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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této diSertacni prace bylo studium malo prozkoumanych 1é¢ivych
rostlin z tropického pasma, a to zpohledu mozného vyuziti obsazenych
biologicky aktivnich latek v modernim potravinaistvi. Diky rostoucimu zajmu
konzumentli o funkéni potraviny obohacené o pfirodni slozky, piispivajici
K udrzeni zdravi a prevenci civilizacnich chorob, stejné jako tlaku na vyrobce
kvili zajisténi bezpecnosti potravin proti mikrobialni kontaminaci a prodlouzeni
jejich trvanlivosti pomoci pfidanych piirodnich antioxidantii, se oteviel zcela
novy trh v modernim potravinafstvi.

Testovany byly rostliny Momordica charantia L. (nadzemni ¢ast) a Solanum
stramoniifolium Jacq. (kofen, stonek, plod, list). Extrakty ptipravené v 80%
ethanolu byly podrobeny sérii standardnich testd biologické aktivity
toxicita byla hodnocena testem na primarni bunécné linii PLP2. V rdmci
antimikrobidlni aktivity byl sledovan jak UCinek proti béZnym patogeniim, tak
proti rezistentnim kmenim. Pomoci metody LC—MS byly identifikovany
pfitomne latky, kter¢é by mohly byt zodpovédné za silny biologicky ucCinek
extraktl, a to predev§im s dirazem na fenolické latky, jeZ jsou znamy svou
vyraznou biologickou aktivitou. Jednalo se predevS§im o derivaty kyseliny
hydroxyskoticove a glykosyly kvercetinu, kaempferolu a isorhamnetinu.



ABSTRACT

The aim of this work was to study medicinal plants from the tropical region that
are scarcely investigated, for the possible application of their biologically active
compounds in the modern food industry. The increasing interest of consumers in
functional foods fortified by natural ingredients providing a health benefit and
civilization diseases prevention, as well as the pressure on producers concerning
the food safety against microbial contamination and prolonged shelf-life using
natural antioxidants, opened a new market in modern food industry.

Aerial parts of Momordica charantia L. and leaves, stems, fruits, and roots of
Solanum stramoniifolium Jacq. were tested. Extracts prepared in 80% ethanol
were submitted to the biological activity screening (antioxidant, anti-
inflammatory, antitumor and antimicrobial) and their toxicity was evaluated in
primal cell line test with PLP2. As part of the antimicrobial activity screening, the
inhibition of both sensitive and resistant pathogenic bacteria was studied. The
identification of the phenolic compounds present in the crude extracts was
performed by liquid chromatography-mass spectrometry method (LC-MS) in
order to determine the molecules responsible for the strong biological effect and
already attributed to significant biological activity. The present structures were
mainly the derivatives of hydroxycinnamic acid and glycosylated derivatives of
guercetin, kaempferol, and isorhamnetin.



OBSAH

ABSTRAKT aaueevreieieirerreeesrerssesesessssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssnes 3
ABSTRACGCT aauevvvittieirerreeesrirssesessssssssessssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssassssesssnes 4
1.  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ....ceeeeevreevreseresserssssessssssssssssssessssssssesssssssans 6
1.1 Biologicky aktivni latky v modernim potravinarstVi......cccccccceeeiiiiiiierreeniiiciinineneneiinennnnnn 6
1.2 Zdroje biologicky aktivnich IatekK .......cccceuuerriiuciiiiicirrerccrrrecerreeee e ernee e s e raseesenanssnenes 6
1.2.1 Momordica CRArantia L..............c.coooouiiiiiiiiii 7

1.2.2 Solanum stramoniifoliim JAC. .....cccueii ettt a e et e naees 8

1.3 Testovani biologické aktiVity........ccceeeiiieeniiiiiieieiiicc s rreee s s reae e s s enns e s sennsseseennsnanne 10

2. CILE DISERTACNI PRACE .......coouveeveeeveeereeereseresevssssssssssssssssessssssssssesssesssssssssssssssssssens 11
3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI ......ccuveeeveeerereresersserssrrssssessssssssssesssesssesssssssssssesssens 12
3.1 Puvod rostlinného Materidlu @ eXErakCe .....ccceveeereenireeierennirienireneserenserenseressessssssesssessnns 12
3.2  Testy biologické aktiVity ..cccceeeeeiieniiiieiiiiriiiiieitiereneereeereaneernnereneerenserenserensessnssesnnsenenne 12
3.2.1 ANtIDAKEEIIAINT AKEIVITA. 1vvviiiiiiiiiiiiieie e e et e e e e e s e babe e e e e e e seeaaraeeeas 12

3.2.2 ANTIOXIAACNT AKEIVITA «.eeeeiieeieee ettt ettt e e e et e taa e s e e eeesaaanesesetessrsnasseserensnnnnnns 12

3.2.3 ProtizaN@IIVA aKEIVITA .ooccvvveeiiii ettt e e e st e e e e e seearbba e e e e e eesaares 13

3.24 ANtikarcinogenni @ktiVita ......c..eiieiiiiee e 13

3.3 LC-MS analyza pHitomnyCh IAtek ......cc.ceveniieiiiieeiiiiiiriierecerierreeereanerennerensesrnseesnsnerenns 14
3.3.1 [T oo 1Tl =N =1 S URSP 14

3.4 Statistickd analyz dat.......cccceieiiiiiiiiiiririrc et ereeee e ren s rnn e reanesennesensesrnneerannenanes 14

4. VYBRANE VYSLEDKY ...euoeeeeeeeeeisereeiuriesessssussssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 15
95 R o |V L3 11 T 1 1Y - T 16
4.2 Biologickd aktiVita ...ccuueeiimuniiiiiiiiiiiiiieiiiie e rrensereens e resa s s s enasssssenasssssenesssseanenas 19
421 ANTIMIKrODIAINT @KEIVITA . euviiiiiiiiciiiiiie e e e e s e b e e e e e e s eeaaraeeees 19

4.2.2 PN ka0 (T E=Tol a1 L ALY/ - NS 21

4.2.3 ProtizaN@IIVA aKEIVITA «oocvvveeiiii ettt e e e e s e e e e e sesarbbe e e e e e e eeaares 23

4.2.4 Antikarcinogenni aktivita @ CytOTOXICIta. . uiuiuuiiieiiii e 24

5. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI......coeeuveeurereresrrssrrssrrsssssssesssesssesssesssssssssssssssssssens 26
LI/ /- - SRS 27
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .......eeeeeeeeereeserreieressurssssesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssees 29
SEZINAM OBRAZKU ....ooeeeeeeeeereeerreesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssns 30
SEZNAM TABULEK ....c.vuvueeveerereeenirsreeeeesesserssesessosesasessssssessssssssssssssssssssssssssssassssssssssnssssssane 30
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...uvveeeeereeeresereerresessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssssssssssssssens 31
SEZNAM PUBLIKACH AUTORA .....oooeeeeeeeeeeeeseresssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 35
ZIVOTOPIS AUTORA. .c.....cceeeeeeeeeeeeesesseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vliv stravy na lidské zdravi je zndmym pilifem moderni vyzivy a podporuje zajem
o nalezeni novych produktli s pozitivnim fyziologickym ucinkem k udrZeni
a zlepSeni zdravi ¢lovéka, zatéZovaného civilizaénimi vlivy, oxida¢nim stresem,
nedostatkem pohybu a nevyvazenou stravou. Jednim z nejvyznamnéjsich odvétvi
vyzkumu v oblasti potravin je extrakce a charakterizace novych piirodnich
ingredienci vykazujicich biologickou aktivitu, jez mohou byt dale ptidany do
funkénich potravin, které piispivaji k udrZzeni zdravi konzumenta.

