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Cile prace

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSerSi se zaméfenim na strukturu, tvorbu a

biologické vlastnosti sirnych sloucenin ¢esnekovitych rostlin ¢eledi Alliaceae.

V experimentalni ¢asti prace bylo cilem izolovat zrostliny Tulbaghia violacea
thiosulfinat marasmicin (2,4,5,7-terathiaoktan-4-oxid) a porovnat jeho antimikrobialni

aktivitu s allicinem, jenz je hlavni rozkladnou sirnou latkou v ¢esneku.
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1. Uvod

Rostlina Tulbaghia violacea Harv. je drobna stalezelena ¢esnekovita rostlina fadici se
do rodu Tulbaghia, jenz je taxonomicky velmi blizky rodu Allium s nejznamé;jsim zastupcem
cesnekem setym (Allium sativum L.). Ob¢ rostliny, a¢ kazda pochazi z jiného konce svéta,
produkuji po naruseni jejich pletiv silné aromatické slouceniny. Majoritni rozkladna sirna
sloucenina Vrostliné T.violacea je 2,4,5,7-tetrathiaoktan-4-oxid, trivialnim nazvem
marasmicin (1), a je strukturné velice podobna rozkladné sirné latce, allicinu
(4,5-dithiaokta-1,7-dien-4-oxid) (2), vznikajici v ¢esneku. Chemické struktury obou latek
jsou znazornény na obr. 1.
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marasmicin (1) allicin (2)

Obr. 1: Struktura marasmicinu (1) a allicinu (2).

Stejné jako néktefi lidé v Ceské republice konzumuji Gesnek, aby si utuzili zdravi
a predchazeli riznym onemocnénim, tak domorodci v jizni Africe konzumuji rostlinu
T.violacea mj. pti zaludeCnich problémech, virdzach, tuberkuléoze a dokonce i pfi
rakovinném onemocnéni. Tato podobnost tedy nemusi byt jen Cisté strukturni, co se
chemického vzorce tyce, ale 1 antimikrobialni vlastnosti by mohly byt podobné a tim by
mohl byt, alesponi ¢astecné, vyfeSen problém nedostatecného mnozstvi 1é€ivych prostiedkt
v rozvojovych zemich, jako je jizni Afrika, a moznost pouziti marasmicinu jako zdravi

prospesného dopliku stravy, jak tomu dosud je u ¢esneku.

Nejjednodussim zplsobem zjisténi antimikrobidlni aktivity latek, kdy se testuje
citlivost kmene k antibiotiku, je uréeni pomoci diskového diftizniho testu, ktery bude v této

praci pouzit pro porovnani antimikrobidlnich aktivit marasmicinu a allicinu.



2. Rozkladné sirné latky v ¢esneku

Pronikavé a nezaménitelné aroma cesneku je vysledkem reakce enzymu allinasy

(EC 4.4.1.4) a nebilkovinné aminokyseliny, alliinu (3) (obr. 2).

S-2-allyl-L-cystein S-oxid (3)
(alliin)

Obr. 2: Struktura S-2-allyl-L-cystein S-oxidu (allinu).

V neporuseném pletivu se tyto dvé latky vyskytuji oddélené. Enzym alliinasa je
umistény na vakuolach, zatimco alliin je umistén v bunééné cytoplasmé. Enzymové
katalyzovanym rozkladem alliinu vznika thiosulfinat allicin (2) a nasledné nékolik desitek
dalSich sirnych slougenin®. Vznik rozkladnych sirnych latek vznikajicich v ¢esneku pfii

poruseni pletiva je znazornén na obr. 3.
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Obr. 3: Schéma vzniku sirnych rozkladnych sloucenin v ¢esneku.



3. Tulbaghia violacea Harv.

3.1. Charakteristika rostliny

T.violacea je drobna cesnekovita rostlina pivodem z Natalu, Transvaalu
a Vychodniho Kapska v jizni Africe, kde roste na skalnatych pastvinach®. Tato rostlina
dortsta vysky 30—120 cm dle podminek, pti kterych roste. Preferuje predevsim sucha az
vlhka mista v polostinu & na pfimém slunci®. Jeji kvétenstvi tvoii pfiblizng 10 svétle
fialovych kvéta (obr. 4)*4. Rostlina je znama pod nékolika nazvy jako ,,spolecensky Sesnek®,
»sladky cesnek™ a ,divoky cesnek™ (angl. ,society garlic”, ,sweet garlic* popt. ,,wild
garlic®). Tyto lidové nazvy vyjadiuji pfesvédceni, ze navzdory svému ¢esnekovému aroma
nevzniké pii jeji konzumaci v ustech nepiijemny pach jako pii konzumaci desneku®>. Toto
tvrzeni je vSak mylné, nebot’ po poziti listh ¢i jiné Casti této rostliny se V ustech vytvori
velmi intenzivni cesnekové aroma, které pretrvava nékolik hodin. T.violacea se
taxonomicky fadi do stejné Celedi jako Cesnek, ¢eledi Alliaceae L. (Cesnekovité), avsak do

rodu Tulbaghia.

a

Obr. 4: Tulbaghia violacea a) cela rostlina b) detail kvétu®.



3.1.1. Rod Tulbaghia

Rod Tulbaghia L. je taxonomicky velice blizky rodu Allium L. a zahrnuje cca 30 druht
rostlin (tab. 1), viechny ptvodem zjizni Afriky (obr.5). Uzemi, na kterém rostou, Se
rozprostira od jizni Tanzanie pies Malawi do Mosambiku, Zimbabwe az do Jihoafrické
republiky, kde je centrum jejich vyskytu. Tradi¢né jsou rostliny rodu Tulbaghia vyuzivané
Vv lidovém lé¢itelstvi na izemi jizni Afriky, kde jsou pro mnohé domorodé obyvatele jednémi

z hlavnich 16¢ivych rostlin®,

Obr. 5: Mapa ukazujici pfirozeny vyskyt rostlin rodu Tulbaghia.



