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Polyfenoly, antibakterialni aktivita, minimalni inhibi¢ni koncentrace, dilu¢ni metoda,

metoda liquid-liquid, réva vinna, ¢ajovnik ¢insky, bakterie.
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Objev antibiotik a jejich zavedeni do bézné praxe znamenaly zna¢ny pokrok v medicing.
Nahle bylo mozné G¢inné 1é¢it bakterialni infekce, ato iV pfipadé velmi zavaznych
onemocnéni, které byly az zivotu ohrozujici (Jindrdk 2014). Antibiotika méla blahodarné
ucinky po celém svété. V rozvojovych zemich, kde je hygiena stale Spatna, snizuji
antibiotika nemocnost a imrtnost zpisobenou infekcemi prenaSenymi potravinami a dalsimi
infekcemi souvisejicimi s chudobou (Ventola 2015).

Vzhledem k jejich Sirokému spektru pouziti se antibiotika podavaji ale i pfi béznych,
nezavaznych onemocnéni, které dokaze spontann¢é zvladnout pfirozena obranyschopnost
organismu (Jindrék 2014). Nespravné piedepisovana antibiotika maji sporny 1é¢ebny piinos
a vystavuji pacienty moznym komplikacim antibiotické terapie (Ventola 2015).

Na zéklad¢ masového uzivani a zneuzivani antibiotik, jsou antibiotika, krom¢ jinych
nezadoucich ucinkd, spojeny se vznikem perzistentnich, rezistentnich mikroorganismi
(Melter 2021). Epidemiologické studie prokazaly piimou souvislost mezi konzumaci
antibiotik a vznikem a Sifenim rezistentnich kment bakterii (Ventola 2015).

Perzistence bakterii vici antibiotikim je jev, kdy cela kolonie bakterii je odolna vuci
podavanému antibiotiku. Perzistence se 1i$i od rezistence tim, Ze vznik perzistentnich bunék
neni geneticky podminén, ale perzistentni buniky vznikaji spontdnné¢ nebo indukované
(Melter 2021). V klinické praxi neexistuje antibiotikum, které by bylo pro nas organismus
naprosto neSkodné, protoze zadné antibiotikum neni t€lu vlastni (Benes 2018).

Aby doslo k prevenci vzniku aSifeni mikrobialni rezistence nebo perzistence na
antibiotika, je tfeba omezit jejich uZivani a pfipadné doplnit 1é€bu piirodnimi latkami
vykazujici antibakteridlni aktivitu.

Mimo jiné mnoho farmaceutickych spolecnosti se vzdalo vyzkumu objevovani novych
antimikrobialnich 1ékt. To je ¢asteéné dano tim, ze vyroba antibiotik je, jak ¢asové naro¢ny,
tak i finan¢né nakladny proces, ktery muze trvat mnoho let a vyZaduje velké investice
(Souckova et al. 2016). Casto lze ale dosahnout totozného 1é¢ivého efektu i levngjsim
preparatem, mezi které mulzeme pravé fadit ipolyfenoly, latky piirodni povahy
s antibakterialnim u¢inkem.

Tyto polyfenolické slouceniny jsou rozmanitou skupinou molekul, které se obvykle déli

na flavonoidy a ne-flavonoidy a dale je mozné je rozdé€lit do nékolika podskupin v zavislosti
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na jejich oxidacnim stavu. | pfesto, Ze tato chemicka klasifikace je pomérn¢ jasna, literatura
je Casto matouci v prezentaci zdravotnich ucinka polyfenola (Albuquerque et al. 2013).
Hlavnim cilem této kvalifika¢ni prace je proto poskytnout aktualizovany piehled u¢inkt
polyfenolt jako antibakteridlnich latek, moznosti vyuziti antimikrobialni u¢inkt pfirodnich
extrakti. Cilem experimentalni ¢asti je stanoveni antibakteridlni aktivity vybranych
rostlinnych ptirodnich extrakti vic¢i vybranym mikroorganismim, kterymi jsou Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis.
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Jiz ve 20. letech minulého stoleti objevil lékat Alexander Flemming ucinek latky
pronikajici do agaru kolem nahodné vyrostlé plisné Penicilum notatum na kolonie
stafylokokid. Na tomto principu se dodnes ovétuje antibakterialni aktivita latek (Bednafr et
al. 1996).

Z&kladni vlastnosti latek s antibakterialni aktivitou je splnéni kritéria selektivni toxicity
(Bednaf et al. 1996). To znamena, ze hostitelsky eukaryotni organismus nesmi byt nijak
poskozen, zatimco latka s antibakteridlni aktivitou inhibuje rdst, vyvoj amnozeni
mikroorganismu. Je proto mozné tyto latky definovat jako latky, které selektivné poSkozuji
struktury nebo metabolismus prokaryotickych bunék bez ovlivnéni bunék eukaryotickych
(Benes 2018).

Antibakterialni ucinek latky spociva v zasahu do nékterého metabolického dé&je
v bakterialni buiice (Stefan 2019). Latky mohou mit G&inek bakteriostaticky nebo
baktericidni Gc¢inek. O bakteriostaticky tc¢inek se jednad pouze, kdyz dojde inhibici ristu
amnozeni bakterii. Jestlize latky maji baktericidni ucinek, jedna se 0 usmrceni
mikroorganismu (Bednaf et al. 1996).

Utinek antibakterialni aktivity se hodnoti pomoci tzv. minimalni inhibiéni koncentrace
(MIC). MIC je takova koncentrace antibiotika, ktera je jesté schopna inhibovat rust bakterie
b&hem kultivace v laboratofi. Cim je niz§i hodnota MIC, tim je u¢inngj§i antibiotikum.
Z tvrzeni vyplyva, ze sta¢i malé mnozstvi antibiotika, aby byl zastaven rast bakteridlnich
bunék. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) je takova koncentrace, ktera vede
k usmrceni bakterii (Stefan 2019).
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Polyfenoly byly uznany jako jedna z nejvétsich a nejrozsifenéjSich skupin rostlinnych
sekundarnich metaboliti (Ziaullah et al. 2015). Tyto molekuly produkované rostlinami maji
siroké spektrum biologickych aktivit, od antioxida¢nich po antibakterialni (Ricke 2018).
Lécebné ucinky polyfenolll jsou ¢aste¢né ptipisovany obousmérné asociaci se stievnim
mikrobiomem. Ovliviiuji totiz slozeni stfevniho mikrobiomu zpisoby, které vedou
K lepsimu lidskému zdravi. Konkrétn¢ stievni mikrobiom pifeménuje polyfenoly na
bioaktivni slouceniny, které maji blahodarny vliv na zdravi organismu (Rana et al. 2022).

| kdyZ hlavnim zamétfenim bioaktivity polyfenoll bylo studium jejich antioxidac¢nich
vlastnosti, védecké diikazy naznacuji, ze tyto slouc¢eniny mohou rovnéz modulovat signalni
drahy dalezité pro prevenci nemoci (Garcia-Pérez et al. 2017), jako jsou kardiovaskularni
choroby, riizna nadorova onemocnéni a diabetes typu Il (Ziaullah et al. 2015).

Je védecky podlozeno, ze polyfenoly vykazuji antimikrobialni aktivitu proti lidskym
patogenum, kdy plsobi pfimo proti mikroorganismim a tim potlacuji faktory virulence.
Mohou tak pisobit synergicky v kombinaci s antibiotiky proti rezistentnim mikrobialnim
organismim (Daglia 2012). EXistuje totiz vyznamny vztah mezi pfitomnosti urcitych
funkénich skupin polyfenold (isoprenova skupina, fenolickd hydroxylova skupina)
v konkrétnich polohéch a antibakterialni aktivitou slou¢enin (Mukne et al. 2011).

Nekteré polyfenoly jsou nezbytné pro fyziologii rostlin, protoze se podileji na riznych
funkcich, jako je pigmentace, opylovani, zvySena odolnost proti predatoriim (plisobenim
jako fytoalexiny) nebo zvySena sviravost, takze rostliny jsou jako potrava nechutné. Chrani
plodiny pfed morem a pied sklizni kli¢icich semen. Polyfenoly maji mnoho primyslovych
aplikaci, naptiklad pii vyrobé barev, papiru, kosmetiky, jako tfisloviny a v potravinarském
prumyslu jako ptirodni barviva a konzervacni latky (Kondratyuk et al. 2009)

Vyskytuji se v ovoci, zelening, lusténinach, obilovinach, ¢okoladé a napojich, jako je
¢aj, vino nebo kava. Plody, jako jsou jablka, hroznové vino, hrusky, tfeSné a cetné bobule,
obsahuji polyfenoly o koncentraci az 200-300 mg/100 g (Mukherjee 2019). Jejich
koncentrace vSak zavisi na rostliné, podminkach prostfedi, konzumované ¢asti rostliny,

stupni zralosti a také na zpracovani potravin (Pietta et al. 2003).
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V rostlinné fisi je pfitomno pies 50 000 strukturalné rozmanitych polyfenolt (Ziaullah
et al. 2015). Polyfenoly jsou velkou tfidou molekul (obr. 2) obsahujicich nejméné tii az pét
fenolovych skupin (obr. 1) (Ricke 2018).

0
OH HO O
of OH
o)
Obr. 1. Fenolova skupina (Al-Khalid Obr. 2. Polyfenolova struktura
a El-Naas 2021) 1 (Anonymus 2023) 1

Pro strukturalni objasnéni jakéhokoliv nového polyfenolu izolovaného z potravinové
matrice se spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR) stala vykonnym a bézné
pouzivanym analytickym nastrojem. NMR spektroskopie navic nachadzi i mnoho dalSich
aplikaci v potravinaiskych védach a technologiich, jako jsou studie kontroly kvality
a metabolomiky. S pomoci technologie NMR bylo také postupné odhaleno zakladni
porozuméni polyfenolové chemii a reaktivité, coz vrha svétlo na lepsi pochopeni vztahu
mezi strukturou a vlastnostmi polyfenola (Ye et al. 2015).

Lze je rozdélit do nejméné 10 rtznych t¥id na zéklad¢ jejich chemické struktury, od
jednoduchych molekul, jako jsou naptiklad fenolové kyseliny, aZ po vysoce polymerizované
slou¢eniny, jako jsou tiisloviny (Pietta 2003). Fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny

a lignany predstavuji ¢tyfi hlavni skupiny polyfenola (Markova et al. 2018).

2.1 FENOLOVE KYSELINY

Fenolové kyseliny, ¢asto oznaCovany také jako benzoové kyseliny (Hvézdova 2016),
patii mezi nejrozsirenéjsi rostlinné neflavonoidni fenolické slouceniny ptitomné ve volnych,
konjugovanych rozpustnych i nerozpustnych formach (Chandrasekara 2019). Volné
fenolové kyseliny se nachazeji ve vnéjsich vrstvach jadra (oplodi, testa a aleuronova vrstva),
zatimco vazané fenolové kyseliny jsou spojeny s bunéénymi sténami (Ratnavathi 2019) ve
formé glykosidli, amida nebo esteri (Ullah et al. 2020).

Jejich zakladni struktura obsahuje jedno fenolické kruhové jadro s karboxylovou

skupinu (Alburquerque et al. 2021). Pocet a umisténi hydroxylovych skupin na aromatickém
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kruhu vytvaii strukturalni odchylky mezi fenolovymi kyselinami (Ullah et al. 2020). Mnoho
hydroxylovych skupin, které je navazano na uhlikaty fetézec, ma za nasledek vysokou miru
antioxida¢niho potencialu (Durasova et al. 2017) a chrani tak pfed oxida¢nim poSkozenim
organismu, mezi které lze tadit cévni mozkovou piihodu, ischemickou chorobu srde¢ni
a rakovinu (Ullah et al. 2020).

