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Souhrn

V posledni dobé vyznamné stoupad poptavka po prirodnich produktech bez chemickych
aditiv ¢i rezidui a je stale vice kladen diraz na zdravy zivotni styl, jako prevenci proti
civilizaénim chorobdm. Antimikrobialni t¢kavé latky z rostlin se zde nabizeji jako vhodna
alternativa syntetickych pesticidii a konzervanti potravin. Aspergillus niger je vyznamnym
patogenem skladovanych zemédélskych produktti a n¢které jeho kmeny produkuji ochratoxin
A, ktery ma na organismus nefrotoxické, imunotoxické, karcinogenni a teratogenni Ucinky.
Byla testovana fungicidni aktivita sedmi tékavych latek z rostlin s proklamovanou fungicidni
aktivitou: tymol, karvakrol, tymochinon, eugenol, cinnamaldehyd, diallyl disulfid a allyl
isotiokyanat. Pro zajisténi dlouhodobéjsich ucinkl fizenym uvoliiovanim a snadnéjsi aplikace
byly tyto latky enkapsulovany do mezoporézniho kiemicitého materidlu MCM-41 s velikosti
p6rt 2-3 nm a porovndvany s ucinnosti latek v Cistém stavu. Vyznamna fungicidni aktivita
byla zjisténa u péti ze sedmi testovanych latek. Nejvyssi fungicidni aktivitu vykazoval
karvakrol pfi minimalni inhibi¢ni davce (MID) 0,5 mg nebo niz$i a cinnamaldehyd pti MID 1
mg, ale nebyl patrny zadny rozdil mezi enkapsulovanou a d&istou variantou. Tymol,
tymochinon a karvakrol se jevily mnohem u¢ingjsi proti A. niger v enkapsulovaném stavu. Pti
vyhodnoceni po €trnécti dnech bylo zapotiebi osmkrat vyssi davky tymolu v Cistém stavu (4
mg) nez tymolu enkapsulovaného (0,5 mg), dvakrat vyssi davky eugenolu v ¢istém stavu (4
mg) nez eugenolu enkapsulovaného (2 mg) a tymochinon v ¢istém stavu po Ctrnacti dnech
neucinkoval viibec, zatimco enkapsulovaného tymochinonu bylo k uplné inhibici zapotiebi
davky 1 mg. Tyto vysledky byly v korelaci s vysledky rychlosti evaporace enkapsulovanych a
Cistych latek, ktera byla také sledovéana. Diallyl disulfid a allyl isotiokyanat se jevily jako
téméf neucinné proti A. niger a v testu rychlosti evaporace se v ¢istém stavu zcela odpafily
béhem 24 hodin. Bylo prokazéano, ze enkapsulaci vybranych tékavych latek, kromé sirnych
sloucenin, je fizenym uvoliiovanim zajisténa jejich dlouhodoba ucinnost a snadna manipulace
i aplikace, aniz by byla negativné ovlivnéna jejich fungicidni aktivita. Tato technologie by

mohla mit zdsadni vyznam pfedevsim v medicing, v potravinaistvi a v zeméd¢lstvi

Klicova slova: tymol, karvakrol, tymochinon, eugenol, cinnamaldehyd, diallyl disulfid, allyl
isotiokyanat, Aspergillus niger, MCM-41



Abstract

Recently, a demand for natural products without chemical additives or residues has
recieved a significant attention and there is a much greater pressure to maintain a healthy
lifestyle as a means of preventing diseases of affluence. Antimicrobial volatile substances
from plants came forward to be a suitable alternative to synthetic pesticides and food
preservatives. Aspergillus niger is an important pathogen of stored agricultural products and
some of its strains produce ochratoxin A, which has nephrotoxic, immunotoxic, carcinogenic
and teratogenic effects on the body. The subject of testing was the fungicidal activity of seven
volatile compounds from plants with claimed antimycotic activity - thymol, carvacrol,
thymoquinone, eugenol, cinnamaldehyde, diallyl disulfide and allyl isothiocyanate. To
provide longer-term effects by controlled release and ease of application, these substances
were encapsulated into mesoporous silica MCM-41 material with a pore size of 2-3nm and
compared to the effects of pure substances. Significant fungicidal activity was verified in five
out of the seven tested substances. Carvacrol in MID (minimal inhibitory dosage) of 0.5mg or
less and cinnamaldehyde in MID of 1mg have shown the highest fungicidal activity, but there
was no significant difference in the results between the encapsulated and the pure form.
Thymol, carvacrol and tymoquinone have appeared to be much more effective against A.
niger in the encapsulated state. When evaluating after fourteen days, it was necessary to
implicate an eight times larger dose of pure thymol (4mg) compared to just the encapsulated
thymol (0.5mg), two times larger dose of pure eugenol (4 mg) compared to encapsulated
eugenol (2 mg) and pure thymoquinone did not work at all, while the dose necessary for
complete inhibition was 1 mg of encapsulated thymoquinone. These results were correlated
with the evaporation rate of pure and encapsulated substances, which had been evaluated as
well. Diallyl disulphide and allyl isothiocyanate appeared to be almost ineffective against A.
niger and in testing the evaporation rate, the pure state of both had completely evaporated
within 24 hours. It has been proven that by the encapsulation of selected volatiles, excluding
sulfur compounds, their long-term effectiveness is ensured by controlled release and easy
handling, including application, without negative effects for their fungicidal activity. This
technology could have a significant impact, especially in medicine, food industry and

agriculture.

Keywords: thymol, carvacrol, thymoquinone, eugenol, cinnamaldehyde, diallyl disulphide,

allyl isothiocyanate, Aspergillus niger, MCM-41
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1 Uvod

V poslednich letech vyznamné ptibyva pacientt trpicich rliznymi civiliza¢nimi chorobami,
jako jsou alergie, poruchy centralni nervové soustavy ¢i rakovina. K jejich propuknuti mohou
prispét jedovaté mykotoxiny (sekundarni metabolity vSudypiitomnych plisni a hub), ale také
rezidua pesticidl v potravnim fetézci a tzv. ,,écka* (aditiva potravin pro dlouhodobé uchovani
pozadovanych vlastnosti). Zdrava strava je nejlepsi prevenci proti témto zavaznym chorobam.
V soucasné dobé je kladen velky diraz na zdravy zivotni styl a vyrazné se zvysila poptavka
po ptirodnich produktech bez chemickych aditiv a rezidui.

Zde se tékavé latky zrostlin s antimikrobialni aktivitou jevi jako vhodna alternativa
syntetickych pesticidi a konzervanti potravin. Antimikrobialni aktivita silic byla rozsahle
studovana a testovana na fad¢ mikroorganismi, obvykle pomoci pfimych kontaktnich
antimikrobialnich testt, jako jsou rizné typy diftznich a fedicich metod. Vzhledem k vysoké
hydrofobnosti a t€kavosti silic se pfi téchto kontaktnich testech potykame s mnoha problémy.
Pro snadné rozpusténi silic nebo jejich t€kavych slozek a vytvoreni tak homogenniho roztoku
je tfeba pridat rozpousStédla nebo emulgatory, jako je naptiklad Tween 80, DMSO
(dimethylsulfoxid), etanol a dalsi, kter¢ vSak mohou ovliviiovat jejich antimikrobialni
aktivitu. Enkapsulace tékavych latek zrostlin do mezoporézniho kiemicitého materialu
MCM-41 by méla vyznamné€ usnadnit jejich aplikaci a zajistit dlouhodobéjsi ucinnost
S fizenym uvolflovanim, aniZ by byla ovlivnéna jejich antimikrobidlni aktivita. Velikost ¢astic
MCM-41 je ptiblizné¢ 50-1000 nm, diky cemuz maji schopnost prostupovat bunécné
membrany a slouzit tak pfedev§im Vv mediciné jako nosice léCiv. Ocekava se, Ze
nanotechnologie a nanomateridly na pfirodni bazi pfinesou revoluci ve vétSin€ obort lidské
¢innosti.

Vyznamnym producentem Ochratoxinu A, ktery ma pro organismus nefrotoxickeé,
imunotoxické, karcinogenni a teratogenni UCinky, je vlaknitd houba Aspergillus niger.
K inhibici jeho rastu a kliceni spor byly vybrany hlavni uc¢inné latky silic rostlin, které jsou
proklamované védeckymi pracemi jako antimykotika. Tyto rostliny maji historicky dlouhou
tradici vyuzivani v mnoha ndrodech ¢i kulturach a jsou dobfe zndmé na svétovém 1 Ceském

trhu jako rostliny 1é¢ivé i jako oblibené koteni mnoha pokrmd.



2 Hypotéza a cile

Nekteré tékavé latky zrostlin jsou popsany a z védeckého pohledu validovany jako
pfirozena antimykotika. Enkapsulaci téchto latek lze zlepsit jejich technologické a aplikacni
vlastnosti, zejména zajistit fizené uvoliiovani a prodlouzeni tak doby jejich u¢innosti.

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit a porovnat fungicidni aktivitu sedmi tékavych latek
z rostlin enkapsulovanych do mezoporézniho kfemicitého materillu MCM-41 se stejnymi
latkami v Cistém stavu. DalSim cilem bylo sledovat pribéh evaporace sedmi enkapsulovanych
latek a stejnych latek v Cistém stavu a vysledky porovnat s asovym pribéhem antifungdlni

aktivity.



3 Literarni prehled
3.1 Silice

Silice neboli éterické ¢i esencialni oleje patii k jedném z prvnich 1é¢ebnych prostiedki
lidstva (Higley a Higley, 1998). Tyto pfirodni aromatické smési t¢kavych sloucenin (Bakkali
et al, 2008) jsou obecné povazovany za bezpecné pro zivotni prostfedi i lidské zdravi, na
rozdil od ptipravkli chemickych, Vv zeméd€lské vyrobé hojné rozsifenych a pouzivanych.
Zajem o vyuziti ptirodnich latek pro trvale udrzitelné zemédélstvi se v posledni dob¢ vyrazné
zvysil, bylo provedeno mnoho experimentli a v mnohych pfipadech prokazéano, ze silice a
extrakty zrostlin mohou byt efektivné vyuzity jako 1éCiva, piirodni pesticidy ¢i jako
konzervanty potravin (Antunes a Cavaco, 2010).

Silice jsou komplexni smési t€kavych sloucenin, aZz na vyjimky kapalné s riznym
zabarvenim, rozpustné v tucich a organickych rozpoustédlech, vétSinou s hustotou nizsi nez
ma voda (Bakkali et al., 2008). Jsou extrahovany pomoci fyzikalnich metod (lisovani a
destilace) z aromatickych rostlin riznych ¢eledi (Lamiaceae, Rosaceae, Pinaceae,
Laureaceae, Rutaceae, Myrtaceae aj.) vyskytujicich se téméf po celém svété, v zemich od
mirného az po tropické pasmo, kde predstavuji dilezitou soucast tradicniho 1€kopisu. Jako
produkty sekundarniho metabolismu rostlin mohou byt silice syntetizovany ve vSech
rostlinnych orgénech, tj. listy, stonky, pupeny, kvéty, plody, kofeny, kura, dfevo a jsou
uloZeny V sekre¢nich bunkach (Rosaceae, Violaceae aj.), dutinach ¢i sekre¢nich kanalech
(Apiaceae, Hypericaceae, Pinaceae aj.) nebo v epidermalnich bunkach a zlaznatych
trichomech (Lamiaceae, Cannabiaceae, Pelargonium sp.). Mnozstvi silic v rostlinach se
znacn¢ lisi, primérny obsah v rostlinném materidlu se obvykle pohybuje od 0,3% do 2%
silice v susing, az na vyjimky, jako jsou nékteré tropické dieviny, hiebicek (Syzygium
aromaticum) a muskatovy ofiSek (Myristica fragrans), které primérné obsahuji mezi 15 a
17% silice, kardamom (Elettaria cardamomum) s obsahem okolo 8% aj. V ptirodé maji silice
nezastupitelnou roli, svou toxicitou slouzi rostlindm jako pfirozend ochrana proti virGm,
bakteriim, plisnim i hmyzu a jejich typické silné¢ aroma odrazuje bylozravce. Naproti tomu
mohou svou vini nékteré druhy hmyzu ptilakat v ramci opylovani (Baser a Buchbauer, 2009).

V dnes$ni dob¢ je znamo piiblizné¢ 3000 silic, z nichz asi 300 je komer¢né uplatiiovano
v mnoha odvétvich (Burt, 2004), zejména farmaceutickém, kosmetickém, zemedélském a

potravinaiském (Bakkali et al., 2008). Nejvétsim producentem svéta je Brazilie, dale Indie,



USA, Cina a Argentina, v Evropé patii k nejvétsim producentim Itilie, Spanélsko,
Portugalsko, Francie, Kréta, Albanie a Recko. Na kvalitu i kvantitu silic ma velky vliv termin
sklizn€, stanoviStni podminky, stresové faktory a predevSim extrak¢ni metoda (Baser a
Buchbauer, 2009).

Silice je mozné extrahovat z rostlinnych ¢asti riznymi metodami, jako je vodni a parni
destilace, extrakce pomoci organickych rozpoustédel, superkriticka extrakce kapalnym
oxidem uhli¢itym, macerace, enfleurage (nejstarSi metoda zaloZzena na osmotickém
rozpousténi v tuku) a lisovani (Janardhanan a Thoppil 2004), které je nejcastéji pouzivano pro
citrusové plody (Bakkali et al., 2008). Pro komeréni ucely je nejbéznéji pouzivanou metodou
parni destilace, pfestoze V porovnani s oOstatnimi metodami byly zaznamenany rozdily
v organoleptickych vlastnostech 1 slozeni silic, kter¢ by mohly ovliviiovat jejich
antimikrobidlni aktivitu. Dalsi vyhodou parni destilace je, Ze oproti ostatnim metoddm je

mén¢ Casove i finanéné naro¢na (Burt, 2004).