Tab. I: Druhy rostlin rodu Tulbaghia s lidovymi nazvy.

Druh Lidovy nazev

Tulbaghia pretoriensis Vosa & Condy divoky ¢esnek
divoky ¢esnek, Wildeknoftel
[afrikanStina], lisela [Swazi]
Tulbaghia aequinoctialis Welw. ex Baker |divoky ¢esnek

Tulbaghia acutiloba Harv.

Tulbaghia affinis Link divoky cesnek
Tulbaghia alliacea L. f. divoky Cesnek
Tulbaghia bragae Engl. divoky Cesnek
Tulbaghia calcarea Engl. & K. Krause divoky ¢esnek
Tulbaghia cameronii Baker divoky ¢esnek
Tulbaghia capensis L. ?;;r?llgnzfis;lae]k’ Wildeknoffel
Tulbaghia coddii Vosa & Burb. divoky ¢esnek
Tulbaghia cominsii Vosa divoky ¢esnek
Tulbaghia dregeana Kunth ajuin [afrikanstina]
Tulbaghia friesii Suess. divoky ¢esnek
Tulbaghia galpinii Schltr. divoky ¢esnek
Tulbaghia hypoxidea Sm. divoky ¢esnek
Tulbaghia leucantha Baker divoky ¢esnek

vonavy divoky ¢esnek, ingotjwa,
sikwa [Swazi]
Tulbaghia luebbertiana Engl. & K. Krause | divoky ¢esnek

Tulbaghia ludwigiana Harv.

Tulbaghia macrocarpa Vosa divoky cesnek
Tulbaghia montana Vosa divoky ¢esnek
Tulbaghia natalensis Baker sladky divoky ¢esnek
Tulbaghia nutans Vosa divoky cesnek
Tulbaghia pauciflora Baker divoky Cesnek
Tulbaghia rhodesica R. E. Fr. divoky cesnek
Tulbaghia simmleri P. Beauv. divoky cesnek
Tulbaghia tenuior K. Krause & Dinter divoky ¢esnek
Tulbaghia transvaalensis VVosa divoky ¢esnek
Tulbgahiaverdoornia Vosa & Burb. divoky ¢esnek

divoky ¢esnek, Wildeknoftel
[afrikanStina]

Tulbaghia violacea Harv.




3.2. Lécivé ucinky a antimikrobialni aktivita rostlin rodu Tulbaghia

T.violacea je vlidovém Iécitelstvi hojné uzivanou rostlinou zejména v oblasti
Vychodniho Kapska pro 1é¢bu horecky, astmatu, nachlazeni, tuberkulézy, Zzaludec¢nich
problému a dokonce i pii 1écbé rakoviny jicnu. K 1€cb¢ horecky, zédchvati, revma a obrny se
zde uziva i T. alliacea. V Zimbabwe tato rostlina nachazi uplatnéni zejména v kuchyni, kde
jsou jeji listy pouzivany jako ochucovadlo a oddenek vafen s masem nebo praZzen jako
zelenina. Zaménitelnou rostlinou s T.violacea a T. alliacea pro své zdravi prospésné
vlastnosti jsou T. cepaea® a T. simmeleri®. Oviem stejné tak jako nadmémé uzivani b&znych

16¢iv, mize nadmérna konzumace téchto rostlin zptisobit Zaludeéni problémy”.

Oddenky téchto rostliny obsahuji vysoké koncentrace flavonoidi a mohou slouzit jako

s 4 . 4 r . . o ¢ . T
potencialni zdroj pfirodnich antioxidantl a jako prevence proti rakoving'.

Bungu et al.® zjistovali inhibiéni schopnost methanolového extraktu listi a kofent
T. violacea proti bunkam zpusobujicich rakovinu jicnu a dospél kK zavéru, ze extrakt listi
inhibuje 30 % rakovinotvornych bunék, tedy dvakrat vice, nez extrakt z kotend této rostliny.
K zajimavym zjisténim dospéli i pfi testovani extrakt rostliny proti buitkam zpusobujicich
rakovinu prsu a karcinom déloZzniho hrdla. Oba extrakty inhibovaly pfiblizné stejné mnoZstvi
bun¢k zpisobujicich rakovinu prsu (~50 %) a pfi zjiStovani inhibice bunék zplsobujicich
karcinom dé¢lozniho hrdla byla u¢innost extraktu z kotenli znateln€ vyssi nez extraktu z listl

(~55 % vs. 38 %). Nicméné blizsi informace o chemické struktufe latek vykazujicich tyto

biologické t¢inky nejsou znamy.

T. violacea je vyznamnou rostlinou uzivanou i pfi 1é¢bé trombozy. Antitrombotické
ucinky zjisténé u této rostliny jsou dokonce vyssi nez antitrombotické ucinky cesneku.
Vodny extrakt kofinkt rostliny prodlouzil dobu srazeni krve o ~44 s, zatimco vodny extrakt

y 9
¢esneku pouze o ~55 .

Tato rostlina obsahuje také latky ucinné snizujici krevni tlak. Inhibi¢ni schopnost
vodného extraktu listti i kofend rostliny proti angiotensinu (= hormon zpusobujici zvyseni

systolického 1 diastolického krevniho tlaku) je pozoruhodné vysoka, téméet 73 %™,

Rostlina je také vybornym dopliikem pro podpofeni tvorby testosteronu, ¢imz pomaha

udrzovat a zlepSovat reprodukcni schopnostll.