Podle jejich uhlikové kostry se d€li na dvé skupiny. Prvni skupinu ptedstavuji
hydroxybenzoove kyseliny (C6-C1), které jsou odvozené od benzoové kyseliny (obr. 3)
a druha skupina je zastoupena derivaty kyseliny hydroxyskotficové (C6-C3), které jsou
odvozené od kyseliny skoficové (obr. 4) (Alburquerque et al. 2021). Mezi derivéaty kyseliny
benzoové patii kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina salicylova, kyselina gallova
a kyselina ellagova. Nejbézngjsimi derivaty kyseliny skoticové jsou kyselina p-kumarova,
kyselina kofeinova a kyselina ferulova (Padmanabhan et al. 2016).

Hydroxybenzoové kyseliny a kyseliny hydroxyskoficové tvoii asi téetinu fenolickych
slouCenin Vv nasi stravé. Derivaty kyseliny skoficové se nachdzeji témét v kazdé rostliné.
Jednim z nejrozsifengjSich zastupci je kurkumin. Hojné se pouziva jako potravinaiské
konzervacni a Zluté barvivo pro potraviny, 1éky a kosmetiku. (Kondratyuk et al. 2009).
Kyselina kofeinova se vyskytuje v mnoha dietnich latkach, jako jsou jablka, Svestky, rajcata
a hrozny (Kondratyuk et al. 2009).

COOH O

A OH

Obr. 3. Kyselina benzoova Obr. 4. Kyselina skoticova (Rydlova, 2015)
(Sharma 2022) 1 1
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2.2 FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou komplexni skupinou polyfenolickych rostlinnych metabolitt, které
sdileji téikruhovou strukturu dvou aromatickych center, kruhit A a B, a centralni kyslikaté

heterocyklické ¢asti, kruhu C (Kondratyuk et al. 2009) neboli pyranového kruhu (obr. 5).

Obr. 5. Zakladni struktura
flavonoidt (Jiang et al. 2009) 1

Bylo identifikovano vice nez 8000 sloucenin s flavonoidni strukturou, z nichz mnohé
jsou zodpovédné za atraktivni barvy kvétd, ploda a listi. U rostlin funguji tyto slouceniny
jako ptirodni pesticidy (Hostetler et al. 2017) a poskytuji ochranu proti ultrafialovému
zateni, patogenim a bylozravcim (Babu et al. 2009).

Flavonoidy jsou v posledni dobé stiedem soucasného nutri¢niho a terapeutického
zjmu pro jejich Sirokou Skalu biologickych a farmakologickych aktivit, jako jsou
antibakterialni, antivirové, antimykotické a protizanétlivé u¢inky. Jsou proto povazovany za
doplnky stravy podporujici zdravi aprevenci nemoci, zvlasté jiz zmifovaného
kardiovaskularniho onemocnéni (Babu et al. 2009).

Popula¢ni studie totiz prokazaly, Ze jejich vlastnosti hraji vyznamnou roli v nizsi
kardiovaskularni mortalité pti vy$$im piijmu flavonoidi. (Babu et al. 2009).

Flavonoidy Ize déle rozdélit do sedmi hlavnich podtiid na zakladé variaci
v heterocyklickém C-kruhu, v¢etné flavonid, flavonold, flavanoli, flavanoni,
anthokyanidinu a isoflavoni (Daglia 2012; Kondratyuk 2019), které se liSi svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi, fyziologickymi aktivitami a biologickou dostupnosti (Robert
2020).

2.2.1 FLAVONY

Jejich nazev je odvozen ze slova flavus — latinsky zluta (Kurhekar 2020). Pro jejich
piirozené zafivé zlutou barvu se pouzivaly spoleéné s flavonoly k barveni hedvabnych
a vinénych latek (Alihosseini et al. 2011).

10
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Lze je nalézt v rtiznych bylinkach, jako je hetmanek, petrzel, paprika a mnoho
dalsich (Sokovi¢ et al. 2021) ve formé glykosidu iaglykoni (Sekaran et al. 2022).
Nejrozsitengjsi v piirode jsou luteolin a apigenin (Sokovi¢ et al. 2021).

Hefmanek a petrzel maji nejvyssi koncentrace flavont, a to az 5320 mg apigenin-O-
glykosidii/100 g suSenych kvéth hefméanku nebo 1350 mg/100 g suseného listu petrzele.
Luteolin 8-C-glukosid (orientin) a luteolin 6-C-glukosid (isoorientin) jsou nejvice
zastoupeny V ¢aji rooibos. Védci pozorovali, ze infuze rooibosu s pfirozenym obsahem
polyfenolt vykazovaly antimikrobialni aktivitu proti tfem druhtim bakterii: grampozitivnim
Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus a gramnegativni Escherichia coli
(Golliicke et al. 2018).

Zelené, Cerné aoolong caje obsahuji orientin aisoorientin, stejné¢ jako rizné
apigeninové mono- a di-C-glykosidy. Flavon O-glykosidy jsou také uvadény v mnoha
rostlinach z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae), ale jejich uvadéné koncentrace se mezi
zdroji zna¢né 1i8i. Napiiklad luteolinové glykosidy v maté peprné se pohybovaly od 42 do
3070 mg/100 g suchého listu, v zavislosti na zdroji a pouzitych analytickych metodéch
(Hostetler et al. 2017).

Flavony jsou znamé svym silnym antioxidaénim potencidlem a jsou spojeny
s metabolismem 1é¢iv (Sokovic et al. 2021). Pasobi take jako signalni molekuly pro rostliny,
kdy podporuji kolonizaci kofenti bakteriemi fixujicimi dusik a mykorhiznimi houbami
(Hostetler et al. 2017).

Spolu s flavonoly jsou primarnimi pigmenty v bile a krémové zbarvenych kvétech

a pusobi jako kopigmenty s anthokyany v modrych kvétech (Hostetler et al. 2017).

Obr. 6. Zakladni struktura
flavonii (Wang et al. 2018) 1
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2.2.2 FLAVONOLY

Svou strukturou jsou flavonoly blizce ptibuzné flavonlim; 1isi se pouze tim, Ze maji

hydroxylovou skupinu v poloze 3 na C-kruhu (obr. 7) (Zuiter 2014).

s
/'”\[/ OH
0

Obr. 7. Zakladni struktura
flavonolt (Wang et al. 2018)
1

Flavonoly jsou nejrozsifenéjsi z flavonoidu v rostlinné potravé a existuji ve dvou
forméach; aglykony a glykosidy. Nejbéznéjsimi flavonolovymi aglykony jsou kvercetin,
kempferol a myricetin. Jejich glykosylované formy jsou spojeny s cukernou slozkou, ¢asto
gluk6zou nebo rhamndzou (Zuiter 2014).

Flavonoly jsou v rostlinné potravé piitomny piedev§im Vv listech ave vnéjSich
Castech rostlin. Kvercetin a jeho glykosid jsou vSudypfitomné v ovoci a zeleniné. Naopak
kempferol a myricetin jsou distribuovany mén¢ (Pietta et al. 2003).

Cibule, ¢ervené hrozny, jahodnik, fik, Spenat, kvétak, kadetava kapusta, porek,
brokolice a boruvky jsou bohatymi zdroji flavonoly. Slupka cibule, zejména ¢ervené cibule,
ma nejvyssi procento zastoupeni smési kvercetinu, kempferolu a kvercetinu-3-O-glykosidu
(Alihosseini et al. 2011). Mnozstvi flavonolt v cibuli se pobybuje od 200—-1000 pg na 1
g cerstvé hmotnosti, u jahody kolem 40 pg na 1 g Cerstvé hmotnosti a ostatni rostliny
obsahuji mezi 12 a 19 pg na 1 g Cerstvé hmotnosti (Zuiter 2014).

Kvercetin, myricetin a kempferol jsou hlavni flavonoly, které tvoti 2-3 % ve vodé
rozpustneho extraktu v ¢aji. Flavonoly Vv ¢aji jsou pfevazné v glykosidické formé, protoze
neglykosidické formy jsou ve vodé nerozpustné (Tariq et al. 2010).

Pokud jde o flavonoly, lze pozorovat antibakterialni aktivitu proti nékolika
grampozitivnim bakteriim, jako je napi. Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus,
ale iproti gramnegativhim bakteriim, jako je Prevotella oralis nebo Prevotella

melaninogenica (Daglia 2012).
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2.2.3 FLAVANOLY

Existuji v monomerni formé (katechiny) a v polymerni formé (proanthokyanidiny)
(Herrero et al. 2012). Proanthokyanidiny, kondenzované taniny, jsou oligomery nebo
polymery monomernich flavan-3-oltt (obr. 9) produkovanych jako kone¢ny produkt
biosyntetické drahy flavonoidi (Rauf et al. 2019).

Antibakterialni aktivita katechint, flavan-3-old, je znama z 90. let minulého stoleti,
kdy bylo prokazano, Ze tyto slouceniny, pfevazné piitomné V ¢aji oolong a piedevsim
Vv zeleném ¢aji (Camellia sinensis), inhibovaly in vitro rast nékolika druhti bakterii, jako jsou
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Streptococcus mutans a Clostridium perfringes. (Daglia
2012).

Katechiny jsou nejsnaze vstiebatelné flavonoidy, protoze jsou jedinou formou, ktera
neni vazana na cukry (flavonoidy-glykosidy se snadnéji vstiebavaji po transformaci na
aglykanovou formu). Je diskutabilni, zda by tato tfida latek méla byt seskupena s flavonoidy,
protoze maji mirné odlisnou chemickou strukturu (obr. 8), ale sdileji s jinymi slou¢eninami
této tiidy vysokou antioxidaéni aktivitu a mnoho jinych prospésnych biologickych funkci
(Bonetti et al. 2017).

Katechiny lze ziskat z riznych zdroji véetné mnoha bylin, ovoce, zeleniny, napoju,
fas a cukrovinek. Vysoké koncentrace jsou zaznamenany v meruikach, fazolich, ¢ervenych
hroznech, ving, ¢okoladé atd. Jejich obsah a typy se vSak mezi riznymi zdroji znacné lisi.
| dostupnost riznych zdroji se po celém svété 1isi, cozZ je hlavni divod pro nerovnomérny
ptijem ve vyzivé (Shukla et al. 2018).

Hroznova $tava (bohata na katechin a epikatechin) se zd& byt schopné snizovat
glutamatovou excitotoxicitu a vykazovat silnou antioxidaéni aktivitu, atak zlepSovat
endotelialni funkci a snizovat agregaci krevnich desti¢ek a oxidaci lipoproteinti s nizkou
hustotou (LDL) (Bonetti et al. 2017).

Uvadi se, ze vysoky obsah katechinu, jak uz bylo zminéno, je dale pfitomen
piedevsim Vv Cerstvych Cajovych listcich. Osmdesat procent vSech polyfenolt piitomnych
v zeleném ¢aji tvoii katechiny. EGCG (epigalokatechin-3-galdt) je nejhojnéjsi
a farmakologicky nejucinnéjsi katechin nalezeny v zeleném caji (Shukla et al. 2018). Mimo
jiné byl EGCG prvni polyfenol, o kterém bylo zjisténo, ze puasobi jako kovalentni
topoizomerazovy jed (Esselen et al. 2014).
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Vzhledem k tomu, Ze zeleny ¢aj je nejbéznéjSim aromatickym napojem na celém
svete, existuje nékolik klinickych studii hodnoticich pfiznivé ucinky katechint pii 1écbé
nebo obnové kognitivnich funkci unékolika neurodegenerativnich onemocnéni

souvisejicich se starnutim (Andrade et al. 2015).

l )
_OH '

Q
HO N Plo AN o

OH OH

Obr. 8. Zakladni struktura vo Ao |
katechini (Tazzini 2014). 1

Obr. 9. Zakladni struktura
proanthokyanidint (Tazzini 2014).
1

2.2.4 FLAVANONY

Flavanony, nazyvané dihydroflavony (Zuiter 2014), se odlisuji od ostatnich
flavonoidll nepfitomnosti dvojné vazby mezi polohami C-2 a C-3 v pyranovém kruhu
flavoidniho skeletu a ptitomnosti chiralniho centra v poloze C-2 (obr.10) (Ziaullah et al.
2015).

