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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva antimikrobialnimi €inky riznych typa extraktii vybranych
rostlin na mikroorganismy figurujici v poptfedi problematiky potravinaiského pramyslu.
Teoreticka ¢ast popisuje konkrétni antimikrobidlni latky vyskytujicich se v rostlinach a jejich
ucinek. Zbylé kapitoly tvoii piehled nejCastéjsi moznosti extrakce biologicky aktivnich
rostlinnych latek a charakterizaci jedendcti pouzitych rostlin. V praktické Casti byly extrakty
z rostlin ziskany pomoci louhovani za tepla (nalev) i za studena (macerace) a plisobenim
mikrovinného zafreni. Jako extrakéni rozpoustédlo byla pouzita voda a ethanol.
Antimikrobidlni ucinek byl testovan a vyhodnocovan pomoci diskové difuzni metody.
Nejcitliveéjsi bakterialni kmeny byly grampozitivni bakterie S. aureus a E. feacalis. Mezi
nejucinnéjsi extrakty patiily vodné maceraty a vodné nalevy a mezi rostliny s nejvetsi

antimikrobidlni aktivitou patfila dobromysl obecnd, jahodnik obecny a mata peprna.

Kli¢ova slova: antimikrobidlni G¢inek, antimikrobialni latka, rostlinny extrakt, extrakce

ABSTRACT

This thesis undertakes an investigation into the antimicrobial properties exhibited by various
extracts sourced from chosen plants, targeting microorganisms of relevance within the realm
of the food industry. The theoretical section describes the specific antimicrobial substances
that occur naturally in plants and their effect. The remaining chapters provide an overview
of the most common methods for extracting biologically active plant compounds and
a characterisation of the eleven plants used. In the practical section, extracts from plants were
obtained using hot leaching (infusion) and cold leaching (maceration) and microwave
radiation. Water and ethanol were used as extraction solvents. The antimicrobial effect was
tested and evaluated using the disc diffusion method. The most sensitive bacterial strains
were gram-positive bacteria S. aureus and E. feacalis. The most effective extracts were
aqueous infusions of plants. Among the plants with the greatest antimicrobial activity were

oregano, common strawberry, and peppermint.

Keywords: antimicrobial effect, antimicrobial substance, plant extract, extraction
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UvVOD

V posledni dobé¢ roste vyskyt multirezistentnich kment bakterii a vyskyt kment se sniZenou
citlivosti na antibiotika. Rezistence na antibiotika tak ptfedstavuje hrozbu pro globalni

vetejné zdravi. Spatné hygienické podminky a nedostate¢nd manipulace s potravinami navic

vvvvv

Rostliny vyvijeji ufinny obranny systém proti patogenim produkci sekundarnich
metabolith. Béhem posledniho desetileti byla vénovana velka pozornost studiu téchto
metabolitl, a to predevSim pro jejich antibakteridlni aktivitu, zejména proti
multirezistentnim gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim. Cilem téchto vyzkumnych
tymi je objev novych antimikrobidlnich latek z pfirodnich zdrojii pro terapeutické
a preventivni ucely proti mikrobidlnim chorobdm, pro podporu konzerva¢nich latek
a doplitkovych latek v krmivech v zivo¢isném primyslu (Borges et al., 2015; Hochma et al.,

2021).

Na zakladé¢ zminénych informaci bylo cilem této diplomové prace vytvoreni piehledu
nejcastéji vyskytujicich se antimikrobidlnich latek v rostlindch, pfedstaveni moznosti
extrakce téchto latek z rostlin a charakterizace vybranych bylin pouzitych ve vyzkumné
Casti. Cilem praktické ¢asti bylo stanoveni antimikrobialniho u¢inku jedendcti rostlin viici
indikatorovym bakteridlnim kmentiim dominujici oblasti potravinarstvi a zjistit vliv zptisobu

extrakce na jejich antimikrobidlni aktivitu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PRIRODNI LATKY A JEJICH UCINEK

Za ptirodni latky se oznacujici organické slouceniny, které vznikaji béhem chemickych
reakci probihajicich v buiikach zivych organismii. Jsou to slou¢eniny na bazi kysliku, uhliku
nebo dusiku, koncentraty vitaminii, minerali izolované ze zivociSnych, rostlinnych nebo
mineralnich zdroji. Pfirodni latky se déli do skupin podle svého chemického slozeni,

struktury a predevsim funkci, kterou plni v organismu (Fin, 2009).

Existuji riizné definice, naptiklad podle natizeni REACH ,, latkami vyskytujicimi se v prirode
se rozumi prirozené se vyskytujici latka jako takova, nezpracovand nebo zpracovana pouze
rucnimi, mechanickymi nebo gravitacnimi prostredky, rozpusténim,; ve vode, flotaci,
extrakci vodou, destilaci vodni parou nebo zahratim pouze za ucelem odstranéni vody nebo

ktera je extrahovana ze vzduchu jakymkoli zpusobem* (Evropskéa unie, 2006; Klaschka,

2015).

VétSina prirodnich latek jsou slozité smési sloucenin patticich do riznych tfid chemickych
latek, napt. lipidy, cukry, peptidy, fenoly, terpeny, alkaloidy a jiné. SloZeni téchto smési
odvozenych od urcit¢tho druhu se muze liSit. Naptfiklad slozeni pfirodnich latek
pochazejicich z rostliny zavisi na podminkéch rtstu rostliny, jako jsou klimatické nebo piidni
parametry. Dale zalezi na dob¢ sklizné, na vyrobnich metodach nebo na podminkach
skladovani a samoziejmé na Castech rostlin, které byly pouZity. I morfologicky identické

rostliny mohou obsahovat rtizné metabolity (Buchbauer, 2014).

Ptirodni latky, které jsou produktem metabolismu organismu se déli do dvou hlavnich
kategorii: primarni a sekundarni metabolity. Komplex zahrnujici biosyntézu biologickych
molekul a rozklad proteintl, tukd, nukleovych kyselin a sacharidi je zndmy jako primarni
metabolismus. Spolu se slouc¢eninami, zapojenymi do drah zndmych jako primarni
metabolity tvoii nezbytnou ¢ast pro preziti a fungovani organismu. Hlavni rozdil mezi
primarnimi a sekundarnimi metabolity spociva v jejich biologickych ucincich. Sekundarni
metabolity zahrnuji latky, které obecné nejsou nezbytné pro rast, vyvoj nebo reprodukci
organismu. Jsou vysledkem adaptace organismu na okolni prostiedi, nebo jsou
produkovany, aby pusobily jako moZny obranny mechanismus pro pieZiti organismu.
Biosyntéza sekundarnich metaboliti je odvozena od zékladnich procest fotosyntézy,
glykolyzy a Krebsova cyklu za vzniku biosyntetickych meziprodukti, které v konecném
dasledku vedou k tvorbé sekunddrnich metabolit (Dewick, 2002; Colegate et al., 2007; Dias
etal., 2012; Jabeen et al., 2014).
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V poslednich letech stale nariistd zdjem o 1é¢bu prirodnimi latkami po celém svété. Jednim
z divodl je narlstajici antibiotickd rezistence mikroorganismli na stale se rozristajici
mnozstvi antibiotik. Tento jev se tak stava celosvétovym problémem a jednim z moznych
feSeni je nalezeni bioaktivnich latek s antimikrobidlnimi Gc¢inky, které by se daly vyuzit k
1écbé  mikrobialnich infekci zplisobenych rezistentnimi bakteriemi. Dle Svétoveé
zdravotnické organizace vyuziva rostlin nebo jinych pfirodnich latek pro 1é¢bu samotnou
¢1 jen podpiirnou piiblizné 80 % populace. Na naSem uzemi se k 1écebnym tcelim vyuziva

okolo dvou set druhi rostlin (Korbelar, 1990; Foster, 2005; Wenzel, 2014).

1.1 Prirodni antibakterialni latky obsaZeny v rostlinich

Biologicky aktivni latky pfirozené se vyskytujicich v rostlinach jsou velkou skupinou, které
dodavaji barvu, chut, vini a texturu. Tyto slou€eniny byly vyvijeny po tisice let evoluce
k ochran¢ organismti pied ucCinky volnych radikalt, virt, bakterii a hub. Jsou Siroce
distribuovany v ovoci, zelening, lusténinach, celozrnnych vyrobcich, ofesich, semenech,

houbéch, bylinkach, kofeni a v rostlinnych népojich, jako je vino a ¢aj (Barbieri, 2017).

V poslednich letech mnoho studii ukazalo, Ze biologicky aktivni latky uplatiiuji svou
antibakterialni aktivitu prostfednictvim riznych mechanismu piisobeni, jako je poskozeni
bakteridlni membrany a potlaceni faktorti virulence, vCetné inhibice aktivity enzymu
a toxinll a tvorby bakterialniho biofilmu. PouZivani téchto latek v potravinafstvi ziskava
v dnes$ni dobé velkou pozornost jak u spotiebitell, tak u vyrobcli. Jednim z divodi je
piedevsim nespravné pouZiti a zachazeni s antibiotiky, coZ vede k dramatickému vzestupu
skupin mikroorganismi, vcetné potravinovych patogent, které jsou odolné vuci

antibiotikim (Gyawali a Ibrahim, 2014).

Utinnost antimikrobidlnich latek je dvojiho typu. V prvnim piipadé jsou w¢inky vybrané
latky baktericidni, tzn. Ze jsou pro mikrobidlni buniku smrtici. Takové pfirodni latky maji
pomérné rychlou dobu ucinku, obvykle do 48 hodin. Jsou c¢asto voleny jako léebné
ptipravky u klinicky zadvaznych stavii nebo v piipadé, Ze je obranyschopnost jedince pfilis
nizka. V ptipad€ druhém, jsou Gc€inky vybrané latky pouze inhibi¢ni neboli bakteriostatické.
Dochazi k zastaveni nebo k zpomaleni ristu mikrobidlni kultury. Zaroven vyrazné
neovliviiuje jiné funkce hostitele nebo hostitelské buniky. Antimikrobidlni latky takové
(Votava, 2005). Prehled zékladniho déleni a nejcastéjSich rostlinnych antimikrobialnich

latek s mechanismy ucinku je znazornén v tabulce 1.
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Tabulka 1 Pfehled nejcastéjSich antimikrobidlnich latek
(Prevzato a uprevo dle: Ashraf et al., 2023).

Podtrida Zastupce Rostlinny zdroj  Cilovy patogen Mechanismus ucinku
L Jednoduche Katechol Cibule kuchyiiskd  |Pseudomonas putida Rozpad bunécné stény
Fenolické latky |fenoly i :
Fenolové . . P Escherichia coli, Naru3eni bunééné
. Kyselina furolovd |Bez cerny . ;
kyseliny ’ ’ Staphylococcus aureus membrany
. i Staphylococcus aureus Inhibice efluxni pumpu
Kaempferol Jahodnik obecny : N
Flavonoidy P ¥ IMRsa Nord
. . |Staphylococcus aureus . .
Hypericin Tiezalka teckovand . Ovlivnéni apoptosy
Chinony P MRSA POPLOS)
. . . . Staphylococcus aurens Inhibice efluxni pumpy
E lokatech: Mat: . .
THisloviny pigdioxalechm alapeprua MRSA NorA a DNA gyrézy
al Ila rvphimuri Eény:
Thvmol Dobromvs obecnd Sal monella 0 p_.‘Tmrm fum, Rozpad’bunecn} ch
Terpeny : - Escherichia coli membran
Piperidinovy . . Inhibice efluxnich
] POV Lobelkanadmutd | Staphylococcus aureus roice eluxiie
Alkaloidy alkaloid : pump
Organické .. 9 V. . Potlaceni RNA
1ga—ruc. ¢ X Alicin Cesnek kuchyiisky  |Pseudomonas aeruginosa ° acen'L
slouceniny siry T polymerdzy

1.1.1 Fenolické latky

Fenolové slouceniny (téz fenoly) jsou sekunddrnimi metabolity, které lze nalézt
v jednoduchych nebo polymerovanych formach a obsahuji aromatickou kruhovou strukturu
s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami (Randhir et al., 2004; Velderrain-Rodriguez

etal., 2014).

Fenolické sloueniny jsou nejrozsitenéjsi skupinou latek nachazejicich se v rostlinach
a dosud bylo studovano vice nez 8000 fenolickych struktur, které l1ze rozdé€lit do mnoha
podskupin podle jejich chemické struktury, zdroje plivodu a biologickych funkci. Mezi
bézné klasifikované podttidy fenolovych sloucenin patti (Patra, 2012; Ashraf et al., 2023):

e jednoduché fenoly,
e fenolové kyseliny,
e flavonoidy,

e chinony,

e tfisloviny.

Jednoduché fenoly (naptiklad katechol a pyrogallol), které jsou alelochemickymi latkami
syntetizovanymi rostlinami, prokézaly ve studiich antibakteridlni aktivitu proti tfem
vybranym bakteridlnim kmentm: Corynebacterium xerosis, Pseudomonas putida
a Pseudomonas pyocyanea. Kromé toho bylo zjisténo, ze katechol disponuje i antifungalnim

ucinkem (Kocagaligkan et al., 2006).
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Jako mechanismus ucinku byl hldSen rozpad bunécné stény, ktery vede ke zvySené
permeabilité a iniku intraceluldrnich slozek, coz negativné ovliviiuje genovou expresi a vede

ke snizeni syntézy proteinti (Ma et al., 2019).

Fenolové kyseliny jsou v rostlinnych strukturach spojovany s cukry nebo organickymi
kyselinami. Mezi zéastupce fenolickych kyselin patii kyselina gallova a kyselina ferulova,
obsazend v bezu Cerném. Bylo zjisténo, Zze kyselina gallova a kyselina ferulovd maji
vyznamnou antimikrobialni aktivitu proti Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes a Pseudomonas aeruginosa. Zpusob ucinku téchto latek je naruseni bunécné

membrany prostfednictvim zmén membranového potencidlu (Borges et al., 2013).

Dalsi velmi rozsahlou skupinou rostlinnych fenoltl jsou flavonoidy. Jsou to polyfenolické
slou€eniny s nizkou molekulovou hmotnosti a rostliny je vyuzivaji ke stimulaci a regulaci
rustu a k obrannym ucelim. Flavonoidy se podle chemického slozeni d€li do nékolika
skupin, a to na flavony, flavonoly, flavanony, isoflavonoidy, neoflavonoidy, katechiny
(flavanoly), antokyany a chalkony. Kromé& své antioxidacni aktivity vykazuji flavonoidy
také dobrou antibakterialni aktivitu proti grampozitivnim 1 gramnegativnim izolatim
pravdépodobné kviili jejich schopnosti inhibovat DNA gyrasu funkci bunééné membrany
a bakterialni energeticky metabolismus. V poslednich letech byly flavonoidy studovany pro
jejich schopnost interagovat s DNA helikasami, proteiny nezbytnymi pro replikaci, opravu

a rekombinaci DNA (Cushnie a Lamb, 2005; Njume et al., 2009, Periferakis et al., 2022).

Quercetin izolovany z kopfivy dvoudomé a apigenin, ktery se nachéazi v rostlinach jako
je febiicek 1ékarsky, dobromysl obecna a bez Cerny, patii do skupiny rostlinnych flavonoidd,
které ptsobi inhibi¢né na Helicobacter pylori a Escherichia coli. Mechanismus jejich ti¢inku
spoc¢iva v inhibici ligasy, enzymu dilezitého pro sestaveni bakterialni bunécné stény (Wu

et al., 2008).

Baicalein je flavon nachazejici se napiiklad v jitroceli kopinatém. Inhibuje efluxni pumpy
NorA, ¢imz zvySuje ucinnost antibiotik, jako jsou B-laktamy, ciprofloxacin a tetracyklin,
proti methicilin-rezistentnimu Staphylococcus aureus (MRSA). Pii soucasném podévani
s tetracyklinem vykazuje baicalein také synergicky ucinek proti Escherichia coli v disledku

inhibice efluxni pumpy (Fujita et al., 2005; Chan et al., 2011).