Své opodstatnéni ma i jeji vyuziti jako fungicidu. Fungicidni aktivita T. violacea proti
patogentim Botrytis cinerea, Pythium ultimum a Rhizoctonia solani je dokonce vyssi nez
fungicidni aktivita ¢esneku. Vodny extrakt kotfend rostliny (50 mg/ml) ma srovnatelnou
aktivitu s fungicidnim standardem (karbendazim/difenokonazol; 0,1 mg/ml)*2. Nepi{jemnym
listovym patogenem zpusobujicim plisen ¢i vyskyt Cernych teCek na hrachu setém
(Pisum sativum L.) je i Mycospharella pinodes. Vodny extrakt rostliny zcela potlacil rist
M. pinodes jiz pti relativné nizkych koncentracich, pfi vysSich koncentracich byl extrakt
dokonce ucinnéjsi nez jiz vySe zminény standardni fungicid. Diky témto zjiSténim Ize
rostlinu uZivat k prevenci riistu nezadoucich plisni*®. Vyznamna je i aktivita T. violacea pri
lécbe infekce zptisobené mikroorganismem Candida albicans. Kandidioza je nejb&zngjsi
oralni infekce u HIV pozitivnich pacientd projevujici se od aftdi az po dasiiové zarudnuti®,
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus jsou zvlastni rostlinné patogeny, které zpuisobuji
mj. hniti kukufice, arasidt a ofechti. Tyto plisné€ nejen Ze zplsobuji znacnou ztratu urody, ale
také produkuji aflatoxiny. Vodny extrakt rostliny T. violacea zpomaloval rist téchto dvou
plisni v zavislosti na koncentraci extraktu. Extrakty rostliny tedy mohou byt pouzity pii
antimykotické 16&b& t&chto dvou patogeni™. Extrakt celé rostliny také vyrazné potlatuje riist
hub jako Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Mycospharella pinodes,

Botryosphaeria dothidea a Pythium ultimum®®.

Buwa a Afolayan'’ uvadi (tab. I1), Ze nejvétsi mikrobialni aktivitu (MIC = Minimum
Inhibitory Concentration) proti mikroorganismim Bacillus cereus, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus a Mycobacterium aurum A+ ma dichlormethanovy extrakt rostliny.
Mycobacterium aurum je podobny kmenu Mycobacterium tuberculosis, ktery zpusobuje

tuberkulozu.

Tab. 1I: Antimikrobialni aktivita rostliny Tulbaghia violacea.

. Gast MIC [mg/ml]
rostlina . rozpoustédlo
rostliny Bc | Ec | Sa | Ma
H,O 4,166 | 3,125|2,600| -

T.violacea | kofinky C,HsOH | 3,125 1,560 |1,560 | 3,125

CH.Cl, 0,780|0,780 {0,780 0,780
Bc — Bacillus cereus, Ec— Escherichia coli, Sa — Staphylococcus auresus,

Ma — Mycobacterium aurum



Hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktd T.violacea proti E. coli
zjisténymi Buwou a Afolayanem®’ se viak pongkud lidi od hodnot, jez uvadi Ncube et al.*®,
Hodnota MIC vodného extraktu byla 12,5 mg/ml, ethanolového extraktu 3,125 mg/ml
a dichlormethanového pak 3,125 mg/ml.

Extrakt T.violacea také vyrazné potlacuje rist bakterii Clavibacter michiganensis,

Ralstonia solanacearum a Xanthomona scampestris®.

3.3.  Sirné latky v Tulbaghia violacea

Kubec et al.*® identifikovali v rostling T.violacea tfi substituované derivaty
cysteinu — S-methylcystein  S-oxid (methiin) (4), S-ethylcystein S-oxid (ethiin) (5)
a S-(methylthiomethyl)cystein S-oxid (marasmin) (6) (obr. 6). Prvni dvé aminokyseliny byly
vSak pritomny pouze ve stopovém mnozstvi, kdezto S-(methylthiomethyl)cystein S-oxid se
vyskytuje jako majoritni sloZka. Struktura a absolutni konfigurace této latky byly urceny
jako (Rs, Rc)-S-(methylthiomethyl)cystein-4-oxid (6). Tato latka, avSak s opacnou absolutni
konfiguraci sulfoxidové skupiny, (Ss, Rc)-S-(methylthiomethyl)cystein-4-oxid, byla poprvé
izolovana zn€kolika hub rodu Marasmius Fr., proto se tato aminokyselina oznacuje

trividlnim nazvem marasmin.

(RsRc)-S-(methyl)cystein-4-oxid (4) (RsRc)-S-(ethyl)cystein-4-oxid (5)
(methiin) (ethiin)

w O
O H NH,

N

///

S S
B cooH
(RsRc)-S-(methylthiomethyl)cystein-4-oxid (6)
(marasmin)

Obr. 6: Struktura S-substituovanych derivati cysteinu v Tulbaghia violacea — methiin (4),

ethiin (5) a marasmin (6).



Bylo zjisténo, ze proces enzymatického Stépeni marasminu je analogicky Stépeni
alliinu v cesneku a v jinych cesnekovitych druzich. Primarni rozkladnou latkou
marasminu, (Rs, Rc)-S-(methylthiomethyl)cystein-4-oxidu (6), je thiosulfinat
2,4,5,7-tetrathiaoktan-4-oxid (1). Tato slouCenina byla pojmenovana trivialnim nazvem
marasmicin (analogicky k nazvu allicin vznikajiciho z alliinu). Vznikd kondenzaci dvou
molekul (methylthio)methansulfenové kyseliny (7) po piedchozim rozkladu marasminu (6)
C-S lyasou?®. Stejné& jako ostatni thiosulfinaty je i marasmicin relativng nestaly a rozklada se
na dalsi produkty. Vyc¢et chemickych slouc¢enin, které by mohly vznikat z marasmicinu, jsou

znazornény na obr. 7 °.

