi v tésticku, tzv. kosmatice. Jako ptfisada do Caju se z 1¢Ci-
vych kvétlh vyuziva napt. lipa, akét, jasmin, mata aj. [ z n€kterych okrasnych rostlin Ize vy-
uzivat kvéty a to naptiklad z chryzantém, kopretin, razi, karafiatd, hvozdika, topolovky, pr-
vosenek, meciki, kosatctl, levandule ¢i violek. Oblibenymi jsou kvéty denivky a lichofefis-
nice. Také Ize vyuzit 1 kvéty volné rostoucich rostlin naptiklad pampelisek, sedmikrasek,

jetele, chrpy, hluchavky, kostivalu, matefidousky atd. [5].

Ke zdobeni a ochucovani se hodi kvéty pazitky, hoicice, lichofefis$nice, chryzantém, hvoz-
dikt. K barveni naptiklad ryze ¢i polévek se vyuzivaji kvéty oranzového ¢i zlutého zbarveni,
jelikoZ obsahuji karotenoidy (napt. mésicek 1ékatsky). K barveni ndpoji se vyuzivaji kvéty
topolovky. Na vyrobu sirupd, limonad, vin a octl se vyuzivaji kvéty a kvétenstvi bezu Cer-
ného, rize, violky, macesky, sedmikrasky, pampeliSky nebo matinky vonné. Aromatické
kvéty violek a rizi se vyuzivaji ke zlepSeni aroma napoju i pokrmt a kvéty brutnaku, akatu
¢1 r0zi se zase vyuZzivaji k aromatizaci peciva. N&ktera poupata, napt. lichofefisnice, 1ze vy-
uzivat jako nahradu kaparii. Z kvéti sedmikrasek a pazitky 1ze pfipravit polévky ¢i omacky

atd. [4].

1.2.1 Hemerocallis

Dlouhé listy téchto rostlin tvofi riizici. Kvéty byvaji trojcetné a kvetou Zluté, oranzoveé az
cervené a to od ¢ervna do Cervence. Kvéty kvetou jeden den — od toho nazev denivka. [6, 7].
V Asii je denivka péstovana kvili kvétim jiz dveé tisicileti. KvEty jsou vyuzivany pfi priprave
riznych &inskych jidel v erstvém i suseném stavu napt. v Cing se poupata druhu He-
merocallis fulva susi a pfidavaji do polévek [8]. Z vyznamnych latek obsahuji zejména ka-

rotenoidy [9].

Kvéty denivky jsou mirné sladké se zeleninovou pfichuti, coz by se dalo pfirovnat ke slad-

kému salatu ¢i melounu. Jejich chut’ je jakoby kombinace chiestu a cukety. Aby mohly byt
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vvvvv

kvétu. Kvéty vypadaji velmi pékné jak v salatech, naptiklad velkymi okvétnimi listky lze
posypat jarni salat, tak na povrchu chlazenych dortti. Na jafe se mizou nasbirat vyhonky dva
az ti1 palce vysoké, které je mozné pouzit jako nahradu za chiest. Denivky vSak mohou pt-

sobit jako diuretikum a projimadlo, proto je nutné je jist s mirou [10].

1.2.2 Hosta

Jde o okrasnou trvalku z celedi liliovitych, ktera dosahuje vysky 30 — 40 cm. Listy jsou
pestrobarevné, velké srdCit€¢ ovalné az kopinaté, na delSich fapicich. Mezi listy vyrlstaji
stvoly s drobnymi zvonkovitymi kvéty, které se ohybaji k zemi a jsou nafialovélé nebo na-

rizoveélé barvy [11, 12].

Mezi jedlé &asti se fadi mladé listky a poupata. V tradi¢ni medicing v Ciné a Japonsku se
pouzivaji listy a oddenky. Jednotlivé druhy rodu Hosta se pouzivaji k 1é¢bé riznych stavi
jako je napiiklad mastitida, zanét stifedniho ucha, folikulitida, uretritida, kousnuti hada, bo-

lest bficha apod. [12].

1.2.3 Matricaria

Hetfmanek pravy patii do ¢eledi rostlin hv€zdnicovitych a je to jednoleta bylina se vzpiime-
nym vétvenim, na jejichZ koncich jsou listy rozdélené. Dortista velikosti 50 — 90 cm. Kvéty
hetfmanku jsou podobné kvétim sedmikrasky. Maji duté kuzelovité stiedy zluté barvy, které
jsou obklopené sttibrné-bilymi az krémove-bilymi okvétnimi listky [13]. Kvete od kvétna
az do zafi a sklizeit mize byt provedena 1 n¢kolikrat do roka, jelikoz rostliny rychle obraze;ji
a kvetou znovu [14].

Jiz v historii byl hefmanek pouzivan v tradi¢ni medicing a je stale vyuzivan jako 1éCivy Caj,
jenz je vyznamny svymi uklidiujicimi u¢inky [15]. Kvéty hefmanku voni pfijemné a jejich
chut’ je nahotkle kotenéna [16]. Pouzivaji se k ptipravé 1éCivych Caji ¢i v Cerstvém stavu

jako obloha pokrmu [2].

1.2.4 Monarda

Rostliny tohoto rodu maji ketikovity vzrust a jejich trsy jsou vysoké podle druhu od 70 —
130 cm. Do tohoto rodu se fadi jak trvalé, tak i jednoleté druhy. K trvalkdm se fadi naptiklad

Monarda didyma. Ta mize byt vysoka az 90 cm a jeji kvéty jsou Sarlatoveé cervené. Z jejich
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listt se ptipravuje ¢aj. Mezi jednoleté patii naptiklad Monarda citriodora, ktera je siln¢ aro-

maticka. Jeji odrida ‘Bergamo’ tvofi poschod’ovité uspofadané purpurové soukveéti [17].

Voln¢ rostouci zavinutka chutna jako oregano a mata. Chut’ mize pfipominat citrusy a to
jako jemné se prolinajici chut’ citronu a pomeranée. Cervené kvéty maji matovou prichut’.
Kdekoliv kde se pouziva oregano lze pouzit kvéty zavinutky. Listy i okvétni listky mohou
byt pouzity do ovocnych salatd. Listy chutnaji jako hlavni ingredience v ¢aji Earl Gray, ber-

gamot, a mohou byt pouzity i jako nahrada této ingredience [10].

1.2.5 Phlox

K jedlym kvétim se tadi Phlox, ktery roste jako trvalka a ne jako jednolety Phlox. Trvalka
je vyssiho vzristu nez jednoleta odrtada rostliny Phlox. Kvéty mohou mit barvu od ¢erveno-
fialové ptes rizovou az k bilé. Phlox ma jemnou kotfenénou chut’. Je vyborny do ovocnych

salata [10].

1.2.6 Salvia

Rostliny rodu Salvia se fadi do ¢eledi hluchavkovitych a jde o stfedné vysoké vytrvalé by-
liny, které rostou hlavné v teplejSich oblastech ve svétlych lesich, na vyslunnych stranich,
suchych lukach apod. V zavislosti na druhu se barva kvéti muze lisit od rizovobilé (Salvia
verticillata) pies rizovofialovou (Salvia nemorosa) az k fialovobilé (Salvia pratensis) ¢i

k fialové (Salvia officinalis). Podle druhu kvetou v mésicich kvéten az zaii [18].

Salvéj 1ékatska (Salvia officinalis L.) vytvaii polokef, ktery dortista vysky 20 — 70 cm. Listy
jsou Sedozelené az stiibfité plstnaté zaspicatélé. Kvete od ¢ervna do srpna svétle fialovymi
pyskatymi kvéty a kvetou az dvouleté vyhonky, které po odkvétu zasychavaji [19, 20]. Kvéty
Jsou mensi, trubkovité a jsou seskupeny v pieslenech podél vrchola stonku [10].

wevr

obloha. Kvéty Salvéje se vyborné hodi k mnoha pokrmim, a to véetné pokrmt fazolovych

¢i kukuti¢énych dale k dusenym nebo plnénym houbam ¢i k omacce pesto [10].
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2 BIOAKTIVNI LATKY

Bioaktivni latky jsou metabolity syntetizované rostlinami pro jejich ochranu a kviili dal$im
ucelim. Tyto latky mohou mit riizné potencialni vyuziti lidmi. Esencidlni 1 neesencialni bi-
ologicky aktivni latky jsou obsazeny v obrovském rozsahu potravin (napi. ovoce, zelenina a
obili) a jsou soucasti lidské vyzivy. Piibyva dikazi, Ze vyuziti bioaktivnich latek miize zlep-
Sovat zdravi a muze redukovat riziko chronickych onemocnéni jako je rakovina, ischemicka

choroba srde¢ni, mrtvice a onemocnéni Alzheimer [21].

V dnes$ni dobé¢ rostouci trendy na trhu vykazuji rychly narist produkti odvozenych z rostlin.
Tyto produkty mohou obsahovat nadzemni ¢asti, semena, ovoce, kotfeny, oddenky a kvéty.
Z téchto ¢asti rostlin jsou velmi dulezité kvéty a to pro jejich rizné vyuziti. VEfi se, Ze ex-
trakty a silice z kvéta jsou bohaté na fytochemikalie majici bohatou biologickou u¢innost
[22].

Napriklad kvéty potoénice 1€katské obsahuji antibakteridlné ptisobici glukosinolaty, v kve-
logenni terpenalkoholy), v kvétech topolovky se vyskytuji slizovité latky, pektiny, antho-
kyany, tiisloviny, v kvétech riize mizeme nalézt tfisloviny, bioflavonoidy a slizy, kvéty sed-
mikrasek obsahuji silice, saponiny, tfisloviny, flavonoidy, slizy, organické kyseliny, v kvé-
tech pampeliSek se vyskytuji hoi¢iny, fytosteroly, tfisloviny, silice, slizy aj. Déle v kvétech
denivky byly zjiStény pigmenty, z nichZ bylo identifikovano 14 karotenoidd, jako je napfi-
klad neoxanthin, violaxanthin, lutein, zeaxanthin atd. Podle literatury bylo z rostlin rodu
Hosta isolovano 82 slozek, véetné steroidnich saponinti, sapogeninti, alkaloidd, flavonoida
atd. Dale bylo zjiSténo, Ze v rostlinach rodu Hosta se vyskytuji latky o rtizné biologické

-----

apod.[1, 12].

2.1 Zpusoby ziskavani bioaktivnich latek

vvvvvv

alné by mély extrak¢éni metody byt kvantitativni a usporné v Case [21]. Extrakty a silice lze
z kvéti ziskat n€kolika zpiisoby. Pii vybéru extrakéni metody je vSak dilezité zachovat sta-
bilitu bioaktivnich slozek, je tfeba brat v potaz, Ze nékteré latky (napf. fenolické) se mohou

oxidovat a degradovat pii vyssich teplotach ¢i pii déle trvajici extrakei. Déle je také dilezité
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uréit mnozstvi pouzitého rozpoustédla tak, aby se zamezilo nasyceni, plytvani rozpoustédla

a také by se mély brat v potaz vzniklé naklady [22].