V zasadé¢ lze biologicky aktivni latky rostlinného ptivodu definovat jako produkty
sekundarniho metabolismu, které rostlina vyuziva K preziti a obran¢ pred
biotickym 1 abiotickym stresem. Produkce téchto latek zavisi na mnoha faktorech,
napf. rostlinném druhu, klimatickych podminkach nebo kompetitivnosti prostiredi
kolem rostliny. Mezi nejpocetnéjsi slouc¢eniny se zdokumentovanou biologickou
aktivitou patii predevsim fenolické latky [1].

1.1 Biologicky aktivni latky v modernim potravinarstvi

Latky s prokazanou biologickou aktivitou nachazeji uplatnéni v potravinarstvi jak
z pohledu pozadavkii vyrobce, tak spotiebitele. Zachovani bezpecnosti
a trvanlivosti potravinarskych vyrobkil je legislativné a logisticky vyzadovana
nutnost vyroby, zatimco zvysujici se naroky na funk¢nost vyrobku z hlediska jeho
pfiznivého ovlivnéni zdravi jsou iniciovany ze strany spotiebitelli zeyména ve
vyspélych zemich, kde snadno dostupné potraviny jiz davno neplni pouze nutri¢ni
funkci. Biologicky aktivni latky lze ptidavat do potravin zejména ve formé
izolovanych slou¢enin nebo standardizovanych extraktli a zddouci jsou predev§im
jejich antimikrobialni a antioxida¢ni U¢inky. Novym odvétvim jsou funkéni
potraviny, kde je o€ekavany pozitivni pfinos na udrzeni zdravi konzumenta spojen
s dal§$imi biologickymi aktivitami.

1.2 Zdroje biologicky aktivnich latek

Rostlinna fise je nevycerpatelnym zdrojem sloucenin vykazujicich biologickou
aktivitu také ve vztahu k lidskému zdravi. Tyto latky jsou produkty sekundarniho
metabolismu a jsou rostlinami tvofeny k obrané (Skiidci, patogenni
mikroorganismy), vyrovnavani se s environmentalnim stresem (UV zafeni,
vysoké teploty), komunikaci (feromony), atd. Zejména rostliny z tropickych
oblasti jsou pod celoro¢nim tlakem prostiedi (nepferusované vegetacni obdobi,
vysoke teploty, silné¢ UV zafeni atd.) ve kterém rostou, a kompetici S jinymi druhy
rostlin, proto vykazuji daleko vy$§i obsah a ucinnost téchto latek. Z celkového



mnozstvi cca 298 tisic kategorizovanych rostlinnych druhii bylo doposud
probadano a detailné testovano jen asi 5 az 15 % rostlin z hlediska biologické
aktivity, pticemz u tropickych rostlin je toto ¢islo jesté vyrazné mensi [2, 3].
Naptiklad 70 % rostlin sin vitro antikarcinogennim ucinkem je prave
z tropickych oblasti [4]. Voditkem je obvykle tradicni pouziti v lidovém
1€¢itelstvi, na jehoz zaklad¢ se selektuji perspektivni druhy pro dalsi vyzkum.

1.2.1 Momordica charantia L.

Momordica charantia L., (viz tabulka 1) lidové nazyvana hotka okurka (bitter
melon, bitter gourd ¢i karela) z ¢eledi tykvovitych (Cucurbitaceae), se vyskytuje
Vv tropickych a subtropickych oblastech Asie, Karibiku, jizni Afriky a JiZni
Ameriky, kde je také hojné¢ kultivovdna pro sviij plod pfipominajicim okurku,
ktery ma typicky hotkou chut’. Jeji divoka varianta ,,M. charantia L. wild* se
vyskytuje volné v tropickém pralese ostrova Trinidad a Tobago. Tato jednoleta,
popinava, fidce ochlupena rostlina s tenkymi, pétithelnikovymi lodyhami
a dlouhymi uponky, dortsta délky az 2 m. List je pétilalo¢ny. Plodem je typicka
pukajici bobule (10-20 mm) kuzelovitého tvaru s bradavi¢natym povrchem,
zbarvenym svétle zeleng, ve zralosti Zluté. Semena jsou hnédd nebo bild, na
povrchu obalena cervenym miskem [5].

Tabulka 1 Taxonomicka klasifikace rostliny Momordica charantia L.

Botanické zarazeni

Rige rostliny (Plantae)
Podrise cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Odd¢leni krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida vyss§i dvoudélozné (Rosopsida)
Rad tykvotvaré (Cucbitales)
Celed tykvovité (Cucurbitaceae)
Rod Momordica

Synonyma: Cucumis argyi H.Lév., Cucumis intermedius

M.Roem., Momordica chinensis Spreng., M.
elegans Salisb., M. indica L., M. muricata
Willd., M. sinensis Spreng., M. thollonii Cogn.,
Sicyos fauriei H. Lév. [1]



Lidova jména: Trinidad: bitter melon, Karibik, USA: bitter
gourd, balsam pear, balsam apple, Cina: ku gua,
Mexiko: melo de raton [2]

Pouziti v lidové mediciné: Listy: diabetes, ekzém, horecka, hypertenze,
lepra, malérie, nachlazeni, poruchy menstruace,
hemoroidy, rakovina, revma, ryma, spalnicky,
vaginitida, vnitini parazité, zanéty, zloutenka,

Kofren: afrodiziakum

[1] Tropicos database, 2020; [2] Das a kol., 2009;

Rostlina je tradi¢né vyuzivana zejména v podptirné terapii diabetu. Caj z list se
pouziva v riiznych zemich k 1é¢bé zloutenky, hypertenze, rakoviny, revmatismu,
nachlazeni, malarie, zanétl, horecky, spalnicek, menstruacnich poruch a hubeni
vnitinich parazit. Zevné je ve formé obkladi aplikovana pii poranénich, ekzému,
lepte, hemeroidech a vaginitidé. Kofen je v Mexiku povaZzovan za siln¢
afrodiziakum. Plod a list jsou také vyuzivany v kulinaistvi k ptipravé polévek
a fazolovych pokrmil.

M. charantia je bohata na biologicky aktivni latky a jeji ucinek byl ovéfen vice
nez 100 studiemi in vitro a nékolika desitkami klinickych studii, zejména
orientovanymi na 1é¢bu diabetu a virovych infekci [8-11].

Pt1 studiu G¢inku rostliny v 1é¢bé diabetu byly identifikovany tfi hlavni skupiny
latek s hypoglykemickym G€inkem, a to steroidni saponiny (charantin), alkaloidy
(napf. momordicin) a peptidy (p-insulin, momorcharin A a B) [12].
Momorchariny vykazaly také in vitro antivirovou aktivitu viici HIV viru, Herpes
viru a byla u nich klinicky potvrzena inhibice guanylatcyklasy, jez se podili na
patogenezi leukémie a psoriazy. ZjiSténa byla take in vitro antimikrobialni aktivita
extraktl z plodu a listi vic¢i Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella,
atd. [13, 14].

1.2.2 Solanum stramoniifolium Jacq.

Tato vytrvala bylina z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae), nazyvana také cocochat,
cat’s balls, pochazi z tropické Stfedni a Jizni Ameriky a nyni roste hojné
Vv tropickych a subtropickych oblastech Ameriky 1 Asie. Vyskytuje se jako plané
rostouci vzpiimena rostlina kefovitého vzristu (az 2 m) a je husté otrnénéd na
stonku a na spodni 1 horni strané velkych lalo¢natych listii. Plodem je mala, zcela
chloupky pokryta bobule (10-20 mm v priméru), ktera je v dobé& zralosti



oranzova az ¢ervend. Zraly plod je jedly a ¢asto vyhledavany zejména détmi jako

sladkokysela, plan¢ rostouci pochoutka [15].

Tabulka 2 Taxonomicka klasifikace rostliny Solanum stramoniifolium Jacqg.