Kaempferol, flavonol obsazeny v maté peprné, prokazal ve studiich silnou antimikrobiélni
aktivitu proti Staphylococcus aureus MRSA, pravdépodobné inhibici funkce DNA gyrasy
(Randhawa et al., 2016; Shao et al., 2016). Bylo rovnéz zjisténo, Ze inhibuje funkci DNA
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gyrasy u E. coli. U tohoto flavonoidu byla také prokézana schopnost inhibice biosyntézy
mastnych kyselin u Mycobacterium, Pseudomonas aeruginosa a Vibrio cholerae interakci
s kofaktory ACP (Acal carrier protein, protein prenasejici acyl), ¢imz dale mize ovlivnit
funkci bunécného obalu a tvorbu bakteridlnich biofilma u citlivych bakteridlnich kment.
Kaempferol byl rovnéz schopen inhibovat DNA helikasy (SaPriA = esencidlni helikasa pro
restart replikace DNA) u Staphylococcus aureus (Periferakis et al., 2022).

Chinony jsou toxické latky vyskytujici se v rostlinach a v piirod¢ se vyskytuji pomérné
bézné, zejména ve forme antrachinond, které maji projimavé ucinky. Komplexni chinony se
mohou stat obasnym zdrojem toxicity. V uvahu pfichdzeji pouze dvé latky: hypericin jako
izolat tfezalky a fagopyrin (Vacek et al., 2007). U hyperforinu a hypericinu byla prokazana

antimikrobidlni aktivita proti grampozitivnim bakteriim a virim.

V minulosti byl také pozorovan vliv hypericinu na spusténi apoptosy a interakce (inhibice)
hypericinu s enzymy, jako jsou proteinkinasy, tyrosinkinasy. Ve vysokych davkach ptsobi
extrakt z tfezalky toxicky a mize zptisobovat fotoalergie, prijmy a vnitini krvaceni. Uginné
latky extraktu mohou také interagovat s 1é¢ivy a snizovat jejich koncentraci v télnich
tekutindch. Tento efekt byl pozorovéan napfiiklad pii aplikaci cyklosporinu (Kubin et al.,
2005).

Ttisloviny (neboli taniny) jsou ve vodé rozpustné polyfenoly, oddélovany ve vakuolach
v rostlinné burice, coz chrani ostatni bunécéné slozky. Existuje mnoho definic a déleni, avSak
zatim se odbornici neshodli na jednom spolecném. Nejcastéji jsou rozdélovany do Ctyf
zakladnich skupin spolu se dvéma hlavnimi skupinami — hydrolyzovatelné a kondenzované

(Ky et al., 2016; Smeriglio et al., 2017).

Hydrolyzovatelné taniny jsou slozené ze sacharidi, ke kterym je esterifikaci piipojeno
nékolik monomernich skupin kyseliny gallové. Gallotaniny zahrnuji jednoduché derivaty
kyseliny gallové a ellagotaniny od kyseliny ellagové. Oznaceni ,,hydrolyzovatelné taniny*
pro gallotaniny a ellagitaniny je zplisobeno skutecnosti, Ze tyto slou€eniny lze hydrolyzovat.
Béhem hydrolyzy se podle skupiny tanint uvoliiuje kyselina gallova nebo kyselina ellagova,
upravou ziedéné kyseliny, zatimco kondenzované taniny nikoli. Standardné se vyskytuji
v kotenech, dfevnaté ¢asti rostlin, kife, plodech a listech rostlin, jako naptiklad katechin

izolovany z maty (Macakova et al., 2014; Amarowicz a Janiak, 2019).

Kondenzované taniny, oligomerni nebo polymerni flavonoidy sestavajici z flavanoidnich

prekurzorii, obvykle jsou spojeny ze dvou nebo vice katechinovych jednotek. Vzhledem
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k tomu, Ze jsou to bézn¢ se vyskytujici latky v ovoci, naptiklad v hroznech je tato skupina
tanini rozsifenéjsi a zahrnuje katechin, epikatechin, galokatechin a epigalokatechin (Huang

etal.,2018).

U epigalokatechinu, izolatu z maty peprné, byl ve studii potvrzen antimikrobidlni u¢inek
vuci Staphylococcus aureus MRSA. Antimikrobidlni mechanismus spoc¢ivd v inhibici
efluxni pumpy NorA, inhibici chromozomalni penicilinasy a DNA gyrasy (Graisar et al.,

2007).

Ve studiich bylo potvrzeno, ze tfisloviny maji mnohem ucinnéjsi antimikrobialni Gi¢inek na
grampozitivni bakterie nez gramnegativni. Tento rozdil v aktivité¢ je zptisoben u¢inkem
tiislovin. Taniny prochazeji bakteridlni bunéfnou sténou a interferuji s metabolismem
bakteridlni buniky. Na druhou stranu dvouvrstvé bunééné stény gramnegativnich bakterii
nabizeji velkou odolnost pro prichod tfislovin, a proto je jejich aktivita snizena (Chung

et al., 1998).

Jeden znejznadméjSich zastupcl, kurkumin, hojné se vyskytujici v kurkumé, prokazal
antimikrobidlni aktivitu proti Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Antibakterialni
aktivita je pfi€itana jeji schopnosti poskodit membranu zvySenim jeji propustnosti (Tyagi

et al., 2015).

Antimikrobidlni aktivity tanini jsou dobife zdokumentovany. Taniny v ramci vyzkumu
potvrdili inhibici riistu mnoha hub, kvasinek, bakterii a virti. Jejich antimikrobidlni vlastnosti
se zdaly byt spojeny s hydrolyzou esterové vazby mezi kyselinou galovou a polyoly
hydrolyzovanymi po dozrani mnoha jedlych plodi. Taniny v téchto plodech tak slouzi jako
pfirozeny obranny mechanismus proti mikrobidlnim infekcim. Antimikrobialni vlastnosti
ttislovin je mozZné vyuzit pfi zpracovani potravin ke zvySeni trvanlivosti urcitych potravin.

vvvvv

(Choubey et al., 2018).

Fenolické latky prokazaly rizné mechanismy proti riznym bakteriim, od inhibice efluxnich
pump, naruseni bunééné membrany a inhibice syntézy bunétné stény az po inhibici
biosyntézy klicovych enzymill. Pozorované vlastnosti fenolickych latek jako
antibakterialnich latek z nich €ini Zaddouci kandidaty pro dalsi studie in vitro (Ashraf et al.,

2023).

Vzhledem k tomu, Ze rostlinné materialy mohou obsahovat v rizném mnozstvi fenolické

latky, od jednoduchych az po vysoce polymerizované latky jako vySe zminéné taniny,
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neexistuje proto zadny univerzalni extrakéni postup vhodny pro extrakei vSech rostlinnych
fenolickych latek. V zavislosti na pouzitém rozpoustédlovém systému béhem extrakce bude
z rostlinnych materialli extrahovana smés fenolickych latek rozpustnych v rozpoustédle.
Muze také obsahovat nekteré ne-fenolické latky, jako je cukr, organické kyseliny a tuky.
V disledku toho mohou byt vyzadovany dalsi kroky k odstranéni téchto nezadoucich

soucasti (Dai et al., 2010).

Pro extrakci fenolickych latek z rostlinnych materialii se z rozpoustédel pouzivaji methanol,
ethanol, aceton, ethylacetat a jejich kombinace. Casto se aplikuji s riznymi podily vody.
Vybér spravného rozpoustédla ovliviiuje mnozstvi a rychlost extrahovanych polyfenola.
Zejména bylo obecné zjisténo, ze methanol je U€inngjsi pii extrakci polyfenold s nizsi
molekulovou hmotnosti, zatimco flavanoly s vy$s$i molekulovou hmotnosti se 1épe extrahuji
vodnym acetonem. Ethanol je dal§im dobrym rozpoustédlem pro extrakci polyfenolil a je
bezpecny pro lidskou spotiebu. Pti piiprave fenolickych extraktti bohatych na antokyany z
rostlinnych materiali se pouzivd okyselené organické rozpoustédlo, nejcastéji methanol
nebo ethanol. Tento systém rozpoustédel denaturuje bunééné membrany, soucasné rozpousti

antokyany a stabilizuje je (Prior et al., 2001; Shi et al., 2005; Xu et al., 2007).

1.1.2 Terpeny a terpenoidy

Terpeny jsou jednoduché uhlovodiky, zatimco terpenoidy (jsou také zndmé jako
1soprenoidy) jsou terpeny s kyslikovou skupinou a dal$imi strukturnimi pfeskupenimi. Tyto

dva terminy se vSak ¢asto zaméiiuji (Boncan et al., 2020).

Terpeny jsou hlavnimi slozkami bylinnych pryskyfic a jsou zodpovédné za béZnou vini
riznych rostlin. Monoterpeny jsou tfidou terpenti, které se sklddaji ze dvou izoprenovych
jednotek, které se nachazeji v esencidlnich olejich extrahovanych z mnoha rostlin. Béhem
poslednich dvou desetileti byla studovéana antimikrobidlni aktivita t€chto sloucenin a n€kolik
praci ukazuje, Ze thymol a karvakrol, které¢ se fadi mezi fenolické monoterpenoidy, jsou

schopny inhibovat rist mnoha bakterii (Paduch et al., 2007).
Karvakrol se bézné vyskytuje mimo jiné v esencidlnich olejich tymidnu a ve studiich

prokazal schopnost inhibovat Staphylococcus aureus a Salmonella Typhimurium (Ashraf

etal., 2023).
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Thymol, ktery existuje téz ve formé slozky esencidlniho oleje tymianu, prokazal
antibakteridlni 0¢inky na Salmonella Typhimurium a Escherichia coli rezistentni
na tetracyklin, Streptococcus pyogenes rezistentni na erythromycin a Staphylococcus aureus
MRSA. Mechanismus ucinku podle mnoha studii zahrnuje rozpad bunéénych membran

(Mahizan et al., 2019).

Lupeol (fytosterol a triterpen) je identifikovdn v mnoha jedlych druzich zeleniny,
ale pfedevSim v pampeliSce. Prestoze vykazuje vyznamnou antimikrobidlni aktivitu,

mechanismus jeho Uc¢inku neni jasny (Siddique a Saleem, 2011).

Za normalnich okolnosti terpeny prokéazaly silngj$i antimikrobidlni aktivitu vici
grampozitivnim bakteriim nez va¢i gramnegativnim. Monoterpeny méni strukturu
membrany zménou svého sloZeni, coz zvySuje tekutost a propustnost a zpuisobuje zmény
v topologii membranovych proteinl, coz zplisobuje naruseni v celém dychacim fetézci.
Spolecné se silicemi jsou soucasti pryskyftic, které jako komplex tvoti ochrannou bariéru

rostliny pfed mikrobialni nakazou (Cowan, 1999; Paduch et al., 2007).
Terpenoidy jsou klasifikovany na zdklad¢ poctu atomil uhliku, které mayji:

hemiterpenoidy (C 5), monoterpenoidy (C 10), homoterpenoidy (C 11,16), seskviterpenoidy
(C 15), diterpenoidy (C 20), sesterpenoidy (C 25), triterpenoidy (C 30), tetraterpenoidy
(C 40) a polyterpenoidy (C > 40, terpenoidy vyssiho fadu) (Boncan et al., 2020).

Vétsina terpenoid ma multicyklické struktury, které se od sebe liSi svymi funkénimi
skupinami a jak jiz bylo zminéno, zdkladnim uhlikovym skeletem. Zejména je mozné
je nalézt ve vysoké koncentraci v reprodukénich strukturach a listech rostlin bezprostiedné

po odkvétu (Boncan et al., 2020).

Cast slou¢enin s nizkou molekulovou hmotnosti znamych jako rostlinné t&kavé latky se
podili na interakcich mezi rostlinou a prostfedim a do urcité miry i na reakci na abioticky
stres. Terpenoidy, které jsou emitovany za ti¢elem komunikace s okolim, se oznacuji jako
t€kavé terpeny a zahrnuji hemi-, mono-, homo-, seskvi- a n¢které¢ diterpenoidy (Dudareva

et al., 2004; Dudareva et al., 2006; Boncan et al., 2020).

Kyselina ursolova, pentacyklicky triterpen, latka, identifikovand v mnoha jedlych rostlinach,
jako jsou jablka, listy majoranky, oregana, rozmarynu, Salvéje, tymianu, kiira ¢erného bezu
a mnoha dalSich rostlin a plodd. Jeji antimikrobiadlni mechanismus uc¢inku je spojen se
schopnosti zpocatku ovliviiovat integritu bakteridlni membrény, nasledovanou inhibici

syntézy proteinti a metabolické drahy. Bylo prokédzano, Ze kyselina ursolova je schopna
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podpofit aktivitu antibiotik a ma destruktivni u¢inky na bunéénou membranu Escherichia

coli (Horiuchi et al., 2007; Kim et al., 2012; Wang et al., 2016).

1.1.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou heterocyklické dusikaté slouceniny, jejichz chemické struktury jsou
extrémné variabilni. Ve své Cisté form¢ vétSina alkaloidii jsou bezbarvé, netékaveé,

krystalické pevné latky bez zapachu, mivajici hotkou chut. Jsou produkovany Sirokou

ey e

Protoze alkaloidy a dal$i alelochemikdlie obsahujici dusik slouzi hlavn¢ jako obranné
slouceniny, musi byt pfitomny v adekvatni koncentraci a na spradvném misté a ve spravny
¢as. To vyzaduje, aby metabolismus alkaloidli byl vysoce koordinovany. Tvorba alkaloidii
Casto zavisi na vyvojovém stadiu rostliny. Obsah a sloZeni alkaloidi se miize ménit v ro¢nim

nebo dokonce dennim cyklu (Wink, 2016).

Jako soli se v rostlinach vazou nejCastéji na organické kyseliny, naptiklad na kyselinu
Stavelovou, jable¢nou, mlécnou a vinnou. Antibakteridlni aktivita alkaloida byla prokézana
uz v minulosti a mnoho studii ukazuji, ze tyto slou¢eniny mohou hrat roli v 1é¢bé mnoha

infek¢énich onemocnéni (Setyorini et al., 2022; Britannica, 2023).

Antimikrobialni aktivita alkaloidi je pfi¢itana jejich schopnosti inhibovat ¢innost efluxnich
pump, jako je tomu 1 v pifipadé piperinu. Tento piperidinovy alkaloid prokazal
antimikrobialni aktivitu proti Staphylococcus aureus a snizil hodnoty minimalni inhibi¢ni
koncentrace fluorochinolonovych antibiotik. Jeho inhibi¢ni ucinek proti MRSA byl

zpisoben jiz zminénou inhibici efluxnich pump (Ashraf et al., 2023).

Berberin je isochinolinovy alkaloid, ktery se nachazi v kiife stonku a kotenech druht drist’alt
a bylo zjisténo, ze ma antimikrobialni aktivitu proti riznym mikrobtim, v€etné bakterii, hub,
prvoku a virl. Mechanismus G¢inku berberinu je pfipisovan jeho schopnosti interkalovat
do DNA, dale inhibovat RNA polymerasy, DNA gyrasu a topoisomerasu IV. Bylo rovnéz
prokazano, Ze inhibuje protein FtsZ (,,Filamenting temperature-sensitive mutant Z*), ¢imz

inhibuje bunécné d€leni (Brynildsen et al., 2013).

Steroidni alkaloidy tomatidin a konesin maji schopnost potencovat G¢inek jinych antibiotik.
Pii pouziti samostatné nebo ve spojeni s aminoglykosidovymi antibiotiky prokazal
tomatidin, ktery se nachazi v rostlinach jako jsou raj¢ata a brambory, antimikrobialni aktivitu

proti Staphylococcus aureus. Mohl by rovné€z pozit jako potenciator ucinku antibiotik



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

ruznych tfid, jako je ampicilin, ciprofloxacin a gentamicin, pokud se pouziva k 1é¢b¢ infekci
zpisobenych bakteriemi Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus nebo

Enterococcus faecalis (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

1.1.4 Organické slouceniny siry

Organosirné slouceniny jsou organické molekuly obsahujici siru, které jsou zodpovédné za
silné aroma cibule a Cesneku. Jsou také ptfitomny v brukvovité zeleniné, jako je zeli
a brokolice. Bylo zjisténo, ze nékolik organosirnych sloucenin, jako je alicin, ajoen,
dialkenylsulfidy a isothiokyanaty, jsou ucinné proti grampozitivnim i1 gramnegativnim
bakteriim. Vyzkumy odhalily, ze rostliny obsahujici vysoké koncentrace polysulfidii maji

sirokospektralni antibakterialni aktivitu (Boghrati et al., 2019; Eksi et al., 2019).