2.1.1 Extrakce rozpoustédlem

Extrakce rozpoustédlem je jedna z nejvice pouzivanych metod pro piipravu extrakti z kvéti,
kdy se vyuziva separacni techniky vyluhovani, pouzitim vhodného rozpoustédla ¢i smési
rozpoustédel. Tyto extrakce lze rozd€lit do 2 metod na kontinualni, kdy rozpoustédlo protéka
plynule ptes vzorek a nasycené rozpoustédlo je konstantné¢ michano s mén¢ nasycenym roz-
poustédlem (napt. Soxhletova extrakce) a nekontinualni, kdy dochézi k zastaveni extrakce,
kdyz je dosaZzeno vhodné rovnovahy mezi koncentraci rozpusténé latky (uvnitt kvétt a roz-
poustédla). Proces extrakce miize byt ovlivnén riiznymi faktory, jako je naptiklad rychlost
transportu rozpoustédla do materialu, rychlost rozpusténi rozpustnych slozek v rozpoustédle,
rychlost pfesunu extraktu vné z dané hmoty, dale také ovliviiuji extrakei polarita rozpousté-

dla, tlak par ¢i viskozita rozpoustédla [22].

Extrakty z kvéti mohou byt pfipraveny jak z Cerstvych, tak ze susenych vzorka. Pied samot-
nou extrakci by se vSak vzorky kvéti mély vysusit bud’ vzduchem, nebo mrazenim. Pak by
se vzorky méli rozdrtit, rozemlit ¢i jinak homogenizovat, aby doslo ke zmenSeni ¢astic
vzorku, pro zvySeni efektivity vytézku. Jako rozpoustédla se vyuzivaji naptiklad methanol,
ethanol, hexan, aceton, ethylacetat a chloroform. Vybér rozpoustédla zavisi na rozpustnosti
bioaktivnich latek. V nékterych ptipadech je také doporuceno, kviili zlepSeni molekularni
interakci, michani béhem extrakce, naptiklad magnetické michani nebo kontinualni rotacni
trepani. K zajisténi maximalni extrakce bioaktivnich latek je obvyklé, Ze je proces extrakce
zopakovan dvakrat az tfikrat a extrakty jsou nasledné slity dohromady. Poté nasleduje fil-
trace a odstfedéni extraktii kviili odstranéni plovoucich ¢astic. Aby nedoslo k tvorbé novych
latek ¢i degradaci nebo polymeraci fenolickych slozek, mély by byt extrakty lyofilizovany
nebo zakoncentrovany pii redukovaném tlaku v rotacni odparce. Tyto extrakty by mély byt

uchovany v chladu a temnu [22].

2.1.2 Perkolace

Tato metoda se mize provadét v perkolatoru ¢i v Soxhletové extraktoru. V perkolatoru se
provlhéeny vzorek zalije vyluhovadlem a nechd se urcitou dobu macerovat za laboratorni
teploty. Po dané¢ dobé macerace se otevie vypustny kohout perkolatoru a vyluh se necha

rovnomeérné vykapavat [23].
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Soxhletova extrakce se pouziva pro extrakci tepelné stabilnich latek. Soxhletiiv extraktor se
sklada z destila¢ni banky, extraktoru a chladice. V destilacni baice je zahfivano rozpouste-
dlo, dochazi ke vzniku par, které kondenzuji v chladi¢i a zkapavaji na vzorek umistény v ex-
trakcni patroné, kterd je umisténa v extraktoru. Jak dosahne rozpoustédlo v extraktoru hra-
nice na pretékani, tak je trubickou nasato a prevedeno zpét do destilacni banky. Takto se 1
prenese rozpusténa latka do celkového objemu rozpoustédla a cely proces se nékolikrat opa-

kuje, pfipadné se provadi, dokud neni extrakce dokoncena [22].

2.1.3 Macerace

V ramci této metody se vysuSeny vzorek vlozi do vhodné nadoby, pfilije se kK nému dané
mnozstvi rozpoustédla a necha se, za obasného michani, macerovat po ur¢itou dobu. Po

maceraci se extrakt zfiltruje na pfislusném filtru [22].

Macerace miize byt jednostupiiova ¢i vicestupiiova. U vicestupfiové macerace se rozpouste-
dlo periodicky obménuje, zatimco u jednostupiiové ne. Tento zpusob extrakce se mize pro-
vadét jak za laboratorni teploty, tak i za zvySené teploty, potom se tento proces nazyva di-
gesce. Zvysenim teploty sice urychlime prubeh extrakce, na druhou stranu zase mize dojit

k rozkladu termolabilnich latek [23].

Pii infuzi se vzorek pfelije studenou nebo vrouci vodou a necha se po urcitou dobu vyluho-
vat. Studend voda se vyuziva pii extrakci latek, které jsou citlivé k vys$Sim teplotdm. Touto

metodou ziskavame nalevy[23].

V ramci dekokce se vzorek vati pod zpétnym chladi¢em po urcitou dobu v destilované vodg.

Po varu, béhem chlazeni, se extrakt necha jesté 30 minut vyluhovat [24, 23].

2.1.4 Hydrodestilace

K ziskavani silic z rostlin se vyuZziva metoda hydrodestilace. V praxi jde 0 hojné vyuzivanou
metodu, pii které dochazi k pfimému kontaktu destilovaného materialu s vodou. VVzorek se
spolu s destilovanou vodou umisti do varné banky, kde se zahtiva k varu. Pfipadné mize byt
ptes vzorek prohanén proud vodni pary. To se pak jedna o destilaci s vodni parou, kterou lze
ziskat malo t€kavé latky, kdy neni nutné je zahtivat na jejich bod varu. Tyto latky se s vodou
nemisi, pfipadné jsou v ni nepatrné€ rozpustné. Aparatura pro destilaci s vodni parou obsahuje
destilacni banku, vyvije¢ vodni pary, trubici, kterou se vodni para ptivadi do destilacni

banky, sestupny chladi¢, alonz a pfedlohu nebo-li jimadlo na destilat. [22, 25, 26].
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Pti ziskéavani silic z kvéta se vyuziva Clevengerova aparatura. Kdy se ususeny vzorek roz-
mélni, vlozi do varné baiiky a prida se urcity objem destilované vody. Tato sklenéna apara-
tura obsahuje nastavec na jimani silic. Soucasti tohoto nastavce je chladic a kalibrovana ka-
pilara pro méteni ziskané¢ho objemu silic. Po pfivedeni obsahu banky k varu, stoupa para
spolu s t€kavymi latkami do chladice, kde dojde ke zkondenzovani. Tékavé latky spolu s
vodou zkapavaji do kapilary, kde se vSak silice drzi na hladiné vody a proto mtze byt pie-

byte¢na voda odvedena postrannim ramenem zpét do banky [27].

2.1.5 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Tato metoda probihé ve specialni aparatute, kdy se jako rozpoustédlo vyuziva oxid uhlicity,
COg, v superkritickém stavu pod vysokym tlakem. Jedna se o zvlastni skupensky stav, pfi
kterém se spojuji vlastnosti kapaliny a plynu. Dochdzi k nému u kapalin ¢i plyni pfi soucas-

ném zvysSeni teploty a tlaku na hodnoty vyssi nez jsou jeji/jeho kritické hodnoty.

Pro CO: superkriticky stav nastava pfi teplot€ vyssi jak 31 °C a tlaku vy$S§im nez 3,7 MPa.
CO2 v tomto stavu poskytuje podminky pro rychlou extrakci a maximalni vytéznost. Potom,
co jsou podminky vraceny do hodnot, kdy CO2 ptechazi do plynného stavu, dochazi u n¢j ke
ztraté jeho rozpoustéci schopnosti a latky, které byly extrahovany, se od néj odd€luji a jimaji
se do sbérné nadoby. Extrakéni podminky je mozné regulovat a tim padem Ize ovlivnit roz-

sah extrahovanych latek [26].
2.2 Bioaktivni latky extrahovatelné z kvéti

2.2.1 Terpenoidy a terpeny

Terpeny jsou ptirozené se vyskytujici derivaty uhlovodikii z isoprenu. Jako terpenoidy, pii-
padné n€kdy také isoprenoidy, jsou uvadény terpeny, které byly chemicky upraveny napfti-
klad ptreskupenim uhlikové kostry ¢i oxidaci. Do skupiny terpent a terpenoidii se zahrnuje
velka tfida sekundarnich metabolitt, které jsou primarn¢ produkovéany Sirokou Skalou rost-
lin. Terpeny jsou hlavni slozkou rostlinnych silic, které se vyuzivaji jako piirodni piidatné
aroma do potravin, vlinich v parfumerii, a také v tradi¢ni a alternativni medicin¢ jako aro-
materapie. Také jsou zkoumany z hlediska antibakterialnich, antineoplastickych a dalSich
farmaceutickych ucinki. I syntetické variace a derivaty ptirodnich terpenti a terpenoidi jsou

vyuzivany jako vuné v parfumerii a v potravinovych aditivech [28].
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2.2.2 Flavonoidy

Jsou to rostlinné fenoly, které obsahuji v molekule dvé benzenovéa jadra. Tyto benzenova
jadra jsou spojena ttiuhlikovym fetézcem. Flavonoidy se fadi do skupiny rostlinnych barviv
[29]. Flavonoidy zahrnuji Sirokou skupinu vice jak 4 000 sekundarnich metaboliti vy$sich
rostlin [28]. Avsak pouze n€které jsou vyznamné jako pfirodni rostlinnad barviva, nékteré

jsou zase dulezité pro svoji chut’ ¢i mohou mit vyznamné biologické ti¢inky [29].

2.2.3 Karotenoidy

Jsou skupinou vice jak 700 zlutych, oranZovych a ¢ervenych lipofilnich pigmentt. Vyskytuji
se ve vSech organismech schopnych fotosyntézy, véetné zelenych tas, vysSich rostlin a né-
kterych bakterii. Tvoii zbarveni mnoha kvétin, ovoce, zeleniny a obilovin. Karotenoidy mo-

hou byt rozdéleny na karoteny a xantofyly [28].

2.2.4 Chinony

Tato skupina obsahuje asi 400 zlutych, cervenych, hnédych a ¢ernych pigmentii, obsazenych
Vv riznych ¢astech mikroorganizmu, fas, lisejnikt, hub, vyssich rostlin a i v nékterych druzich
hmyzu [28]. V dnesni dob¢ se tyto barviva vyuzivaji spiSe pro kosmetické a farmaceutické
ucely ptipadné jako potravinarska barviva [29]. Pfirodni chinoidni barviva vyskytujici se
V potravinach jsou vétSinou odvozeny od 1,2-benzochinonu, 1,4-benzochinonu, 1,4-naf-

tochinonu a 9,10-anthrachinonu [28].

2.2.5 Glykosidy

Jedna se o derivaty sacharidi, které vznikaji ndhradou hydroxylové skupiny zbytkem necu-
kerné molekuly tzv. aglykonem ¢i geninem. Cukerna slozka (glykon) mtze byt zastoupena
obvyklymi i méné obvyklymi monosacharidy, které se nachazeji v ptirod¢ a miize se jednat

jak o pentosu, tak i o hexosu [30].

