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Abstrakt :

LiecCivé rastliny sa teSia Coraz vidcSej pozornosti v oblasti
humannej mediciny nielen ako alternativa k chemickym pripravkom, ale
aj ako zdroj Specifickych komponentov. Rastlinny material sa v
sucasnosti dd4 okrem prirodzenych podmienok pestovat’ aj v umelych
podmienkach (in vitro podmienkach). Medzi jednu z najznamejSich a
najdlhie pouzivanych lieivych bylin patri Salvia lekarska (Salvia
officinalis). Salvia lekarska disponuje Sirokym rozpitim biologicky
ucinnych latok.

Medzi fytoterapeuticky G€inné a vyznamné silice Salvie lekéarskej patri a-
tujon, B-tujon, cineol, borneol a gafor.
V naSej praci sme sa zamerali na kvalitativnu charakterizdciu dvoch

druhov extraktov zo Salvie lekarskej tenkovrstvovou chromatografiou.



Pripravili sme vodné a dichlormetanové extrakty vzoriek Salvie lekarske;j,
ktora bude nasledne vyuzita pre kultivaciu hlavne vyhonkovych kultar
Salvie in vitro, pripadne bude sluzit’ na Stadium aj inych in vitro systémov
Salvie. Kwvalitativnhu analyzu esenciadlnych olejov v  extraktoch sme
vykonali metodou TLC.

V dichlormetanovych extraktoch sme stanovili  jednotlivé zlozky
esencidlnych olejov v nami pripravenych extraktoch, ktoré obsahovali
eukalyptol, a, B — thujon a borneol. Vo vodnych extraktoch sme stanovili
iba jednu zlozku esencialnych olejov a to a, f — thujon.

V praci sme testovali aj antimikrobialne G¢inky ziskanych extraktov na
vybrané druhy fytopatogénnych mikroorganizmov. Z nameranych hodnot
inhibiénych zon vyplyva, ze iba dichlormetanové extrakty mali inhibi¢ny
ucinok na rast vybranych druhov baktérii, ktory sa prejavoval v potlaceni
rastu baktérii, teda extrakty mali bakteriostaticky uc¢inok. Velkost’
inhibicnych zo6n variruje pri testovanych vzorkach aj pri jednotlivych

druhoch baktérii.
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Clavibacter michiganensis, Xantomonas vesicatoria, Rhizobium
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Uvod

Lie¢ivé byliny mozno povazovat za najstarSie lieky, ktoré v
stiCasnosti patria k vyznamnym zlozkéam vyuzivanym v farmaceutickom a
kozmetickom priemysle. Liec¢ivé byliny st dnes spracovavané a bezne
podavané nielen v podobe lieCiv, ale i ako potravina. V oblasti
preventivnej mediciny dnes vystupuje do popredia moznost’ vyuzitia
lie¢ivych bylin.

Salvia lekarska (Salvia officinalis L.) je znama trvala, lie¢iva a
velmi aromaticka rastlina z ¢elade hluchavkovité (Lamiaceae), ktora
zahfia priblizne 900 druhov krovitych rastlin (Hamidpour a kol., 2014,
Razavi a kol., 2014, Oliveira a kol., 2013, Kontogianni a kol., 2013,
Farhat a kol., 2013, Stagos a kol., 2012, , Fialova, 2012, Tepe, 2008,
Kamatou, 2007, Lu - Foo, 2002, ).

Salvia je z hladiska vyuzitia vo farmacii déleZitou rastlinou
vd’aka vysokému obsahu sekundarnych metabolitov, ako su terpenoidné
latky a fenolové derivaty, ktorych vlastnosti su vyuzivané pri priprave a
vyrobe liekov v roznych krajinach po celom svete (Farhat a kol., 2013). S
celkovym obsahom fenolickych latok sa spdja ich antioxidacna aktivita.