O

Obr. 10. Zakladnf struktura
flavanont (Wang et al. 2018). 1

V zavislosti na druhu rostlin Ize flavanony objevit ve vSech jejich ¢astech — nad zemi
i pod zemi, od vegetativnich Casti aZz po generativni organy: vétve, ktira, stonek, listy,
kofeny, kvéty, plody, semena, oddenky i slupky (Mukherjee 2019).

Nachazeji se v rajcatech a aromatickych rostlinach, jako je mata, ale jejich hlavnim

zdrojem jsou citrusové plody, zejména grapefruit. Flavanony existuji pfirozené ve formé

14



2PRIRODNI{ POLYFENOLY

aglykont a glykosidi. Hlavnimi aglykony jsou naringenin (Zuiter 2014) ajeho
glykosylovana forma naringin (Morissette et al. 2018) v grapefruitu, hesperetin (jeho
glykosid hesperidin) v pomerancich a eriodictyol v citronech (Zuiter 2014).

Distribuce je vSak znacné rozptylena a mnohem vyssi koncentrace se nachazeji
v pevnych tkanich ve srovnani se stavou. Napiiklad jedinec pijici pomerancovy dzus (250
ml) bude mit denni piijem flavonu (jako aglykont) v rozmezi 25-60 mg; konzumace duziny
celého pomerance (200 g) poskytne asi 125-375 mg (Pietta et al. 2003).

Flavanon poncirin byl extrahovan z trojlisttho pomerance a bylo stanoveno, ze
metabolity poncirinu prokazaly antimikrobialni aktivitu proti Helicobacter pylori, lidské
stfevni bakterii (Ziaullah 2015).

2.2.5 ANTHOKYANIDINY

Anthokyanidiny jsou soli 2-fenylbenzopyrylia, které maji rizné hydroxy nebo
methoxy substituenty (Moldoveanu 2019). Anthokyanidiny (z feckého slova; anthos — kvét
a kyanos — modry) se obecné vyskytuji v aniontové formé se strukturnim derivatem kationtu
flavylia (Benaiges et al. 2007), ktery je ale ¢ini znacné nestabilnimi, proto je jejich vyskyt
Vv aglykonované formé v rostlinném materialu vyjimecny (Pietta et al. 2003).

Na druhé strané¢ antokyany, tj. glykosylované anthokyanidiny, jsou dileZitou
skupinou ve vodé rozpustnych rostlinnych pigmentt, které maji za nasledek rizova, ¢ervena,
modré a fialova zbarveni kvéti a ploda vyssich rostlin (Pietta et al. 2003). Jejich barva je
zavisla na pH (Zuiter 2014). Cervené zbarvena kationtova forma je stabilni v silng kyselém
prostiedi, ale ve slabé kyselém prostiedi — mezi pH 4 a 6 — kation postupné ztraci dva protony
skupinou rostlinnych pigmentt viditelnych lidskym okem (Zuiter 2014).

Hlavnimi slou¢eninami anthokyanidini Siroce roz$ifenymi V rostlinach jsou
kyanidin, delfinidin a pelargonidin, coz jsou glykosylované a nemethylované slouceniny
(Zuiter 2014), dale také peonidin ¢i malvidin (Sokovi¢ et al. 2021). Malvidin je nejhojnéji
zastoupeny anthokyanidin ve v§ech odridach vinné révy a lze jej proto povazovat za hlavni
slozku zodpovédnou za barvu ¢ervenych hroznu a ¢erveného vina (Anonymus 2012).

Bohatym zdrojem flavonoidi této skupiny jsou také granatova jablka, Cervené,
fialové a modré bobule, Svestky (Sokovi¢ et al. 2021), ¢ervené zeli nebo pigmentované

obiloviny, jako je fialova kukufice (Gongalves et al. 2018).
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Tato skupina flavonoidl je spojena S antioxida¢nim potencidlem, zdravim srdce,
obezitou a prevenci cukrovky. (Sokovi¢ et al. 2021). Jejich potencial v prevenci rakoviny je
odvozeny ze schopnosti modulovat mitochondrialni funkce, ¢imz ovliviiuji energeticky
metabolismus bun¢k a potencidln€ indukuji vnitini cesty apoptdzy. Krome vnitiniho pouziti

se zjistili i pfimé protektivni G¢inky anthokyanidinti pfi topickém pouziti (Ragac et al. 2019).

®
O
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=
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Obr. 11. Zakladni struktura
anthokyanidinti (Wang et al. 2018).
1

2.2.6 ISOFLAVONY

Tato skupina flavonoidu se vyznacuje tim, Ze ma B-kruh ptipojeny v poloze C3 (obr.

12) a prochazi riznymi modifikacemi vedoucimi ke vzniku jednoduchych isoflavont, jako

Obr. 12. Zakladni struktura
isoflavonii (Wang et al. 2018) 1

Isoflavony jsou typem polyfenolu, ktery se nachazi v lusténinach, v¢etné cizrny,
fazoli, s6jovych bobti, nejbohatsi zdroj isoflavonil vitbec, a ofechach (Thrane et al. 2017).

Obecné se ma za to, Ze glukosidové formy jsou metabolizovany stievni mikroflorou
nebo stfevnimi glukosidazami, kdy jejich cukerna ¢ast je odstranéna z glykosidu, za vzniku

aktivnich slou¢enin — odpovidajicich aglykond, které jsou pak skute¢né absorbovany
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Vv tenkém stteveé (Cvejic et al. 2017). Mezi hlavni isoflavonové aglykony s6ji Ize povazovat
daidzein, genistein a glycitein (K¥izova et al. 2019).

Syrove sojové boby mohou obsahovat 1,2-4,2 mg isoflavont na 1g suSiny, zatimco
sojova mouka s vysokym obsahem bilkovin obsahuje pouze 1,1-1,4 mg na 1 g susiny. Strava
bohatd na sdéjové boby ma za nasledek zlepSeni kognitivnich schopnosti, prevenci
osteopordzy artuznych druhii rakoviny, zlepSeni imunitni funkce a udrzeni zdravi U Zen
v menopauze a také potlaceni CVD sniZenim celkového cholesterolu a LDL cholesterolu
a zvysenim HDL v krevnich cévach (Bultosa 2016).

Je zajimavé poznamenat, Ze vysoké koncentrace isoflavonu Ize detekovat v prsni
tkani a v prostaté, pravdépodobné kviili ¢etnym estrogenovym receptorim, které predstavu;ji
mista plsobeni isoflavontl jako fytoestrogenovych sloucenin (Cveji¢ et al. 2017).

Byl studovan antibakterialni ucinek isoflavonu z ¢eledi bobovitych rostlin
(Fabaceae) proti Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Shigella spp., Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp., Vibrio cholerae a Vibrio parahaemolyticus v mléce. Isoflavony se
ukazaly jako nejaktivngjsi proti S. aureus a poté, v sestupném potadi, proti V. cholerae,
Salmonella, Shigella, Klebsiella a Pseudomonas spp., s minimalni inhibi¢ni koncentraci
v rozmezi od 25 do 200 mg/l pro vétsinu mikroorganismu (Pina-Pérez et al. 2015). Z toho
vyplyva, Ze mnoho z isoflavonti maji silnou aktivitu proti gram-pozitivnim bakteriim
a zanedbatelnou nebo téméf Zadnou proti gram-negativnim bakteriim. Byl stanoven
vzajemny vztah mezi pfitomnosti izoprenové skupiny a hydroxylové skupiny v ur¢itych
polohach struktury isoflavonového kruhu s anti-Staphylococcus aureus a anti-MRSA
aktivitou (Mukne et al. 2011)

Kromé¢ tuplné inhibice zaclenéni metaboliti do bakteridlnich bunék vykazuje
pozorovany intenzivni baktericidni G¢inek téchto sloucenin urcitou podobnost s ti¢éinkem
vyvolanym 4-chinolonovymi antimikrobialnimi ¢inidly, které inhibuji syntézu DNA. To je
Vv souladu se skute¢nosti, Ze isoflavony maji ur¢itou strukturni podobnost s 4-chinolonovymi
antibakterialnimi ¢inidly (Mukne et al. 2011).

Ve srovnani s diive zminénymi flavonoly a flavanony, dokaze ¢lovék isoflavony 1épe
stravit (Cveji¢ et al. 2017).
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2.3 STILBENY

Rostliny pouzivaji Cetné obranné mechanismy zahrnujici jak konstitutivni, tak
indukovatelné bariéry, aby zabranily vstupu fytopatogennich mikroorganismi. U mnoha
druhti rostlin je jednou z nejucinnéjSich reakci na boj proti uto¢icim mikrobiam (Albert et al.
2011) nebo houbdm (Ziaullah et al. 2015) rychla syntéza antimikrobialnich piipadné
antifungalnich fytoalexint s nizkou molekulovou hmotnosti (Albert 2011). Vétsina stilbent
v rostlinach pisobi pravé jako antifungalni nebo antimikrobialni fytoalexiny, slouceniny,
které jsou syntetizovany pouze v reakci na infekci nebo poranéni (Kondratyuk et al. 2009).
Zvlasté v poslednich letech je stilbenim vénovéana velkd pozornost jako aktivnim
molekulam funkénich potravin a pfirodnich 1é¢iv (Su et al. 2022).

Stilbeny jsou strukturné charakterizovany pfitomnosti 1,2-difenylethylenového jadra
s hydroxyly substituovanymi na aromatickych kruzich a existuji ve formé¢ monomert nebo

oligomeru (obr. 13) (Rupasinghe et al. 2014).

e~
=

Obr. 13. Z&kladni struktura stilbent
(Fillips etal. 2017). 1

Nazev pro stilben (1,2-difenylethylen) byl odvozen z teckého slova stilbos, coz
znamena zafici, protoze se vyznafuje intenzivnimi absorpénimi a fluorescenénimi
vlastnostmi. Tyto chromofory mohou podléhat fotoizomeraci stejné jako azobenzeny, ale
také vykazuji fotodimerizaci (Menzel 2002). Pouzivaji se pti vyrobé barviv, optickych
zjasnovacu nebo scintilatora (Ziaullah et al. 2015).

Nejvice studovanou slou¢eninou je trans-resveratrol, ktery ma trinydroxystilbenovy
skelet (Rupasinghe et al 2014). Resveratrol je fytoalexin neboli tfida antibiotik rostlinného
pivodu, produkovany piedev§im v hroznech a arasidech. Nejvyssi koncentrace resveratrolu
(50-100 pg/g) se nachazi ve slupce hroznt (Kondratyuk et al. 2009). Jeho obsah se vsak
u riznych odrud Vitis vinifera i u riznych kultivara 1isi a béhem procesu zrani hroznt se
mnozstvi resveratrolu postupné zvySuje (Mikes$ et al. 2008). Divod syntézy resveratrolu

v hroznech je spojen s pfirozenymi stresovymi faktory, jako je plisen Seda nebo houbové
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infekce. Je povazovadn za soucdst obranného systému rostlin. Vyznamnid mnozstvi
resveratrolu byla detekovéana ve zdravych shlucich ovoce pied vizudlni detekci plisnovych
1€zi, coz naznacuje, Ze resveratrol byl syntetizovan brzy po rozpoznani patogenu rostlinou.
Lze si predstavit, Ze resveratrol zprostiedkovava ptiznivé ucinky lidskym bunkam
mechanismy podobnymi tém, které jsou zprostfedkovany V rostlinnych buikach
(Kondratyuk et al. 2009).

Resveratrol a jeho pfirodni derivaty vsak vykazuji pouze mirné antimikrobialni
u¢inky. Nicméné muze byt uzitecnou hlavni strukturou pro chemickou syntézu
antimikrobialnich latek. Stilbeny byly testovany v agarovém difaznim testu proti nékolika
bakteriim a houbam. Pro né€které z té€chto sloucenin byly inhibi¢ni zony pro bakterie a houby
srovnatelné se zénami antibiotik tetracyklinu, streptomycinu, ampicilinu nebo kanamycinu,
namifenych proti prokaryotim (Albert et al. 2011).