Glykosidy se vyskytuji v celé rostlinné #isi. Pro nekteré celedi rostlin mohou byt nékteré
druhy glykosidl charakteristické, ale vétSinou se vyskytuje vice typt glykosidl. Glykosidy
maji pro rostlinu Vyznam detoxika¢niho mechanismu, kdy dochazi k transformaci toxickych
a lipofilnich latek na latky ve vodé rozpustné, které nasledné mohou byt télem rostliny trans-

portovany [30].
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2.2.6 Fenolové slouceniny

Fenoly jsou charakteristické tim, Ze maji nejméné jeden aromaticky kruh s jednou ¢i vice
pripojenymi hydroxylovymi skupinami. V této skupin¢ latek se vyskytuji jak jednoduché
latky o nizké molekulové hmotnosti, tak slozité komplexni molekuly. Nékteré jsou mezipro-
dukty pti biosyntéze zivociSnych pigmentil (napf. melaniny), jiné se zase vyskytuji v fadé
rostlinnych pigmentt (napt. anthokyaniny) nebo se také mohou vyskytovat ve struktufe rost-
linné bunky (napf. lignin, suberin). Né&které fenoly, které jsou redukovany na alkoholy, al-
dehydy, alkany a alkeny nebo tvofi ethery ¢i estery, jsou spole¢nymi slozkami kvétinovych
vuni a pfispivaji také do chuti a viin€ ovoce a zeleniny. Fenoly a jejich derivaty jsou slozkou
hormont, mohou mit antimikrobialni, antioxidacni, antikarcinogenni a dalsi farmaceuticky

vyznamné U¢inky [28].

2.2.7 Taniny

Je to skupina pfirodnich polyfenoll s rliznorodym sloZenim. Mohou byt rozdéleny do dvou

skupin na:

- gallotaniny a ellagotaniny (hydrolyzovatelné téisloviny) — zakladem je kyselina gall-
ova ¢i kyselina ellagové a esterove navazana glukosa;

- katechinové tiisloviny (kondenzované) — vznikaji kondenzaci pentahydroxyflavanu.

Ttisloviny se vyskytuji v potravinafskych surovinach (napf. v semenech lusténin). U téchto
latek byly zjiStény antimikrobidlni a antiinvazni u¢inky avsak byly prokazany 1 urcité anti-

nutri¢ni u¢inky [31].

2.2.8 Alkaloidy

Jsou to dusikaté bazické slouceniny, které tvoii soli s kyselinami. Vznikaji jako sekundérni
metabolity a mohou mit rizné biologické ucinky. Alkaloidy se vyskytuji v ¢astech vysSich
rostlin, v urcitych druzich mecht, hub a bakterii. VétSinou se v rostling vyskytuje jeden
hlavni alkaloid a dalsi vedlejsi alkaloidy. V zavislosti na vnéjSich vlivech, které na rostlinu
pusobi, se méni i obsah alkaloidl a pfi zacatku kveteni se jejich tvorba snizuje, az zastavuje
[29, 30].

Tato heterogenni skupina zahrnuje vice jak 5 000 sloucenin. Nékteré z nich se fadi k rostlin-
nym antibiotiklim, jako soucast obranného mechanismu rostlin, nékteré se zase fadi mezi

ptirodni toxické aminokyseliny, biogenni aminy ¢i pfirodni barviva [29].
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Alkaloidy Ize ¢lenit do 3 hlavnich skupin na [29]:

pravé alkaloidy —jedna se o heterocyklické dusikaté baze odvozené od aminokyselin.
Casto jsou velmi toxické pro ¢lovéka i jiné Zivodichy (napf. nikotin v tabaku);
pseudoalkaloidy — jsou to také heterocyklické dusikaté baze, av§ak prekurzory nej-
sou aminokyseliny a obvykle jsou méné toxické oproti pravym alkaloidim (napf.
kofein v kav¢);

protoalkaloidy — zde se jedna o bazické aminy, které jsou sice odvozené od amino-
kyselin, ale dusik neni obsazen v heterocyklickém systému (napft. kapsaicin v palivé

paprice).
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3 ANTIMIKROBIALNI UCINKY

Existuji latky, které svym chemickym slozenim mohou mit nepiiznivé ucinky na mikroor-
ganizmy. Tyto latky se nazyvaji antimikrobialni a lze je rozliSit podle toho, zda zastavuji
rozmnozovani mikroorganizmu, pak se jedna o latky tzv. mikrobistatické, nebo zda mikro-
organizmy usmrcuji, pak jde o latky mikrobicidni. Pokud dané latky pisobi pouze na bakte-
rie, Ize je nazvat bakteriostatické ¢i baktericidni, jedna-li se o latky ptsobici na kvasinky a

plisné, nazyvame je fungistatické piipadné fungicidni [32].

Navzdory rozvoji antibiotik, jsou vSak stale bakterialni a plisnové nédkazy hlavnim problé-
mem VvV medicin¢ a to z diivodu rostouci rezistence na léky. Avsak v poslednich letech vzrasta
zajem o prirodni latky a to hlavné kviili jejich antimikrobialni a antioxida¢ni G¢innosti, ale
také z dtivodi jejich dostupnosti, mensich vedlejsich u¢inkti nebo toxicity, stejné jako jejich

lepsi biologické odbouratelnosti oproti sou¢asnym antibiotikiim a konzervanttim [33].

Sekundérni metabolity rostlin maji rozsahlé vyuziti v tradiéni mediciné€ i v ochucovani a
konzervaci potravin. K omezeni mikrobialniho ristu v potravinich se v dnes$ni dobé pouzi-
vaji hlavn¢ chemické konzervanty potravin. Nicméné€ vzrusta potencial ptirodnich konzer-

vantl v potravinarském prumyslu [15, 33].

3.1 Popis vybranych metod stanoveni citlivosti mikroorganizmi

Pro zjiSténi citlivosti mikroorganizmu vic¢i danym latkam existuji rizné metody. Vybér me-
tody zavisi na riznych faktorech, jako je naptiklad prakticnost, flexibilita, ptizptisobivost
k automatickym ¢i poloautomatickym systémtm, finanéni naro¢nost, reprodukovatelnost,

spolehlivost, ptesnost a individualni preference [34].

Metody stanoventi citlivosti testovanych mikroorganizmu rozliSujeme na semikvantitativni

a kvantitavni [35].

3.1.1 Agarova diftizni metoda

Agarova difizni metoda je nejvice rozsifenou metodou testovani antimikrobialni Gi¢innosti.
Tato metoda je presna i presto, Ze poskytuje semi-kvantitativni vysledky a podle n¢kterych

autortl pouze kvantitativni vysledky a nemusi byt mozné ji vzdy zopakovat [33].

Metoda je zalozena na diftizi antimikrobialni latky o specifické koncentraci z jamky, disku
nebo prouzkii do pevného média, na které bylo naneseno inokulum testovaného mikroorga-

nizmu. U diskové difizni metody je testovana latka nanesena na papirovy disk, ktery je
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umistén na agarovou plotnu. U jamkové difuzni metody je testovana latka dana do jamky
Vv agaru. V zavislosti na vysi koncentrace testované latky se po kultivaci méfi priméry inhi-
bi¢nich zén kolem diskl nebo jamek. V téchto inhibi¢nich zéndch neni pozorovan zadny
nértst testovaného mikroorganizmu [36]. U¢innost také zavisi na koncentraci antimikrobi-
alni latky na disku a jeji schopnosti difundovat. Hlavnimi vyhodami této metody je nizka
cena, jednoduchost v provedeni, miize byt pouZita jako provéfovaci test proti velkému poctu
izolatd. Mensi nevyhodou je, ze ru¢ni méteni zon zabere vice ¢asu a zZe automatické Cteni

z6n nemusi zaznamenat danou zonu, pokud nema prumér o urcité velikosti [34].

K provedeni tohoto testu je potieba ptipravit neselektivni médium, které je rozlito do Petriho
misek v hloubce cca 4 mm. Po ztuhnuti média je mozno na jeho povrch nanést inokulum
suspenze daného mikroorganismu. Tato suspenze by méla pfiblizn¢ obsahovat log 6,0
CFU/ml testovaného mikroorganismu. Na disk z filtraéniho papiru, standardné o praiméru 6
mm, je nanesena uréita koncentrace testované latky. Po vysuseni jsou tyto disky s antimi-
krobidlni latkou naneseny na Petriho misky, které jiz obsahuji dané médium a inokulum.
Podobné se postupuju u jamkové difizni metody, kdy jsou misto diskli pouzity jamky vyfte-
zané do média. Do téchto jamek je pipetovano ur€ité mnozstvi antimikrobidlni latky o dané
koncentraci. Misky jsou potom inkubovény podle optimalnich podminek pro testovany mi-
kroorganismus. Po inkubaci se méfi inhibi¢ni zony, které vznikly kolem disku €1 jamky.
Inhibi¢ni zony jsou méteny veetné disku ¢i jamky a jsou udavany v milimetrech. Mél by byt
rovnéZ proveden kontrolni test citlivosti daného mikroorganismu a to pouZzitim urcitého an-

tibiotika, pfipadné antimykotika o znamé koncentraci [36].

Vysledky agarové difizni metody jsou semikvantitativni. Citlivost daného mikroorganismu
souvisi s velikosti inhibi¢nich zon. Pro antibiotika plati, ze mikroorganismy se povazuji za
citlivé, pokud je zona v praméru vétsi od 30-ti do 35-ti milimetrd, stfedné citlivé pokud je
inhibi¢ni zona od 20-ti do 30-ti mm, nebo jsou povazovany za resistentni a to v ptipadé kdy
je zona mensi neZ 15 az 20 mm. Touto metodou lze stanovit 1 MIC (minimalni inhibi¢ni

koncentraci), ale pokud chceme stanovovat MIC je lepsi pouziti jiné metody [36].

3.1.2 Dilu¢ni metody

Hlavnim cilem téchto metod je stanoveni MIC, nebo-li minimalni inhibi¢ni koncentrace, coz
je koncentrace, ktera viditeln¢ inhibuje rist testované bakterie, at’ uz pomoci bujénového

fedéni nebo fedéni v agaru. MIC je definovano jako nejnizsi koncentrace antimikrobialni
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latky, kterd brani ristu mikroorganismu po specifické dob¢ inkubace. Testovani antimikro-
bialni citlivosti pomoci fedicich metod se jevi jako vice reproduktivni a kvantitativni nez

diskova difazni metoda [33, 34, 36].