Extrakty pripravené z rastlin rodu Salvia, si bohaté na
polyfenolové latky a vykazuji vysoku antioxida¢nu aktivitu (Roby a kol.,
2013, Tosun a kol., 2009, Grzegorczyk a kol., 2007). Takéto zluceniny
zohravaju dolezitd ulohu v lieCbe roznych patologickych stavov
spojenych s degenerativnymi poruchami, pretoZze v tele posobia ako
lapace volnych radikalov, ¢im znizujui rozsah poskodenia (Rauter a kol.,
2012).

Listy Salvie obsahujui predovsetkym silice (1,5-3%), ktoré su

zmesou hlavnych obsahovych latok a to salviolu, gafru, a cineolu. Dalej



obsahuje 40% trieslovin, saponiny, hor¢iny, oxyterpénové kyseliny, amid
kyseliny nikotinovej, mineralne a hormonalne G¢inné latky (Benkherara a
kol., 2015, Farhat a kol., 2014, Razavi a kol., 2014, Cruz a kol., 2014,
Oliveira a kol., 2013, Fialova, 2012). Vyznamnu ¢ast’ silice $alvie tvori
okrem eukalyptolu (Obr.1), tujéon a borneol.

V drogéch rastlin st pritomné aj kyselina rozmarinovd, kyselina
karnozolova a karnol, ako hlavné antioxida¢né latky (Balouri a kol., 2014,
Kontogianni a kol., 2013, Grzegorczyk a kol., 2007, Petersen-Simmonds,
2003, Cuvelier a kol., 1994).

Antimikrobidlna a antioxida¢na aktivita su v suCasnosti najviac
skimané vlastnosti esencialnych olejov (Tenore a kol., 2011). Niektoré
komponenty s antimikrobialnou aktivitou st v rastlinach syntetizované
vzdy, d’al§ie vznikaju ako odpoved’ rastliny na fyzikalne narusenie alebo
mikrobidlnu infekciu.

V nasej praci sme sa venovali priprave extraktov Salvie lekérskej
pestovane] na roznych miestach Slovenskej republiky, kvalitativnemu
hodnoteniu esencidlneho oleja Salvie lekéarskej a testovali sme jeho
antimikrobialne ucinky na vybrané druhy patogénov. Praca predstavuje
pilotnu $tadiu a vysledky budu sluZit’ ako vychodisko pre porovnavanie

obsahu a u¢inkov extraktov pri pestovani in vitro.
Material a metody
Rastlinny material

V praci boli pouzité ususené listy Salvie lekarskej, ktora bola pestovana
in vivo v lokalite mesta Piestany, ako aj komercne dostupna susena viat’

Salvie lekarskej od r6znych vyrobcov:



*Dharmashop, Trnava, Sarza 21.11.2012
*Herbex Hrasné, Sarza 03.12.2012

«Juvamed Rimavska Sobota, Sarza 116 12 06
* Fytopharma Malacky, Sarza 14.1.2012
*Agrokarpaty Plavnica, Sarza 20.2.2012

Priprava extraktov

Dichlormetanoveé extrakty Salvie lekarskej:

Homogenizovana vzorka bola extrahovand v dichlérmetane v pomere
1:10 (w/v) 15 minat na laboratérnej trepacke. Rozpustadlo bolo zo zmesi
po prefiltrovani za normalneho tlaku odstranené na rotacnej vakuovej
odparke. ZvySok bol rozpusteny v toluéne v desatinnom objeme
vzhl'adom k objemu pouzitého rozpustadla na extrakciu. Extrakt bol
skladovany v chladnicke pri 4°C (Wagner - Bladt, 1996).

Vodné extrakty salvie lekarskej:

Vzorka bola zhomogenizovana, po pridavku destilovanej vody v pomere
1:10 (w/v) bola destilovand vodnou parou. Ziskany destilat bol

skladovany v chladnicke pri 4°C.
Kvalitativna charakterizacia extraktov Salvie lekarskej

Na kvalitativnu charakterizaciu bola pouzitd metdda tenkovrstvovej
chromatografie. Silufolova platia s 5 pl extraktov bola vyvijana v zmesi
toluén-etylester kyseliny octovej v pomere 93:7. Na detekciu boli pouzité
1 % roztok vanilinu v etanole a 10% roztok kyseliny sirovej v etanole

(Wagner - Bladt, 1996).