Synonyma:

Lidova jména:

Pouziti v lidové mediciné:

Botanické zarazeni

Rise rostliny (Plantae)

Podiise cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Odd¢leni krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida vy$$i dvoudélozné (Rosopsida)
Rad lilkotvaré (Solanales)

Celed lilkovité (Solanaceae)

Rod Solanum

Solanum demerarense Dunal , S. hirsutum Herb.
Peurari ex Dunal, S. maccai Dunal , S.
platyphyllum Dunal , S. stramonifolium Jacq., , S.
toxicarium Lam. ,S. toxicarum Rich., S.
trichocarpum Migq.,S. undecimangulare Willd. ex
Roem. & Schult. [1]

Trinidad: coco-chat, Brazilie: joa, jurubeba,
Kolombie: e-to-pa-a, kobu-ya, uvilla, Guyana:
bura bura, Peru: shiwankush, coconilla [1], Indie:
ram begun, tide begal [2]

Kofren: bolest zubt, malérie, horecky, rakovina,
pohlavni choroby [3],

Listy: afty, moniliaza, nachlazeni, kasel, rany [3],
¢isténi krve[4]

Plody: rany, koptivka, mravenci kousance [3],

Cela rostlina: bolest hrudniku, astma [2], jatra [5]

[1] Parr, Mellon, Colquhoun, & Davies, 2005; [2] Das et al., 2009; [3] DeFilipps et al., 2004; [4] Austin & Bourne, 1992;

[5] Pedrollo et al., 2016.

Jak je uvedeno v tabulce 2, v tradi¢nim 1écitelstvi se pouziva jak plod, tak i list
a kofen, ovSem k odliSnym ucelim. Proto byly v této praci zkoumany ucinky
zv1ast u jednotlivych ¢&asti rostliny. Stava z plodi se aplikuje zevné na rany,

sveédivé vyrazky a kousance. Listy se aplikuji pii aftach, nachlazeni a kasli,

Kk procisténi krve a zevné také na rany. Kotfen (nejcastéji odvar Ci tinktura) se



pouziva pii bolestech zubi, horeckach, pohlavnich chorobach, rakoviné a malarii.
Cela rostlina pak byva pouzita ve smésich na lécbu astmatu, pii bolestech
a problémech s jatry [7, 17, 19].

Zatimco S. stramoniifolium z Trinidadu a Tobaga nebyla doposud podrobena
detailnimu studiu biologické aktivity a obsahovych latek, plody pochézejici
Z Thajska byly jiz studovéany. Antioxidacni aktivita (DPPH a ABTS test) vodnych
a methanolovych extraktd byla popsana jako slaba, coz bylo pfisouzeno nizkému
obsahu polyfenolickych latek v plodu [20, 21]. Extrakty plodu v methanolu
a ethylacetatu inhibovaly gramnegativni bakterii Escherichia coli (diskovy
diftizni test), nicméné byly neaktivni vici patogentiim jako Salmonella enterica
sérovar Typhimurium, Shigella sonnei, Helicobacter pylori, Streptococcus
pyogenes, Salmonella enterica sérovar typhi, Staphylococcus aureus,
Streptococcus viridians a Enterococcus sp. [22]. Na druhou stranu, vodny extrakt
semen, obsahujici malé proteiny (My < 14,4 kDa), vyrazné potlacoval rust jak
grampozitivnich, tak gramnegativnich kment, konkrétn¢ Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis a Pseudomonas aeruginosa, zatimco u E. coli
a Klebsiella pneumoniae nebyla pozorovana zadna antimikrobialni aktivita [23].

Obsah biologicky aktivnich latek zistdva nicméné neprobadanou oblasti.
Doposud jedina studie S. stramoniifolium z Trinidadu a Tobaga popisuje izolaci
solamarginu, solasodinového glykoalkaloidu ztéto rostliny [24]. Dalsi
nekonkrétni zminka o fytochemickém sloZeni zminuje ptitomnost alkaloidd,
flavonoidd, tiislovin, triterpenti a saponini v ethanolovém extraktu kofent
z Brazilie [25].

1.3 Testovani biologické aktivity

Biologicka aktivita jednotlivych latek ¢i smésnych extraktl se obvykle posuzuje
Vv prvni fazi na sérii in vitro testl, které jsou vybirany dle o¢ekavanych vystupi
konkrétniho zdroje u¢innych latek. Voditkem k vybéru vhodnych metod miize byt
etnobotanickd informace ziskana diky tradicnimu pouziti rostliny v lidovém
1écitelstvi [26]. V predkladané praci byla pozornost zaméfena jak na posouzeni
pozitivniho vlivu rostlinného extraktu na lidské zdravi v oblasti prevence
civilizaénich chorob, tak i na mozny piinos pro bezpecnost a trvanlivost
potravinaiského produktu. Z tohoto diivodu je nutno zastoupit nékolik metodik
zkoumajici antimikrobidlni, antioxidacni, protizanétlivou a antikarcinogenni
aktivitu, a také ovéfit mozny toxicky efekt, ktery by mohl byt piekazkou
v aplikaci extrakt do potravin.
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo studium extraktd tropickych rostlin
Momordica charantia L. a Solanum stramoniifolium Jacq., jakozto potencidlnich
zdroja biologicky aktivnich latek pro vyvoj novych funk¢nich potravin. Z divodu
rostouci obliby a upiednostiovani ptirodnich komplexnich standardizovanych
extraktli, spiSe nez izolovanych latek, bude stanovena aktivita hrubych extrakta.
Nicméné rtznorodost takovychto smési je nutno charakterizovat pomoci
chromatografickych metod identifikaci a kvantifikaci dominantné pfitomnych
latek, jez mohou zadanou biologickou aktivitu reprezentovat. Zejména u extrakta
rostliny Solanum stramoniifolium Jacq., jez doposud nebyla detailné
fytochemicky zkoumana, bude kladen diraz na charakterizaci a kvantifikaci
pritomnych latek a jejich distribuci v jednotlivych ¢astech rostliny.

Pro naplnéni cile diserta¢ni prace bylo nutno vyty¢€it nékolik cilii dil¢ich:

e vybér malo prozkoumanych tropickych rostlin z oblasti Trinidad a Tobago
na zdklad¢ etnobotanickych informaci a tradi¢niho pouziti v lidové
medicing,

e piiprava extraktl, které¢ by maximalizovaly zisk biologicky aktivnich latek
a zaroven splnovaly zvySujici se finanéni a bezpecnostni ndroky na
rozpoustédla pouzivand v potravinaiském primyslu,

e stanoveni antioxidacni aktivity pfipravenych extraktii pomoci standardnich
metod (DPPH, FRAP, TBARS, BCA),

e stanoveni cytotoxicity vic¢i lidskym rakovinotvornym bunéénym liniim
(HeLa, MCF—7, NCI-H460 a HepG2) a vii¢i primarni jaterni bunééné linii
PLP2,

e stanoveni antimikrobidlni aktivity vii¢i vybranym bakteriim,

e LC-MS analyza fytochemickych latek, zejména fenolickych kyselin
a polyfenolickych latek a nasledné jejich kvantifikace v jednotlivych
extraktech pomoci standarda nebo tentativné pomoci literatury.
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Puavod rostlinného materialu a extrakce

Rostliny Solanum stramoniifolium Jacq. (stonek, listy, kofeny a plody)
a Momordica charantia L. (nadzemni ¢ast) byly vybrany na zakladé konzultace
s mistnimi 1é€iteli a botaniky a posléze sklizeny z volné piirody Vv oblasti Santa
Cruz, Trinidad a Tobago pod dohledem Dr. Walcott, ktera také provedla
botanické ur€eni a ptipravu herbarfovych polozek TRIN 40645 a TRIN 40646, jez
jsou uloZeny v Botanické zahradé University West Indies, St. Augustine,
Trinidad.

Jednotlivé vzorky rostlinného materidlu byly ususeny na vzduchu, pomlety
a z kazdého vzorku bylo 5 g extrahovano ve 100 ml rozpoustédla ethanol/voda
(80:20, v/v) po dobu 1 h za stalého michani (150 rpm). Extrakt byl poté
odfiltrovan a pevny zbytek znovu extrahovan za stejnych podminek. Spojené
supernatanty byly ndsledné odpatfeny za vakua pti 40 °C. Zbylé vodni frakce byla
lyofilizovana). Ziskany prasek byl homogenizovan a nasledné skladovan v temnu
pii -20 °C [27].