V ptipad¢ agarové fedici metody jsou nadoby naplnéné ,,roztavenym* neselektivnim agarem
a do jednotlivych nadob je pfidana antimikrobialni latka o dané koncentraci. V kazdé nadobée
je jind koncentrace. V klinické mikrobiologii se pouziva dvojkové fedéni, nicméné mize byt
pouzito jakékoliv fedéni, které jsme v ramci metody MIC schopni pfipravit. Potom, co je do
jeste tekutého agaru pridana antimikrobidlni latka, je agar rozlit do Petriho misek. Testovany
mikroorganismus se ziedi na hodnotu 7,0 log CFU/mI a nakape na misky v objemu 1 - 2 ul
(4,0 log CFU na kapku) [36]. Na jedné misce Ize testovat vic nez jeden druh ¢i kmen. Kvuli
kontrole ristu testovaného mikroorganismu by méla byt pfipravena i jedna miska bez pfi-
dané antimikrobidlni latky a také by mélo testovani obsahovat i mikroorganismus, u které¢ho
je znama citlivost na danou antimikrobidlni latku. Misky by mély byt inkubovany pti bézné
teploté, pii které se dané mikroorganismy kultivuji, po dobu od 16 — 24 hodin. Doba inku-
bace muze byt prodlouzena dle testovaného mikroorganismu. Agarova dilu¢ni metoda ma
nékolik vyhod, jako je moznost testovat velké mnozstvi kmeni v jednom, mizeme snadno

rozpoznat kontaminaci a médium muiZze obsahovat neprtihledny material [36].

U bujonového fediciho testovani je antimikrobidlni latka sériové zfedéna a jednotlivé kon-
centrace jsou ptidany do kultivujicich zkumavek, které obsahuji neselektivni bujonové mé-
dium. Koncentrace antimikrobialni latky se vybira podle stejnych zpisobi jako pfi testovani
pomoci agarové diluéni metody. Zkumavky (obvykle o celkovém objemu 1 — 10 ml) jsou
inokulovany tak, aby obsahovaly pfiblizné hodnotu log 5,7 CFU/ml testovaného mikroorga-
nismu. Stejné jako u agarového fediciho testovani, tak 1 zde by testovani mélo obsahovat
zkumavku bez antimikrobialni latky a zkumavku s kmenem o znamé citlivosti na antimikro-
bialni latku. Zkumavky inkubujeme 16 — 24 hodin pfi optimalni teploté testovaného mikro-
organismu, doba inkubace mize byt opét prodlouzena v zavislosti na béznych podminkach

ristu daného mikroorganismu [36].

Bujonova fedici metoda se mize provést ve zkumavkach obsahujicich minimalni objem 2
ml (makrodiluéni metoda) nebo v mikrotitracni desticce s pouzitim velmi malych objemi
(mikrodiluéni metoda). Mikrodiluéni testovani se provadi v mikrotitraéni desticce, kde
v kazdé¢ jamce je obsazeno 50 — 100 pl bujonu plus jednotnad koncentrace antimikrobidlni
latky. Do kazdé jamky je pfidano inokulum o pfiblizné hodnoté 4,7 CFU na jamku. Zbytek

testovani probiha stejnym zptisobem jako standardni bujonové diluéni testovani [36].
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Ke stanoveni letalni davky, jak u standardniho, tak u mikrodilu¢niho bujonového testovani,
musi byt proveden nasledujici postup. Z poslednich zkumavek ptipadné z jamek mikrotit-
racni desticky, kde nebyl zaznamenan zadny rist (zadny zékal) se odebere 10 — 100 pl mé-
dia, které je umisténo na neselektivni agar pomoci ,,rozetfeni* sterilni hokejkou. Zkratkou
MBC (minimalni baktericidni koncentrace) ¢i MLC (minimalni letdlni koncentrace) se 0zna-

Cv v

ganismul. Vysledky téchto typt metod jsou kvantitativni [33, 36].

3.1.3 Netradi¢ni metody
Metoda mikroatmosféry

Jedna se v podstaté o modifikovanou diskovou difuzni metodu, ktera se hodi pro vyhodno-
ceni silic v plynné fazi. Tato metoda se pouziva ke zji§téni ti¢innosti Silic, které by mohly
byt vyuzity jako konzervacni latky v ochranné atmosféie. Na disk je nanesena testovana
latka a je pfipevnéna na viko Petriho misky, kterd je oto¢ena dnem vzhtru a inkubovéna.
Vysledky jsou prezentovany jako primér inhibi¢ni zéony nebo jako minimalni inhibi¢ni

mnozstvi testované silice, které inhibuje celkovy rust mikroorganizmi [33].
Turbidimetrie

Tato metoda se po mnoho let vyuziva k testovani antimikrobialnich u¢inkd silic. S vyvojem
pocitacl je umoznéno skanovat malé mnozstvi ristového média a piecist tak optickou hus-
totu. Tekuté kultury obsahujici ur¢itou koncentraci silice jsou umistény do 96 — 100 jamkové
polystyrenové mikrotitracni testovaci desticky s plochym dnem (typu ELISA, Petra-Plastic,
apod.). Po inkubaci je desticka umisténa na vibra¢ni plosinu, kde je protiepana a posléze je
okamzité skenovana multiskanovym fotometrem. Vysledky se uloZi do pocitace a analyzuji
se. Zakaly z emulzi olej — voda mohou naruSovat kone¢ny bod ¢teni a proto se nékdy mohou

vyuzivat indikatory [33].
Metoda bioautografie

Je to metoda pouZivana k vySetteni rostlinnych extraktl. Extrakty obsahuji rizné druhy slo-
zek, které mohou byt oddéleny pomoci papirové nebo tenkovrstevné chromatografie. Po
tom, co se odpaii rozpoustédlo, je na chromatograficky papir ¢i desku nanesen bujon s da-
nym mikroorganismem. Po inkubaci se kontroluje riist. Zadny riist je pozorovan na bodech,
kde se vyskytuji aktivni slozky. Zaroven jsou sloZky z extraktu eluovany (vymyvany) a iden-

tifikovany. Tato metoda se kvili vysoké tékavosti moc nepouziva na testovani silic [33].
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3.2 Antimikrobialni vlastnosti extraktii a silic prirodnich latek

Rostlinné silice a jejich slozky byly Siroce pouzivany jako ochucujici latky v pokrmech jiz
od davné historie. Také bylo zjisténo, Ze rostlinné silice maji Siroké antimikrobialni vyuziti,
kdy antimikrobialni slozky Ize v rostlinnych materialech nalézt ve frakcich silic z listi (roz-
maryn, Salvéj, bazalka,...), cibuli (¢esnek, cibule), semen (fenykl, kmin, muskatovy ofi-

Sek,...), kofent, plodt nebo jinych ¢asti rostlin [37].

Antimikrobialni G¢innost silic zavisi na mnoha faktorech, jako je naptiklad koncentrace,
chemicka struktura jejich slozek, interakce s potravinovou matrici, inaktivace dal§imi pii-
datnymi latkami, mala rozpustnost a nerovnomérné rozsifeni v potravinové matrici, nékteré
latky mohou byt ovlivnény zménou pH ¢i metodou aplikace dané latky. Déle také mulze
zaviset na Casu sklizné, metody extrakce atd. Literatura uvadi, Ze silice, ziskané ze saturejky
béhem doby kveteni byly nejsilnéjsi, co se tyce jejich vyznamnych baktericidnich vlastnosti
[37].

Latky obsazené v rostlinnych silicich mohou byt pro mikrobidlni buniky letalni, pfipadné
mohou inhibovat produkci sekundarnich metabolitt, jako jsou napi. mykotoxiny. Vice anti-
mikrobialnich slozek se miize v rostlinach vyskytovat pted nebo po infekci, v zavislosti na
mechanizmu poskozeni infekénimi nebo parazitickymi latkami. V disledku toho mize byt
rostlina zdrojem vysoce antimikrobialnich latek, které inhibuji rist potravinovych patogen.
Antimikrobialni slozky jsou dale produkovany i v zavislosti na stresu z neaktivnich prekur-
zoru. Naptiklad v hoi¢ici a kienu je prekurzor glukosinolati pfeménén pomoci enzymu my-
rosinazy na rizné isothiokyanaty vcéetn¢ allylové formy, ktera je siln€ antimikrobidlni latkou
[37].

Rostlinné silice vétSinou plsobi vice proti grampozitivnim bakteriim neZ gramnegativnim,
ale nékteré nefenolické latky ze silic (napt. allylisothiokyanat) jsou vice u¢inné proti gram-
negativnim bakteriim. Hlavni slozky silic s antimikrobialnim G¢inkem byly nalezeny v kyt-
kach, bylinach a kofenich a jednalo se o fenolické latky, terpeny, alifatické alkoholy, alde-
hydy, ketony, kyseliny a isoflavonoidy. Jednoduché a komplexni derivaty fenolu jsou hlav-

nimi antimikrobialnimi slozkami v silicich z koteni [37].

Literatura uvadi, ze efektivni antimikrobialni u€innost vodnych extraktli z riznych ¢asti rost-
lin maji rdzné druhy rostlin rodu Allium. Antimikrobialni u¢innost byla pozorovana proti

patogennim bakteriim, jako jsou Shigella flexinix, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
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Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Extrakty z nékterych kvéti rost-

lin tohoto rodu maji mnohem vyssi antibakterialni G¢innost nez extrakty z cibuli [22].

Dale také vodné a ethanolové extrakty z kvétt rostliny Hibiscus sabdariffa Linn. (roselle)
maji vysokou inhibi¢ni G¢innost proti bakterii druhu Bacillus cereus. Kdy pozorované inhi-
bic¢ni zony byly pro vodné extrakty 2; 6 a 16 mm a pro ethanolové extrakty 4; 9 a 12 mm pfi
koncentracich 1; 2 a 4 mg/ml. Autor také zaznamenal, Ze vzrastajici obsah vodnych a etha-
nolovych extrakt byl v souladu se vzristajici inhibici ristu bakterie B. cereus a dokonce
doslo ke kompletni inhibici a to pii dosazeni koncentrace u vodnych extraktti 3,45 mg/ml a

ethanolovych extraktt 4,12 mg/ml [22].

V jiném vyzkumu bylo zase zji§téno, ze extrakty z okvétnich listkti Rosa canina L. zvySuji
ucinky nékolika antibiotik proti methicillin rezistentni bakterii Staphylococcus aureus. Tyto

extrakty rovnéz maji silnou inhibi¢ni u¢innost proti kvasinkam druhu Candida albicans [22].

V literatufe bylo rovnéz uvedeno, ze k ur¢eni antimikrobidlni u¢innost alkoholovych, petro-
letherovych a vodnych extrakti z okvétnich listka rGzi proti riznym patogennim bakteriim
byla pouzita diskovou difizni metodu. Byly provedeny tii typy fedéni (1:1, 1:2, 1:3) a u
vSech byla prokdzana inhibice proti vSem testovanym bakteriim. Priméry inhibi¢nich zon
dosahovaly od 12 do 30 mm, pfi¢emz nejcitlivejsi bakterii na petroletherovy extrakt z okvét-
nich listkd rize byla bakterie Pseudomonas aeruginosa. Vysledky dale ukazaly silnou anti-
mikrobialni G¢innost alkoholovych extraktd proti bakteriim Streptococcus pneumoniae, En-
terobacter aerogenes, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis a Pseudomonas aeru-

ginosa [22].

