Vliv Tecome lapacho na rust vybranych druht
prokaryotickych a eukaryotickych organismu

Bc. Helena Fomiczewova

Diplomova préace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2008 Fakulta technologicka




Univerzita Toméaée Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav potravinafskéhe inZenyrstvi
akademicly rok: 2007/2008

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU]

Iméno a pfijmen:  Be. Helena FOMICZEWOVA
Studijni program: N 2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obaor: Techneologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin

Téma préce; Vliv Tecome lapacho na rist vybranych druhi
prokaryotickych a eukaryotickych erganismi

Zésady pro vypracovani:
1. Fyziolegicky popis rostliny Tecome lapacho.
1. Biologicley aktivni lathy,
3. Experimentalni éast - piiprava extrakti Tecome lapacho.
4. Vliv téinki rostliny Tecome lapacho na vybrané arganismy.



Rozsah prace:
Rozsah piiloh:
Forma zpracovan( diplomové price:  tigténa

Seznam odbormé literaturny:

LUBECK, W. Létime se éajem lapacho. Praha: Nakladatelstvi lvo Zelezny, 2002.99 5.

ISEN 80--237--3655--8.

JULAK, J. Uvod do lékafské bakteriologie. Praha: Karolinum, 2006. 404 s, ISBN
80-246-1270-4.

CECHOVA, L. Zaklady obecné mikrobiclogie. Zlin: Univerzita Toméde Bati ve Zling, 2006.
142 =. ISBN BO-7318-487-7.

MALIR, F; OSTRY, V. Vidknité mikromycety [plisndl, mykotoxiny a zdravi Elovéka. Brno:
Néradni centrum o3etfovatelstvi a nelékafskych zdravotnickych obord, 2003, 349 5,

ISBN 80-7013-395-3,

Vedouc diplomové prace: Ing. Daniela Kramé&Fovd, Ph.D.
Ustay potravinafského infenyrstvi
Datum zadani diplomowé prace: . listopadu 2007

Termin odevedéni diplomevé prace: 31, kvétna 2008

Ve Zliné dne 1 lvétna 2008

5 IN
2
I.-r-'.%/‘( - '/{L_,-"'
|i_;,' ) LS s ,"-/If-]'r Riygi ]

doc. Ing. Pelr Hlavatek, C5c. prof. Ing. lgnac Hora, C5e,
ditan wedonici katedry



ABSTRAKT

Diplomové préce je vénovana rostling Tecome lapacho. Cajovy odvar pripraveny z této
rostliny svymi bioaktivnimi latkami pifiznivé pasobi na lidsky organismus. Kromé toho
védeckeé vyzkumy ukazuji, Ze lapacho vykazuje antibakteridni, antivirové, antimykotickée
a antiparazitické cinky. Cilem prace bylo vyrobit a testovat extrakt rostliny
Tecome lapacho najeho potencidni antibakteridlni a antimykotické Ucinky. Antibakteridlni
acinek extraktu byl ovérovan na tyto kmeny bakterii: Bacillus cereus, Escherichia cali,
Shigella flexneri a Staphylococcus aureus. Antimykoticky Ucinek extraktu byl testovén

na kvasince Candida albicans.

Klicova dovas Tecome lapacho, extrakce, Bacillus cereus, Escherichia coli,

Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Candida albicans.

ABSTRACT

This thesis deals with the plant called Tecome lapacho. Tea prepared from this plant has
a positive influence on human organism, because of its bioactive substances. The scientific
researches reflect lapacho’ s antibacterial, antivirus, antimycotic and antiparatrophic effects.
This work’s ambition was to produce an extract of Tecome lapacho plant and to test
it for potential antibacterial and antimycotic effects. Ectract’s antibacterial influences were
tested for these straines of bacterias. Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella flexneri
and Staphylococcus aureus. An antimycotic effect of this extract was tested for an yeast

of Candida albicans.

Keywords. Tecome lapacho, extraction, Bacillus cereus, Escherichia coli,

Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Candida albicans.
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UvoD

Lidstvo se vraci k vyuzivani prirodnich latek jako Iécivych prostiedki. Védecké vyzkumy

potvrzuji [&ivou hodnotu rostlin, zndmou jiz diivejSim civilizacim.

Priznivé Gcinky rostliny Tecome lapacho byly védecky uznany. Dle vyjédieni mnoha
botanikt, chemiki i Iékari se jedna o jednu z ngicinnéjSich I&ivych rostlin na svété.
Lécivé Ucinky se nevaZi na jednu jedinou jegji slozku. Jedna se o kombinaci bioaktivnich
latek, kterda umoziuje Siroké fytoterapeutické vyuZiti. NeveétsSi sila je pripisovana
stimulaé¢nim G¢inkam na imunitni systém. Lehky ¢gjovy odvar zlepSuje obranyschopnost

télaaz 0 48 %.

Mezi nglvyznamnéjSi Gcinky lapacha patii antibakteridlni, antimykotické, antiparazitickeé
a antivirové vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze je v souc¢asné dobé celosvétové pozorovan
vzestup rezistence k antimikrobnim pripravkam, je dulezité vénovat pozornost novym
poznatkim veédy a hledat dalSi moznosti boje proti organismum, které mohou vyvolavat
nejraznéjSi nemoci. Odolnost bakterii predstavuje vézny problém nejen pii terapii
infek¢nich onemocnéni, ale i v epidemiologické praxi. Diulezity je pohled odborniki

raznych védeckych obort.

Clovek je také nucen potykat se snegativnimi dopady pisobeni hub, zejména pokud jde
0 degradaci potravin, krmiv. Nekteré kvasinky se mohou vyskytovat jako nezadouci
kontaminanty pramyslovych vyrob, nékteré kvasinky ¢i plisné mohou vyvolavat infekeni

onemocnéni, alergie nebo otravy.

Vemi rozSitenym biologickym jevem v prirodé je parazitizmus. Paraziti mohou vyvolat
velmi vazna onemocnéni, jejichZ nejhorSimi disledky mize byt i napt. srdecni selhani.

Viry predstavuji dalSi heterogenni skupinu mikroorganizmi, které napadaji jak Zivocisné
bunky, rostlinné bunky, bunky urcitych druhi bakterii i bunky hub. V poslednich letech
byly zjistény i viry napadajici sinice, zelené fasy nebo prvoky. Viry mohou vyvolavat

nejraznéjSi nemoci, mohou byt i paivodci urcitého typu rakovinnych nédort.

Cilem této prace je vyrobit a testovat antibakteridlni a antimykotické G¢inky extraktu
ze stromu Tecome lapacho. Pro testovani byly vybrédny tyto kmeny baktérii:
Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella flexneri a Staphylococcus aureus. Pro ovéiovani

antimykotického U¢inku byla vybrana kvasinka Candida albicans.
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1 FYZIOLOGICKY POPISROSTLINY TECOME LAPACHO

1.1 Botanické oznaceni

Rostlina Tecome lapacho se fadi do c¢eledi Bignoniaceae, tiidy Tecorneae a rodu
Tabebuia gomes ex. DC.

Druhy lapacha, z nichZ se dnes prevazne vyrébi |ékarska droga (¢aj) pro svétovy trh, jsou
Tabebuia impetiginosa a Tabebuia avellanedae. Tabebuia impetiginosa je v odborném
svété znama také pod nézvy Bignonia heptaphylla, Gelsemium avellanedae,
Tabebuia nicaraguensis, Tecoma adenophylla, Tabebuia dugandii, Tabebuia ipe. Lapacho
je nabizeno a popisovano pod neraznéjSimi nazvy, avSak mezi nejrozsSirenéjSi patii
v Evropé Tecome lapacho. [1]

Strom lapacho roste na rozsahlych Uzemich Jizni a Stiredni Ameriky, napi. v Argenting,
Bolivii, Brazilii, Kolumbii, Ekvédoru, Peru a Venezuele. DokaZe se prizpusobit
ngraznéSim Zivotnim podminkam, je robustni a pomérné nenarocny. Lapacho
se vyskytuje jako strom, ade i jako kef. PIn¢ vzrostlé stromy dosahuji vySky az 25 m
spramérem kmene az 75 cm. DozZit se miaze az 700 let. Kmeny stromu jsou vétSinou
rovné, az do dvou tretin své délky (méieno od zemg) jsou bez vétvi. Jgich kira je pomérné
hladka, na vnéjsi strané Seda a uvniti hnédocervena. Dievo je extrémne tvrdé, snese velké
mechanickeé zatiZzeni a ma zelenohnédé az zelenoZluté zabarveni. Dievem probihaji mizni
kandlky, obsahujici Zluté krystaly, tzv. lapachol. Lapacho kvete od prosince do Unora
kazdého roku. Délka kvéta byva 4-7,5 cm, v praméru mivaji 1-5 cm. Barva je na vn&jsi
strané od raZzové cervené az do temné cervené, uvnitt jsou kvéty zlatozZluté az svétle Zluté.

[1]

Obr. 1. Tecome lapacho [2]
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2 ZPRACOVANI CAJE LAPACHO

Cq lapacho je pirodni produkt z vnitini kary stromu Tecome lapacho. Tato vnitini kira
se sklizi podobné jako u korkového dubu. Stromy neni nutné kécet, potiebna kira
se odstranuje a poté znovu doristd Kira se sklizi u divoce rostoucich stromi jednou
do roka, na plant&Zich dvakrét ro¢né. Plna kombinace ucinnych latek v optimanim slozeni
nastupuje teprve az u asi étyricetiletych stromu. | pri praimyslovém zpracovani a vyuzivani
stromu lapacho zustava kiira, ktera je nabizena jako ¢gj. Diky tomu, Ze maji stromy dlouhé
a rovné kmeny je sklizen velice jednoduchd Kura se oloupe a vnitini mizni pletivo
se seSkrébe. Toto drobné nafezané dievo je nabizeno bud’ jako sypany ¢a nebo v ¢gjovych

s&cich. [1, 3]

Kvalitni ¢g by mél mit hnédocervenou barvu. Velké mnozstvi lapacha, které se dostava
na trh, je vdak nizké kvality, prezraé ¢i nesprévné sklizené. Takové lapacho ma velice
mal o nebo Zadné z bioaktivnich sloZek. [2]

Obr. 2: Kura stromu Tecome lapacho [2]
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3 BIOAKTIVNI LATKY CAJE LAPACHO

Lécivé acinky kary stromu lapacho uvedli poprvé ve zndmost védec, |ékar a farmakolog
prof. dr. Walter Accorsi z univerzity v brazilském Sao Paulu, botanik dr. Theodoro Meyer

alékar dr. Praz Ruiz v Argenting.

Pri vyzkumu kiry stromu lapacha se brzy objevily dvé jegji vyznamné, terapeuticky uzitecné
vlastnosti. Odstranovala nemocnym bolesti a souc¢asné zptisoboval a zietelny vzestup poctu
cervenych krvinek. Létba lapachem byla doporucena pii raznych nemocich, predevsim

pii cukrovce, rakoving, leukémii, nddorech arevmatismu. [1]

V osmdesétych letech minulého stoleti se zacaly provadét dalekosahlé védecke studie. Bylo
Zjisteno, Ze létebné sily stromu lapacho se nev&Zi na jednu jedinou jeho slozku,
ale na jedinecnou kombinaci Ucinnych latek, které umoziuji Siroké terapeutické vyuZziti.
Pravé kvili neobycejné kompozici ucinnych latek mohou uz i malé davky vytazku lapacha
piispét rozhodujicim zpasobem napriklad ke zpomaeni rastu nédorta. Pokud

se komponenty uzivaji izolovang, zmizi mnohé z I&ive sily. [1]

Dnes je lapacho pokladano za velmi G¢inny stimulétor imunitniho systému, ktery pravé
pri pravidelném uzivani v malych davkéch zvy3uje mnozstvi obrannych latek v téle a tim
posiluje cely organismus. Do dnedni doby byly vlapachu objeveny tyto uG¢inné
latky: flavonoidy, naftochinony (lapachol, lapachon), saponiny, xylodion, vitaminy,
minerani latky a stopove prvky. [4]

3.1 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou rozsahlou skupinou v piirodé vyskytujicich se fytochemickych
l&tek, které najdeme ve v3ech rostlindch. Nachazi se v kuie stromd, v listech, ve slupkéch

plodu, v kvétech nebo semenech rostlin. [5, 6]

Flavonoidy maji v molekule dva benzenové kruhy spojené triuhlikovym fetézcem.
Jednotlivé derivéty se lisi stupném substituce a oxidace. Vyskytuji se jako volné latky nebo
Casteji vazané v glykosidy. [7]

Podle stupn¢ oxidace Cs fetézce se rozeznavaji nasledujici zakladni struktury flavonoidi:

katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly,

anthokyanidiny. [7]
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N¢které flavonoidni latky vykazuji vyznamné biologické Gcinky, tyto pak nazyvame
jako bioflavonoidy. Tyto latky pozitivné pusobi na pruznost a permeabilitu krevnich
kapilér a na srdecni ¢innost. Vytvareji oxidacné-redukéni systémy s redoxnim potencidlem
velice blizkym redoxnimu potencidlu systému kyselina L-askorbova «  kyselina

L-dehydroaskorbova a mohou tento oxidacné redukéni systém docasné zastupovat. [8]

Bioflavonoidy vykazuji silné antioxidacni U¢inky a pusobi proti volnym radikatm.
V komplexni souhte sostatnimi G¢innymi |atkami obsazenymi v ¢aji lapacho vykazuji
vynikajici 1&cebné ucinky, pro které je lapacho tolik cenéné. Pomahgji pri |&cb¢ kiecovych
Zil, hemoroida, bércovych viedi a také vykazuji protizénétlivy Ucinek, ktery poméhé

zmirnovat alergickeé reakce dychaciho astroji. [1, 5, 9]

3.2 Naftochinony

Vyzkumy a chemickou analyzou byly jako hlavni obsahové latky nalezeny lapachol,

aod ngj odvozeny b-lapachon.

Vykazuji predevsim inhibi¢ni U¢inky na enzym DNA-topoizomerasu |, ¢imz se tyto latky
fadi mezi antivirotika a protirakovinna I&iva. b-lapachon i lapachol, se zdaji byt G¢inné
piedevsim proti nékolika typam rakoviny, véetné rakoviny plic, hrudniku, prostaty a rovnéz

jsou tginné proti velmi nebezpecnym melanomam. [10]
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3.2.1 Lapachal

Lapachol je chinon s prokazatelné sterilizujicim Ucinkem.

1- lapachal

2, 3, 4 - derivéty lapacholu

Tato latka, ktera dostala oznaceni lapachol, brani rastu nadora a lé&¢i zanéty. Pozdgji byl
lapachol testovan v renomovaném americkém National Cancer Institute (NCI) s ohledem
najei ucinky pri 1écbé tumord. [1]

V roce 1975 vyvinula vyzkumné skupina lapachol, ktery dokézal prodlouZit délku Zivota
u mysi, které byly naockovany leukemickymi bunkami. Ve studii z roku 1980
u deviti pacienti s raiznymi druhy rakoviny (jater, ledvin, prsou, prostaty) vyzkumny tym
zaznamenal, Ze cisty lapachol vykazoval schopnost zmirnit pocit bolesti pacientt, zmensit

nédory a dokonce dokézal kompletni remisi u tii pacienta. [11]

Lapachol vykazuje jednoznatnou antivirovou aktivitu proti pavodci Polia typu |,
proti Herpes simplex typu | a Il i proti pavodcam chripky. Lapachol navic brani vzniku
Zaludecnich viredi a viedu na dvanactniku. V izolované formé a ve vysokych davkéch
(denn¢ 1500 mg a vice) snizuje lapachol sréZlivost krve. Podle Dr. J. B. Blocka z NCl,
hlavniho autora klinické studie o lapacholu, vSak ani pii takto vysokych davkéch nebyla
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zjis&téna toxicita ve vztahu k jatram a ledvinam. Pri vySe uvedenych déavkach byly

prokazany zietelné protinadoroveé ucinky. [1]

3.2.2 Db-lapachon

b-lapachon byl preklinicky testovan na protinadorvé a antivirdzni U¢inky. Ve studii z roku
1968 lapachony prokazaly vyznamnou G¢innost proti rakovinovym nadoram u Krys.
Nasledné v roce 1974 NCI zaznamenal, Ze u prvni faze klinickych zkouSek lapachony
nedokazaly vykézat terapeutické Ucinky bez naslednych vedlgjSich U¢inku. [12]

0
O
0
CHz CHz
b- lapachon

Mechanismus Gcinku b-lapachonu spociva v preruseni replikace DNA. Inhibici
topoizomerasy | drzi b-lapachon DNA tésné u sebe a nedochédzi tedy k syntéze
bilkovinnych molekul. Vzhledem k tomu, Ze rakovinné bunky rostou a reprodukuji
se mnohem rychleji nez bézné somaticke burky, jsou mnohem vnimavéjsi k inhibi¢nimu

acinku b-lapachonu natopoizomerasu |. [10]

Studie z roku 2002 zkoumala vliv b-lapachonu na bunky lidského mnohonéasobného
myelomu (nédor z plazmatickych bunék, nejcastéji v kostni dieni). b-lapachon vykéazal
signifikantni cytotoxicky Gcinek. [13]

Dalsi studie z roku 2005 ukézala, Ze nadorové bunky jsou citlivéjSi na pasobeni
b-lapachonu, pokud byly pred jeho pouZitim ozéreny. Ozéieni zpiasobilo dlouhotrvajici
vzestup aktivity NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy, a citlivost néadorovych bun¢k byla
z&vidé na aktivite sledovanénho enzymu. Pokud byl nejdiiv pouZit b-lapachon, a bunky
byly ozéreny nasledné, nebyl Gcinek tak vyrazny. Kombinace ozéeni a nasledné |&by

b-lapachonem byla mnohem u¢inngjsi. [14]
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3.3 Xylodion

Veédci identifikovali v ¢gji lapacho dalezity antimykoticky (houby nigici) faktor, kterému
dali oznaceni xylodion. Xylodion silné pisobi proti kvasince Candida albicans. Kromé

toho vykazuje antibakteridlni a antitoxické ucinky. [1]

3.4 Saponiny

Saponiny se fadi mezi heteroglykosidy, které se vyskytuji prevézné v rostlindch. MnozZstvi
a zastoupeni zavisi na druhu rostliny a klimatickych podminkach. Saponiny vykazuji
nékteré spolecné vlastnosti, napt. hotkou chut’, detergencni Gcinky (tvori emulze typu ol g
ve vodé), hemolytické G¢inky, reaguji se Zlu¢ovymi kyselinami, cholesterolem a jinymi

3-b-hydroxysteroidy. [7]