Kromé jejich antimikrobialni aktivity, pfispivaji k ochran¢ jater, jsou aktivni proti
Alzheimerové chorobé a inhibuji zvySeni glukozy a triglycerida v plazmé (Flamini et al.
2019).

Stilbenoid chemicky piibuzny resveratrolu, pterostilben (Ziaullah et al. 2015), kdy
jeho zastoupeni v hroznech je asi desetkrat nizsi ve srovnani s resveratrolem (Mikes et al.
2008), se nachazi mimo jiné také v boravkach. Studie naznacuji, Ze pterostilben pomaha pii

snizovani krevnich lipidt a cholesterolu (Ziaullah et al. 2015).

2.4 LIGNANY

Lignany jsou difenolické slouceniny, které maji 2,3 - dibenzylbutanovou strukturu

vzniklou dimerizaci dvou zbytku kyseliny skoficové (obr. 14) (Kondratyuk et al. 2009).
CH-0O O CH:OH
HO CH:OH
‘ OCH;

OH

Obr. 14. Zakladni struktura
lignand (Mrduljas et al. 2017). 1
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O takovych slouceninach je zndmo, Ze existuji jako minoritni slozky mnoha rostlin,
kde tvofii stavebni bloky pro tvorbu ligninu Vv rostlinné bunécné sténé a vyskytuji se prevazné
Vv glykosidické formé. Glykosidy jsou pfevedeny fermentaci V proximélnim tracniku na
sav¢i lignany (Zitterman 2003).

Dva hlavni sav¢i lignany, enterodiol a enterolakton, jsou produkty bakterialniho
metabolismu rostlinnych lignanti secoisolariciresinolu a matairesinolu, které se vyskytuji
v ruznych celozrmnych obilovinach (jeCmen, zito a pSenice), semenech, ofechach,
lusténinach a zelenin¢ (Barakat et al. 2018), v tlustém stievé (Zitterman 2003). Lécba
enterodiolem a enterolaktonem vedla K inhibici rastu lidskych bunék rakoviny tlustého
stieva (Sang et al. 2014).

Nachazeji se hlavné v potravinach bohatych na vldkninu, nejbohat$im znamym
dietnim zdrojem enterolaktonovych prekurzori je Inéné a sezamove seminko (Barakat et al.
2018), kde je hlavnim rostlinnym lignanem ptitomny sesamin. Pfedchozi studie odhalily, ze
sesamin ma& mnoho silnych farmakologickych funkci, vcetné antioxidacnich,
antihypertenznich a antihyperlipemickych vlastnosti (Martinez et al. 2014).

Pokud je v téle malo estrogenu, mohou se lignany chovat jako slaby estrogen, ale
kdyz je ptirozeny estrogen V téle hojny, mohou lignany snizovat G€inek estrogenu tim, Ze jej
vytésiiuji z bunék. Toto vytésnéni hormonu mize pomoci piedchazet nékterym druhiim
rakoviny, jako je rakovina prsu, ktera zavisi na estrogenu (Kondratyuk et al. 2009).

Podofylotoxin je nejvyznamnéj$im lignanem diky aktivitdm jeho derivati. Mezi
semisyntetické derivaty podofylotoxinu patii antineoplastika etoposid a teniposid. Etoposid
se pouziva pii 1écbe testikularniho a malobunééného karcinomu plic spolu s dal§imi nadory.
Teniposid je schvalen pro 1é¢bu akutni lymfoblastické leukémie (Simpson et al. 2017).

Urcité typy lignanu vykazuji aktivitu proti citlivému arezistentnimu S. aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, E. cloacae a kmeny M. tuberculosis (Favela-
Hernandez et al. 2012).
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3 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH PRIRODNICH ZDROJU
3.1 CAJOVNIK CINSKY

Zeleny ¢aj ma svij puvod v Cajovniku cinském (Camellia sinensis). Camellia
sinensis, patiici do ¢eledi Theaceae (Singh et al. 2022), je celosvétove velmi dulezitd rostlina
pro &lovéka jak z hospodaiského ¢&i zdravotniho hlediska piivodem z Ciny a jihovychodni
Asie (Shivashankara et al. 2019).

Cajovnik je velmi riiznorody kvili své vlastni nesluéitelnosti a kiizeni, coz vede
k Siroké genetické diverzité a velké variabilité vzhledu a vlastnosti. Nicméné jiné faktory,
jako jsou ekogeografické rozdily, v8ak mohou také ovlivnit jeho morfologické
a agronomické rysy. Proto je dilezité a nezbytné ziskat pfistup ke genetické rozmanitosti
a spravné identifikovat Cajové listky pii sbéru zdroju zarode¢né plazmy apii vybéru
rodi¢ovskych typt pti kiizeni (Ma et al. 2010)

V soucasné dob¢ se Siroce péstuje v celé Asii, Africe a riznych ¢astech Stredniho
vychodu. Caj lze p&stovat v oblastech s dobrou teplotou, kyselou piidou a vysoce vihkymi
podminkami prostiedi (Tariq et al. 2010).

Jedna se o stalezeleny strom nebo kef, ktery ve volné piirod¢ dosahuje vysky 10-15
m a pii kultivaci 0,6—1,5 m. Listy jsou svétle zelené, kratce stopkaté, kozovité, stiidavé,
kopinaté, s pilovitym okrajem, vespod lysé nebo pyfité, v délce 5-30 cm a Siice asi 4 cm.
Zralé listy jsou jasn¢ zelené, hladké a kozovité, zatimco mladé listy jsou opatfeny trichomy
(Tarig et al. 2010).

Kvéty jsou bilé, vonné, 2,5-4 cm v praméru velke a vyskytuji se jednotlivé nebo ve
shlucich po dvou nebo ctyfech. Nesou cetné ty€inky se Zlutym praSnikem a vytvareji
hnédocervené tobolky. Plodem je zplostéla, hladka, zaoblend trojhranna tiibunécna tobolka,
v kazdé se nachazi jedno semeno velikosti malého ofisku (Tariq et al. 2010).

V dnesni dobé ma vétsina komerc¢nich ¢ajovych listkii na trhu mnoho odrid a ¢ajové
odridy se lisi nejen z botanického hlediska, ale iz hlediska kvality (Chen et al. 2008).
V zévislosti na procesu fermentace se ¢aj rozdéluje do tii typl. Zeleny Caj piedstavuje
nefermentovanou formu. Této formé je vénovana zvlasté velka pozornost vyzkumnikd pro
jeho specifické vlastnosti podporujici zdravi zpisobeny ptedevsim dominantnimi
polyfenolickymi slozkami. Pro extrakci téchto katechinti, které tvoti az 20-30 % suSiny
zeleného caje, je pro dalsi zkoumani jejich zdravotnich pfinosii nanejvys dilezitd vhodna

metoda extrakce (Tariq et al. 2010).
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Zeleny ¢aj byl propagovan jako uzite¢ny pii Siroké skale stavil, véetné prevence
rakoviny, kardiovaskularnich poruchach a AIDS. Mezi hlavni nepfiznivé reakce na zeleny
Caj patii ucinky kofeinu, s tfesem a nespavosti a abstinen¢nimi ptiznaky (bolesti hlavy,

ospalost a inava) (Anonymus 2016).

3.2 REVA VINNA

Vinna réva (Vitis vinifera) je jednou z nejbéznéji péstovanych plodin na svéte
(Gharwalova et al. 2018). V Ceské republice v roce 2014 ¢&inila plocha osazenych vinic 783
ha, pti¢emz 93 % tohoto Gizemi pfipadalo na Jihomoravsky kraj (Cviner et al. 2017).

Vinna réva je zafazena do rodu Vitis, v ramci Celedi Vitaceae. Dal§imi znamymi
zastupci Celedi jsou loubinec pétilisty (Parthenocissus quinquefolia) a liana virginska
(Parthenocissus tricuspidata) (Jackson 2020).

Druhy této ¢eledi jsou typicky dieviti a maji popinavy habitus (Jackson 2020). Jejich
vyvinuté popinavé orgény, uponky, jsou ontogeneticky pifibuzné rozmnozovacim organtim
(Carmona et al. 2007). Listy se vyvijeji stfidavé na vyhonech a maji ztloustlé uzliny, které
mohou vytvafet iponky nebo shluky kvéti naproti listim. Kvéty jsou drobné, jednopohlavé
nebo oboupohlavné a vyskytuji se ve velkych hroznech. VétSina ¢asti kvéta se objevuje ve
skupinach po ¢tyfech nebo péti, pricemz ty¢inky se vyvijeji naproti okvétnim listkiim. Pestik
se skldda ze dvou plodolisti, Castetn¢ uzavienych schrankou, kterd se vyviji do
dvoukomorové bobule. Plod obsahuje az ¢tyfi semena (Jackson 2020), jeZ jsou endospermni.

Charakterizuje se tedy jako popinava rostlina s duleZitou vlastnosti apikalni
dominance, kterd se projevuje ptfevahou riistu letorostii neboli vyhonti vrcholové casti
rostliny. Kazdym rokem, nejc€astéji béhem mésice unora, se provadi tzv. zimni fez. Cilem
fezu je seshirani a odstranéni ptebyteénych vyhont, coz je pro budoucnost kefe, jeho
spravny rist a plozeni zasadni. Bé&hem vegeta¢niho obdobi révy vinné je klicové zajistit
optimalni listovou plochu, ktera je zodpovédna za fyziologické déje, predevsim fotosyntézu,
respiraci a transpiraci. Intenzita odlisténi ovliviiuje slozeni hroznti (obsah cukr, kyselin)
a kvalitu vinnych produkti (Cviner et al. 2017).

Ekonomicky je réva vinna vyznamna jako zdroj hroznd, jak pro pfimou spotiebu, tak
pro vyrobu vina. Odpady a vedlejsi produkty vznikaji pfi péstovani hroznt i pfi vyrobé vina.
Kazdoro¢né se protfezava réva, ktera vytvari vice nez 1 tuna/ha/rok palic. Tyto palice jsou

povazovany za odpad a jsou obvykle spaleny (Gharwalova et al. 2018).
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Béhem poslednich deseti let bylo diikladné prozkoumano chemické slozeni palic
a bylo prokazano, Ze jsou cennym zdrojem fenolickych antioxidantl, konkrétné nejvétsich
skupin polyfenolickych sloucenin flavonoidl a stilbenoidt, které jsou produkované
rostlinami v reakci na stresové podminky (mechanické poskozeni a UV zafeni) nebo na
houbové infekce. Za nejvyznamnéjsi stilbeny, jak uz bylo zminéno, jsou povazZovany
resveratrol a jeho glykosidicka forma polydatin (Gharwalova et al. 2018).

Resveratrol a jeho derivaty jsou stale zadanéjsi jako nutraceutika, pro kosmetické
ucely amozna ipro farmaceutické ucely, vCetné dopliku stravy. Existuje vS§ak mnoho
faktori, které ovliviiuji produkci a akumulaci polyfenold Vv rostlindch Vitis vinifera
(Gharwalova et al. 2018).

Nékolik studii prokazalo, ze obsah polyfenolickych sloucenin ve vinné révé a viné
zavisi na odridé podminkach rastu. Byl studovan vliv sucha na obsah polyfenolt (kyselina
kavova, kyselina p-kumarova a kyselina ferulovd) v listech a kofenech vinné révy. Jiz diive
bylo prokazano, Ze teplota a intenzita slune¢niho zafeni maji vliv na obsah polyfenoli ve
slupce bobuli béhem jejich zrani. Déle bylo stanoveno, ze UV svétlo, 0zon nebo anoxie
(prostiedi bez kysliku) spoustély syntézu stilbenoida u Vitis vinifera. Organické hrozny jsou
obvykle osetfovany pesticidy, jako je sucha tekuta sira a soli médi, ale vysledky naznacuji,
ze pouziti organického ochranného postfiku neovlivnilo celkovy obsah polyfenolti ani
antioxida¢ni aktivitu. VSechny dfive zminéné studie pfispély K lepsimu pochopeni
akumulace polyfenolti Vv riznych ¢astech rostliny ve vztahu Kk podminkam prostiedi
(Gharwalova et al. 2018).