Vodné extrakty zase prokazaly antimikrobialni ucinnost proti bakteriim Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes a Bacillus subtilis. V ramci srovnani bylo zjisténo, ze alkoholové
extrakty maji pramérné vyssi antimikrobialni i¢innost oproti vodnym a petrolétherovym ex-

traktim [22].

Silna baktericidni G¢innost byla pozorovana u silice z hefmanku, kde nejlepsi koncentraci
pro stanoveni antimikrobidlni G¢innosti byla koncentrace 20 ug/disk. Dale také vyssi efekty
byly pozorovany u methanolovych extrakti [15]. V jiném vyzkumu bylo navic zji§téno, ze
seskviterpenoidni latky obsazené v hefmanku maji schopnost zvySovat u¢innost antibiotik,
Vv zavislosti na pouzité koncentraci seskviterpenoidnich latek. Tyto seskviterpenoidni latky

zvysuji totiZ propustnost antibiotik pies bunéénou membranu [38].
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V dnesni dobé se provadi mnoho vyzkumi na zji§téni antimikrobidlni i¢innost z rostlinnych
extraktli pfipadné silic, pouzivanych v tradi¢ni medicin€ nebo izolovanych slozek jako jsou
na priklad alkaloidy, flavonoidy, seskviterpenové laktony, diterpeny, triterpeny nebo naf-
tochinony a mnoho dalSich. To, Ze rostlinné extrakty maji ur¢itou G¢innost, by mél byt pouze
predbézny udaj a méla by nésledovat identifikace u¢innych latek prostfednictvim detailné;-
Siho testu. Vyzkum by mél také odhalit udaje ohledné toxicity latek proti zvifecim a lidskym
bunkam, mechanizmy tG¢inku danych latek, ucinky in vivo, pozitivni a negativni interakce

s antibiotiky a fadu dalsich [39].
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

4 CIiLPRACE

Cilem této bakalafské prace byla:

e prfiprava riznych extraktd z jedlych kvétti druhu Matricaria recutita s vyuzitim
Soxhletova extraktoru, ptipadné vafenim daného vzorku pod zpétnym chladicem a
optimalizovat metodu pro zisk extraktl s nejvyraznéjSim antimikrobialnim u¢inkem,;

e priprava extraktd z jedlych kvéti roda Hemerocallis, Hosta, Monarda, Phlox a Sal-
via optimalizovanou metodou;

e testovani antimikrobidlnich U€ink ptipravenych extrakti z jedlych kvéth.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pristroje a pomicky

Topné hnizdo (Brnénska drutéva, Ceska republika)

Rotac¢ni vakuova odparka Heidolph Laborota 4010 digital (Heidolph, Némecko)
Analyticka vaha Kern ALJ 220-4 (max. 220 g, d= 0,1 mg, Kern&Sohn GmbH, N¢-
mecko)

Vaha Kern 440-43N (max. 400 g, d=0,1 g, Kern&Sohn GmbH, Némecko)
Mikrobiologicky inkubator (MEMMERT, Némecko)

BIOHAZARD box EUROFLOW (Clean Air, Holandsko)

pH metr HANNA pH 211 (Fischer Scientific, spol. s r. 0., Ceska republika)
DENZI-LA-METER (Erba Lachema, Ceska republika)

Laboratorni tfepacka Vortex (Heidolph, Némecko)

parni sterilizator VARIOKLAYV 758, 135S (Labortechnik AG, Némecko)
Spektrofotometr (PerkinElmer, Velka Britanie)

Mikropipety (Hirschmann Laborgerate, Némecko)

Parafilm (Vitrum VWR, Ceska republika)

Papirové disky 6 mm (Advantec, Japonsko)

Soxhletiv extraktor

bé&zné laboratorni sklo, pomicky a spotfebni material

5.2 Chemikalie a roztoky

Methanol (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Ethanol (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

Hexan (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Dichlormethan (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Aceton (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Chloroform (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Potato dextrose agar (Himedia, Indie)

Czapek Dox agar (Himedia, Indie)

Sabouraud chloramphenicol agar (Himedia, Indie)

Mueller Hinton agar (Himedia, Indie)
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Masovy vytazek (Himedia, Indie)

e Pepton (Himedia, Indie)

e Chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

e Agar

e D-Glukosa monohydrat (Lachema, a. s., Ceska republika)
e Tween 80 (Lach-ner, Ceska republika)

e Fyziologicky roztok

e Methylenova modf

e Chloramphenicol (Oxoid, Velka Britanie)

e Mycomax — fluconazolum (Lé¢iva, a.s., Ceska republika)
e Amfotericin (Himedia, Indie)

e Vorikonazol (Himedia, Indie)

5.2.1 Masopeptonovy agar (MPA)

Masopeptonovy agar byl pfipraven smichanim 3 g masového vytazku, 5 g peptonu, 5 g NaCl,
15 g agaru s 1 000 ml destilované vody. Po provedeni kontroly pH média (pH 7,3 £ 0,2)
nasledovala sterilizace parnim autoklavem (121 °C/20 minut). Po zchlazeni bylo médium

rozlito do Petriho misek.

5.2.2 Potato dextrose Agar (PDA)

Potato dextrose agar byl pfipraven smichanim 39 g instantni pidy a 1 000 ml destilované
vody. Posléze byla provedena sterilizace v parnim autoklavu (121 °C/20 minut). Po zchla-

zeni bylo médium rozlito do Petriho misek.

5.2.3 Czapek Dox Agar (CDA)

Czapek Dox agar byl pfipraven smichanim 49 g instantni pidy a 1 000 ml destilované vody.
Nasledné bylo médium sterilizovano v parnim autoklavu (121 °C/20 minut). Po zchlazeni

bylo médium rozlito do Petriho misek.

5.2.4 Sabouraud chloramphenicol Agar (SAB)

Sabouraud chloramphenicol agar byl pfipraven smichanim 65 g instantni pady s 1 000 ml
destilované vody. Nasledovala sterilizace v parnim autoklavu (121°C/20 minut). Po ochla-

zeni bylo médium rozlito do Petriho misek.
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5.2.5 Mueller Hinton Agar (MHA)

Mueller Hinton agar byl pfipraven smichanim 39 g instantni ptidy s 1 000 ml destilované
vody. Nasledné byla provedena kontrola pH média (pH 7,4 + 0,2) a sterilizace v parnim
autoklavu (121°C/20 minut). Nakonec, po zchlazeni, bylo médium rozlito do Petriho misek.
5.2.6 Priprava fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok byl ptfipraven smichdnim 8,5 g NaCl a 1 000 ml destilované vody. Na-
sledn¢ byl fyziologicky roztok sterilizovan v autoklavu (121°C/20 minut).

5.2.7 Priprava 0,1% fyziologického roztoku s Tweenem 80

Tento roztok byl pfipraven smichanim 400 ml fyziologického roztoku s 400 pl roztoku
Tween 80. Posléze byl tento roztok sterilizovany v parnim autokladvu (121°C/20 minut).
5.2.8 Priprava suplementu metylénové modfi s pridavkem glukozy

Roztok 1 byl pfipraven smichanim 0,05 g metylenové modfi s 10 ml destilované vody. Roz-
tok 2 byl pripraven smichanim 20 g glukosy s 50 ml destilované vody. Nasledné byly tyto

dva roztoky smichany a sterilizovany v parnim autoklavu (121°C/20 minut).

5.3 Vzorky jedlych kvéti

Vzorky kvéth poskytla Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné. Kvéty byly sbi-
rany v obci Lednice (173 m. n. m.) v obdobi mé&sict kvéten — Cervenec v roce 2012. Seznam

a mnozstvi pouzitych kvéti je uveden v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1. Seznam a mnozstvi pouzitych vzorkai.

Oznaceni , Pouzité hmotnosti
vzorku Nazev vzorku [o]
6 Salvia officinalis 10
11 Salvia nemorosa Violet ,,Queen” 3,6
13 Salvia glutinosa 3,5
14 Salvia nemorosa 3,6
15 Hosta "Golden Tiara" 7,1
16 Hosta sieboldiana 10
19 Hemerocallis full|va " Buzz 10
Bomb
21 Phlox paniculata (rizovy) 10
23 Monarda didyma "Scorpion” 7,1
27 Salvia nemorosa "Rose Queen" 10
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29 Salvia verticillata 10
32 Salvia transsylvanica 10
35 Hosta "Ginko Craig" 10
38 Hosta "Blue Cadet" 10

- Matricaria recutita 10

5.4 Pouzité bakterialni kmeny

K testovani antibakterialnich ¢inkt byly pouzity druhy uvedené v tabulce (Tab. 2).

Tab. 2. Testované bakterie.

Bakterie
Bacillus cereus CCM 2010
G+ | Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
Rothia sp. (izolat z masa WT, UIOZP, FT UTB)
Escherichia coli CCM 3954
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
G- | Pseudomonas fulva (izolat z jedlého hmyzu, UIOZP, FT UTB)
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Ewingella sp. (izolat z masa WT, UIOZP, FT UTB)

Bakterie byly preockovavany sterilni bakteriologickou klickou a to nabranim jedné kolonie,
ktera byla pfenesena na sterilni Petriho misku s masopeptonovym agarem a nasledné bylo
provedeno vyockovani pomoci kiizového roztéru. Pseudomonas fulva, Pseudomona aeru-
ginosa, Rothia sp. a Ewingella sp. byly kultivovany pii teploté¢ 30 °C po dobu 24 hodin,
ostatni druhy bakterii byly kultivovany pii 37 °C 24 hodin.

Po kultivaci byla dalsi den zhotovena inokula. Inokula byla pfipravovana do sterilnich plas-
tovych zkumavek tak, Ze do nich byl napipetovan sterilni fyziologicky roztok a postupné
byly klickou odebirany jednotlivé kolonie a pfidavany do zkumavek s fyziologickym rozto-

kem az do ziskani hodnoty zakalu 0,5 McF [15, 36].

5.5 Pouzité kmeny kvasinek

K testovani antimykotickych G¢inki na kvasinky byly pouzity druhy uvedené v tabulce (Tab.
3).

Tab. 3. Testované kvasinky.

Kvasinky
Saccharomyces cerevisiae CCM 8191
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Candida albicans CCM 8275
Candida parapsilosis CCM 8260

Kvasinky byly pfeockovany pomoci sterilni bakteriologické kli¢ky, kterou byla nabrana
jedna kolonie a ta byla naockovana kiizovym roztérem na sterilni Petriho misku s Sabouraud

agarem. Nasledné byla provedena kultivace pii 28 °C po dobu 48 hodin.

Po kultivaci byla pfipravena inokula do sterilnich plastovych zkumavek. Do nich byl prvné
napipetovan sterilni fyziologicky roztok, do kterého byly bakteriologickou kli¢kou ptida-
vany jednotlivé kolonie, dokud nebylo ziskano inokulum s hodnotou zakalu 0,5 McF [40].

5.6 Pouzité kmeny mikromycet

K testovani antimykotickych u¢inkii na mikromycety byly pouzity druhy uvedené v tabulce
(Tab. 4).

Tab. 4. Testované plisné.