V ¢aji pripraveném zkary stromu lapacha jsou obsaZzeny saponiny, které ptisobi
proti patogennim houbam, zefména proti kvasinkdm a plisnim. Saponiny vytvéri klima,
které je muze znicit. Navic pii traveni v tenkém stirevé saponiny z lapacha napomahaji
vstiebavani dalezitych 1atek z jinych I&ivych bylin a tim tak lapacho zesiluje ptisobnost
jinych prostredkt podporujicich zdravi. Kromé toho jsou saponiny obsazené v lapachu
schopny redukovat rast nddori. Tuto skute¢nost objevili japonsti védci, kteti si ndsledovné
dali patentovat specidlni lapachové saponiny jako I€k proti nddorovym onemocnénim. [1]

3.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni slouceniny syntetizované autotrofnimi
organismy. Heterotrofni organismy je syntetizuji jen v omezené mite a ziskavai je
jako exogenni latky predevsim potravou, nékteré z nich prostiednictvim stievni mikroflory.
Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materidem, ae maji funkci jako soucast
katalyzatora biochemickych reakci a proto byvaji oznacovany jako exogenni esenciadni

biokatalyzatory. [15]

3.5.1 Vitamin By (thiamin)

V roce 1926 byl laboratorné izolovan vitamin B; a o néco pozdgji zacaly pokusy

na osobach postiZzenych onemocnénim beri-beri. [5]
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Thiamin se vyskytuje piedevSim jako volna latka a ve formé fosforecnych estert.
Biochemicky ucinnou formou je thiamindifosfa (TDP), vznikajici z thiaminu U¢inkem
enzymu thiaminokinasy v raznych organech. TDP je kofaktorem fady enzymu
dekarboxylas, katalyzujicich jak oxida¢ni tak neoxidacni dekarboxylaci a-ketokyselin.
Je koenzymem pyruvatdehydrogenasy v metabolismu sacharidu
a a-ketoglutaratdehydrogenasy v citratovém cyklu. Druha aktivni forma thiamintrifosfét
(TTP) pusobi v nervech a pravdépodobne i ve svalech. [8]

Thiamin podporuje tvorbu acetylcholinu, |&ky, ktera je nezbytnd pro pamét, Udroven
pozornosti a chapani. Projevem nedostatku je neschopnost koncentrace, ngjistota,
nedostatek iniciativy. Mnohé pokusy potvrzuji, Ze tento vitamin podporuje pamét

i u nemocnych s Alzheimerovou chorobou. [5]

NejvyznamngjSim zdrojem thiaminu jsou ceredlie, maso a masne vyrobky, mléko a mlécne
vyrobky, vejce, ae také pivovarské kvasnice. Ve stopovém mnoZstvi byl pri chemickém
rozboru thiamin stanoven i v pradku lapachové kury. Sou¢asna doporucena vyzivova davka

thiaminu pro pramé&rného obyvatele CR ¢ini 1,1 mg.den'™. [8, 15]

3.5.2 Vitamin A (retinol)

Retinol je po chemickeé strance alkohol obsahujici ve své molekule Sesti¢lenny b-jononovy
kruh s bo¢nim fetézcem sloZzenym ze dvou isoprenoidnich jednotek. Podle poc¢tu dvojnych

vazeb rozlisujeme vitaminy A, (all-trans-retinol) a A, (3-dehydroretinol). [8]
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Retinol zasahuje v ZivociSnych organismech do latkové premény na nékolika riznych
mistech. Uplatiiuje se piedevSsim v biochemii zrakového vjemu. Retinol se vyznamné
podili na fotorecepci v o¢ni sitnici, a proto ma nezastupitelnou roli v procesu vidéni.
Aktivni formou vitaminu A je i oxidaci vznikajici aldehyd 11-cis-retinal. Ten je soucésti
fotorecepéniho pigmentu ty¢inek ocni sitnice — rhodopsinu. Bilkovinou ¢ést tohoto

chromoproteinu tvoii proteiny nazyvané opsiny. [8, 15]

Potieba vitaminu je kryta asi z50 % provitaminy z potravin rostlinného pavodu. DalSi
potieba vitaminu je kryta retinoidy zeleniny, dale retinolem a retinoidy masa, mléka, ovoce,
tuk a vajec. Retinol byl také stanoven v kure stromu Tecome lapacho, a to v mnozstvi
1,3.10° ug.mg™. [1, 15]

Zeny, obzvl&&ts v pocatesnim stadiu téhotenstvi, by nemaly piijimat vice vitaminu A jak
3000 pg.den™. VyZivova doporucend davka pro dospilého cloveka cini kolem
900 pg.den, pro déti kolem 400 pg.den™. [8]

3.5.3 Vitamin C (kyselina L -askorbova)

Kyselina L-askorbova je y-lakton hexonové kyseliny sendiolovou strukturou na druhém

atietim uhliku. Lze ji odvodit od nékolika raznych hexos.

CH,OH

kys. L-askorbova L-askorbylradikal kys. L-dehydroaskorbova
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Vitamin C je velmi dobie rozpustny ve vodeé, v neutralnim, kyselém a alkalickém prostiedi
za katalytickych ug¢inka tézkych kova (Cu, Fe) snadno podléha oxidaci za vzniku kyseliny
L-dehydroaskorbové. Tuto oxidaci katalyzuji razné enzymy jako jsou peroxidasa,
askorbasa nebo cytochromoxidasa. Prenos elektrona je reverzibilni, dokud neni porusena
kruhova struktura kyseliny L-dehydroaskorbové. Pokud dojde k jegjimu hydrolytickému

roz&tépeni, vznika kyselina 2,3-dioxo-L-gulonova a aktivita vitaminu C zanik&. [8]

Vitamin C je vitaminem pouze pro ¢lovéka a nékolik dalSich Zivocicha (priméti, moréata
a netopyti). Podili se predevSim na vyznamnych hydroxylacnich reakcich probihgjicich
v organismu. Vitamin C se Gc¢astni biosyntézy mukopolysacharidi, absorpce Zeleza, jeho
transportu, stimuluje transport sodnych, chloridovych ionti a ziggmé i vdpenatych iontd,
uplatiuje se v metabolismu cholesterolu. Velmi dialezitymi reakcemi souvisgicimi
santioxidacnimi  vlastnostmi  vitaminu jsou reakce saktivnimi formami kysliku,
resp. svolnymi radikdly. Studie, kterou provedli védci na University of Yale v USA
za spoluprédce sNéarodnim Ustavem pro vyzkum rakoviny a jeji vysledky zvergnili
roku 2001, prokézala, Ze pravidelnd konzumace vitaminu C je dostacujici jako U¢inna

prevence vzniku rakoviny zaludku. [15, 16]

Nejvice vitaminu C se nachazi v ¢erném rybizu, kiwi, zelené paprice, kopru, Sipcich
a citrusovych plodech. Dnes je doporuceny denni piijem vitaminu C pro muze i Zeny
v produktivnim véku 75 mg. PoZzadavek se zvysuje pii extrémni télesné zatézi, trvalém

psychickém stresu apod. [8]

3.6 Mineralnilatky a stopové prvky

Minerani léaky, vcetné stopovych prvki, jsou integrujicimi sloZzkami vsech Zivych
organismu. Prvky, jegjichz biologicka funkce je prokazana, se zpravidla oznacuji jako prvky
biogenni. Jako stopovy se oznatuje takovy prvek, jehoz celkové mnoZstvi v daném
substratu nepresshuje 50 mg.kg™, aviak nekteii autori voli hranici vy&s. Esencidni
stopové prvky jsou zpravidla soucésti biochemicky G¢innych latek, které jsou nezbytné
pro normdni ¢innost bunék nebo jsou i aktivatory téchto Ucinnych latek. Organismus

ziskévé esencidni stopové prvky vyzivou, tj. exogenng. [17]
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Mineranimi ldtkami potravin rozumime prvky obsaZené v popelu potraviny nebo piesnéji
prvky, které zistavaji ve vzorku potraviny po Uplné oxidaci organického podilu na oxid

uhli¢ity, vodu g. Minerdni podil tvori u vétsiny potravin 0,5-3 hmot.%. [15]

Obsah minerdii a stopovych prvki se mizZe v riznych potravinach znaéné lisit. Vyskytuji
seve form¢ anorganickych a organickych soli a jen v mensi mite jsou soucasti nékterych

komplext. [17]

3.6.1 Vyznam mineralnich latek a stopovych prvki obsazenych v lapachu
Sodné ionty jsou dileZité k udrzeni osmotického tlaku v extracel ularnich tekutinach.

Dradlik je lokalizovan prevézné v bunkéch, a to ve formé draselnych ionti. Draselné ionty
se podilgji na transportnim systému, pii kterém transport sodnych ionti z bunék smérem

ven je spjat s transportem draselnych iontia smérem dovniti. [17]

V lidském téle je uloZzeno asi 99 % veSkerého vépniku v kostech a zubech ve formg
fosforecnanu vapenatého. Vapnik je nezbytnou stavebni a funkéni soucasti bunécnych
membran. V ionizované formé je nezbytny pro sréZeni krve a pro kontrakci svali, véetné
svalu srdecniho. [17, 18, 19]

Fosfor je po vépniku druhym nej¢astéji zastoupenym minerdlem v téle. U dospélého
¢lovéka dosahuje as 1 % télesné véhy. Asi 85 % fosforu je koncentrovano v kostech
a zubech, zbytek je v krvi a daSich tkanich. Je piitomny v kazdé buice téla a podili

se na veétsing biologickych reakci. [5]

Zelezo je v Zivocidnych organismech piitomno jako soucést daleZitych oxidoredukénich
pigmenta a enzymi. Jsou to zejména hemové bilkoviny, hemoglobin, myoglobin,
cytochromoxidasa, peroxidasa, katalasa apod. [17]

Mangan se vyskytuje jako soucést nebo aktivator fady dileZitych enzymi, enzymu
zapojenych do oxidativni fosforylace a do syntézy mastnych kyselin, cholesterolu apod.
[17]

Kobalt je souc¢asti vitaminu B, (kobalaminu). Napomahd vstiebdvani Zeleza, je
aktivadtorem nékterych enzymu, podporuje procesy tvorby krve a napomaha regeneraci

organismu po onemocnénich. [5]
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Selen je vyznamnym antioxidantem, ktery chrani organismus nejen proti volnym

radikdlam, ale i proti Skodlivému zéreni a virové a bakterialni infekci. Selen muze do jisté

miry zastoupit vitamin E, je pravdépodobné inhibitorem autooxidace lipida v organismul.

Mé dulezitou tlohu ochranného faktoru jater. [5, 17]

Tab. 1: Obsah minerdlii a stopovych prvki v kite lapacha[1]

U¢&innalatka

M noZstvi [pg.mg’]

Ué&innalatka

M noZzstvi [pg.mg™]

sodik, Na 0,084 zelezo, Fe 5,000
dradlik, K 0,120 mangan, Mn 0,810
vépnik, Ca 83,000 kobalt, Co 0,009

fosfor, P 0,006 selen, Se Stopové




UTB ve Zlinég, Fakulta technologicka 24

4 VLIV TECOME LAPACHO NA PROKARYOTICKEA
EUKARYOTICKE ORGANISMY

Chemickym komponentim a biologicky aktivnim ladtkam rostliny Tecome lapacho, které
jsou velice dobie dokumentovény, jsou pripisovany rozli¢né Ucinky. Jasné se prokézalo
Casté medicindlni vyuzZiti u velkého poctu nemoci zpusobenych mikroorganismy.
V ¢erveném pletivu (kambiu) stromu lapacho jsou vézana velkd mnoZstvi molekul kysliku
ve zvla& hodnotné formeé, pro lidsky organismus snadno vyuZitelné. Kyslik v této forme
muaze velmi efektivné napomahat hubeni bakterii, vira, plisni a paraziti. Télesné bunky
jsou kyslikem lépe vyZivovany a povlaky, které brani latkové vymeéng, se uvolnuji
od cévnich stén. Soucasné se podstatné zlepSuje vitaita a flexibilita téchto dileZitych cév.
Mnichovsky badatel Bernard Kreher napsal dizerta¢ni praci o ptisobeni |apacha naimunitni
systém. DoSel k vysoce zgjimavym vydedkam. Zjistil, Ze aktivita télesného obranného

systému se posililao vice nez 48 %. [1]

PrestoZe je tento strom znam pro své mnohostranné Ié&cive Ucinky, neexistuje jeste zadny
srovnavaci farmakologicky vyzkum Gcinka latek z kiry lapacha pri raznych formach jeho
vyskytu, takZe dodnes neni piesné znamo, zda maji vSechny odrudy stejné nebo podobné
[&civeé Ucinky.

Védecké vyzkumy a zkuSenosti mnohych lékara znalych prirodni mediciny ukézaly,
Ze caovy odvar zlapacha vykazuje antibakteridlni, antivirové, antimykotické,

antiparazitické, antitoxicke a protizanétlivé ucinky. [12, 20]
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5 ANTIBAKTERIALNI VLASTNOSTI LAPACHA

Zé&stupce baktérii fadime do nadiiSe Prvojaderni (Prokaryota), fiSe Prvobunécni
(Protocellulata) a oddéleni Bakterie (Bacteria). [21]

Bakterie jsou jednobunééné prokaryotické organismy, které nemgji jadro oddélené

membranou, jedinou membranou uvniti burky je cytoplazmaticka membrana. [22]

Bakterie se od sebe 1i&i morfologickymi znaky, barvitelnosti, pohyblivosti, kultivacnimi
naroky, biochemickymi a fyzikdnimi vlastnostmi atd. Tvar bun¢k bakterii je negjcastéji
ty¢inkovity (bakterie mohou byt rovné, zakiivené — vibria, lehce zaktivené, lehce
zvinéné — spirily, Sroubovicovitého tvaru — spirochety) nebo maji tvar kulovity (koky,
diplokoky, streptokoky, stafylokoky, sarciny). Vyznamnou strukturou je bakteridni sténa
tvorena peptidoglykanem, jgiz stavba a barvitelnost Gramovou metodou umozZiuje
rozdéleni bakterii na Gram-pozitivni a Gram-negativni. Gram-pozitivni bakterie maji
bunécnou sténu tvorenou peptidoglykanem steikoovymi kyselinami, je silnd a  barvi
se anilinovymi barvivy (krystalova violet) fialové. Gram-negativni bakterie maji
nad vrstvou peptidoglykanu jesté biomembranu z lipopolysacharidi a proteint, bunécna
sténa je tenkd a barvi se anilinovymi barvivy ¢ervené. Povrchové struktury bakterii jsou
nositeli vyznamnych adhesivnich, toxickych, antigennich a jinych biologickych Gcinka

aUcastni setvorby biofilma. [22, 23, 24]

Antibakteridlni vlastnosti ¢aje lapacha byly klinicky ovéreny a vykazuji silné ucinky
u Gram-pozitivnich bakterii, u kterych je v souc¢asné dobé celosvétové pozorovan vzestup

rezistence k antimikrobnim piipravkam. [20, 25]

Studie z roku 2006 zkoumala antibakteridlni aktivitu latek izolovanych z kiry vugdi
Helicobacter pylori. Uginek byl srovnévén se standardnimi lésivy — amoxicilinem,
metronidazolem a tetracyklinem.  Spektroskopickou analyzou byly urceny
izolované latky - 2-(hydroxymethyl)anthrachinon, anthrachinon-2-karboxylova kyselina
a 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)-1,4-naftochinon (lapachol). [26]

Dalsi studie zkoumala antibakteridni aktivitu b-lapachonu, 3-hydroxy-b-N-lapachonu
a a-lapachonu na methicilin resistentni Staphylococcus aureus, Saphylococcus
epidermidis a Staphylococcus haemolyticus. Antibakterialni aktivita byla prokézana, nebyl

ae pozorovan baktericidni Ucinek. [27]
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Tecome lapacho sniZzuje mnoZeni bakterii typu Bacillus, Brucella, Escherichia, Shigella,

Saphylococcus a Streptococcus. [20]

5.1 Rod Bacillus

Do rodu Bacillus patii pomérné znaény pocet druhi. Do jegjich pribuzenstva z radu
Bacillales patii fada dalSich medicinsky vyznamnych baktérii, napi. stafylokoky a listerie,
do Sirsiho pribuzenstva z t¥idy Bacilli pak napt. laktobacily, streptokoky a enterokoky. [22]

Bacily jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni  Gram-pozitivni sporulujici tyc¢inky. Jsou
pomérné velké, o délce az 10 um a praméru kolem 1 pum, ¢asto maji na jednom konci
bunky svazek peritrichdnich bic¢ika. Charakteristicka je pro né tvorba endospér. Bacily
jsou rastové nenaro¢né, rostou dobie na béznych kultivacnich médiich. Vyskytuji
se v piirod¢, pade, prachu, vodeé, nékteré ve zviratech, rostlinach a hmyzu. Kontaminace
zokolniho prostiedi je také velmi castd, napi. Vv potravindiském pramysiu nebo
i v mikrobiologickych laboratorich. [22]

Prominentnim lidskym patogenem rodu Bacillus je Bacillus anthracis, vyznamnym
patogenem je téZ Bacillus cereus. Jen prileZitostné mohou lidska onemocnéni vyvolavat
i Bacillus alvei, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis a dalSi. Nékteré jsou vyuZivany
jako producenti antibiotik, napi. Bacillus polymyxa produkujici polymyxin, nékteré bacily
produkuji enzymy, které se vyuZivai v potravindiském pramyslu (napt. amylasy)
nebo pii vyrob¢ pracich prostredka (proteasy). Bacily, produkujici proteasy patii
mezi proteolytické bakterie, které maji v prirodé vyznam v kolob¢hu dusiku. [22, 28]

Bacillus anthracis je pavodcem onemocnéni zvaného antrax, ¢esky snét’ slezinna. Jsou jim
za podobnych ptiznakt postihovani ngjen lide, alei zvitata, hlavné bylozravci (ovce, kravy
apod.). Charakter a prabéh onemocnéni je urcen piredevSsim branou vstupu do organismu,

podle kterého se rozvine bud’ kozni, plicni nebo gastrointestinalni forma. [22]