O H NH,
\ 5 S C-S lyasa
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Obr. 7: Schéma tvorby rozkladnych sirnych latek v rostlin¢ Tulbaghia violacea.



3.4. Zpusoby zjistovani antimikrobialni aktivity

Nejjednodussim zptisobem zjisténi antimikrobialni aktivity zkoumané latky (popf.
extraktu) je jeji stanoveni pomoci agarové difizni metody nebo uzitim mikrodilu¢nich
metod, jimiz lze ur¢it minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) stanovované latky zcela
potlacujici rast mikroorganismu. Standardnim postupem posouzeni antimikrobialni aktivity

je diskova diftzni metoda™.

3.4.1. Diskova difiizni metoda

Pti uziti diskové difuzni metody k zjisténi antimikrobialni aktivity stanovované latky
je agarova puda naockovana rovnomeérnou vrstvou bakteridlni suspenze 0 definované
hustoté. Na tento agar je pak umistén papirovy disk s danou koncentraci sledované latky. Po

specifické dobé inkubace jsou méfeny primeéry inhibi¢nich zén kolem kazdého disku™.

3.4.2. Mikrodilué¢ni metoda

Cvwr

mikroorganismu (minimalni inhibi¢ni koncentrace, angl. minimum inhibition concentration
MIC), slouzi diluéni metoda. Do kazdé jamky je nanesena testovana latka o rizné
koncentraci, jez je nasledné naoCkovana standardnim mnozstvim bakterialni suspenze. Po
urcité dobé¢ inkubace je zjiStovano zakaleni roztoku a tim schopnost ristu mikroorganismu.

Hodnota MIC je nejnizsi koncentrace latky, kterd zcela inhibuje rist mikroorganismulg.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité pristroje, chemikalie, rostlinny material a testované
mikroorganismy

4.1.1. Chemikalie

Béhem experimentalni prace byly pouzity dichlormethan (99,5 %), bezvody siran
hofecnaty cisty, hydroxid sodny (min. 98 %) a kyselina octova (99,8 %) od firmy
LACH-NER (Neratovice, CR), acetonitril (min. 99,8 %) od firmy J. T. BAKER (Dublin,
Irsko), ethanol (min. 99,9 %) od firmy MERCK (Darmstadt, Némecko), diallyldisulfid
(80 %) od firmy SIGMA-ALDRICH (Némecko), peroxid vodiku nestabilizovany (30 %)
a hydroxid sodny (min. 85 %) od firmy LACHEMA (Brno, CR) a destilovana, popf.

redestilovana voda.

4.1.2. PouZité pristroje a zafizeni

Kromé béZnych laboratornich zatizeni a laboratorniho skla byly béhem experimentalni
prace pouzity biologicky termostat BT 120, ockovaci klicky Gama group a.s., mikrotitrani
desticky FALCON 3077, antibiotické disky ampicilin 10 a gentamicin 10 BD Sensi-Disc
(Némecko), spektrofotometr TECAN SPECTRA, vyhtivana a chlazena tfepacka Biosan
TS-100 C a systém pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detektorem diodového
pole (HPLC/DAD) a detekci hmotnostnim spektrometrem (HPLC/MS).

e Chromatograficky systém HPLC/DAD

Soucasti chromatografického systému byly vysokotlakd pumpa Varian ProStar 210,
detektor diodového pole (DAD) Varian ProStar 210, analytickd kolona Varian
Microsorb-MV 1005 C-8 o rozmérech 250 x 4,6 mm (5 um) a preparativni kolona Varian
Dynamax Microsorb 1005 C-18 o rozmérech 250 x 21,4 mm (5 um). Vzorek byl nanasen do
davkovaci smycky stiikackou Hamilton Varian o objemu 25 pl, popft. jednordzovou injekéni

stiikaCkou NORM-JECT o objemu 1 ml.
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e Chromatograficky systém HPLC/MS

Soucasti HPLC/MS systému byl spektrometr Thermo LTQ XL pfipojeny na
automaticky davkovac vzorku ACCELA a kapalinovy chromatograf ACCELA 600 od firmy
THERMO SCIENTIFIC s detektorem UV 1000 od firmy THERMO FINNIGAN. Zapojena
byla analyticka kolona Varian Microsorb-MV 1005 C-8 o rozmérech 250 x 4,6 mm (5 um).

4.1.3. Zivné pady

Pii pfipravé zivnych pid byly pouZzity agar ST, Zivny agar €. 2 a kvasni¢ny autolyzat
od firmy IMUNA PHARM a.s. (Sarisské Michlany, SR), enzymovy kaseinovy hydrolyzat
(trypton) od firmy SCHARLAU (Barcelona, Spanélsko), séjovy pepton od firmy FLUKA
(Buchs, Svycarsko), chlorid sodny (min. 99,9 %) od firmy PENTA (Praha, CR) a glukosa od
firmy LACHEMA (Brno, CR). Bramboro-dextrézovy agar byl zakoupen od firmy
HIMEDIA (Mumbai, Indie).

Zivna puda trypton sojového agaru (TSA), pouZita pii testovani mikrobidlni vlastnosti
latek proti lidskym bakteriim, byla pfipravena smichdnim 3,75 g enzymatického kaseinového
hydrolyzatu (tryptonu), 1,25 g séjového peptonu, 1,25 g chloridu sodného a 3,75 g agaru
a doplnéna na 250 ml destilovanou vodou. Hodnota pH byla upravena pomoci 1 M NaOH na
hodnotu 7,2.