Plisné
Aspergillus niger (izolat z potravin WT, UIOZP, FT UTB)
Trichoderma (izolat z potravin WT,UIOZP, FT UTB)
Phoma (izolat z potravin WT, UIOZP, FT UTB)
Rhizopus (izolat z potravin WT, UIOZP, FT UTB)
Penicillium vulpinum (izolat z potravin WT, UIOZP, FT UTB)
11 (izolt z jedlého hmyzu, UIOZP, FT UTB)
12 (izolat z jedlého hmyzu, UIOZP, FT UTB)
21 (izolat z jedlého hmyzu, UIOZP, FT UTB)
22 (izolat z jedlého hmyzu, UIOZP, FT UTB)

Jednotlivé plisné byly vyockovany pomoci sterilni jehly a to tak, Ze na jehlu byly naneseny
spory dané plisné a ty byly vpichem nao¢kovany do sterilnich Petriho misek s Potato dex-
trose agarem nebo Czapek Dox agarem piipadné se Sabouraud agarem. Nasledné byly na-

ockované Petriho misky ponechany ke kultivaci pfi teploté 28 °C behem 1 tydne.

Po kultivaci byla provedena pfiprava inokula. Inokulum bylo pfipravovano tak, ze jednotlivé
plisné byly zality ur¢itym mnozstvi fyziologického roztoku s Tweenem 80. Néasledné byl
tento roztok, ktery jiz obsahoval i spory, napipetovan z misky pomoci automatické pipety a
napipetované mnozstvi bylo smichano ve sterilni sklenéné zkumavce s 0,1% roztokem fyzi-
ologického roztoku s Tweenem 80. Takto pfipravend inokula byla nasledné ponechéana cca

3- 5 minut sedimentovat a nasledné byla zméfena jejich hustota pomoci spektrofotometru.
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Pokud denzita suspenze nebyla v rozmezi 0,09 — 0,30 pii 530 nm bylo inokulum upraveno

bud’ pfidanim suspenze spor nebo roztoku fyziologického roztoku s Tweenem 80 [40].
5.7 Metody

5.7.1 Priprava extrakta z Matricaria recutita

Extrakty byly pfipraveny béhem mésicti duben — Cerven 2014. Extrakty z kvéta rostliny
Matricaria recutita byly pfipraveny, jak pomoci Soxhletova extraktoru, tak vafenim vzorku

pod zpétnym chladi¢em

Na piipravu extraktd z kvétt rostliny Matricaria recutita bylo pouzito 6 riznych druhti roz-

poustédel (methanol, ethanol, aceton, chloroform, dichlormethan, hexan)

Ptiprava extraktli vafenim daného vzorku pod zpétnym chladicem byla provedena tak, ze do
varné banky bylo navazeno 10 g vzorku a k tomu bylo pfidano 150 ml daného rozpoustédla.
Vzorek byl vaten pod zpétnym chladicem po dobu péti hodin a po zchlazeni byl extrakt
podtlakové prefiltrovan. Piebytek rozpoustédla byl odpafen na membranové vakuové od-

parce. Nasledné byly extrakty uzavieny v bankach a ponechany v chladu do pouziti.

Pii ptiprave extraktl pomoci Soxhletova extraktoru bylo do extrakéni patrony navézeno 10 g
vzorku a do varné banky bylo odméteno 150 ml daného rozpoustédla. Extrakce probihala 5
hodin a po zchlazeni byl extrakt odpafen na membranové vakuové odparce. Odpaieny vzo-

rek byl ponechan v chladu a temnu v uzaviené barnice do pouziti.

5.7.2 Priprava extrakti z rodi Hemerocallis, Hosta, Monarda, Phlox, Salvia

Extrakty z danych rodi byly pfipravovany pomoci Soxhletova extraktoru, kdy bylo do ex-
trak¢ni patrony navazeno 10 g vzorku, piipadné méné (Tab. 1) a do varné banky bylo odmé-
feno 150 ml daného rozpoustédla. Extrakce probihala 5 hodin a po zchlazeni byl extrakt
odparen na membranové vakuové odparce. Odpatreny vzorek byl ponechan v chladu a temnu

V uzaviené bance do pouZiti.

5.7.3 Diskova difiizni metoda

Nejprve byly extrakty rozpusStény ve vypocteném mnozstvi rozpoustédla, pomoci kterého se
pivodné ptipravovaly. Po rozpusténi byly dané extrakty naneseny na disky. Nejprve byly

pouzity disky o priméru 5,5 mm z filtra¢niho papiru, na které byly naneseny 3 pl daného
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extraktu, nasledné¢ bylo testovani zopakovano s disky o priméru 6 mm, na které bylo nane-
seno 10 pl daného extraktu. Opakované testovani bylo provedeno jen u takovych extraktl,
u kterych se béhem ptedchoziho testovani jevily vysledky nejasné nebo u kterych byly vy-
sledky pozitivni.

Nasledovala piiprava inokula. Po pfipravé inokula byl pomoci automatické pipety napipeto-
van 1 ml daného inokula na Petriho misku s Mueller Hinton agarem. Nésledovalo pfelévani
krouzivym pohybem, aby bylo inokulum rovnomérné rozlito po celé plose Petriho misky.

Ptebytecné inokulum bylo odsato automatickou pipetou.

Po zaschnuti na Petriho miskéach byly pomoci jehly nanaSeny disky napusténé jednotlivymi
extrakty. Po naneseni vSech testovanych diskti byly Petriho misky kultivovany v termostatu
pti takovych podminkach, které vyhovovaly danému mikroorganizmu. Tedy vSechny bakte-
rie byly kultivovany pti 37 °C/24 hod., kromé¢ bakterii Pseudomonas fulva, Pseudomonas
aeruginosa, Ewingella sp. a Rothia sp., které byly kultivovany pti 30 °C/24h. Kvasinky byly
kultivovany pti 28 °C/48h a plisné byly kultivovany pii teploté 28 °C po dobu 5 — 7 dnii. Po

dané dob¢ byly provedeny odecty inhibi¢nich zon méfenim praméru véetné disku [15, 22].

Jako kontrola antimikrobidlniho uc¢inku slouzily disky napusténé danymi antibiotiky. Pro
bakterie byly pouzity disky s antibiotikem chloramphenicol o koncentraci 30 pg/disk, pro
kvasinky byly vyuzity disky flukonazol o koncentraci 25 pg/disk a citlivost plisni byla tes-
tovana antimykotiky amfotericin B o koncentraci 100 jednotek/disk a vorikonazol o koncen-
traci 1 pg/disk [40].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Testovani inhibi¢nich u¢inka extraktl z jedlych kvéth bylo provedeno pomoci diskové di-
fazni metody. Antimikrobialni u¢innost extrakti byla stanovovana proti osmi druhtim bak-

terii, tfem druhtim kvasinek a deviti druhiim plisni.
6.1 Antimikrobialni uc¢inky extrakta z Matricaria recutita

6.1.1 Inhibi¢ni u¢inky na bakterie

Pro testovani inhibi¢nich ucinki extraktl byly pouzity tfi druhy grampozitivnich bakterii
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Rothia sp. a pét druhti gramnegativnich bakterii
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fulva, Escherichia coli, Salmonella enteritidis a

Ewingella sp.

Nejdiive byly pfipravovany extrakty z hefmanku s pouzitim riiznych rozpoustédel ke zjisténi
nejvyssi ucinnosti danych rozpoustédel. Dale byly také extrakty ptipravovany pomoci dvou
technik Soxhletova extraktoru a vafenim vzorku pod zpétnym chladi¢em pro optimalizaci

metody.

Testované extrakty z Matricaria recutita byly G¢inné jen na grampozitivni bakterie. Proto

Vv tabulce (Tab. 5) nebyly uvedeny vysledky na testované gramnegativni bakterie.

Tab. 5. Testovdni antibakteridlnich ucinkii — ex-

trakty z hermdanku pravého — primér inhibicnich

zon (mm).
Zpusob | Druh B.ce- | S. au- .
extrakce | extraktu | reus reus | ROthia sp.
Soxhlet CH:OH 6,5 6 5.8
Reflux 6 0 0
Soxhlet 0 6 0
hexan
Reflux 0 0 0
Soxhlet CHCls 0 0 0
Reflux 0 0 0
Soxhlet ETOH 6 0 0
Reflux 6 0 0
Soxhlet | cl, 0 0 0
Reflux 0 0 0
Soxhlet aceton 7 0 0
Reflux 5,8 0 0
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V tabulce (Tab. 5) lze pozorovat, ze z hlediska pouzitych rozpoustédel byl nejvice ucinny
methanol a to zaroven s pouzitim pfipravy extraktu pomoci Soxhletova extraktoru, kdy se
prokazala antimikrobialni Gi¢innost na vSechny tii testované grampozitivni bakterie. Jako
nejcitlivéjsi mikroorganizmus se jevil Bacillus cereus, u kterého byla pozorovana inhibice u

tfi ze Sesti testovanych rozpoustédel.

Z literatury bylo pfi testovani silic a extraktii z rostliny Matricaria recutita zjisténo, ze silice
jsou siln¢ baktericidni a Ze nejvhodné&jsi koncentrace s antimikrobidlni u¢innosti byla 20
ug/disk. Vysokou aéinnost mély i methanolové extrakty ve srovnani s extrakty piipravenymi
Z jinych rozpoustédel, coz lze pozorovat v tomto vyzkumu kde pravé antimikrobialni ucin-
nost methanolovych extraktl byla vyssi nez u extraktl, pfipravenych pomoci jinych roz-
poustédel. Déle bylo také v literatufe uvedeno, ze testované extrakty vykazovaly antimikro-
bidlni G¢innost 1 na gramnegativni bakterie, cozZ mohlo byt zpisobeno tim, ze byly pouzity

vyssi koncentrace extraktl na disku, ptip. i jinou extrakéni technikou [15].

6.1.2 Inhibi¢ni u¢inky na kvasinky

K testovani antimikrobialnich u¢inkti na kvasinky byly pouzity kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans a Candida parapsilosis. V nasledujici tabulce (Tab. 6) 1ze po-
zorovat vysledky testovani antimikrobialnich u¢inkd extraktl z Matricaria recutita na kva-

sinky.

Tab. 6. Testovani antimykotickych ucinku extraktii z Matricaria recutita

na kvasinky — priimér inhibicnich zén (mm).