Réva vinna je druh velice nachylny k napadeni piedev§im houbovymi patogeny.
V prubéhu 19. stoleti se patogeny jako padli révové (Uncinula necator) a plisen révova
(Plasmopara viticola) dostaly do Evropy ze Severni Ameriky a staly se hlavnimi rizikovymi
faktory pro vinaistvi. Vzhledem k tomu, ze Vitis vinifera nenese Zadnou odolnost vici
plisnim, stalo se pro tradi¢ni kultivary nepostradatelné vicendsobné aplikace fungicidii za
vegetacni obdobi. Nejlepsi zpiisob, jak piekonat tyto problémy, je vyvinout odoIné kultivary
produkujici vysoce kvalitni plody (Figueiredo et al. 2008).
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4.1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli je bakterie patiici do ¢eledi Enterobacteriaceae (Schindler 2014).
Enterobacteriacea se vyskytuji kosmopolitn€ po celém svéte a je to skupina bakterii, kterd je
patogenni jak pro ¢lovéka, zvifata, hmyz i rostliny. Jsou intenzivné studovany v oborech
Iékatstvi, potravinaistvi, v oboru vodni mikrobiologie, biochemie i genetiky pro jejich
zpusobilost ristu na jednoduchych pudnich laboratornich kulturach za tvorby hladké kolonie
0 priméru 3—5 mm. (Bednaf et al. 1996).

Morfologicky se jednd o rovné tycky délky 1-6 pm, o tloustce 0,41 um. AZ na
vyjimky se pohybuji pomoci bi¢ik a jejich povrch je opatfen fimbriemi. K rozeznavani
neslouzi mikroskopie, vzhledem k jejich téméf totoznému vzhledu, ale fada metabolickych
testll. Mezi tyto testy patii schopnost $t€peni cukrt, pfitomnost a aktivita enzymatickych
latek nebo povaha metabolickych produktt. V Klinické praxi méa vyznam jen nékolik malo
rodi, se kterymi se lze setkat v laboratofi, ovSem nejvétsi vyznam ma Escherichia coli
(Schindler 2014).

Escherichia coli piedstavuje modelovy organismus pro fyziologické, genetické
i biochemické studie. Patii tak k nejprostudovanéjsimu bakterialnimu druhu, u kterého byla
poprvé zpozorovana anasledné prozkoumana konjugace bunc¢k avyména genetického
materialu (Silhankova 1983). Konjugace je proces, kdy dochazi k ptenosu DNA z donorové
bunky do recipientni, které jsou spolu spojené pies sex pili. Konjugativni plazmid, kruhova
dvousrobovice molekuly DNA pfitomna V cytoplazmé, je podminkou pro pritb¢h konjugace.
U E. coli je to plazmid F, ktery efektivné uskute¢nuje konjugaci tohoto druhu (Rosypal et
al. 1981).

E. coli je gramnegativni ty¢ka neprodukujici spory, kdy se po odbarvovacim procesu
za pritomnosti ethanolu na zakladé Gramovo reakce, ktera spociva v barveni bakterie
krystalovou violeti a Lugolovym roztokem, zbarvi Cervené po pfidani barviva safraninu.
Skute¢nost Gramova barveni je zaloZena na stavb&é bunétné stény, ktera naopak
u grampozitivnich bakterii zabraniuje odbarvovacimu procesu ethanolem a zistavaji tak
zbarveny fialové€. (Rosypal et al. 1981)

Vyhledava prostiedi bez pritomnosti kysliku, ale ptezije i v jeho pfitomnosti, jedna
se tedy o fakultativné anaerobni bakterii (Sandova 2020). B&zné se vyskytuje V tlustém

stievé savcl, a tedy ve stolici, proto je nékdy oznaCovana jako stievni tyCka (Schindler
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2014). Funguje jako indikator fekalni kontaminace pitné vody, kde muze byt ptitomna kvuli
fekalnimu znecisténi (Bednar et al. 1996).

Escherichia coli je pivodce mocovych infekei, kdy se dostava z kone¢niku po hrazi
do mocové trubice, dale do mocového méchyie, ¢imz zpisobuje jeho zanéty. V horSim
ptipadné pronikd az do ledvinovych panvic¢ek. Kromé toho muze zptusobovat prijmové
infekce, potom co ma schopnost produkovat specifické faktory virulence (Schindler 2014).
Kromé ptichycovacich fimbrii, diky kterym se vSechny druhy E. coli pfichycuji k povrchu,
maji patogenni druhy specificky fimbralni antigen, ktery jim dovoluje pfichytit se ina
sliznici tenkého stfeva, kterou za normalnich podminek neosidluji (Gerzova 2010). Podle
klinickych projevi virulence 1ze kmen E. coli rozdélit do enteropatogennich skupin druhu
(Schindler 2014).

Enteropatogenni kmeny E. coli (EPEC) maji za nasledek prijmy U novorozenct,
kdy dochazi k dehydrataci organismu, v krajnich ptipadech az ke smrti. (Bednat et al. 1996)
Prijmy jsou bézné doprovazeny krvi, bez horecky a produkce toxint. (Schindler 2014)

Enterotoxigenni kmeny E. coli (ETEC) jsou puvodci prijmu jak u déti, tak
dospé€lych. Jsou casto oznacovany jako cestovatelské prijmy, diky vyskytu v jiznich
oblastech. (Bednar et al. 1996) Faktory virulence nejsou jen fimbrie, ale i produkce dvou
toxind, termolabilni LT a termostabilni ST (Gerzova 2010).

Enteroinvazivni kmeny E. coli (EIEC) zpusobuji onemocnéni podobajici se
bacilarni Gplavici (dyzenterii). Jejich patogenita spoc¢iva v mechanismu pronikani do bun¢k,
kde se nasledné¢ pomnozi (Bednai et al. 1996). Ve slizovité stolici je piitomna krev.
(Schindler 2014)

Enterohemoragické kmeny E. coli (EHEC) se pfichycuji v tlustém stifevé prevazné
ktera muze piechazet az ve smrtelny hemoragicko-uremicky syndrom (HUC). Pro HUC je
typické selhani ledvin. Verotoxin neboli tzv. shiga toxin je produkovan témito bakteriemi
a je hlavnim faktorem onemocnéni. Spatné tepelné upravené maso, mosty i voda méizou byt
zdrojem nékazy (Schindler 2014).

Enteroadheretni kmeny E. coli (EAEC) se pfichycuji ke sliznici, bez vyrazného

projevu infekce (Schindler 2014).
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4.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie (zbarvena fialové podle Grama)
(Taylor et al. 2022), ktera ziskava energii a ziviny oxidaci organickych latek, tedy dychanim
¢i kvasenim. Pii dychani dochazi k oxidaci gluk6zy molekularnim vzdu$nym kyslikem na
oxid uhli¢ity a vodu. Naopak kvaSeni je proces, ktery neprobihd za ptitomnosti vzdusného
kysliku, ale vyuziva kysliku uvniti bakterie (Rihova Ambrozova 2007). Proto se tato bakterie
oznacuje jako chemoorganotrofni s metabolismem aerobnim i anaerobnim. (Rosypal et al.
1981).

S. aureus je kulovitého vzhledu o priméru asi jednoho mikrometru, jeho povrch neni
opatfen zadnym pohyblivym aparatem a netvoii spory. Miize se vyskytovat jednotlive, ve
dvojicich nebo v koloniich, které jsou oznacovany jako hroznovité (Bednaf et al. 1996).
Hrozny jsou zbarveny zluté az zlaté kvili pfitomnosti karotenového pigmentu, od ¢ehoz
dostal S. aureus sviij nazev (Taylor et al. 2022).

Typické biochemické identifikacni testy zahrnuji kataldzu pozitivni (vSechny
patogenni druhy Staphylococcus) a koagulazu pozitivni (k odliseni Staphylococcus aureus
od jinych druhti Staphylococcus). K rozeznani druhu Staphylococcus saprophyticus od S.
aureus se vyuziva citlivosti na novobiocin (Taylor et al. 2022), antibiotikum, produkované
aktinomycetou Streptomyces nivens [1]. Mannitolova fermentace pozitivni slouzi pro
odliseni od Staphylococcus epidermidis (Taylor et al. 2022).

Adheziny jsou bilkoviny na povrchu bunééné stény tohoto mikroorganismu, které
mu umoziuji pfilnout na kizi a sliznici nosohltanu (Bednaf et al. 1996). Odhaduje se, ze az
polovina dosp€lé populace je kolonizovéana a piiblizné 15 % populace trvale nosi S. aureus
Vv piednich nosnich dutindch. K pfenosu dochéazi pfimym kontaktem z ¢loveéka na ¢lovéka
(Taylor et al. 2022).

K hnisavému (pyogennimu) onemocnéni U zdravého lidského organismu bézné
nedochdazi, pouze v piipadé oslabeného imunitniho systému. OhroZenou skupinou muzZou
byt nedonoseni novorozenci, kojenci nebo starci (Bednar et al. 1996).

S. aureus se muze §itit z povrchového mista krevnim fec¢istém do vnitinich organt,
kde muze vytvofit metastatické lozisko infekce. Hlavnimi misty infekce jsou chirurgické
rany nebo bakterie kolonizuji implantované zafizeni a zptsobuji mistni poSkozeni (Foster

2002). Infekce maji casto chronicky charakter (Bednar et al. 1996).
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Klicovym znakem 1éCby je stanoveni pfitomnosti/nepiitomnosti kmeni rezistentnich
na léeky. Masové piedepisovani penicilinu vedlo k vyvoji rezistentnich kmena produkujici
enzym penicilindzu. Jednim z kment je MRSA (Methicilin-resistant-Staphylococcus
aureus), ktery je ukazkovym ptikladem netispéchu antibiotické terapie (Schindler 2014) a je
nutna alternativni 1éCba (Taylor et al. 2022).

Po poziti potraviny, ktera je kontaminovana timto druhem stafylokoka, je mozna az
smrtelnd otrava jidlem. Do potravin se dostava z abscesovych lozZisek na rukou osob, které
je ptipravuji. S aureus produkuje toxiny, které Ize znicit varem, proto jsou rizikova hlavné

jidla bez tepelné upravy (Silhdnkova 1983).

4.3 BACILLUS SUBTILIS

V piirod¢ B. subtilis obyva pudu, kofeny rostlin a vodni prostedi. Ackoli mize rust
Vv gastrointestinalnim (GI) traktu zvifat, nepovazuje se za patogen pro Cloveka (Martinez
2013).

Jedné se 0 grampozitivni ty¢inkovitou bakterii, ktera tvoii tepelné odolné spory. Své
jméno dostala od Ferdinanda Cohna v roce 1872, ktery demonstroval tvorbu vytrusu
odolného vuci teplu. Efektivni systémy genetické analyzy pomohly B. subtilis stat se
modelovym organismem pravé pro studium tvorby spor (Piggot 2009).

Vynikajici fyziologické vlastnosti této aerobni bakterie avysoce adaptibilni
metabolismus umoziuje jeji pé€stovani na levnych substratech. Riist a fermentacni cyklus
této bakterie se odhaduje kolem 48 hodin (Su et al. 2020). Kdyz se péstovani B. subtilis setka
S omezenim Zivin, miZe podstoupit fadu reakci, které ji pomohou ptezit. Odezvy zahrnuji
syntézu antibiotik a extracelularnich enzymui, schopnost piijimat DNA, pohyblivost a tvorbu
biofilmu. Tvorba spor je nejdramatictéjsi reakci na omezeni Zivin. Vytrusy jsou tepelné
odolné a spici, ale mohou rychle kli¢it a vratit se k vegetativnimu rustu (Piggot 2009).

Pramyslova aplikace B. subtilis se v poslednich deseti letech rychle rozvinula a stala
se hlavni tovarnou na mikrobidlni buniky pro mnoho primyslovych produktti (Su et al. 2020).