3.1.1 Historie

Z Egyptskych hieroglifii a Cinskych rukopisii je znamo, Ze silice byly napomocny knézim
a lékaiftim po tisice let. Ve starém Egypté byly silice nalezeny dobfe zachované
Vv alabastrovych nadobach v hrobkach faraonti a jsou zaznamy o jejich pouzivani pfi
balzamovani mrtvych. Egyptské chramy, mimo jiné, slouzily k vyrobé a michani 1é¢ivych
silic a recepty byly zaznamenavany na jejich zdech (Higley a Higley, 1998). Ve 4. stoleti pf.
Kr. doporucoval inhalovat silice pti bolesti v krku znamy biolog a filosof Theophrastos.
Plinius v 1. stoleti n. 1. pfedepisoval pozivani ¢i vdechovani silic pfed jidlem proti nevolnosti
a zalude¢nim kifec¢im (Laird a Phillips, 2011). V Bibli mtizeme nalézt 188 odkazl o silicich,
jako naptiklad o oleji z kadidlovniku, myrhy, rozmarynu ¢&i yzopu, které¢ byly uzivany
k pomazani nebo pfi 1éCeni nemocnych (Higley a Higley, 1998) a téz o znamé vonné masti
z nardovniku pravého (Nardostachys jatamansi) v Janové evangeliu (12:3) ,,Maria pak vzavsi
libru masti drahé z nardu vyborného, pomazala noh JeziSovych a vytiela vlasy svymi nohy
jeho. I naplnén jest dim viini t€ masti®.

Destilace jako metoda byla pouzivana ve starovékych kulturach (Egypt, Persie, Indie) pred
vice nez 2000 lety, kterou v 9. stoleti zdokonalili Arabové. Prvni pisemné zaznamy o destilaci

vSak pochazeji ze 13. stoleti, kde je jeji objev pfipisovan katalanskému fyzikovi Villanovovi
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(1235-1311). V této dob¢ byly také poprvé zaznamenany ucinky silic v 1ékopisu. V Evropé
vSak silice nebyly pouzivany k 1é¢eni az do stoleti 16., ve kterém také Svycarsky reformator
mediciny Paracelsus von Hohenheim vyslovil myslenku, ze kazda rostlina obsahuje urcitou
slozku zodpovédnou za jeji G¢inky. Tuto G¢innou slozku drogy nazval ,,Quinta essential®, od
¢ehoz je odvozen dnes$ni nazev ,.esencidlni olej*. V 17. stoleti byla jiz separace silic dobie
znama a v lékarnach se bézné€ nachazelo 15-20 riznych silic. Pouzivani silice z kajeputu
(Melaleuca alternifolia) neboli tea-tree oleje pro 1é¢ebné ucely, je poprvé dokumentovano od
kolonizace Australie na konci 18. stoleti, i kdyz se da predpokladat, ze byl pouzivan jiz ddvno
pied tim australskymi domorodci. V roce 1881 byl De la Croixem proveden prvni vyzkum
baktericidnich vlastnosti silic (Burt, 2004) a jako prvni popsal inhibi¢ni u€inky silic na spory

anthraxu (Bacillus anthracis) Chamberlain v roce 1887 (Maruzzella a Sicurella, 1960).

3.1.2 Chemické sloZeni

Silice jsou velice slozité ptirodni slouceniny, jez mohou obsahovat 20-60 rtiznych slozek
ve zcela odliSnych koncentracich. Jsou charakteristické 1-3 slozkami, které jsou zastoupeny
vV pomérné vysokém mnozstvi (30-70%) proti zbyvajicim slozkdm zastoupenym pouze
v mnozstvi stopovém. Naptiklad karvakrol (30%) a tymol (27%) jsou hlavni slozky
oreganové silice nebo linalol (68%) ze silice koriandrové (Bakkali et al., 2008). V mnohych
studiich byla prokazana vys$si biologickd aktivita silic, nez jejich jednotlivych ¢asti, coz
naznacuje, ze minoritni slozky se podileji na mnohych synergickych Ucincich, 1 kdyz byly
pozorovany také aditivni a antagonistické ucinky mezi jednotlivymi slozkami (Bassolé¢ a
Juliani, 2012).

Slozeni silic a koncentrace jejich uc¢innych latek je dana rostlinnym druhem, stanovistém a
obdobim sklizné¢ (Burt, 2004). Periodicky se méni také v pribéhu vegetace i béhem dne
(Bulankova, 2005). Podrobna analyza sloZeni silic se provadi plynovou chromatografii (GC),
hmotnostni spektrometrii (MS), nejcastéji vSak jejich kombinaci (GC-MS) nebo metodou
headspace (Burt, 2004).

Z chemického hlediska miizeme tyto komponenty rozdé€lit na tfi hlavni skupiny, prvni
skupinu tvofi terpeny a terpenoidy, druhou skupinu aromatické slouceniny derivati
fenylpropanu a tieti skupinu tvoii dusikaté a sirné slou¢eniny, které jsou tvofeny zejména u

Celedi Brassicaceae a Alliaceae (Bakkali et al., 2008).
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Terpeny

Hlavnimi terpeny zastoupenymi v silicich jsou monoterpeny (C10) a seskviterpeny (C15),
ale existuji i diterpeny (C20), triterpeny (C30) a tetraterpeny (C40), terpen obsahujici kyslik
Se nazyva terpenoid. Monoterpeny, tvofeny spojenim dvou izoprenovych jednotek (C5), jsou
nejvice zastoupenymi molekulami v silicich, kde predstavuji asi 90% a mohou byt v rostling
obsazeny jako uhlovodiky (myrcen, terpinen, pinen aj.), alkoholy (geraniol, mentol, borneol
aj.), aldehydy (geranial, neral, citronellal aj.), ketony (karvon, tujon aj.), estery (linalyl acetat
aj.), étery (metofuran aj.), peroxidy (askaridol aj.) a fenoly (tymol, karvakrol aj.).
Seskviterpeny jsou svymi vlastnostmi podobné monoterpentim, ale jsou tvofeny tfemi
isoprenovymi jednotkami, coz umoznuje vytvaieni Siroké skaly biochemickych struktur, jako
jsou uhlovodiky (azulen, zingiberen aj.), alkoholy (bisabol, cedrol aj.), ketony (germakron,
tuberon) a epoxidy (karyofyllen oxid, humulen epoxid aj.) MuZzeme je nalézt napiiklad
Vv blahovi¢niku (Eukalyptus sp.), jalovci (Juniperus communis), koriandru, levanduli

(Levandula officinalis), tymianu aj (Bakkali et al., 2008).

Fenylpropanoidy

Aromatické slouceniny derivati fenylpropanu se Vv silicich vyskytuji podstatné méné nez
terpeny a zahrnuji skupiny alkohold (cinnamicky alkohol aj.), aldehydu (cinnamaldehyd aj.),
fenolt (chavikol, eugenol aj.) a methoxy sloucenin (anetol, estragol aj.). Jsou to typické
slozky anyzu (Pimpinella anisum), skofice (Cinnamomum sp.), hiebicku (Syzygium

aromaticum), muskatového ofisku a dalsich (Bakkali et al., 2008).

Dusikaté a sirné slouceniny

Aromatické latky obsahujici dusik jsou pfevazné derivaty pyrazinu (vznikaji pfi tepelné
upravé potravin napi. kavy, kakaa, ofechl aj.), pyrrolu (napi indol obsazeny v kvétech
jasminu a citrusti), pyridinu (kyselina nikotinova, nikotinamid aj.), chinoxalinu a podobné
slouceniny (Vonasek et al., 1987).

Sirné slouceniny produkuji zejména brukvovité rostliny v podob¢ glukosinolati. Tato
skupina latek a jejich derivaty a metabolity (napf. isotiokyanaty) slouzi rostlindm jako

pfirodni pesticidy a je jim pfipisovana vysoka antimikrobidlni aktivita. Dalsi plejadu sirnych
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sloucenin obsahuji rostliny z celedi Alliaceae (napt. allicin a jeho sulfidické derivaty),

(Lapcik et al., 2011).

3.1.3 Biologicka aktivita

Jako potencidlni antimikrobidlni latky se silice jevily v mnoha pfipadech svymi uG¢inky
ptiznivéji, nez latky chemicky syntetizované (Seow et al, 2014), které zaznamenaly v pribéhu
20. stoleti nebyvalého rozmachu ve viech primyslovych odvétvich. Casem viak bylo
zjisténo, ze nadmérné pouzivani syntetickych latek vede k mnoha problémim, jako jsou
rezidua v potravnim fetézci, které maji neblahy vliv na nase zdravi a zivotni prostiedi nebo
problémy se vznikem rezistentnich populaci patogenu a skudct (Pavela, 2011). Naproti tomu
silice jsou po generace piirozenou soucasti lidské stravy a jejich biologicka rozlozitelnost je
snadna, coz naznacuje nizkou toxicitu pro lidsky organismus a minimalni problémy s rezidui
v piirod¢é (Nedorostova et al., 2009).

Z mnoha studii je znamo, ze t¢kavé latky obsazené v silicich se krom¢ antimikrobialnich
vlastnosti, vyznacuji také insekticidnimi, antioxida¢nimi, anti-alergickymi, protizdnétlivymi,
protinadorovymi ucinky (Seow et al., 2014) a plsobi stimulaéné na imunitni systém.
Vzhledem Kk jejich nizké molekulové hmotnosti a jejich rozpustnosti v tucich mohou velmi
rychle pronikat buné¢nymi membranami a dostat se tak bez problému k postizenému mistu
uvniti organismu. Silice obsahujici seskviterpeny jsou schopny projit hematoencefalickou
bariérou, jejiz poruchy mohou zptsobovat Alzheimerovu chorobu, Lou Gehrigovu chorobu,
Parkinsonovu chorobu a roztrousenou sklerézu. Pro tyto vlastnosti se zdaji byt vhodnymi
adepty pfi 1é¢bé civilizaénich i mnoha jinych chorob (Higley a Higley, 1998).

Velky diraz by mél byt kladen na preventivni opatfeni proti patogentim zpusobujicim
bakteridlni onemocnéni, S ¢imZ souvisi ochrana a oSetfovani rostlin i potravin. Mnohé
epidemie zmitajici lidstvem v pribéhu civilizace byly bakteridlniho plvodu, piedevsim
Salmonella spp. ale i Shigela spp., Clostridium botulinum a Listeria monocytogenes (Antunes
a Cavaco, 2010). Dalsimi spoleénymi ptvodci alimentarnich infekci jsou Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli aj., kdy se jedinec nakazi obvykle kontaminovanou
vodou ¢i potravou. Problémem dnesni doby je nadmérné a neuvazené pouzivani antibiotik a
tak vznikajici rezistence bakterialnich kmenii. Bylo provedeno mnoho studii o silicich a jejich

pusobeni na tyto bakteridlni kmeny a u nékterych byla prokazana vysoka antibakteridlni
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aktivita. Naptiklad u smési karvakrolu s tymolem (Origanum sp., Thymus sp.) podanych ve
spravném mnozstvi a poméru byla zjiSténa totdlni inhibice nékterych kmenti, naptiklad
Pseudomonas aeruginosa a Staphyloccocus aureus (Seow et al., 2014).

Na snizené kvalité a toxicit¢ zeméd¢€lskych produkti a potravin se nemalou mérou podili
také plisn¢ a houby produkujici Skodlivé mykotoxiny, jez jsou pro lidsky organismus
neodbouratelné. Tyto mykotoxiny jsou produkovany mnoha kmeny, které napadaji
hospodarsky vyznamné plodiny a také potraviny, piedevsim jsou to Aspergillus, Penicillium,
Alternaria, Fusarium a dalsi. I zde mohou byt silice vhodnou alternativou neSetrnych
syntetickych prostiedkd, nebot’ jejich fungicidni aktivita byla potvrzena v mnohych
experimentech (Antunes and Cavaco, 2010).

Je znamo, Ze silice, vyznacujici se silnou vini, jsou-li rozptyleny v prostiedi, pfispivaji
k ¢isténi vzduchu. Odstranuji ze vzduchu toxické ¢astice a likviduji pachy plisni, cigaret,
zvitat a dalsi. Naplnuji vzduch Cerstvou a dle typu silice pfijemnou vuni, coz pfispiva

Kk udrzeni fyzického a psychického zdravi, rovnovahy a pohody (Higley a Higley, 1998).

3.2 Tymol

Tymol patii k hlavnim u¢innym latkam silic mnohych rostlin, riznych celedi. Nejcastéji
byva ve velkém mnozstvi identifikovan u rostlin patticich do ¢eledi Lamiaceae, ale mizeme
ho nalézt také u mnoha rostlin z ¢eledi Orchideaceae a u nékterych zastupcu z Celedi
Oleaceae, Asteraceae, Laureaceae, Rosaceae a Clusiaceae (Pherobase). Tymol a karvakrol
jsou hlavnimi uc¢innymi slozkami silic rostlin rodu Thymus (Lang and Buchbauer, 2011),
jejichz vzajemny pomér je velice variabilni (Fachini-Queiroz, 2012). Nejvétsi koncentrace
tymolu byly nalezeny u druh@ Thymus vulgaris, T. decussatus, T bovei a T. serpyllum, kde
tvofi pramérné 60% silice. Toto mnozstvi je zavislé na stanovisti a klimatickych podminkach,
ze kterych rostlina pochazi, jiné hodnoty tymolu byly naméfeny u tymianu ze Saudské Arabie
(62,2%) a jiné hodnoty naptiklad u tymianu z Kamerunu (27,2%), (Stahl-Biskup a Saez,
2003). Vlidovém Iécitelstvi jsou nekteré druhy rodu Thymus pouzivany jako
antihelmintikum, spasmolytikum, karminativum a expektorans, dale pro své antiseptické,
antimikrobialni, antimykotické a antioxidac¢ni Gc¢inky, pti 1é¢bé koznich a revmatickych potizi
a proti poceni a nadymani (Fachini-Queiroz, 2012). Tymol je spolu s karvakrolem hlavni
ucinnou slozkou také oreganovych (Origanum sp.) silic (Lambert et al., 2001) a byl nalezen
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jako jedna z hlavnich slozek silic rostlin patiicich do rodu Satureja (Cavar et al., 2008; Lang
and Buchbauer, 2011).