Bacillus cereus ma morfologické a rastové vlastnosti podobné jako Bacillus anthracis,
na rozdil od n& v3ak Bacillus cereus netvori pouzdro a roste ve velkych plstnatych
koloniich na krevnim agaru, obklopenych zonou Uplné hemolyzy. Disponuje fadou toxina
a faktoru virulence: produkuje fosfolipasu, hemolysiny a enterotoxiny. Podobn¢ jako rada
dalSich bacilu se i Bacillus cereus bézné vyskytuje v okolnim prostiedi, v pude, prachu,

vzduchu a vodé a je téZ castou soucasti fyziologické stievni mikroflory, kde
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I pres své vySe uvedené moznosti vyvoldva onemocnéni jen za urcitych podminek.
NejcastéjSim onemocnénim vyvolanym Bacillus cereus jsou otravy z potravin. Proto
je nutné, aby potravina uréena po dokonalém prohiéti ke skladovani, byla rychle zchlazena
a uloZena do lednicky (spory totiz prezivaji i var). Ke vzniku otravy z potravin je tieba
poZit znainé mnozstvi bakterii (infekéni davka se uvadi kolem 10” CFU.g™* pro dospélé
a 10° CFU.g"* pro d&ti). Onemocnéni pak probiha jako enterotoxikéza. Podle toho, ktery
Z enterotoxinu se uplatni, probiha bud’ jako syndrom zvraceni, ktery ma inkubacni dobu
1-5 hodin, nebo jako prajmovy syndrom, ktery méa inkubacni dobu 8-16 hodin a projevuje
se vodnatym prijmem a bolestmi biicha. Zdrojem infekce byvaji obvykle potraviny, které
byly po uvareni delSi dobu skladovany a prezivajici spory bacila v nich vykligily,
pomnoZily se a vyprodukovaly enterotoxiny. Tyto enterotoxikézy trvaji kolem 24 hodin.
Otravy z potravin obvykle odezni bez terapie, vhodna je hydratace pacienta. V pripadé
systémovych infekci je nutnd antibioticka terapie. Prevenci enterotoxikéz je pouze nalezité
zachézeni s potravinami. Potraviny musi byt dukladné povareny, nesmi se kontaminovat
smisenim s potravinami nevarenymi nebo pouzitim znecisténého nadobi a pokud nejsou

potraviny konzumovany ihned, museji byt uchovavany v chladu, alespon pii 4°C. [22, 29]

Obr. 3: Bacillus cereus [30]

5.2 Rod Escherichia

Rod Escherichia, ktery fadime do celedi Enterobacteriaceae zahrnuje 7 druht, z nichz
vyznamny je hlavné druh Esherichia coli, vyjimecné téZ Escherichia fergusonii,
Escherichia hermanii a Escherichia vulneris. [22]

Rod Escherichia je typovym rodem celedi Enterobacteriaceae. Enterobacteriaceae jsou
nesporolujici Gram-negativni tycinky, 2-3 um dlouhé aasi 1 um silné, nékdy se vyskytuji

i vtémer kulovité kokobacilarni nebo naopak vidknité formeé. Jgiich mikroskopicka
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morfologie je vramci celé ¢eledi uniformni, malo charakteristicka a neumoziuje jejich
rozliSeni. Az na vyjimky (Klebsiella, Shigella, Salmonella) jsou pohyblivé pomoci
peritrichdnich bi¢ika. Na povrchu nesou ¢etné fimbrie, které jsou vyznamné jako faktory
virulence umoznujici adhesi. Jsou fakultativné anaerobni, tj. schopné rastu za pritomnosti
kysliku i v anaerobnim prostredi, kdy zcukra tvoii fermentativnim metabolismem

kyseliny, nékdy i plyn. Mgji katalasu, nemaji oxidasu. [22, 31]

Enterobakterie dobie rostou na béznych kultivatnich médiich pti teploté¢ 37°C, druhy
vézané na jiné organismy nez na ¢lovéka nebo druhy vazané na okolni prostiedi pak rostou
I pii niZSich teplotach. Na selektivné diagnostickych padach mohou byt ¢astecné rozliseny,
napi. podle schopnosti zkvasovat laktosu (ptudy Endova a McConkey), nebo podle
odolnosti proti Zlucovym solim (Deoxycholatcitratovy agar). [22]

Enterobakterie jsou hojné rozSiteny v piirodé, v okolnim prostredi (napi Klebsiella
nebo Serratia), kde je jgich piezivani umoznéno jegich odolnosti proti zménam teploty
a céstecné i vyschnuti. Dde se vyskytuji ve vodé, v rostlindch a ve zvitatech, pro které
mohou byt patogenni. N¢které |ékairsky vyznamné druhy pravidelné osidluji lidské stievo,
a to hlavné rody Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter a Proteus,
které byvaji (s vyjimkou Proteus) pro své pribuzné vlastnosti shrnovany pod nazvem
koliformni bakterie. [22]

Escherichia coli je modelovym organismem pro nejraznéjSi pokusy v mikrobiologii, ¢asto
se pouziva v raznych biotechnologickych procesech, genetickych manipulacich apod.
Je pravidelnou a nezbytnou soucésti stievni mikroflory lidi a teplokrevnych Zivogichi.
Ve stievni mikroflére se jgji symbioticky G¢inek projevuje produkci vitaminu K, jakoz

i potlacovanim piipadného osidleni stievnimi patogeny. [22]

Extraintestindiné je E. coli vyznamny patogen. Kmeny E. coli, obsahujici enterotoxiny,
popi. jiné faktory virulence, vcetné invazivnich a kolonizagnich faktora, zpuasobuji
prijmova onemocnéni. E. coli je také hlavni pricinou infekci mocového Ustroji, infekci ran
a sepsi. Také ma prvorady vyznam pii hygienickém posuzovani vody a potravin. Slouzi

jako indikator fekalniho znecisténi a pripadného vyskytu stievnich patogend. [31]
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Obr. 4: Escherichia coli [32]

5.3 Rod Shigella

Taxonomicky patii rod Shigella do ¢eledi Enterobacteriaceae, je blizce piibuzny rodu
Escherichia, od néhoz je odliSitelny hybridizaci DNA. Podobné jsou rovnéZz jejich
biochemické vlastnosti, znichz magji diferenciatni vyznam hlavné testy
na pohyblivost, produkci plynu zglukosy, zkvaSovani laktosy, xylosy a piitomnost
b-galaktosidasy, které jsou u shigell negativni. Od escherichii se shigelly lisi hlavné svou
patogenitou i antigenni strukturou, takZze mohou byt dobie odliSeny sérologicky. Tyto
rozdily oviem neplati pro enteroinvazivni Escherichia coli, které se shigellam podobaji
biochemicky, vyvolavaji rovnéZz prajmova onemocnéni a maji podobnou antigenni
strukturu. Rod Shigella zahrnuje ¢ty druhy, které jsou totozné s antigennimi skupinami:
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella sonnei. Biochemicky
se tyto druhy liSi prakticky riznou schopnosti zkvaSovat mannitol, Shigella sonnel mize

opozdéne zkvadovat laktosu, ma pozitivni b-galaktosidasu a ornitindekarboxylasu. [22]

Shigelly jsou Gram-negativni, nepohyblivé, fakultativné anaerobni, nesporulujici tycinky.
Jgjich hostitelem je prakticky pouze ¢loveék a priméti, v kontaminovaném prostiedi véetné

potravin piezivaji pomérné Spatné, |épe se udrzuji v kontaminované vodg. [22]

Izolace shigell z potravin se poklada za obtiznou, nebot’ rast shigell je inhibovan
doprovodnou mikroflérou, zejména koliformnimi bakteriemi a bakteriemi rodu Proteus.
[33]

Shigelly jsou na rozdil od samonel vyhradné lidskymi patogeny, piendSi se primym
kontaktem nebo predmeéty. Shigelly jsou pavodci prajmového onemocnéni zvaného

bacilarni dysentérie, Uplavice nebo shigel6za. Je to vysoce nakaZlivé onemocreéni, jehoz
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puvodcem je negjc¢astéji Shigella dysenteriae a Shigella flexneri. Jde o typickou , nemoc
Spinavych rukou®. Shigelly jsou velmi dobie adaptovany na mnozZeni ve stievnim epitelu
a vybaveny ngkolika faktory virulence. Vyznamnym toxinem je tzv. Shiga toxin,
uvoliovany zlyzovanych bunék Shigella dysenterie sérovar 1, ktery pusobi jako
enterotoxin (na klicce kraiciho stieva), jako neurotoxin (na mysich) a jako cytotoxin
(n¢kdy nazyvén verotoxin). V epitelu tlustého stieva se shigelly mnozi za vzniku vieda
a nekréz a uvolnovani hlenu, hnisu a krve do stolice, jen vzacné mohou pronikat
do hlubsich struktur nebo az do krevniho ob&hu. [22, 24, 29]

Prenos shigel 6zy je v naSich podminkéach prakticky vyhradné fekané-ordlni, znecistényma
rukama nebo piimym kontaktem. Infekéni davka udévana pro shigelly je velmi nizka
(10%-10? bungk), proto potravina kontaminovana jiZz nizkym poctem tchto baktérii mize
vyvolat onemocnéni. Malé epidemie se vyskytuji v zatizenich svelkou koncentraci osob
a nedostatecnou zdravotnickou kontrolou. Statisticky je u nas vyskyt shigell6z mensi nez
vyskyt salmonel6z, prestoZe infekéni davka je u shigell daleko menSi nez u salmonel.
Onemocnéni vyvolavaji nejéastéji druhy Shigella dysenteriae a Shigella flexneri, které jsou
také nejvice virulentni. Po inkubacni dobé néekolika hodin aZ dni probiha vlastni
onemocnéni (prajmy, nékdy horecky apod.). Nebezpeci dehydratace vSak neni tak zavazné
jako u salmonel6z. [22]

Obr. 5: Shigella flexneri [34]
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5.4 Rod Staphylococcus

K roku 2005 uvadi List of Bacterial Names celkem 40 druht stafylokokt s 24 poddruhy.
Statni zdravotni Gstav pak celkem 49 druht a poddruhi. Rod Staphylococcus je jednim
zpéti roda ¢eledi Staphylococcaceae. Ta je fazena k fadu Bacillaceae, kam téZ patii

napi. rody Bacillus a Listeria.

Stafylokoky jsou nesporulujici, nepohyblivé, vétSinou neopouzdiené Gram-pozitivni koky
o praméru cca 1 um, tvorici obvykle hroznovité shluky. Az na striktné anaerobni druhy
Saphylococcus aureus subsp. anaerobius a Staphylococcus saccharolyticus jsou
fakultativné anaerobni a maji pozitivni katalasu, tj. rozkladaji peroxid vodiku na vodu
a kyslik. Jsou pomeérné rastové nendrocné, dobie rostou napi. na Zivném a krevnim agaru,
kde tvoii hladké okrouhlé kolonie, které jsou u vétsiny druhi bilé, u nékterych zbarvené
karotenoidnimi pigmenty Zluté¢ az Zlutohnéd¢, u nekterych druht vykazuji hemolyzu.
V zevnim prostiedi pomérné dobie preZivaji, zvlasté za pritomnosti bilkovin odolavaji
suchu, zdhievu az na 55°C. Toleruji pomérné vysoké koncentrace soli aZz do obsahu
10 % NaCl. [22]

Uvnitt souboru stafylokoka je vyznaénym diferenciatnim znakem produkce enzymu
plasmakoagulasy, podle niz se dsafylokoky déli na koagulasa-negativni
a koagulasa-poztivni. Koagulasa-negativni stafylokoky, zeiména Staphylococcus
epidermidis, jsou béZnou soucasti fyziologicke flory lidského téla. Vyskytuji se hlavné
na kazi a v hornich cestach dychacich. Mezi koagulasa-poztivni stafylokoky patii
napi. Staphylococcus aureus a Staphylococcus intermedius, pro které je prirozenym
hostitelem ¢lovek. [22]

Stafylokoky jsou znacné odolné vuci faktoram vnéjsSiho prostiedi. Produkuji toxiny
bilkovinné povahy, které napoméhaji jegjich praniku a rozmnozovani ve tkanich hostitele.
[24]

Vaznym problémem je piitomnost Staphylococcus aureus v lahudkéiskych vyrobcich,
zeijména v téch, které obsahuji vejce nebo majonézu. Vyskyt této bakterie je nebezpecny
taktéz v syrech balkanského typu, které jsou uchovavany ve slaném ndevu. Maze zde
dlouhodobé prezivat. Pro ¢lovéka a prakticky pro vSechny teplokrevné Zivocichy
je patogenni. BéZné je nazyvany jako zlaty stafylokok. PrestoZze se pomérné ¢asto vyskytuje

na kuzi a dliznicich zdravych osob, je vybaven bohatym sortimentem faktora virulence
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povahy antigeni, povrchovych dlozek, extracelularnich enzymi (plasmakoagulasy,
stafylokinasy), toxina (hemolysiny, toxin syndromu toxického Soku, enterotoxiny)
a prilezitostné vyvolava fadu zavaznych endogennich i exogennich onemocnéni. Lidsky
organismus je vSak vaci stafylokokové infekci pomérné znacné odolny. K onemocnéni
dochazi zpravidla pii oslabeni organismu nebo pii infekci velkou davkou virulentniho
kmene. Jako prileZitostné lidské patogeny se uplatiuji Staphylococcus epidermidis,
Saphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Saphylococcus saprophyticus,
Saphylococcus sciuri, Saphylococcus warneri. Kmeny stafylokokd permanentné
kontaminuji v nemocnicich velké mnozstvi pomucek, pristroja, raznych materidia
apovrcha. [22, 25, 35, 36]

Obr. 6: Saphylococcus aureus [37]
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6 ANTIMYKOTICKE VLASTNOSTI LAPACHA

Mikroskopické houby se staly neoddélitelnou soucésti Zivotniho a pracovniho prostiedi
¢loveéka. Jsou vyuzivany k produkci nejraznéjSich typt a druht potravin (mlécné vyrobky,
alkoholické nédpoje, drozdi g.) a organickych latek (enzymy, kyseliny, vitaminy a dalsi
rastoveé latky), veéetné antibiotik. Nékteré kvasinky se mohou vyskytovat jako nezadouci
kontaminanty nékterych pramyslovych vyrob, zefména kvasinky, které velmi dobie rostou
v prostiedi se zvySenym obsahem cukri a soli (zastupci rodu Zygosaccharomyces).
V neposledni fadé se jedna o nepiijemné zdravotni dopady na ¢lovéka, a” uz formou
infek¢nich onemocnéni, aergii nebo otrav. Drive jimi byli postizeni hlavné pracovnici
v zemédélstvi, kde se alergie dychacich cest projevovala jako tzv. farmarské plice nebo
jako senné rymy. Dnes se toto onemocnéni vyskytuje hojné i ve méstech. Pri¢inou jsou
spéry roda Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Botrytis atd. Jsou pritomny
ve venkovnim prostiedi, ae také v bytech a pracovnach, kde se udrzuje vihko a nachéazeji
se zbytky polorozlozenych organickych |atek. Nebezpecné je také znehodnoceni potravin
mykotoxiny. [38, 23, 39]

Mikroskopické houby délime zpraktického hlediska na vl&knité mikromycety

(mikroskopickeé viaknité houby, plisng), kvasinky a kvasinkové mikroorganismy. [38]

Mikromycety jsou vicebunééné nebo jednobunécné (kvasinky) eukaryotni organismy
s heterotrofni vyZivou (jsou zavislé na organickém substrétu). Ziviny ziskévaji absorpci
z okolniho prostiedi. Mikromycety jsou v pievazné vétSing saprofytické organismy, které
pini v ekosystémech nenahraditelnou roli destruenti a podili se tak vyznamné na kolobéhu
ldtek a energie v prirodé. Jen nepatrna ¢ast hub se prizpasobila k parazitizmu jinych

organismu, véetné ¢loveka. [38]

V pripadé mnoha patogennich hub hraji spory rovnéz vyznamnou Ulohu v patogenezi
mykotickych onemocnéni jako jsou mykdzy, mykotoxikozy, mykoalergie. Mykézy délime
podle postizeného organu na houbova onemocnéni kuze (dermatofyty, piipadné

dermatomykdézy) a na kvasinkové houby a plisné. [40, 38]

V Zivotnim a pracovnim prostredi ¢lovéka jsou mikromycety piitomny v ovzdusi, padé,
vodé, na povrchu Zivych a odumielych organismu, v krmivu, v potravinovych surovinach

rostlinného pavodu a potravinéch. [38]
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Caj lapacho je velmi Gginny proti nékterym druham hub, které mohou lidskému télu
pusobit velké neprijemnosti. Normalizuje latkovou preménu cukru, posiluje jétra, ledviny
adezinu a celkové pasobi na obranny systém tak, Ze produkuje imunitni bunky, které atogi
na houbové spory. V Jizni Americe se velmi Uspédné pouziva proti kvasinkovému
onemocnéni tzv. kandyddze (onemocnéni kuZe, dliznic, nehtd a vnitinich organt)

zpusobenému kvasinkou Candida albicans. [1, 41]

6.1 Rod Candida

Candida je kvasinka, vieckovytrusa houba z ¢eledi Cryptococcaceae. Z mnoha kvasinek,
existuje jich nékolik set, je patogennich pouze nékolik. Existuje asi 200 druha candid,
z nichz je Candida albicans nej¢astéjsi, s vyskytem 90 %. [42]

Kvasinky rodu candida se vyznacuji rozmanitymi tvary bunék (ovany, elipsoidni,
cylindricky, trojhranny aZ protahly tvar). Tvori pseudomycelium s blastosporami. Jgjich
kolonie jsou kulaté, hveézdicovitého tvaru, barvy bilé nebo krémové, hladké, vypouklé,
mazlavé konzistence a kvasné vang. Oxiduji organické kyseliny, rozkladaji bilkoviny

atuky. Zivi se na dkor jinych organism. [36, 42, 43]

Kvasinky Candida albicans jsou soucasti bézné mikroflory zdravych lidi, vyskytuji
se tedy prirozené. Nazyvgi se obligatornimi symbionty. V normdni koncentraci jsou
pro hostitele dokonce nezbytné, protoze se ¢astecné Zivi odumielymi a odpadnimi |atkami
(zastavgi cistici funkci) a také vytvareji pro hostitelsky organismus uzitecné travici
enzymy. Kvasinky Candida albicans potiebuji vihké prostiedi, a tak se vyskytuji pievézné
na dliznicich jako jsou Usta, Zaludek, stieva nebo vagina. [42, 44]

Patogennimi  mikroorganismy se stavgji aZz od ur¢ité koncentrace, tedy tehdy, kdyz
se zatnou nekontrolované mnozit a kvasinkova forma se zméni vinvazivni formu
plisiiovou, kterd muZe vyvolavat nejraznéjsi fyziologické stavy a priznaky. Dochazi tak
k poruSeni fyziologické rovnovahy. V mite, v jaké je naruSena rovnovazna hodnota pH
a stoupa bazicita ve strevé a kyselost v krvi, stoupd patogenita, a houba prestava Zit
v symbioze. Velmi dulezitou vlastnosti je schopnost adheze, tedy moznost houby se pevné

uchytit na povrchu sliznice. [42]

Vyzivou pro Candida albicans je koncentrovany cukr, vyrobky z denaturované mouky,

Stévy se sklonem ke kvaSeni, ovoce, pivo a akohol. Na dliznici vytvaieji kolonie a poté
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rychle pronikaji hloubéji do tkang; piitom vytvareji enzym Stépici bilkoviny, ktery narusuje
povrch diznice a usnadiuje tak houbam pronikéani dovnitt. Houba se zde rozmnoZzuje
pouze lokalné. PostiZzen je pouze urcity organ nebo systém organi. Od urcité koncentrace
v&ak piekondva hranici organi, prenasi se krevnim obéhem do jinych organa (plice
a ledviny jsou hlavnimi sekundarnimi organy) a mykéza se generalizuje. Tato kvasinka
vylucuje velkd mnozstvi toxickych latek jako kyseliny, alkoholy a toxiny, které silng

zatézuji jétra, coz muze postupem ¢asu vést k raiznym chronickym nemocem.