Testovanie antimikrobialnej aktivity extraktov Salvie lekarskej

Jeden ml suspenzie mikroorganizmov bol napipetovany na stuhnuty agar.
Po vsiaknuti suspenzie boli na agar ulozene cylindre, do stredu kazdého
cylindra bolo napipetovanych 30 pl extraktu. Uginky extraktov boli
vyhodnocované po 24-48 h kultivacie pri teplote 22 + 2°C meranim

inhibi¢nych zon.

Mikroorganizmy pouZité na testovanie antimikrobiilnych ucinkov

extraktov Salvie lekarskej

Na stanovenie antibakterialnej aktivity boli pouzité tieto druhy: Erwinia
amylovora, Erwinia mallotivora, Acidovorax avenae, Clavibacter
michiganensis, Xantomonas vesicatoria, Rhizobium radiobacter,
pochadzajuce zo zbierky mikroorganizmov FPV UCM v Trnave, ktoré

sme uchovavali na misopeptonovom agare (MPA).
Vysledky

LieCivé latky, obsiahnuté v rastlindch poskytuji rozsiahle
spektrum aktivnych latok, ktoré¢ sa zucastiuju na ochrane proti
celosvetovo najrozsirenejSim ochoreniam, ako su kardiovaskularne
ochorenia, rakovina a rozne skupiny degenerativnych ochoreni. Salvia
uzivana vo forme Caju pdsobi pozitivne pri plucnych ochoreniach a
chronickom kasli. Priaznivo pdsobi na ochorenia spésobené druhmi rodov
Bacillus, Escherichia, Klebsiela, Salmonela, Shigela, Candida,
Cryptococcus a Torulopsis (Jancovicova, 2006) Vyskum Amina a kol.
(2005) priniesol dokaz o tom, Ze latky obsiahnuté vo vodnom extrakte

Salvie potlacaji nadmernu produkciu enzymov pecene (aminotransferaz)



a tak sa vyznamne podiel’a na prevencii rakoviny pecene. Najvacsi podiel
pritom nesie kyselina rozmarinova (Amin - Hamza, 2005). Zdrojom
takychto latok su prave lie€ivé rastliny a z nich pripravené extrakty.

Kvalitativna analyza esencidlnych olejov v extraktoch sa
uskutocnila nasledne po ich vyextrahovani a destilovani. Na zaklade
analyzy chromatogramov extraktov komeréne dostupnych listov Salvie
lekarskej, vsetky testované vzorky obsahovali tujon, gafor, 1,8 cineol,
borneol a bornyl acetat, tak ako to vo svojej praci popisal aj Karaaslan -
Ozgiiven (2001).

Extrakty z ¢erstvo ususenych listov Salvie na rozdiel od extraktov
z komer¢ne dostupnych listov Salvie lekarskej obsahovali 1,8 cineol, a,[3-
thujon a borneol a neobsahovali bornyl acetat a gafor.

Testovanie inhibi¢nej aktivity extraktov Salvia officinalis na
vybrané¢ druhy mikroorganizmov sa uskuto¢nilo v dvoch paralelnych
stanoveniach s pouzitim dichlérmetanovych a vodnych extraktov. Z
nameranych hodndt bola vypocitana priemerna hodnota inhibi¢nej zony v
cm a stanovena smerodajna odchylka nameranych hodnot.

Z nameranych hodnot inhibi¢nych zon komeréne dostupnych Casti
Salvie lekarskej vyplyva, Ze vSetky ziskané extrakty mali inhibi¢ny uc¢inok
na rast vybranych druhov baktérii. Inhibicny ucinok sa prejavoval v
potlaeni rastu baktérii, teda extrakty mali bakteriostaticky ucinok.
Velkost’ inhibiénych zon variruje pri testovanych vzorkach aj pri
jednotlivych druhoch baktérii. Rozdiely vo velkosti inhibi¢nych zon
dichlérmetanovych (Tabulka 2) a vodnych extraktov (Tabulka 3) boli
pozorované najviac pri druhoch Xanthomonas vesicatoria, Acidovorax
avenae., Erwinia mallotivora, kde sme pozorovali vytvorenie vacSich

inhibi¢nych zo6n pri pouziti vodnych extraktov. Pri dichlormetanovych



extraktoch bola velkost’ inhibicnych z6n pri druhu Xanthomonas
vesicatoria, v intervale 0,18 £0,08 - 0,23 +£0,04, inhibi¢né zény vodnych
extraktov toho istého druhu sa pohybovali v intervale 0,24 +0,04 - 0,31
+0,11.