3.2.1 Chemické vlastnosti

Tymol je bila krystalicka latka s charakteristickou fenolickotymianovou vini (Vonasek et
al., 1987). Bod tani se nachazi mezi 48°C az 51°C, pocate¢ni bod varu pii 232°C a bod
vzplanuti v uzaviené nadobé¢ pti 110°C (Sigma-Aldrich). Svou chemickou strukturou je fazen
mezi monoterpenické fenoly (Bakkali et al., 2008) a vyznacuje se jednou hydroxylovou
skupinou navazanou na fenolickém kruhu. Dle ptibalového letaku Sigma-Aldrich je pii 99%
Cistoté zdravi Skodlivy pfi poziti, zpisobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci a je toxicky

pro vodni organismy s dlouhodobymi ucinky.

HO  CH,
CH,
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Obrazek ¢. 1: Vzorec tymolu (2-isopropyl-5-methylfenol) (Sigma-Aldrich)

3.2.2 Fungicidni aktivita

Mnoha autory je proklamovana vysokd fungicidni aktivita silic, které jako hlavni
komponentu obsahuji tymol (Ahmad et al., 2010; Zambonelli et al., 2004; Tatsadjieu et al.,
2007; Reichling et al., 2009). Bylo prokazano, ze fungicidni aktivita tymianové silice je
v korelaci s jejim obsahem tymolu (Zambonelli et al., 2004), pii¢emz v experimentu Klari¢ et
al. (2007) provadéném na plisnich z vlhkych bytt, kde ptevladaly druhy rodu Aspergillus
(44%) a Penicillium (18%), vykazoval tiikrat vétsi inhibici nez kompletni silice. U sedmnacti
fytopatgennich hub bylo zjisténo, Ze tymol zcela inhibuje rist mycelia (Kordali et al., 2008) a
ve studii Klari¢ et al., 2007, byla fungicidni aktivita tymolu dokonce vyssi nez u komeréniho

fungicidu benomylu, ktery byl v experimentech pouzivan jako kontrola. Na dermatofytnich
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druzich hub byla testovana antimykoticka aktivita tymianové silice s obsahem tymolu 48,9%,
ktera se ukazala U¢inngj$i nez komeréni fungicid bifonazol (Sokovi¢ et al., 2009). Velky
potencial ma tymol také pii konzervaci a skladovani potravin, nebot’ bylo zjisténo, nejen ze
inhibuje myceliarni rast ale brzdi také produkci mykotoxini (Vazquez et al., 2001).
Fungicidni aktivita tymolu byla uspésné testovana také na kvasinkach Saccharomyces
cerevisiae a Candida albicans, kde bylo prokazano, ze tymol poskozuje a deformuje bunécné
stény i membrany (Bennis et al., 2004) a inhibuje H*-ATP4zu, coz vede K intracelularnimu
okyseleni a buné¢né smrti (Ahmad et al., 2010).

Obrazek ¢. 2: Saccharomyces cerevisiae oSetiena tymolem pod elektronovym mikroskopem
(Bennis et al., 2004)

3.3 Karvakrol

Karvakrol je hlavni u¢innou latkou rostlin ¢eledi Lamiaceae, vétsiny rodt Origanum,
Satureja, Thymus a Thymbra. Mnoho zastupct obsahujici ve své silici karvakrol je z ¢eledi
Orchideaceae a v malém rozsahu ho najdeme u celedi Caryophyllaceae, Asteraceae,
Primulaceae, Laureaceae a Cupressaceae (Pherobase). Ve studii Saad et al. (2013) bylo v
silici z dobromysli (Origanum vulgare) naméteno 78% karvakrolu, avsak v jinych vyzkumech
byla u tohoto druhu ve sloZeni silice prokazana zna¢na variabilita. O. vulgare susp. hirtum
byla velmi bohata na silici, v nékterych pfipadech bylo naméfeno az 8% a obsah karvakrolu
byl v rozmezi od 2,4% az 95%, naproti tomu O. vulgare susp. vulgare obsahovala pouze malé
mnozstvi silice - 0,3%, s obsahem karvakrolu pouze 0,1% (Kokkini a VVokou, 1989). Pro test
antimikrobialni aktivity jednotlivych slozek silice bylo u druhu Origanum acutidens
naméfeno 87% karvkorolu, v silici Satureja hortensis 86,6%, Zataria multiflora 71,1%,
Thymus caramanicus 68,9% a v silici druhu Thymbra spicata 60,4% karvakrolu (Lang a
Buchbauer, 2011). Rostlinam z ¢eledi Lamiaceae, které obsahuji jako hlavni slozky tymol a

karvakrol, jsou v lidovém Iéc¢itelstvi pfipisovany antibakterialni, antioxida¢ni a antimykotické
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ucinky a pouzivaji se pii 1écbeé dychacich cest, jako expektorans a proti kie¢im (Fachini-

Queiroz, 2012).

3.3.1 Chemické vlastnosti

Karvakrol je ¢ira nazloutla kapalina, ktera vini i nékterymi dal$imi vlastnostmi pfipomina
tymol. Karvakrol je sloucenina jejiz bod varu se nachazi pii 236-237°C, s relativni hustotou
0,976 g/cm?® pii 20°C a bodem vzplanuti v uzaviené nadob& 106°C. Pii 98% Cistoté je zdravi
Skodlivy pfi poziti a zpusobuje t€Zké poleptani kiize a poskozeni o¢i (Sigma-Aldrich). Spolu
s tymolem patii mezi monoterpenické fenoly (Bakkali et al., 2008), které¢ jsou si strukturné

velmi podobné, ale hydroxylovou skupinu maji navazanu na jiném mist¢ fenolického kruhu.

CHgs

H
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Obrazek ¢. 3: Vzorec karvakrolu (5-isopropyl-2-methylfenol) (Sigma-Aldrich)

3.3.2 Fungicidni aktivita

Antifungalni testy prokazaly, ze karvakrol stejné jako tymol zcela inhibuji rist sedmnacti
fytopatogennich hub a jejich fungicidni ucinek byl vyssi nez u komeréniho fungicidu
benomylu (Kordali et al, 2008). Na ekologicky péstované kukufici byl proveden experiment
proti ttem patogentim rodu Penicillium, Fusarium a Pythium. Semena byla oSetfena osmnacti
silicemi. Oreganova, saturejkova i tymianova silice, jejichz hlavni komponentou je karvakrol,
piisobily u viech kment fungicidng pii MIC 800 ul/L™. V testu kligivosti oSetfenych semen se
na rostlinach neprojevily zadné znamky fytotoxicity (Christian a Goggi, 2008). Fytotoxicita
posledné zminovanych silic se vSak velmi silné projevila pii testovani klicivosti na laskavci
(Amarathus retroflexus), merliku (Chenopodium album) a stoviku (Rumex crispus), coz
poukazuje na to, Ze tyto latky lze pouzit nejen jako fungicid ale také herbicid (Kordali et al.,

2008). Karvakrol je také pro své silné antimikrobialni vlastnosti pouzivan k uchovani riznych
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potravin a je ptidavan naptiklad do pecenych potravinovych vyrobku (az 15,74 ppm),
nealkoholickych napoju (az 28,54 ppm) a zvykacek (az 8,42 ppm), (Saad, 2013). Také se jevi
jako vhodna alternativa sifi¢itanii pii skladovani hroznu, které byly inokulovany Botrytis
cinerea a nasledné oSetfeny karvakrolem. Mira infekce i rozméry plochy plisné byly oproti
kontrole vyrazné snizeny a in vitro byla prokazana iplna inhibice rustu B. cinerea (Martinez-
Romero et al., 2007). Mechanizmus ucinku zlstava u této slozky stale pln¢ neobjasnény,
muzeme se pouze domnivat, Ze funguje podobné jako u tymolu a jinych fenoli. Hydrofobni
molekuly pravdépodobné mohou mit vliv na biologické membrany (Saad, 2013), pfedevSim
narusuji bunééné stény a cytoplazmatické membrany, ¢imz dojde k poruchdm protonové

hybné sily, toku elektrond, aktivniho transportu a koagulaci obsahu bun¢k (Burt, 2004).

3.4 Tymochinon

Obsah tymochinonu, ditymochinonu a tymohydrochinonu byl testovan u 47 rostlin
patficich do sedmi Celedi, které byly analyzovany pomoci GC a GC-MS. Vysledky ukazaly,
ze detekovatelné mnozstvi alespont jedné z téchto sloucenin bylo zjisténo u tfi druhli rodu
Monarda (M. didyma, M. media a M. menthifolia) a Thymus (T. pulegioides, T. serpyllum aT.
vulgaris), u dvou druhd rodu Satureja (S. hortensis a S. montana) a jednotlivych zastupct
rodi Eupatorium (E. cannabinum), Juniperus (J. communis) a Nigella (N. sativa). Nejvyssi
obsahy tymochinonu a thymohydrochinonu byly detekovany v nadzemnich ¢astech M. media
a kvétenstvi M. didyma a vyrazné prevySuji mnozstvi téchto sloucenin nalezenych
v semenech N. sativa, které jsou obecné povazovany za hlavni pifirodni zdroj obou téchto
sloucenin (Taborsky et al., 2012). Olej ze semen N. sativa (cerny kmin) je pouzivan jiz tisice
let na blizkém i dalném vychodé jako kofeni a soucast tradi¢ni mediciny. V lidovém
1é¢itelstvi je uzivan jako karminativum, diuretikum, laktogogum, antihelmintikum, ale také
proti hore¢ce a zimnici, astmatu, revmatismu a jako protijed pfi bodnuti Skorpionem ¢i
kousnuti hadem. Z mnohych studii bylo moZzné prokazat, Ze extrakt ze semen ¢erného kminu
a antioxida¢nimi U€inky a muize byt ucinné pouzivan pii lécbe spasmolytickych a
bronchodilatac¢nich infekcnich chorob (Halawani, 2009). Pozivani velkych davek miize u

téhotnych Zen stimulovat délozni svalstvo a zptsobit tak potraty (Aggarwal et al., 2009).
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3.4.1 Chemické vlastnosti

Tymochinon je Zluta krystalicka slou¢enina, jejiz bod tani se nachazi mezi 45 a 47°C,
rozmezi bodu varu je 230-232°C a bod vzplanuti v uzaviené nadob¢ je 104°C. Tymochinon
99% cistoty miize byt zdravi Skodlivy pii poZiti, zplisobuje podrdzdéni kiize a oc¢i a miize
zpusobit podrazdéni dychacich cest (Sigma-Aldrich). Tymochinon je svou chemickou

strukturou fazen mezi monoterpenoidni chinony (Nickavar, et al., 2003).

O CHs
CHj;
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Obrazek ¢. 4: Vzorec tymochinonu (2-isopropyl-5-methyl-1,4-benzochinon) (Sigma-Aldrich)

3.4.2 Fungicidni aktivita

Biologicka aktivita tymochinonu byla testovana na houbovych kmenech rodt Aspergillus,
Candida, Cryptococcus a Issatchenkia. Antimykoticka aktivita tymochinonu byla prokazana
témef u vsech testovanych patogennich hub, krom¢ Candida tropicalis a Aspergillus flavus.
Nejveétsi antimykoticka aktivita byla zjisténa proti Candida parapsilosis a Cryptococcus
laurentii. V nekterych ptipadech také tymochinon prokazal siln€jsi fungicidni aktivitu, nez
komer¢ni 1€k proti plisnovym infekcim Amfotericin B (Suthar et al., 2010). Z
fytopatogennich hub byla in vitro prokazana tiplna inhibice Fusarium solani i po deseti dnech
pii koncentraci tymochinonu 1 mg/ml™ agaru (Randhawa et al., 2005). V polnim pokusu byl
olej z N. sativa s vysokym obsahem tymochinonu testovan na padli okurkovém (Podosharea
xanthii) a padli jecmene (Blumeria graminis). Po osetfeni 0,1% olejovou emulzi 2 dny po
inokulaci, byla listova plocha infikovana padlim okurkovym snizena po dvou dnech od
osetieni z 54% (kontrola) na 7,7% a infikovana plocha padli je¢mene z 63,4% (kontrola) na
9,4% z celkové listové plochy (Hafez, 2008).
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3.5 Eugenol

Eugenol byl identifikovan v mnoha silicich rostlin riznych celedi, naptiklad Myrtaceae,
Arecaceae, Lamiaceae, Orchideaceae, Oleaceae, Theophrastaceae, Rubiaceae, Laureaceae,
Magnoliaceae a dalsich (Pherobase). Je hlavni G¢innou slozkou pfedevsim hiebickové silice
extrahované z kvétnich poupat Syzygium aromaticum u niz byla prokazana antimikrobialni,
antioxidacni, antifungalni a antivirova aktivita. V lidovém lécitelstvi jsou hiebickové silici
lokalni aplikaci k ulevé od bolesti, pro podporu hojeni ran a hojné v kosmetice a parfumerii
(Chaieb et al., 2007). Ve vétsim mnozstvi byl eugenol identifikovan v rostlinach rodu
Ocimum, v kufe rostlin rodu Cinnamomum (Rusu, 2007), v plodech rodu Pimenta (Saad,
2013), v muskatovém ofisku (Myristica fragrans), v kofeni kozliku 1ékaiského (Valeriana
officinalis) a dalsich (Rusu, 2007). Obsahy jednotlivych slozek silic jsou proménlivé, v
riznych studiich bylo zjisténo, ze v hiebickové silici se nachazi od 70 do 85% eugenolu, v
silici z lista skoticovniku cejlonského bylo naméfeno pies 70% a v rostlinach rodu Pimenta

(P. dioica a P. racemosa) 45-76% eugenolu (Saad, 2013; Lang, 2012).