Zivna piida masopeptonového agaru (MPAg), pouzita pii testovani antimikrobialnich
vlastnosti latek proti rostlinnym bakteriim, byla pfipravena smichanim 10 g zivného agaru
¢. 2, 2,59 glukosy, 1,25 g kvasni¢ného autolyzatu a 5g agaru ST a doplnéna na 250 ml

destilovanou vodou. Hodnota pH byla upravena pomoci 1 M NaOH na hodnotu 7,2.

Zivna pida bramboro-dextré6zového agaru (PDA), pouzita pii testovani mikrobialni
vlastnosti latek proti kvasince, byla jiz zakoupena jako namichand smés. Mnozstvi 9,75 g

bylo doplnéno do 250 ml destilovanou vodou.

Vsechny zivné agary byly sterilizovany 20 min v autoklavu pfi teploté 121°C.
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4.1.4. Testované mikroorganismy

Seznam testovanych mikroorganismt a jejich stru¢nd charakteristika jsou znazornény
v tab. I11.

Tab. I11: Souhrn a charakteristika testovanych mikroorganismtl.

testovany mikroorganismus identifikacni kod G'IG optimélni[zealota ristu
Bacillus cereus CCM 869 2/91 G 30
Escherichia coli CCM 3954 03/11 G 37
Micrococcus luteus CCM 1048 04/10 G 30
Clavibacter michiganensis* RICP 1297/99 G 25
Erwinia amylovora RICP 121A, 3901 G 25
Xanthomonas axonopodis** LMG 931 G 25
Saccharomyces cerevisiae - 25

* Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

** Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

4.1.5. Testovana antibiotika

Jako standardni antibiotika byly pouzity tetracyklin hydrat (99 %), gentamicin sulfat,
chloramfenikol (min. 98 %) a ampicilin - sodna sil (min. 98 %) od firmy
SIGMA-ALDRICH (Némecko).

4.1.6. Rostlinny material
Pro izolaci marasmicinu byly pouzity lyofilizované koteny T. violacea. Tato rostlina

byla ziskana od Liz Powney (NCCPG National Collection of Tulbaghia, Prime Perennials

Nursery, Llanilar, Aberystwyth, UK) a dale péstovana v arealu JihoCeské univerzity.
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4.2. Extrakce rozkladnych latek z Tulbaghia violacea

Navazka 37 g lyofilizovanych kofinku byla rozmixovana s 800 ml destilované vody
a ponechana 30 minut stat pii laboratorni teploté. Smés byla piefiltrovana za sniZzeného tlaku
ptes Biichnerovu nalevku opatfenou tkaninou a filtraéni kola¢ byl znovu rozmixovéan se
stejnym objemem destilované vody a zfiltrovan.

Filtrat byl extrahovan dichlormethanem v poméru 1:2 (v:v). V disledku vzniku emulze
bylo nutno smés centrifugovat pii 12 000 ot./min po dobu 4 minut. Po oddé€leni organické
faze byla vodna faze znovu extrahovana dichlormethanem v poméru 1:1 (v:v). Organické
faze byly spojeny, pfesuseny bezvodym siranem hofe¢natym a rozpoustédlo bylo nasledné
odpafeno na rota¢ni vakuové odparce pii teploté¢ 26°C. Byl ziskan zluty silné aromaticky
extrakt, ktery byl nasledné analyzovan pomoci HPLC.

Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi rozkladnych latek z rostliny T. violacea byl tento

postup né¢kolikrat opakovan s primérnym vytézkem rozkladnych latek 1,68 %.

4.3. ldentifikace marasmicinu
4.3.1. Analyza marasmicinu pomoci HPLC/DAD
Analyza ziskaného extraktu byla provadéna uzitim vysokoucinného kapalinového
chromatografu piipojeného na detektor diodového pole (A = 210 nm). Eluce probihala po

dobu 35 min s nastavenym prutokem 0,9 ml/min (tab. IV). Do chromatografického systému

byla zapojena analyticka kolona C-8, na kterou byl nasttiknut objem 20 pul vzorku.

Tab. IV: Elu¢ni gradient mobilnich fazi.

mobilni ¢as [min]

faze [%0] 0 16 20 30 35
H,0 80 61 15 15 80

CHsCN 20 39 85 85 20
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Po skonceni nastavené analytické metody byl ziskan chromatogram rozkladnych latek

v rostliné T. violacea (obr. 8) a UV spektrum marasmicinu (obr. 9).

marasmicin

0,4 -
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N T | W U
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Obr. 8: Chromatogram rozkladnych latek v Tulbaghia violacea.
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Obr. 9: UV spektrum marasmicinu.
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4.3.2. ldentifikace marasmicinu pomoci HPLC/MS

Ve smési rozkladnych latek byl marasmicin identifikovan vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s naslednou detekci hmotnostnim spektrometrem (HPLC/MS), jez byla
provadéna Ing. Pavlou KruZberskou (Biologické centrum AV CR). Molekuly rozkladnych
latek byly ionizovany a déleny dle odpovidajiciho poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Potvrzeni struktury marasmicinu bylo provedeno analyzou vzniklych fragmenti pit MS/MS

(obr. 10).
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Obr. 10: MS/MS spektrum marasmicinu.

4.3.3. ldentifikace marasmicinu pomoci NMR

Predpokladana struktura izolovaného marasmicinu byla jednoznaéné potvrzena pomoci
NMR spektrometrie. *H a **C NMR spektra marasmicinu byla zmé&fena Prof. RNDr. Janem
Schramlem, DrSc. (Ustav chemickych procest, AV CR). Spektra byla méfena v CDCl3 na
NMR spektrometru Varian INOVA (500 MHz). NMR spektra marasmicinu jsou uvedena na
obr. 11 a12.
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4.4. lzolace marasmicinu

Pro izolaci marasmicinu ze smési rozkladnych latek byl pouzit stejny HPLC gradient
jako pfi jeho identifikaci, avSak S nastavenym pritokem 18 ml/min. Do chromatografického
systému byla zapojena preparativni kolona C-18, na kterou byl vzdy nastiikovan objem 1 ml
vzorku, nasledné byla jimana latka s reten¢nim ¢asem 15,4 minut, jez byla identifikovana

jako marasmicin.