Diallylthiosulfinat, bézné¢ znamy jako "alicin", je organicka slou€enina siry, kterd je
izolovana z Cesneku. Jeho antibakteridlni ucinek byl pozorovan proti fad€ patogennich
mikrobi, véetné¢ Staphylococcus aureus MRSA, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus epidermidis. Allicin zptusobuje ptfedev§im inhibici funkce
sulthydryl-dependentnich enzymt, véetné alkoholdehydrogenasy a RNA polymerasy, coz je
primérni mechanismus jeho antibakterialni aktivity. Dale bylo prokézano, ze allicin ¢astecné

inhibuje i syntézu proteinti a nukleovych kyselin (Reiter et al., 2017; Nakamoto et al., 2019).

Ajoen, dalsi organosirova sloucenina, neni tak funkéné€ rozmanity jako alicin. Vykazuje vSak
ucinnost proti grampozitivnim i1 gramnegativnim bakteriim spolu s nékterymi kmeny hub,
(Aspergillus niger a Candida albicans). Mechanismus U¢inku je stejny jako u alicinu,

protoze ajoen je také inhibitor sulthydryl-dependentnich enzymi (Nakamoto et al., 2019).

Isothiokyanaty se vyskytuji vyhradné v ¢eledi brukvovité/kapustovité jako je brokolice, zeli,
kvétak a hoicice a vykazuji aktivitu proti oralnim patogenlim a také proti Helicobacter
pylori. Antimikrobidlni mechanismus isothiokyandt neni dosud plné€ objasnén. Spekuluje
se v8ak, Ze jejich aktivita miiZze byt zptsobena jejich reakei s bunéénymi proteiny a enzymy,
které pak brani biochemickym procesim uvnitf buniky. Potvrzeny ucinek isothiokyanata je
inhibice ATP vazebného mista P-ATPasy v bakteriich (Escherichia coli) napadenim
cysteinového zbytku (Breier et al., 2000; Dufour et al., 2015; Barbieri, 2017).
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1.2 Pouziti pfirodnich rostlinnych antimikrobialnich latek pro

konzervaci potravin

Hlavnimi pozadavky na potraviny jsou Cerstvost, pfirozenost a minimalni mira zpracovani.
Pojem pfirozenost, Cerstvost se vztahuje ke zdravym a neupravenym potravindm bez
chemickych konzervanti. Konzumace syrovych potravin, jako je naptiklad ovoce, zelenina,
zivocisné a rostlinné produkty vSak maze zplsobit propuknuti onemocnéni (Hochma et al.,

2021).

Konvencni metody mikrobidlni inaktivace a dekontaminace potravin zahrnuji tepelné
zpracovani, dezinfekci, omyvani vodou, suSeni, mraZeni, chlazeni, ozafovani, baleni
v modifikované atmosfére, a predevSim ptidavani chemickych konzervantl, soli nebo
vyuzivani antimikrobidlnich latek. Ptibyvajici dikazy o Skodlivych ucincich a zdravotnich
rizicich téchto chemickych konzervacénich latek vSak neddvaji jinou moznost nez najit nové
metody, které snizi jejich mnoZstvi v potravinadch. Optimalni alternativou je nahradit je
vhodnymi pfisadami, které nemaji zadné nepiiznivé ucinky. K dosazeni téchto cilii jsou
vhodnymi kandidaty piirodni antimikrobialni slouCeniny, zejména rostlinné extrakty
a slou€eniny izolované zrostlin vykazujici Sirokospektralni antimikrobialni aktivitu

(Hochma et al., 2021).

Ze sekundarnich metabolitii rostlin jsou nejslibnéjS$imi bio konzervacnimi prostiedky
esencialni oleje, rostlinné antimikrobialni peptidy a rostlinné extrakty v ¢isté nebo surové

formé (Hochma et al., 2021).
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2 MOZNOSTI EXTRAKCE BIOLOGICKY AKTIVNACH LATEK
Z ROSTLIN

Koncepce piipravy l1éCive rostliny pro experimentalni ucely zahrnuje spravny a v€asny sbér
rostlin, odpovidajici suSeni a mleti. Poté nasleduje extrakce, frakcionace, izolace bioaktivni
slouceniny a nésledné stanoveni mnozstvi a kvality bioaktivnich latek. Rostlina jako zdroj
1é¢iv si v posledni dobé ziskavd mezindrodni oblibu pro svij ptirodni pivod, dostupnost
v mistnich komunitdch a levnéjS$i ndkup. Také bylinnd medicina mize byt uziteCnou

alternativni lécbou v pfipadé€ ¢etnych vedlejSich ucinki a 1€kové rezistence.

Extrakce je proces separace aktivnich rostlinnych materialti nebo sekundarnich metabolitd,
jako jsou alkaloidy, flavonoidy, terpeny, saponiny, steroidy a glykosidy z inertniho nebo
neaktivniho materialu pomoci vhodného rozpoustédla a standardniho extrakéniho postupu
(Sasidharan et al., 2011; Azwanida, 2015; Ingle et al., 2017). Vybér rozpoustédla zavisi na
typu rostliny, ¢asti rostliny, ktera ma byt extrahovéna, povaze bioaktivnich sloucenin
a dostupnosti rozpoustédla. Obecné se pii extrakci polarni slouceniny pouzivaji polarni
rozpoustédla, jako je voda, methanol a ethanol, zatimco nepolarni rozpoustédla, jako je
hexan a dichlormethan, se pouzivaji pifi extrakci nepolarnich sloucenin. Béhem extrakce
kapalina—kapalina je dulezité vybrat dvé misitelnd rozpoustédla, jako je naptiklad
voda— dichlormethan a voda-hexan. Ve vSech kombinacich je pfitomna voda kvuli jeji

vysoké polarité a misitelnosti s organickym rozpoustédlem.

e Voda - je jedno z nejpolarnéjSich rozpoustédel a pouziva se pii extrakci Siroké skaly
polarnich sloucenin. Jeji vyhody spocivaji v tom, ze rozpousti Sirokou Skélu latek; je
levna, netoxickd, nehoflava a jak jiz bylo zminéno, vysoce polarni. Mezi
nevyhody se fadi jeji podpora rustu bakterii a plisni. Miize zpisobit hydrolyzu a ke
koncentraci extraktu je potieba velké mnozstvi tepla (Das et al., 2010; Tiwari et al.,

2011).

o Alkohol — je téz polarni povahy, misitelny s vodou a mohl by extrahovat polarni
sekundarni metabolity. Mezi jeho vyhody patii jeho samokonzerva¢ni vlastnosti
v koncentraci nad 20 %. Pfi nizké koncentraci je netoxicky a ke zkoncentrovani
extraktu je potfeba malé mnozstvi tepla. Nevyhodou je jeho neschopnost rozpoustét

tuky a vosky, je hoflavy a tékavy (Das et al., 2010; Tiwari et al., 2011).

Sloucenina, kterd ma byt extrahovdna pomoci extrakce kapalina—kapalina, by méla byt

rozpustnd v organickém rozpoustédle.
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Extrakce pevna latka-kapalina je jednou z nejpouzivanéjSich metod extrakce bioaktivnich
sloucenin z riznych matric, které jsou s nimi fyzikalné a chemicky spojeny a musi byt
prevedeny do kapalné faze pomoci procesii rozpousténi nebo desorpce. Tento typ extrakce
se bézn¢ pouziva v potravinarském, Iékaiském a aromatickém pramyslu k ziskani cennych
latek, jako jsou karotenoidy nebo flavonoidy. Za timto ucelem bylo provedeno mnoho studii
s cilem optimalizovat kazdy z faktorti spojenych s extrakci bud’ Cistych sloucenin nebo
standardizovanych extraktli, pozd¢ji analyzovanych na jejich bioaktivni vlastnosti a dalsi
integraci v riiznych primyslovych odvétvich (Ziaedini et al., 2010; Khoddami et al., 2013;
Altemimi et al., 2017; Abubakar et al., 2020).

Rostlinné bioaktivni metabolity lze extrahovat konven¢nimi a modernimi metodami.
Konvenéni metoda zahrnuje vyluh/infuzi, odvar, maceraci, Soxhletovu extrakci
a hydrodestilaci. Moderni metoda zahrnuje extrakci za pomoci ultrazvuku, extrakci za

pomoci mikrovln a extrakei superkritickou tekutinou (Buhian, 2016).

2.1 Vyluh

Jedna se o proces, ktery zahrnuje kontinualni extrakci za horka s pouzitim specifikované¢ho
objemu vody jako rozpoustédla. Vysuseny, rozemlety a praSkovy rostlinny material se umisti
do cisté naddoby, ke kterému se pfileje voda a promichd se. Béhem celého procesu je
aplikovano teplo, aby se extrakce urychlila. Proces trva kratkou dobu, obvykle asi
15 minut. Pomér rozpoustédla k surovému 1écivu je obvykle 4:1 nebo 16:1. Pouziva se pro
extrakci ve vodé€ rozpustného a tepelné stabilniho rostlinného materialu (Sasidharan et al.,

2011; Azwanida, 2015; Majekodunmi, 2015).

2.2 Odvar

Odvar lze definovat jako strategii pouZzivanou pro extrakci drsnych materidlii, jako jsou
koteny a kiry. Existuje maly rozdil od bé&zného procesu louhovani, ktery spociva
v neustalém dopliiovani tepla, aby byla jemné rozdélend bylina nasycena vrouci
vodou. Smés se necha postupné pomalu vafit, na rozdil od silného varu. Pro kompenzaci
ztrat, které mohou vzniknout odpafovanim, se do smési ptidava voda. Po ochlazeni se odvar
prefiltruje a poté se bylina odstrani. Proces trva stejné jako ptiprava vyluhu asi 15 minut

(Sasidharan et al., 2011; Azwanida, 2015; Majekodunmi, 2015; Suna et al., 2019).
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2.3 Macerace

Proces macerace je prastard technika, pii které se do nadoby umisti nahrubo rozdrceny
material, bud’ listy nebo stonkova klira nebo kotfenova kiira, a zalije se pfislusSnym roztokem.
Nadoba se poté uzavie a uchovava pii pokojové teploté po dobu nejméné tii dnti béhem
kterych se pravidelné zamicha, aby se zajistila iplna extrakce. Na konci extrakce se obsah
nadoby zfiltruje. Obecné je ucelem procesu zmekcit a rozlozit pevné materialy, Cimz se zvysi
rozpustnost cilovych molekul. Tato metoda je velmi vhodna pro termolabilni rostlinny
material (Sasidharan et al., 2011; Ujang et al., 2013; Azwanida, 2015; Majekodunmi, 2015;
Liberal et al., 2022).

2.4 Perkolace

Perkolace je proces, pfi kterém rozpoustédlo pomalu prochazi surovymi bylinnymi prasky,
rozpustné slozky jsou extrahovany do rozpoustédla, zatimco nerozpustné slozky zlstavaji
v piistroji. Zatizeni pouzivané v tomto procesu se nazyva perkolator. Jedna se o sklenénou
nadobu tzkého kuzele s otvorem na obou koncich. Vysuseny, rozemlety a jemné rozdrceny
rostlinny materidl se zvlhéi extrakénim rozpoustédlem v Cisté nadobé. Prida se dalsi
mnozstvi rozpoustédla a smés se udrzuje po dobu 4 hodin. Nasledné se obsah pfenese do
perkolatoru s uzavienym spodnim koncem a nechd se stit po dobu 24 hodin. Extrakéni
rozpoustédlo se pak naléva shora, dokud neni vzorovy materidl zcela nasycen. Poté se otevie
spodni Cast perkolatoru a kapalina se nechd pomalu odkapat. Extrakt se odd¢li filtraci
anaslednou dekantaci. Matolin je poté exprimovan a piida se konetné mnozstvi
rozpoustédla, aby se ziskal poZzadovany objem. Hlavni vyhodou této techniky je kratsi doba
zpracovani a vétsi flexibilita. Kromé toho v tomto postupu neni nutné uchylit se ke kroku
filtrace, protoze samotny perkolator ma filtr umistény na dn€, coz umoziuje shromazd’ovani
pouze konecné kapaliny. Navzdory tomu, Ze je u¢innéjSi neZ macerace, protoze se jedna
o konstantni proces, ve kterém se nasycené rozpoustédlo neustdle vyménuje za Cerstvé
rozpoustédlo (Sasidharan et al., 2011; Azwanida, 2015; Majekodunmi, 2015; Siddique et al.,
2020; Zhang et al., 2021).

2.5 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce je proces jinak znamy jako kontinualni extrakce za tepla, ktery zahrnuje
pouziti sklenéného Soxhletova piistroje pro extrakci bylin. Skldda se z banky s kulatym

dnem, extrakéni komory, sifonové trubky a chladice nahote. VysusSeny, rozemlety a jemn¢
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rozdrceny rostlinny materidl se vlozi do porézniho sacku (néprstku) vyrobeného z ¢isté latky
nebo silné¢ho filtraéniho papiru a tésné uzavie. Extrakéni rozpoustédlo se nalije do spodni
banky, nasleduje naprstek do extrakéni komory. Rozpoustédlo se potom zahtiva ze spodni
banky, odpatuje se a prochazi chladi¢em, kde kondenzuje a stéka dolti do extrakéni komory
a tim, ze se dostane do kontaktu, extrahuje léCivo. V duasledku toho, kdyz hladina
rozpoustédla v extrakéni komote dosdhne horni ¢asti sifonu, rozpoustédlo a extrahovany
rostlinny material proudi zpét do banky. Cely proces opakované pokracuje, dokud neni 1€k
zcela extrahovan, coz je bod, kdy rozpoustédlo proudici z extrak¢ni komory nezanechava
zadné zbytky. Tato metoda je vhodna pro rostlinny material, ktery je ¢aste¢né rozpustny
ve zvoleném rozpoustédle a pro rostlinné materialy s nerozpustnymi necistotami. Neni to
vSak vhodna metoda pro termolabilni rostlinné materidly. Vyhodou této metody je fakt,
ze lze vyextrahovat velké mnoZzstvi Zadané latky menSim mnoZstvim rozpoustédla. Je také
pouzitelny pro rostlinné materialy, které jsou tepelné stabilni. Neni nutna zadna filtrace a Ize
pouzit velké mnozstvi tepla. Naopak nevyhodou je neschopnost pravidelného protiepavani
neni mozné a metoda neni vhodnd pro termolabilni materidly (Sasidharan et al., 2011; Tatke

a Jaiswa, 2011; Lope Pihie e al., 2012; Azwanida, 2015; Mohammad et al., 2016).

2.6 Ultrazvukem asistovana extrakce

Byla navrZena fada novych alternativ ke konvenc¢nim technikdm pro extrakci cilovych
sloucenin z riznych matric, naptiklad ultrazvukem asistovana extrakce (UAE) a mikrovinna
extrakce. Tyto nové techniky nabizeji obrovsky potencial snizit nebo eliminovat pouZiti
toxickych chemickych rozpoustédel a zaroven zlepSit efektivitu procesu a zvysit vytézky
extrakce a kvalitu extraktu. Tyto techniky jsou také zndmé jako techniky extrakce za
studena, protoZe teplota béhem procesu extrakce je pomérné nizka a neovlivituje stabilitu
extrahovanych slou€enin. Nové techniky lze také pouzit jako predipravu nebo v kombinaci
s ekologickymi bezpecnymi organickymi rozpoustédly pro zvySeni ucinnosti extrakce
zlepsenim propustnosti bunéénych membran, coz je parametr fidici uc¢innost extrakce

(Tiwari Brijesh, 2015).