Tabulka 2: Velkost' inhibiénych zoén dichlérmetanovych extraktov

komeréne dostupnych casti Salvie lekarskej

Priemerna velkost’ inhibi¢nej zény v cm
*DS *H *F *AK *J
Acidovorax | 0,28 | 0,29 0,19 0,24 0,28
avenae | +0,09 | +0,09 |+0,07 |+0,08 |+0,04
Erwinia 0,24 | 0,25 026 019 (0,23
amylovora | 0,13 | 0,10 +0,09 | +£0,08 | +0,04
Clavibacter | 0,33 | 0,34 0,26 024 |0,33
michig. +0,09 |+0,13 | £0,09 |+0,12 | 0,04
Erwinia 0,26 |0,21 0,26 |0,24 0,18
mallotivora | +0.08 | +0,05 +0,05 | +£0,07 | £0,04
Xanthom. | 0,18 0,18 0,18 0,20 0,23
vesicatoria | +0,08 | +0,07 |=0,06 |=+0,06 |=0,04
Rhizobium | 0,27 | 0,32 0,36 0,22 |[0,23
radiobacter | £0 09 | +0,11 +0,11 | £0,09 | +0,04
* Dharmashop, Trnava [DS], Herbex Hrasné [H], Juvamed [J],
Fytopharma [F], Agrokarpaty [AK]

MO




Tabulka 3: Velkost inhibicnych z6n vodnych extraktov komercne

dostupnych casti Salvie lekarske;j

Priemerna velkost’ inhibi¢nej zény v cm
*DS *H *F *AK *J
Acidovorax | 0,37 0,24 0,31 0,31 0,18
avenae +0,09 | 0,11 +0,07 | 0,10 | 0,04
Erwinia 0,23 |0,30 0,25 |0,20 0,18
amylovora | 0,11 | £0,12 +0,10 | +0,13 | 0,04
Clavibacter | 0,32 | 0,33 0,29 030 (0,35
michig. +0,07 | £0,09 | 0,11 |+0,10 | 0,04
Erwinia 0,31 |0,25 0,15 |0,25 0,15
mallotivora | £0,11 | 0,09 |+0,07 |+0,07 |+0,05
Xanthom. | 0,31 | 0,28 031 0,24 0,28
vesicatoria | +0,11 | +0,08 +0,44 | £0,04 | 0,04
Rhizobium | 0,26 | 0,31 0,27 |032 0,18
radiobacter | +0.12 | +0,07 +0,09 | +0,10 | £0,04
* Dharmashop, Trnava [DS], Herbex Hrasné [H], Juvamed [J],
Fytopharma [F], Agrokarpaty [AK]

MO

Velkost' inhibi¢nych zon extraktov z Cerstvo ususenych listov Salvie

lekarskej sme merali po 24 a 48 hod. (Tabulka 4.)



Table 4: Velkostt inhibiénych zén z Cerstvo ususenych listov Salvie

lekarskej meranych po 24 a 48 hod.