Mezi nejvyznamnéjsi faktory napoméhajici mykdzam patii podstatné snizend odolnost
a narusena bunééna imunita. Z potravin jsou to cukr a veSkeré koncentrované sladkosti,
priliS mnoho obilnych vyrobku, Zivocisnych bilkovin a odklon od piirozeného péstovani
rostlin. Dale uzivani antikoncepénich prostiedki, stalé rostouci nasazovani kortikoidi
aantibiotik. [40, 41, 42]

Candida albicans muze byt pricinou Unavy az vycerpanosti, deprese, bolesti svalu
a kloubu, koznich vyrazek, ale predevSim vaginanich vytoki. V extrémnich ptipadech
muze zachvatit vnitini organy a vést ke smrti. Kandiddzy vnitinich organu vznikaji
predeviim u oslabenych jedinca, u téhotnych Zen a novorozenci. V Némecku je pocet
letdlnich piipada zhruba 7000 roc¢ng. [42, 45]

Obr. 7: Candida albicans [46]

Cq lapacho je sice nelinny pii piimém pouZiti proti kvasinkdm, jak jednoznacng
dokladaji mnohé laboratorni pokusy, aviak nepiimo se v Jizni Americe uz cela staeti
velmi Uspédné pouziva na lécbu tohoto onemocnéni. Zakladem problému je totiZz zhorSena
l&tkova preména v celém téle, a ta se uzivanim lapacha normalizuje. Z téchto davodi

by se m¢l ¢aj lapacho pouzivat i vniting. [1]
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7 ANTIPARAZITICKE VLASTNOSTI LAPACHA

Parazitologie je nauka o cizopasnych ZivociSich. Parazitologie je oborem, ktery v sobg¢
zahrnuje studium parazita a jeho vztah shostitelem i prostiedim. Neni oborem pouze
zoologickym, ae rovnéZz oborem interdisciplindrnim. Pavodné klasické parazitologické
discipliny jako systematika, morfologie ¢i ekologie paraziti se dnes vyvijgi, ato i diky
pouzivani metod molekularni taxonomie, elektronové mikroskopie ¢i matematického
modelovani. Naplni parazitologie je studium Zivocicha , parazita“, ktefi si vytvorili Zivotni
strategie na uUkor jinych Zivocichi ,hostiteli“. Vyznam parazitt pro ¢loveka a jiné
Zivocichy je bezesporny, mnoho parazitarnich onemocnéni je sledovano Svétovou
zdravotnickou organizaci (World Health Organization, WHO) a jinymi mezinarodnimi

vladnimi i nevliadnimi organizacemi. [47, 48]

Parazitizmus je velmi rozSiteny biologicky jev v prirodé, ktery poméh& udrZovat
ekologickou rovnovahu v ekosystémech, patii mezi ngjslozitéjsi rovné vzgemnych vztaht
dvou organismi. Jedn& se o koexistenéni vztah dvou heterospecifickych (riznych druhu)
organismu, znichZ jeden je parazit, ktery ziskava vyhody na ukor jiného organismu.
Paraziti jsou skupinou predatori Zivicich se tkéanémi jinych Zivych organismi. Ziji tedy
v tésném spojeni se svymi hostiteli, na kterych jsou metabolicky zavidli. [47]

Klicovou sloZkou lapacha, ktera prokazuje znatnou aktivitu proti rozli¢nym onemocnénim
zpusobenych parazity je lapachol. Rostlina Tecoma lapacho vykazuje antiparazitické
vlastnosti proti rodam Plasmodium, Trypanosoma a Schistosoma. Vysledky zkouSek byly
Klinicky uznany. [49, 50]

Pri zevnim napadeni parazity se doporucuje myti v silném lapachovém ¢aji a ¢astecné nebo
celkové lapachové koupele. Ve velmi téZkych pripadech navic postizend mista vicekrét
denn¢ potirat lapachovou tinkturou. Napadeni parazity poukazuje vzdy na silné znecisténi
organismu. Pri vnittnim napadeni parazity se doporucuje |é¢ebna kura lapachového ¢aje,

pripadné doplnit stravu lapachovymi kapslemi. [1]

7.1 Rod Plasmodium

Rod Plasmodium systematicky tadime spolu srody Toxoplasma a Cryptosporidium
do kmene Apicomplexa (Sporozoa), podiiSe Protozoa. Rod Plasmodium se ftadi

mezi permanentni (trvalé) parazity. Konkrétn¢ se vyskytuje v krvinkach. [47]
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Nemoc vyvolana parazitem rodu Plasmodium se nazyva maérie. Pivodcem malérie jsou
Ctyfi druhy prvoku tohoto rodu — Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae, Plasmodium falciparum. VSechny druhy jsou rozSireny v subtropech a tropech.
V Ceské republice byla malérie eradikovana v roce 1960 - prenaSes pritomen, ale nema zde
vhodné podminky. Inkubacni doba byva 10-14 dni. Onemocnéni se projevuje jako horecka

stresavkou a anémie. [47]

7.2 Rod Schistosoma

Rod Schistosoma patii mezi nejvyznamnéjsi parazitické zastupce helminta. Schistosoma
se spolu srody Fasciola a Dicrocoelium fadi do téidy Trematoda, kmene Plathelminthes.
[47]

Schistosoma  parazituje v cévni soustavé obratloven, veetné ¢loveka.  Zpusobuje

onemocnéni ¢lovéka a zvitat - schistosomozu (diive bilharzidza).

Schistosombéza se vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastech a prendsi
se pies kontaminované vodni prostiedi. Behem onemocnéni dochézi k horeckam, anémii,
otokam, zduteni uzlin, bolestem hlavy a k poSkozeni kaze, v pozdéjSim stadiu dochézi

k poskozeni krevnich cév, které miaze prechazet az v karcinomy. [47]

7.3 Rod Trypanosoma

Systematicky fadime rod Trypanosoma mezi mikroparazitické zéstupce protozoi.
Trypanosoma je rodem podiaddu Trypanosomating, ktery fadime do fadu Kinetoplastida,

kmene Sarcomastigophora. [47]

TrypanosomOza patii mezi protozoarni onemocnéni. Podle oblasti vyskytu rozlisujeme

Africkou trypanosomozu (Spava nemoc) a Americkou trypanosomozu (Chagasova nemoc).

Pfi onemocnéni dochézi ke vzniku primérniho zanétu v mist¢ vniku, k nepravidelnym
vysokym horeckam. DalSimi priznaky jsou nechutenstvi, anémie, prajmy, zvétSena jétra
a dezina. Po roce se objevuji priznaky postizeni centrani nervové soustavy (zanét
mozkovych blan s krvacenim), poruchy vidéni, spavost a hubnuti. Nejzavaznéjsi dasledky
jsou srdecni selhani pii vyvoji paraziti v srdecni svaloviné nebo ztrdta nervové kontroly
zazivaci trubice, je-li napaden nervovy systém. Akutni féaze muze konéit i smrtelng,

zejména u mensSich déti. [47, 51]
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8 ANTIVIROVE VLASTNOSTI LAPACHA

Viry jsou nukleoproteinoveé ¢astice, které nesou urcitou genetickou informaci, avsak nemaji
vlastni enzymové vybaveni pro zgjisténi zakladnich Zivotnich funkci. Predstavuji
nebunééné formy, které postrédaji nekteré Zivotné duleZité systémy, zejména
proteosynteticky aparat. Viroveé specifické bilkoviny jsou tak syntetizovany prostiednictvim
prisludnych systému hostitel skych bunék. Proto viry nemohou Zit samostatné (autonomng),
ale jenom jako vnitrobunécni paraziti. Tento parazitizmus probiha na genetické
a biochemické urovni, nebot’ v hostitel ské bunce prejima virovy genom informacni a fidici

funkce potiebné pro tvorbu novych viriona. [23]

Proniknuti viru do hostitelské buriky se nazyva virovou infekci. Vétsina vira poskozuije,
piipadneé i ni¢i hostitelskou bunku nebo ovliviuje jei kontrolni mechanizmy. Nekteré viry
mohou Vv hostitelské bunce zistavat v latentnim stavu. Jegjich geneticky materid se stava
soucasti genetického materialu hostitelské burky jako tzv. provirus (u bakterianich vira
jako tzv. profag). [23, 52]

Viry piedstavuji velmi heterogenni skupinu mikroorganizmi. Specifické viry napadaji
urcéité Zivocisné buiky a vyvoléavaji specificka onemocnéni hostitele, jiné napadaji rostlinné
bunky (fytoviry). Bakteriofagy (fagy) napadaji bunky urcitych druht bakterii, mykoviry
napadaji bunky hub. V poslednich letech byly zjig&tény i viry napadajici sinice (cyanofagy),
zelené fasy nebo prvoky. [23]

Jednotlivé komponenty ¢aje lapacha vykazuji signifikantni antiviroveé vlastnosti proti viram

Herpes simplex typu | all, Influenza, Polia virus a Vesicular stomatitis virus. [12]

8.1 Herpessimplex virus

Herpes simplex virus (HSV) ndlezi do ¢eledi Herpesviridae, podéeledi Alphaherpesviridae.
HSV typ | atyp Il jsou rozlisitelné imunologicky za pouZiti vysoce specifickych, nebo
monoklonalnich protilatek. [43]

Pavodcem nakaZlivého onemocnéni je Herpes simplex virus (HSV), a to bud’ typ | nebo
typ 1. HSV pisobi nglen v oblasti ordlni, kde se projevuje opary (Herpes labialis), ale také
v oblasti genitalni, glutedni ¢i analni (Herpes genitalis). [53, 54]
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Projevem oparu jsou bolestivé puchyiky na kazi, které praskgi a zasychaji ve strupy,

nasliznici se opar projevuje jako afty. [24]

8.2 Rod Influenza

Influenza je nakaZliva nemoc zpusobena RNA virem. Chiipkové viry A, B a C patii
do celedi Orthomyxoviridae a déli se do dvou rodu. Viry typu A atypu B jsou fazeny jako

dvadruhy do rodu Influenzavirus. Virus chiipky typu C je povazovan za zvlastni rod. [55]

Influenza neboli chtipka je nakazlivé onemocnéni, které postihuje pievazné dychaci cesty.
V soucasné dobg je patrné nejcastéjsi infekci, kterd postihuje ¢lovéka. Kazdy rok dostane
chiipku 10-30 % svétové populace. Mezi symptomy patii bolesti hlavy, suchy kasel
azvySenateplota. Dédle se piidava celkova dabost, bolesti svalt, kloubu atd. U déti se prvni
piiznaky mohou projevit uz po 24 hodinach. [54, 55]

Velmi dileZita je prevence, kterd spociva jak v ¢astém pohybu na vzduchu, vyZivné stravé

tak v dostatecném piijmu vitamini. Chtipce je mozné piedejit ockovanim. [56]
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9 DALSI LECIVE UCINKY CAJE LAPACHA

Lehky ¢ajovy odvar zlepSuje obranyschopnost téla az o 48 %, stimuluje tvorbu ¢ervenych
krvinek, omezuje vznik raznych krevnich onemocnéni a posiluje srdce a cévy. Je silnym
antioxidantem, ktery snizuje precitlivélost téla na razné chemikdlie. Dée snizuje
vstiebavani glukézy a tak se vyuzivad pro sniZzeni rizika vzniku diabetu. ZlepSuje
metabolismus, ¢innost kostni dieng, sleziny a dlinivky. Lapacho omezuje vznik ekzému,
impetiga, migrén, bolesti kloubu, artritidy, Parkinsonovy choroby, roztrousené sklerdzy
a vaginanich vytoku. Zklidiuje psychiku, pozitivné ovliviiuje spanek a zlepsuje odolnost

centrdniho nervoveého systému. [57]

Lapacho povzbuzuje ¢innost stiev a zaZivani, poméhé jatram pii odvadeéni Skodlivych |atek

Z télaa zbavuje télo kyselin. Uklidnuje podrézdénou, zarudlou kiZi a sniZzuje svédivost. [3]

Cqj lapacho odvédi ztéla jedy, negistoty, tézké kovy. Pasobi mocopudné a aktivuje
piirozenou funkci potnich Zldz. Lapacho se da velmi dobie kombinovat sjinymi
rostlinnymi 1éky, protoZze piimo nebo nepiimo dokdze posilit Ucinky doprovodnych

preparéatu. [1]
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. PRAKTICKA CAST
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10 METODIKA

10.1 PouZité pristroje a pomicky
- Autoklav — Varioklav, Dampfsterilisator
- Biologicky termostat — Biological thermostat BT 120
- Bunsenuv kahan
- Digestor — Merci s.r.0
- Filtragni aparatura
- Chladni¢ka - Whirlpool
- Kultivagni nadoby
- Laboratorni sklo
- Mikropipeta (100, 500 a 5000 ul)
- Mikrovinnatrouba— Elektrolux EMM 2005
- Myckanadobi — Siemens SE 250CZ
- Vakuovarotatni odparka— Ingos, RVO 400 A
- Susarna— KBC 100/250
- Sterilni hokejka, ockovaci klicka
- Vahy — Schoeller instruments

—Kern 440-47N

10.2 Material

10.2.1 Zivné pady

Mikroorganismy jsou Vv laboratofich kultivovany na sterilnich Zivnych pudach. Jgjich
sdozeni musi vyhovovat véem pozadavkam daného organismu na vyZivu, pH, osmotickeé
poméry a dasi fyzikané-chemické podminky. Pripravovana zivna média musi byt
izotonickd, musi obsahovat zdroj uhliku a dusiku v koncentraci a formé optimalni

pro kultivovany organismus, potiebné riustove faktory a dostatek vody.
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M asopeptonovy agar ¢. 1

Masopeptonovy agar se pouziva pro izolaci baktérii kiizovym roztérem. Je univerzalnim

meédiem pro celou fadu baktérii.

Tab. 2: SloZeni masopeptonového agaru ¢.1 na 1000 ml destilované vody

SLOZKA MNOZSTVI [g]
masovy vytazek (Protose — BE) 3,0
pepton 50
NaCl 50
agar 15,0

pH 6,8-7,0

M asopeptonovy agar €. 2

Tab. 3: SloZeni masopeptonového agaru ¢.2 na 1000 ml destilované vody

SLOZKA MNOZSTVI [g]
masovy vytazek (Protose — BE) 10,0
pepton 10,0
NaCl 5,0
agar 15,0

pH 6,8-7,2
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Sabouraud dextrose agar

Sabouraud dextrose agar se pouZziva pro kultivaci kvasinek, plisni a acidotolerantnich

bakteérii.

Tab. 4: SloZzeni Sabouraud dextrose agaru na 1000 ml destilované vody

SLOZKA MNOZSTVI [q]
mykologicky pepton 10,0
dextrosa 40,0
agar 15,0

pH 5,6+0,2

10.2.2 Pomnozovaci médium

M asopeptonovy bujon

Masopeptonovy bujon svym sloZzenim vyhovuje poZzadavkim na vyzivu celému spektru

organismi.

Tab. 5: SloZeni masopeptonového bujonu na 1000 ml destilované vody

SLOZKA MNOZSTVI [g]
masovy vytazek (Protose — BE) 3,0
pepton 50
NaCl 50

pH 6,8-7,0

10.2.3 PouZitéroztoky a chemikalie
- Aceton — Penta, Svec, Chrudim
- Destilovanavoda
- Dezinfekeni prostiedky (jar, savo)

- Ethanol — Lukes, Uhersky Brod

- Fyziologicky roztok (8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody)
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- Hexan — Penta, Svec, Chrudim
- Hydroxid draselny (2% KOH)

- Tecome lapacho — Oxalis, spol. sr.o., SluSovice

10.2.4 Testované mikroorganismy
- Bacillus cereus

Escherichia coli

Shigella flexneri

Saphylococcus aureus

Candida albicans

V&echny kmeny byly poskytnuty ze shirky laboratore UPI, UTB ve ZIing.

10.3 Priprava extraktu Tecome lapacho

Pro piipravu extraktu Tecome lapacho byla zvolena tato rozpoustédia: 100% aceton,
100% hexan, 100% ethanol a 40% ethanol. Dale byla pouZita destilovana voda k pripravé
vodného vyluhu.

10.3.1 Priprava acetonoveho extraktu Tecome lapacho

Bylo pripraveno Sest 50 ml odmérnych ban¢k. Do tii z nich bylo s presnosti na 0,01 g
navéZeno 0,25 g (odpovida koncentraci 5 g.I) kiry Tecome lapacho a do dalSich tii bylo
navéZeno 0,5 g (odpovida koncentraci 10 g.I™) kary Tecome lapacho. Kirra byla nasledng
zalita acetonem. Dva piipravené extrakty (5 g.I™* a 10 g.I™%) byly vystaveny dennimu svétlu
a pokojové teplots (20°C) po dobu 14 dni. Dal& dva takto pripravené extrakty (5 g.l™
a 10 g.™) byly obaleny alobalem a ponechéany ve tm& po dobu 14 dni a posledni dva
extrakty (5 g™ a10 g.I™) byly dany do termostatu a vystaveny teploté 37°C. Po 14 dnech
byly sledovany vysledné extrakty z kury Tecome lapacho.

10.3.2 Priprava hexanového extraktu Tecome lapacho

Bylo piipraveno Sest 50 ml odmérnych ban¢k. Do tii z nich bylo spresnosti na 0,01 g

navéZeno 0,25 g (odpovida koncentraci 5 g1™) kiry Tecome lapacho a do dalsich tii bylo
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navéZeno 0,5 g (odpovida koncentraci 10 g.I) kary Tecome lapacho. Kiira byla nasledng
zalita hexanem. Dva pripravené extrakty (5 g.I™* a 10 g.I™) byly vystaveny dennimu svétlu
a pokojové teploté (20°C) po dobu 14 dni. Dal& dva takto pripravené extrakty (5 g™
a 10 g!™) byly obaleny alobalem a ponechany ve tm& po dobu 14 dni a posledni dva
extrakty (5 g.I™" a 10 g.I"™") byly dany do termostatu a vystaveny teploté 37°C. Po 14 dnech
byly sledovany vysledné extrakty z kary Tecome lapacho.