UAE je potencialn¢ uzite¢na technologie, protoze nevyzaduje slozité nastroje a je relativné
levna. Tento proces zahrnuje aplikaci zvukové energie o velmi vysoké frekvenci vétsi nez
20 kHz, aby se naruSily vSechny rostlinné buiiky a zvysila se plocha povrchu vzorku pro
pronikani rozpoustédla. V duasledku toho se uvoliiuji sekundarni metabolity. Pfi této metode

by se m¢l rostlinny materidl nejprve ususit, rozemlit na jemny prasek a fadné prosit.
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Ptipraveny vzorek je poté smichan s vhodnym extrakénim rozpoustédlem a vlozen do
ultrazvukového extraktoru. Vysoka akusticka energie urychluje proces extrakce snizenim
pozadavki na teplo. Vyhodou UAE je pouzitelnost pro maly vzorek; zkracuje dobu extrakce
a mnozstvi pouzitého rozpoustédla a maximalizuje vytézek. Nevyhody muze byt obtiznost
reprodukovat tuto metodu a pouziti velkého mnozstvi energie (Pandeya Tripathi, 2014;

Azwanida, 2015; Altemimi et al., 2017).

V posledni dobé¢ je tato metoda Siroce pouzivana pii extrakei riznych fenolickych slou¢enin

z raznych Casti rostlin, jako jsou listy, stonky, plody a semena rostlin (Vinatoru, 2001).

Konvencni techniky extrakce pevné latka-kapalina, vEetné macerace, infuze a Soxhletovy
extrakce, jsou ¢asoveé narocné a pouzivaji velké mnozstvi rozpoustédel (Wang a Weller,

2006).

2.7 Extrakce za pomoci mikrovinnych vin

Mikrovinna extrakce (MAE) je proces vyuzivajici mikrovinnou energii k usnadnéni
rozdeleni analytli z matrice vzorku do rozpoustédla. Hlavni vyhodou této techniky je
zkraceni doby extrakce a objemu rozpoustédla ve srovnani s konvenénimi extrakénimi
technikami. MAE patii mezi pokrocilé extrakéni postupy pii piipravé lécivych rostlin
a dochazi béhem ni ke zvySené extrakci v disledku zmén ve struktuie rostlinnych bunék
zpusobenych elektromagnetickymi vinami. Technika vyuZivd mechanismus rotace dipolu
a pfenosu iontll vytésnénim nabitych iontl pfitomnych v rozpoustédle a materidlu vzorku

(Eskillson et al., 2000; Veggi et al.,2012).

Jedna se o aplikaci elektromagnetického zateni pohybujici se ve frekvencich mezi 0,3 GHz
a 300 GHz. Mikrovlny aplikované pii frekvenci 2450 Hz poskytuji energii mezi
600 a 700 W. Tato technika vyuziva mikrovinné zéteni k bombardovani objektu, ktery miize
absorbovat elektromagnetickou energii a pfeménit ji na teplo. Nasledné vytvofené teplo
usnadiiuje pohyb rozpoustédla do matrice vzorku. Mikrovinnd extrakce se vyznacuje
vyhodou pouziti minimalniho mnozstvi rozpoustédla a doby extrakce a zaroven zvySeni
vytéznosti. Naopak nevyhodou je omezené pouziti této metody, ktera je vhodna pouze pro
fenolické slou€eniny a flavonoidy. Fenolické slouceniny s vySSim poctem substituenti
hydroxylového typu (napf. taniny) a ty, které jsou citlivé na zvySenou teplotu (napf.
antokyany), nemusi byt vhodné pro tento zpiisob extrakce (Sasidharan, S et al., 2011;

Altemimi et al., 2017; Bhan 2017).
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3 PREHLED A CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH ROSTLIN
POUZITYCH V PRAKTICKE CASTI

3.1 Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata)

Jitrocel kopinaty (Obrazek 1) je vytrvald rostlina,
ktera patii do ¢eledi jitrocelovitych (Plantaginaceae).
Listy vyrGstaji v ruzicich, jsou vej€ité az eliptické
s paralelni zilnatinou. Listy jsou lysé a maji celokrajny
nebo nepravidelné zubaty okraj a jsou znamy pro své

vlastnosti pii hojeni ran (Samuelsen, 2000).

V listech jitrocele kopinatého byly potvrzené tyto latky:
Obrazek 1 Jitrocel kopinaty,

e alkaloidy — indikain, plantagoin (Schneider, list
(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

1990),

e flavonoidy — apidenin, plantagin a baikalein; mechanismus antimikrobidlniho
ucinku: inhibice refluxni pumpy NorA

e fenolové kyseliny - derivaty kyseliny kavové (kyselina chlorogenova z vodného
extraktu (Maksyutina, 1971),

e jiné organické kyseliny — methanolové extrakty, kyselina skoficova (Samuelsen,

2000).

3.2 Mata peprna (Mentha piperita)

Mata peprnd (Obrazek 2) je hybrid maty klasnaté a maty
vodni z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Nicméné
ty, které dnes tvofi komer¢ni byliny maty, jsou druhy

rodu Mentha (Riachi et al., 2015).

Listy maty peprné maji charakteristickou, nasladlou,

silnou vini a aromatickou, teplou, Stiplavou chut’

s chladivou dochuti. Esencialni oleje rostliny se

vyznacuji ptevahou menthonu, isomenthonu a rtiznych Obrézek 2 Méta peprnd, list

izomerd mentolu (Riachi et al., 2015). (Zdroj: Vlastni archiv autorky)
V maté peprné byly zjistény pirevazné tyto latky:

e mentol, menton (Sokovic et al., 2009),
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flavonoly — myricetin, epigalokatechin galat, kaempferol; mechanismus
antimikrobialniho ucinku: inhibice refluxni pumpy, inhibice DNA gyrasy (Zheng
a Wang, 2001),

kyselina kavové; mechanismus antimikrobidlniho ucinku: rozruSeni biofilmu
bakterie a inhibice tvorby kyseliny mlé¢né (Singh et al., 2015),

tokoferoly a taniny (Karuza et al., 1996; Sokovic et al., 2009).

Matovy olej nachazi Siroké uplatnéni pii ochucovani zvykacek, cukrovinek, zmrzlin,

dezertll, pe¢iva, tabaku a alkoholickych napoji. Casto se také pouZiva pii ochucovani

farmaceutickych ptipravki (Riachi et al., 2015).

3.3 Jahodnik obecny (Fragaria vesca)

Jahodnik obecny (Obrazek 3) thylidové lesni jahoda,
rostlina z Celedi razovitych (Rosaceae), je bohatym
zdrojem biologicky aktivnich fenolickych slouc¢enin
(Liberal et al., 2014).

Listy jahodniku obecného obsahuji:

fenolové kyseliny (Liberal et al., 2014;
Yildrim et al., 2015),

flavonoidy — kvercetin, kaempferol, kvercetin;

mechanismus  antimikrobialniho  ucéinku: Obrazek 3 Jahodnik obecny,

list
inhibice syntézy nosného proteinu (Ashraf et (Zdroj: Vlastni archiv autorky)
al., 2023),

ttisloviny, (Mubarack et al., 2011; Ivanov et al., 2015),
hydrolyzované taniny — katechiny, pficemz hlavni fenolickou slouc¢eninou jsou

ellagitaniny (Kanodia a Swarnamoni, 2008; Mudnic et al., 2009).
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3.4 Kopriva dvoudoma (Urtica dioica)

Koptiva dvoudoma (Obrazek 4) je plevelna vytrvala
rostlina z celedi kopftivovité¢ (Urticaceae), znama
svymi zahavymi listy. Konce listi a stonkii maji
Spicky, které se pii otirdni odlamuji a odhaluji

jehlicky, které propichuji  kizi. Injikuji  smés

acetylcholinu, kyseliny mravenci a histaminu, coz
zpusobuje svédivou, palivou vyrdzku (Jakubczyk

et al., 2015; Petruzzello, 2024).

Obrazek 4 Koptiva dvoudoma,

list
Kopiiva dvoudoma se vyznacuje vysokym obsahem: (Zdroj: Vlastni archiv autorky)
e fenolickych latek — nejreprezentovanéjsi kyselinou kévovou a kyselinou

protokatechovou,
e flavonoidl jako je rutin, isoquercetin a quercetin; mechanismus antimikrobialniho

ucinku: inhibice efluxni pumpy, inhibice alanin ligasy u Escherichia coli (Zenao

et al., 2017).

3.5 Libecek Iékarsky (Levisticum officinale)

Libecek lekatsky (Obrazek 5), rostlina z celedi
mifikovitych (Apiaceae), je zndma aromaticka rostlina,
ktera se bézné¢ pouziva v potravinach, dochucovadlech
a lécivych pripraveich. Esencialni olej je aromaticka
kapalina, kterou lze izolovat z kofent libecku,
nadzemnich ¢asti a semen destilaci a extrakci

(Venskutonis, 2016; Jakubczyk et al., 2020).

Obrazek 5 Libecek 1¢karsky,
list
obsaZenych v libecku jsou: (Zdroj: Vlastni archiv autorky)

Hlavnimi  skupinami  sekundarnich  metaboliti

e silice, terpeny, polyfenoly, alkaloidy (Venskutonis, 2016; Jakubczyk et al., 2020).
Velkou skupinu bioaktivnich latek pfitomnych v listech libecku tvoii fenolické slouceniny
reprezentované ndasledujicimi podskupinami: fenolové kyseliny, flavonoidy stilbeny,

(kumariny), tfisloviny a chinony (Venskutonis, 2016; Jakubczyk et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/caffeic-acid
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3.6 Dobromysl obecna (Origanum vulgare)

Dobromysl obecna (Obrazek 6) je vyznamna léciva
bylina z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae).
V olejich a rtiznych extraktech z dobromysli bylo dosud

rozpoznano pies 100 tékavych i netékavych slozek.

Na zékladé¢ hydrofilnich a hydrofobnich vlastnosti
existuji dvé hlavni skupiny fytochemikalii, mezi které

patii esencidlni oleje a fenolické slouceniny (fenolové

kyseliny, flavonoidy a taniny). Dal$i biologicky aktivni

.. L o 3 Obrazek 6 Dobromysl obecna,
slouceniny se skladaji z terpenoidt a sterolit (Morshedloo

etal., 2017),

wev

list
(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

2022)
e netckavé fenolové kyseliny — konkrétné kyselina rozmarynova,
e flavonoidy - flavony, flavonoly, flavonoidni glykosidy (Skoula et al., 2008),
e terpeny — thymol, karvakol; mechanismus antimikrobidlniho u¢inku: poskozeni
bunécné stény = snizeni zasoby ATP a bunécna smrt (Mahizan et al., 2019),

o tckavé silice (Langeveld et al., 2013).

3.7 Reb¥itek 1ékaisky (Achillea millefolium)

Rebiiek lékaisky (Obrazek 7,8) z eledi hvézdnicovitych (4steraceae), je kvetouci rostlina
vzpiimenad, bylinnd, vytrvald rostlina, ktera vytvari jeden az nékolik stonkt. Kvétenstvi
obsahuje paprscité a kotoucové kveéty, které jsou bilé az rizové, kvetouci od biezna do fijna

(Garcia Oliveira et al., 2021).
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Obrazek 7 Rebiicek l1ékaisky, Obrazek 8 Rebiicek lékaisky,
list kvét
(Zdroj: Vlastni archiv autorky) (Zdroj: Vlastni archiv autorky)

Neustaly zajem o vyvoj potravinaiskych produktii stoupd vzhledem k Sirokému slozeni
rostliny.
Jedna se o pritomnost nasledujicich latek:

e fenolickych sloucenin, konkrétn¢€ chlorogenovych luteolinu,

e flavonoidl — rutinu, apigeninu

e flavonold — kvercetinu,

e t&kavych frakci, prevdzné terpenlt jako je borneol, kafr (Ali et al.,, 2017,

Gawet- Beben, 2020; Mouhid et al., 2020).

3.8 Meésicek 1ékarsky (Calendula officinalis)

Mesicek 1ékarsky (Obrazek 9) je jednoletd rostlina
z ¢eledi hvézdnicovitych (A4steraceae), kterd kvete od
kvétna do fijna. Jeji zluté az oranzové kvéty se pouzivaji
pro lécivé ptipravky.

V tomto druhu se nachazeji pfevazné nasledujici

chemické skupiny:

e terpeny — seskviterpeny, lykopen (tetraterpen),
Obrazek 9 Mésicek 1¢karsky,
kvét

(Efstratiou et al., 2012), (Zdroj: Vlastni archiv autorky)

e triterpenové saponiny, triterpenové alkoholy

e flavonoidni glykosidy, fenolové kyseliny, (Ramos et al., 1998; Faria et al., 2011).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

3.9 Pampeliska lékarska (Taraxacum officinale)

Pampeliska lékatska (Obrazek 10) je bylinna vytrvala
rostlina z ¢eledi hvézdicovitych (Asteraceae) pivodem
z Asie.

Nékolik studii uvadi obsah Siroké Skaly sloucenin,

vcetng fenolickych sloucenin, terpent, které jsou
zminovany jako zodpovédné za 1éc¢ivou aktivitu
ruznych rostlin. Autofi uvadéji ptitomnost téchto latek:

e terpenoidil, terpenti — lupeol,

e flavonoidl — kumarinti, fenolt, flavonti (Fabri  Obrazek 10 ampeliéka 1ékaiska,

et al.,2011; Diaz et al., 2018). kvét
(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

3.10 Bez ¢erny (Sambucus nigra)

Bez cerny (Obrazek 11) je 1é€ivy kef nebo maly strom

druhu z celedi pizmovkovité Adoxaceae (Boroduske

etal.,, 2021). Kvétiny maji silnou pfijemnou vuni
a tradi¢né se pouZzivaji k ochuceni vina, ¢aje a ptidavaji
se do tésta pouzivaného k ptipraveé peciva (Tundis et al.,

2019; Przybylska-Balcerek et al., 2021).

Vétsina slozek kvétinovych aromatickych sloucenin

bezu cerného je terpenoidniho pivodu a zahrnuji Obréizek 11 Bez Serng, kvt

monoterpeny. Kvéty i listy ¢erného bezu jsou bohatym (Zdroj: Vlastni archiv autorky)

zdrojem bazickych latek (flavonoidy).

Studie dokazali, Ze na antibakterialni aktivitu extraktti z ¢erného bezu nejvétsi vliv:
e apigenin, rutin — flavonoidy (Gorlenko et al., 2020),
e kempferol, kvarcetin — flavonoly,
e fenolové kyseliny — kyselina chlorogenova, kyselina sinapova

e ostatni organické slouceniny — kyselina ferulova, protokatechuova (Jergensen et al.,

2000; Tundis et al., 2019).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pomiicky

e Zakladni laboratorni — mikrobiologické — pomicky
e Laboratorni sklo

e Filtracni papir

e Paratka

e Titanova MALDI desticka (Brucker)

4.2 Pristroje

e (Chladnicka

e Mikrovlnna trouba 700 B1 (Silvercrest)

e Automatické pipety (Finnpipette)

e Digitalni vaha (Testline)

e Termostat blokovy suchy Bio TDB-100 (Biosan)
e Tiepacka vortex (NEOTEC)

e Densitometr (Erba Lachema)

e Lataliv anaerobni systém (Trios)

¢ Biologicky termostat (Thermo scientific)

e Hmotnostni spektrometr MALDI Biotyper sirius systtm (MALDI-TOF-MS)
(BioVendor)

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

e Fyziologicky roztok (Versylene)

e Destilovana voda (Fisher chemical)

e Parafinovy olej (Fagron)

e Ethanol 96% (TechniSolv)

e Matrice pro MALDI-TOF-MS (Kyselina skoficova) (Brucker)
e Organické rozpoustédlo (100% acetonitril + 2,5% kyselina trifluoroctova) (Brucker)
e Brucker bakterialni standard (BTS) (Brucker)

e Kyselina mravenci 70% (Lach-ner)

e Bruker Bacterial Test Standard (Brucker)

e Krevni agar (LabMediaServis)

e McConkey agar (Trios)

e Mueller-Hinton agar (LabMediaServis)

e Mueller-Hinton agar s ptimési krve (LabMediaServis)
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4.4 Priprava extrakti

Vybrané rostliny pro vyuziti v praktické ¢asti byly nasbirany v obdobi od ¢ervna do srpna
roku 2023 v okoli obce Nova Sidla v okrese Svitavy v Pardubickém kraji. Casti rostlin byly
suSeny mimo piimé slunecni svétlo pii pokojové teploté v susici siti tfi az pét tydnt.
Nasledné ususené rostliny byly rozdrcené tlouckem na jemny prasek a dle postupi
uvedenych v podkapitolach 4.4.1-4.4.3. byly piipraveny jednotlivé extrakty z testovanych

rostlin. Pfehled pouzitych rostlin a jejich ¢asti je prezentovan v tabulce 2.

