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ABSTRAKT

Cilem této bakalai'ské prace bylo zkoumani mozné antimikrobialni aktivity riznych extraktd
Sipkovych caji a také stanoveni antioxidacni aktivity a koncentrace biologicky aktivnich latek
(polyfenolti a flavonoidi) téchto ¢aju.

V teoretické Casti byly shrnuty zakladni informace o rostlin€ rizi §ipkové a chemickém slozeni
jejich plodu, prehled pirodnich biologicky ui¢innych latek a obecné rozdéleni ¢aji. Prakticka cast je
zameéfena na stanoveni antimikrobialni aktivity ¢ajovych extraktii proti bakterialnim kmentim
Serratia marcescens a Bacillus subtilis a také spektrofotometrické stanoveni koncentrace polyfenolt,
flavonoidi a celkova antioxida¢ni aktivity téchto extrakta.

Z vysledkd vyplyva, Ze vodné extrakty Sipkovych ¢aji maji jistou mikrobidlni aktivitu. Rovnéz
bylo zjisténo, Ze tyto extrakty maji vysoky obsah polyfenolickych a flavonoidovych latek.

ABSTRACT

The purpose of this bachelor thesis was to research the possible antimicrobial activity of various
extracts of rosehip tea and also determine the antioxidant activity and the concentration of
biologically active compounds (polyphenols and flavonoids) in these tea.

Teoretical part describes basic information about plant Rosa canina and chemical composition of
rosehips, summary of the natural biologically active compounds and general classification of tea. The
practical part is focused on detection of antimicrobial activity of tea extracts against bacterial strains
Serratia marcescens and Bacillus subtilis as well as spectrophotometrical determination of
concentration polyphenols, flavonoids and overall antioxidant activity of these extracts.

From the results flow the testing aqueous extracts rosehips tea analysed antimicrobial effects. Also

was found, that these extracts has high content of polyphenols and flavonoids.
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1 UvoD

Diky stéle vétsi dostupnosti dat o zdravé vyzive, silné stoupa spotiebitelskd poptavka po bezpecnych
a kvalitnich potravinach. Také se zvySuji obavy ohledné bezpe¢nosti potravin, zapfic¢inéné naristem
vyskytu nemoci zpisobenych patogennimi mikroorganismy v potravinach, u kterych v posledni dobé
stoupd odolnost vii¢i syntetickym konzervantim. To vyvolava nedvéru v pouzivani téchto
konzervantli a umélych antimikrobidlnich latek k inaktivaci a inhibici ristu patogennich
mikroorganismu.[2]

V dusledku toho se pozornost obraci k pfirodnim antimikrobialnim latkdm. Pfirodni antimikrobidlni
latky jsou extrahovany ptredevsim z rostlinnych, ale také z Zivoc¢isnych a mikrobidlnich zdroja. Maji
znaény potencial pro vyuziti v technologii uchovavani potravin. LéCivé u¢inky rostlin jsou znamy
velmi dlouho. Jiz v davné minulosti se rostliny pouzivaly jako 1é¢ivé piipravky nebo konzervaéni
latky. PrestoZe antimikrobialni mechanismy téchto latek nejsou zcela znamy, roste snaha vyvinout
nové ucinné metody, které vyuzivaji téchto latek ke zvyseni bezpecnosti potravin.[1]

Zajem o vyzkum antimikrobialnich vlastnosti pfirodnich latek v poslednich letech také stoupa
z diivodu naristajici rezistence mikroorganismi k pouzivanym antibiotikiim. Ptirodni latky jsou
preferovany pro jejich minimalni toxicitu, minimalni vedlejsi ¢inky, dobrou dostupnost a lepsi
odbouratelnost ve srovnani s antibiotiky. Také pfidanim nékterych piirodnich latek do antibiotik se da
jejich t¢innost mnohonasobné zesilit.[2][4]

Vyuzivaji se jak extrakty z rostlin, tak i jednotlivé slozky, které tyto extrakty obsahuji. Rostlinné
extrakty se ziskavaji pomoci macera¢nich, destila¢nich nebo odpafovacich technik.[4]