3.2 Testy biologické aktivity
3.2.1 Antibakterialni aktivita

Antibakteridlni aktivita byla stanovena mikrodiluéni bujonovou metodou
v mikrotitracnich destickach [28, 29]. Bylé testovano 9 klinickych izolatd véetné
multiresistentnich  kmen®:  methicilin-sensitivni ~ Staphylococcus — aureus
a methicilin-resistentni S. aureus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter baumanii.
K vyhodnoceni byla pouzita standardni metodika [30] pomoci INT barviva
(jodonitrotetrazoliova violet), které poskytuje rizové zabarveni v pfitomnosti
zivotaschopnych bakterii.

3.2.2 Antioxidac¢ni aktivita

Z diivodu riiznorodosti mechanismil, uplatiujicich se pii antioxidacnich jevech
nejen v lidském téle, ale 1 potravinach, bylo nutno provést sérii metod. Jediné tak
1ze komplexnéji posoudit antioxidacni aktivitu hrubého extraktu a jeho ptispévek
ze zdravotniho 1 konzerva¢niho hlediska. Celkem byly zvoleny 4 standardné
pouzivané metody: DPPH, FRAP, BCA a TBARS. V 80% ethanolu byla
pfipravena koncentra¢ni fada extraktd v rozmezi 5000-19,5 pg/ml. Pro pozitivni
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kontrolu a srovnani byl ptipraven Trolox, synteticky, ve vod¢ rozpustny analog
vitaminu E [31]. Vysledky jsou vyjadieny jako ICso V pug/ml.

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl Assay)

Reak¢éni smés v jamkach mikrotitracni desticky sestavala z 30 pl vzorku
a 270 ul Cerstvého pracovniho roztoku DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu)
v methanolu (60 pM). Smés byla inkubovana 30 min v temnu pii laboratorni
teploté. Absorbance byla méfena pii 515 nm.

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power; Prussian blue assay)

Test byl proveden s pouzitim Ks[Fe(CN)s] ve fosfatovém pufru inkubovaného
20 min pii 50 °C s extrakty, nacez byla pfidana trichloroctova kyselina a FeCls.
Absorbance smési byla zmétena pii 690 nm.

BCA (p—carotene Bleaching Assay)

Inhibice odbarvovani f—karotenu v piitomnosti linolové kyseliny byla provadéna
na koncentra¢ni fad¢ extraktti naiedénych v 80% ethanolu (20 — 0,156 mg/ml).

TBARS (Thiobarbituric acid Reactive Substances)

Test byl proveden s pouzitim homogenizované tkan¢ z vepiového mozku (Sus
scrofa) v pritomnosti FeSO, a askorbové kyseliny. Smés byla inkubovana 1 h pii
37 °C ve vodni lazni. Pfidanim kyseliny thiobarbiturova (2 % w/v) vznikl béhem
dal$iho zahievu (20 min pii 80 °C) barevny komplex malondialdehydu (MDA-
TBA), jehoz piitomnost byla detekovana pii 532 nm.

. r

3.2.3 Protizanétliva aktivita

Extrakty byly testovany pomoci standardni metody stanoveni NO S pouzitim
Griessova ¢inidla [32] v koncentra¢nim rozmezi 400 az 25 mg/ml. Produkce NO
byla métena jako absorbance pti 540 nm.

3.2.4 Antikarcinogenni aktivita

Testy byly provedeny pomoci metody s pouzitim sulforhnodaminu B (SRB) na
5 bunéénych liniich [33]. Extrakty byly rozpustény ve vod¢ na zasobni roztok
(8 mg/ml), ze kterého byla pripravena koncentracni fada (400 — 1,5 pg/ml finalni
koncentrace) pro in vitro testovani antiprolifera¢niho efektu vuci 4 lidskych
rakovinnych bunéénych linii: HeLa (karcinom d¢lozniho Ccipku), HepG2
(karcinom jater), MCF-7 (adenokarcinom prsu) a NCI-H460 (nemalobunéény
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karcinom plic). Cytotoxicita byla ovéfena na nerakovinotvorné primarni buné¢né
linii PLP2 (veprova jaterni tkan).

3.3 LC-MS analyza pritomnych latek
3.3.1 Fenolické latky

Analyza byla provedena ve spolupraci s portugalskym pracovistém Instituto
Politecnico de Braganca [33]. Ke sbéru chromatografickych dat byl pouzit
kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 UPLC System s detektorem
diodového pole spojen¢ho s hmotnostnim spektrometrem (LC-DAD—ESI/MS").

Identifikace fenolickych latek byla provedena srovnanim retencnich cast,
UV-VIS spekter a hmotnostnich spekter s dostupnymi tdaji pro standardy.
Kalibra¢ni kiivky téchto standardd slouzily ke kvantifikaci latek. U ostatnich
slou¢enin byla navrZzena identifikace na zdkladé¢ srovnani namétenych dat
s literaturou a kvantifikace byla provedena pomoci nejpiibuznéjsi struktury
dostupného standardu. Vysledky byly vyjadieny v miligramech identifikované
latky na gram suchého lyofilizovaného extraktu (mg/g DE).

3.4 Statisticka analyz dat

Vsechny vzorky a koncentrace byly pripraveny ve tiech opakovanich (duplicitné
Vv testech cytotoxicity) a vSechna méfeni byla taktéz provedena tiikrat. Vysledky
jsou uvadény jako stfedni hodnota a smérodatna odchylka. Data byla analyzovana
pomoci Deanova-Dixonova testu k vylouceni odlehlych hodnot tak, Ze byla
vypoétena kritéria Qmin @ Qmax pro minimalni a maximalni hodnotu v souboru
a vysledna hodnota porovnéana s kritickou hodnotou kritéria Qx, za podminky
{ Qnmin; Qmax } > Qx, byla dana krajni hodnota vyloucena na hladiné vyznamnosti
0,05 (o = 0,05). Kposouzeni signifikantniho rozdilu mezi vzorky jak
Vv jednotlivych testech, tak v kvantitativnim stanoveni obsahu fenolickych latek
bylo provedeno vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA)
a nasledn¢ Tukeyovym HSD testem (Honestly Significant Difference) s hladinou
vyznamnosti a=0,05.

Jmenované statistické metody byly provedeny s pouzitim softwaru Statistics
Package for Social Sciences (SPSS) v 23.0 (IBM, Rochester, MN, USA),
programu GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
a Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporaton, Redmont, USA).
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4. VYBRANE VYSLEDKY

V této kapitole jsou shrnuty vysledky biologické aktivity a kvalitativni
a kvantitativni analyzy metodou LC-MS pro extrakty (80% ethanol) rostlin
Momordica charantia L. (MCH) a Solanum stramoniifolium Jacq (SS). Cely
experiment je schematicky shrnut na obrazku 1.

/I\/Iomordica \

Solanum stramoniifolium Jaca.

charantia L.

Plod

Nadzemni
¢ast

suseni

extrakce ‘ 80:20 (v/v) ethanol:voda

[ Lyofilizované suché extrakty ]

O et

[ Testy biologické aktivity J [ LC-MS analyza }

e Antimikrobidlni e Antioxidacni
e Protizanétliva e Antikarcinogenni :
e Cytotoxicita e o e e s

Obrazek 1: Schéma experimentu
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4.1 LC-MS analyza

Ve vzorku MCH bylo identifikovdno celkem 14 sloucenin. Z téchto sloucenin
byly 3 derivaty fenolickych kyselin, konkrétné¢ hydroxyskoticové kyseliny, a 11
flavonoidd (flavonolové glykosidy). Mezi identifikovanymi flavonoly byly
derivaty kvercetinu, kaempferolu a isorhamnetinu. Obrazek 2 graficky shrnuje
podil identifikovanych latek z pohledu zastoupeni obou skupin polyfenolii
vztazeny na hmotnost suchého extraktu.