Tabulka 2 Ptehled pouzitych rostlin a jejich ¢asti

Nazev rostliny Pouzita cast
Titrocel kopinaty list

Mata peprna list
Jahodnik obecny list
Kopfiva dvoudoma list
Dobromysl obeena list
Rebiicek lekaisky list, kvét
Mesicek lékarsky levét
Pampeligka lekaiska ket
Libeéek lekaisky list

Bez éemny kevet

V praktické ¢asti bylo pfipraveno z ususenych rostlinnych vzorki Sest typt extraktt. Tyto
extrakty vytvofili tfi pomyslné dvojice a jejich u¢inek na indik4torové bakterie byl dale ve

vysledkové ¢asti porovnavan.
4.4.1 Priprava nilevu

4.4.1.1 Nalev piipraveny pii 100 °C

Nalev byl pfipraven dle prace autorii Studzinska et al. (2021). Deset gramtl vzorku byl zalit
100 ml destilované vody o teploté¢ 100 = 1 °C. Byliny byly louhovany pod krytem po dobu

15 minut. Nasledné byl vodny vyluh ptefiltrovan a vysledny extrakt byl uchovavan v lednici.

4.4.1.2 Nalev piipraveny podle doporucené teploty

Pro ptipravu vodného vyluhu, demonstrujici domadci ptipravu ¢aje, bylo pouzito 10 g vzorku,

ktery byl zalit 100 ml destilované vody o vhodné teploté. Teplota vody (70-90 °C) a doba
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louhovéni (5-10 min) byla zavisld na konkrétnim druhu rostliny. Nalevy ziskané z list
rostlin byly pfipraveny pii vyssich teplotach a vzorky z kvéta pii 70 °C. Ziskany vyluh se

prefiltroval a poté uchovaval v lednici.

4.4.2 Macerace

Vodné a ethanolové maceraty byly piipraveny dle odbornych publikaci autorti Orhan et al.

(2012) a Gallo et al. (2020).

4.4.2.1 Vodny macerat

Vodny macerat (Obrazek 12) se pfipravil navaZzenim 10 g vzorku a umisténim do
uzaviratelné nadoby spolu se 100 ml destilované¢ vody o pokojové teploté 20 += 1 °C.
Suspenze se ponechala pti pokojové teploté po dobu 3 dnli. Smés byla vzdy dvakrat denné
promichéna a na konci macerace byl extrakt ziskadn filtraci. Poté se extrakt uchovaval

v lednici do doby spotieby (Orhan et al.,2012; Gallo et al., 2020).

Obrazek 12 Vodné maceraty
(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

4.4.2.2 Ethanolovy macerdt

K 10 g navazce vzorku se ptidalo 100 ml 96% ethanolu a po promichéni a se smes ponechala
3 dny macerovat pii pokojové teploté. Po dobu macerace byla smés vzdy dvakrat denné
promichéana. Extrakt byl nasledné ptefiltrovan (Obrazek 13). Pfed samotnym testovanim se
ze vzorku odebral 1 ml extraktu a za pouziti termobloku se odpaftilo rozpoustédlo do objemu
250 pl. Vicko mikrozkumavky bylo zajisténo parafilmem a vzorek byl pfipraven k uchovani

v lednici pii 2—4 °C (Orhan et al., 2012; Gallo et al., 2020).
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Obrazek 13 Ethanolové maceraty

(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

4.4.3 Mikrovinna extrakce (MAE — microwave assisted extraction)
Extrakty byly pfipraveny dle odbornych publikaci autorti Pan et al. (2012), Nkhili et al.
(2009) a Ujang et al. (2013).

4.4.3.1 Extrakce vodou (MAE H>0)

Deset gramti vzorku a 200 ml destilované vody bylo smichéno a suspenze se nechala tfepat
90 minut pii pokojové teploté. Poté byl vzorek pfenesen do mikrovinné trouby. Extrakce
byla provedena pii kontrolovaném mikrovlnném vykonu 600 W pfi teploté 80 °C po dobu
8 minut. Po extrakci se nechala naddoba s extraktem vychladnout na teplotu mistnosti (Pan

et al., 2003; Nkhili et al., 2009; Ujang et al., 2013).

4.4.3.2 Extrakce ethanolem (MAE Eth.)

K 10 g vzorku se ptidalo 200 ml roztoku ethanol-voda v poméru 1:1 (v/v). Takto pfipravena
suspenze se tiepala po dobu 90 minut pfi teploté mistnosti. Po kroku pfedbézné upravy byl
vzorek extrahovan stejné jako u extrakce vodou — pii kontrolovaném mikrovinném vykonu
600 W pfti teplote¢ 80 °C po dobu 4 minut. Po extrakci se nechala nddoba vychladnout na
teplotu mistnosti (Pan et al., 2003; Ujang et al., 2013).
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4.5 Testované kmeny bakterii

4.5.1 Prehled a charakteristika vybranych kmeni

Pro zpracovani experimentalni ¢asti diplomové prace byly vyuzity mezindrodni standardni
referencni kmeny, které disponuji svoji antibiotickou citlivosti. Tyto kmeny byly ziskany
z Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC). Dale byly testovany citlivé
a multirezistentni kmeny ziskané ze sbirky kultur v Oddéleni klinické mikrobiologie

Chrudimské nemocnice (viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Ptehled testovanych bakteridlnich kmeni

Nazev bakterie Zkratka Puvod Podminky kultivace
Salmonella enteritidis S. enteritidis izoldt CHN OKM |[teplota 37 °C, 24 hodin
Yersinia enterocolitica Y. enterocolitica  |izoldt CIIN OKM |teplota 37 °C, 24 hodin
E.sc_‘her:’c'??ffz coli E. coli CNCTC teplota 37 °C, 24 hodin
CNCTC 5276

Escherichia coli ESBL E. coli ESBL izoldt CHN OKM [teplota 37 °C, 24 hodin
Bacillus cereus B. cereus izoldt CHN OKM [teplota 37 °C, 24 hodin

85 % N, 10 % CO,, 5 % O,

C lobacter coli C. coli izoldt CHN OKM .
ampyroodcter cott 1zo teplota 40 °C, 48 hodin

Staphvlococcus aureus,
CNCTC 5480
Staphylococus aureus MRSA[S. aureus MRSA  |izoldt CHN OKM |teplota 37 °C, 24 hodin
Enterococcus faecalis,
CNCTC 5483

CHN OKM — Chrudimska nemocnice, Oddéleni klinické mikrobiologie; CNCTC — Ceska

S. aureus CNCTC teplota 37 °C. 24 hodin

E. faecalis CNCTC teplota 37 °C, 24 hodin

narodni sbirka typovych kultur; ESBL - [P-laktamasy s rozsifenym spektrem;

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

4.5.2 Identifikace bakterii pomoci MALDI — TOF

Kazdy bakterialni kmen vyuZit v diplomové praci byl identifikovan pomoci hmotnostni
spektrometrie, MALDI TOF (Matrix assisted Laser Desorption/Ionization — Time of flight),
konkrétné MALDI Biotyper sirius systém. Z izolace star¢ 24 hodin byla cista bakterialni
kultura z jedné izolované kolonie nanesena piimo na spoty ocelové desticky ve dvou
paralelach o rozdilném mnozstvi nanesenych bun¢k. Vzorky byly ihned pfevrstveny 1 pl
98% roztoku kyseliny mravenci. Po zaschnuti vzorkG (10 min) byly piekryty 1pl
matricovym roztokem a ponechany krystalizaci (10 min). Matricovy roztok ptfedstavoval

nasyceny roztok kyseliny skoficové v 100% acetonitrilu s 2,5% kyseliny trifluoroctoveé.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Po zaschnuti byla ocelova desticka vlozena do spektrometru a identifikovana pomoci

knihovny hmotnostnich spekter pfistroje.

4.5.3 Uchovavani testovanych kmenu

Testované bakterialni kmeny byly nejdiive pomnozeny v BHI bujonu pii teploté 37 °C po
dobu 42 hodin. Poté byly jednotlivé kmeny naockovany na krevni agar a kultivovany
24 hodin pii teploté 37 °C s vyjimkou C. coli, ktery byl inkubovan za mikroaerofilnich
podminek (85 % N2, 10 % COz, 5 % O2) za pouziti inkubatoru s variabilni atmosférou a kviili
jeho Spatné udrzitelnosti byl okamzit€ po zachytu v klinické laboratoii otestovan na
pripravené extrakty. Narostené kultury byly skladovany pii chladnickové teploté. Kazdy
tyden byly kmeny pasdzovany a nasledné kultivovany v BHI bujénu podle jiz zminénych

podminek.
4.6 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

4.6.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterialni suspenze byla pfipravena odebranim né¢kolika kolonii a rozetfenim o sténu
zkumavky fyziologickym roztokem. Suspenze bakterii odpovidala 0,5 McFarlandovy
zédkalové stupnice (to odpovida piiblizné 1,5 x 10 CFU/ml). DodrZeni koncentrace je
dalezité, jelikoz mnozstvi resuspendovanych bunék muize zpisobit falesné pozitivni nebo
fale$né negativni vysledky. Stanoveni se tedy provedlo srovnanim se standardnim roztokem
pomoci denzitometru, kalibrovaného pravé na McFarlandovu stupnici (Diez-Aguilar et al.,

2015; Eucast, 2020).

4.6.2 Antimikrobialni test diskovou difiizni metodou

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byla pouzita diskova difizni metoda. V laminarnim
boxu byla nanesena na povrch agaru piislusna bakterialni suspenze o zakalu 0,5 McF pomoci
sterilniho tamponu a dikladné rozetfena ve tfech smérech. Zasobni roztok extraktu byl
pouZit o koncentraci 100 % (v/v). Deset mikro litrG kazdého fedéni bylo impregnovano do
sterilnich prazdnych diskli o priméru 6 mm. P&t mikro litri extraktu bylo stfidavé naneseno
na obé¢ strany diskil a ponechano zaschnout. Destilovana voda a disky napInéné ethanolem
byly pouzity jako negativni kontroly pro vodné a ethanolové extrakty, v daném pofadi.
Vsechny disky byly pied aplikaci na nanesenou bakteridlni suspenzi zcela vysuSeny.

Pozitivni kontrolu pro jednotlivé bakteridlni kmeny demonstrovaly specifické antibiotické
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disky. Podle druhii bakteridlniho kmenu probéhla kultivace v termostatu pfi teploté 37 °C,
24 hodin nebo za mikroaerofilnich podminek (85 % Nz, 10 % CO2, 5 % O2) za pouziti
inkubatoru s variabilni atmosférou. Antibakteridlni aktivita byla hodnocena piitomnosti
a méfenim prumeéru inhibi¢ni zony kolem plotének (Obrazek 14). Test byl opakovan tiikrat.
Antibakteridlni aktivita byla vyjadfena jako stfedni zdéna inhibi¢nich primérti (mm)

produkovana pfitomnou latkou (Razmavar et al., 2023).

Obrazek 14 Inhibiéni zoény vytvofené plisobenim
ethanolového maceratu proti Staphylococcus aureus

(1 — Jitrocel kopinaty, 2 — Mata peprnd, 3 — Jahodnik obecny,
4 — Koptiva dvoudoma, 5 — Dobromysl obecna; Zdroj: Vlastni
archiv autorky).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

5 VYSLEDKY

5.1 Provedeni testovani

Bylo zhotoveno celkem 66 rostlinnych extraktti z 11 druhti bylin, k jejichz piipravé byly
vyuzity metody popsany v kapitole 4.4 Piiprava extrakti. Antimikrobidlni Gi¢inek ziskanych
latek byl nasledné testovan v tripletu pravé pomoci diskové difizni metody a za vysledek

byl prezentovan prumér velikosti vytvorenych zén v mm spolu se smérodatnou odchylkou.

V celém prabéhu vyhodnocovani vysledkt praktické ¢asti figuruji extrakty rostlin pro lepsi
ptehled pod piislusSnym ciselném oznacenim (Obrazek 15). Z kazdého rostlinného vzorku
bylo piipraveno Sest extraktu, které tvofili tfi pomyslné dvojice, jejichz G€inek byl navzajem

porovnavan.

1 m2 =3 m4 =5 =6 m7 =8 =9 m 10 =11

litrocel kepinaty - list = Mata peprna - list m Jahodnik obecny - list = Kepfiva dvoudoma - list
= Dobromysl checna - list u Rebfitek l&kafsky - kvit m Rebiitek |&kaisky- list m Mésicek |Ekaisky - lvét
m Pampeliska lékaiska - kvét m Libecek lékafsky - list m Bez cerny - kvét

Obrazek 15 Prehled jednotlivych pouzitych rostlin
(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

Pro piehlednéjsi vyhodnoceni vysledkii byl vytvofen i souhrn pouzitych vybranych
mikroorganisml (Obrazek 16). Kazdy bakterialni kmen je charakterizovan svoji barvou

v celkovém vyhodnocovani vysledki praktické ¢asti této diplomové prace.

W S. enteritidis W Y. enterocolitica M E. coli W E. coli ESBL m C. coli

W B. cereus S. aureus W S. aureus MRSA W E. faecalis

Obrazek 16 Prehled testovanych bakterialnich kment
(Zdroj: Vlastni archiv autorky)

5.2 Antimikrobialni aktivita rostlinnych extrakti

5.2.1 Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata)

Antimikrobidlni G¢inek byl pozorovan u 4 druhu extraktl ze 6 testovanych (Tabulka 3).
Nalev pfipraveny pii 80 °C inhibi¢né pusobil proti S. aureus tvorbou inhibi¢ni zény
o velikosti 9,4 + 0,1 mm. Dale byl zjiStén inhibi¢ni G¢inek vodného maceratu na E. feacalis
(12,6 £ 0,2 mm), Y. enterocolitica (12,1 £ 0,1 mm) ana S. aureus (8,6 £ 0,1 mm), jehoZ rlst
zastavil 1 ethanolovy macerat vytvofenim zony kolem disku 11,6 + 0,1 mm. Dale byl

ethanolovy macerat aktivni proti rezistentni E. coli ESBL (8,3 + 0,1 mm) a B. cereus
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(9,9+0,1 mm). Mikrovinnd extrakce ethanolem (dale pouze MAE Eth.) projevila
antimikrobidlni u¢inek pouze proti dvojici bakterii E. coli (9,4 £ 0,1mm) a E. coli ESBL
(10,1 £ 0,2 mm).

Vici pusobeni latek obsazenych ve zkoumanych extraktech z jitrocele byl nejvice citlivy

kmen S. aureus, jehoz rist byl inhibovan 3 riznymi extrakty ze 6 testovanych.

Tabulka 4 Antimikrobidlni aktivita extraktl z jitrocele kopinatého na testované bakterialni
kmeny [prumérné velikosti inhibi¢nich zon + SD v mm, (-) Zadny inhibi¢ni Gc¢inek,
MAE — mikrovinna extrakce]

Jitrocel kopinaty - primérné hodnoty inhibi¢nich zon [mm] + SD extrakti

Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikitorové bakterie 100 °C 80 *=C macerat | macerat H-0 Eth.
Salmonella enteritidis - - - - - -
Yersinia enterocolitica - - 12.1=0.1 - - -
Escherichia coli - - - - - 9.4=0.1
Escherichia coli ESBL - - - 83=0.1 - 10,1 =0.2
Campylobacter coli - - - - - -
Bacillus cereus - - - 9.9=0.1 - -
Staphylococcus aureus - 94=01 8.6=0.1 11.6=0.1 - -
Staphylococus aureus MRSA - - - - - -
Enterococcus faecalis - - 12,6 =0.2 - - -

5.2.2 Mata peprna (Mentha piperita)

Extrakty z maty peprné (5/6) nejvice pusobily na testované grampozitivni bakterie. V§echny
grampozitivni kmeny prokézaly citlivost alespoii na jeden z testovanych extrakti. Velikosti
inhibi¢nich zén se pohybovala vrozmezi 8,1-24,4 mm. Nejvétsi inhibiéni zoéna
(24,4 + 0,2 mm) byla detekovana po plisobeni ethanolového maceratu na S. aureus.
Obdobné velka inhibi¢ni zéna (19,1 +£ 0,1 mm) byla pozorovana i u kmene B. cereus.
Naopak vodny macerat na kmen S. aureus inhibi€né nepiisobil, avSak jako jediny
ztestovanych extraktd inhiboval rlst meticilin-rezistentntho kmene S. aureus

9,5+ 0,1 mm).