Zplisob Druh extraktu | S. cerevisiae | C. albicans C. par_apsno-

extrakce Sis
Soxhlet 0 0 0
Reflux CH:OH 0 0 0
Soxhlet Hexan 0* 0 0*
Reflux 0* 0 0*
Soxhlet 0 0 0*
Reflux CHCls 0* 0 0*
Soxhlet 0* 0 0

ETOH

Reflux © 0* 0 0
Soxhlet 0 0 0*
Reflux CHCl, 0 0 0*
Soxhlet 0 0 0
Reflux Aceton 0 0 0
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* .. slabé inhibice

V prilozené tabulce (Tab. 6) Ize pozorovat, Ze na kvasinku Candida albicans nemély dané
extrakty zadnou ucinnost. Oproti tomu u kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Candida pa-
rapsilosis byla pozorovana mirna inhibice, ktera ovSem nebyla méfitelna. Tyto extrakty jsou
v tabulce (Tab. 6) oznaceny hvézdickou. Inhibice byly pozorovatelné u extraktl z hefrmanku
ptipravenych pomoci rozpoustédla hexan u obou kvasinek, dale u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae byly pozorovatelné inhibice u extraktl ptipravenych pomoci chloroformu a vareni
vzorku pod zpétnym chladi¢em a u obou extrakénich metod s vyuzitim rozpoustédla ethanol.
Oproti tomu byly mirné inhibice pozorovany u kvasinky Candida parapsilosis u extraktt
ptipravenych pomoci chloroformu a to obéma metodami a stejné tak i u rozpoustédla dich-

lormethanu.

Ve vyzkumu tykajiciho se antimikrobialnich G¢inkd extrakti a silic z rostliny Matricaria
recutita, byla zjisténa antimikrobialni G¢innost methanolovych, ethanolovych, diethylethe-
rovych a hexanovych extraktli na kvasinku Candida albicans [15]. Rozdily ve vysledcich
jejich a tohoto vyzkumu mohly byt zpisobeny pouzitim jiné extrakéni techniky a jinymi

koncentracemi pouzitymi k testovani danych extrakti.

6.1.3 Inhibiéni G¢inky na mikromycety

K testovani inhibi¢nich u¢inkl extraktli na plisné byly vyuzity plisné Trichoderma, Asper-
gillus niger, Phoma a Rhizopus. Vsechny extrakty z jedlych kvéta, kromé extraktu z rostliny
Matricaria recutita, byly dale také testovany proti ¢tyfem izolatim plisni z jedlého hmyzu.
Tyto plisn€ nebyly bliZe urceny.

V dalsi pfiloZené tabulce (Tab. 7) lze pozorovat uCinky extraktli z hefméanku na testované
plisné.

Tab. 7. Testovani antimykotickych ucinkii na extrakty z Matricaria recutita

na mikromycety — primer inhibic¢nich zon (mm).

Zpiisob | b extraktu | Trichoderma | ASPEr9MIUS | ppoma Rhizopus

extrakce niger

Soxhlet 0 0 0* 0

HsOH
Reflux CH:O 0 0 0 0
Soxhlet Hexan 0 0* 0* 0*
Reflux 0 0 0* 0*
Soxhlet 0* 0* 0 * 0*
CHCI
Reflux ’ 0 0 0* 0*
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Soxhlet 0 0 0 0
ETOH

Reflux © 0 0 0 0

Soxhlet 0 0 0* 0
CHCI

Reflux i 0 0 0* 0

Soxhlet Aceton 0 0 0* 0

Reflux 0 0 0 0

*_..slaba inhibice

V tabulce (Tab. 7) u extrakti z hefmanku byly pozorovany pouze slabé znamky inhibice,
ktera nebyla méfitelna. U vSech testovanych plisni byla pozorovdna mirné inhibi¢ni zéna na
extrakt pfipraveny pomoci Soxhletova extraktoru s rozpoustédlem chloroform. Déle byla
mirné inhibice pozorovéna u extraktu pfipraveného Soxhletovym extraktorem s vyuzitim
rozpoustédla hexan na plisné Aspergillus niger, Phoma a Rhizopus. U plisn¢ Rhizopus byly
mirné inhibi¢ni zony pozorovany i extraktl pfipravenych vafenim pod zpétnym chladi¢em
s vyuzitim rozpoustédel hexan a chloroform. U plisné Phoma bylo téchto nezmétitelnych

inhibi¢nich zon pozorovéano nejvice (Tab. 7).

Z literatury bylo pfi testovani extrakti Matricaria recutita zjisténo, ze vSechny extrakty (me-
thanolové, ethanolové, diethyletherové a hexanové) vykazuji antimikrobidlni G€¢innost viici
testované plisni Aspergillus flavus [15]. V ramci tohoto testovani vSak nebyla pozorovana
7adna, ptipadné jen mirna antimikrobialni i€innost, coZ mohlo byt zplisobeno jinou pfipra-

vou extraktd piipadné jinymi testovanymi koncentracemi daného extraktu na disku.

Pfi testovani silic z rostliny Matricaria recutita na plisné bylo zjisténo, ze v zavislosti na
koncentraci dané davky doslo k inhibici vSech testovanych dermatofyti (Microsporum can-
nis, Microsporum gypseum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes a Tri-

chophyton rubrum). Dermatofyty byly inhibovany nejvyssi testovanou koncentraci 80

v

cv v

Trichophyton tonsurans a to pouhé 3,0 ug/ml a nejvyssi byla u plisné¢ druhu Microsporum
gypseum, kde hodnota koncentrace silice z hefmanku ¢inila 61,0 pg/ml. Z ¢ehoz vyplyva, ze
plisen Trichophyton tonsurans je mnohem citlivéjsi K této silici nez Microsporum gypseum
[13].

Dale bylo z literatury zjisténo, Ze pfi testovani silic z Matricaria recutita na saprofyty
(Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Trichoderma harzianum a
Fusarium oxysporum) silice inhibovali rist vSech testovanych saprofytti v rozmezi koncen-

traci 15,62 pg/ml az 1000 pg/ml [13]. Z procentualniho hlediska byl rist saprofytt inhibovan
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od 3,5 % do 93,6 %, tedy oproti dermatofytim nedoslo k Gplné inhibici. Nejnizsi hodnota
poloviny maximalni efektivni koncentrace v pg/ml byla u plisni druhu Fusarium oxysporum,
kde koncentrace silic hefmanku byla 53,7 pg/ml a nejvy$si hodnota ECsg byla u plisni druhu
Trichoderma harzianum, u niz byla koncentrace silic kalkulovana na 638,8 ug/ml [13]. Z to-
hoto hlediska Ize tedy usoudit, ze silice z rostliny Matricaria recutita vykazuji vyssi antimi-

krobialni u€innost nez extrakty pfipravované pomoci jinych rozpoustédel.

6.2 Antimikrobialni u¢inky extraktu z rodd Hemerocallis, Hosta, Mo-

narda, Phlox a Salvia

6.2.1 Inhibi¢ni uc¢inky na bakterie

V nasledujici tabulce 1ze pozorovat vysledky testovani antibakterialnich G¢inki na extrakty

z jedlych kvéta.

Tab. 8. Testovani antibakterialnich ucinkit na dalsi extrakty z jedlych

kvetii — primeér inhibicnich zon (mm).

Ozna- G+ G-
V;gfliu 1 2 3 4 | 5 | 6| 7 | 8
6 14 [145] 15 | 0o [ 0o o] o | o
11 0 0 0 o | o |o|o*]ox
13 0 0 0 0 | o*x o*|o* ] o
14 85 | 0* 0 0 | o*x [o*| 0* | o~
15 0 0 0 o |o*x|o|o*] o
16 0 0 0 0 | o*x [o*| 0* | o~
19 0 0 0 o Jox| o] o | o
21 0 0 0 o | oo o] o
23 12 | 26 | 20 | o [o*| 0] o |o*
27 75 | 0* 0 o Jo*x|o|o*] o
29 65 | 0 0 o | o o] o] o
32 85 | 725 0 |o*|o*x| 0| o*]ox
35 0 0 0 o |o*x|o| o | o
38 0 0 0 o | o o] o] o
C30 | 40 | 31 | 36 | 31 | 34 | 22| 13 | 8
CHsOH| 0 0 0 o | o o] o] o

*... slaba inhibice;  C30...chloramphenicol 30  pg/disk;
CH3OH...methanol; 1...Bacillus cereus; 5...Salmonella enteritidis;
2...Staphylococcus aureus; 6...Ewingella sp.; 3...Rothia sp.; 7...Pseu-
domonas fulva; 4...Escherichia coli; 8...Pseudomonas aeruginosa
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V tabulce (Tab. 8) Ize pozorovat, ze u testovani inhibi¢nich 0¢inka dalsich roda jedlych
kvétt, byla pozorovana, jako nejcitlivéjsi, opét bakterie Bacillus cereus. Tato bakterie byla
citliva na 6 druhu extraktt, z nichz 5 se fadilo k rodu Salvia a jeden k rodu Monarda. Nejvétsi
inhibi¢ni zonu tvofil extrakt z kvéta Salvia officinalis. U bakterii Staphylococcus aureus a
Rothia sp. nejvétsi inhibicni zonu tvoril extrakt z kvéth rostliny Monarda didyma. V ramci
testovani gramnegativnich bakterii nebyly pozorovany tak jasné zony jako u testovani gram-
pozitivnich bakterii, ale byly zde u n€kterych testovanych extrakt zaznamenatelné rozdily
oproti extrakttim, které nevykazovaly Zadnou inhibici. Tyto extrakty byly v tabulce (Tab. 8)

oznaceny hvézdickou.

V literatute byly zjistény obdobné vysledky testovani antimikrobidlnich ucinkl na bakterie
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Pozitivni vysledky
byly pozorovany u bakterie Staphylococcus aureus u extrakti z kvéta rostliny Geranium
maculatum a Monarda fistula, kdy inhibi¢ni zona byla o velikosti v priméru 7 mm nebo i
napiiklad u kvéti rosliny Spiraea tomentosa, kde pozorovana inhibi¢ni zona byla 13 mm.
Na bakterie Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa tyto extrakty nemély zadnou u¢in-
nost [41].

Ve vyzkumu, zabyvajicim se antimikrobialnimi G¢inky silic rostliny Salvia officinalis, bylo
uvedeno, ze byly pozorovany inhibi¢ni zony na bakterie Escherichia coli, Salmonella typhi,
Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Micrococcus flavus, Sarcina lutea, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis a Bacillus subtillis. Testované silice byly pied testova-
nim zfedény v n-hexanu na 20% a 50% roztoky. Pfi¢emz u 20% roztokd zfedénych n-hexa-
nem byla u bakterie Micrococcus flavus pozorovana nejvétsi inhibi¢ni zona a to
(56,00 + 0,71) mm. U bakterie Staphylococcus aureus byla pozorovana inhibi¢ni zoéna o
velikosti (24,00 = 1,00) mm. V ramci testovanych gramnegativnich bakterii byla nejvyssi
inhibice pozorovana u bakterie Salmonella typhi, kde naméfena inhibi¢ni zona méla pramér
(40,20 + 0,45) mm. Byly testovany tfi kmeny bakterie Escherichia coli, kde vSechny, i jeden
multirezistentni kmen, byly citlivé viici testovanym silicim. Silice z rostliny Salvia officina-
lis vykazovaly antimikrobialni G¢innost i na bakterii Shigella sonnei, kde pozorovana inhi-
bicni zona byla o velikosti (21,20 = 0,83) mm. U bakterie Salmonella enteritidis byla velikost
inhibi¢ni zony (16,60 £ 2,07) mm. Na bakterii Pseudomonas aeruginosa nebyla, jako na

jedinou bakterii tohoto testovani, prokazana ti¢innost testovanych silic [42].
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6.2.2 Inhibi¢ni u¢inky na kvasinky

V dalsi pfiloZzené tabulce (Tab. 9) jsou zaznamenany vysledky testovani extraktd z dalsich

rodii jedlych kvéti na dané kvasinky.