Z najimanych frakci byl pomoci rota¢ni vakuové odparky odstranén acetonitril pti
30°C a vznikly vodny roztok byl dvakrat extrahovan dichlormethanem v poméru 1:0,75
(v:v). Spojené organické faze byly pfesuseny bezvodym siranem hofeénatym a organické
rozpoustédlo bylo odpafeno na rotacni vakuové odparce pii 26°C. Byla ziskana zluta

viskozni siln¢ aromaticka kapalina, u které byla nasledné zjistovana antimikrobialni aktivita.

4.5. Syntéza allicinu (S-allyl-2-propenthiosulfinatu)

V roztoku 10 ml acetonitrilu a 10 ml kyseliny octové bylo rozpusténo 7,3 ml 0,05 M
(3,7x10" mol) diallyldisulfidu (11). Za stalého michani pii 0°C byla piikapavana
peroxyoctova kyselina (do bilého zakaleni roztoku), ktera byla pfipravena smichanim 4,5 ml
30 % peroxidu vodiku (0,15 mol) a 7 ml kyseliny octové. Reakéni schéma syntézy allicinu je
znazornéno na obr. 13. Po 5 hodinach michani byla hodnota pH reakéni smési upravena
roztokem hydroxidu draselného na hodnotu 5,0. Vznikla smés byla extrahovana 4 x 50 ml
dichlormethanu. Organicka faze byla pfesusena bezvodym siranem hotfecnatym a organické

rozpoustédlo bylo odpateno na rota¢ni vakuové odparce.

o)
CH5;COOOH ||
NSNS ~ N NN
diallyldisulfid (11) allicin (5)

Obr. 13: Syntéza allicinu pomoci kyseliny peroxyoctové.
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4.6. Ildentifikace allicinu

4.6.1. Analyza allicinu pomoci HPLC/DAD

Identifikace allicinu v ziskané reak¢éni smési byla provadéna uzitim vysokoucinného
kapalinového chromatografu ptipojeného na detektor diodového pole (A = 210 nm). Separace
probihala po dobu 22 min  Snastavenym  pratokem 0,9 ml/min  (tab. V).
Do chromatografického systému byla zapojena analyticka kolona C-8, na kterou byl

nasttiknut objem 20 pl vzorku.

Tab. V: Elu¢ni gradient mobilnich fazi.

mobilni ¢as [min]

faze [%0] 0 15 17 20 22
H,0 85 30 10 10 85

CH5CN 15 70 90 90 15

Pomoci této analytické metody byl ziskdn chromatogram vSech latek ptitomnych

Vv reakéni smési (obr. 14) a po identifikaci allicinu bylo ziskano jeho UV spektrum (obr. 15).
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Obr. 14: Chromatogram syntetizovanych latek.
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Obr. 15: UV spektrum allicinu.

4.6.2. ldentifikace allicinu pomoci HPLC/MS

Identifikace allicinu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s naslednou
detekci hmotnostnim spektrometrem byla provadéna stejnym zptusobem jako identifikace
marasmicinu (viz kap. 4.3.2). Potvrzeni struktury allicinu bylo provedeno pomoci vzniklych
fragmentt pii MS/MS (obr. 16).
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Obr. 16: MS/MS spektrum allicinu.

4.7. lzolace allicinu

Pro izolaci allicinu z reakéni smési byla pouZzita stejnd metoda jako pii jeho
identifikaci, avSak s nastavenym pritokem 18 ml/min. Do chromatografického systému byla
zapojena preparativni kolona C-18, na kterou byl vzdy nastfikovan objem 1 ml vzorku
anasledné byla jimana latka sretenénim ¢asem 12,0 minut, jez byla pomoci HPLC/MS

identifikovana jako allicin.

Z této frakce byl na rota¢ni vakuové odparce odpatfen acetonitril pii 30°C a vodny
roztok byl dvakrat extrahovan dichlormethanem v poméru 1:0,75 (v:v). Spojené organické
faze byly pfesuseny bezvodym siranem hofecnatym a organické rozpoustédlo bylo odpateno
na rotacni vakuové odparce pii 26°C. Byla ziskdna silné¢ aromatickd kapalina, u které byla
nasledné zjistovana antimikrobialni aktivita, s niz byla porovnavana antimikrobialni aktivita

marasmicinu.
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4.8. Zjistovani antimikrobialni aktivity marasmicinu
4.8.1. Diskova difuzni metoda

Byla zkoumana antimikrobialni aktivita marasmicinu proti rostlinnym (Clavibacter
michiganensis, Erwinia amylovora, Xanthomonas axonopodis) a zivo¢isnym (Bacillus
cereus, Escherichia coli, Micrococcus luteus) bakteriim a proti kvasince (Saccharomyces
cerevisiae) a porovnana s antimikrobialni aktivitou allicinu. Antimikrobialni aktivity obou
latek byly dale porovnany se standardnimi antibiotiky (ampicilin, gentamicin) o koncentraci
2 mg/ml. Optimalné narostlé bakteriec na Zzivném agaru byly odebrany do sterilni
demineralizované vody a byla pfipravena bakterialni suspenze o hustoté 10° CFU/m.
Na Petriho misky s zivnym agarem bylo nanaSeno 0,5 ml této suspenze, rovnomérné
rozetteno a ponechdno cca 3 hodiny, aby doslo k jejimu zapusténi. Na papirové disky
o prum&ru 6 mm bylo naneseno 5 ul roztoku latky, u niz byla zjistovana antimikrobialni
aktivita proti mikroorganismtiim. Byly nanaseny vzdy koncentrace 8, 4, 2 a 1 mg/ml roztoku
v ethanolu. Napusténé disky byly ponechany nékolik minut, aby se ethanol odpafil a pak

byly pokladany na Zivny agar se zapuSténou bakterialni suspenzi.