Z vysledki uvedenych v tabulce 4 je patrné, Ze nejcitlivéjsi bakterii na extrakty pfipravené

z listl maty peprné byl jednoznacné E. feacalis. Inhibi¢ni zony byly pozorovany po pisobeni
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Ctyt ze Sesti testovanych extraktd této rostliny, konkrétné po plisobeni nalevu ptipravené¢ho
pti 100 °C, vodného maceratu, ethanolového maceratu a vodného mikrovinného extraktu
(dale jen MAE H>O) Velikosti vytvofenych inhibi¢nich zén se pohybovala v rozmezi
8,1- 13,5 mm.

Z testovanych gramnegativnich bakterii projevili citlivost pouze Y. enterocolitica a E. coli
ESBL. Inhibi¢ni zény byly pozorovany pouze po plsobeni nalevu ptipraveného pii 80 °C.
U Y. enterocolitica byla detekovana inhibicni zona o velikosti 9,5 £ 0,2 mm au E. coli
o velikosti 9,4 +£ 0,1 mm. Ostatni testované gramnegativni kmeny byli rezistentni vici
pusobeni zkoumanych extraktd z maty peprné.

Tabulka 5 Antimikrobialni aktivita extrakti z maty peprné na testované bakterialni kmeny

[primérné velikosti inhibi¢nich zon = SD v mm, (-) zddny inhibi¢ni G¢inek,
MAE — mikrovinna extrakce]

Mata peprna - prumérné hodnoty inhibiénich zon [mm] = SD extrakti

Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatorové bakterie 100 °C 80 °C macerat | macerat H,0O Eth.
Salmonella enteritidis - - - - - -
Yersinia enterocolitica - 05=0.2 - - - -
Escherichia coli - - - - - -
Escherichia coli ESBL - 94=0.1 - - - -
Campylobacter coli - - - - - -
Bacillus cereus 17.2=0.2 - 16,9=0,1/19.1=0.1 - -
Staphylococcus aureus - 0.7=0.1 - 24.4=0.2 - -
Staphyviococus aurenus MRSA - - 9.5=0.1 - - -
Enterococcus faecalis 8.5=0.2 - 8.1=0.1/13.5=0.2/123=0.2 -

5.2.3 Jahodnik obecny (Fragaria vesca)

Z tabulky 6 je patrné, ze vSechny testované mikroorganismy, s vyjimkou S. enteritidis
a S. aureus MRSA, byly citlivé vii¢i plisobeni nalevu piipraveného pii 100 °C. Inhibi¢ni
zony se pohybovaly v rozmezi 7,8—15,4 mm. Nejvétsi inhibicni zéna (15,4 £ 0,1 mm) byla
detekovédna u B. cereus a dale sestupné u: Y. enterocolitica (13,3 = 0,2 mm), S. aureus
(11,7+ 0,3 mm), E. coli (10,4 = 0,3 mm), E. coli ESBL (9,5 £ 0,3 mm), C. coli
(9,3 £0,2 mm), E. feacalis (7,8 £ 0,2 mm). Naopak nélev pfipravovany pii 80 °C vytvofil

inhibi¢ni zénu pouze proti dvéma gramnegativnim bakteriim: E. coli (10,8 = 0,1 mm)
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a C. coli (8,8 £ 0,2 mm). Z dal$ich testovanych extrakti, ktery inhibi¢né€ pasobil na alespon
jeden ze zkoumanych indikatorovych mikroorganismi, je vodny macerat a MAE H>O.
Vodny macerat zjahodniku inhiboval Y. enterocolitica (13,9 + 0,2 mm), B. cereus
(15,9+ 0,2 mm) a E. feacalis (8,1 = 0,1 mm). MAE H>O inhibi¢n¢ ptlisobila pouze proti
E. feacalis (13,2 £ 0,2 mm).

Nejcitlivejsi bakterii byla jako v prechozim ptipad¢ E. feacalis, jejiz rist byl inhibovan
po pusobeni tfech rtiznych extraktt, tj. nalev (100 °C), vodny macerat a MAE H-O.
Tabulka 6 Antimikrobidlni aktivita extraktti z jahodniku obecného na testované bakterialni
kmeny [primérné velikosti inhibi¢nich zoén + SD v mm, (-) zadny inhibi¢ni ucinek,
MAE — mikrovinna extrakce]

Jahodnik obecny - primérné velikosti inhibiénich zén [mm] £ SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatorové bakterie 100 °C 80 °C macerat | macerat H,0O Eth.
Salmonella enteritidis - - - - - -
Yersinia enterocolitica 13.3=0.2 - 13.9=0.2 - - -
Escherichia coli 10.4=0310.8+0.1 - - - -
Escherichia coli ESBL 0.5=0.3 - - - - -
Campylobacrer coli 03=028.8=0.2 - - - -
Bacillus cereus 154=0.1 - 159=0.2 - - -
Staphylococcus aureus 11,7+ 0.3 - - - - -
Staphyviococus aurenus MRSA - - - - - -
Enterococcus faecalis 7.8=0.2 - 8.1=0.1 - 13.2=0.2 -

5.2.4 Koptiva dvoudoma (Urtica dioica)

VSechny extrakty pfipravené z kopfivy dvoudomé vykazovaly antimikrobidlni aktivitu proti
alespon jednomu z indikatorovych kmenti. Z tabulky 7 je patrné, Ze ethanolovy macerat byl
ze vSech pouzitych typu extrakce nejucinngj$i. Plsobil inhibicné na dvé testované
gramnegativni bakterie: E. coli (9,3 = 0,2 mm), E. coli ESBL (9,1 + 0,1 mm) a na dvé
grampozitivni: B. cereus (11,2 = 0,1 mm) a S. aureus (16,4 = 0,3 mm). Zminénd inhibi¢ni
zona S. aureus byla po pusobeni extraktl z kopiivy ze vSech zmétenych nejvétsi. MAE H>O
zastavila rast pouze grampozitivni bakterie S. aureus vytvorenim zony o velikosti
10,5 + 0,4 mm. MAE Eth. naopak ptisobila pouze proti gramnegativni bakterii £. coli ESBL

vytvofenim zony 11,2 £ 0,1 mm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Ostatni vodné extrakty aktivné plisobili pouze proti grampozitivnim bakteriim. Vodny nalev
(100 °C) pusobil tvorbou inhibi¢ni zony o velikosti 8,6 = 0,1 mm proti E. feacalis.
Pisobenim vodného nalevu piipraveného pii teploté 90 °C a vodného maceratu byl zjistén
inhibi¢ni G¢inek pouze proti jediné bakterii S. aureus (11,2 +0,3 mm — nalev 90 °C)

a(9,9 £ 0,1 mm — vodny macerat).

Vici pusobeni latek obsazenych ve zkoumanych extraktech z koptivy byl nejvice citlivy
kmen S. aureus, jehoz rist byl inhibovan 4 rGznymi extrakty ze 6 testovanych, tj. nalev
90 °C, vodny i ethanolovy macerat a MAE H>O.
Tabulka 7 Antimikrobialni aktivita extraktti z kopfivy dvoudomé na testované bakterialni
kmeny [primérné velikosti inhibi¢nich zo6n £ SD v mm, (-) Zadny inhibi¢ni u¢inek,
MAE — mikrovinna extrakce]

Kopiiva dvoudoma - primérné hodnoty inhibiénich zén [mm] £ SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatoroveé bakterie 100 °C 00 °C macerat | macerat H,O Eth.
Salmonella enteritidis - - - - - -
Yersinia enterocolitica - - - - - -
Escherichia coli - - - 0.3=0.2 - -
Escherichia coli ESBL - - - 0.1=0.1 - 11.2=0.1
Campvlobacter coli - - - - - -
Bacillus cereus - - - 11.2=0.1 - -
Staphylococcus aureus - 11.2+0.3/9.9=0.1 16.4=0,3 10.5=04 -
Staphyvlococus aureus MRSA - - - - - -
Enterococcus faecalis 8.6=0.1 - - - - -

5.2.5 Dobromysl obecna (Origanum vulgare)

Z vysledkii uvedenych v tabulce 8 lze vidét, Ze vSechny extrakty vykazovaly antimikrobidlni
aktivitu proti alesponn jednomu zindikatorovych kmenti s vyjimkou MAE Eth.,
ktera neprojevila Zadny inhibi¢ni u¢inek viici testovanym bakteriim.

Pfipravenym extraktim z dobromysli dominoval svym antimikrobialnim U¢inkem
jednozna¢né vodny nalev (100 °C). Tento extrakt zastavil rist sedmi bakterii z deviti
testovanych: B. cereus (12,7+0,3 mm), E.coli ESBL (12,4+0,1 mm), S. aureus
(12,2 + 0,1 mm), E. coli (12,1 £ 0,1 mm), S. enteritidis (11,3 = 0,3 mm), Y. enterocolitica
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(10,3 +£0,2 mm) a E. feacalis (9,7 + 0,3 mm). Nélev ptipraveny pii teploté¢ 80 °C piisobil
inhibicné pouze proti dvéma gramnegativnim bakteriim: S. enteritidis (10,6 £ 0,3mm)
a Y. enterocolitica (12,3 £ 0,2 mm). U Y. enterocolitica byla po plisobeni vodného maceratu
zméfena podobna zona, ato o velikosti 12,9+ 0,1 mm. Dale ptsobil vodny macerat
pfevazné na grampozitivni bakterie (3/4). Jeho aktivita byla potvrzena vytvofenim
inhibi¢nich zén proti S. aureus (12,5 = 0,1 mm), S. aureus MRSA (13,0 £ 0,2 mm). Rast
grampozitivnich bakterii inhiboval i1 ethanolovy macerat, ktery byl aktivni proti B. cereus
(12,6 £ 0,2 mm) a S. aureus (8,8 = 0,1 mm). U MAE H>O byl zjistén inhibi¢ni u¢inek pouze
proti E. feacalis (10,6 £ 0,2 mm).

Mezi nejcitlivéjsi bakterie proti plsobeni extraktii z dobromysli patfili tfi bakterie:
Y. enterocolitica, S. aureus a E. feacalis. Kazda ztéchto indikétorovych bakterii byla
inhibovana tfemi riznymi druhy extraktl. Rlst Y. enterocolitica byl potlacen nalevem
100 °C, nalevem 80 °C a vodnym maceratem. S. aureus byl citlivy na antimikrobialni latky
obsazené v nalevu 100 °C, vodném maceratu a ethanolovém maceratu. Rist E. feacalis byl
inhibovan tfemi vodnymi extrakty, tj. nalev 100 °C, vodny macerat a MAE H>O.
Tabulka 8 Antimikrobidlni aktivita extrakti z dobromysli obecné na testované bakteridlni
kmeny [primérné velikosti inhibi¢nich zén + SD v mm, (-) zadny inhibi¢ni ucinek,
MAE — mikrovlnna extrakce]

Dobromysl obecns - primérné hodnoty inhibiénich zon [mm] + SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatorové bakterie 100 =C 80°C | macerat | macerat H,0 Eth.
Salmonella enteritidis 11.3=0.310,6=0.,3 - - - -
Yersinia enterocolitica 10.3=0.21123=0.2/129=0.1 - - -
Escherichia coli 12,1=0.1 - - - - -
Escherichia coli ESBL 12.4=0.1 - - - - _
Campylobacter coli - - - - - .
Bacillus cereus 12,7=0.3 - - 16.2=0.2 - -
Staphyvlococcus aureus 122=0.1 - 12.5+0.1/ 8.8=0.1 - -
Staphyvlococus aurens NMRSA - - 13.0=0.2 - - -
Enterococcus faecalis 0.7=0.1 - 12,1=02 - 10.6 = 0.2 -
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5.2.6 Reb¥icek 1ékaisky (Achillea millefolium)

V ramci diplomové prace se pfipravili extrakty febticku 1ékarského jak z kvétu, tak i z listu
této rostliny. V tabulce 9 jsou uvedené vysledky inhibi¢niho plisobeni extraktl pfipravenych
z listi febiicku. Oproti extraktim piipravenych z kvéth febficku (Tabulka 10) extrakty
z listl této rostliny vykazovaly vétsi antimikrobidlni aktivitu vici indikatorovym kmendm.
Alesponi jeden indikatorovy kmen byl inhibovan 4 druhy extraktd zlistu. Nalev
piipravovany pii 100 °C vykazoval antimikrobidlni 0UCinek pouze na S. aureus
(8,1 £ 0,2 mm). Naopak nalev pfipravovany pii nizsi teploté (80 °C) ptisobil inhibi¢né pouze
na gramnegativni bakterii S. enteritidis (12,4 = 0,1 mm). Vodny macerat z listu febiicku
inhiboval rast kmene C. coli a E. feacalis s vytvorenimi inhibi¢ni zonami o velikosti
9,0 +£ 0,1 mm a 15,6 £ 0,2 mm. Tato utvofend inhibi¢ni zoéna byla zaroven zonou nejvetsi.

Ethanolovy macerat byl aktivni pouze proti meticilin-rezistentni S. aureus (8,5 = 0,1 mm).

Extrakty MAE H>O a MAE Eth. nevykazovaly zadny inhibi¢ni ucinek vuci vybranym
indikatorovym bakteriim.
Tabulka 9 Antimikrobialni aktivita extraktu z listu febficku l1ékafského na testované

bakteridlni kmeny [primérné velikosti inhibi¢nich zon &= SD v mm, (-) zddny inhibi¢ni
ucinek, MAE — mikrovinna extrakce]

Rebiiek lékai'sky, list - primérné hodnotyinhibi¢nich zén [mm] + SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikitorové bakterie 100 =C 70 °C macerat | macerit H,O Eth.
Salmonella enteritidis - 12.4=0.1 - - -
Yersinia enterocolitica - - - - -
Escherichia coli - - - - -
Escherichia coli ESBL - - - - -
Campylobacter coli - - 0.0=0.1 - -
Bacillus cereus - - - - -
Staphyvlococecus aureus 8.1=02 - - - -
Staphyvlococus aurens MRSA - - - 8.5=0.1 -
Enterococcus faecalis - - 15.6 = 0.2 - -

Pii testovani kvétu febficku lékarského vykazovaly antimikrobidlni ucinek pouze
maceraty (Tabulka 10). Vodny macerat plisobil inhibi¢né, tak jako vodny macerat z listu,

na C. coli (9,2 £ 0,1 mm) a na B. cereus (8,3 = 0,1 mm). Riist C. coli zastavil 1 ethanolovy
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macerat. Byla zméfena inhibi¢ni zona o velikosti 10,5 = 0,2 mm. Vodné nélevy a extrakty
pfipravené mikrovlnnym plisobenim nevykazovaly Zaddnou inhibi¢ni aktivitu.
Tabulka 10 Antimikrobialni aktivita extraktl z listu febiicku Iékaiského (kvét) na

testované bakteridlni kmeny [primérné velikosti inhibi¢nich z6n + SD v mm, (-) zadny
inhibi¢ni ucinek, MAE — mikrovinna extrakce]

Rebfiiek lékaisky, kvét - primémé hodnoty inhibiénich zén [mm] + SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatoroveé bakterie 100 °C 70 °C macerat | macerat H,O Eth.
Salmonella enteritidis - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Escherichia coli - - - -
Escherichia coli ESBL - - - -
Campvlobacter coli - 02=0.1/105=0.2 -
Bacillus cereus - 83=0.1 - -
Staphyvlococcus aureus - - - -
Staphyvlococus aureus MRSA - - - -
Enterococcus faecalis - - - -

5.2.7 Meésicek 1ékaisky (Calendula officinalis)

Z tabulky 11 je patrné, Ze ethanolovy macerat mésicku 1ékarského byl jediny druh extraktu
vykazujici inhibi¢ni ucinek proti vybranym bakteriim (6/9). Macerat pisobil inhibi¢né
pfevdzné proti grampozitivnim bakteriim (4/4): B. cereus (16,2 +0,2 mm), S. aureus
(13,4 £ 0,3 mm), S aureus MRSA (14,2 + 0,3 mm) a E. feacalis (18,3 = 0,2 mm). Vytvotfena
zona proti E. feacalis byla celkové nejvétsi vytvorend inhibicni zoéna. Dalsi plisobeni
maceratu bylo proti gramnegativnich bakteridlnim kmentm (2/5): E. coli (13,5 £ 0,3 mm)

a E. coli ESBL (13,4 mm).
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Tabulka 11 Antimikrobialni aktivita extraktt z mési¢ku 1ékafského na testované bakterialni
kmeny [prumérné velikosti inhibi¢nich zon + SD v mm, (-) Zadny inhibi¢ni Gc¢inek,
MAE — mikrovinna extrakce]

Mésicek lékaisky - prumérné hodnoty inhibiénich zén [mm] = SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatoroveé bakterie 100 °C 70 °C macerat | macerat H,O Eth.
Salmonella enteritidis - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Escherichia coli - - 13.5=0.3 -
Escherichia coli ESBL - - 13.4 =08 -
Campvlobacter coli - - - -
Bacillus cereus - - 16.2 =02 -
Staphyvlococcus aureus - - 13.4=10.3 -
Staphyvlococus aureus MRSA - - 14.2=0.3 -
Enterococcus faecalis - - 18.3=0.2 -

5.2.8 Pampeliska lékarska (Taraxacum officinale)

V piipad¢ extraktl pfipravenych z kvéti pampelisky lékarské se nepodafilo prokazat

antimikrobialni Gi¢inky na vybrané bakterialni kmeny.