Cilem pfedlozené prace je testovani mozné antimikrobialni aktivity, rostlinnych extraktt vyluhd
a maceratu, ¢ajovych piipravki z ploda rize Sipkové na mikroorganismy Serratia marcescens
a Bacillus subtilis. Dale také stanoveni hlavnich slozek s antioxidaéni aktivitou obsaZzenych

Vv pouzitych ¢ajich a diskuze vlivu téchto latek na antimikrobidlni aktivitu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Popis prirodnich a¢innych latek
Hledani 1é¢ivych a konzervacnich prostredki z rostlin ma velmi dlouhou tradici. VéEtsina rostlin ma
schopnost vytvaret rizné chemické latky, které ur€itymi mechanismy ovlivituji zivé organismy. Tyto
latky rostliny vyuzivaji pfi obrané proti mikroorganismtiim, hmyzim sktdctm i bylozraveim. Mezi
nejvyznamnéjsi skupinu téchto latek patii fenolické a polyfenolické slouceniny. Tyto chemické
slouceniny maji Casto také vliv na rostlinnou vlini ¢i zbarveni jako naptiklad kapsaicin coZ je
terpenoid obsazeny v chilli paprickach. Tato latka je zodpovédna za charakteristickou palivou chut’
chilli papricek. Nekteré z téchto rostlinnych latek mohou mit také 1é¢ivé nebo konzervaéni ucinky.[6]

Uginné slozky mohou byt obsazeny v celé rostling, nebo jen v nékteré z jejich &asti. Nachazeji se
v nadzemni ¢asti, jako jsou nat,, kvéty, listy, lodyha, pupen, semeno a také podzemni ¢asti: kofen,
oddenek, hliza.[5]

Uginnost pifrodnich latek je ovlivnéna slozenim a strukturou danych slou¢enin, dale funkénimi
skupinami a také moznymi synergickymi nebo antagonickymi interakcemi téchto komponent.[7]

Mechanismus G¢inku pfirodnich latek neni zcela znam, nicméné studie dokazuji, ze terpenoidy
a fenoly naruSuji membrany mikroorganismu a napiiklad alkaloidy maji vliv na zmény genetického
materialu mikroorganismii. Terpeny také zasahuji do enzymatickych pochodl buniky tim, ze potlacuji
enzymatickou aktivitu nebo tpln¢ zastavuji produkci enzymt a tim mtize dojit k smrti bakterialni
buiiky. Nékteré sekundarni metabolity rostlin ptisobi jako ,,vypinace®, interferuji totiz s translokaci
protonti pies membranové vacky a tak blokuji fosforylaci adenosin-difosfatu jakozto primarniho
energetického metabolismu. Uginnost antimikrobialnich slou¢enin je zavisla na hodnot& pH, typu

potraviny a poétu kontaminujicich mikroorganismu.[4][16]

2.2 Charakteristika prirodnich latek s antimikrobialnimi u¢inky
2.2.1 Fenoly, polyfenoly a fenolové kyseliny
Fenoly jsou alkoholy , které 1ze charakterizovat jako latky obsahujici jedno nebo vice aromatickych
jader substituovanymi hydroxylovymi skupinami. Jejich nejjednoduss§im zastupcem je fenol.
K nejvyznamnéjsim fenoltim patii eugenol ze silice hiebickové (Oleum caryophylli), thymol ze silice
tymianové (Oleum thymi) a karvakrol ze silice kminové (Oleum carvi). Fenolické étery jsou napf.
anetol z plodi anyzu a fenyklu a safrol ze silice badyanové (Oleum anisi stellati).[6][17]

Polyfenolové slouceniny jsou vyznamnou skupinou ptirodnich latek a jsou obsazeny téméf ve vsech
vyS8ich rostlinach. Jedna se o velice obsahlou skupinu latek, do které patii nékolik tisic strukturné
velmi rdznorodych fenolovych slouc¢enin. Polyfenolové latky jsou znamé svou vysokou antioxida¢ni

a antimikrobialni aktivitu, coz dokazuje mnoho studii.[9][17]