10.3.3 Priprava ethanolového extraktu Tecome lapacho

Bylo pripraveno osm 50 ml odmérnych banék. Do ¢tyt z nich bylo s presnosti na 0,01 g
navéZeno 0,25 g (odpovida koncentraci 5 g.I™) kiiry Tecome lapacho a do dal&ich &tyt bylo
navéZeno 0,5 g (odpovida koncentraci 10 g.I™) kary Tecome lapacho. Kirra byla nasledng
zalita 40% ethanolem. Dva ptipravené extrakty (5 g.I™* a 10 g.I™) byly vystaveny dennimu
svétlu a pokojové teploté (20°C) po dobu 14 dni. Dalsi dva takto piipravené extrakty
(5 g™ a 10 gI™) byly obaleny alobalem a ponechény ve tm& po dobu 14 dni, dal& dva
extrakty (5 gl a 10 gI™) byly dany do termostatu a vystaveny teplots 37°C. Posledni dva
extrakty (5 gl a 10 g!™) byly umistény do chladnicky a vystaveny teploté 4°C.
Po 14 dnech byly sledovany vysledné extrakty z kiry Tecome lapacho.

Ddle byly pripraveny ¢tyti 100 ml odmérné banky. Do dvou z nich bylo s presnosti
na 0,01 g navézeno 0,5 g (odpovida koncentraci 5 g.I™) kiiry Tecome lapacho a do dalich
dvou bylo navézeno po 1,0 g (odpovida koncentraci 10 g.I™) kiiry Tecome lapacho. Kira
byla nésledng zalita 100% ethanolem. Dva pripravené extrakty (5 gl™ a 10 gl™) byly
vystaveny dennimu svétlu a pokojoveé teploté (20°C) po dobu 14 dni. Dalsi dva takto
pripravené extrakty (5 .1t a 10 g.I™") byly obaleny alobalem a ponechény ve tm& po dobu
14 dni. Po 14 dnech byly sledovany vysledné extrakty z kary Tecome lapacho.

10.3.4 Priprava vodného vyluhu Tecome lapacho

Byly piipraveny ¢tyti 100 ml odmérné banky. Do dvou z nich bylo s presnosti na 0,01 g
navéZeno 0,5 g (odpovida koncentraci 5 g.I™) kary Tecome lapacho a do dal&ich dvou bylo
navézeno 1,0 g (odpovida koncentraci 10 g.™) kary Tecome lapacho. Kura byla
nésledné zalita destilovanou vodou. Dva pripravené extrakty (5 gl™ a 10 g.l™?) byly
vystaveny dennimu svétlu a pokojoveé teploté (20°C) po dobu 14 dni. Dalsi dva takto



UTB ve Zlinég, Fakulta technologicka 47

pfipravené extrakty (5 g.I™* a 10 g.I™") byly obaleny alobalem a ponechény ve tmé& po dobu
14 dni. Po 14 dnech byly sledovany vysledné extrakty z kary Tecome lapacho.

10.4 Antibakterialni U¢inek extraktu Tecome lapacho na Bacillus cereus

Pro testovéni antibakteridiniho U¢inku extraktu Tecome lapacho byla pouZita

diskova difizni metoda a metoda nazvana jako ,, metoda v bujonu”.

10.4.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Bacillus cereus

diskovou difuzni metodou
Piiprava pady MPA ¢. 1:

S piesnosti na 0,01 g bylo navdzeno 3,0 g masového vytazku (Protose — BE), 5,0 g
peptonu, 5,0 g chloridu sodného a 15,0 g agaru do 1000 ml destilované vody. 2% KOH
bylo pH upraveno na hodnotu vrozmezi 6,8-7,0. Smés byla nasledné sterilovana

v autoklavu pti 121°C po dobu 15 min.
Priprava pady MPA ¢&. 2:

S presnosti na 0,01 g bylo navaZzeno 10,0 g masového vytazku (Protose — BE), 10,0 g
peptonu, 5,0 g chloridu sodného a 15,0 g agaru do 1000 ml destilované vody. 2% KOH
bylo pH upraveno na hodnotu vrozmezi 6,8-7,2. Smés byla nasledné sterilovana

v autoklavu pii 121°C po dobu 15 min.
Oziveni kultury (pieo¢kovani na Petriho misku):

Na povrch tuhého kultivacnino média (MPA ¢. 2) byla prenesena kultura, kterd byla

nasledné metodou kiiZzového roztéru rozetrena sterilni kli¢kou.

Cast A:

Do 250 ml odmérné banky bylo spiesnosti na 0,01 g nav&Zeno 12,5 g (odpovida
koncentraci 50 g.I™") kiry Tecome lapacho. Kara byla nasledng zalita 40% ethanolem.
Takto pripraveny extrakt byl obalen alobalem a uchovan ve tmé po dobu 14 dni. Po této

dobé¢ byl extrakt prefiltrovan. Z extraktu byly nasledné pripraveny dalSi extrakty
o vyslednych koncentracich 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 % lapacha.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly pripraveny z filtratniho papiru. Na Sest diska bylo

pipetou naneseno 15 ul ethanolového extraktu Tecome lapacho o koncentracich 0,5; 1,0;
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1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 %. Zaroven byl piipraven kontrolni disk, ktery byl napustén pouze
40% ethanolem. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nasledné byla do 5 ml fyziologického
roztoku sterilni klickou preockovana kultura Bacillus cereus. Ze vzniklé suspenze bylo
pipetou pieockovano 100 pl bakteriani suspenze na Petriho misky s masopeptonovym
agarem (MPA ¢. 1) arozetreno sterilni hokelkou. Poté byly disky pomoci sterilni injekeni
jehly kladeny na plotny a nasledovalainkubace pii 37°C po dobu 24 hod.

Cast B:

Do 250 ml odmérné banky bylo spiesnosti na 0,01 g nav&Zeno 12,5 g (odpovida
koncentraci 50 g.I™) kiiry Tecome lapacho. Kiira byla nésledng zalita destilovanou vodou.
Takto pripraveny extrakt byl umistén do chladni¢ky pii 4°C po dobu 14 dni. Po této dobé
byl extrakt prefiltrovan a na zavér sterilovan v autoklavu pii 121°C po dobu 15 min.
Z extraktu byly nasledné pripraveny dalsi extrakty o celkovych koncentracich 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 3,0; a5,0 % lapacha.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly piipraveny z filtraéniho papiru. Na Sest diska bylo
pipetou naneseno 15 ul vodného extraktu Tecome lapacho o koncentracich 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 3,0; a 50 %. Zaroven byl pripraven kontrolni disk, ktery byl napudtén pouze
destilovanou vodou. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nasledné byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou preoctkovéna kultura Bacillus cereus. Ze vzniklé
suspenze byla kultura pipetou pieockovana (100 ul) na Petriho misky s masopeptonovym
agarem (MPA ¢. 1) arozetiena sterilni hokejkou. Poté byly disky pomoci sterilni injekéni
jehly kladeny na plotny a nasledovalainkubace pii 37°C po dobu 24 hod.

10.4.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Bacillus cereus

»metodou v bujonu*
Piiprava pomnoZovaciho bujénu:

Bylo navézeno 3,0 g masového vytazku (Protose — BE), 5,0 g peptonu a 5,0 g chloridu
sodného do 1000 ml destilované vody. pH bylo upraveno 2% KOH na hodnotu v rozmezi
6,8 — 7,0. Bujon byl sterilovan pii 121°C po dobu 15 min.

Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA ¢. 2) pro bakteridni
kmen Bacillus cereus byli pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1. Stejné tak
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oziveni kultury pieockovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem uvedenym v této

kapitole.

10.4.2.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Bacillus cereus metodou v bujonu —

pilotni pokus

Do 250 ml odmérné banky bylo s presnosti na 0,01 g navazeno 2,5 g kiiry Tecome lapacho.
Kura byla nasledné zalita 40% ethanolem. Takto piipraveny extrakt byl obalen alobalem
a ponechan ve tmé po dobu 14 dni. Po této dob¢ byl extrakt piefiltrovan.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Bacillus cereus, kterd byla nasledné¢ inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dae bylo
pripraveno 5 x 50 ml sterilniho bujénu. Do 2 lahvi¢ek s bujoénem byl pridéan pouze
40% ethanol a to v mnozstvi 5,5 ml a 33,3 ml. Do dalSich dvou lahvi¢ek s bujonem byl
pridan 40% etanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujénu byla
0,1 % (odpovida mnozstvi 5,5 ml) a 0,4 % (odpovida 33,3 ml). Zaroven byl piipraven
kontrolni vzorek, ktery neobsahoval ani 40% ethanol ani 40% ethanolovy extrakt Tecome
lapacho. Ke véem vzorkim byla pridana namnoZena kultura Bacillus cereus v mnozstvi
500 ul. Vzorky byly inkubovény pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku
provedena prislusna fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace pii 37°C po dobu
24 hod. Cilem pilotniho pokusu bylo zjistit, zda ma ethanolovy vyluh Tecome lapacho

antibakteridni U¢inky na kulturu Bacillus cereus.

10.4.2.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Bacillus cereus metodou v bujonu —

vlastni experiment
Cast A:
Do 250 ml odmérné banky bylo spiesnosti na 0,01 g navdZeno 12,5 g (odpovida
koncentraci 50 g.I™") kiry Tecome lapacho. Kara byla nasledns zalita 40% ethanolem.

Takto pripraveny extrakt byl obalen alobalem a ponechan ve tmé po dobu 14 dni. Po této
dobé byl extrakt prefiltrovan a pouZit pro testovani.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura

Bacillus cereus, kterd byla nasledné inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dae bylo



UTB ve Zling, Fakulta technologické 50

piipraveno 5 x 50 ml sterilniho bujonu. Do c¢tyr lahvicek s bujonem byl pridan
40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,1; 0,25;
0,5, a 1,0 %. Zaoven byl piipraven kontrolni vzorek, ktery 40% ethanolovy extrakt
Tecome lapacho neobsahoval. Ke vdem vzorkim byla pfidana kultura Bacillus cereus
v mnozstvi 500 ul. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého
vzorku provedena prislusné fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace pii 37°C po dobu
24 hod. Po uplynulé dobé byly odegitany kolonie.

Cast B:

Do 250 ml odmérné banky bylo spiesnosti na 0,01 g nav&Zeno 12,5 g (odpovida
koncentraci 50 g.I™") kiry Tecome lapacho. Kara byla nasledng zalita 40% ethanolem.
Takto pripraveny extrakt byl obalen aobalem a uchovéan ve tmé po dobu 14 dni. Po této
dobé¢ byl extrakt prefiltrovan, ethanol byl odparen na vakuové rotacni odparce a odparené
mnozstvi ethanolu bylo nahrazeno sterilni destilovanou vodou. Extrakt byl zakaleny,

a proto byla provedena nasledna filtrace extraktu pies papirovy filtr. Extrakt byl na zavér

sterilovén v autoklavu pii 121°C po dobu 15 min.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou pifeotkovana kultura
Bacillus cereus, ktera byla nédsledn¢ inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Dée bylo
piipraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl piidan extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Zaroven byl
piipraven kontrolni vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke véem vzorkim
byla piidana kultura Bacillus cereus v mnozstvi 500 ul. VVzorky byly inkubovany pii 37°C
po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena prisludna iedéni a ta se otkovala
v mnozstvi 100 ul na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét
nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dob¢ byly odecitany kolonie.
Cast C:

Do 250 ml odmérné barky bylo spiesnosti na 0,01 g nav&Zeno 12,5 g (odpovida
koncentraci 50 g.I™) kiry Tecome lapacho. Kira byla nasledng zalita destilovanou vodou.
Takto pripraveny extrakt byl umistén do chladnicky a vystaven teplot¢ 4°C po dobu

14 dni. Po této dobé byl extrakt piefiltrovan a na zavér sterilovan v autoklavu pii 121°C
po dobu 15 min.
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Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou pifeotkovana kultura
Bacillus cereus, ktera byla nédsledn¢ inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Dée bylo
piipraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl pridan extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Zaroven byl
piipraven kontrolni vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke véem vzorkim
byla piidana kultura Bacillus cereus v mnozstvi 500 pl. Vzorky byly inkubovany pii 37°C
po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena prisludna iedéni a ta se otkovala
v mnozstvi 100 ul na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét
nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dob¢ byly odecitany kolonie.

10.5 Antibakterialni ¢inek extraktu Tecome lapacho na Escherichia coli

Pro testovani antibakterianiho UG¢inku extraktu Tecome lapacho byla pouZita

diskova difizni metoda a metoda nazvana jako , metoda v bujénu’.

10.5.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Escherichia cali

diskovou diftzni metodou

Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢.2 (MPA ¢.2) pro bakteridni
kmen Escherichia coli byli pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1. Stejné tak
oziveni kultury pieockovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem uvedenym v této

kapitole.
Cast A:
Ethanolové extrakty byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1 v ¢asti A.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly pripraveny z filtratniho papiru. Na Sest diska bylo
pipetou naneseno 15 pl ethanolového extraktu Tecome lapacho o koncentracich
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 %. Zaroven byl piipraven kontrolni disk, ktery byl napustén
pouze 40% ethanolem. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nésledné byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou preockovana kultura Escherichia coli. Ze vzniklé
suspenze bylo pipetou preockovano 100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem
(MPA ¢. 1) a kultura byla rozetrena sterilni hokejkou. Poté byly disky pomoci sterilni
injekéni jehly kladeny na plotny a nésledovalainkubace pii 37°C po dobu 24 hod.
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Cast B:
Vodné vyluhy byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1 v ¢asti B.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly pripraveny z filtratniho papiru. Na Sest diska bylo
pipetou naneseno 15 pl vodného extraktu Tecome lapacho o koncentracich 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 3,0; a 50 %. Zaroven byl pripraven kontrolni disk, ktery byl napustén pouze
destilovanou vodou. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nasledn¢ byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou preockovana kultura Escherichia coli. Ze vzniklé
suspenze bylo pipetou preockovano 100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem
(MPA ¢. 1) a rozetieno sterilni hokelkou. Poté byly disky pomoci sterilni injekeni jehly
kladeny na plotny a nasledovalainkubace pii 37°C po dobu 24 hod.

10.5.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Escherichia coli

» metodou v bujénu*

Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA ¢. 2) pro bakteridni
kmen Escherichia coli byli pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1. Stejné tak
oziveni kultury pieockovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem uvedenym v této

kapitole. Pomnozovaci bujon byl piipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.

10.5.2.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Escherichia coli metodou v bujonu —

pilotni pokus
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl piipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.1.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Escherichia cali, ktera byla nésledné inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Dée bylo
pripraveno 5 x 50 ml sterilniho bujénu. Do 2 lahvi¢ek s bujonem byl pridan pouze
40% ethanol a to v mnozstvi 5,5 ml a 33,3 ml. Do dalSich dvou lahvi¢ek s bujonem byl
pridan 40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla
0,1 % (odpovida mnozstvi 5,5 ml) a 0,4 % (odpovida 33,3 ml). Zaroven byl piipraven
kontrolni vzorek, ktery neobsahoval ani 40% ethanol ani 40% ethanolovy extrakt
Tecome lapacho. Ke viem vzorkim byla pridana kultura Escherichia coli v mnozstvi
500 ul. Vzorky byly inkubovény pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku

provedena prislusna fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky
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s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace pii 37°C po dobu
24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii. Cilem pilotniho pokusu bylo zjitit,
zda ethanolovy vyluh Tecome lapacho vykazuje antibakteridni Gcinky na kulturu

Escherichia coli.

10.5.2.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Escherichia coli metodou v bujonu —
vlastni experiment

Cast A:

Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl ptipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2

v ¢asti A.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura

Escherichia cali, ktera byla nasledn¢ inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Dée bylo

pripraveno 7 x 50 ml sterilniho bujonu. Do Sesti lahvicek s bujonem byl piidan

40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,1; 0,25;

0,5; 1,0; 2,0; a 3,0 %. Zaroven byl pripraven kontrolni vzorek, ktery 40% ethanolovy

extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke vSem vzorkim byla pridana kultura

Escherichia coli v mnoZstvi 500 ul. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 24 hod.

Poté byla z kazdého vzorku provedena prislusna fedéni ata se otkovala v mnozstvi 100 pl

na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace
pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.

Cast B:

Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti B.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou pifeotkovana kultura
Escherichia coli, kterd byla nasledné inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dae bylo
piipraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl pridan extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Zaroven byl
piipraven kontrolni vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke véem vzorkim
byla pfidana kultura Escherichia coli v mnozstvi 500 pl. Vzorky byly inkubovany pii 37°C

po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena prisludna fedéni a ta se otkovala

v mnozstvi 100 ul na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét
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nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet

kolonii.

Cést C:

Vodny vyluh Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti C.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Escherichia coali, ktera byla nasledn¢ inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Dée bylo
pripraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl piidan extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Zaroven byl
pripraven kontrolni vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke viem vzorkam
byla ptidana kultura Escherichia coli v mnozstvi 500 ul. Vzorky byly inkubovany pii 37°C
po dobu 24 hod. Poté byla z kaZzdého vzorku provedena piisludnd fedéni a ta se ockovala
v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét
nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dob¢ nésledoval odecet

kolonii.

10.6 Antibakterialni U¢inek extraktu Tecome lapacho na Shigella flexneri

Pro testovani antibakterianiho U¢inku extraktu Tecome lapacho byla pouZita

diskova difizni metoda a metoda nazvana jako , metoda v bujénu’.

10.6.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Shigella flexneri

diskovou difuzni metodou
Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA ¢. 2) pro bakteridni
kmen Shigella flexneri byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1. Stejné tak
oziveni kultury pieockovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem uvedenym v této
kapitole.
Cast A:
Ethanolové extrakty byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1 v ¢asti A.
Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly pripraveny z filtratniho papiru. Na Sest diska bylo

pipetou naneseno 15 pl ethanolového extraktu Tecome lapacho o koncentracich
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0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 %. Zaroven byl piipraven kontrolni disk, ktery byl napustén
pouze 40% ethanolem. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nésledné byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou pieockovana kultura Shigella flexneri. Ze vzniklé
suspenze bylo pipetou pireockovano 100 pl bakteridini suspenze na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1) akultura byla rozetiena sterilni hokejkou. Poté byly
disky pomoci sterilni injekéni jehly kladeny na plotny a nésledovala inkubace pii 37°C
po dobu 24 hod.