5.2.9 Libecek lékaisky (Levisticum officinale)

Grampozitivni bakterie S. aureus je jediny kmen, ktery prokazal citlivost vii¢i pisobeni latek
obsazenych v extraktech z libecku 1ékatrského (Tabulka 12). Jeho rtst byl inhibovan pouze
vodnym a ethanolovym maceratem. Po plisobeni vodného maceratu byla detekovana
inhibi¢ni zoéna o velikosti 10,4+ 0,3 mm apo pilsobeni ethanolového maceratu
12,1 £0,0 mm. U ostatnich testovanych extraktli této rostliny nebyla zjiSténa zadna

antimikrobialni aktivita.

5.2.10 Bez cerny (Sambucus nigra)

Ptehled vysledkil plisobeni extraktii z bezu ¢erného je uvedena v tabulce 13. Z hodnot na
prvni pohled vyplyva, Ze jedinym ufinnym typem extrakce byla macerace. V ptipadé
vodného maceratu byla vytvotena inhibi¢ni zona pouze u E. feacalis (8,8 + 0,1 mm). Daleko

ucinngjsi byl ethanolovy macerat, ktery inhiboval rist E. coli (8,4 £ 0,1 mm), E. coli ESBL
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(8,6 0,1 mm) a S. aureus MRSA (9,1 +0,1 mm). Jako v piipad¢ libecku u ostatnich
testovanych extraktli této rostliny nebyla zjisténa zadna antimikrobilni aktivita.
Tabulka 12 Antimikrobidlni aktivita extrakt z libecku 1ékatského na testované bakterialni
kmeny [pramérné velikosti inhibi¢nich zo6n £ SD v mm, (-) Zadny inhibi¢ni ucinek,
MAE — mikrovinna extrakce]

Libecek lékaisky - prumérné hodnoty inhibi¢nich zon [mm] + SD extrakti
Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatorové bakterie 100 =C 70°C | macerat | macerat H,0 Eth.

Salmonella enteritidis - - - -

Yersinia enterocolitica - - - -

Escherichia coli - - - -

Escherichia coli ESBL - - - -

Campylobacter coli - - - -

Bacillus cereus - - - -

Staphyvlococcus aureus 104=03/12,1=0,0 -

Staphyvlococus aurens NMRSA - - - -

Enterococcus faecalis - - - -

Tabulka 13 Antimikrobialni aktivita extraktt z bezu ¢erného na testované bakterialni
kmeny [pramérné velikosti inhibi¢nich zoén + SD v mm, (-) zadny inhibi¢ni ucinek,
MAE — mikrovlnna extrakce]

Bez €erny - primérné hodnoty inhibiénich zon [mm] + SD extrakti

Nalev Nalev | Vodny Eth. MAE MAE
Indikatorové bakterie 100 °C 70 °C macerat | macerat H,0O Eth.
Salmonella enteritidis - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Escherichia coli - - 8.4=0.1 -
Escherichia coli ESBL - - 8.6=0.1 -
Campylobacter coli - - - -
Bacillus cereus - - - -
Staphylococcus aureus - - - -
Staphyviococus aurenus MRSA - - 0.1=0.1 -
Enterococcus faecalis - 8.8=0.1 - -
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5.3 Vliv zptisobu ziskani extrakti z testovanych rostlin na jejich

antimikrobialni aktivitu

5.3.1 Inhibi¢ni u€inek nalevi z testovanych rostlin

Nalev je za tepla ziskany vodny vyluh, kdy se rostlina zalije vrouci vodou a necha
se po urcitou dobu louhovat. V této diplomové praci byly piipraveny z vybranych 11 rostlin
dva druhy nalevi: nalev ptipraveny pii 100 °C (dale jen nélev 100 °C) a ndlev piipraveny
pti teploté podle druhu rostliny od 70-90 °C se postupovalo podle instrukei uvedenych
v kapitole 4.4.2. Jejich antimikrobidlni aktivita byla testovdna proti 9 indikatorovym

mikroorganismim.

Jak je patrné z vysledkd (Obrazek 17), 1 pii pouziti vysoké teploty (100 °C) pii priprave
extraktli byla zaznamenéna antimikrobidlni aktivita u 5 nélevil z rostlin: mata peprné (2),
jahodnik obecny (3), koptiva dvoudoma (4), dobromysl obecna (5) a febticek 1ékarsky (6).
Nejvétsi inhibiéni ucinek byl detekovan u nalevu z jahodniku obecného a z dobromysli
obecné. Nalevy z obou rostlin inhibovaly 7 z 9 testovanych indikatorovych mikroorganismd.
Nalev z jahodniku inhibi¢né piisobil vaci: Y. enterocolitica, E. coli, E. coli ESBL, C. coli,
B. cereus, S. aureus a E. faecalis. V ptipadé¢ dobromysli obecné se jednalo o kmeny:

S. enteritidis, Y. enterocolitica, E. coli, E. coli ESBL, B. cereus, S. aureus a E. faecalis.

Nalev 100 °C
W 5. enteritidis m Y. enterocolitica ME. coli M E. coli ESBL
m C. coli m B. cereus S, aureus m E. faecalis
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Obrazek 17 Antimikrobidlni aktivita ndlevii z rostlin: 2 — mata peprnd, 3 —jahodnik

obecny, 4 — koptiva dvoudoma, 5 — dobromysl obecna, 6 — list febficku lékaiského.
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Nejcitlivéjsi kmen na testované nélevy byl E. faecalis, jeho rist byl inhibovan po pisobeni
nalevu z maty peprné (2), jahodniku obecného (3), koptivy dvoudomé (4) a dobromysli

obecné (5).

Nalev pfi doporucené teploté (70-90 °C)
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Obrazek 18 Antimikrobidlni aktivita nalevi z rostlin: 1 —jitrocel kopinaty, 2 — mata

peprna, 3 — jahodnik obecny, 4 — koptiva dvoudomad, 5 — dobromysl obecna, 6 — list

febricku 1ékatského.
Antimikrobidlni aktivita nalevl pfipravovanych dle doporucené teploty vyrobcem v rozmezi
70-90 °C z testovanych rostlin je uvedena v grafu na obrazku 18. Jak je vidét na tomto grafu,
snizeni teploty pfi ptiprave ndlevii vedlo ke zvySeni inhibi¢niho ti€inku nélevu z maty peprné
(2). Oproti ptedchozimu zplsobu piipravy nalevu (100 °C) se rozsifil spektrum plsobeni
nalevu z maty o 2 bakteridlni kmeny. Byla zaznamenana inhibice Y. enterocolitica, E. coli
ESBL, S. aureus a E. faecalis. Naopak tento ndlev z maty jiz nemél inhibi¢ni u¢inek na
B. cereus. Déle byl také zaznamenan inhibi¢ni ucinek nalevu z jitrocele na S. aureus.
U nékterych rostlin sniZzeni teploty pii pfipravé ndlevu vedlo dokonce ke snizeni
antimikrobidlni aktivity. Konkrétné se jednalo o nalev z jahodniku a dobromysli. U nalevu
z jahodniku byla zaznamenéina antimikrobidlni aktivita pouze viici 3 kmenlm: E. coli,
C. coli a E. faecalis. V ptipad¢ dobromysli byl pozorovan inhibi¢ni u€inek na S. enteritidis,
Y. enterocolitica, S. aureus a E. faecalis. Nalevy obou rostlin pfipravovanych pti 100 °C

pfitom inhibovaly 7 z 9 testovanych kmeni.
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Nalevy z kvétu tebticku 1€katského (7), mésicku 1€katského (8), pampelisky 1ékaiské (9),
libecku Iékarského (10) a bezu cerného (11) inhibicné nepisobili ani na jeden

z indikatorovych mikroorganismai.

5.3.2 Inhibi¢ni uc¢inek macerati z testovanych rostlin

Macerat je vyluh ziskany za studena. Rostlina se pfelije vodou nebo jinym vhodnym
rozpoustédlem o teploté 20-25 °C a neché se louhovat pfedepsanou dobu za obc¢asného
zamichani. Pfi pfipravé vodného a ethanolového maceratu se postupovalo podle postupt
uvedenych v kapitole 4.4.2. Antimikrobidlni ucinek extrakti byl testovan proti

9 indikatorovym mikroorganismim.

Jak je vidét v grafu uvedeném na obrazku 19, vodné maceraty z 8 testovanych rostlin,
z celkovych 11 pouzitych, prokazaly inhibi¢ni U€inek na alespoil jeden z indiké4torovych
mikroorganismll. Konkrétné se jednalo o vodné maceraty z jitrocele kopinatého (1), maty
peprné (2), jahodniku obecného (3), koptivy dvoudomé (4), dobromysli obecné (5), kvétu
febiicku lékatského (6), listu febiicku 1ékaiského (7) a z libecku 1ékatského (10).

Vodné maceraty rostlin mely vétsi inhibi¢ni U¢inek na grampozitivni kmeny neZ na
gramnegativni. Staphylococcus aureus vykazoval nejvétsi citlivost, z testovanych kmeni
jako jediny byl inhibovén 4 riznymi maceraty: vzorek 1, 4, 5 a 10. Velikost inhibi¢nich zén
se pohybovala v rozmezi 8,6—10,4 mm. Nejvétsi inhibiéni zona (16,9 £ 0,1 mm) byla vSak
detekovana u kmene B. cereus po plisobeni vodného maceratu z maty peprné. Naopak riist
indikatorovych kmenl E. coli a E. coli ESBL nebyl inhibovan po plsobeni zadného

z testovanych vodnych maceratu.

Nejvétsi inhibiéni ucinek prokézaly vodné maceraty z jitrocele kopinatého (vzorek 1)

a z dobromysli obecné (vzorek 5).
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Vodny macerat
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Obrazek 19 Antimikrobialni aktivita nalevi z rostlin: 1 — jitrocel kopinaty, 2 — mata

peprnd, 3 — jahodnik obecny, 4 — kopfiva dvoudomd, 5 — dobromysl obecna, 6 — list

rebticku 1€katského, 7 — kvét febticku 1ékatského, 10 — libecek 1€katsky.
Jak vyplyva z grafu uvedeného na obrazku 20, ethanolové maceraty z 9 testovanych rostlin
prokdzaly inhibi¢ni G¢inek na alespoii jeden z indikatorovych mikroorganismti. Konkrétné
se jednalo o maceraty z jitrocele kopinatého (1), maty peprné (2), koptivy dvoudomé (4),
dobromysli obecné (5), kvétu febiicku 1€karského (6), listu febiicku 1€karskeého (7), mesicku
1ékatskeého (8), libecku l¢katského (10) a z bezu ¢erného (11). Nejveétsi inhibiéni u€inek
prokazaly ethanolové macerdty zkoptivy dvoudomé (4) az mésicku Iékatského (8).
V ptipadé maceratu z kopfivy byl inhibovan rlst E. coli, E. coli ESBL, B. cereus a S. aureus.
V piipadé mésicku byla zaznamenana antimikrobidlni aktivita viéi E. coli, E. coli ESBL,

B. cereus, S. aureus, S. aureus MRSA a E. faecalis.

Ethanolové maceraty z testovanych rostlin stejné jako vodné maceraty mély vétsi inhibi¢ni
ucinek na grampozitivni kmeny nez na gramnegativni. Nejvétsi citlivost prokézal opét kmen
Staphylococcus aureus, jehoz rst byl inhibovan maceraty ze 6 rtiznych rostlin: vzorek 1, 2,
4, 5, 8 a 10. Velikost inhibi¢nich zon se pohybovala v rozmezi 8,8-24,4 mm. Nejveétsi
inhibi¢ni zona (24,4 + 0,2 mm) byla pozorovana po plisobeni ethanolového maceratu z maty

peprné (2) na tento indikatorovy mikroorganismus.

Ze ziskanych vysledkll je patrné, Ze pouZité rozpoustédlo pfi maceraci miize ovlivnit

antimikrobialni aktivitu testovanych rostlin. Napiiklad vodny macerat z jahodniku obecného
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(3) vykazoval antimikrobialni aktivitu vici Y. enterocolitica a B. cereus, avSak pfi pouziti
ethanolu jako rozpoustédla dany macerat nevykazoval zadny inhibi¢ni U¢inek vici
indikatorovym kmentm. Dale také bylo zaznamenéno $irsi spektrum piisobeni u vodnych
macerati z dobromysli (5) a febficku (6 a 7) nez u ethanolovych maceratti. Naopak u bezu
¢erného (11) a mésicku Iékatského (8) byla antimikrobidlni aktivita pozorovana pouze
v ptipadé ethanolovych maceratu.

Nejucinngjsim ze vSech testovanych maceratii byl prokazateln€¢ ethanolovy macerat

z mesicku (8), ktery inhiboval rist Sesti zkoumanych bakterii: E. coli, E. coli ESBL,

B. cereus, S. aureus, S. aureus MRSA a E. faecalis.

Ethanolovy macerat
mE coli W E coli ESBL mC. coli W B. cereus
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Obrazek 20 Antimikrobidlni aktivita nalevi z rostlin: 1 — jitrocel kopinaty, 2 — méata
peprnd, 4 — koptiva dvoudoma, 5 — dobromysl obecna, 6 — list febiicku 1¢katského,
7 — kvét febficku 1ékaiského, 8 — mésicek 1ékarsky, 10 — libecek 1ékatsky, 11 — bez
cerny.

5.3.3 Inhibi¢ni u€inek extrakti ziskanych pomoci mikrovin z testovanych rostlin
MAE se v posledni dob¢ dostava do poptedi zajmu védeckych tymil pii ziskavani extraktd
z rostlin, a proto byl tento zpiisob extrakce zvolen 1 v této diplomové praci. Pfi pfiprave

extraktii se postupovalo podle postupii uvedenych v kapitole 4.4.3. Antimikrobialni aktivita

extraktli byla testovana proti 9 indikatorovym mikroorganismim.
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Z grafu na obrazku 21 je na prvni pohled ziejmé, ze vodné extrakty MAE vykazovaly
antimikrobidlni G¢inek pouze na grampozitivni bakterie: S. aureus a E. faecalis. Kmen
E. faecalis byl inhibovan po plisobeni extraktu z maty peprné (2), jahodniku obecného (3)
a dobromysli obecné (5). Velikost inhibi¢nich zon se pohyboval v rozmezi 10,6 — 13,2 mm.

Extrakt z maty peprné inhiboval rlst pouze S. aureus.
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Obrazek 21 Antimikrobidlni aktivita nalevl z rostlin: 2 — mata peprnd, 3 — jahodnik
obecny, 4 — koptiva dvoudomad, 5 — dobromysl obecna.