3.5.1 Chemické slozeni

Eugenol je ¢ira svétle zluta kapalina na vzduchu a svétle hnédnouci (Vonasek et al, 1987)
jehoz rozmezi bodu tani je -12 az -10°C, pocatecni bod varu se nachazi pii 254°C a bod
vzplanuti v uzaviené nadob¢ byl stanoven pii 112°C. Jak uvadi ptibalovy letdk Sigma Aldrich
je eugenol pii 98% cistot¢ latka v ptirod¢ snadno biologicky odbouratelna, avsak toxicka pro
nékteré ryby a vodni bezobratlé, proto je doporuceno nevypoustét jej do kanalizace a okolniho
prostiedi. Déle je zde uvedeno, ze miize vyvolat alergickou kozni reakci a zplisobuje vazné
podrazdéni oc¢i (Sigma-Aldrich). Eugenol je fazen mezi aromatické fenoly odvozené od

fenylpropanu (Bakkali et al., 2008).
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Obrazek ¢. 5: Vzorec eugenolu (2-methoxy-4-(2-propenyl)phenol) (Sigma-Aldrich)

3.5.2 Fungicidni aktivita

Byla testovana fungicidni aktivita hiebickové silice s vysokym obsahem eugenolu (85,3%)
na houbovych kmenech Candida, Aspergillus a dal$ich dermatofytech, napadajicich kazi lidi
a zvifat. Byla prokazana uplnd inhibice ristu vSech testovanych kment, kdy mechanismus
ucinku na kvasinkdch a vlaknitych houbach byl testovan pritokovou cytometrii a testem
inhibice syntézy ergosterolu (specifické slozky bunéénych membran hub). Vysledky ukézaly,
Ze po oSetfeni eugenolem doslo ke znacnému snizeni mnozstvi ergosterolu a tim k rozpadu
buné&¢nych membran (Pinto et al., 2009). Eugenol vykazoval vysokou fungicidni aktivitu také
u fytopatogennich hub. Byly testovany jeho u¢inky na kmenech Alternaria solani, Aspergillus
niger, A. flavus, Colletotrichum sp., Fusarium moniliforme a Rhizoctonia solani, po jehoz
aplikaci doSlo po 24 hodinach k rozpadu spor a po 96 hodinach byla detekovana tplna
inhibice riistu mycelia (Thobunluepop, 2008). Eugenol by také mohl byt vhodnou alternativou
pii 1é¢bé kvasinkovych infekci, bylo prokdzano, ze inhibuje rust bun¢k Candida albicans,
pti¢emz byla testovana i hemolyticka aktivita na lidskych erytrocytech, ktera se jevila jako

velmi nizka (On et al., 2007).

3.6 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd byl detekovan v silicich mnoha rostlin z ¢eledi Orchideaceae, u nékterych
druhti z ¢eledi Apiaceae, Caryophyllaceae, Fabaceae, Oleaceae, Magnoliaceae, v nékterych
druzich tabaku (Nicotiana sp.) z ¢eledi Solanaceae a dalSich (Pherobase). Z mnoha studii je
znamo, ze cinnamaldehyd je hlavni G¢innou slozkou silic nejéastéji extrahovanych z rostlin

Celedi Laureaceae, piedev§im ze skotficové kury (Cortex Cinnamomi) ziskavané ze
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skoficovniku ¢inského (Cinnamomum cassia), ktery je pouzivan spiSe v tradi¢ni Cinské
mediciné a skoficovniku pravého (Cinnamomum verum), dobfe znamého a pouZzivaného
téméf po celém svété. Destilaci byla izolovana silice z kury skoficovniku ¢inského a pomoci
GC-MS stanoven pomérné vysoky obsah cinnamaldehydu - 85% (Ooi et al., 2006), obvykle
se obsah pohybuje okolo 75% (Parthasarathy et al., 2008). V listech skoficovniku je hlavni
komponentou eugenol, tvorici okolo 70% silice (Senanayake, 1978). Skofice je pouzivana
jako kofeni i v tradi¢ni medicin€ po cela staleti (Gruenwald et al, 2010) a v soucasnosti je
skoficova silice hojné vyuzivana v parfumerii, potravinaiském a farmaceutickém pramyslu.
Skoficovou kiru mizeme nalézt v mnoha kofenicich smésich, jako je kari, indické kofeni
garam masala nebo ve smési na svafené vino. Lécebné ucinky skofice jsou znamy jiz z
Ajurvédskych spist, ve farmacii a lidovém 1éCitelstvi je skoficova silice pouZivana proti
astmatu a kasli, pfi potizich gastrointestinalniho traktu a také je znamo jeji puisobeni jako
diuretikum, spasmolitikum a hemostatikum. Pro své prohiivaci vlastnosti je podavana pti
zimnici a proti revmatismu (Ravindran et al., 2003) Z experiment in vitro a na zvifatech in
vivo bylo prokazano, Ze skofice ma protizanétlivé, antioxida¢ni, antimikrobialni,
protinddorové, imunomodula¢ni u¢inky a podili se na sniZovani hladiny cholesterolu v krvi.
Dale experimenty na zvifatech prokézaly jeji silné hypoglykemické vlastnosti (Gruenwald et
al., 2010). Skotficova silice a cinnamaldehyd jsou také dobfe znamy jako insekticid,

predevsim proti larvam mravenct (Koul et al., 2008).

3.6.1 Chemické vlastnosti

Cinnamaldehyd je t€kava zluta kapalina s typickou skoficovou vuni (Vonasek et al, 1987).
Trans-cinnamaldehyd je jedind forma pfirozené se vyskytujici v rostlinach, jehoz bod tani byl
stanoven pii -7,5°C, bod varu pii 248°C a bod vzplanuti v uzaviené nadob¢ pii 71°C. Jeho
relativni hustota byla namé&fena 1,050 g/cm®. Vyrobce uvadi, Ze pfi 98% &istots zpisobuje
podrazdéni kize, vazné podrazdéni o¢i a mize vyvolat kozni alergickou reakci (Sigma-
Aldrich). Chemickou strukturou je fazen mezi aromatické slouceniny odvozené od

fenylpropanu s aldehydovou skupinou (Bakkali et al., 2008).
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Obrazek ¢. 6: Vzorec cinnamaldehydu (trans-3-phenyl-2-propenal) (Sigma-Aldrich)

3.6.2 Fungicidni aktivita

Cindti védci Ooi et al. (2006) testovali antimikrobialni aktivitu silice skoficovniku
¢inského a ¢istého cinnamaldehydu. U rGznych izolatd bakterii (1 izoldt Gram-pozitivni a 7
izolatd Gram-negativni) bylo prokazano, ze silice i Cisty cinnamaldehyd vykazovaly pii
inhibici rdstu stejnou G¢innost, Coz potvrzuje, Ze za antimikrobidlni aktivitu skoficové silice je
zodpovédny pravé cinnamaldehyd. Soucasné byla testovana jeho fungicidni aktivita u Ctyf
druhi rodu Candida, u tfech druhd rodu Aspergillus, jednoho druhu rodu Fusarium a u téech
druhti dermatofytickych hub. Vysledky prokazaly, ze silice i cinnamaldehyd vykazovaly
nejvyssi fungicidni aktivitu u fytopatogennich a dermatofytickych hub. U bakterii a kvasinek
musely byt pro totalni inhibici aplikovany mnohem vyssi koncentrace. Ve studii Ranasinghe
et al. (2002) bylo prokazano, ze skoficovou i hiebickovou silici 1ze pouzit pro poskliziiové
oSetfeni proti houbovym chorobam bananu: antraknéze slupky (Colletotrichum musae) a
hnilobam vénce bananového souplodi (Lasiodiplodia theobromae, C musae, Fusarium
proliferatum); na misto Benomylu, kterého bylo pro zajisténi Uplné inhibice zapotiebi

mnohem vyssi davky.

3.7 Diallyl disulfid

Diallyl sulfidy (diallyl sulfid, diallyl disulfid (DD), diallyl trisulfid, diallyl tetrasulfid) byly
detekovany jako jedny z hlavnich u¢innych sloucenin rostlin ¢eledi Alliaceae, predevsim,
Cesneku (Allium sativum), pazitky (Allium schoenoprasum), cibule (Allium cepa), péru
(Allium porrum) a dalsich. Cesnek obsahuje biolgicky aktivni a silné charakteristicky
pachnouci allicin, ktery je tvofen enzymem aliindzou z nepachnouciho aliinu, tehdy, je-li
cesnek rozdrcen (Lapcik et al., 2011). Allicin se pfi teploté¢ 25°C po 24 hodinach rozklada na
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diallyl sulfidy (Brodnitz et al., 1971). Pomoci kapalné chromatografie byl v cesnekové silici
zjistén obsah 53.6% sirnych slou¢enin, z nichz nejvétsi podil zaujima DD (24%) a u pazitkové
silice byl zjistén obsah 42,3% sirnych sloucenin, kdy obsah DD (18,9%) také zaujimal
nejvetsi podil (Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2008). Kloudek et al. (2011)
namé¢fili v ¢esnekové silici pomoci GC-MS 43,8% DD a 27,1% diallyl trisulfidu. Pfi testech
antimikrobidlni aktivity na bakteriich zpisobujicich choroby z kontaminovanych potravin
byla prokazana nejvyssi ucinnost u diallyl tetrasulfidu. Bylo zjisténo, Ze ¢im vyssi je pocet
sirnych atomi v fetézci slouCenin, tim vys$$i je i jejich antimikrobialni aktivita
(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2008). Témétr po celém svété jsou jiz vyse
zminované rostliny z Celedi Alliaceae vyuzivany jako soucast tradi¢ni kuchyné i mediciny.
antimykotické, antioxidacni a antikancerogenni t€inky. U cibule kuchynské bylo zjisténo jeji
antiseptické, diuretické a protinadorové plisobeni a bylo prokazano, ze se podili na snizovani
hladiny cholesterolu v krvi a ma antialergenni, antiastmatické a protizanétlivé ucinky. Pfi
studiich pazitky bylo zjisténo, Ze G€¢inkuje jako antihelmintikum, karminativum, diuretikum a

antiseptikum (Ramawat and Merillon, 2013).

3.7.1 Chemické vlastnosti

Diallyl disulfid je tekava sirna bezbarva az nazloutla kapalna sloucenina s
charakteristickou ¢esnekovou vini (Vonasek et al., 1987). Rozmezi poc¢ateéniho bodu varu
bylo stanoveno mezi 180 az 195°C a bod vzplanuti v uzaviené nddobé pti 62°C. Vyrobcem je
uvedeno, Ze jiz pii 80% Cistoté je toxicky pii poziti (LDsg U krysy pfi oralni aplikaci - 260
mg/kg), drazdi ktzi (LDso u kralika pfi kozni aplikaci - 3,6 mg/kg) a zplsobuje vazné
podrazdéni oc¢i (Sigma-Aldrich).

Obrazek ¢. 7: Vzorec diallyl disulfidu (4,5-dithia-1,7-octadien) (Sigma-Aldrich)
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3.7.2 Fungicdni aktivita

Kloucek et al. (2011) testovali fungicidni aktivitu Sedesati deviti silic v plynné fazi, z nichz
Cesnekova silice s obsahem 43,8% DD vykazovala oproti ostatnim testovanym silicim
vysokou fungicidni aktivitu. Silice byla testovana na kmenech Alternaria alternata,
Aspergillus niger a Penicillium digitatum a MIC byla stanovena pii 31,25 pl/I"* u viech tiech
testovanych kment. Silice rostlin ¢eledi Alliaceae byly testovany Pyun and Shin (2006) na
titech druzich rodu Trichophyton zptsobujicich zavazné mykozy u lidi. Nejsilngjsi inhibi¢ni
aktivitu vykazovala Cesnekovd silice, zatimco silice cibule kuchynské a cibule zimni jen

velmi mirnou.

3.8 Allyl isotiokyanat

MV

produkt pii pH 4 a vy$$im enzymatickou hydrolyzou allyl glukosinolati pfedevs$im sinigrinu,
obsazenych v pletivech rostlin ¢eledi Brassicacae. Sinigrin byl identifikovan jako hlavni
al., 1996; Pechacek et al., 2000). Také v kofeni i nadzemnich ¢astech kienu selského
(Armoracia rusticana) byl zjistén obsah deviti glukosinolatt, z nichZ sinigrin pfi analyze plné
vyvinutého kotene predstavoval 83% (Li and Kushad, 2004). Glukosinolaty a jejich rozkladné
produkty jsou jiz dlouho zndmy pro své baktericidni, fungicidni, nematocidni a alellopatické
ucinky a v posledni dob¢ je vénovan velky zajem vyzkumu jejich chemoprotektivnich u¢ink
a pusobeni na rakovinné buiky (Fahey et al., 2001). Rozumny pfijem glukosinolatl a jejich
rozkladnych produktt (indoly, isothiokyanaty aj.) v potravé miiZze byt pro organismus velmi
prospésny, vSak pfi nadmémém a dlouhodobém piijmu, by mohlo dojit k hypertrofii §titné
zlazy, ke snizeni produkce thyroxinu T4, poskozeni jater a v n¢€kterych ptipadech ke sniZeni

plodnosti (Lapcik et al., 2011).