B. subtilis hraje hlavni roli pfi vyrobé potravin (fermentované produkty, zvyraziovace chuti,
sladidla a ptisady do krmiva), detergenti pro domacnost, antibiotik a vitaminti a pii vyvoji
vakcin; slouzi jako modelovy organismus pro vyvoj sporicidl, chemickych latek, které

zabijeji spory (Martinez 2013).
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Kromé toho je B. subtilis Siroce pouzivan v biotechnologii. V posledni dob¢ se
zlepSena exprese a sekrece proteinti B. subtilis stala G¢innym nastrojem pro produkci
enzymi. Odhaduje se, ze druhy Bacillus, v¢etné B. subtilis, produkuji 60 % komer¢né
dostupnych enzymu (Martinez 2013).

B. subtilis je schopen vylucovat razné nizkomolekularni antimikrobidlni peptidy
a bakteriociny. Tyto antimikrobialni peptidy z B. subtilis ptedstavuji slibné terapeutické
nastroje diky své Siroké aktivité a schopnosti rychle zabijet rizné patogeny. Vzhledem
K naristajicim problémum s mikrobialni rezistenci, které jsou zptsobeny neracionalnim
pouzivanim konvencnich antibiotik, budou antimikrobidlni peptidy hrat vyznamnéjsi roli
V 1é¢bé bakterialnich infekci. Dalsi vyhodou antimikrobialnich peptida je jejich bezpe¢nost
a Setrnost K zivotnimu prostiedi. V zemédé€lstvi jsou Siroce Vyzivany jako ptisady do krmiv
ke zlepSeni traveni zivoCisné vlakniny a zdravi stiev. B. subtilis mize pomoci zlepsit
rovnovahu stfevni flory a mé potencial zlepsit zdravi stfev a G€innost vstfebavani potravy.
Studie ukazaly, ze ptidani spor B. subtilis do krmiva dojnic mtze zlepsit produkci mléka
a bilkovin (Su et al. 2020).
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5.1 METODY EXTRAKCE POLYFENOLU

Extrakce polyfenolu je proces ziskavani bioaktivnich latek z rostlinnych materialu,
V tomto piipadé z ¢ervenych hroznt a zeleného caje.

Jednou z extrakénich metod je metoda liquid-liquid. Tato metoda, ktera byla vyuzita
v ramci této kvalifikaéni prace, spociva v pienosu uréitych slozek z jedné kapalné faze do
druhé kapalné faze, jez jsou vzajemné nemisitelné (Mazzola et al. 2008), kdy musi byt
prekonano urcité fazové rozhrani pro pienos hmoty (Mdller et al. 2000). Pro dosazeni
separace dvou slozek se pridava vétSinou organické nepolarni rozpoustédlo k pivodni
poléarni kapalin€ obsahujici slozky, které maji byt extrahovany (Miiller et al. 2000). Tento
proces extrakce je Siroce pouzivan V chemickém pramyslu diky své jednoduchosti,

ucéinnosti, nizkym nakladim a kratkého Casu separace (Mazzola et al. 2008).

5.1.1 EXTRAKCE POLYFENOLU Z CERVENYCH HROZNU REVY VINNE

Nejprve bylo odvazeno 400 g ¢ervenych semennych hrozni pomoci digitalni vahy
a nasledné bylo toto mnozstvi hroznii dikladné omyto vodou, aby se odstranily ¢astice
necistot. Omyté hrozny byly ponotfeny do 300 ml destilované vody o teploté cca 30 °C
a smés byla zhomogenizovana ty¢ovym mixérem.

Zhomogenizovany vzorek byl prefiltrovan pies gazu, ktera byla tiikrat pielozena ve
filtra¢ni nalevce, atouto filtraci se ziskalo 320 ml filtratu. Toto mnozstvi filtratu bylo
nasledné sterilizovano acetonem vpoméru 1 : 1 apo dobu 24 hodin byla smés
desublimovana ve vodni lazni pfi teploté 40 °C.

Druhy den byla provedena ¢ichova zkouska k zjisténi neptitomnosti acetonu. Sterilni
roztok byl dvakrat filtrovan pfes filtra¢ni papir KA 3, kdy bylo ziskano 120 ml filtratu, ktery
byl pouzit k extrahovani ¢istych polyfenoll dle Taleb et al. (2016) metodou liquid-liquid
spoc¢ivajici nejprve v ptipravé adhezni pryskyfice, na kterou byly vazany polyfenolové
slouceniny.

5.1.1.1 Metoda ptipravy adhezni pryskyftice

Ptiprava adhezni pryskyfice byla uskutecnéna dle Taleb et al. (2016). Na jeden filtrat
pifrodnich extraktii bylo navdzeno na digitdlni vaze cca 47 cm?® pryskyfice Amberlite

XAD- 4. Dale bylo ptipraveno si 100 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci 7,3 %.
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Na piiprava tohoto mnozstvi kyseliny o stanovené koncentraci bylo odpipetovano
73 ml 10% kyseliny chlorovodikové do kadinky a poté bylo odméieno a prilito
K odpipetovanému mnozstvi kyseliny 27 ml destilované vody. Bylo tak dosazeno
pozadovaného roztok kyseliny chlorovodikové o piesné koncentraci.

Po dobu jedné hodiny byla pryskytice kondiciovana ve 100 ml kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 7,3 % a po uplynuti stanoveného ¢asu 1 hodiny byla tato smés
jednou prefiltrovana pres filtraéni papir. Samotna pryskyfice byla poté umisténa pies noc do

roztoku metanolu a vody v poméru 39 ml : 39 ml (1 : 1), aby nabobtnala.

5.1.1.2 Metoda izolace polyfenoli

Druhy den byly naplnény dvé byrety smési nabobtnalé pryskyfice, destilované vody
a metanolu a byly ucpana vatovym tamponem. Naplnéné byrety pryskytici byly nejprve
prolity 400 ml destilované vody (kazda 200 ml). Sterilni filtrat ¢ervenych hroznd (120 ml)
byl poté pomalu postupné nalévan do pfipravenych byret rychlosti 10 ml za 45 minut. Poté
byly byrety prolity roztokem kyseliny chlorovodikové (250 ml) opH 2, kterd byla
ptipravena ze 31% kyseliny chlorovodikové a ta nasledné ziedénd destilovanou vodou.
Pomoci pH metru bylo stanoveno pozadované pH, které bylo ovéteno pH papirky.
Nésledovalo proplachnuti byret 300 ml metanolu, ktery byl spolu s fenolickymi frakcemi
zachycen ve sterilni k&dince a nechal se odpafit na vodni lazni pfi teploté 50 °C. Na dné
kadinky, zakryté alobalovou ¢epi¢kou pro zachovani sterility, tak ztstalo 0,52 g ¢istych
polyfenolt. Toto mnozstvi vyextrahovanych polyfenoli bylo smichano s 10 ml destilované

vody ve sterilni zkumavce a uchovano pro dalsi analyzy.
5.1.2 EXTRAKCE POLYFENOLU ZE ZELENEHO CAJE

Metoda extrakce polyfenolii ze zeleného Caje, pouzita Bharadwaze a Bhattacharje
(2012), spocivala v rozdrceni 30 g nahrubo suSenych ¢ajovych listka tlou¢kem ve tieci
misce. Rozdrcené mnozstvi ¢ajovych listki bylo presypano do kadinky, kam byla piilévana
destilovana voda v poméru 1 : 20 (tedy 600 ml) za ob¢asného michani sklenénou ty¢inkou,
aby doslo k deaktivaci enzymll. Roztok obsahujici ¢ajové kousky byl zahtivan po dobu
1 hodiny nad kahanem pfi teploté 58 °C, ktera byla kontrolovana teplomérem.

Mezitim byla sestavena filtra¢ni aparatura a roztok byl filtrovan nejprve pies gazu,

kdy bylo ziskano 400 ml filtratu. Dale bylo toto mnozstvi filtrovano tiikrat pies filtratni
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papir KA 3, aby se dosahlo co nejmensiho mnozstvi kalu. Jelikoz bylo zapotiebi ziskat Cisty
zeleny €aj, nasledoval proces dekofeinizace.

K dekofeinizaci ¢aje bylo pouzito 245 ml ¢ajového filtratu, ktery byl smichan v délici
nalevce s dichlormethanem v poméru 1 : 1 anasledné byl roztok peélivé protiepan. Po
dikladném protiepani se roztok nechal odstat a po néjakém case se rozdélil na dve vrstvy,
na horni dekofeinizovanou vrstvu aspodni vrstvu obsahujici dichlormethan s kofeinem.
Spodni vrstva byla upusténa do kadinky a svrchni vrstva byla podrobena tomuto procesu
dekofeinizace jeSté pétkrat. To znamena, ze po kazdém postupu dekofeinizace byl
zaznamenam objem ziskaného c¢aje zbaveného kofeinu abylo pfiddno stejné mnozstvi
dichlormethanu (1 : 1). Po tomto procesu bylo ziskdno 196 ml dekofeinizovaného caje.

Ziskané mnozstvi caje bylo poté smichano opét v délici nalevce s 250 ml
ethylacetatu. Poté bylo navazeno na analytické vaze 0,1 g kyseliny askorbové na hodinovém
skle. Toto mnozstvi kyseliny askorbové bylo pfidano téZz do roztoku, aby se zabranilo
oxidaci. Smés byla dukladné protiepana a znovu rozdélena na dvé vrstvy, horni obsahujici
ethylacetat s polyfenoly a spodni obsahujici ¢ajovy filtrat s oleji a lipidy. Spodni vrstva byla
upusténa a horni vrstva prelita do kddinky auchovana. Za Gcelem co nejveétsi vytéznosti
fenolickych sloucenin byl tento postup s ¢ajovym filtritem piedstavujici spodni vrstvu
proveden tikrat, ale uz bez ptitomnosti kyseliny askorbové. VSechny horni vrstvy obsahujici
ethylacetat s polyfenoly byly slity dohromady do kadinky. Kadinka byla ponechana
k odpateni na vodni 1azni pii teploté 50 °C do dal$iho dne opatiena alobalovou zatkou.

Vysledné vysusené polyfenoly (0,72 g) na dné kadinky byly rozpustény v 10 ml

destilované vody a uchovany ve sterilni zkumavce pro dalsi analyzy.

5.2 METODY MIKROBIOLOGICKYCH PRACI

5.2.1 DILUCNi METODA

Ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibakterialni latky potiebnou
K inhibici ristu bakterii byla pouzita diluéni metoda. Tato kvantitativni metoda, ktera je
referenci pro testovani antimikrobidlni citlivosti a spociva v ptipravé sériového fedéni
antibakterialniho c¢inidla (Montalvdo et al. 2014). Tyto testy se provadéji v Zivnych
roztocich, které obsahuji rtzné zvolené koncentrace antibiotik nebo jinych latek
vykazujicich antibakterialni aktivitu. Standartni inokulum testovaného mikroba se injekuje

do zivného roztoku a po inkubaci pii uréité teploté v zavislosti na optimalni teploté ristu

31



SMATERIAL A METODY

bakterii se odecte minimalni inhibi¢ni koncentrace, coz je nejniz§i mnoZstvi

antibakterialniho ¢inidla potfebné K inhibici viditelného ristu mikroba (MareSova 2012).

5.2.1.1 Ptiprava zivného roztoku a inokula

K ptipravé Zivného roztoku byly pouzity 4 g praSkového zivného agaru smichaného
se 125 ml destilované vody. Po dikladném rozpusténi bylo kultivacni médium ptefiltrovano
ptes filtra¢ni papir do kadinky a sterilizovano horkym vzduchem pfi teploté 121 °C po dobu
15 min. Sterilni zivny roztok byl poté pipetovan pomoci mikropipety do 120 sterilnich
zkumavek po 1,4 ml. Kazdd zkumavka byla opatfena alobalovou cepi¢kou k udrzeni
sterility.

Inokulace je proces pridani mikroorganismii do kultiva¢niho média s cilem umoznit
jejich rist amnoZeni. Inokulace byla provedena pomoci mikrobiologické klicky
vysterilizované v Bunsenové kahanu, kdy bylo odebrano nékolik kolonii urcité bakterie
aaplikovano do zkumavky s destilovanou vodou. Pro dosaZeni zakalu odpovidajiciho
McFarlandovu roztoku ¢.2 byl proces opakovan nékolikrat. Inokula, roztoky bakterii

Vv Zivném roztoku, byla nasledné pouZita v dilu¢ni metode¢.