8,00 r
700 | MCH nadzemni ¢ast:
fenolické kyseliny
6,00 F kaempferol glykosidy
isorhamnetin glykosidy
500
w
a
20 4,00
[sT4]
E L
3,00
2,00
- j=
1,00 + I
o J 1 I o I .
M 2M 3M 4M 5M 6M M 8M 9M 10M 11M 12M 13M 14M

Obrazek 2: Kvantitativni zastoupeni polyfenoli v extraktu Momordica charantia L
(mg/g DE, tj. suchého extraktu). Derivat kryptochlorogenové kyseliny (1M); 4-O-
feruloylchinova kyselina (2M); kvercetin-O-dihexosid (3M); 5-O-feruloylchinova
kyselina (4M); kvercetin-O-pentosylhexosid (5M); kvercetin-3-O-rutinosid (6M);
kvercetin-3-O-glukosid (7M); kaempferol-O-pentosylhexosid (8M); kvercetin-O-
acetylhexosid (9M); kaempferol-3-O-rutinosid (10M); kaempferol-3-O-glukosid
(11M); isorhamnetin-3-O-glukosid (12M); kaempferol-O-acetylhexosid (13M);
isorhamnetin-O-acetylhexosid (14M)

Celkovy obsah identifikovanych fenolickych latek byl 24,87 + 0,01 mg/g DE,
z ¢ehoz 2,05 + 0,01 mg/g DE tvorily fenolické kyseliny. Flavonoidy byly
pocetnéjsi skupinou fenolickych latek (22,82 + 0,01 mg/g DE), pti¢emz kvercetin-
O-pentosylhexosid (sloucenina 5M) byl shledan kvantitativné nejvice
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zastoupenou molekulou s 7,78 = 0,01 mg/g DE. Madala a kol. [34] také uvadi
ptitomnost cis-chlorogenové Kyseliny v listech M. charantia. z Jizni Afriky.
Kvantitativni stanoveni jednotlivych flavonoidnich glykosidi (kromé rutinu)
doposud nebylo u divoce rostouci variety rostliny Momordica charantia popsano.
Konkrétné slouceniny 4M, 7M, 8M, 9M, 13M a 14M byly u planého druhu
Momordica charantia identifikovany poprvé.

7

SS list:
isomery kys. chlorogenové

5 kaempferol glykosidy
isorhamnetin glykosidy

1S 25 3S 4S 55 6S 7S 85 9S 10S 11S 12S 13S 14S 15S 16S 17S 18S 19S5 20S

Obrazek 3: Kvantitativni zastoupeni polyfenolii v listech S. Stramoniifolium (mg/g DE,
t]. suchého extraktu). trans-neochlorogenova kyselina (1S) protokatechova kyselina
(2S); cis-kryprochlorogenova kyselina (3S); trans-kryptochlorogenova kyselina (4S);
cis-chlorogenova kyselina (5S); trans-chlorogenova kyselina (6S); kvercetin-O-
dihexosid (7S); kvercetin-O-deoxyhexosyl-O-rutinosid (8S); (9S); kvercetin-3-O-
rutinosid (10S); kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-rutinosid (11S); kaempferol-O-
hexosyl-O-deoxyhexosyl-hexosid  (12S); isorhamnetin-O-deoxyhexosid-O-rutinosid
(13S); kaempferol-3-O-rutinosid (14S); isorhamnetin-O-deoxyhexosyl-hexosid (15S);
isorhamnetin-3-O-rutinosid (16S); kaempferol-3-O-glukosid (17S); isorhamnetin-3-O-
glukosid (18S); kvercetin-O-caffeoyl-rutinosid (19S); kaempferol-O-caffeoyl-rutinosid
(20S)

U rostliny SS bylo ur¢eno 25 fenolickych latek, z toho 20 fenolickych latek
v extraktu SS z listu a dalSich 5 v kofeni a stonku. V SS extraktu z listu bylo
urceno 6 derivatl fenolickych kyselin a 14 flavonoidl (glykosylované derivaty

flavonol). V extraktu z plodi se nepodafilo pifes veSkerou snahu touto
standardizovanou metodou urcit obsazené latky, proto neni soucasti dalSiho
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hodnoceni. Z flavonolovych derivata byly v extraktu SS zlistd nalezeny
piedevsim glykosidy kvercetinu, isorhamnetinu a kaempferolu.

Celkové mnozstvi nalezenych fenolickych kyselin v extraktu SS z listu bylo 17,1
+ 0,5 mg/g DE a flavonoida 22,0 £ 0,3 mg/g. Obrazek 3 uvadi kvantitativni
zastoupeni jednotlivych identifikovanych sloucenin v extraktu SS z listd. Jak je
patrno, nejvice zastoupenou latkou byla kyselina trans-neochlorogenova (6,49 +
0,05 mg/g DE). Isomery kyseliny chlorogenové tvotily majoritni podil
fenolickych kyselin. Z flavonoidi dominoval zastoupenim kaempferol-O-
deoxyhexosyl-O-rutinosid s 4,7+0,1 mg/g DE. Porovname-li zastoupeni derivati
vychdazejicich ze tii pfitomnych aglykont, pak pfevazuji glykosidy kaempferolu
(13,19 + 0,37 mg/g DE; 60%), nasledovany glykosidy isorhamnetinu (4,76 + 0,70
mg/g DE; 22 %) a nejméné byly zastoupeny glykosidy kvercetinu (4,09 + 0,04
mg/g DE; 18 %). Slouceniny 1S, 3S, 4S a 5S nebyly u zkoumaného rostlinného
druhu Solanum stramoniifolium Jacq. doposud jinymi autory popsany.

10+
I
g SS Koren
2 54 ol
gw Il SS Stonek
I
i I
_ 1 _ ]
O II T I. II II I- I[
5S 6S 21S 22S 23S 24S 25S

Obrazek 4: Kvantitativni zastoupeni polyfenolit v koreni a stonku S. Stramoniifolium.
cis-chlorogenova kyselina (59); trans-chlorogenova kyselina (6S);
bis(dihydrokcaffeoyl) spermidin isomer 1 (21S); tris(dihydrocaffeoyl) spermidin
hexosid (22S); tris(dihydrocaffeoyl) spermidin (23S); bis(dihydrokcaffeoyl) spermidin
isomer 2 (24S); bis(dihydrokcaffeoyl) spermidin isomer 3 (25S)

Extrakty z kofene a stonku si byly profilové, co do zastoupeni fenolickych
kyselin, podobné, ovSem daleko méné pestré, nez tomu bylo v piipad¢ extraktu
z listu, v obou bylo identifikovano celkem 7 latek (viz obrazek 4). Zatimco
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derivaty hydroxyskoficové a dihydrohydroxyskoficové Kkyseliny jsou v rodé
Solanum znamou skupinou fenolickych latek s celou skalou biologickych aktivit,
jejich konjugaty s polyaminy ptedstavuji méné prozkoumanou skupinu latek.
Tyto latky byly u zkoumané rostliny zaznamenany poprveé.

Sloucenina 23S byla kvantitativné nejvice zastoupenou latkou v koteni (9,51 +
0,08 ug/g DE), zatimco ve stonku to byl jeji hexosid 22S (1,17 + 0,01 pg/g DE).
Na druhou stranu, v listech nebyl zadny z derivati spermidinu detekovan. Jelikoz
Vv literatuie byva vyskyt téchto latek uvadén zejména v oddencich rostlin rodu
Solanum, podporuji ziskané vysledky selektivni vyskyt zminéné skupiny
konjugatti na podzemni ¢asti rostliny [35].

Celkové lze shrnout, Ze flavonoidy byly nejvice zastoupenou skupinou
fenolickych sloucenin identifikovanych v jednotlivych castech zkoumanych
rostlin S. stramoniifolium Jacg. a Momordica charantia L. Vedle toho,
v extraktech SS z kofene a stonku dominovaly konjugaty dihydrokavové kyseliny
s polyaminy — konkrétné se spermidiny.