Tab. 9. Testovdni antimykotickych ucinkii extraktii z dalsich jed-

lych kvetii na kvasinky — priumeér inhibic¢nich zoén (mm).

Oznaceni vzorku | S. cerevisiae | C. albicans| & pagipsno-

6 0 0 0
11 0 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 20,5 15 13
16 20 13 13
19 0 0 0
21 0 0 0
23 8 0 0
27 0 0 0
29 0 0 0
32 0 0 0

35 20 15 14,5

38 17 9 10,5
Flukonazol 25 pg 34 18 23
CH30H 0 0 0

Ohledné testovani dalSich jedlych kvéti bylo pozorovano, Ze na kvasinky maji nejvyssi ucin-
nost extrakty z kvétd rostlin rodu Hosta. Ze tfi testovanych druhii kvasinek se jako nejcitli-
véjsi jevila kvasinka rodu Saccharomyces cerevisiae, u které byly namétené v prameéru veétsi
zOny neZ u ostatnich testovanych kvasinek. U kvasinky Saccharomyces cerevisiae byl mimo
jiné pozorovan i inhibi¢ni u¢inek extraktu z kvéta rostliny Monarda didyma, ktery u dalSich
dvou testovanych kvasinek pozorovan nebyl (Tab. 9). Bylo zjisténo, ze latka Funkiosid C,
kter4 je obsazena v rostlinach rodu Hosta, ma antifungélni G¢innost a byla prokazana jeji

antimikrobidlni u¢innost na kvasinku Candida albicans, s minimalni inhibi¢ni koncentraci

0,310 g/l [12].

Obdobné vysledky byly uvedeny v literatufe a to u kvasinky Candida albicans u extraktt
z kvéta rostliny Epilobium angustifolium, u které byla namétena inhibi¢ni zéona 17 mm a u

rostliny Euphorbia esula, u niz byla pozorovana inhibi¢ni zona ve velikost 9 mm [41].
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6.2.3 Inhibi¢ni u¢inky na mikromycety

V tabulce (Tab. 10) jsou uvedeny vysledky prvniho testovani plisni. Bohuzel i pies dodrzeni
skladovacich podminek pro pfipravena inokula, doslo u dvou roda (Phoma, Rhizopus) k je-
jich oslabeni a dana inokula jiz netvofila na Petriho misce s MHA souvisly narust, avSak
inhibi¢ni zony u nich byly pozorovatelné a proto byly zméfeny ze dvou mist, ktera se vy-
skytovala nejblize testovanému disku s extraktem, a nasledné byl vypocten primér dané
inhibi¢ni zony. Tyto naméfené hodnoty jsou v tabulce (Tab. 10) oznaceny dvéma hvézdic-

kami.

Tab. 10. Prvni testovani antimykotickych ucinkii extrakti z dalSich

Jjedlych kvetit na mikromycety — priumér inhibicnich zon (mm).

Oznaceni | 150 derma [ ASPETAIIUS | g Rhizopus
vzorku niger
6 0 0 0 0
11 0 0 0 0
13 0 0 0 0
14 0 0 0 0
15 185 725% | 14,25+ 0
16 20,5 6,25% 9** 0
19 0 0 0 0
21 0 0 0 0
23 0 0 0 13,75%*
27 0 0 0 0
29 0 0 0 0
32 0 0 0 0
35 21 75% | 21,75%* 0
38 20,75 6,5 16,5** 0

*... slaba inhibice, **... nesouvisly narist plisni

V tabulce (Tab. 10) lze pozorovat, ze velmi G¢inné byly extrakty z kvéti rodu Hosta, které
pusobily inhibi¢né na tfi ze Ctyf testovanych plisni a to na plisn¢ Trichoderma, Aspergillus
niger a Phoma. Dale byl u¢inny i extrakt z kvéti druhu Monarda didyma, ktery byl inhiboval
plisen rodu Rhizopus, na kterou neptisobily extrakty z kvétt rodu Hosta. Avsak jak jiz bylo
zminéno, u dvou rodl plisni byla testovand inokula nedostatecna a z tohoto diivodu bylo
rozhodnuto, ze bude provedeno nové testovani. Druhé testovani bylo provedeno na stejné
rody plisni a navic byly k tomuto testovani pfidany jesté€ Ctyfi dalsi plisné, které byly ziskany
izolaci z jedlého hmyzu a pliseni Penicillium vulpinum. Toto testovani se uskute¢nilo po ¢ty-

fech mésicich skladovani, kdy byly extrakty skladovany pti 4 °C na temném misté.
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Tab. 11. Druhé testovani antimykotickych ucinkii extraktii z dalsich jedlych kvétit na mi-

kromycety — prizmér inhibicnich zon (mm).

Oznacen Trichoderma| A. niger |Phoma | Rhizopus P: vul- 117 |12**| 21 | 22
vzorku pinum
6 0 0* 0 0 0 0 0 |0]O
11 0 0 0 0 0 0 0 |0]|O
13 0 0 0 0 0 0 0 |00
14 0 0 0 0 0 0 0 |0]|O
15 10,5 0* 0* |75-8* 15 0 0 |[0*| O
16 10 0* 0* g* 15 0 0 |[0*| O
19 0 0 0 0 0 0 0 |0]O
21 0 0 0 0 0 0 0 |00
23 0 0 0 6,5* 0 0 0 |0*|0*
27 0 0 0 0 0 0 0 |00
29 0 0 0 0 0 0 0 |00
32 0 0 0 0 0 0 0 |0]O
35 11 0* 0* 6,5* 15 0 0 |0*| O
38 10,5 0* 0* 0* 16,5 0 0 |[0*]| O
AMF 10,5 18 20,5 9 21 145 13 | 15|10
VOR 26 29 43,5 30 34 47 | 0 | 0 |32

* .. slab4 inhibice, **...slabé inokulum, "...kontaminace inokula

Jak jiz bylo zmingéno, testovani plisni probihalo dvakrat a to s Cerstvymi extrakty a s extrakty
po skladovani. V tabulkach (Tab. 10, 11) Ize pozorovat rozdily, které vznikly vlivem casu.
Lze pozorovat, ze u plisné Trichoderma, doslo ke zmenseni priméru inhibi¢nich zon. Je zde
tedy moznost, Ze extrakty s delsi dobou skladovani postupné slabnou (Tab. 11). Je také za-
jimavé, ze na plisen rodu Rhizopus byly extrakty rodu Hosta t¢inné az pfi testovani na pod-
zim. K tomuto jevu mohlo pravdépodobné dojit tim, ze v 1ét€ bylo testované inokulum slabé.
U plisn¢ rodu Rhizopus jako jediné z testovanych plisni, byl pozorovan inhibi¢ni efekt ex-
traktu z kvétd rostliny Monarda didyma, avsak toto tvrzeni by mélo byt ovéreno. Vzhledem
k tomu, Ze ucinnost téchto extraktl pravdépodobné klesa po urcité dobé a v ramci prvniho
meéfeni bylo inokulum této plisn€ slabé. V ramci plisn¢ Penicillium vulpinum byla pozoro-
vana citlivost opét k extraktim z rodu Hosta. Bylo zjisténo, ze antifungalni ucinek rostlin
tohoto rodu zpisobuje latka Funkiosid C, ktera inhibovala pliseri Fusarium oxysporum, a

zjisténa minimalni inhibi¢ni koncentrace byla 0,217 g/l [12].

Dale byly testovany i plisng, které byly izolovany z jedlého hmyzu. Zadny z testovanych

extraktd nemél antimykotické Gi€inky na tyto izolaty, které nebyly identifikovany.
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Z literatury bylo zjisténo, ze silice z rostliny Myrtus communis maji velmi silny G¢inek proti
plisnim Aspergillus sp., Fusarium sp. a Alternaria alternata, kde naptiklad u plisné Asper-
gillus niger byla pozorovana inhibi¢ni zona (30 + 1,2) mm. Obdobné vysledky byly pozoro-
vany 1 u dalSich druht testovanych plisni, kdy byly pozorovany priméry inhibi¢nich zén

v rozmezi 20 — 30 mm [43].
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ZAVER

Jedlé kvéty jsou velmi perspektivni komoditou, at’ jiz v lidské stravé ¢i ve farmaceutickém
prumyslu. Z hlediska lidské vyzivy mohou pfispét svym nutri¢nim slozenim, senzorickymi
vlastnostmi, a to bud’ vzhledem, kdy dodavaji pokrmu na esteti¢nosti nebo chutovymi ¢i
aromatickymi slozkami. Farmaceuticky primysl ma o jedlé kvéty zajem hlavné z divodu
jejich ochrannych, antioxida¢nich, antimikrobialnich a 1é¢ivych G¢inku. Tyto Géinky souvisi
hlavné s obsahem bioaktivnich latek, které¢ jsou v kvétech obsazené. Vzhledem K ristu anti-
mikrobidlni rezistence je nutné hledat nové zdroje moznych 1€¢iv. Proto roste o jedlé kvéty

zajem, at’ uz z hlediska védeckych vyzkumii ¢i v ramci vetejnosti.

Cilem této prace bylo zjistovani antimikrobialni G¢innosti extrakti z jedlych kvéta diskovou
difuzni metodou. Bylo zjiSténo, Ze na bakterie, jakozto prokaryotické mikroorganizmy, pi-
sobi hlavné extrakty pfipravované z rostlin rodu Salvia, pfipadné z kvéti rostliny Monarda

didyma a také z kvétt Matricaria recutita. Pricemz citlivéjsi byly bakterie grampozitivni.

Antifungalni u¢inky byly prokazany u extraktu z kvéta rostlin rodu Hosta, které pisobily na
vSechny testované kvasinky a vétSinu testovanych sbirkovych plisni a také druhu Monarda

didyma (inhiboval jednu kvasinku a jednu plisen).

Nejzajimavéjsi extrakt byl ziskan z kvétd druhu Monarda didyma, jelikoz bylo prokazané
Siroké spektrum jeho inhibi¢nich u¢inkli — viéi bakteriim, kvasinkam i plisnim. Bylo by
velmi zajimavé pokracovat ve vyzkumu extraktl z téchto kvétl a zjistit, jaké latky jsou zod-

povédné za tento Ucinek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MPA  Masopeptonovy agar.

PDA  Bramborovo — dextrozovy agar

CDA Czapek dox agar

SAB  Sabouraud chloramphenicol agar

MHA  Mueller — Hinton agar

McF  McFarlanduv stupen.

CFU  Colony forming unit (kolonie tvorici jednotka)

MIC  Minimalni inhibi¢ni koncentrace.

C30  Antibiotikum chloramphenicol o koncentraci 30 pg/disk

AMF  Antimykotikum Amphotericin o koncentraci 100 jednotek/disk

VOR  Antimykotikum Vorikonazol o koncentraci 1 pg/disk
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