5.2.1.2 Ptiprava McFarlandovych standarda

Minimalni inhibiéni koncentrace antibakterialniho ¢inidla potfebna k inhibici
bakteridlniho ristu se wuréuje porovnavanim zakaleni bakteridlni suspenze s tzv.
McFarlandovymi roztoky pomoci vizualniho hodnoceni. McFarlandovy roztoky ¢. 1 a €. 2
byly piipraveny smichanim dihydratu chloridu barnatého BaClz. 2 H20 a kyseliny sirové
H2SO4. Srovnavaci standart €. 1 byl pfipraven kombinaci 0,1 ml 1% roztoku dihydratu
chloridu barnatého s 9,9 ml 1% kyseliny sirové. Pro pfipravu McFarlandova roztoku ¢. 2
bylo odpipetovano 0, 2 ml 1% dihydratu chloridu barnatého a 9,8 ml 1% kyseliny sirové
(McFarland 1907).

5.2.1.3 Postup zjisténi MIC dilu¢ni metodou

Nejprve bylo ptipraveno 10 sterilnich zkumavek s alobalovou zatkou pro kazdou
bakterii s jednou testovaci ucinnou latkou. To piedstavuje celkem 120 zkumavek pro tii
bakterie, dva extrakty polyfenolti a dvé opakovani. Osm zkumavek pro jednu bakterii bylo

vloZeno do pfedem oznaceného stojanu zkratkou dané bakterie a oznaceny ¢isly 1-8. Kromé
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toho byly zbylé dvé ptipravené zkumavky pro kazdou bakterii oznacené jako kontrolni K1
a K2, které byly také vlozeny do stojanu. Nasledn¢ bylo do kazdé zkumavky odpipetovano
1,4 ml sterilniho Zivného roztoku.

Jak uz bylo zminéno dilu¢ni metoda spociva v sériovém fedéni ¢inidla, proto bylo
potfeba vytvofit sériovou fadu pro kazdou substanci. Po vytvoreni série zkumavek bylo
mnozstvi 1,4 ml roztoku polyfenolti odpipetovano a ptidano do prvni zkumavky, kde jiz bylo
pfedem odpipetované mnozstvi 1,4 ml zivného roztoku. Z této zkumavky po dikladném
protiepani bylo nasledné odebrano 1,4 ml, pfidano do dalsi zkumavky a cely postup se
opakoval az do zkumavky oznacené ¢islem 8. Po protiepani osmé zkumavky z ni bylo
odpipetovano nadbyte¢né mnozstvi roztoku, takze kazda zkumavka obsahovala polovi¢ni
mnozstvi G¢inné latky pii zachovani stejného objemu. Kontrolni zkumavky K1 a K2 zistaly
bez polyfenolii. Tento postup se opakoval pro vSechny geometrické fady pomoci sterilni
mikropipety se zobakem pro kazdou Gc¢innou latku vyextrahovanou z pfirodniho zdroje (t;.
pro dvé fady s polyfenoly z ¢ervenych hroznli pro jednu zvolenou bakterii a dvé fady
s polyfenoly ze zeleného ¢aje téZ pro jednu bakterii).

Po postupném odméfovani poloviéniho mnoZstvi do zbylych zkumavek probéhlo
ofkovani zkumavek 20 pl pfislusného inokula. Takto pfipravené zkumavky byly
zazatkovany a kultivovany pfi teploté vhodnou pro bakterialni rast (37 °C) do druhého dne.

Druhy den byly zkumavky porovndvany s McFarlandovymi standarty, kde ¢isté
zivné médium znacilo Uplnou inhibici, lehce zakalené médium odpovidajici roztoku
McFarland ¢. 1 znadilo ¢asteénou inhibici a vysoce zakalené médium odpovidajici roztoku

McFarland €. 2 predstavoval neucinnost pfidaného mnozstvi aktivni latky.

5.3 ZPRACOVANI ZiISKANYCH DAT

Ziskana data byla nejprve uspofadana do tabulky anasledné zpracovana pomoci
grafli, které byly pouZzity ve vysledcich. Ze ziskanych hodnot byla provedena logisticka
analyza pravdépodobnosti inhibi¢niho efektu polyfenoli na vybrané druhy bakterii.

K tomuto ucelu pyl pouzit software SW QC Expert.
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Extrahovanim metodou liquid-liquid z pavodnich 400 g Gerstvych Eervenych hrozn
révy vinné bylo ziskano 0,52 g polyfenolt, zatimco ze 30 g susenych listki zeleného Caje
bylo ziskano 0,71 g polyfenolickych slou¢enin.

Pti zohlednéni vytéznosti polyfenolove extrakce, bylo dosazeno nasledujicich
hmotnostnich koncetraci polyfenola v jednotlivych zkumavkéach (1-8):

cervené hrozny révy vinné (mg/ml): 49,429; 24,715; 12,357; 6,179; 3,089; 1,544;
0,772; 0, 386

zeleny ¢aj (mg/ml): 66,293; 33,147;16,573; 8,287; 4,143; 2,072; 1,036; 0,518.

6.1 ANTIBAKTERIALNI UCINEK ZISKANYCH POLYFENOLU

6.1.1 POLYFENOLOVE EXTRAKCE Z CERVENYCH HROZNU REVY VINNE

Polyfenoly ziskané z ¢ervenych hrozni révy vinné mély ucinnost na vSechny tfi
testované bakterie.

Nejvétsi antibakterialni u¢inek byl zaznamenam proti gramnegativni bakterii E. coli
a grampozitivni Bacillus subtilis. U¢inek na E. coli byl patrny jak pii prvnim pokusu, tak pfi
druhém jiz pti koncentraci 12,357 mg/ml u¢inné latky, kdy zaklad odpovidal McFarlandovu
roztoku €. 1. Doslo tedy k ¢astecni inhibici a dal§i mnoZeni bakterie bylo pozastaveno. Pfi
koncentraci 24,715 mg/ml a 49,429 mg/ml byl jeji bakterialni rist jiz zcela inhibovan.

U bakterie Bacillus subtilis byly shledany stejné vysledky pifi obou pokusech, stejné
jako u E. Coli. Tato bakterie byla téz rezistentni vici G¢inné latce az do koncentrace
6,179 mg/ml, kdy zakal odpovidal McFarlandovu roztoku ¢. 2, ale uz pfi koncentraci
12,357 mg/ml byl bakterialni rust caste¢né inhibovan tzn., ze zékal odpovidal
McFarlandovu roztoku ¢. 1. Zcela ¢iry vzorek byl zaznamenan pii nejvyssi koncentraci
24,715 mg/ml a 49,429 mg/ml ucinné latky.

Nejméné ucinné byly polyfenoly z ¢ervenych hroznti proti grampozitivni bakterii S.
aureus, a to pti obou pozorovani. Staphylococcus aureus vysel v této studii jako nejodolnéjsi
ze vSech tii testovanych bakterii, atak byly zaznamenany rozdilné vysledky. Tento
mikroorganismus zastavil svij rust az pti nejvyssi koncentraci 49,429 mg/ml, kdy byl vzorek
zcela ¢iry, jako tomu bylo tedy i u ostatnich testovanych bakteriich. Mirné zakaleny vzorek
odpovidajici zakalu McFarlandovu roztoku €. 1 se ukazal pii koncentraci 24,715 mg/ml, pti

nizsich mnozstvich se pak polyfenoly ukézaly jako inhibi¢né neucinné.
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Graf 1 - inhibi¢ni aktivita extraktu polyfenoll z cervenych hroznd na bakterie E. coli (zelend), S. aureus
(Cervena) a B. subtilis (modra) 1

Osa x: koncentrace polyfenoli v mg/ml
Osay: inhibiéni aktivita (O — inhibovand kultura; 0,5 — ¢aste¢né inhibovana kultura, omezeni
rustu na urovni McFarland 1; 1 — bez inhibi¢niho efektu, zdkal na urovni McFarlandovu

roztoku ¢&. 2.
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6.1.2 POLYFENOLOVE EXTRAKCE ZE ZELENEHO CAJE

Zatimco u polyfenolt z ¢ervenych hroznii byl antibakterialni i¢inek prokazan docela
ve velké mife, tak u polyfenolovych extraktli ze zeleného Caje nikoli. Ani U jedné ze tit
testovanych bakterii nebyl prokazana inhibice rastu, a to ani pti nejvyssi koncentraci u¢inné

latky. Vsechny vzorky vykazovaly zakal na irovni McFarlandovu roztoku ¢. 2.

1.00 /S —0——= X =

| Staphylococcus aureus
Escherichia coli
| Bacillus subtilis

0.50 —

0.00 | T T | T T |
0 10 20 30 40 50 60 70

Graf 2 - inhibi¢ni aktivita extraktu polyfenold ze zeleného Caje na bakterie E. coli (zelend), S. aureus
(¢ervena) a B. subtilis (modra) 1

Osa x: koncentrace polyfenoli v mg/ml
Osa y: inhibiéni aktivita (0 — inhibovana kultura; 0,5 — ¢aste¢né inhibovana kultura, omezeni
rustu na urovni McFarland 1; 1 — bez inhibi¢niho efektu, zakal na urovni McFarlandovu

roztoku ¢&. 2.
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Tab. 1 - Prehled provedenych analyz - inhibi¢ni aktivita rtiznych koncetraci ptirodnich polyfenoll na E. coli, S. aureus a B. subtilis 1

8 7 6 5 4 3 2 1
Cervené hrozny | mg/ml 0,386 0,772 1,544 3,089 6,179 12,357 24,715 49,429
1 BS |EC|SA |BS | EC |SA
2 EC | SA
zeleny ¢aj mg/ml
1
2

éiré

Uplnd inhibice

McFarland 1

¢astecnd inhibice

37

zadna inhibice

McFarland
2
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Hlavnim cilem této prace bylo stanovit, zda pfirodni polyfenoly z extraktu ¢ervenych
hroznl a zeleného Caje vykazuji antibakterialni aktivitu proti tfem testovanym bakteriim,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis. Vysledky tohoto vyzkumu
naznacuji, ze mnoho ptirodnich polyfenoli ma schopnost inhibovat riist riznych druht
bakterii, v€etné patogennich kmenti.

Polyfenoly vyextrahované z Cervenych hrozni mély vétsi schopnost inhibovat
bakterialni riist @a mnozeni, i kdyz se je podafilo vyextrahovat v men$im mnozstvi nez ze
zeleného caje.

Extrakce je velmi dulezitou fazi izolace, identifikace a zasadnim krokem pro pozdéjsi
pouziti fenolickych sloucenin a neexistuje jedina a standartni metoda extrakce (Buci¢-Kojic
et al. 2007).

Ackoli extrakce rozpoustédlem nabizi celkem vysokou vytéznost fenolickych
sloucenin z hroznti, pouziti velkého mnozstvi organickych rozpoustédel piedstavuje pro
vyzkumniky zdravotni a bezpe¢nostni rizika a je neSetrnd K zivotnimu prostredi (Xia et al.
2010).

Mimo jiné i piesto, ze je to celkem ¢asové nenarocna metoda extrakce, bylo vyvinuto
nékolik vylepSenych metod pro extrakci fenolickych latek z hroznt, jako je mikrovinna
extrakce (MAE), ultrazvukova extrakce (UAE), superkriticka tekutinova extrakce (SFE),
tlakova extrakce kapalinou (PLE) a nékolik dalSich, které dokazou jesté vice zkratit dobu
extrakce, procesni teplotu a spotfebu rozpoustédla, a tim prispét k vyssi Géinnosti extrakce,
vy§8i vytéznosti extrakce a nizsi spotiebé energie (Ghendov-Mosanu et al. 2022).