3. 8. 1 Chemické vlastnosti

Allyl isotiokyanat je ¢ird kapalna latka se svétle zlutym zabarvenim a silnym zapachem.
Jeho pocatecni bod varu byl stanoven pii 150°C, bod tani pifi -80°C a relativni hustota je
1,013 glem®p¥i 25°C. P 97% &istots je toxicky po poziti (LDso u Kkrysy pfi oralni aplikaci -
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112 mg/kg) a pii vdechovani, drazdi kizi a jeji potiisnéni touto slouceninou muze vyvolat
alergické reakce, dokonce 1 smrt (LDso U kralika pti kozni aplikaci - 88 mg/kg). Zpusobuje
vazné podrazdeéni o¢i a pii vdechovani mize vyvolat pfiznaky alergie, astmatu nebo dychaci

potize. Je vysoce toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi u¢inky (Sigma-Aldrich).

HQCVNCS

Obrazek ¢. 8: Vzorec allyl isotiokyanatu (3-isothiocyanatopropen) (Sigma-Aldrich)

3. 8. 2 Fungicidni aktivita

Kloucek et al. (2011) testovali antimikrobialni aktivitu kienové silice s obsahem 63,7%
allyl isotiokyanatu u tfech plisni (Alternaria alternata, Aspergillus niger a Penicillium
digitatum) a tfech bakterii (Staphyloccocus aureus, Salmonella enteritidis a Pseudomonas
aeruginosa). U vsech testovanych kment byla prokazana silna inhibiéni aktivita pti MIC
31,25 ul/I"* vzduchu, podobné jako u Sesnekové a skoficové silice. MIC ostatnich Sedesatisesti
testovanych silic se pohybovala ve stovkach ul/ I'* vzduchu. Také ve studii Mari et al. (1993)
byla testovdna inhibice riistu mycelia a kli¢eni konidii péti fytopatogennich hub, pomoci
ruznych isotiokyanati odvozenych z Sesti ptfirodnich glukosinolatii. Isotiokyanaty odvozené
od Glukorafeninu, sinalbinu a sinigrinu se jevili jako zvlasté uc¢inné pii inhibici kliceni konidii
u vSech péti testovanych hub (Botritis cinerea, Rhizopus stolonifer, Monillnia laxa, Mucor
piriformis a Penicillium expansum). Isotiokyanaty ze sinigrinu inhibovaly i rist mycelia, bud’
zcela, nebo se zpozdénim 3-6 dni proti kontrole. Glukosinolaty a jejich derivaty jsou pro svou
toxicitu a repelentni G€inky fazeny mezi ptirodni pesticidy, které si vyssi rostliny produkuji ke
zvySeni odolnosti proti nepfiznivgym vlivim predatort, konkurentd a parazitd. Jejich
pouzivani v integrované a biologické ochran¢ rostlin se jevi jako vhodna alternativa

chemickych fungicida.
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3. 9 Enkapsulace tékavych latek do poréznich materiala

Enkapsulace, neboli zapouzdieni, je obecné proces, pii kterém je chranéno aktivni jadro a
zachovavany jeho pfirozené vlastnosti, pficemz malé molekuly rtiznych materiali mohou
pronikat ven i dovnité skrze pory ve sténé nano-, mikro- ¢i makrokapsuly. Zapouzdiené
materidly mizeme piirozené nalézt v piirodé, naptiklad ptaci vejce, musle ¢i spory bakterii,
hub, fas, rostlin a prvokd. Za jednu z prvnich technologii makroenkapsulace lze pokladat
posmrtnou mumifikaci lidskych tél ve starovékém Egypté. Zapouzdiovani do mikrokapsuli
bylo vyvinuto pro ochranu a zachovani G¢innosti syntetickych, rostlinnych a zivocisnych
bioaktivnich latek (Kailasapathy, 2009).

V soucasné dob¢ predstavuji nové a prevratné moznosti rozvoje v mnoha oborech lidské
¢innosti nanotechnologie a nanomateridly. Oc¢ekava se, ze nanomaterialy pfinesou revoluci
ptedev$im v medicing, nebot’ diky své velikosti vykazuji schopnost prostupovat bunééné
membrany a slouzit tak jako nosice 1é¢iv nebo kontrastni latky v 1ékaiské diagnostice. Tyto
technologie a materidly jiz zacaly byt vyuzivdny v mnoha spottebitelskych produktech ke
zlepSeni jejich povrchovych a fyzikdlnich vlastnosti. Maji velky potencial v potravinafstvi,
zejmeéna jako komponenty obalovych materialt zajistujicich konzervaci potravin (Filipova et
al, 2012). Pro zeméd¢lstvi by enkapsulace ptirodnich i syntetickych pesticidit do poréznich
material mohla mit zasadni vyznam, spo€ivajici v fizeném uvoliovani téchto latek dle potieb
vegetace a v dasledku toho snizeni znecisténi zivotniho prostfedi. Je znamo mnoho materiald,
kter¢ by mohly byt vhodnymi nosi¢i t€kavych latek. Jsou to polysacharidy (napf.
cyklodextriny), pfirodni polymery a kfemi¢ité mezoporézni materialy (Prado et al., 2011).
Tradi¢ni systémy nosicli jsou ve vétSin€ piipadii na bazi polymerd, které obvykle uvoliuji
svlyj obsah fizenou difuzi nebo degradaci polymerického nosice. V poslednich letech byly
jako alternativa polymerti vyvinuty anorganické mezoporézni materialy na bazi oxidu
kfemicitého, jejichz pfiprava je snadnd a struktura portt umoziuje snadné ukladéani i
uvolnovani Ié¢iv a organickych molekul (Bernardos et al, 2010). Za objevitele mezoporéznich
kfemicitani je povazovana americkd firma Mobil, kterd v roce 1991 patentovala syntézu
téchto materiali. Prvni syntéza kiemicitanovych materiali s organizovanou strukturou vsak
byla patentovana jiz o 20 let diive, ale autofi material dostate¢né neprozkoumali a nebyli si
védomi vyznamu svého objevu (Zukal, 2007). Mezoporézni nosi¢e oxidu kiemicitého jsou

schopné zajistit jedinecné funkce, jako je stabilita, biokompatibilita, velka kapacita a moznost
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uzaviit pory organickymi latkami (polysacharidy, peptidy aj) a na potfebnou dobu tak

zabranit uniku ulozeného materialu (Bernardos et al, 2010).

3.9.1 MCM-41

MCM-41 je nazev pro mezoporézni nanocastice a mikroc¢astice ¢istého oxidu kiemicitého.
Zkratka MCM je n¢kdy vysvétlovana jako: ,,Mobil Composition of Matter. V soucasné dobé
je jedinym mezoporéznim molekulovym sitem, jehoZz porézni struktura byla plné
identifikovana. Struktura je tvofena rovnobéZnymi kandly, které maji pfiblizné
Sestitthelnikovy priifez a jsou uspotadany do hexagonalni vostinové struktury (Rathousky et
al., 1997). Je syntetizovan pomoci koloidniho roztoku oxidu kiemicitého tetracthylortosilikatu
(TEOS), ktery slouzi jako anorganicky prekurzor a hexadecyltrimethylamonium bromidu
(CTAB), ktery utvati pozadovanou strukturu. Velikost nanocastic MCM-41 se obvykle
pohybuje v rozmezi od 50 do 120 nm a velikost mikro¢astic v rozmezi od 150 do 1000 nm.
Pory jsou uniformni o priméru 2-3 nm (Bernardos et al., 2012) a tloustka jejich stén se
pohybuje v rozmezi 0,8-1 nm. Relativné tenké stény ve srovnani s primérem port zpisobuji,
Ze texturni parametry molekulového sita MCM-41 nabyvaji vysokych hodnot. Plocha povrchu
kanalt dosahuje az 1100 cm?/g™t a jejich objem kolisa mezi 0,8-0,9 cm’/g™ (Rathousky et al.,
1997). Pfitomnost silanolovych skupin na povrchu MCM-41 umoziuje ukotveni uzaviraciho

systému (polysacharydy, peptidy aj.) a =zabranéni tak predCasnému uvoliovani

enkapsulovanych latek (Bernardos et al., 2012).

£y % 4
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Obrazek ¢. 9: Velikost nano¢astic MCM-41(vlevo), velikost mikrocastic MCM-41 (uprostied)
a struktura périt MCM-41 (vpravo) pod elektronovym mikroskopem (Bernardos et al., 2008;
Bernardos et al., 2012).
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Syntéza MCM-41

Syntéza MCM-41 probiha pomoci reakéniho c¢inidla za ptitomnosti kfemicitanovych
aniontll a tetraalkylamoniovych tenzid (napt. CTAB), jejichz micely jsou Sablonou, kolem
niz se vytvareji stény pora (Zukal, 2007). Pro piipravu MCM-41 byl jako reakcni ¢inidlo
pouzit triethanolamin (TEAH3). Molarni pomér reak¢nich slozek v roztoku byl stanoven na
8 TEAH;:2 TEOS:0,52 CTAB:0,5 NaOH:180 H,0. Pii teplot¢ 70°C je k roztoku TEAH3
pfidan TEOS a vznikld smés je michana 24 hodin, ¢imZ je zajiSténa dostatecnd koncentrace
kiemicitanovych aniontl. K této smési je pii 118°C za stalého michani pfidan CTAB a po
hodiné je pii 70°C za intenzivniho michani pomalu pfidavéna destilovana voda. Po né€kolika
minutach se vytvori bild suspenze, kterd je ponechana odstat 24 hodin pfi pokojové teploté.
Vysledny prasek je pak odd¢len filtraci, promyt od reak¢niho ¢inidla (TEAH3) destilovanou
vodou a etanolem a vysusen pii 70°C. Zavérecnym krokem syntézy MCM-41 je odstranéni
micel surfaktantu (CTAB), které vypliuji pory pfipraveného materialu. Tento krok se provadi
tzv. kalcinaci, kdy je material ponechan na vzduchu pfi teplot¢ 550°C po dobu 5 hodin
(Bernardos et al., 2008).
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Obrazek ¢. 10: Schéma syntézy MCM-41 (Hoffmann et al., 2006).

3.10 Aspergillus niger

Plisng, ptesnéji vldknité mikromycety, patii k nejstar§Sim Zivym organismim na Zemi.
V soucasné dobé€ je znamo vice nez 100000 druhil plisni, z nichZ nejcastéji se vyskytujici patii
do rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium (Dohnal a Jun, 2012). Aspergillus niger (A.
niger) patii mezi nejrozsifenéj$i druhy rodu Aspergillus a mnoho kment A. niger bylo

izolovano po celém svété. Je fazen do celedi plisnivkovité (Trichocomaceae), fadu
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plesnivkotvaré (Eurotiales), tifidy Eurotiomycetes z oddéleni hub vieckovytrusych
(Ascomycota). Své druhové jméno tento kmen dostal podle barvy konidii, které v ramci
nepohlavniho rozmnozovani vytvaii (Schuster et al., 2002). Retizky konidii (spor) jsou
tvofeny na konidioforech, které¢ vyristaji z pfehradkovaného mycelia a skladaji se ze stopky,
méchytku, metul a fialid (Broderick a Greenshields, 1981). Je to aerobni vlaknita houba, ktera
se v pfirod¢ vyskytuje v piidé, kompostech a na rozkladajicich se rostlinnych zbytcich. A.
niger je nenaro¢ny na podminky prostiedi, je schopen rist ve velmi Sirokém rozmezi teplot
(6-47°C), kdy optimalni je 35-37°C a snasi také extrémni pH (1.4-9.8). Diky této schopnosti a
vysoké produkci konidii, které jsou Siteny vzduchem, je zajisténa jeho vSudypfitomnost

(Schuster et al., 2002). Ze studie Klari¢ et al. (2007) je znamo, Ze se muze vyskytovat a Sifit

naptiklad na zdech ve vlhkych prostorach. V teplém a vlhkém prosttedi je sporulace zvySena

(Schuster et al., 2002).

Obrazek ¢. 11: Konidiofor sporulujiciho A. niger pod elektronovym mikroskopem (Hertz-
Fowler a Pain, 2007)

A. niger je vyznamnym patogenem ovoce a zeleniny, zejména v poskliziiovém obdobi a
dalsich skladovanych zemédé€lskych produktid, jako je 0sivo, ryze, kava, ofechova jadra,
slune¢nicova seminka a jiné substraty. (Krijgsheld, 2013). A. niger i ostatni druhy plisni maji
extracelularni trdveni, do substratu vylucuji travici enzymy, které degraduji organickou
hmotu, a traveninu pak zpétné resorbuji. Jejich piisobenim na substrat dochazi ke zméné jeho
organoleptickych vlastnosti a jsou snizovany nutrini hodnoty substratu, piedev§im
aminokyselin, sacharidi a tukt (Dohnal a Jun, 2012). Mnohem zavaznéjsi je vSak produkce

toxickych sekundarnich metaboliti — mykotoxini. Bylo prokazano, Ze nékteré kmeny A. niger

30



produkuji ochratoxin A (Schuster et al., 2002). Z mnohych studii bylo zji§téno, ze
ochratoxin A poskozuje ledviny, ma karcinogenni a teratogenni U¢inky (poruchy centralni
nervové soustavy u plodu) a potlac¢uje funkce imunitniho systému (Kuiper-Goodman a Scott,
1989). U pacientti s narusenou imunitou se mohou vyskytnout alergie na spory A. niger a
ruzné aspergildzy, naptiklad plicni infekce nebo infekce zvukovodu, kterd se vyskytuje
hlavné v tropickych oblastech (Schuster et al., 2002).