Cast B:
Vodné vyluhy byly piipraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1 v ¢asti B.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly piipraveny z filtraéniho papiru. Na Sest diska bylo
pipetou naneseno 15 pl vodného extraktu Tecome lapacho o koncentracich 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 %. Zaroven byl pripraven kontrolni disk, ktery byl napustén pouze
destilovanou vodou. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nasledné byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou preockovéna kultura Shigella flexneri. Ze vzniklé
suspenze bylo pipetou preockovano 100 pl bakteridni suspenze na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1) akultura byla rozetrena sterilni hokejkou. Poté byly
disky pomoci sterilni injekeni jehly kladeny na plotny a nasledovala inkubace pii 37°C
po dobu 24 hod.

10.6.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Shigella flexneri

» metodou v bujénu*
Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA ¢. 2) pro bakteridni
kmen Shigella flexneri byli pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1. Stejné tak

oziveni kultury pieockovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem uvedenym v této

kapitole. Pomnozovaci bujon byl piipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2

10.6.2.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Shigella flexneri metodou v bujonu —

pilotni pokus
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl piipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.1.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Shigella flexneri, ktera byla nésledn¢ inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Dae bylo
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piipraveno 5 x 50 ml sterilniho bujénu. Do 2 lahvicek s bujonem byl piidan pouze
40% ethanol a to v mnozstvi 5,5 ml a 33,3 ml. Do dalSich dvou lahvi¢ek s bujonem byl
piidan 40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujénu byla
0,1 % (odpovida mnozstvi 5,5 ml) a 0,4 % (odpovida 33,3 ml). Zaroven byl pfipraven
kontrolni vzorek, ktery neobsahoval ani 40% ethanol ani 40% ethanolovy extrakt
Tecome lapacho. Ke v&em vzorkam byla pfidana kultura Shigella flexneri v mnoZstvi
500 pl. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku
provedena piidudna fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace pii 37°C po dobu
24 hod. Po uplynulé dob¢ nasledoval odecet kolonii. Cilem pokusu bylo zjistit, zda
ethanolovy vyluh Tecome lapacho vykazuje antibakterialni U¢inky na kulturu

Shigella flexneri.

10.6.2.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Shigella flexneri metodou v bujonu —
vlastni experiment
Cast A:
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl ptipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti A.
Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Shigella flexneri, ktera byla nésledn¢ inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Déle bylo
piipraveno 6 x 50 ml sterilniho bujonu. Do péti lahvicek s bujénem byl pridan
40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,1; 0,25;
0,5; 1,0; a 2,0 %. Z&oven byl piipraven kontrolni vzorek, ktery 40% ethanolovy extrakt
Tecome lapacho neobsahoval. Ke vdem vzorkim byla pridana kultura Shigella flexneri
v mnozstvi 500 pl. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého
vzorku provedena prislusna fedéni a ta se otkovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky
smasopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nésledovala inkubace pii 37°C
po dobu 24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.
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Cast B:

Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl ptipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢ésti B.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Shigella flexneri, ktera byla nésledné inkubovéna pii 37°C po dobu 24 hod. Déle bylo
pripraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl piidan extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Zaroven byl
pripraven kontrolni vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke vdem vzorkam
byla ptidana kultura Shigella flexneri v mnoZstvi 500 ul. Vzorky byly inkubovéany pii 37°C
po dobu 24 hod. Poté byla z kaZzdého vzorku provedena piisludnd fedéni a ta se ockovala
v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét
nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dob¢ nésledoval odecet

kolonii.

Cast C:

Vodny vyluh Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti C.

Do10 ml pomnoZzovaciho bujonu byla sterilni  klickou pifeotkovana kultura
Shigella flexneri, kterd byla nasledné inkubovana pri 37°C po dobu 24 hod. Déle bylo
piipraveno 4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl pidan extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5 %, 1,0 % a 1,5 %. Zaroven
byl ptipraven kontrolni vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke viem
vzorkam byla piidana kultura Shigella flexneri v mnozstvi 500 pl. Vzorky byly inkubovény
pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena prislusna fedéni a ta
se ockovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1).
Poté opét nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval

odecet kolonii.
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10.7 Antibakterialni t¢inek extraktu Tecome lapacho

na Staphylococcus aureus

Pro testovani antibakterianiho U¢inku extraktu Tecome lapacho byla pouZita

diskova difizni metoda a metoda nazvana jako , metoda v bujénu.

10.7.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Staphylococcus aureus

diskovou diftzni metodou

Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA ¢. 2) pro bakteridni
kmen Staphylococcus aureus byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1.
Stejné tak ozZiveni kultury pireotkovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem

uvedenym v této kapitole.
Cast A:
Ethanolové extrakty byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1 v ¢asti A.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly pripraveny z filtratniho papiru. Na Sest diska bylo
pipetou naneseno 15 pl ethanolového extraktu Tecome lapacho o koncentracich
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 %. Zaroven byl piipraven kontrolni disk, ktery byl napustén
pouze 40% ethanolem. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nésledné byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou preo¢kovana kultura Saphylococcus aureus.
Ze vzniklé suspenze bylo pipetou preockovano 100 pl bakteridlni kultury na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1) a ta byla rozetiena sterilni hokekou. Poté byly
disky pomoci sterilni injekéni jehly kladeny na plotny a nésledovala inkubace pii 37°C
po dobu 24 hod.

Cast B:
Vodné vyluhy byly piipraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1 v ¢asti B.

Sterilni disky o praméru 0,5 mm byly piipraveny z filtraéniho papiru. Na Sest diska bylo
pipetou naneseno 15 pl vodného extraktu Tecome lapacho o koncentracich 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 3,0; a 5,0 %. Zaroven byl pripraven kontrolni disk, ktery byl napustén pouze
destilovanou vodou. Disky se nechaly 24 hod zaschnout. Nasledné byla do 5 ml
fyziologického roztoku sterilni klickou pieockovana kultura Staphylococcus aureus.

Ze vzniklé suspenze bylo pipetou pieotkovano 100 pl kultury na Petriho misky
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s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1) akultura byla rozetiena sterilni hokejkou. Poté byly
disky pomoci sterilni injekéni jehly kladeny na plotny a nésledovala inkubace pii 37°C
po dobu 24 hod.

10.7.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Staphylococcus aureus

»metodou v bujonu*

Masopeptonovy agar ¢.1 (MPA ¢. 1) a masopeptonovy agar ¢. 2 (MPA ¢. 2) pro bakteridni
kmen Saphylococcus aureus byly piipraveny postupem uvedenym v kapitole 10.4.1.
Stegjn¢ tak ozZiveni kultury preo¢kovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem
uvedenym v této kapitole. PomnoZovaci bujon byl piipraven postupem uvedenym

v kapitole 10.4.2.

10.7.2.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Staphylococcus aureus metodou

v buj6nu — pilotni pokus
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl piipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.1.

Do 10 ml pomnoZovaciho bujénu byla sterilni klickou preockovana kultura Staphylococcus
aureus, ktera byla nasledn¢ inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dae bylo ptipraveno
5 x 50 ml sterilniho bujénu. Do 2 lahvicek s bujonem byl piidan pouze 40% ethanol a to
vmnozstvi 55 ml a 33,3 ml. Do dasich dvou lahvicek s bujonem byl piidan
40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla
0,1 % (odpovida mnozstvi 5,5 ml) a 0,4 % (odpovida 33,3 ml). Zaroven byl piipraven
kontrolni vzorek, ktery neobsahoval ani 40% ethanol ani 40% ethanolovy extrakt
Tecome lapacho. Ke vSem vzorkim byla pridana kultura Staphylococcus aureus
v mnozstvi 500 pl. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého
vzorku provedena prislusna fedéni a ta se otkovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace pii 37°C po dobu
24 hod. Po uplynulé dobé¢ nasledoval odecet kolonii. Cilem pokusu bylo zjistit, zda
ethanolovy vyluh Tecome lapacho vykazuje antibakteriani Gcinky na kulturu

Saphylococcus aureus.
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10.7.2.2 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Staphylococcus aureus metodou

v bujoénu —vlastni experiment
Cast A:
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl ptipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti A.
Do 10 ml pomnoZovaciho bujénu byla sterilni kli¢kou preockovana kultura Staphylococcus
aureus, ktera byla nasledn¢ inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dale bylo pripraveno
5 x 50 ml sterilniho bujonu. Do ¢tyi lahvicek s bujonem byl piidan 40% ethanolovy extrakt
Tecome lapacho tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,1; 0,25; 0,5; a 1,0 %. Zaroven
byl ptipraven kontrolni vzorek, ktery 40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho
neobsahoval. Ke vSem vzorkam byla ptidana kultura Staphylococcus aureus v mnozstvi
500 ul. Vzorky byly inkubovény pii 37°C po dobu 24 hod. Poté byla z kazdého vzorku
provedena piislusna fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky
s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala inkubace pti 37°C po dobu
24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.
Cast B:
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti B.
Do 10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni klickou preo¢kovana kultura Saphylococcus
aureus, kterd byla nadsledn¢ inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dde bylo piipraveno
4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl piidan extrakt Tecome lapacho
tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Z&roven byl pripraven kontrolni
vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke vSem vzorkum byla piidana kultura
Saphylococcus aureus v mnozstvi 500 ul. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu
24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena prislusna fedéni ata se o¢kovalav mnozstvi

100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nésledovala
inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.

Céast C:
Vodny vyluh Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti C.
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Do 10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni kli¢kou preo¢kovana kultura Saphylococcus
aureus, ktera byla ndsledn¢ inkubovana pii 37°C po dobu 24 hod. Dée bylo piipraveno
4 x 50 ml sterilniho bujonu. Do tii lahvicek s bujonem byl piidan extrakt Tecome lapacho
tak, aby jeho koncentrace v bujonu byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Z&roven byl pripraven kontrolni
vzorek, ktery extrakt Tecome lapacho neobsahoval. Ke véem vzorkaum byla piidana kultura
Saphylococcus aureus v mnozstvi 500 ul. Vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu
24 hod. Poté byla z kazdého vzorku provedena prislusna edéni ata se o¢kovalav mnozstvi
100 pl na Petriho misky s masopeptonovym agarem (MPA ¢. 1). Poté opét nasledovala
inkubace pii 37°C po dobu 24 hod. Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.

10.8 Antimykoticky u¢inek extraktu Tecome lapacho na Candida albicans

Pro testovani antimykotického U¢inku extraktu Tecome lapacho byla pouZita metoda

nazvanajako ,, metoda roztérem na padu”.

10.8.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Candida albicans

»metodou roztérem na padu”

PomnoZovaci bujon byl piipraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2. Stegjné tak
oziveni kultury preo¢kovanim na Petriho misku bylo provedeno postupem uvedenym v této

kapitole.
Piiprava Sabouraud dextr ose agar u:

S piesnosti na 0,01 g bylo navézeno 65,0 g Sabouraud dextrose agaru do 1000 ml odmérné
baiky, ktera byla po rysku doplnéna destilovanou vodou. Agar byl po rozpusténi rozdélen
do tii lahvicek. Nasledné byl k agaru pridan 40% ethanolovy extrakt Tecome lapacho tak,
aby jeho celkova koncentrace v agaru byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Smés byla sterilovana
v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

10.8.1.1 Aplikace extraktu Tecome lapacho na Candida albicans metodou r oztérem

na padu — vlastni experiment
Cast A:
Ethanolovy extrakt Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢asti A.
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Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou pieockovana kultura
Candida albicans, ktera byla nasledné inkubovéna pii 30°C po dobu 24 hod. Poté byla
provedena prislusna fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 ul na Petriho misky
se Sabouraud dextrose agarem, ktery byl pii ptipravé smichan sethanolovym extraktem
Tecome lapacho tak, aby jeho celkova koncentrace v agaru byla 0,5; 1,0; a 1,5 %. Zaroven
byla prislusna redéni o¢kovana v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s kontrolni padou,
kterd extrakt neobsahovala. Poté opét nasledovala inkubace pii 30°C po dobu 24 hod.
Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.

Cast B:

Vodny vyluh Tecome lapacho byl pripraven postupem uvedenym v kapitole 10.4.2.2
v ¢ésti C.

Do10 ml pomnoZovaciho bujonu byla sterilni  klickou preockovéana kultura
Candida albicans, ktera byla nadsledné inkubovana pii 30°C po dobu 24 hod. Poté byla
provedena piidudnéd fedéni a ta se ockovala v mnozstvi 100 pl na Petriho misky
se Sabouraud dextrose agarem, ktery byl pii pfipravé smichan svodnym extraktem
Tecome lapacho tak, aby jeho vysledna koncentrace v agaru byla0,5; 1,0; a 1,5 %. Zéroven
byla ptislusna fedéni o¢kovana v mnozstvi 100 pl na Petriho misky s kontrolni padou,
ktera extrakt neobsahovala. Poté opét nasledovala inkubace pii 30°C po dobu 24 hod.
Po uplynulé dobé nasledoval odecet kolonii.

10.9 Statisticky pocitacovy program STATVYD

Pro statistické vyhodnoceni experimentid byl pouZit statisticky program STATVYD

verze 2.0 beta. Program umoziuje zpracovani dat v prostiedi Microsoft Excel.

Pfi vyhodnocovéani dat se postupovalo nasledujicim zpisobem. Neprve byl z nabidky
modult vybran modul analyza rozptylu, ktery zahrnuje jednofaktorovou analyzu rozptylu.
Jednd se o testovani vyznamnosti odchylek hodnot mezi vice nez dvémi vybérovymi
soubory. Mezi dale nabizenymi metodami byla zvolena neparametrické analyza, ve které
|ze zadat 3 aZ 20 vybérovych soubora, piicemz kazdy miZe zahrnovat az 200 dat. V tomto
piipadé se pracovalo se 4 aZz 7 vybérovymi soubory. Mnozstvi dat bylo rtizné. Program

nasledn¢ vyhodnoti, zda existuji mezi srovnavanymi soubory statisticky vyznamné rozdily.
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Tzn. software vyhodnoti, zda se hypotéza o shodé hodnot piijima nebo zamitad Pokud je

hypotéza zamitnuta, je vhodné zabyvat se tim, které soubory se od sebe lisi.

Program poskytuje tii moznosti testovani dvojic. V tomto piipadé bylo zvoleno srovnavani
dvojic pro hladinu vyznamnosti a = 0,05 pro stgjné rozsahy vybéri smax. 25
pozorovanimi v jednom vybéru a pro pocet vybéra mensi nez 11. Samotné vyhodnoceni je
provedeno Kruskal-Wallisovym testem. Nasledné se zobrazi tabulka, kterd ma v zéhlavi
i vlegend¢ cisla vybérovych soubori. V praseicich jsou pak vysledky testt v podobé
pismen S, R. Zobrazi-li se ,S*, pak na hladiné¢ vyznamnosti nebyl shledan statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami srovnavanych soubori. Zobrazi-li se ,R", pak na hlading

vyznamnosti existuje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami srovnavanych soubory.
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11 VYSLEDKY A DISKUSE

11.1 Vysledky pripravy extraktu Tecome lapacho

11.1.1 Vydedky pripravy acetonového extraktu Tecome lapacho

Pri extrakci acetonem nedo3 o po 14 dnech k Zadnému vyraznému zabarveni. Koncentrace
5 g.I" byla nizka a vysledné zbarveni extraktu bylo velmi mirn& naZloutlé, pricemz nebyl
Zjisten vyznamny rozdil mezi uchovanim extraktu na dennim svétle pii pokojové teploté
(20°C), uchovanim ve tm¢ a uloZzenim extraktu do termostatu pri teplote 37°C.
Pii pouziti vétdtho mnoZstvi kiry Tecome lapacho — koncentrace 10 gl vzniklo
po 14 dnech mirné hnédé zbarveni, a to u extraktu uloZeného vetmeé. Extrakty uloZzené
na dennim svétle pii pokojové teploté a v termostatu nemély vliv na zabarveni. Takové
extrakty byly jen velmi svétle Zlutého odstinu. Aceton nebyl vyhodnocen jako vhodné

extrakéni ¢inidlo.

11.1.2 Vydedky pripravy hexanového extraktu Tecome lapacho

Extrakce hexanem neméla Zadny vliv na zabarveni roztoku. Extrakt byl i po 14 dnech
nezabarveny a naprosto ¢iry. Nebyl shledan Zadny rozdil mezi pouzitymi koncentracemi
a ani raznymi metodami uchovani extraktu. Hexan je pro extrakci latek z kary stromu

Tecoma lapacho nevhodné extrakéni ¢inidlo.

11.1.3 Vysdedky pripravy ethanolového extraktu Tecome lapacho

40% ethanol byl vyhodnocen jako nejvhodnéjsi extrakeni cinidlo. Obé pouZité koncentrace
(5 g!™ a 10 g!™) byly dostatezné, aby intenzita zbarveni extraktu byla silna (dohn&da).
Jako nejvhodnéjSi metoda uchovani extraktu po dobu testovanych 14 dni byla zvolena
metoda uchovani ve tmg¢. Takto pripraveny extrakt byl tmavé hnédé zabarveny, zakaleny,
charakteristickeé dievnaté viin¢ po Tecome lapacho a ethanolu. 40% ethanol byl zvolen jako
vhodné extrakéni ¢inidlo pro pripravu extraktu Tecome lapacho. Tento extrakt byl nésledné

zkouman pro jeho antibakteriani vlastnosti.
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Pri extrakci 100% ethanolem dodlo pii pouZiti koncentrace 5 g.I™* pomoci obou metod

(uloZeni na dennim svétle pii pokojové teploté ave tme) ke stejné svétle Zlutému zbarveni.

wr o~

Pri koncentraci 10 g.I™* vzniklo tmavsi Zluto-hndé zbarveni. Zbarveni ale nebylo natolik

intenzivni, aby 100% ethanol byl zvolen za vhodné extrakéni cinidlo.

11.1.4 Vydedky pripravy vodného vyluhu Tecome lapacho

Vodny vyluh se po 14 dnech zbarvil doZluta. VyraznéjSi zbarveni vzniklo pti pouZiti
koncentrace 10 g.I™. Vodny vyluh byl také zvolen k testovani antibakteridlniho Gginku

Tecome lapacho.

11.2 Vydledky méieni antibakteridlniho u¢inku extraktu Tecome lapacho

, diskovou difuzni metodou”
Vyhodnoceni citlivosti testovanych bakterialnich kmenti k extraktu Tecome lapacho.

Tab. 6: Zméfeny pramér zon inhibice okolo kazdého disku u vybranych druhi baktérii

v [mm]
Bacilluscereus | Escherichia coli Shigella flexneri Staphylococcus
aureus
CastA | CatB | CastA | CastB | CastA | CastB | CagtA | CastB
K _ 5 _ _ 5 5 _ —
05% _ _ _ _ 6 6 _ —
1,0% _ _ _ _ 6 6 _ _
15% _ _ _ _ 7 6 _ —
2,0% _ 13 _ _ 7 7 _ —
3,0% _ _ _ _ 7 7 _ —
5,0% _ _ _ _ 7 8 _ _

K —kontrolni vzorek
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Vysledky prokazaly citlivost pouze bakterianiho kmene Shigella flexneri k extraktu
Tecome lapacho. Tato bakterie vykazala citlivost k ethanolovému extraktu i k vodnému

vyluhu.