4.2 Biologicka aktivita

Hrubé extrakty z listli, plodt, stonkd a kofent rostliny Solanum stramoniifolium
Jacq., (SS) a Momordica charantia L. (MCH) nadzemni ¢ast, piipravené v 80%
ethanolu, byly testovany pomoci série vybranych testii biologické aktivity tak, aby
byla ové&fena jejich tcinnost a potencial pro pouziti v potravinarském pramyslu.
Dale byla zhodnocena jejich potencialni toxicita.

4.2.1 Antimikrobialni aktivita

Tabulka 3 shrnuje vysledky ziskané v testu za pouziti bujonové mikrodilu¢ni
metody s INT kolorimetrickym vyhodnocenim. Zachycena minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) se pohybovala v rozmezi 0,625 az 20 mg/ml. Ve dvou
piipadech byla MIC vyss§i neZ maximalni testovana koncentrace, extrakt ze stonku
proti bakteriim A. baumannii a P. aeruginosa.

Celkové byly grampozitivni kmeny citlivéj$i nez gramnegativni kmeny. Tato
skute¢nost je velmi Casto prisuzovana rozdilné struktuie bunéénych oball a horsi
prostupnosti U¢innych latek ptfes komplexnéjsi sténu gramnegativnich bakterii
s lipopolysacharidovou vrstvou
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Tabulka 3 Antibakterialni aktivita hrubych extraktd Solanum stramoniifolium
(SS) a Momordica charantia (MCH)

MIC (mg/ml)

Mikroorganismus SS S_S SS SS Nal\c/llzceﬁni

Plod List Kofen  Stonek East
Grampozitivni kmeny
MRSA 20 5 10 5 5
MSSA 20 5 10 5 5
Enterococcus faecalis 10 5 10 10 1,25
Listeria monocytogenes 2,5 20 10 2,5 0,625
Gramnegativni kmeny
Acinetobacter baumannii 20 10 10 >20 10
Escherichia coli 20 5 10 20 5
Escherichia coli ESBL 20 5 10 20 5
Klebsiella pneumoniae 20 5 10 20 5
Elseé)iiella pneumoniae 20 5 10 20 5
Pseudomonas aeruginosa 20 10 20 >20 10

MRSA = methicilin-resistentni Staphylococcus aureus; MSSA = methicilin-sensitivni Staphylococcus aureus;
ESBL = producenti sirokospektrych S-laktamaz; MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace

Extrakt z kotfene vykazal Sirokospektrou neselektivni inhibici vi¢i obéma
skupinam u 9 z 10 kment poskytnutim shodnych MIC (10 mg/ml). Na druhou
stranu byl extrakt ze stonku mnohem ucinnéjsi proti grampozitivnim kmentim
(2,5 — 10 mg/ml). Listeria monocytogenes byla nejcitlivéjsim kmenem a v testu
byly ziskany nejnizs$i hodnoty MIC u extraktu MCH (MIC = 0,625 mg/ml),
u rostliny SS pak u extraktu z plodu a ze stonku (2,5 mg/ml). Naproti tomu byla
P. aeruginosa nejméné inhibovanym organismem v testu. Celkové dopadl v testu
nejlépe extrakt MCH (MIC = 0,625 — 10 mg/ml) a extrakt SS z listu, ktery
inhiboval 7 klinickych izolatl pti koncentraci 5 mg/ml. Také stoji za zminku, ze
u bakterii s vyS$§im stupném rezistence, a to methicillin-resistentni S. aureus
(MRSA) ¢i p-laktamazy produkujici E. coli a K. pneumoniae, nebyla pozorovana
vy$§i MIC ve srovnani s jejich citlivéjSimi analogy. Tato skute¢nost by mohla byt
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velice vyznamnd nejen pro potravinaisky pramysl, ale také pii vyvoji antibiotik
ve farmaceutickém prumyslu.

Antimikrobidlni aktivita flavonoidi je dobfe znama a byla popsana i u sloucenin
detekovanych v této praci, naptiklad kvercetin, rutin, kaempferol, kvercitrin
a dalsi [36]. Z vysledkd 1ze konstatovat, ze extrakty vykazuji Sirokospektralni
ucinek, ackoli hodnota MIC ve srovnani se standardem je daleko vyssi, coz lze
u extraktu ocekdvat vzhledem ke komplexnosti matrice ve srovnani s Cistou
latkou.

4.2.2 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita byla stanovena pouzitim Ctyf in vitro testi zahrnujicich
nékolik mechanismti, zeyména prenos atomu vodiku (HAT) a pienos singletového
elektronu (SET), aby mohla byt pIné¢ posouzena antioxida¢ni kapacita
studovanych vzorkd [37]. Jednalo se o testovaci metody DPPH; FRAP, BCA
a TBARS, jejichz detailni popis a metodika jsou uvedeny v piedchozich
kapitolach.

1501 :
£ SS Plod
E W SSList
0 I I B SS Koen
50 : I SS Stonek
B Trolox
: : MCH
0-

DPPH FRAP BCA TBARS

Obrazek 5: Antioxidacni aktivita extraktui S. stramoniifolium (SS) a Momordica

vy

ICs0.  Pouzity standard: Trolox, vSechny hodnoty jsou uvedeny jako prumer
a smeérodatna odchylka, n = 9.
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Z dat na obrazku 5 vyplyva, ze extrakt MCH a extrakty vSech testovanych casti
rostliny SS maji silny antioxidacni potencidl. Extrakt z kofenti dosahoval
nejlepsich hodnot. Byl dokonce u¢inngj$i nez komeréné pouzivany standard
Trolox, protoze poskytoval nizsi ICsg ve vSech ¢tyfech testech.

V testu s DPPH klesala aktivita extraktl SS jednotlivych ¢asti rostliny v fadé
koten > list > stonek > plod s odpovidajicimi hodnotami ICsp 13+ 1; 50 £ 2; 74 +
4 a 151 + 3 pg/ml. U testu FRAP dosahly lepSich vysledkli nez Trolox (ICsp =
41,7 £ 0,3 pg/ml) dva extrakty: koten a list (ICsp 8,68 + 0,03 a 23,7 + 0,1 pg/ml).
Extrakty z MCH a z kofene a listu SS piedcily Trolox i v BCA testu, kde potvrdily
siln€j§i schopnost inhibovat zhaSeni S-karotenu; tentokrate spolu s extraktem
z plodu, pro ktery je toto jediny piipad lep$ich vysledki nez u standardu. Metoda
BCA byla zhodnocena jako nejcitlivéjsi vici extraktim z obou rostlin.

Wu a Ng [38] ziskali podobna data v DPPH testu pro ethanolicky extrakt z ploda
plané rostouci MCH (ICsp = 157 pg/ml) piekracujici aktivitu pro vitamin E (ICsg
= 172 ng/ml). Wetwitayaklung a Phaechamud [21] zjistili u methanolického
extraktu SS nizky antioxida¢ni potencial v TEAC testu s pouzitim ABTS™
radikalu (ICsp = 1133,08 pg ve srovnani s 10,14 pg pro Trolox) a piisoudili jej
nizkému obsahu celkovych fenolickych latek (1,55 g ekvivalentu gallové
kyseliny/100 g extraktu).

Celkové lze shrnout, ze extrakty z rostlin MCH a SS se lisily v antioxida¢ni
aktivit¢ jednak dle casti rostlinného téla, ale také dle pouzité metody
a mechanismu uc¢inku. JelikoZ se jednd o hrubé extrakty, je mozno povazovat
vysledky zejména u stonku a listu za velmi slibné, jelikoZ dosahovaly hodnot Cisté
latky standardu Trolox. Proto by dalsi studium mélo byt zaméfeno zejména na
tyto Casti rostliny.