Poloha a pocet hydroxylovych skupin ve fenolické struktute tizce souvisi s antimikrobidlni
aktivitou. Studie ovSem dokazuji, ze s pfibyvajicim poctem hydroxylovych skupin se zvysuje také

toxicita téchto sloucenin.[6]

2.2.2  Flavonoidy
Flavonoidy tvoii majoritni podil vSech v ptirodé se vyskytujicich se polyfenolickych latek a jsou
jednou z nejsledovanéjsich skupin pfirodnich latek s antimikrobialni aktivitou. Z chemického hlediska
jsou flavonoidy hydroxylované, aromatické, fenolické slou€eniny, jejichz zakladem je heterocyklicka
sloucenina flavan, kterd je tvofena dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem.
Flavonoidy jsou slouceniny s vysokou antioxidacni aktivitou. Na antioxidacni ¢innost flavonoidti ma
nejvétsi vliv poloha a pocet hydroxylovych skupin v molekule.[20][21]

Predpokléada se, ze antimikrobialni aktivitu flavonoidii zptisobuje schopnost interakce téchto latek
s extracelularnimi proteiny v bunééné sténé mikroorganismu, coz vede k degradaci bunééné stény.
Lipofilni flavonoidy také mohou rozrusovat cytoplazmatickou membranu mikroorganismi.[6]

Nejznaméj$im flavonoidem je netoxicky rutin, ktery ma urcity antimikrobialni vyznam v zazivacim
traktu. Vyznamnymi flavonoidy jsou glykosidy morin, quercetin a kemferol. Pfedevsim quercetin
vykazuje silné inhibi¢ni uéinky proti Salmonella enteritidis a Bacillus cereus.[18][19]

Do skupiny flavonoidii patii také katechiny, které jsou hlavni slozkou ¢ajovych listka. Katechiny
inhibuji rist mikroorganismu a vykazuji také dobré vysledky pii prevenci nékterych genera¢nich

chorob.[6]

2.2.3 Chinony
Chinony jsou nejrozsitenéjsi skupinou ptirodnich barviv. Chemicky se jedna o derivaty benzochinond,
naftochinont a antrachinonu.[5]

Jsou to aromatické slouceniny se dvéma oxo skupinami v poloze para, formalné odvozeny od
difenold oxidaci pfislusnych hydroxylovych skupin. Chinony jsou vysoce reaktivni slouceniny.
V mikrobialni buiice tvofi ireverzibilni komplexy s nukleofilnimi aminokyselinami, coz méa za
nasledek inaktivaci proteind a ztratu jejich funkce. Pravdépodobné reaguji také s povrchovymi

adhezidy, polypeptidy bunécné stény a enzymy vazanymi na membranach.[6]

2.2.4 Trisloviny

Ttisloviny neboli taniny jsou latky zname svou trpkou sviravou chuti. Vyskytuji se pfedevsim v kiife
a ovoci celé fady rostlin, pfedevsim v kiife riznych dubti. Chemicky jsou taniny heterogenni

a komplexni smés. Ttisloviny se obvykle déli na dveé skupiny: (a) derivaty flavanold, tzv.
kondenzované ttisloviny a (b) hydrolyzovatelné tiisloviny (vyznamnéjsi skupina), které jsou estery

sacharidu, obvykle glukosy, s jednou nebo vice molekul kyseliny trihydroxybenzenkarboxylové



(gallové), ¢i jejim dimerem kyseliny ellagové. Bohaté na tfisloviny jsou pfedevsim dvoudélozné
rostliny, jednodélozné naopak velmi chudé.Error! Reference source not found.[23]

Mezi tiisloviny patii napiiklad korilagin nebo kaki tanin. Kaki tanin je komplexni slou¢enina
skladajici se z epikatechinu, katechin-gallatu, gallokatechinu a gallokatechin-gallatu.Error!

Reference source not found.