Jak je vidét na obrazku 22, oproti vodnym extraktim, MAE Eth. plsobila antimikrobialné
pouze na gramnegativni bakterie. Ethanolovy extrakt z jitrocele kopinatého (1) inhiboval
rast E. coli (inhibi¢ni zoéna o velikosti 9,4 + 0,1 mm) a i E. coli ESBL (inhibi¢ni z6na
o velikosti 10,1 + 0,2 mm). Na tento rezistentni kmen (E. coli ESBL) ptsobil inhibi¢né

1 extrakt z koptivy dvoudomé (4).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

MAE Eth.

BE coli mE coli ESBL
14,0

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0

2,0

0,0
1

Jednotlivé vzorky rostlinnych extrakt(

Velikost inhibiéni zény [mm]

4

Obrazek 22 Antimikrobidlni aktivita nalevli zrostlin: 1 — jitrocel kopinaty,
4 — kopftiva dvoudoma.
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6 DISKUZE

Pfi stanoveni antimikrobialni aktivity vybranych rostlin, byly nékteré vzorky vyhodnoceny

pozitivné v zavislosti na pouzitém typu extrakce a indikatorové bakterii.

Utinnost extrakti mohla ovlivnit zvolena teplota, kterd v piipadé tékavych latek zapficinila
jejich odpateni. U ethanolovych extraktli mohla baktericidni aktivita ethanolu ve vzorcich

piekryt moznou aktivitu extrahovanych antimikrobialnich latek.

Zvoleny typ rozpoustédla potvrdil vliv na antimikrobialni aktivitu latek ve vodnych
a cthanolovych maceratech. Vodny macerat zjahodniku obecného vykazoval
antimikrobidlni aktivitu vi¢i dvéma bakteriim (Y. enterocolitica a B. cereus), avSak pfi
pouziti ethanolu jako rozpoustédla dany macerat nevykazoval Zadny inhibi¢ni G¢inek. Déle
také bylo zaznamenano Sir$i spektrum plisobeni antimikrobialnich latek u vodnych macerati
z dobromysli obecné a febficku Iékarského na rozdil od ethanolovych macerati. Naopak
ubezu cerného a mésicku lékarského byla antimikrobidlni aktivita pozorovana pouze
v piipad¢ ethanolovych macerati. Nejucinnéj$im ze vSech testovanych macerati byl
prokazateln¢ ethanolovy macerat z mésicku lékaiského, ktery inhiboval rlst Sesti
zkoumanych bakterii: E. coli, E. coli ESBL, B. cereus, S. aureus, S. aureus MRSA

a E. faecalis (a v ptipad¢ vodného maceratu Zadnou antimikrobialni aktivitu neprokézal).

Krumina et al. (2015) testovali vodné maceraty a ethanolové extrakty mésicku 1ékatského
proti Staphylococcus mutans a ke stanoveni byla pouZita diskova difuzni i bujonova dilu¢ni
metoda. Zatimco vodné extrakty nedokdzaly rlst inhibovat, ethanolové extrakty vykazovaly

pozitivni vysledek (Krumina et al., 2015).

Z uvedené studie a z vlastniho otestovani v této diplomové praci vyplyva, Ze vodné extrakty
z mésicku lékarského nebyly vhodnym typem extrakce k uplatnéni antimikrobialnich
vlastnosti této rostliny. Vzhledem k tomu, Ze mési¢ek obsahuje antimikrobialni latky,
prevazné terpeny, které jsou vysoce nepolarni a ve vod€ nerozpustné, mnohem castéji jsou
pfipravovany ethanolové a methanolové extrakty nebo esencidlni oleje s daleko lepsi
ucinnosti. Ethanol se tak stal nejcastéji pouzivanym organickym rozpoustédlem, protoze
hotové vyrobky Ize relativné bezpecné pouzivat a najdou Siroké uplatnéni v potravindiském

pramyslu (Dog, 2009).

Mostafa et al. (2018) zkoumali ethanolové extrakty vybranych rostlin vcetné tymianu
obecného (obsahujici karvakrol, terpen, ktery je izolovan i z dobromysli obecné, ktera byla

pouzita v této vyzkumné Casti a potvrdila antimikrobidlni schopnosti). Autofi stanovovali



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

jejich antibakterialni aktivitu proti bakteriim zplsobujici otravy jidlem, v€etné dvou kment
grampozitivnich bakterii (B. cereus a S. aureus) a tii kmenli gramnegativnich bakterii
(E. coli, Salmonella Typhi a Pseudomonas aeruginosa) pomoci diskové difuzni metody.
Vysledky ukazaly, Ze vSechny rostlinné extrakty byly potencidln¢ ucinné. Extrakt z tymianu
byl U¢inny proti S. aureus a P. aeruginosa a zaroven byly tyto dvé bakterie vici testovanym

extraktim nejcitlivéjsi (Mostafa et al., 2018).

I kdyZ po porovnani vysledki macerati pripravenych v této diplomové prace dominoval
ethanolovy macerat mésicku lékarského, v ostatnich piipadech zpracovani rostlinnych

vzorki zajistily vodné extrakty pozitivni vysledky antimikrobidlnich u¢inki rostlin.

I za pouziti vysoké, sterilizacni, teploty (100 °C) pfi ptipravé extraktl byla zaznamenéana
antimikrobidlni aktivita u 5 nélevll zrostlin (mata peprnd, jahodnik obecny, kopfiva
dvoudomad, dobromysl obecna a febticek 1ékarsky). Nejvetsi inhibicni €inek byl detekovan
u nalevu z jahodniku obecného a z dobromysli obecné. Nalevy z obou rostlin inhibovaly
7 z 9 testovanych indikatorovych mikroorganismu. V ptipad¢ vodnych maceratt prokézalo
inhibi¢ni Gi¢inek osm testovanych rostlin, z celkovych jedendcti pouzitych, na alesponi jeden
z indikatorovych mikroorganismt. Konkrétné se jednalo o vodné maceraty z jitrocele
kopinatého, maty peprné, jahodniku obecného, kopifivy dvoudomé, dobromysli obecné,

kvétu febricku 1ékaiského, listu rebricku 1ékarského a z libecku 1ékarského.

Christaki et al. (2021) testovali deset rostlinnych vodnych extrakti ziskanych jako vedlejsi
produkt vyroby esencidlnich oleji (bud’ destilovanych vodou nebo vodni péarou) a byly
testovany in vitro proti ttem kmentim Sal/monella Typhimurium pii 4 a 37 °C. Vodné
extrakty dobromysly vykazovaly nejsiln€j$i antimikrobidlni reakci proti vSem tfem kmentim
S.  Typhimurium. Budouci priace by se mohla zaméfit na hledani novych zpisobu,
jak maximalizovat jejich antimikrobidlni G¢inek, napt. kombinovanim hydrodestilovanych
extraktll s riznym chemickym sloZenim v potravinaiskych produktech. Kromé toho by
budouci studie mohly také odhalit mechanismy za UCinky zdvislé na kmeni, které byly

pozorovany v této studii (Christaki et al., 2021).

I pfesto, Ze se vétSina studii a publikaci zabyvaji pfedev§sim antioxida¢nimi
a protirakovinovymi ucinky dobromysli obecné, v této vyzkumné ¢asti vykazovaly hojné
antimikrobidlni ucCinky. Extrakty zlisth dobromysli byly vtomto ohledu jedny
z nejucinnéjSich, protoze inhibovaly rist vSech pouzitych indikatorovych bakterii.
Antimikrobidlni schopnosti dobromysli potvrdila i studie autorti Fournomiti et al. (2015).

Zjistili inhibi¢ni G¢inky dobromysli proti klinickym izoldtim E. coli, Klebsiella oxytoca
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a Klebsiella pneumoniae. Koncentrace inhibujici rist bakterii byly srovnatelné s nékterymi

testovanymi syntetizovanymi antibiotiky (Fournomiti et al., 2015).

Naopak extrakty pfipravené zkvéta pampeliSky v praktické casti diplomové prace
nevykazovaly Zadnou antimikrobidlni aktivitu. Jinym zavérim dosli autoii Kenny et al.
(2015), kteti ve své studii hodnotili extrakty z kotfene pampelisky z hlediska jejich
antimikrobidlnich vlastnosti proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteridlnim kmentm.
Zjistili, Ze metanolovy extrakt prokazal nejsiln€jsi inhibici mikrobidlniho ristu kment
S. aureus, S. aureus MRSA a B. cereus. Podobnym zavérim dosli 1 autofi Xu et al. (2021).
Ve své studii zkoumali in vitro antibiofilmovou aktivitu extraktu z pampelisky na S. aureus.
Po aplikaci fenolického extraktu z pampelisky byl vyrazn¢ inhibovén rust S. aureus. Tyto
vysledky naznacuji, ze extrakty pfipravené z jinych ¢asti pampeliSky mohou mit inhibi¢ni

ucinek (Kenny et al., 2015; Xu et al., 2021).

V této diplomové praci byly vici aktivnim latkadm nejvice citlivé grampozitivni bakterie
S. aureus a E. feacalis. V obou piipadech byla proti nim potvrzena antimikrobidlni aktivita
8 stejnych rostlinnych vzorkt (tj. jitrocel kopinaty, mata peprnd, jahodnik obecny, kopiiva

dvoudomad, dobromysl obecnd, febticek 1€katsky, mesicek 1ékarsky a libecek 1ékarsky).

Je védecky dokazano, Ze grampozitivni bakterie nesou silnou vrstvu peptidoglykanu,
ktery ma potencial inhibovat membranu narusujici u¢inek mnoha esencialnich oleji. Obecné
plati, Ze gramnegativni bakterie jsou odolné;si viici esencidlnim olejiim nez grampozitivni
bakterie. Gramnegativni bakterie jsou obklopeny tenkou peptidoglykanovou bunécnou
sténou, kterd je chranéna vnéjsi membranou obsahujici lipopolysacharid (LPS). LPS hraje
kli¢ovou roli v bariérové funkci jejich vnéj$i membrany. ,,Netekuta sit™* tvorena LPS je tézce
prekonatelnou bariérou pro hydrofobni molekuly. Kromé toho lipidicka povaha terpenu
pusobi synergicky, coz vysvétluje vysoky pruchod terpenii pfes vnéj§i membranu
u gramnegativnich bakterii. Malé hydrofilni latky jsou povaZovany za schopné prochazet
matrici porinovych proteini, ato je jeden z divodl, pro¢ jsou gramnegativni bakterie
relativné odolné vii¢i hydrofobnim antibiotikiim a dal§im 1ékiim. Z toho vyplyva, Ze vné&jsi
membrana je propustnd pro hydrofobni molekuly, z nichZ nékteré mohou pomalu prochazet

porinovymi proteiny. (Delcour, 2009).

Americky Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv a Evropska komise schvalily nékteré esencialni
oleje jako konzervacni latky. Hlavni ptekaZkou, se kterou se setkavame pfi jejich pouZzivani,
je nereprodukovatelnost standardni kvality. Esencidlni oleje maji rGzné kvalitativni

a kvantitativni vykyvy ve svém chemickém slozeni, které ovliviiuji jejich biologickou
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aktivitu. Kromé toho jejich silné aroma nebo chut’ méni organoleptické vlastnosti potravin
a mohou snizit pfitazlivost nékterych potravinarskych vyrobka. Ackoli existuje nckolik
in vitro studii antimikrobialni aktivity rostlin, jsou sotva relevantni pro aplikaci esencialnich
oleji pro konzervaci potravin, protoze ve veétSin€é pripadi se vysledky in vitro
antimikrobidlni aktivity rostlinnych extraktt lisily od vysledkd pozorovanych v potravinach.
V druhém piipad¢ miize byt nizka aktivita zplisobena pouzitim ve studii surovych extrakti
namisto Cistych sloucenin, které maji vysSi ucinnost. Surovy extrakt rostlin obsahuje
flavonoidy vétSinou v  glykosidické formé&, coz brani jejich ucinnosti proti
mikroorganismim. Pfitomnost extrakéniho rozpoustédla také vytvaii piekazku pro pouziti
rostlinnych extraktd v potravindch. Pouziti antimikrobidlnich peptidi ziskanych z rostlin
v potravinach je tedy stale v rané fazi. Je zapotiebi dalSiho vyzkumu, aby se potvrdil jejich

potencial jako konzerva¢nich latek v potravinach (Dhiman et al., 2019; Hochma et al., 2021).
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ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na téma stanoveni antimikrobidlnich ucinkt extrakta
z vybranych rostlin (jitrocel kopinaty, mata peprnd, jahodnik obecny, koptiva dvoudoma,
dobromysl obecna, febiicek l¢karsky, mésicek lékatsky, pampeliska 1ékatskd, libecek
Iékatsky a bez cCerny) na indikatorové bakterie, u kterych je ptredpoklad vyskytu
v potravinaiské oblasti (tj. Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli,
Escherichia coli ESBL, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
MRSA, Enterococcus feacalis a Campylobacter coli). Cilem diplomové prace bylo vytvorit
rostlinné extrakty na bazi vyluhu, macerace a extrakce pomoci mikrovin a urcit jejich

antimikrobidlni schopnosti pomoci diskové difuzni metody.
Na zaklad¢ vyhodnocenych dat a vysledkli se mohou cile diplomové prace vyhodnotit takto:

e Mezirostliny s nejvetsi antimikrobidlni aktivitou patfila dobromysl obecna, jahodnik

obecny a mata peprna.

e Antimikrobidlni aktivita byla potvrzena pfevazné¢ u vodnych nalevli a vodného
maceratu. Takto ptfipravené extrakty byly nejicinné;jsi z dobromysli obecné, jitrocele

kopinatého, maty peprné, jahodniku obecného.

e Extrakce pomoci mikrovin byla nejméné U¢innou metodou ziskani rostlinnych
extraktl. Extrakty ziskané vodnou extrakci za pouziti mikrovln vykazovaly inhibic¢ni
ucinek pouze proti grampozitivnim bakteriim (S. aureus, S. aureus MRSA)
a extrakty ethanolové za pouZziti mikrovin prokéazaly antimikrobidlni aktivitu pouze

proti gramnegativnim bakteriim (E. coli, E. coli ESBL).

e Nejcitlivéjsimi bakteridlnimi kmeny vici ptisobeni latek obsazenych v rostlinnych

extraktech byly grampozitivni S. aureus a E. feacalis.

Ackoli bylo dosud publikovdno zna¢né mnozZstvi védeckych praci, vyuZiti ptirodnich
antimikrobidlnich latek je jednou z nejvétSich vyzev, kterym musi potravinaisky primysl
v 21. stoleti ¢elit. Hledani novych pfirodnich antimikrobialnich latek, které by bylo mozné
pouzit misto nebo v kombinaci s nizkou hladinou esencialnich olejii k prekonani vyse
uvedenych omezeni, je v tomto sméru nanejvys dulezité. Zkazeni potravin je casto
zpisobeno ristem mnoha patogennich bakteridlnich kmenti. Prevence kazeni potravin
v potravinarstvi je zaloZena pfedev$im na aplikaci chemickych konzervantii. Neptiznivé

ucinky téchto chemickych konzervaénich latek na lidské zdravi zvySuji poptavku po hledani
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potencidlné uc¢innych, zdravi bezpeénych a predevSim pfirodnich konzervacnich latek.
Rostlinné extrakty, které se ukdzaly jako potencidln¢ ucinné by mohly byt pouzity jako
piirodni alternativni prevence ke kontrole nemoci zptisobenych otravou jidlem a konzervaci
potravin, aby se zabranilo zdravotnim rizikim zpusobené aplikaci chemicky

antimikrobidlnich latek (Christaki et al., 2021).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACP
ATP
DNA
ESBL

FtsZ

LPS

MAE Eth.
MAE H>O
MAE
MRSA
RNA
SaPriA

UAE

(acal carrier protein) — protein prenasejici acyl

(adenosine triphosphate) — adenosintrifosfat

(deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina
(extended spectrum PB-lactamases) — Sirokospektra B-laktamasa

(filamenting temperature-sensitive mutant Z) — "filamentujici mutant

Z citlivy na teplotu"

lipopolysacharid

mikrovinna extrakce ethanolem

mikrovlnna extrakce vodou

(microweve-assisted extraction) — mikrovlnna extrakce
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(ribonucleic acid) — ribonukleova kyselina

»esencialni helikasa pro restart replikace DNA pro Staphylococcus. aureus'

(ultrasound-assisted extraction) — ultrazvukem asistované extrakce
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