Jiz diive byl dokazan vztah mezi reduk¢ni schopnosti a stupném hydroxylace
a konjugace fenolickych sloucenin [39]. Zminéni autofi popisuji vyssi
antioxidaéni potencial kvercetinu a rutinu ve FRAP testu ve srovnani s Troloxem.
Isokvercitrin (slou¢enina 7M), rutin (sloucenina 6M) a glykosidy kvercetinu,
ptitomné v extraktu MCH, mohou byt proto zodpovédné za silny antioxidacni
ucinek, jelikoz jiz v pfedchozich studiich ukdzaly srovnatelné nebo vyssi
antioxidacni schopnosti nez napiiklad BHT (butylhydroxytoluen) ¢i a-tokoferol
[40].Také treti kvantitativné nejvice zastoupena sloucenina isokvercitrin (7M)
spolu s nikotiflorinem (10M) a astragalinem (11M) ukéazaly silny potencial ve

vvvvvv
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4.2.3 Protizanétliva aktivita

Jak je uvedeno na obrazku 6, u extraktu MCH byla zjisténa inhibice produkce NO
s vyslednou hodnotou ICsp = 146 + 8 pg/ml. Podobny vysledek zaznamenal Hsu
a kol. pro plody MCH, extrahované v ethylacetatu [42]. Ze vSech testovanych

'''''

(ICso = 100 % 6 pg/ml).
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ug/ml byla v grafu zamerné vyznacena maximalni hodnota slouZici k porovnani miry
aktivity vzorkii. Pouzity standard: dexamethason, vSechny hodnoty jsou uvedeny jako
priumeér a smerodatna odchylka, n = 9.

Produkce NO nebyla u vSech ostatnich vzorkd inhibovéna az do testované
maximalni koncentrace 400 pg/ml. DileZitost studia planych forem rostlinnych
druhli potvrzuje studie z roku 2009, kterd shledala extrakt z plodl plané variety
MCH U¢inngj$im neZ jeho analogicky extrakt z kultivované MCH v testu
na RAW 264.7 makrofazich stimulovanych pomoci LPS, kdy doslo k 64%
redukei oxidu dusnatého pfi koncentraci 50 pg/ml ethanolického extraktu oproti
kontrole [43]. Fenolické latky jsou vSeobecné povazovany za dulezité slozky

. e v .

. I3 v .
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zejména rutin [44], nikotiflorin [45], isokvercitrin [46], astragalin [47] a derivaty
chlorogenové kyseliny [48].

4.2.4 Antikarcinogenni aktivita a cytotoxicita

400~
300
= SS Plod
E |
) 1 I SSList
Z 200
(3% ] Il SSKofen
a ] I SS Stonek
100—: I Elipticin
] W MCH
0_'

NO MCF-7 NCI-H460 Hela  HepG2  PLP2

Obrazek T: Antikarcinogenni aktivita a cytotoxicita extraktu S. stramoniifolium a M.
charantia. U hodnot 1C50>400 ug/ml byla v grafu zamérné vyznacena maximdalni
hodnota slouzici k porovnani miry aktivity vzorkii. Pouzity standard v testu: elipticin;
vysledky jsou uvedeny jako prumer a smeérodatna odchylka, n=6.

Obrazek 7 shrnuje graficky ucinnost jednotlivych extraktli v tomto testu. Pro
piehlednost bylo u vzorkd, u nichZ nebyla v koncentra¢nim rozmezi zachycena
ICs0, vynesena jako ekvivalentni hodnota 400 pg/ml. Z vysledkl vyplyva, Ze
extrakt MCH a extrakty SS z listu a kofene inhibovaly v§echny nadorové bunécné
linie. Nejnizsich hodnot inhibi¢ni koncentrace ICsp bylo dosazeno u linie HepG2
(40 + 3 pug/ml pro SS koten a 85 + 6 ug/ml pro SS list). Extrakt SS ze stonku
ucinkoval pouze na bunéénou linii MCF-7 (ICso = 242 + 4 ug/ml) a u extraktu SS
z plodu se nepodatilo zachytit ICsp ani do maximalni koncentrace. Z pohledu
pouzitych kultur se jako nejcitlivéjsi jevi bunécna linie karcinomu prsu MCF-7,
ICs0 (112 + 6 ug/ml) dosazeno pro bunéénou linii MCF-7, tudiz je extrakt MCH
nejucinnéjsi v piipad€ bunék karcinomu prsu.
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Ve srovnani se standardem elipticinem byly vysledky nejméné o fad vyssi, tudiz
pramérné. Nicméng¢ elipticin je jednak Cistd latka s vysokym ucinkem proti vSem
pouzitym bunéénym liniim, ale na druhé stran¢ s vysokou hepatotoxicitou vici
nerakovinotvornym bunkam v testu s PLP2 primarni buné¢nou linii.

Pouzité extrakty nepiekroCily u PLP2 hodnoty, které byly ziskany pro nadorové
bunécné linie. Extrakt z kotene byl kuptikladu stfedné toxicky vii¢i PLP2 (ICso =
252 £ 10 pg/ml), ale aktivni koncentrace u nddorovych linii byly o ¥ad nizsi nebo
lehce niz§i. Z tohoto divodu se jevi jako slibnéj$i kandidat pro pouziti
v potravinaiském primyslu spiSe extrakt SS z listu, jelikoZ na rozdil od extraktu
z kotene nebyl zaznamenan toxicky ucinek v PLP2 testu az do hladiny 400 pg/ml,
ktera je povazovana za orientacni hrani¢ni hodnotu pro preliminarni testy tohoto
ucelu.

V literatufe bylo potvrzeno, Ze obecné maji hrubé extrakty ve srovnani s Cistymi
1zolovanymi slou¢eninami obvykle nizkou toxicitu. Proto si v potravinaiském
a farmaceutickém primyslu zacinaji opét nachéazet své misto pravé hrubé
extrakty, 1 pres problémy standardizace a udrzeni kvality jednotlivych extrakti,
které jsou zavislé na vice faktorech [49].

Celkoveé lze shrnout, ze extrakt MCH a extrakt SS zlistu jsou z pohledu
biologické aktivity nejlepSimi kandidaty z diivodu silné antioxidacni aktivity,
inhibice nadorovych bunécnych linii a zaroven nizké cytotoxicité vici primarni
bunééné linii PLP2. Pokud by nebyl kladen diraz na nizkou toxicitu extraktu, pak
je jednoznaéné nejucinnéjSim biologicky aktivnim extraktem v testu extrakt
z kofene rostliny Solanum stramoniifolium, ktery byl vysoce aktivni ve vSech
testech.
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5. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Ptinos pro védu:

Byly provedeny detailni studie biologické aktivity extraktd Momordica
charantia L a Solanum stramoniifolium Jacq., které prispé&ji k védeckému
poznani téchto doposud malo prozkoumanych tropickych rostlin.

U obou rostlin byla stanovena toxicita na primarni bunécné linii, na jejiz
zéklad¢ byly vybrany extrakty vhodné pro potravinatsky primysl.

V 80% ethanolovém extraktu M. charantia bylo 6 fenolickych latek
identifikovano poprvé.

U rostliny S. stramoniifolium byla poprvé utohoto druhu popséana
pfitomnost biologicky aktivnich latek také selektivné v jednotlivych
Castech rostliny.

U obou rostlin byl pozorovan Sirokospektralni inhibi¢ni UCinek vici
senzitivnim 1 rezistentnim klinickym izolatim bakterii. To naznacuje
pfitomnost latek schopné obejit rezistenéni mechanismy testovanych
bakterii.

U extraktu z kofene S. stramoniifolium byla zjisténa antioxidacni aktivita
siln€j$i nez u standardu Trolox, coZ dokazuje silny antioxida¢ni potencial
pro pouziti extraktu v potravinarstvi.