V pramyslové vyrobé slouzi A. niger jako buné¢na tovarna na vyrobu enzymu. Tyto
enzymy se pouzivaji napiiklad do ovocnych S§tav, pii vyrobé syrh, k degradaci fytatu
v krmivech aj. V roce 1917 bylo prokazano, ze A. niger také produkuje velké mnozstvi
kyseliny citronové (Krijgsheld, 2013) a v soucasné dobé& piedstavuje 99% jeji celosvétové
produkce (Dohnal a Jun, 2012).
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie a biologicky material

Tymol 99% (THY), karvakrol 98% (CARYV), tymochinon 99% (TQ), eugenol 99% (EUG),
trans-cinnamaldehyd 99% (CA), diallyl disulfid 80% (DD) a allyl isothiokyanat 98% (Al)
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (CZ). MCM-41 bylo vyrobeno Vv laboratoii CZU
Andreou Bernardos Ph.D ve spolupraci s Polytechnickou univerzitou ve Valencii, ESP.
Aspergillus niger (A. niger) ATCC 6275 byl zakoupen z Ceské sbirky mikroorganismi
Piirodovédecké fakulty Masarykovi univerzity v Brné, CZ. Pro kultivaci (A. niger) byly jako
zivna media pouzity Sabouraud Dextrose agar (SDA) a Mueller-Hinton bujon (MHB) od
firmy Oxoid (Brno, CZ).

4.2 Enkapsulace

V poméru 1:1 bylo do 2 ml vialek (Chromservis s.r.o., CZ) navdzeno 10 mg MCM-41 a
pfidano 10 mg vybrané slouceniny, vidlky byly vloZeny do vortexu a za stdlého tfepani
ponechany 24 hodin v susarné pii teploté 40°C. Pro ovéieni, ze byly latky enkapsulovany, byl

material charkterizovan infracervenou spektroskopii a GC-MS.

4.3 Piiprava inokula Aspergillus niger

Na plisent s pln¢ vyzralymi cernymi konidiofory bylo képnuto 0,65 ml MHB a kapka
smacedla (Tween 80). Do tohoto roztoku byly pomoci injekéni stiikacky s jehlou lehce
uvolnény Cerné konidie a preneseny do zkumavky s 2 ml MHB, ktera byla proméfena na
Densi-La-Metru. Roztok s konidiemi byl do zkumavky pfidavan tak, aby hodnota na Densi-
La-Metru byla 0 0,5 McFarlanda vyssi, nez hodnota ¢isttho MHB, coz by mélo odpovidat 10°
KTJ.mlI™ (kolonie tvofici jednotky).
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4.4 Test antifungalni aktivity

Test byl provadén in vitro v Petriho miskach o priméru 60 mm. Do kazdé misky bylo
nalito 5 ml SDA, jako zivné medium pro A. niger. Antifungalni aktivita enkapsulovanych
vySe zminénych tékavych latek z rostlin byla porovnavana v davkach 0,5 mg, 1 mg, 2 mg a 4
mg se stejnymi davkami latek v Cisté formé. Enkapsulované i Cisté latky byly aplikovany
v ptimém kontaktu s inokulem A. niger a lehkym protfepanim rovnomérné rozptyleny po
agaru. Inokula byla aplikovana 1 kapka (0,05 ml), coz odpovida piiblizné 25000 spor Vv jedné
Petriho misce. Pred aplikaci byly enkapsulované latky rozptyleny v 0,5 ml MHB a latky ve
formé¢ ¢isté byly pro svou hydrofobnost rozpustény ve 30 ul dimethylsulfoxidu (Penta, CZ) a
150 pul MHB. Kontrolni Petriho misky byly ockovany stejné, ale nebyly oSetfeny rostlinnymi
latkami. OSetfené inokulované Petriho misky a neosSetiené kontroly byly vloZzeny do tmavého
boxu a ponechany pfii teploté 25°C. VSechny vybrané latky vSech stanovenych davek byly
testovany ve tfech opakovanich. Stupeii nardstu plisné byl hodnocen vizudlné a
dokumentovan fotoaparatem po tfech, Sesti a Ctrnacti dnech. Misky s koncentracemi latek,
které zustaly po Ctrnacti dnech zcela bez nartstu A. niger, byly podruhé pieockovany
inokulem A. niger a opét byly hodnoceny a dokumentovany. Nékolik malo vzorkt zistalo
¢istych 1 po €trnacti dnech od druhého preoCkovani, tzn. po mésici od oSetfeni. Stupent nartistu
plisn¢€ byl hodnocen dle stupnice uvedené v tabulce ¢. 1. Ze zjisténych hodnot (viz pfilohy:
tabulka ¢. 1), byly vybrany mediany, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 2 (viz ptilohy), ze které
byly stanoveny MID (minimalni inhibi¢ni davky) vybranych latek (tabulka ¢. 2)

Tabulka ¢. 1: Stupnice pro vizualni vyhodnoceni nartstu A. niger

Stupeii naristu Charakteristika

0 zadny 0% celkové plochy (CP) porostlé myceliem

1  velmi slaby do 25% (CP) porostlé bilym myceliem bez konidiofort

2 slaby do 25% (CP) porostlé bilym myceliem, za¢inajici tvorba konidiofora
3 stiedni do 50% (CP) porostlé myceliem s ¢ernymi konidiofory

4 silny nad 50% (CP) porostlé¢ myceliem s ¢ernymi konidiofory

5  velmisilny od 95% (CP) porostlé myceliem s ¢ernymi konidiofory
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Obrazek ¢. 12: Stupnice pro vizualni hodnoceni nartstu A. niger: A) 0 — zadny, B) 1 — velmi
slaby, C) 2 — slaby, D) 3 — stfedni, E) 4 — silny, F) velmi silny

4. 5 Test rychlosti evaporace

Byla sledovana a porovnavana rychlost evaporace sedmi vybranych tékavych latek
enkapsulovanych do mezoporézniho materialu MCM-41 a latek v Cist¢ formé. Rychlost
evaporace byla sledovana pti dvou riznych teplotach, pii teploté¢ 25°C (vhodné pro kultivaci
hub a plisni) a teploté 37°C (vhodné pro kultivaci bakterii). Jednotlivé latky byly navazeny na
mald hodinova sklicka ve tfech opakovanich. Navazka enkapsulovanych latek v poméru 1:1
¢inila 20 mg, tzn. 10 mg Cisté slouceniny a navazka latek v Cisté forme €inila 10 mg. Sklicka
s navazkou byla opétovné vazena po 24, 48, 72 a 144 hodinach. Ze tfech opakovani
navazenych hodnot piepoétenych na % odpaiené slouceniny, byla vypoétena primérna

rychlost evaporace jednotlivych latek.
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5 Vysledky
5.1 Antifungalni aktivita

Antifungalni aktivita byla ovéfena u vSech testovanych latek. Jak je patrné z tabulky €. 1
(viz pftilohy), testované latky bud’ zcela inhibovaly, nebo omezily ¢i zpomalily kli¢eni
konidiospor A. niger. Fungicidni aktivita proti A. niger byla potvrzena u péti ze sedmi
testovanych latek, tymolu, karvakrolu, tymochinonu, eugenolu a cinnamaldehydu, kdy
oSetfené Petriho misky témito slou¢eninami nebyly ani po 14 dnech porostlé A. niger (viz
prilohy: tabulka ¢. 1). Hlavnim cilem této prace bylo porovnat fungicidni a antifungalni
aktivitu vybranych latek v ¢istém stavu s latkami enkapsulovanymi. Z tabulky ¢. 2 je ziejmé,
7ze karvakrol a cinnamaldehyd uc¢inkuji proti A. niger stejné jak v Cistém, tak i
enkapsulovaném stavu. Karvakrol s MID 0,5 mg a cinnamaldehyd s MID 1 mg. Tymol,
tymochinon a eugenol jsou prokazatelné ucingjsi ve stavu enkapsulovaném (tabulka ¢. 2).
Kontrolni varianty byly vzdy jiz po tfech dnech zcela (100%) porostlé.

Uplnou inhibiéni aktivitu pfi viech testovanych davkach (0,5 mg, 1 mg, 2 mg, 4 mg), ve
tiech opakovanich vykazoval karvakrol v enkapsulovaném i ¢istém stavu (viz ptilohy: tabulka
¢. 1) Na zadné misce nebyl ani po ¢trnacti dnech patrny naznak nartistu mycelia A. niger.
MID karvakrolu v enkapsulovaném i Cistém stavu proti A. niger je tedy rovna 0,5 mg nebo
nizsi (tabulka €. 2).

Tymol vykazoval uplnou inhibi¢ni aktivitu i po ¢trnacti dnech ve vSech testovanych
davkach pouze v enkapsulovaném stavu, MID je tedy rovna 0,5 mg tymolu v silikatu nebo
po 3 dny, 6. den bylo k tipIné inhibici zapotiebi 2 mg a 14. den 4 mg tymolu. Tymolu v ¢istém
stavu je pro uplnou inhibici zapotiebi osm krat vyssi davky, nez tymolu enkapsulovaného
(tabulka €. 2).

Tymochinon v silikatu byl zcela ucinny pii davee 1 mg po 3, 6 i 14 dnech. V Eistém stavu
ucinkoval tymochinon i pii davce 0,5 mg, ale pouze 3 dny. 6. den bylo zapotiebi 1 mg k uplné
inhibici a po 14 dnech netc¢inkoval viibec, ani pfi davce nejvyssi (tabulka €. 2).

Enkapsulovany eugenol byl u¢inny po 3 i 6 dnech pti MID 1 mg. Po 14 dnech bylo k tplné
inhibici zapotiebi davky 2 mg eugenolu v silikatu. V Cistém stavu byl eugenol G¢inny po 3

dny pii davce 0,5 mg. Pro jeho ucinnost 6. a 14. den bylo zapotiebi 4 mg této slouceniny, coz
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je dvakrat vyssi davka, nez kterd stacila k uplné inhibici u eugenolu enkapsulovaného (tabulka
¢. 2).

Cinnamaldehyd ucinkoval velmi podobné v enkapsulovaném i Cistém stavu. Po 3 dnech
stacila k aplné inhibici A. niger u obou dvou variant davka 0,5 mg. Po 6 dnech 1épe uc¢inkoval
cinnamaldehyd v ¢istém stavu pii MID 0,5 mg, kdyzto enkapsulovaného bylo zapotiebi MID
1 mg. Po 14 dnech byla MID obou variant 1 mg (tabulka ¢. 2).

Diallyl disulfid a allyl isotiokyanat se jevily jako nejméné ucinné, spiSe neucinné.
Inhibiéné pusobily pouze po 3 dny v enkapsulovaném stavu pii davce 1 mg, 2 mg a 4 mg
(tabulka €. 2). 6. den byly vSechny Petriho misky obou slouc¢enin celé (100% CP) porostlé A.
niger (viz prilohy: tabulka ¢. 1), az na enkapsulovany allyl isotiokyanat pii MID 4 mg
(tabulka €. 2).

Tabulka ¢. 2: MID (mg) vybranych sloucenin v enkapsulovaném a ¢istém stavu testovanych
na A. niger, hodnocené po 3, 6 a 14 dnech (tabulka vychazi z nulovych hodnot v tabulce ¢. 1

uvedené v piilohach).

Minimalni inhibi¢ni davky latek v enkapsulovaném a Cistém stavu (mQ)

3. den 6. den 14. den

enkaps. Cisty  enkaps.  Cisty  enkaps. Cisty
Tymol 0,5 0,5 0,5 2 0,5 4
Karvakrol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tymochinon 1 0,5 1 1 1 N
Eugenol 1 0,5 1 4 4
Cinnamaldehyd 0,5 0,5 1 0,5 1 1
Diallyl disulfid 1 N N N N N
Allyl isotiokyanat 1 N 4 N N N

N — Aspergillus niger nebyl inhibovan ani nejvyssi testovanou davkou

Po c¢trnacti dnech zlstaly zcela bez ndrtstu Petriho misky oSetfené enkapsulovanym
tymolem a tymochinonem pfti davkach 1 mg, 2 mg a 4 mg a enkapsulovanym eugenolem pfti

davkach 2 mg a 4 mg. Tyto varianty byly proto znovu zaockovany inokulum A. niger. Po
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tiech dnech byly misky oSetiené eugenolem vSechny zcela bez naristu mycelia A. niger ve
vSech tfech opakovanich. Misky oSetfené tymolem pfi koncentraci 1 mg byly ve vSech tfech
opakovanich zcela porostlé myceliem s cernymi konidiosporami a pii davkach 2 mg 4 mg
byly bez narastu (viz piilohy: obrazek ¢. 1). Misky oSetfené tymochinonem byly po 3 dnech
vsechny zcela porostlé. Po 6 dnech od druhého pteockovani byly misky oSetfené davkou 2 mg
tymolu a 2 mg eugenolu zcela porostlé s tim rozdilem, Ze oSetfeni eugenolem zbrzdilo tvorbu
konidiospor a na miskach bylo po 6 dnech patrné pouze bilé mycelium (viz ptilohy: obrazek
¢. 2). Po 14 dnech od druhého pieockovani tzn. po 28 dnech od oSetieni, zistaly zcela bez
narGstu mycelia A. niger misky oSetfené davkou 4 mg enkapsulovaného eugenolu (viz

ptilohy: obrazek ¢. 3).