4.8.2. Mikrodilu¢ni metoda v bujonu

Minimalni inhibi¢ni koncentrace marasmicinu (MIC) byla zjistovana proti zivo¢isSnym
bakteriim (E. coli, M. luteus a B. cereus) a porovnana s MIC allicinu. Tyto hodnoty uvedené
vtab. VII byly dale porovnany s MIC standardnich antibiotik (ampicilin, gentamicin,
tetracyklin, chloramfenikol). Testovani bylo provadéno uzitim mikrodiluéni metody na
mikrotitracnich destickdch s 96 jamkami vzdy dvakrat po tfech méfenich. Byl pfipraven
roztok latky v ethanolu, u niZ byla testovdana antimikrobidlni aktivita, o koncentraci
5120 mg/ml, roztok byl 10x zfedén zivnym bujonem a do prvni jamky bylo naneseno
200 pl. Testovana latka byla fedéna v mikrotitrani desticce od koncentrace 512 do 1 ug/ml
zivnym bujonem tak, aby ve vSech jamkach byl celkovy objem 100 ul (antibiotika byla
fedéna od koncentrace 64 do 0,25 pg/ml a v piipadé testovani tetracyklinu proti B. cereus
bylo antibiotikum fedéno od koncentrace 16 do 0,0625 pg/ml). Nasledné bylo piidano 5 pl
bakterialni suspenze o koncentraci 10’ CFU/ml, obsah desti¢ky byl promisen na tiepadce

a byla zmétena absorbance pii vinové délce 405 nm. Mikrotitracni desticka s roztoky byla
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ponechana 23 hodin v termostatu pii optimalni teploté rustu daného mikroorganismu. Po
inkubaci byly smési v jednotlivych jamkach opét promichany a zakaleni roztoku (a tim
I nardst mikroorganismu) bylo zméfeno spektrofotometrem pii vinové délce 405 nm.
Z rozdilu absorbanci a ze znalosti absorbance roztoku bujonu s bakterii (kontrola nartstu
odpovidajici hodnoté 100 %), bylo spocteno % narlstu bakterie v dané jamce a uréena MIC.
Kvili ¢asové naroc¢nosti a nutnosti pravidelného méfeni zakaleni roztoku tuto metodu z vétsi

¢asti provadéla Ing. Petra KrejCova (istav aplikované chemie, ZF JU).
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S. Vysledky

Po odecteni velikosti inhibi¢nich zon utvotenych kolem papirového disku po optimalni
dob¢ ristu kazdého z mikroorganismi byly tyto hodnoty zprimérovany a zaznamenany

v tab. VI.

Tab. VI Velikost inhibi¢nich zén [mm] pfi testovani mikrobialni aktivity marasmicinu proti

mikroorganismiim v porovnani s mikrobidlni aktivitou allicinu a standardnich antibiotik

[mg/ml].
MO* marasmicin allicin ampicilin | gentamicin
8 4 2 1 8 4 2 1 2 2
Bc 10 8 - - 7 - - - - 11
Ec 12 11 10 8 12 12 10 9 11 18
MI 9 7 - - 10 - - - 35 14
Cm | 22 18 14 10 28 19 13 10 35 21
Xa 12 10 8 7 18 14 10 8 24 26
Ea | 11 10 7 - 18 12 7 - 8 8
Sc 13 10 10 7 16 12 9 7 - -

*MO=testovany mikroorganismus

Bc — Bacillus cereus, Ec — Escherichia coli, Ml — Micrococcus luteus, Cm — Clavibacter
michiganensis, Xa — Xanthomonas axonopodis, Ea — Erwinia amylovora, Sc — Sacharomyces

cerevisiae

Po zméfeni absorbance roztokd v jednotlivych jamkach byla zjistétna MIC

marasmicinu a porovnana s MIC allicinu a standardnimi antibiotiky (tab. VII).

Tab. VII: Hodnoty MIC marasmicinu a allicinu proti zivo¢isnym bakteriim porovnana s MIC

standardnich antibiotik.

mikroorganismus/MIC[pg/ml] all* mar* amp* gen* tet* chl*
Escherichia coli 32 64 8 2 1 4
Micrococcus luteus 32 32 0,25 2 0,25 1
Bacillus cereus 32 32 32 1 0,03125 4

*all=allicin, mar=marasmicin, amp=ampicilin, gen=gentamicin, tet=tetracyklin,
chl=chloramfenikol
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6. Diskuze

Diskovou difizni metodou bylo zjisténo, ze marasmicin vykazoval velice podobné
antimikrobialni vlastnosti proti testovanym mikroorganismim jako allicin. Zaroven nebyly
pozorovany jednoznac¢né rozdily v aktivit¢ proti Gram-negativnim a Gram-pozitivnim

bakteriim.

Proti kmenu B. cereus, ktery je pivodcem prijmu a nevolnosti vyvolanych po poziti
kontaminované potravy,” piisobi marasmicin dokonce jako siln&jsi antibiotikum ne allicin.
Pfi koncentraci marasmicinu 8 mg/ml se kolem papirového disku utvofila inhibi¢ni zéna
0 praméru 10 mm, zatimco pfi testovani allicinu jako antibiotika byla velikost inhibi¢ni zény
pouze 7 mm. Pfi koncentracich 4 mg/l a mensi se inhibicni schopnost allicinu viibec
neprojevila oproti marasmicinu, ktery pti koncentraci 4 mg/ml inhiboval rtst bakterie v zoné

o prum¢&ru 8 mm od mista naneseni.