U bakterie Bacillus cereus byla inhibi¢ni zéna naméiena okolo disku, ktery byl napustén

2% vodnym vyluhem.

U ostatnich bakteridnich kment nebyla diskovou difdzni metodou prokazéna citlivost

k extraktu Tecome lapacho. Duvodem mohly byt nedostatecné laboratorni podminky.

11.3 Vydledky méieni antibakteridlniho G¢inku extraktu Tecome lapacho
na Bacillus cereus,, metodou v bujonu*
Vyhodnoceni pilotniho pokusu

Ethanolovy extrakt Tecome lapacho prokazal inhibi¢ni Gcinky na bakteridni kmen
Bacillus cereus. Na zakladé vysledki byly zvoleny pro dalSi testovani U¢inku ethanolového
extraktu nasledujici koncentrace: 0,1; 0,25; 0,5; a 1 obj. %.

Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast A:

Tab. 7: Vyhodnoceni po¢tu bun¢k Bacillus cereusnaMPA ¢. 1 - ¢ast A

CrL. [Obj %] K 0,1 0,25 0,5 1
CFU.mlI* 6,45.10" 6,20.10" 5,00.10" 7.25.10° 0
log CFU.mI™ 7,81 7,80 7,70 6,86 -

Cr... [obj. %] — koncentrace Tecome lapacho [obj. %]

K —kontrolni vzorek
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Obr. 8: Z&vislost log CFU.ml™ Bacillus cereus na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast A
Statistické vyhodnoceni:

Tab. 8: Antibakteridlni Ucinek Tecome lapacho na Bacillus cereus -
Kruskal-Wallisiv test

Vybéry

Vybéry K 0,1% 0,25 % 0,5 % 1%

0,1 %

0,25 %

0,5 %

1%

S—nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil
R — byl shledan statisticky vyznamny rozdil
V tomto piipadé byly hodnoceny statististicky vyznamné rozdily pouze mezi kontrolnim

vzorkem a piisusnymi  koncentracemi extraktu Tecome lapacho, nikoliv mezi

koncentracemi navzgem.

Na hladiné vyznamnosti 5 % existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim
vzorkem a koncentraci extraktu Tecome lapacho 1 obj. %. Pri této koncentraci byl rast

bakterie Bacillus cereus zcela potlacen.
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Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast B:

Tab.9 : Vyhodnoceni po¢tu bunék Bacillus cereusnaMPA ¢. 1 - ¢ést B

Cr... [0bj. %]

K

0,5

1

15

CFU.mlI*

3,06.10"

2,60.10"

1,03.10°

log CFU.mI™

7,48

7,41

7,01

10,00

8,00

6,00 -

4,00 -

log CFU.mI-

2,00 -

0,00 -

0,5
Cr.. [obj. %]

15

Obr. 9: Zévislost log CFU.mI™ Bacillus cereus na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast B

Statistické vyhodnoceni:

Tab. 10: Antibakteriani t¢inek Tecome lapacho na Bacillus cereus—
Kruskal-Wallisav test

Vybéry

Vybéry

0,5%

1%

15%

0,5%

1%

15%

Na hladiné vyznamnosti 5 % existuje statisticky vyznamny rozdil. Koncentrace 1,5 obj. %

extraktu Tecome lapacho prokazala zcelainhibi¢ni U¢inek na rist bakterie Bacillus cereus.
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Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast C:

Tab.11 : Vyhodnoceni po¢tu bunék Bacillus cereusnaMPA ¢.1- ¢ast C

Cro. [0bj. %] K 05 1 15

CFU.mlI* 5,20.10° 4,50.10" 2.95.10" 2,25.10°

log CFU.mI™ 1,72 7,65 1,47 7,35

log CFU.mI™

7,20 -

7,00 -

Cr. [0bj. %]

Obr. 10: Z&vislost log CFU.ml™ Bacillus cereus na koncentraci Tecome lapacho - ast C
Statistické vyhodnoceni:

Tab. 12: Antibakteridlni tc¢inek Tecome lapacho na Bacillus cereus—
Kruskal-Wallisiv test

Vybéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5 %

1%

1,5 %

Na hladiné vyznamnosti 5 % existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim

vzorkem a koncentraci extraktu Tecome lapacho 1,5 obj. %.



UTB ve Zling, Fakulta technologické 70

Zhodnoceni efektivnosti jednotlivych metod

Pro testovani antibakteridniho Gcinku rostliny Tecome lapacho byly zvoleny 3 metody,
oznacené jako ¢ast A, ¢ast B, ¢ést C:

Cést A — pouziti 40% ethanol ového extraktu Tecome lapacho;

Cést B — pouziti 40% ethanolového extraktu, ethanol byl nasledné odparen a extrakt byl

doplnén destilovanou vodovu;
Cést C — pouziti vodného vyluhu.

Jako srovnavaci koncentrace extraktu pro vsechny 3 metody byla zvolena koncentrace

1 obj. %. Tato koncentrace byla ngjvySSi spolecnou zkouSenou koncentraci u vSech metod.

10,00

8,00

6,00 -

4,00 -

log CFU.mI™*

2,00 -

0,00 -
K Gast A ¢ast B ¢ast C

pouzita metoda

Obr. 11: Grafické zhodnoceni efektivnosti pouZitych metod — pro koncentraci 1 obj. %

Z grafu je patrné, Ze pii pouzité koncentraci 1 obj. % byla nglicinnéjSi metoda s pouZzitim
40% ethanolového extraktu — ¢ast A, kdy dodlo k Uplné inhibici rastu bakterialniho kmene
Bacillus cereus. Méné u¢inna byla metoda oznacend jako cast B, nggmeéng efektivni byla

metoda s pouzitim vodného vyluhu — ¢ast C.
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11.4 Vysdedky méreni antibakterialniho G¢inku extraktu Tecome lapacho

na Escherichia coli ,, metodou v bujénu”
Vyhodnoceni pilotniho pokusu

Citlivost bakteridiniho kmene Escherichia coli k ethanolovému extraktu Tecome lapacho
byla prokazana. Na z&kladé vydedku byly zvoleny pro dalSi testovani U¢inku ethanolového
extraktu nasledujici koncentrace: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; a 3,0 obj. %.

Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast A:

Tab. 13: Vyhodnoceni poctu bunek Escherichia coli naMPA ¢. 1 - ¢ast A

cr.. [obj. %] K 0,1 0,25 0,5 1 2 3
CFU.ml* 532.10° | 4,70.10° | 4,32.10° | 1,67.10° | 1,55.10° | 4,67.10° | O
log CFU.ml™ 8,73 8,67 8,64 8,22 8,19 6,67 -
10,00
8,00 -
—'E 6,00 |
S
S 4,00 -
g
— 2,00
0,00 -
K 0,1 0,25 0,5 1 2 3
Cr... [obj. %

Obr. 12: Zavislost log CFU.mI™ Escherichia coli na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast A
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Statistické vyhodnoceni:

Tab. 14: Antibakteridlni G¢inek Tecome lapacho na Escherichia coli —
Kruska-Wallisav test

Vybéry

Vybéry K 01%| 025% [05% | 1% | 2% 3%

0,1%

0,25 %

0,5%

1%

2%

3%

Na hlading vyznamnosti 5 % existuji statisticky vyznamné rozdily. Vyznamné snizeni
poc¢tu kolonii bylo zaznamenano jiZ pti 2 obj. % extraktu Tecome lapacho. Pri koncentraci
3 obj. % extraktu Tecome lapacho dodlo k Uplnému potlaceni rastu bakteriainiho kmene

Escherichia coli.

Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast B:

Tab.15 : Vyhodnoceni poctu bunék Escherichia coli naMPA ¢. 1 - ¢ast B

Cro. [0bj. %] K 0,5 1 15

CFU.mlI* 5,07.10° 2,60.10° 2.32.10° 1,86.10°

log CFU.mI™ 8,70 8,41 8,37 8,27
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9,00

oo

Ul

o
|

log CFU.mI™*
[00]
f=)
o

7,50 -

7,00 -

K 0,5 1
Cr.. [obj. %]

Obr. 13: Zavislost log CFU.ml™ Escherichia coli na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast B

Statistické vyhodnoceni:

Tab. 16: Antibakterialni Uc¢inek Tecome lapacho na Escherichia coli —
Kruskal-Wallisav test

Vybéry

Vybéry K 0,5 %

1% 15%

0,5 %

1%

1,5 %

Na hladiné vyznamnosti 5 % neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim
vzorkem a jednotlivymi koncentracemi extraktu Tecome lapacho. ZkouSené koncentrace

nesniZily pocet kolonii bakterialniho kmene Escherichia coli ani o cely ¥éd.
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Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast C:

Tab.17 : Vyhodnoceni poctu bunék Escherichia coli naMPA ¢.1- ¢ast C

cro. [obj. %] K 0,5 1 15
CFU.ml? 5,78.10° 4,37.10° 4,53.10° 4,22.10°
log CFU.ml™ 8,76 8,64 8,66 8,63

9,00

Cr.. [0bj. %]

Obr. 14: Zavislost log CFU.ml™ Escherichia coli na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast C

Statistické vyhodnoceni:

Tab. 18: Antibakteridni ucinek Tecome lapacho na Escherichia coli —
Kruskal-Wallisuv test

Vybaéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5%

1%

15%

Na hladiné vyznanosti 5 % neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim

vzorkem a piislusnymi koncentracemi.
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Zhodnoceni efektivnosti jednotlivych metod

Pro testovéni antibakteriainiho U¢inku rostliny Tecome lapacho byly zvoleny 3 metody,
oznacené jako ¢ast A, ¢ést B, ¢ast C.

Jako srovnavaci koncentrace extraktu pro vSechny 3 metody byla zvolena koncentrace

1 obj. %. Tato koncentrace byla ngjvySSi spolecnou zkouSenou koncentraci u vSech metod.

9,00
8,75

£ 8501
T 825 |
O

(_OD" 8,00 -
7,75 A

7,50 -
K cast A castB ¢ast C

pouZzité metody

Obr. 15: Grafické zhodnoceni efektivnosti pouzitych metod — pro koncentraci 1 obj. %

Ze zkouSenych metod pro koncentraci 1 obj. % extraktu Tecome lapacho byla nejucinngjsi
metoda, oznacena jako cast A, dde ¢&st B a ngméné Gcinnd na bakteridni kmen

Escherichia coli byla metoda oznacena jako ¢ast C.

11.5 Vydledky méieni antibakterialniho a¢inku extraktu Tecome lapacho

na Shigella flexneri , metodou v bujonu”

Vyhodnoceni pilotniho pokusu

Bakteridni kmen Shigella flexnerii byl ethanolovym extraktem Tecome lapacho potlacen
a antibakteridlni vlastnosti extraktu, tak byly prokézany. Na zaklad¢ vysedka byly zvoleny
pro dalSi testovani G¢inku ethanolového extraktu nasledujici koncentrace: 0,1; 0,25; 0,5;
1,0a2,0 obj. %.
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Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast A:

Tab. 19: Vyhodnoceni poctu bunék Shigella flexneri naMPA ¢.1- ¢ast A

cr.. [obj. %] K 0,1 0,25 0,5 1 2
CFU.mlI* 1,58.10° | 1,70.10% | 1,24.10° | 3,05.10" | 1,53.10° 0
log CFU.ml™? 8,20 8,23 8,06 7.48 7.19 -
10,00
8,00
€ 6.00
>}
LL
© 400
[@)]
S
2,00
0,00 ‘
K 0,1 0,25 0,5 1 2
Cr.. [obj. %]

Obr. 16: Zavislost log CFU.ml™ Shigella flexneri na koncentraci Tecome lapacho - ¢ést A
Statistické vyhodnoceni:

Tab. 20: Antibakteridni Ucinek Tecome lapacho na Shigella flexneri—
Kruskal-Wallisav test

Vybéry

Vybéry K 0,1% 025% | 0,5% 1% 2%

0,1%

0,25 %

0,5%

1%

2%
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Na hladiné vyznamnost 5 % existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim vzorkem
a2 obj. % extraktu Tecome lapacho. Pti této koncentraci byl rast bakterie Shigella flexneri

zcela potlacen.
Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast B:

Tab.21 : Vyhodnoceni poctu bunék Shigella flexneri naMPA ¢. 1 - ¢ast B

Cr... [0Obj. %] K 0,5 1 15

CFU.ml? 2.07.10° 1,37.10° 1,31.10° 6,05.10"

log CFU.ml™ 8,32 8,14 8,12 7,78

8,60
8,40
8,20 -
8,00 -
7,80
7,60 -
7,40
7,20 -

log CFU.mI™

Cr.L. [0bj. %)

Obr. 17: Zavisost log CFU.mI™ Shigella flexneri na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast B
Statistické vyhodnoceni:

Tab. 22: Antibakteridlni Gc¢inek Tecome lapacho na Shigella flexneri —
Kruskal-Wallisiv test

Vybéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5 %

1%

1,5 %
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Na hladiné vyznamnosti 5 % existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim

vzorkem a 1,5 obj. % extraktu Tecome lapacho.
Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast C:

Tab.23 : Vyhodnoceni poctu bunék Shigella flexneri naMPA ¢. 1-¢ést C

Cro. [0bj. %] K 05 1 15

CFU.mlI* 1,80.10° 1,62.10° 8,00.10" 4,80.10"

log CFU.ml™ 8,26 8,21 7,90 7,68

log CFU.mI™*
\‘
(o]

Cr.. [0bj. %]

Obr. 18: Zavislost log CFU.ml™* Shigella flexneri na koncentraci Tecome lapacho - ¢ést C
Statistické vyhodnoceni:

Tab. 24: Antibakteridni ucinek Tecome lapacho na Shigella flexneri —
Kruskal-Wallisav test

Vybaéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5%

1%

15%
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Na hladiné vyznamnosti 5 % byl zjistén statisticky vyznamny rozdil, ato mezi kontrolnim

vzorkem a 1,5 obj. % extraktu Tecome lapacho.

Zhodnoceni efektivnosti jednotlivych metod

Pro testovani antibakteridniho Gc¢inku rostliny Tecome lapacho byly zvoleny 3 metody,
oznacené jako ¢ast A, ¢ast B, ¢ést C.

Jako srovnavaci koncentrace extraktu pro vSechny 3 metody byla zvolena koncentrace

1 obj. %. Tato koncentrace byla ngjvySSi spolecnou zkouSenou koncentraci u vSech metod.

8,50
~ 8,00
E
2 7,50 -
O
S
= 7,00 -

6,50 -

K Cast A Cast B gast C
pouZzité metody

Obr. 19: Grafické zhodnoceni efektivnosti pouzitych metod — pro koncentraci 1 obj. %

K ngjvétSimu poklesu hodnot oproti kontrolnimu vzorku dodlo pii pouziti metody,
oznacené jako cast A, dale v experimentdni ¢asti C a k nggmenSimu poklesu hodnot

pro koncentraci 1 obj. % dodlo pii pouziti metody, oznacené jako ¢ast B.

11.6 Vydledky méieni antibakteridlniho u¢inku extraktu Tecome lapacho
na Staphylococcus aureus ,, metodou v bujénu”
Vyhodnoceni pilotniho pokusu

Citlivost bakteridiniho kmene Saphylococcus aureus k ethanolovému extraktu
Tecome lapacho byla prokézéna. Na zé&klade vysledkt byly zvoleny pro dalSi testovani
ucinku ethanolového extraktu nésledujici koncentrace: 0,1; 0,25; 0,5; a 1,0 obj. %.
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Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast A:

Tab. 25: Vyhodnoceni poctu bunék Staphylococcus aureusnaMPA ¢. 1 - ¢ast A

cr.. [obj. %]

K

0,1

0,25

0,5 1

CFU.mlI*

242.10°

2,03.10°

2.45.10°

1,15.10° 0

log CFU.mI™

8,38

8,31

8,39

8,06 -

10,00

8,00

6,00

4,00

log CFU.ml™*

2,00

0,00

0,1

0,25
Cr.. [obj. %]

0,5 1

Obr. 20: Z&vislost log CFU.ml™ Saphylococcus aureus na koncentraci Tecome lapacho -

cast A

Statistické vyhodnoceni:

Tab. 26: Antibakteriani G¢inek Tecome lapacho na Saphylococcus aureus -
Kruskal-Wallisav test

Vybéry
Vybéry K 0,1 % 0,25 % 0,5 % 1%
K
0,1 %
0,25 %
0,5 %

1%
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Na hladiné vyznamnosti existuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnim vzorkem

a 1 obj. % extraktu Tecome lapacho. Tato koncentrace znamenala Uplné potlateni rastu

bakteridlniho kmene Staphyl ococcus aureus.

Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast B:

Tab. 27 : Vyhodnoceni poctu bunék Staphylococcus aureusnaMPA ¢. 1 - ¢ast B

CrL. [Obj %] K 0,5 1 15
CFU.ml? 2.45.10° 1,65.10" 1,38.10’ 4,00.10°
log CFU.ml™ 8,39 7,22 7,14 6,60

9,00
- 8,00
E
T 7,00
O
D
2 6,00

5,00

0,5 1,5
Cr... [obj. %]

Obr. 21: Zé&vislost log CFU.ml™ Saphylococcus aureus na koncentraci Tecome lapacho -

cast B
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Statistické vyhodnoceni:

Tab. 28: Antibakteriani t¢inek Tecome lapacho na Staphylococcus aureus -
Kruskal-Wallisav test

Vybéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5%

1%

15%

Mezi srovnavanymi soubory existuje statisticky vyznamny rozdil, a to mezi kontrolnim

vzorkem a 1,5 obj. % extraktu Tecome lapacho.
Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast C:

Tab. 29 : Vyhodnoceni po¢tu bunék Staphylococcus aureusnaMPA ¢. 1 - ¢ast C

cr.. [obj. %] K 0,5 1 15
CFU.mlI* 1,48.10° 2,00.10° 1,67.10° 1,47.10°
log CFU.ml™ 8,17 8,30 8,22 8,16

9,00

o
)
o

log CFU.mI™
(o)
o
o

N
)
o

N
[=)
S

Cr.L. [obj. %]

Obr. 22: Z&vislost log CFU.ml™ Saphylococcus aureus na koncentraci Tecome lapacho -

cast C
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Statistické vyhodnoceni:

Tab. 30: Antibakteriani t¢inek Tecome lapacho na Staphylococcus aureus -
Kruskal-Wallisav test

Vybéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5%

1%

15%

Na hladiné vyznamnosti 5 % neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi srovnavanymi

soubory. Ani zkouSena koncentrace 1,5 obj. % extraktu Tecome lapacho neznamenala
pokles hodnot o cely rad.