5. 2 Rychlost evaporace

U vsech testovanych latek bylo zjisténo, ze pii teploté 25°C 1 37°C byla rychlost evaporace
prikazné niz§i u enkapsulovanych latek, nez u latek v Cistém stavu. Enkapsulované latky
testované pti 25°C Ize podle rychlosti evaporace rozdélit do trech skupin:

Prvni skupinou jsou latky, které se pii 25°C v enkapsulovaném stavu odpatuji od prvniho
dne vyznamné pomaleji, nez latky v ¢istém stavu. Mezi n¢ patii tymol a tymochinon, jak je
patrné z obrazkd ¢ 13 a ¢. 14. Enkapsulovaného tymolu se po 24 hod odpatilo 25 + 6%,
zatimco v Cistém stavu se odpafilo 44 + 1% tymolu. Tymol v silikatu se odpatoval velice
pozvolna, po 144 hod bylo ze silikatu odpafeno 48 = 11% tymolu. Tymol v ¢istém stavu se
odparoval vyrazné rychleji, po 48 hod bylo odpafeno 83 + 1% a jiz po 72 hod 100% (obrazek
¢. 13). Tymochinon v silikatu se oproti tymochinonu v ¢istém stavu odparoval také velice
pozvolna, po 24 hod bylo ze silikatu odpafeno 28 + 8% a po 144 hod 45 + 10%. Tymochinon
se v Cistém stavu odparoval jesté rychleji nez tymol v Cistém stavu, po 24 hod se odpaiilo 66
+ 7% a po 48 hod jiz bylo odpafeno 99 + 2%, coz je povaZzovano jako 100%, protoze véha

vzorku se jiz dale neménila (obrazek ¢. 14).
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Prubéh evaporace tymolu pri 25°C Prabéh evaporace tymochinonu pri 25°C
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Obrazek ¢. 13 (vlevo) a ¢.14 (vpravo): Porovnani pribéhu evaporace enkapsulovaného
tymolu (THYen) a thymochinonu (TQen) s rychlosti evaporace tymolu (THY) a tymochinonu
(TQ) v ¢istém stavu pii 25°C.

Druhou skupinou jsou latky, které se pii 25°C Vv enkapsulovaném stavu odpatovaly
zpocatku pomaleji nez latky v Cistém stavu. Po urcité dob&é se rychlost evaporace
enkapsulovanych latek ustalila a stoupala pozvolna, zatimco latky v Cistém stavu se zcela
odpafily. Patii mezi né karvakrol, eugenol a cinnamaldehyd. Enkapsulovaného karvakrolu se
odpatilo po 24 hod 27 + 2%, kdezto karvakrolu v ¢istém stavu pouze 17 + 4%. Po 48 hod se
rychlost tékani enkapsulovaného karvakrolu ustalila a zvySovala se velmi pomalu, zatimco
evaporace karvakrolu v ¢istém stavu se vyrazné zrychlila. Po 72 hod bylo ze silikatu odpatfeno
33 + 5% zatimco karvakrolu v ¢istém stavu jednou tolik (59 + 3%). Po 144 hod byl karvakrol
v silikatu téméf na stejné hodnoté jako piti vazeni pred tremi dny (35 £ 5%) tzn., Ze ze silikatu
se karvakrol odpafuje tfikrat pomaleji nez v Cistém stavu, kdy bylo po 144 hod odpafeno vse
(obrazek ¢. 15). Rychlost evaporace enkapsulovaného eugenolu zpocatku vyrazné
prevysSovala rychlost evaporace eugenolu v ¢istém stavu. Po 24 hod se ze silikatu odpatilo
33+3% a eugenolu v ¢istém stavu se odpafilo pouze 5 + 3%. Po 48 hod se rychlost
evaporace enkapsulovaného eugenolu ustalila a stoupala pozvolna, ale odpafené mnozstvi
bylo stale dvakrat vyssi, nez odpafené mnozstvi eugenolu v Cistém stavu. Po 72 hod byla
rychlost evaporace enkapsulovaného eugenolu stale vyssi, nez eugenolu v Cistém stavu, ale
rozdil v odpafeném mnozstvi se zacal vyrazné¢ zmenSovat. Po 144 hod se jiz projevil vyrazny
rozdil mezi obéma variantami ve prospéch enkapsulovaného eugenolu. Ze silikatu bylo
odpareno 58 + 3% a Vv Cistém stavu 91 + 3% (obrazek ¢. 16). U cinnamaldehydu byly rozdily

Vv rychlosti evaporace pomérn¢ malé a i po 144 hod se v obou forméach jevil jako relativné
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stabilni. Zpoc¢atku se odparoval rychleji enkapsulovany cinnamaldehyd, kdyz po 72 hod se
situace zménila a mirn¢ se zvysila rychlost evaporace cinnamaldehydu v ¢istém stavu. Po 144
hod mezi rychlosti evaporace obou variant pfili§ velky rozdil nebyl. Po Sesti dnech bylo
enkapsulovaného cinamaldehydu odpafeno 43 +£2% a cinnamaldehydu v ¢istém stavu
51 + 4% (obrazek ¢. 17).

Priibéh evaporace karvakrolu pri 25°C Pribéh evaporace eugenolu pii 25°C
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Obrazek ¢. 15 (vlevo) a ¢ 16 (vpravo): Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného

karvakrolu (CARVen) a eugenolu (EUGen) s rychlosti evaporace karvakrolu (CARV) a

eugenolu (EUG) v ¢istém stavu pii 25°C.
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Obréazek €. 17: Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného cinnamaldehydu (CAen)

s rychlosti evaporace cinnamaldehydu (CA) v Cistém stavu pii 25°C.
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Tteti skupinou jsou latky, které pti 25°C vykazovaly nejvyssi rychlost evaporace a v Cisté
formé byly odpateny béhem prvnich 24 hod. Jsou to sirné slouceniny diallyl disulfid a allyl
isotiokyanat. Diallyl disulfid byl v ¢istém stavu odpafen béhem prvnich 24 hod, zatimco u
enkapsulovaného diallyl disulfidu bylo po 24 hod odpateno 63 + 5% a po 72 hod 73 + 3%,
dale se jiz hodnota neménila (obrazek ¢. 18). Allyl isotiokyanatu v Cistém stavu bylo stejné
jako u diallyl disulfidu odpaieno béhem prvnich 24 hod 100%. V enkapsulovaném stavu bylo
po 24 hod odpaieno 86 + 6% allyl isotiokyanatu, cozZ lze brat také jako 100%, protoze tato

hodnota se jiz dale neménila (obrazek ¢. 19).

Prubéh evaporace diallyl disulfidu pfi 23°C Prubéh evaporace allyl isotiokyanatu pri 25°C
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Obrazek ¢. 18 (vlevo) a ¢. 19 (vpravo): Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného
diallyl disulfidu (DDen) a allyl isotiokyanatu (Alen) S rychlosti evaporace diallyl disulfidu
(DD) a allyl isotiokyanatu (Al) v ¢istém stavu pii 25°C.

Pti teplot¢ 37°C je zvysledkd patrné, ze enkapsulace vyrazné zpomaluje rychlost
evaporace testovanych latek. Tymol, eugenol, karvakrol, diallyl disulfid a allyl isotiokyanat se
v Cistém stavu odpatily béhem prvnich 24 hod (obrazek ¢&. 21, ¢. 22, €. 23, €. 25 a €. 26).
Tymochinonu v ¢istém stavu bylo 100% odpateno po 48 hod (obrazek ¢. 24). Cinnamaldehyd
v Cistém stavu se ze vSech testovanych latek jevil pii 37°C jako nejstabilnéjsi, stejné jako pfi
teploté 25°C. Jak je patrné z obrazku ¢. 20, nebyl cinnamaldehyd zcela odpatfen ani po Sesti
dnech (85 + 2%). V enkapsulovaném stavu bylo po Sesti dnech odpafeno 63 + 2%, cozZ je o

20% cinnamaldehydu vice, neZ co se odpafilo pii teploté 25°C.
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Prubéh evaporace cinnamaldehy du pri 37°C
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Obrazek ¢. 20: Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného cinnamaldehydu (CAen)

s rychlosti evaporace cinnamaldehydu (CA) v Cistém stavu pii 37°C.

Eugenol a karvakrol v enkapsulovaném stavu vykazovaly podobnou stabilitu jako
enkapsulovany cinnamaldehyd. Po Sesti dnech bylo ze silikatu odpafeno 58 + 2% eugenolu
(obrazek ¢, 21) a 68 + 6% karvakrolu (obrazek ¢. 22). Rychlost evaporace téchto dvou
enkapsulovanych latek i cinnamaldehydu je prvnich 24 hod rychlejsi (odpati se 40-50%) a

dale se zvysuje velice pozvolna (obrazky ¢. 20, ¢. 21 a ¢. 22).

Prubéh evaporace eugenolu pri 37°C Prubéh evaporace karvakrolu pri 37°C

110 110
100 100
90 90
80 80

o 70 ——

L7 gg P 0 gg P———
—f—
40 . = 40 —

30 30
20 20
10 10
0 0

24 48 144 24 a8 144

hod hod
—4—EUGen —EUG —4—CARVen ——CARV

Obrazek ¢. 21 (vlevo) a ¢. 22 (vpravo): Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného
eugenolu (EUGen) a karvakrolu (CARVen) srychlosti evaporace eugenolu (EUG) a
karvakrolu (CARV) v ¢istém stavu pii 37°C.

Rychlost evaporace enkapsulovaného tymolu a tymochinonu byla béhem prvnich 24 hod

vysoka, tymolu bylo odpateno 78 + 10% a tymochinonu 67 + 9%. Po 24 hod se rychlost
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evaporace vyrazné zpomalila a ustélila a po Sesti dnech bylo ze silikatu odpafeno 91 + 5%

tymolu a 84 + 8% tymochinonu (obrazek ¢. 23 a ¢. 24).

Prubeéh evaporace tymolu pri 37°C Prubéh evaporace tymochinonu pri 37°C
110 110
100 100
90 3 — 90 T
0 I _———T 20 - ‘____t
70 1 70 ;— 4___-?-—'_'—
b, 60 ,. 60 1
0 50 v0 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 : : : 0
24 48 144 24 48 144
hod hod
—+—THYen —THY =—TQen —TQ

Obrazek ¢. 23 a ¢. 24: Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného tymolu (THYen) a
tymochinonu (TQen) s rychlosti evaporace tymolu (THY) tymochinonu (TQ) v ¢istém stavu
pti 37°C.

Enkapsulovaného diallyl disulfidu bylo po 24 hod odpateno 86 + 6% a bchem
nasledujicich péti dni se bez mala odpafila procenta zbyvajici (obrazek ¢&. 25).
Enkapsulovaného allyl isotiokyanéatu bylo po 24 hod odpafeno 89% a tato hodnota se dale

nemeénila (obrazek €. 26).

Prabéh evaporace diallyl disulfidu pii 37°C Pribéh evaporace allyl isotiokyanatu pri 37°C

110 110
100 100

90 - z § —> 90 * * *
80 I 80
70 70
60
% o % oo
40 40
30 30
20 20
10 10

0 : 0 :
24 48 144 24 48 144
hod hod
=4—DDen ——DD —t—Alen ——AIl

Obrazek ¢. 25 a ¢. 26: Porovnani rychlosti evaporace enkapsulovaného diallyl disulfidu
(DDen) a allyl isotiokyanatu (Alen) srychlosti evaporace diallyl disulfid (DD) a allyl

isotiokyanatu (AI) v Cistém stavu pii 37°C.
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6 Diskuze

V testu antifungalni aktivity nejlépe ucinkoval karvakrol v enkapsulovaném i v Cistém
stavu. V obou variantach byl u¢inny pii MID 0,5 mg nebo nizsi. V testu rychlosti evaporace
pii 25°C se vSak po Sesti dnech odpatilo 100% karvakrolu v ¢istém stavu. Z téchto tdaju lze
usuzovat, ze karvakrol pii davce 0,5 mg nebo nizsi zcela znicil spory A. niger béhem prvnich
tii dni od inokulace.Ve studii Paster et al. (1995) byla proti A. niger testovana fungicidni
aktivita silice z dobromysli (Origanum vulgare) v plynné fazi. Bylo prokazano, ze silice
z dobromysli béhem 24 hod pfi MIC (minimélni inhibiéni koncentrace) 2,0 pl/I* vzduchu
zcela inhibovala rust mycelia a pii vy$si koncentraci znicila spory A. niger. Také byl v této
studii testovana tymianova silice, které bylo k totalni inhibici zapotiebi vyssi davky nez silice
Z dobromysli, podobn¢ jako v nasi studii vykazoval karvakrol oproti tymolu vyssi inhibi¢ni
aktivitu. V dalsi studii (Daouk et al., 1995) byla proti A. niger sledovana fungicidni aktivita
silice z dobromysli syrské (Origanum syriacum), ktera obsahovala 62% karvakrolu. MIC
silice byla 1 pl/1 ml agaru tzn., Ze na 5 ml agaru bylo aplikovano 3,1 ul karvakrolu, coz byla
piiblizné Sestkrat vyssi davka, nez kterou jsme na stejné mnoZstvi agaru aplikovali v nasi
studii. Ve studii Martos et al. (2007) byla metodou fedéni agaru testovana proti A. niger
antifungalni aktivita silic z tymianu, dobromysli a hiebicku. Z testovanych mikroorganismi
byl A. niger nejcitlivejsi k silici z dobromysli, jejiz hlavni slozkou je karvakrol, pii MIC 1,1
ul/5 ml agaru, coz je ptfiblizné jednou tolik vyssi davka nez byla pro totdlni inhibici potfebna
V nasi studii.