Priemerna velkost’ inhibi¢nej zony v cm

MO
24 h. 48 h.
DCM™ | Aqueous| DCM™ | Aqueous
extracts | extracts | extracts| extracts
Acidovorax
0,5 0,5 0,4 0,23
avenae
+ 0,05 +0,0 + 0,069 +0,04
Erwinia
0,43 0,53 0,38 0,18
amylovora
+0,12 +0,11 +0,11 + 0,04
Clavibacter 0,38 0,75 0,38 + 0,75
michiganensis +0,11 + 0,05 0,11 + 0,05
Erwinia
) 0,58 0,56 0,13 £ 0,3
mallotivora
+0,04 +0,15 0,04 +0,1
Xanthomonas 0 0,43 0 0,12
vesicatoria + 0,09 + 0,04
Rhizobium
0 0 0 0

radiobacter

DCM: dichlérmetinové extrakty

Z nameranych hodnét vyplyva, ze po 24 hod bol najvyssi
inhibi¢ény u¢inok zaznamenany pri druhu Acidovorax avenae, Erwinia
amylovora a Erwinia mallotivora. Inhibi¢nd zéna namerana u tychto

druhov bola v intervale od 0,43 + 0,12-0,58+ 0,04. Po 48 hod. sme



najvyssi inhibiény uéinok zaznamenali u druhoch Acidovorax avenae,
Erwinia amylovora a Clavibacter michiganensis, kde velkost’ inhibi¢nej
zony bola v intervale 0,38 + 0,11 - 0,4 = 07.

Druhy Rhizobium radiobacter a Xanthomonas vesicatoria
nevykazovali po 24 hod. ziadny inhibi¢ny ucinok. U druhu Rhizobium
radiobacter nebol pozorovany inhibi¢ny uUc¢inok ani pri opakovanom
merani, po 48 hod.

Vo vSeobecnosti je antimikrobialna aktivita esencialnych olejov
vyraznejsia oproti G baktériam nez vo&i G~ baktériam, ¢o je spdsobené
tenSou vrstvou peptidoglykanu v bunkovej stene ako u G+ baktérii
(Hussain a kol., 2011, Delamare a kol., 2007) Stadie potvrdzuji tito
skutoCnost’ aj pri testovani antimikrobidlnej aktivity pouzitim dalSich
rastlinnych materidlov. Odolnost G~ baktérii vo¢i tymto latkam je
sposobend chemickym zloZzenim nielen bunkovej steny a tiez

cytoplazmatickej membrany (DELAMARE a kol., 2007).

Zaver

V naSej praci sme sa venovali priprave extraktov Salvie lekarskej
pestovanej na rdoznych miestach Slovenskej republiky, kvalitativnemu
hodnoteniu esencidlneho oleja Salvie lekéarskej a testovali sme jeho
antimikrobialne G¢inky na vybrané druhy patogénov.

Pripravili sme vodné a dichlérmetanové extrakty roznych vzoriek.
Kvalitativnu analyzu esencidlnych olejov v extraktoch sme vykonali
metodou TLC. Stanovili sme jednotlivé zlozky esencidlnych olejov v
nami pripravenych extraktoch, ktoré obsahovali tujon, gafor, 1,8 cineol,
borneol a bornyl acetat. Obsah tychto latok sme dokézali u vSetkych

druhov testovanych vzoriek a pri obidvoch sposoboch pripravy extraktov.



Potvrdili sme vyraznej$i inhibi¢ny G¢inok esencialnych olejov na
rast G* baktérii ako na G~ baktérii. U troch vzoriek z lokalit Trnava,
Hrasné a Rimavskd Sobota sme pozorovali porovnatelny antibakteridlny
uc¢inok. U vzoriek z lokalit Malacky a Plavnica bol pozorovany mensi
antibakteridlny ucinok v porovnani s predchddzajucimi troma vzorkami.
Antibakterialne G¢inky dichlormetanovych extraktov boli porovnatel'né s
vodnymi extraktmi. Nepozorovali sme vyrazné rozdiely antibakterialnej
ucinnosti medzi jednotlivymi extraktmi, ale rozdiely posobenia extraktov
u niektorych druhov baktérii.

Vyrazny rozdiel inhibicnych z6n bol zaznamenany pri
dichlérmetanovych extraktoch Cerstvo usuSenych rastlin. Okrem druhov
Clavibacter michiganensis a Rhizobium radiobacter vykazovali vyssiu
inhibiéna aktivitu, v porovnani s extraktmi pripravenymi s komeréne

dostupnej suSenej vnate Salvie lekarske;.
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