Zhodnoceni efektivnosti jednotlivych metod

Pro testovani antibakteridniho Gcinku rostliny Tecome lapacho byly zvoleny 3 metody,
oznatenéjako cast A, ¢ést B, ¢ast C.

Jako srovnavaci koncentrace extraktu pro vSechny 3 metody byla zvolena koncentrace

1 obj. %. Tato koncentrace byla nejvySSi spole¢nou zkouSenou koncentraci u vsech metod.

10,00

8,00 -

6,00 -

4,00 -

log CFU.mI™?

2,00 -

0,00 -

K Gast A ¢astB gast C

pouzité metody

Obr. 23: Grafické zhodnoceni efektivnosti pouzitych metod — pro koncentraci 1 obj. %
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V experimentani ¢asti A dodlo k Uplnému potlaceni bakteridiniho kmene Saphylococcus
aureus, tzn., Ze metoda za pouZiti 40% ethanolového extraktu byla nejucinnéjsi. Méné
acinna byla experimentani ¢ast B anggmén¢ Ucinna byla metoda ozna¢ena jako ¢ést C.
11.7 Shrnuti G¢inku extraktu Tecome lapacho na vybrané druhy baktérii

Tab. 31: Srovnani antibakteridlniho G¢inku na testované kmeny baktérii

Bakterie G', G | Koncentrace, pii které nastala celkova inhibice
rastu bakterialniho kmene [obj. %]
Cast A Cast B Cast C
Bacillus cereus G 1 15 -
Escherichia coli G 3 - -
Shigella flexneri G 2 - -
Staphylococcusaureus |  G* 1 - -

Jako ngjicinngj§i metoda byla zvolena metoda oznacena jako ¢ést A, tedy pouZiti
40% ethanolového extraktu Tecome lapacho. Touto metodou bylo dosazeno celkové
inhibice daného bakteridniho kmene, pricemz Gram-pozitivni bakterie (Bacillus cereus,
Saphylococcus aureus) vykazaly vétsi citlivost k extraktu nez Gram-negativni bakterie
(Escherichia coli, Shigella flexneri). Z toho plyne, Ze k potlaceni rastu kolonii stacila nizsi
koncentrace extraktu. Metodou oznacenou jako ¢ast B, tedy pii pouZiti 40% ethanolového
extraktu, ze kterého byl ndsledn¢ ethanol odparen a extrakt byl doplnén destilovanou
vodou, dodo kuplné inhibici pouze u bakteridniho kmene Bacillus cereus.
V experimentalni ¢asti C, tzn. pii pouziti vodného vyluhu nedodlo k Uplné inhibici
u Zadného z testovanych bakteridlnich kmend.
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11.8 Vysledky méieni antimykotického uc¢inku extraktu Tecome lapacho

na Candida albicans ,, metodou roztérem na padu®
Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast A:

Tab. 32 Vyhodnoceni po¢tu bunék Candida albicans na Sabouraud dextrose agaru - ¢ést A

Cro. [0bj. %] K 05 1 15

CFU.mlI* 8,60.10° 8,63.10° 8,53.10° 6,75.10°

log CFU.mI™ 5,93 5,94 5,93 5,83

6,00

o
0
o

o
for}
S

o
I
o

log CFU.mlI™*

o1
N
o

5,00

Cr.. [obj. %]

Obr. 24: Z&visost log CFU.ml™ Candida albicans na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast A

Statistické vyhodnoceni:

Tab. 33: Antimykoticky Ucinek Tecome lapacho na Candida albicans-
Kruskal-Wallisiv test

Vybéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5%

0,5 %

1%

1,5 %
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Na hladiné vyznamnosti 5 % nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim

vzorkem ajednotlivymi koncentracemi extraktu.

Ackoliv po aplikaci extraktu Tecome lapacho nedoslo ke sniZzeni poctu kolonii, zmensil

se pramér kolonii — viz. fotografickd dokumentace antimykotického UG¢inku extraktu

Tecome lapacho na kvasinku Candida albicans (Ptiloha P V).

Vyhodnoceni vlastniho experimentu - ¢ast B:

Tab. 34: Vyhodnoceni po¢tu bunék Candida albicans na Sabouraud dextrose agaru - ¢ést B

Cr.. [obj. %]

K

0,5

1

15

CFU.mlI*

8,60.10°

9,35.10°

6,75.10°

5,73.10°

log CFU.ml™

5,93

5,97

5,83

5,76

6,20

6,00

E 5.80

i 5,60

E’ 5,40
5,20

5,00

0,5

Cr.. [0bj. %]

15

Obr. 25: Zavislost log CFU.ml™* Candida albicans na koncentraci Tecome lapacho - ¢ast B
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Statistické vyhodnoceni:

Tab. 35: Antimykoticky U¢inek Tecome lapacho na Candida albicans-
Kruska-Wallisav test

Vybéry

Vybéry K 0,5 % 1% 1,5 %

0,5%

1%

15%

Na hladiné vyznamnosti 5 % neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim
vzorkem a piisluSnymi koncentracemi extraktu. Ani koncentrace 1,5 obj. % extraktu

Tecome lapacho neznamenala pokles hodnot o cely fad.

Zhodnoceni efektivnosti jednotlivych metod

Pro testovani antibakteridniho Gcinku rostliny Tecome lapacho byly zvoleny 2 metody,
oznatenéjako cast A, ¢ést B:

Cést A — pouziti 40% ethanolového extraktu;

Cést B — pouziti vodného vyluhu.

Jako srovnavaci koncentrace extraktu pro obé metody byla zvolena koncentrace 1,5 obj. %.

Tato koncentrace byla nejvySSi spole¢nou zkouSenou koncentraci u obou metod.

6,00

5,90

5,80 -

5,70 +

log CFU.mI™

5,60 -

5,50

K Gast A ¢astB

pouZité metody

Obr. 26: Grafické zhodnoceni efektivnosti pouZitych metod — pro koncentraci 1,5 obj. %



UTB ve Zling, Fakulta technologické 88

Ani jedna z testovanych metod nevedla k vyraznému sniZzeni poctu kolonii kvasinky
Candida albicans, avsak jako prijatelnéjSi metoda byla metoda s pouZitim vodného vyluhu,
tedy metoda oznacena jako ¢ast B. Ale ani pii této metodé nedodlo ke sniZeni poctu kolonii

o cely fa&d. Antimykoticky Gcinek extraktu Tecome lapacho tedy nebyl prokéazan.
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ZAVER

Cqj lapacho je prirodni produkt z kary rostliny Tecome lapacho. Kira obsahuje fadu
vyznamnych bioaktivnich latek, které prizniveé pusobi na lidsky organismus atim pozitivné
ovliviwyji lidské zdravi. Do dnedni doby byly v lapachu objeveny tyto G¢inné létky:
flavonoidy, naftochinony (lapachol, lapachon), saponiny, xylodion, vitaminy, minerdni
latky a stopové prvky. Cajovy odvar zlapacha vykazuje antibakteridni, antivirové,
antimykotické, antiparazitické, antitoxické a protizanétlivé Gcinky. Védecké vyzkumy
potvrzuji, Ze Tecome lapacho sniZzuje mnoZeni bakterii typu Bacillus, Brucella,
Escherichia, Shigella, Saphylococcus a Sreptococcus. Dde pusobi proti kvasince
Candida albicans. Vysledky zkousek antiparazitickych vlastnosti proti rodim Plasmodium,
Trypanosoma a Schistosoma byly klinicky uznany. Jednotlivé komponenty ¢aje lapacha
vykazuji také antivirové viastnosti, a to proti viram Herpes simplex typu | a I, Influenza,

Polia virus a Vesicular stomatitis virus.

Cilem diplomové prace bylo otestovat razné pripravené extrakty Tecome lapacho
na vybrané druhy prokaryotickych a eukaryotickych organismi. Z baktérii byly zvoleny
tyto bakteridni kmeny: Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella flexneri
a Saphylococcus aureus. Pro testovani antimykotickych vlastnosti lapacha byla zvolena

kvasinka Candida albicans.

Jako ngjvhodnéjsi extrakeni ¢inidlo byl zvolen 40% ethanolovy extrakt a vodny vyluh.
Déle byl pripraven 40% ethanolovy extrakt, ze kterého byl po 14 dnech ethanol odpaien

na vakuoveé rotacni odparce a doplnén destilovanou vodou.

Pro testovani antibakteridniho U¢inku byly zvoleny dvé zékladni metody. Diskova difazni

metoda a metoda nazvana jako metoda v bujénu.

Diskova diftzni metoda nebyla vSak prilis prukaznd Vysledky prokézaly citlivost pouze
bakterialnino kmene Shigella flexneri k extraktu Tecome lapacho. Tato bakterie vykazala
citlivost k ethanolovému extraktu i k vodnému vyluhu. U ostatnich bakteridnich kmenu
nebyla diskovou difuzni metodou prokézana citlivost k extraktu Tecome lapacho.

Davodem mohly byt nevyhovuijci laboratorni podminky.

Jako vhodngj&i metoda pro testovani antibakteridnich vlastnosti Tecome lapacho byla
zvolena metoda v bujénu, ktera bylarozdélena natii ¢asti. V ¢asti A vlastniho experimentu
byl pouzZit 40% ethanolovy extrakt, v casti B 40% ethanolovy extrakt snaslednym
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odpairenim ethanolu a doplnénim destilovanou vodou a v ¢asti C vodny vyluh. VSemi
témito metodami bylo dosazeno statisticky vyznamného sniZeni poctu kolonii bakteridniho
kmene Bacillus cereus. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno Kruskal-Wallisovym
testem. V experimentdni ¢asti A pii pouziti 1 obj. % extraktu a v ¢asti B pii pouZiti
1,5 obj. % extraktu Tecome lapacho bylo dosaZzeno Uplného potlaceni rastu kolonii této
bakterie.

Jako negjvhodnéjsi metoda pro sniZzeni poc¢tu kolonii bakteridlniho kmene Escherichia coli
byla zvolena ¢ast A, tedy pouZiti 40% ethanolového extraktu. P koncentraci 2 obj. %
dodlo ke statisticky vyznamnému sniZeni poc¢tu kolonii a pii koncentraci 3 obj. % extraktu
byl rast bakterie zcela zastaven. Experiment B ani experiment C neprokézaly statisticky

vyznamneé rozdily mezi kontrolnim vzorkem atestovanymi koncentracemi extraktu.

V experimentani ¢asti A dodlo pii koncentraci 2 obj. % k Uplnéinhibici rastu bakterianiho
kmene Shigella flexneri. V experimentani casti B a ¢asti C dodo ke dtatisticky

vyznamnému sniZeni poctu kolonii této bakterie, nikoliv vak k Uplnéinhibici.

Bakteridni kmen Staphylococccus aureus byl za pouZiti 40% ethanolového extraktu zcela
potlaten, a to pri koncentraci 1 obj. %. Experimentalni ¢&st B prokazala statisticky
vyznamné sniZzeni poctu kolonii pii pouziti 1,5 obj. %. V casti C nebyly prokézany

statisticky vyznamné rozdily, tzn. nedo3lo ke sniZeni poctu kolonii ani o rad.

Jako negjucinngjSi metoda byla celkové zvolena metoda oznacena jako ¢ast A, tedy pouZziti
40% ethanolového extraktu Tecome lapacho. Zé&oven Gram-pozitivni bakterie
(Bacillus cereus, Saphylococcus aureus) vykazaly VvétsSi citlivost  k extraktu
neZz Gram-negativni bakterie (Escherichia coli, Shigella flexneri). Lze konstatovat,
Ze k potlaceni rastu kolonii stagila nizsi koncentrace extraktu. Metodou oznatenou jako
¢&st B dodo kupIné inhibici rastu pouze u bakteridniho kmene Bacillus cereus.
K vyznamnému dstatistickému sniZzeni poc¢tu kolonii doslo také u bakteridnich kmena
Shigella flexneri a Staphylococcus aureus. V experimentu C nedodlo k Uplné inhibici
u zadného ztestovanych bakteridnich kmeni. K vyznamnému statistickému sniZeni
kolonii vSak doSlo u bakteridnich kmeni Bacillus cereus a Shigella flexneri. Tedy
vexperimentdni casti B a c¢asti C nebyl pozorovan rozdil mezi vysedky

u Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii.
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Antimykotické vlastnosti Tecome lapacho byly testovany na kvasince Candida albicans.
Vydedky viak nebyly prikazné av Zadné ¢asti pokusu nedodlo ke statisticky vyznamnému
sniZzeni poctu kolonii. AvSak za pouziti 40% ethanolového extraktu se zmenSil pramer

kolonif.

Antibakteridni Gcinky rostliny Tecome lapacho na vybrané druhy baktérii byly prokazany.
Déle by bylo vhodné zabyvat se potenciondnim obohacovanim potravin bud’ samotnou
karou rostliny Tecome lapacho, napi. ve formé koreni nebo vhodnou formou vytazku

z lapacha.
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PRILOHA PI: VITAMINY

Nejbézngjsi hledisko t¥idéni vitamini je podle spoletnych fyzikdnich vlastnosti,

rozpustnosti ve vodg¢ (v polarnim prostiedi) av tucich (v nepolarnim prostredi). [15]

Tab. 1: Déleni vitamina [8]

Vitaminy rozpustné ve vodé Vitaminy rozpustnév tucich
Vitamin B (thiamin) Vitamin A (retinol) a jeho provitaminy
(karotenoidy)
Vitamin By (riboflavin) Vitaminy D (kalciferoly)

Vitamin B3 (kyselinanikotinova ajeji amid) | Vitaminy E (tokoferoly atokotrienoly)

Vitamin Bs (kyselina pantothenovd) Vitaminy K (fylochinony, farnochinony)

Vitamin Bg (pyridoxin) Vitamin F (esencidni mastné kyseliny)

Vitamin Bg (kyselina listova)

Vitamin By, (kyanokobalamin)

Kyselinalipoova

Biotin (diive nazyvan vitamin H)

Vitamin C (kyselina L-askorbova a kyselina
L-dehydroaskorbova)




PRILOHA P 11: OBSAH VYBRANYCH LATEK

Nasledujici chemicky rozbor I&tek byl proveden z préasku lapachové kiry

Tab. 2: Obsah vybranych latek [1]

U¢inna latka

M nozstvi [pg.mg™]

U¢inna latka

M noZstvi [pg.mg™]

vitamin B; Stopové tuky 494,000

vitamin A Stopové bilkoviny 1,850

vitamin C 7,080 sacharidy 2,610
nestravitelné balast- 0,151 stravitelnarostlinna 152,000

ni latky

vl&knina




PRILOHAPIII: FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE PRIPRAVY
EXTRAKTU TECOME LAPACHO

Acetonovy extrakt Tecome lapacho po 14 dnech

koncentrace5g.I™*

denni svétlo, 20°C tma, 20°C termostat, 37°C

koncentrace 10 g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C termostat, 37°C



Hexanovy extrakt Tecome lapacho po 14 dnech

koncentrace5g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C termostat, 37°C

koncentrace 10 g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C termostat, 37°C



Ethanolovy extrakt Tecome lapacho po 14 dnech —40% ethanol

koncentrace5g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C termostat, 37°C chladnicka, 4°C

koncentrace 10 g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C termostat, 37°C chladni¢ka, 4°C



Ethanolovy extrakt Tecome lapacho po 14 dnech — 100% ethanol

koncentrace 5 g.I™ koncentrace 10 g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C denni svétlo, 20°C tma, 20°C

Vodny extrakt Tecome lapacho po 14 dnech

koncentrace5g.l™* koncentrace 10 g.I™

denni svétlo, 20°C tma, 20°C denni svétlo, 20°C tma, 20°C



PRILOHAPIV: FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE
ANTIBAKTERIALNIHO UCINKU TECOME LAPACHO
NA VYBRANE DRUHY BAKTERII

Bacillus cereus - Diskova difuzni metoda

disky - 40% ethanolovy disky — vodny vyluh,
extrakt, uprostied - kontrola uprostred - kontrola
Bacillus cereus - Metoda v bujonu — vlastni experiment

Cast A:

kontrola, fedéni 10°  vzorek 0,1 % lapacha, 10° vzorek 0,5 % lapacha, 10°

Cast B:

kontrola, fedeni 107 vzorek 0,5 % lapacha, 10° vzorek 1 % lapacha, 10°



kontrola, redgni 10 vzorek 1 % lapacha, 10°

Escherichia coli - Diskova difizni metoda

disky - 40% ethanolovy disky —vodny vyluh,

extrakt, uprostied - kontrola uprostied - kontrola

Escherichia coli - Metoda v bujonu — vilastni experiment

Cast A:

kontrola, redgni 10 vzorek 0,5 % lapacha, 10° vzorek 2 % lapacha, 107



kontrola, fedeni 107 vzorek 0,5 % lapacha, 10° vzorek 1 % lapacha, 10

Cast C:

kontrola, redgni 10 vzorek 0,5 % lapacha, 10°

Shigella flexneri - Diskova difizni metoda

disky - 40% ethanolovy disky — vodny vyluh,

extrakt, uprostied - kontrola uprostied - kontrola



Shigella flexneri - Metoda v bujonu — vilastni experiment

Cast A:

kontrola, fedsni 10°  vzorek 0,1 % lapacha, 10°  vzorek 1 % lapacha, 10°

Cast B:

kontrola, fedéni 10°  vzorek 1 % lapacha, 10° vzorek 1,5 % lapacha, 10°

Cast C:

kontrola, fedeni 107 vzorek 1 % lapacha, 10°



Staphylococcus aureus - Diskova difuzni metoda

disky - 40% ethanolovy disky — vodny vyluh,

extrakt, uprostied - kontrola uprostied - kontrola

Staphylococcus aureus - M etoda v bujonu — vlastni experiment

Cast A:

kontrola, fedeni 10°  vzorek 0,1 % lapacha, 10° vzorek 0,5 % lapacha, 10°

Cast B:

kontrola, fedsni 10°  vzorek 0,5 % lapacha, 10° vzorek 1,5 % lapacha, 10°



kontrola, fedeni 107 vzorek 0,5 % lapacha, 10°



PRILOHAPV: FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE
ANTIMYKOTICKEHO UCINKU TECOME LAPACHO NA KVASINK U
CANDIDAALBICANS

Candida albicans - Metoda roztérem na padu — vlastni experiment

Cast A:

Cast B:

kontrola, redgni 10 vzorek 0,5 % lapacha, 10°  vzorek 1 % lapacha, 10