Ptinos pro praxi:

Ziskané vysledky potvrdily potencial vybranych tropickych rostlin pro
vyvoj novych funk¢énich potravin, po nichz se vyrazné zvysuje poptavka.
Ptipravené¢ extrakty potvrdily mozZzny vysoky biologicky potencial
vV udrzovani zdravi konzumentii pomoci prevence oxidacniho stresu
a civilizacnich chorob snim souvisejicich (zanétliva onemocnéni,
kardiovaskularni nemoci, neurodegenerativni procesy, rakovina).

Diky zjisténé antimikrobialni a antioxidacni aktivité mohou byt extrakty
prospéSné pro zachovani bezpecnosti a trvanlivosti potravin kontrolou
nezadoucich kmenii ve vyrobku a zpomaleni procest oxidace citlivych
molekul.

Kvantifikace ptitomnych latek v extraktu miiZze slouzit pro standardizaci
komer¢n¢ vyvijenych extrakti vhodnych pro potravinaisky primysl.
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6. ZAVER

Stoupajici zajem konzumenti o fortifikované potraviny, které vykazuji pozitivni
vliv na zdravi a pfedchézeji chronickym chorobam, motivuje vyrobce k vyvoji
novych produktl. Také zvySujici se preference spotiebitell smérem k pifirodnim
surovindm udava trend v nahrazovani synthetickych ptidatnych latek za latky
ptirodniho ptivodu. Vyvoj standardizovanych rostlinnych extraktl, které spliuji
tyto zdravotni pozadavky a zaroven napomahaji udrzeni bezpecnosti potravin
Z hlediska trvanlivosti a mozné kontaminace béhem vyroby, a to bez vedlejSich
negativnich a¢inkti na lidské zdravi (jako je tomu u mnoha synthetickych
pridatnych latek), je stale jesté na svém zacatku.

Testovany byly dvé rostliny, pland varieta Momordica charantia L. a Solanum
stramoniifolium Jacg., z nichz bylo pfipraveno celkem pét extrakti v 80%
ethanolu (MCH nadzemni ¢ast, SS plod, SS list, SS koten a SS stonek).

Z ditvodu bliz8iho poznani ptitomnych biologicky aktivnich latek byly metodou
LC-MS v extraktech stanoveny fenolické latky. Identifikovany byly latky,
antikarcinogenni ucinek. Jednalo se zejména o derivaty kyseliny chinové a dale
derivaty kvercetinu, kaempferolu a isorhamnetinu, jak u M. charantia, tak
u S. stramoniifolium (list). Zajimavé bylo zjisténi obdobného profilu latek
Vv kofeni a stonku S. stramoniifolium, konkrétn¢ ptitomnost dihydrocaffeoyl-
spermidint. Ty byly ve zminéné rostlin€ identifikovany poprvé, a¢ jsou zndmymi
metabolity  rodu  Solanum, napf. popsané v hlizach  brambor
(S. tuberosum). V extraktu z kofene bylo nalezeno vysoké mnozstvi
tris(dihydrokaffeoyl)spermidinu (9,51 + 0,08 pg/g suchého extraktu, tj. DE),
zatimco ve stonku bylo této latky podstatné méné (1,06 + 0,02 ng/g DE).
Z fenolickych kyselin dominovala trans-chlorogenova kyselina (5,0 3+ 0,14 pg/g
DE v kofeni a 3,42 + 0,02 ug/g DE ve stonku, zatimco v listu to byla trans-
neochlorogenova kyselina s 6,49 + 0,05 ug/g DE. Z flavonoidi byl v listu nejvice
zastoupen flavonoid kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-rutinosid (4,7 + 0,1 ug/g
DE).

U studované plané variety M. charantia bylo Sest slouc¢enin identifikovano poprvé
(5-O-feruoylchinova kyselina, isokvercitrin, kaempferol-O-pentosylhexosid,
kvercetin-O-acetylhexosid,  kaempferol-O-acetylhexosid,  isorhamnetin-O-
acetylhexosid). Nejvice zastoupenou slouceninou v extraktu této rostliny byl
kvercetin-O-pentosylhexosid (7,78 £ 0,01 ug/g DE).
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Z pohledu biologické aktivity se jako nejslibnéjsi jevil extrakt z kotene
S. stramonifolium, ktery byl vysoce aktivni ve vSech testech. Ve vsech ¢tyfech
testech antioxidacni aktivity dokonce dosahoval lepsich vysledka nez standard
Trolox. Jako jediny také tento extrakt vykéazal protizanétlivou aktivitu (ICsp = 100
+ 6 ug/ml). Nicméné byl shledan pro svou toxicitu viic¢i primarni bunééné linii
(ICs0 =252 + 10 pg/ml) jako nevodny pro pouziti v potravinaistvi. Extrakt z listu
stejné rostliny vykézal slibnou antioxida¢ni a antikarcinogenni aktivitu, navic
proti klinickym izol4tiim bakterii byl i¢inné;si.

Extrakt M. charantia byl také efektivni ve vSech testech, i kdyz nedosahl takové

aktivity jako kofen S. stramoniifolium. Vyhodou je ovSem nizka toxicita MCH
(ICs0 =400 pg/ml). Za zminku jist stoji inhibice bakterie L. monocytogenes, u niz
bylo dosazeno viibec nejnizsi u¢inné koncentrace ve vSech testech (MIC =
0,625 pg/ml). Celkové byl extrakt MCH ucinnéj$i vici klinickym izolatim
bakterii nez extrakty S. stramoniifolium.

Extrakt z plodu byl z pohledu biologické aktivity nejméné perspektivni, byla
zachycena pouze antioxidacni aktivita. Zajimavym byla vSak silnd ihnibice
grampozitivni bakterie Listeria monocytogenes (MIC = 2,5 pg/ml). V extraktu
Z plodu nebylo mozno identifikovat zadné konkrétni fenolické latky pouzitou
standardni metodou.

Rostliny Momordica charantia L. a Solanum stramoniifolium Jacq., divoce
rostouci v pfirod¢ tropickych ostrovii Trinidadu a Tobaga, jsou slibnymi zdroji
novych biologicky aktivnich latek, coz potvrdily extrakty z tradicné pouzivanych

'''''

antikarcinogenni a antibakterialni vlastnosti.

Provedené testy umoznily vybér extraktu M. charantia (nadzemni cast) spolu
s extraktem S. stramoniifolium (list) jakozto vhodnych kandidati pro
potravinarsky primysl. Nicméné dalsi selektivni testy budou tfeba k schvaleni
vyvijenych produkti.

Vysledky této prace obohati znalosti 0 méné zkoumanych druzich tropickych
rostlin, které obvykle diky environmentaln¢ naro€nému prostredi vykazuji vyssi
biologickou aktivitu sekundarnich metabolitl, které produkuji k obrané a pieziti.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATCC
BCA
CFU
DMEM
DPPH
El

ESBL
ESI
FRAP
HAT
Hela
HepG2
INT
LC-MS
LPS
MCF-7
MRS
MRSA
MSSA
NCI-H460
NO
PLP2
PBS
RAW 264.7
SET
TBARS
UPLC

Americka referen¢ni kolekce mikroorganismi
test odbarvovani B-karotenu

kolonie tvoftici jednotka

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

elektronova ionizace

Sirokospektré beta-laktamasy

ionizace elektrosprejem

Stanoveni reduk¢ni sily pomoci Zelezitych iontl
pfenos atomu vodiku

lidské bunky karcinomu délozniho ¢ipku
lidské bunky hepatocelularniho karcinomu
p-iodonitrotetrazolium chlorid

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
lipopolysacharid

lidské bunky karcinomu prsu

kultiva¢ni bujén de Man, Rogosa, Sharpe
Methicilin resistentni Staphylococcus aureus
Methicilin sensitivni Staphylococcus aureus
lidské bunky karcinomu plic

oxid dusnaty

jaterni vepfova primarni bunécna linie
pufrovany fyziologicky roztok

my$i makrofagova linie

ptenos elektronu

reaktivni slozky thiobarbiturové kyseliny

ultra i¢inna kapalinova chromatografie
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