2.25 Silice
Silice jsou tékavé lipofilni smési ptirodnich latek s intenzivni viini. Tvofi je bohaté smési organickych
sloucenin (terpeny, seskviterpeny a fenylpropanové derivaty). Silice mohou prostupovat celou
rostlinu, jako v ptipadé jehli¢natych stromti nebo se koncentruji v urcitych rostlinnych organech
(kvéty, plody, listy, kura a kofeny).[23]

Antibakterialni, antifugicidni a antioxidacni aktivita silic a jejich slozek jeste neni zcela
prostudovana. Antioxidac¢ni aktivita je studovana pfedevsim u silic ziskanych z kotfenovych casti
rostlin. Nejlepsich vysledka v inhibici bakterialnich kment dosahovaly silice obsahujici pfedevsim

carvacrol, cineol, eugenol a thymol.[18]

2.2.6  Terpeny, terpenoidy

Jsou vyznamnou slozkou rostlinnych silic a pryskyfic. Struktura terpent je zalozena na péti uhlikatém
isoprenu, linedrnim spojovanim této zakladni jednotky vznikaji: monoterpeny, diterpeny, triterpeny

a seskviterpeny. Terpeny mohou byt i karotenoidy (tetraterpeny). Terpeny, které obsahuji heterogenni
molekulu kysliku se nazyvaji terpenoidy. Nejznaméjsimi terpenoidy jsou kafr, menthol
(monoterpeny), farnesol a artemisin (seskviterpenoidy). Cyklizaci triterpenti vznika dal$i vyznamna
skupina latek steroidy (fytosteroly).[25][26]

Terpeny a terpenoidy potlacuji rist bakterii, vird a prvokt. Naptiklad triterpenoid betulin, ktery je
obsazeny v pigmentu biizy bélokoré, je jiz dlouha léta testovan na anti—HIV aktivitu. Mechanismus
inhibi¢niho plisobeni terpenoidl zatim neni zcela objasnén, nicméné je védecky prokazano, ze
terpenoidy narusuji cytoplazmatickou membranu mikroorganismti. Toxicita terpend pro
mikroorganismy je zaloZena na lipofilnich vlastnostech téchto latek. Jedna se o vazbu na lipidy
bakterialnich membran, narusovani iontové rovnovahy a s tim i souvisejici poruchy funkce

membranovych proteint, coz mize vést k bunécné smrti.[6][24]

2.2.7 Alkaloidy

Alkaloidy jsou latky, které se vyznacuji ptitomnosti aminového dusiku heterocyklicky vazané¢ho

v molekule s riznymi farmakologickymi u¢inky, hojné vyuzivané v medicin€. Nejznaméjsim
alkaloidem je morfin, ktery byl izolovany jiz v 19. stoleti z maku. Mezi dalsi alkaloidy patii naptiklad

diterpenoidni alkaloidy, extrahované z pryskyiniku, které¢ vykazuji antibakterialni aktivitu nebo
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glykoalkaloid solamargin, ktery je pouzivan pti 1é€bé HIV infekce. Dulezitym ptedstavitelem skupiny
je berberin, ktery inhibuje riist mikroorganismi vimezefovanim do bakterialni DNA.[6][23]

V rostlinach jsou vazany jako soli organickych kyselin (kyselina $tavelova, octova, mlécna,
jablecna, vinna apod.). Vé&tSina alkaloidd jsou bezbarvé pevné latky, bez zapachu, Spatné rozpustné ve

vodé a naopak dobie rozpustné v alkoholu, chloroformu, éteru a ve smési chloroformu s éterem.[6]

2.3 Caje — zdroj pFirodnich antimikrobialnich latek

Dlouha historie ¢aje jako napoje je pozoruhodna. Caj je péstovan na mnoha riiznych mistech po celém
svété. Nicméngé, vSechny skute¢né ¢aje jsou vyrobeny z lista Camellia sinensis, ktera je puvodem

z Ciny. Caj je na svété po vodé druhym nejoblibengjsim napojem, ktery konzumuji dvé tietiny svétové
populace. V roce 2010 dosahla svétova vyroba Caje pies 4,52 miliond tun. Nejvetsimi producenty Caje
jsou Cina, Indie, Kena, Sri Lanka a Turecko. Globalné je Indie na druhém misté (991 180 tun)

v &ajové produkei za Cinou (1 467 467 tun).[15][11][15]