Jak uvadi Mikes et al. (2008) mnozstvi polyfenold v ¢ervenych hroznech se vsak
u ruznych odrud Vitis vinifera i u riznych kultivard 1i§i a béhem procesu zrani hrozni se
mnozstvi polyfenoli postupné zvysuje.

Katalini¢ et al. (2010) testovali antibakterialni aktivitu polyfenold z ¢ervenych
hrozni mikrodiluénim testem Vv bujonu s pouzitim grampozitivnich bakterii druhu
Staphylococcus aureus, rodu Bacillus i gramnegativnich bakterii Escherichia coli a byla
potvrzena proti vSem testovanym mikroorganismim. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly
zjistény v rozmezi 0,014-0,59 mg/ml. V této studii byl inhibi¢ni u¢inek zaznamenan ale az

pii koncentraci 12, 357 mg/ml u E. coli a B. subtilis. U Staphylococcus aureus byla v§ak
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potieba jesté vyssi koncentrace ucinné latky, aby byl prokazan inhibi¢ni ucinek, a to az pfti
24, 715 mg/ml.

Je dilezité podotknout, Ze polyfenolové slouceniny z riiznych ¢asti hrozni vykazuji
ruzné antibakteridlni u¢inky. Nekteré vyzkumy ukazaly, Ze extrakty ze semen byly G¢innéjsi
nez jiné ¢asti hrozntl. Pro tuto studii byly vyuzity extrakty z celych hroznt, které se podle
Xia et al. (2010) fadi na druhé misto z hlediska nejnizsi antibakterialni aktivity po samotné
duzing, ktera nevykazuje vibec zadny antibakteridlni ucinek. Nejvyssi antibakteridlni
aktivitu podle studie Xia et al. (2010) vykazuji vzestupné fermentované pokrutiny, slupka,
list a semena. Naopak Kondratyuk et al. (2009) zase uvadi, ze nejvyssi mnozstvi polyfenolt
(50-100 ng/g) se nachazi ve slupce hrozni, kde je nejvice zastoupen resveratrol.

Pro srovnani extrakty zcelého hroznového ovoce inhibovaly rast bakterii
v koncentracich 0,68 mg/ml a 1,36 mg/ml pro grampozitivni a gramnegativni bakterie podle
Xia et al. (2010), zatimco Jayaprakasha et al. (2003) dospéli k zavéru, Ze extrakty
Z hroznovych jader inhibovaly rust bakterii uz pifi 0,34-0,39 mg/ml a 0,475-0,575 mg/ml
pro grampozitivni a gramnegativni bakterie

Déle Rodriguez-Vaquero et al. (2007) se domnivali, Ze inhibice mikrobialniho rastu
zejmeéna u E. coli se zvySovala s rostouci koncentraci polyfenolti hroznového vina, coz je
v souladu s touto kvalifika¢ni praci.

Zeleny Caj obsahuje pomérné velké mnoZzstvi polyfenoli, pfedevsim katechint
ajejich derivat, kterych byla snaha dosahnout. Pro extrakci téchto polyfenolickych
sloucenin je nanejvys dulezita metoda extrakce, jak uvadi Tariq et al. (2010). Extrakce
rozpoustédlem mohla ovlivnit vytéznost katechind zeleného Caje, kdy pro jiné experimenty
mize vzorek obsahovat Cerstvé uvareny zeleny ¢aj a mnozstvi katechini bude odlisné. Pii
extrahovani polyfenolll doslo ke kontaminaci vzorku vodou, coz mohlo ovlivnit a nasledné
zkreslit jejich inhibi¢ni aktivitu.

Mnozstvi katechini je vyrazné ovlivnéno ijinymi faktory napf. zpracovanim
Cajovych listkd, zemépisnou polohou, kde je Cajovnik péstovan, podminkami péstovani
a ptipravou samotného ¢aje (Reygaert 2014).

Bylo prokazano, ze zeleny ¢aj ma antimikrobidlni G¢inky proti fadé grampozitivnim
i gramnegativnim bakteriim napt. proti Escherichia coli i Staphylococcus aureus, které byly
testovany. Dle Khan et al. (2019) jsou grampozitivni bakterie citlivéj$i nez gramnegativni

bakterie. Ptiklada to k rozdilu ve slozeni buné¢né stény, které se u nich lisi.
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U gramnegativnich bakterii je buné¢na sténa obklopena vnéj$im obalem obsahujicim
lipopolysacharidy (LPS), zatimco u grampozitivnich nikoli. Tento vnéjs$i obal omezuje
pronikani testované slouceniny. Tuto skutecnost potvrzuje i Reygaert (2014), Ze Cajové
polyfenoly maji mensi ucinek na membrany gramnegativnich bakterii. Reygaert (2014) to
poklada za nésledek, Ze vnéjsi membrana z LPS gramnegativnich bakterii je zdporn¢ nabita.
Tento fakt nebylo mozné ovétit diky neucinnosti zeleného Caje ani na jednu z testovanych
bakterii.

Vyraznou inhibi¢ni aktivitu zeleného ¢aje na E. coli zjistili Tiwari et. al (2005). To
neni ale v souladu s vysledky této kvalifikaéni prace, kdy nebyla prokazana zadna inhibi¢ni
aktivita.

| Parvez et al. (2019) testovali surovy extrakt polyfenoli EGCG ze zelen¢ho Caje
Camellia sinensis proti multirezistentnim patogentim E. coli a S. aureus. Pro stanoveni MIC
jednotlivych extrakti byl jejich ucinek stanoven téZz mikrodiluéni metodou, ale hustota
bakterialni kultury byla porovnana s 0,5 McFarlandovym roztokem. Surovy extrakt zeleného
¢aje vykazoval minimalni inhibi¢ni koncentraci 0,125 mg/ml zeleného ¢aje pro E. coli i S.
aureus, uplna inhibice nastala az pii koncentraci 0,500 mg/ml. Pfi testovani purifikovaného
zeleného cCaje dospéli ke koncentracim extrakti EGCG, které inhibovali rist a mnoZzeni
bakterii uz v rozmezi od 4,75 pg/ml do 2500 pg/ml.

Ani ten fakt, ze podle studie Khan et al. (2019) se mezi v§emi testovanymi organismy
Bacillus subtilis jevil jako citlivéjsi viici vodnému extraktu ve srovnani se S. aureus a E. coli
nejde vyvratit, ale ani potvrdit k vzhledem dosazenym vysledktm.

Existuje nékolik faktorti, které ovliviiuji hodnoty MIC, véetné inokula, typu
testovanych organismi, pH ateploty. Vysledky téchto studii se mohou lisit od vysledki,
které by mohly byt stanoveny na zakladé striktnich protokold. V budoucnu bude velmi
uziteéné, kdyz védci pouziji jednotlivé protokoly abudou je dodrzovat. To usnadni
porovnani vysledku a posouzeni, zda jsou vysledky smysluplné, kromé toho, Ze jediné tak

by bylo mozné pievést vysledky do klinického pouziti.
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Hlavnim cilem této kvalifika¢ni prace bylo poskytnout aktualizovany piehled t¢inkt
polyfenolt jako antibakterialnich latek a stanovit antibakterialni aktivitu pfirodnich extraktt
z ¢ervenych hroznti révy vinné a zeleného ¢aje viici ttem vybranym mikroorganismim.

Vysledky ukazuji, Ze mnoho z téchto latek projevuje antibakteridlni aktivitu proti
riznym druhim bakterii v€etné bakterii grampozitivnich i gramnegativnich. Jejich u¢inek je
dan ptedevsim jejich schopnosti pasobit na membrany bakterialnich bunék a inhibovat
enzymy, které jsou pro bakterialni riist a mnozeni nezbytné.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace extraktii z polyfenolli vyextrahovanych metodou
liquid-liquid z ¢ervenych hroznti révy vinné a zeleného Caje byla stanovena pomoci diluéni
metody.

Byly prokazany antibakterialni ucinky polyfenolt, konkrétné flavonoida, které
predstavuji nejvétsi tiidu polyfenolickych sloucenin, dale fenolovych kyseliny i stilbent,
z Cervenych hroznu révy vinné na tfech bakterialnich kulturdch jako jsou Escherichia coli,
Staphyloccocus aureus a Bacillus subtilis. U extrakti polyfenold zeleného caje, které
predstavuji nejveétsi zastoupeni katechint, nebyla prokdzana zadna inhibi¢ni aktivita na tfech
vyse zminovanych bakterialnich kulturéach.

Z toho vyplyvd, Ze i piestoze se jedna 0 nadéjnou oblast vyzkumu, je dilezité si
uvédomit, ze ucinnost polyfenolt se muze lisit v zavislosti na druhu bakterie a na zptsobu,
jakym jsou polyfenoly aplikovany. Je tedy nutné provést dalsi vyzkum, aby bylo mozné jesté
lépe porozumét mechanismu ucinku jejich farmakokinetickym a farmakodynamickym
vlastnostem pro vyuziti v terapeutickych aplikaci, i kdyz se jedna o latky s nizkou toxicitou
a Sirokou spektralni aktivitou, aby se zajistilo jejich bezpecné ucinné pouziti jako
antibakterialnich latek.

Celkov¢ lze fici, ze piirodni polyfenoly maji vysoky potencial jako antibakteriélni
latky a mohly by byt vyuzivany jako alternativa k béznym antibiotikiim, zejména v dobg,
kdy se vyskytuje stile vétsi odolnost bakterii vici bézné podadvanym konvenénim
antibiotikiim. Tyto vysledky piinaSeji novy pohled na ptirodni latky jako mozné zdroje
1é¢ivych prostiedkti pro boj proti infekcim zpiisobenymi bakteriemi, a to zejména diky sve

piirozené povaze a schopnosti potlacit riist bakterii.
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Bakalafské prace na téma antibakteridlni aktivita ptfirodnich polyfenoli se zabyva
studiem U¢innosti riznych polyfenolt v boji proti bakteriim. V teoretické ¢asti je definovana
antibakterialni aktivita, dale jednotlivé skupiny polyfenolt, a nakonec jsou charakterizovany
pouzité piirodni zdroje a testované bakterie. V metodice jsou popsany pouzité metody pro
méfeni antibakteridlni aktivity, ¢imz je dilu¢ni metoda, a kromé toho také metoda, diky niz
byly polyfenoly vyextrahovany, metoda liquid-liquid.

Vysledky této prace, které jsou zpracovany pomoci softwaru QC Expert, ukazuji, ze
nekteré polyfenoly jsou velmi u¢inné proti ur¢itym druhitim bakterii, zatimco jiné€ polyfenoly
nemaji zadny Gcéinek. Vyzkum byl proveden na tfech druzich bakterii Escherichia coli,
Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis. Vysledky této prace maji potencial vyuziti k 1é¢bé

bakterialnich infekci a mohou byt zajimavou alternativou ke konvenéni 16¢€bé¢ antibiotiky.
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The bachelor thesis on the antibacterial activity of natural polyphenols deals with the
study of the effectiveness of various polyphenols in the fight against bacteria. In the
theoretical part, the antibacterial activity is defined, then the individual groups of
polyphenols, and finally the natural sources used and the bacteria tested are characterized.
In the methodological part, the methods used to measure the antibacterial activity are
described, which makes the dilution method, and in addition the method by which the
polyphenols were extracted, the liquid-liquid method.

The results of this work, which are processed using QC Expert software, show that
some polyphenols are very effective against certain types of bacteria, while other
polyphenols have no effect. The research was carried out on three species of bacteria
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis. The results of this work have
the potential to be used for the treatment of bacterial infections and may be an interesting

alternative to conventional antibiotic treatment.
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8 PRIiLOHY

8.1 NAVAZANE POLYFENOLY Z CERVENYCH HROZNU NA ADHEZNi PRYSKYRICI

; T 9
e T3
) -‘ ; T LG ) .
CL




SEZNAM ZDROJU OBRAZKU

8.3 VYEXTRAHOVANE POLYFENOLY Z CERVENYCH HROZNU

11



SEZNAM ZDROJU OBRAZKU

8.5 INHIBICNI AKTIVITA EXTRAKTU POLYFENOLU Z CERVENYCH HROZNU NA S. AUREUS
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