Enkapsulovany tymol vykazoval fungicidni aktivitu pti osmkrat nizsi davece (0,5 mg) a pfi
25°C se odparoval podstatné¢ pomaleji, nez tymol v ¢istém stavu. Tymol v Cistém stavu byl
zcela odpafen treti den, coz vysvétluje, Ze po tfi dny fungoval pii MID 0,5 mg nebo niZsi
stejn¢ jako enkapsulovany tymol. Ze silikatu bylo po Sesti dnech odpaieno pouze 48 + 11%,
coz by mohlo vysvétlovat, Ze enkapsulovany tymol u¢inkoval proti A. niger pii MID 0,5 mg i
po ¢trnacti dnech. Paster et al. (1990) testovali fungicidni aktivitu tymianové silice proti A.
niger a k aplné inhibici rastu mycelia i klieni spor bylo zapotiebi MIC 0,7 mg/ml agaru, tzn.
3,5 mg/5 ml agaru, coz je o 0,5 mg nizsi davka, nez byla aplikovana v nasi studii pro zajisténi
totalni inhibice po C¢trnact dni. V naSem experimentu Se oSetfeni A. niger karvakrolem,
tymolem a cinnamaldehydem oproti ostatnim latkam jevilo nejucinngjsi, zatimco ve studii
Kloucek et al. (2012) byla v plynné fazi testovana antifungéalni aktivita tymidnové silice

s obsahem 42% tymolu a k tplné inhibici A. niger bylo zapotiebi MIC 250 pl/L vzduchu, coz
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byla osmkrat vyssi davka, nez byla potfebna naptiklad u ¢esnekové nebo kienové silice. Sirné
slouceniny v posledné jmenovanych silicich, diallyl disulfid a allyl isotiokyanat, pfitom
Vv naSich experimentech vykazovaly nejniz$i fungicidni aktivitu. Ve studii Martos et al. (2007)
byly testovany tii silice s fungicidni aktivitou, kde vysledky potvrdily nejvyssi aktivitu u
experimentu se 1épe nez eugenol z hiebickové silice jevil tymol ze silice tymidnové.

Tymochinon velmi dobie ucinkoval proti A. niger v enkapsulovaném stavu, coz koreluje
s jeho rychlosti odpafovani. Tymochinon v ¢istém stavu byl pii 25°C zcela odpafen po dvou
dnech, coz vysvétluje, ze béhem prvnich t#i dni jesté stacila k inhibici rastu A. niger davka 0,5
mg nebo nizsi, ale po ¢trnacti dnech nefungovala ani davka nejvys$si. Naproti tomu
enkapsulovany tymochinon se pii 25°C odpatoval velice pozvolna.

V testu rychlosti evaporace se eugenol v ¢istém stavu na rozdil od enkapsulovaného
odparoval zpocatku paradoxné podstatné pomaleji, ¢imz by se dal vysvétlit rozdil v MID proti
A. niger, ktery byl patrny po tiech dnech od inokulace. Eugenolu v istém stavu stacilo
0,5 mg, zatimco enkapsulovaného bylo zapotiebi 1 mg. Prvni den se odpafilo pouze 5 + 3%
eugenolu v ¢istém stavu a poté se zacal odpafovat stejnomérné — rychlosti okolo
18 + 3%/24 h. Po Sesti dnech bylo odpafeno 91 + 3%, coz vysvétluje, Ze se Situace v testu
antifungalni aktivity zmeénila a zacal lépe ucinkovat enkapsulovany eugenol. Z naSich
vysledkl je patrné, Ze eugenol v Cistém stavu by mél byt ucinnéjsi v akutnich piipadech a
enkapsulovany ma potencial pii dlouhodobé ochrané pied A. niger. Ve studii Kloucek et al.
(2012) byla testovana fungicidni aktivita hiebickové silice s obsahem 88,3% eugenolu, ktera
ucinkovala proti A. niger pii MIC 500 ul/L vzduchu, coz byla Sestnactkrat vyssi koncentrace,
nez které¢ bylo zapotiebi naptiklad u skoficové silice. V nasi studii bylo k Gplné inhibici A.
niger zapotiebi pouze Ctytikrat vyssi davky eugenolu nez cinnamaldehydu.

Cinnamaldehyd se jevil jako velmi stabilni, v pribéhu odpatovani byly patrné pouze malé
rozdily mezi enkapsulovanym cinnamaldehydem a cinnamaldehydem v ¢istém stavu. V této
studii je cinnamaldehyd fazen k latkam s vysokou fungicidni aktivitou, stejné jako ve studii
Kloucek et al. (2012), kde z 69 testovanych silic vykazovala skoficova silice s obsahem
79 + 3% cinnamaldehydu, spolu s ¢esnekovou a kienovou silici nejvyssi fungicidni aktivitu
proti A. niger. Matan (2007) testoval inhibi¢ni G¢inky cinnamaldehydu a eugenolu proti A.
niger a zjistil, Ze eugenolu bylo k uplné inhibici po ¢trnact dni zapotiebi dvaapilkrat vyssi

koncentrace nez cinamaldehydu, zatimco v nasi studii bylo zapotiebi k uplné inhibici ¢tytikrat
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vys$si davky eugenolu nez cinnamaldehydu. Ve studii Matan (2007) stacilo k Gplné inhibici po
¢trnact dni 40 pg cinnamaldehydu na 1 ml agaru, coz odpovida 0,2 mg/Sml agaru, zatimco
V naSem experimentu bylo pro uplnou inhibici A. niger, zapotiebi aplikovat 1 mg/5 ml agaru.
Sirné slouceniny diallyl disulfid a allyl isotiokyanat se vV naSem experimentu jevily jako
témef neucinné. Inhibovaly rst A. niger pouze v enkapsulovaném stavu prvni tii dny pfi
davce 1 mg. Naproti tomu ve studii Kloucek et al. (2012) ¢esnekova (43,8% diallyl disulfidu)
a kfenova (63,7% allyl isotiokyanatu) silice vykazovaly nejvyssi inhibi¢ni aktivitu proti vSem
testovanym mikroorganismiim véetné A. niger. V testu rychlosti evaporace pii 25 i 37°C bylo
potvrzeno, ze se ob¢ slouCeniny zcela odpafily béhem prvnich 24 hod. V enkapsulovaném
stavu se diallyldisulfid odpafoval pomaleji nez v Cistém stavu, ale allyl isotiokyanatu se
béhem prvnich 24 hodin odpafilo 86 + 6% a tato hodnota se jiz dale neménila. Lze tedy fici,
ze se odpafil vSechen enkapsulovany obsah, pficemz chybéjici procenta allyl isotiokyanatu se
odpatila béhem piipravy a manipulace s materidlem. Ve studii Park et al. (2012) bylo zjisténo,
ze rychlost evaporace allyl isotiokyanatu enkapsulovaného do MCM-41 je piiblizné 1%/hod.
Vzhledem krychlosti evaporace téchto dvou latek vnaSem experimentu jak
v enkapsulovaném, tak v Cistém stavu, se nelze divit, ze nebyly zvlasteé ucinné v testu

antifungalni aktivity.
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7 Zavér

Lze konstatovat, ze hypotéza byla napln€na, nebot’ piiprava i aplikace enkapsulovanych
latek byla ve srovnani s latkami v Cistém stavu ¢asové i technicky podstatné méné narocna. U
peti ze sedmi testovanych latek bylo prokazano, ze v enkapsulovaném stavu vykazovaly vétsi
stabilitu, ¢imz byla zajisténa delsi doba inhibi¢niho pasobeni na A. niger. Zlepseni téchto
technologickych vlastnosti bylo prokdzano u tymolu, tymochinonu, eugenolu a v mensi mite
u diallyl disulfidu a allyl isotiokyanatu.

Byla ovétena fungicidni aktivita péti ze sedmi testovanych latek, které byly schopny po
vice nez ¢trnact dnu inhibovat rast A. niger, oproti kontrole ktera byla béhem tfi dnt zcela
porostla sporulujicim A. niger. Karvakrol a cinnamaldehyd vykazovaly vysokou fungicidni
aktivitu, ale po ¢trnacti dnech nebyl mezi enkapsulovanymi a ¢istymi latkami patrny zadny
rozdil. Tymol, tymochinon a eugenol v enkapsulovaném stavu vykazovaly prokazatelné vyssi
fungicidni aktivitu po ¢trnacti dnech, nez stejné latky v Cistém stavu, coz je v korelaci
s rychlosti jejich evaporace. Diallyl disulfid a allyl isotiokyanat se odpatovaly velmi rychle a
v nasem experimentu Se jevily jako minimalné ucinné.

U tymolu, tymochinonu a eugenolu se v této studii podafilo ovéfit jejich fungicidni aktivitu
a prokéazat, Zze enkapsulaci do MCM-41 byly zlepSeny jejich technologické vlastnosti.
V mnoha studiich bylo prokézano, ze tyto slouceniny, jez jsou hlavni komponentou 1é¢ivych
rostlin, po tisicileti celosvétové vyuzZivanych v tradi€ni mediciné, mnohdy Gcinkuji 1épe nez
komeréni syntetické fungicidy. Jejich enkapsulace do MCM-41 by mohla vyrazné usnadnit
vyuzivani téchto latek zejména v medicing, v potravinarstvi a v zemedélstvi. Vzhledem ke své
velikosti, maji ¢astice MCM-41 moznost pronikat do bunéénych membran a slouzit tak
v mediciné jako nosice 1é¢iv v podobé antimikrobialnich rostlinnych latek namisto antibiotik.
V potravinaistvi by mohla mit enkapsulace tékavych latek z rostlin s fungicidni aktivitou
velky potencidl zejména jako komponenta obalovych materidlli zajiStujicich trvanlivost
potravin i bez syntetickych aditiv. V zeméd¢lstvi by tymol, tymochinon a eugenol
enkapsulované do MCM-41 mohly nalézt uplatnéni v integrované ochrané rostlin, na kterou
jsou Evropskou Unii aktualné¢ kladeny vysoké pozadavky. Enkapsulace téchto latek je
schopna zajistit fizené uvolovani dle potieb vegetace a zaroven se tak podili na snizovani

zneCisténi prostredi.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka ¢. 1: Stfedni hodnoty (median) stupné nartstu mycelia A. niger ze tiech opakovani,
po oSetieni vybranymi slou¢eninami v enkapsulovaném a ¢istém stavu hodnocenych po 3, 6 a

14 dnech (hodnoceno dle stupnice pro vizualni hodnoceni uvedené v tabulce ¢. 1 v textu).

3. den 6. den 14. den
enkaps.  Cisty  enkaps.  Cisty  enkaps.  Cisty
Tymol 0,5mg 0 0 0 3 0 4
1 mg 0 0 0 3 0 4
2 mg 0 0 0 0 0 3
4 mg 0 0 0 0 0 0
Karvakrol 0,5mg 0 0 0 0 0 0
1 mg 0 0 0 0 0 0
2 mg 0 0 0 0 0 0
4 mg 0 0 0 0 0 0
Tymochinon 0,5mg 2 0 3 4 4 5
1mg 0 0 0 0 0 5
2 mg 0 0 0 0 0 5
4 mg 0 0 0 0 0 5
Eugenol 0,5mg 4 0 5 4 5 4
1mg 0 0 0 4 3 5
2mg 0 0 0 2 0 5
4 mg 0 0 0 0 0 0
Cinnamaldehyd 0,5 mg 0 0 5 0 5 5
1 mg 0 0 0 0 0 0
2 mg 0 0 0 0 0 0
4 mg 0 0 0 0 0 0
Diallyl disulfid 0,5 mg 5 5 5 5 5 5
1 mg 0 5 5 5 5 5
2 mg 0 5 5 5 5 5
4 mg 0 5 2 5 5 5
Allyl 0,5 mg 5 5 5 5 5 5
isotiokyanat 1mg 0 5 5 5 5 5
2 mg 0 5 5 5 5 5
4 mg 0 3 0 5 5 5
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Obrazek ¢. 1: Varianty oSetfené enkapsulovanym tymolem a eugenolem dokumentované po

ttech dnech od druhého pieockovani, tzn. po sedmndcti dnech od ockovéni prvniho.

Obrazek ¢. 2: Varianty oSetiené enkapsulovanym tymolem a eugenolem dokumentované po

Sesti dnech od druhého pieockovani, tzn. po dvaceti dnech od o¢kovani prvniho.
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Obrazek €. 3: Varianty oSetfené enkapsulovanym eugenolem po ¢trnacti dnech od druhého

pfeockovani, tzn. po dvacetiosmi dnech od o¢kovani prvniho.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Al — allyl isotiokyanat (allyl isothiocyanate)

Alen — enkapsulovany allyl isotiokyanat (encapsulated allyl isothiocyanate)

C5, C10, C15, C20, C30, C40 — pocet atomu uhliku v fetézci terpenickych sloucenin
CA — cinnamaldehyd (cinnamaldehyde)

CAen — enkapsulovany cinnamaldehyd (encapsulated cinnamaldehyde)

CARYV - karvakrol (carvacrol)

CARVen — enkapsulovany karvakrol (encapsulated carvacrol)

KTJ — kolonie tvotici jednotky (colony-forming unit)

CTAB - hexadecyltrimethylamonium bromid (Cetyl Trimethylammonium Bromide)
DD — diallyl disulfid (diallyl disulphide)

DDen — enkapsulovany diallyl disulfid (encapsulated diallyl disulphide)

EUG - eugenol (eugenol)

EUGen — enkapsulovany eugenol (encapsulated eugenol)

GC — plynova chromatografie (Gas Chromatography)

MCM — nazev pro mezoporézni kiemicity material (Mobil Composition of Matter)
MHB — Mueller-Hinton bujon (Mueller-Hinton Broth)

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace (Minimal Inhibitory Concentration)

MID — minimalbni inhibi¢ni ddvka (Minimal Inhibitory Dosage)

MS — hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

SDA — Sabouraud Dextrose agar (Sabouraud Dextrose Agar)

TEAHs; - triethanolamin
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TEOS - tetraethylortosilikat

THY — tymol (thymol)

THYen — enkapsulovany tymol (encapsulated thymol)
TQ — tymochinon (thymoquinone)

TQen — enkapsulovany tymochinon (encapsulated thymoquinone)
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