2.3.1 Chemickeé sloZeni ¢aje

Slozeni ¢aje se lisi podle odrudy, sezony, stafi listu, klimatu a péstitelskych postupech. Na chemické
sloZzeni ma také znacny vliv pouziti fermentacnich procesi pii dals$im zpracovani ¢ajovych listd. Po
chemické strance je ¢ajovy list komplexem jez obsahuje sacharidy, aminokyseliny, bilkoviny,
alkaloidy (kofein, theofylin a theobromin), t€kavé slouceniny, polyfenoly, mineraly a stopové prvky.
V poslednich letech se védecky zajem soustied’uje pro jejich biologickou aktivitu na polyfenoly

a Z nich ptedevsim na flavanoly.[3]

Cerstvé zelené &ajové listky jsou bohaté na monomerni flavanoly, znamé jako katechiny, ze kterych
je nejhojnéji a zaroven nejvice bioaktivni epigalokatechin—3—galat (EGCG) (Obr 1). EGCG
predstavuju 50-80 % z celkového obsahu katechini v zeleném ¢aji. Katechiny jsou v rostling
zastoupeny v mnozstvi 30-40 % suché hmotnosti ¢erstvych ¢ajovych listki a d€li se podle stupné
polymerizace na monomery, dimery a oligomery. Monomery se oznacuji jako katechiny a patii mezi
né jiz zminovany EGCG dale epigalokatechin (EGC), epikatechin , galokatechin a katechin. Dimery
se obecné nazyvaji theaflaviny a patfi zde theaflavin, theaflavin—3—galat, theaflavin—3 "—galat
a theaflavin-3,3"—digalat (TF3). Oligomery jsou polymery vzniklé oxidaci EGC a EGCG, tyto latky
jsou odvozeny od tfislovin a jejich struktura neni pfesné znama. Biologicka aktivita flavanolt zahruje
prevenci vzniku volnych radikali, antimutagenni aktivitu, ochranu pfed kardiovaskularnimi
chorobami, snizovani hladiny cholesterolu v plasmé, zlepseni u diabetu 2. typu, ochranu pied

neurodegenerativnimi chorobami a zesilovani kapilar (,,vitamin P efekt*).[3][15]
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Obr 1: Struktura epigalokatechin—3—-galatu (EGCG) [12]

2.4 Rozdéleni ¢aji

Jak jiz bylo zminéno vySe ¢aj je jednim z nejoblibenéjSich napojl na svété diky svému aroma, chuti
a blahodarnym u¢inkam. Caj je ptipravovan mnoha riiznymi zptsoby, ale v zavislosti na vyrobnim
procesu je ¢aj klasifikovan do tfi hlavnich typl: nefermentované (zelené a bilé caje), Castecné
fermentované (oolongy neboli polozelené ¢aje) a fermentované (Cerné a tmavé Caje). Piestoze jde ve
skutecnosti o oxidaci (Cajové listy nejsou vystaveny vlivu mikroorganismda, ale kysliku). D¢j je

oznacovan jako fermentace z historickych divodu.[3]

24.1 Nefermentované caje

Zeleny ¢aj je typickym nefermentovanym Cajem. Vyrabi se suSenim na panvich nebo napatrovanim
cerstvych Cajovych listkli. Tim dochazi k inaktivaci enzymu polyfenolické oxidazy a tudiz zastaveni
oxidace. Uz ve starovéké Ciné byl zeleny ¢aj povazovan za profylakticky napoj. Diky tomu, Ze

u zeleného ¢aje nedochazi k oxidaci, je v ném obsazeno nejvice monomernich katechint, predev§im
EGCG ze vSech Caji. To ma za nasledek jeho zdravotni pfinos, jako je snizeni vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni, inhibice matrix metaloproteinaz, stimulacni ¢inky, regulace télesné
teploty, antimikrobialni aktivita, regulace krevniho cukru a podpora traveni.