Pti 1é¢bé ¢i prevenci mocovych infekei a cestovatelskych prijmi, které jsoucasto

zpuisobeny bakterii E. coli,”® vykazuji marasmicin i allicin podobné biologické vlastnosti.

Lepsi antimikrobialni aktivitu proti M. luteus, ktery je u osob s oslabenou imunitou
spojovan s bakteriémiemi, projevoval roztok marasmicinu o koncentraci 4 mg/ml inhibi¢ni

schopnost, zatimco stejné koncentrovany roztok allicinu nikoliv.

Pfi testovani proti mikroorganismium C. michiganensis (bakterie zpisobujici vadnuti
a rakovinu rajéat®), X. axonopodis (zptsobuje bakterialni skvrnitost listi®?), E. amylovora
(ptvodce spaly razokvétych rostlin®) a S. cerevisiae (kvasnice uZivana pifi kvasnych
procesech v pivovarnictvi a pekafstvi) vykazoval allicin nepatrné vyssi schopnost inhibice

nez marasmicin.

Pfi porovnani antimikrobidlni aktivity marasmicinu se standardnimi antibiotiky lze
fict, Ze marasmicin vykazoval velice podobnou inhibi¢ni schopnost proti E. coli jako stejné
koncentrovany roztok ampicilinu. Inhibi¢ni schopnost marasmicinu proti E. amylovora byla

témet shodna s inhibi¢nimi schopnostmi standardnich antibiotik gentamicinu a ampicilinu.

Koncentrace roztoku allicinu, ktera je schopna inhibovat rast E. coli, je 2x nizsi nez
koncentrace marasmicinu. Inhibi¢ni schopnost zcela potlacit rist M. luteus a B. cereus byla

dosazena pii pouziti stejné koncentrovanych roztokit marasmicinu a allicinu (32 pg/ml).
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Zjisténé hodnoty MIC marasmicinu proti testovanym mikroorganismum (Bacillus
cereus, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Clavibacter michiganensis, Xanthomonas
axonopodis, Erwinia amylovora a Sacharomyces cerevisiae) nelze jednoduse porovnavat
s jiz publikovanymi vysledky, protoze dosud byla zjisStovana pouze MIC extraktu
T. violacea (nikoliv ¢istého marasmicinu) proti E. coli. Zjisténa hodnota MIC marasmicinu
proti E. coli byla rovna 0,064 mg/ml a ta se velice li$i od hodnot uvadénych autory
Ncube et al.®® (MIC=3,1 mg/ml) a Buwou a Afolayanem!’ (MIC=1,56 mg/ml). Divodem
neshodnosti mezi naméfenou a publikovanymi hodnotami je jiz dfive zminény, Ze
V uvedenych pracich!’*® nebyl testovdn Cisty marasmicin, ktery je s vysokou
pravdépodobnosti hlavni antimikrobialni slozkou rostlin Tulbaghia, ale pouze neptecistény

1.'® a Buwou a Afolayanem®’

extrakt. Odlisnost hodnot MIC uvadénych autory Ncube et a
muze byt zpiisobend tim, Ze velikost hodnot MIC extraktl zavisi na tom, v jakém ro¢nim
obdobi byla rostlina sbirdna. Naptiklad na jafe, v 1ét¢ a v zimé jsou hodnoty MIC extraktu
rostliny proti E. coli shodné (MIC=3,13 mg/ml), avSak pfi extrakci rostliny sbirané na

podzim klesne hodnota MIC na hodnotu 1,56 mg/ml.,

26



7. Zavér

Z rostliny T. violacea byla vyextrahovana majoritni rozkladna latka, marasmicin, jejiz
struktura byla potvrzena pomoci spektralnich metod (MS, NMR). Zarovenl se podafilo
syntetizovat a precistit allicin, hlavni sirnou slouc¢eninu ¢esneku. Antimikrobidlni vlastnosti
marasmicinu i allicinu byly testovany proti zivociSnym mikroorganismum (B. cereus,
E. coli, M. luteus), bakterialnim Skiddcim rostlin (C. michiganensis, X. axonopodis,
E. amylovora) a kvasince (S. cerevisiae) pomoci diskové difizni metody proti vSem
mikroorganismim, zatimco mikrodiluéni metoda, z divodu ¢asové tisné, byla provedena
pouze u zivociSnych bakterii. Namétené hodnoty antimikrobidlni aktivity marasmicinu byly
porovnany s antimikrobialni aktivitou allicinu a standardnich antibiotik. Bylo zjisténo, ze
antimikrobialni aktivity marasmicinu a allicinu jsou velice podobné, v pfipadé testovani
marasmicinu proti kmeni B. cereus diskovou difuzni metodou vyss$i nez hodnoty ziskané
u allicinu. Na zakladé vysledki méteni lze konstatovat, ze rostlinu T.violacea je mozné

vyuzivat jako alternativni 1é¢ivy prostfedek v rozvojovych zemich a jako doplnék stravy.
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9. Prilohy
Fotografie inhibi¢nich z6n allicinu a marasmicinu pfi testovani antimikrobialnich

aktivit proti jednotlivym mikroorganismim uzitim diskové difazni metody. Cisla u

jednotlivych diskli znamenaji koncentraci nanasené latky v mg/ml.

Testovani proti Bacillus cereus

allicin marasmicin

Testovani proti Escherichia coli

allicin marasmicin
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Testovani proti Micrococcus luteus

allicin marasmicin

Testovani proti Clavibacter michiganensis

allicin marasmicin
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Testovani proti Xanthomonas axonopodis

allicin marasmicin

Testovani proti Erwinia amylovora

allicin marasmicin
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Testovani proti Saccharomyces cerevisiae

allicin marasmicin
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