U bilého ¢aje dochazi jen k jemné oxidaci, ktera probiha béhem vadnuti listi. Poté je ¢aj susen.
Béhem vyroby se dba na co nejvetsi minimalizaci oxidace, coz €ini tento ¢aj bily. Ackoliv extrakty
z bilého ¢aje jsou méné prostudované, je znamo, Ze u€inné inhibuji adipogenezi a tudizZ ma potencial
ve vyuziti 1é¢by obezity. Nekteré odridy bilého Caje také vykazuji silnou antimutagenni aktivitu
a pusobi jako foto—protekeni €inidla chranici pied stimulovanym slunecnim zatfenim, vyvolavajicim

oxidac¢ni poskozeni DNA.[11][11]

2.4.2  Caste¢né fermentované ¢aje

Polozelené ¢aje jinak nazyvané také oolongy tvoii pfechod mezi nefermentovanym zelenym ¢ajem
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a fermentovanym cernym ¢ajem. Vyrabi se unikdtnim procesem, ktery zahrnuje vadnuti na silném
slunci a béhem, kterého je oxidace v riznych fazich prerusena. Poté jsou ¢ajové listky rolovany
a zkrucovany. Polozelené ¢aje vykazuji anti-obezitni efekt a svou ulohu ma také v prevenci

diabetu.[11]

243 Fermentované Caje

Mezi fermentované ¢aje patii Serné a tmavé &aje. Cerny ¢aj se vyrabi tak, Ze po sbéru se listky
mechanicky narusi, oxidacni proces poté probiha pii teplot¢ okolo 30 °C a velice vysoké vlhkosti.
Zpracovani trva tyden i déle. Béhem téchto procesti dochazi k oxidaci a kondenzaci monomernich
katechin, ze kterych vznikaji vétsi polyfenolické molekuly (oligomery a polymery). Tyto polymery
jsou zodpovédné za silnou hotkou chut’ ¢erného ¢aje a jeho cernou barvu. Podle nékterych vyzkumi
ma Cerny ¢aj pozitivni vliv na pokles krevniho tlaku, prevenci vzniku ischemické cévni mozkové
ptihody a sniZeni rizika vzniku kardiovaskularnich chorob.[3]

Tmavy ¢aj neboli Pu—erh se vyrdbi z vybranych listil vysokych a starych cajovniki. Tmavé Caje se
také oznacuji jako dvakrat fermentované, protoze u druhé fermentace se pouzivaji mikroorganismy.
Prvni fermentacni proces je stejny jako u ¢aje Cerné¢ho, ale fermentace probiha mnohem delsi dobu.
Doba fermentace tmavych cajt je pfimo imérna jejich kvalit€. V porovnani se vSemi ostatnimi druhy
¢aju, ma tmavy ¢aj nejvyssi obsah kofeinu. Tmavy ¢aj ma pfiznivy vliv na snizovani cholesterolu
v krvi. Vodné vyluhy tmavych ¢aja také vykazuji antimikrobialni aktivitu proti gram—pozitivnim

kmenim Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis.[11]

2.5 Sipek
2.5.1 Botanicky popis
Rosa canina patii do ¢eledi rizovité (Rosaceae). Ruze Sipkova je rozlozity a nékdy Splhavy kef, ktery
dorista vysky 1-3 m, ma ptevislé vétve se silnymi, hakovité dolti zahnutymi ostny. Listy jsou
lichozpetené. Tato rostlina kvete od ¢ervna do srpna bilymi, lehce narizovélymi kvéty. Tyto kvéty
jsou slozené z 5 korunnich platki a bankovité ¢isky s velkym mnozstvim pylovych ty¢inek.
Z oplozenych kvéth se vyviji nepravy plod Sipek. Plody jsou cervené elipsoidniho az kulatého tvaru
a zraji na konci 1éta. Uvnitf Sipku se nachazeji pravé plody, tvrdé nazky.[27][28][29]

Rize Sipkova se vyskytuje v Evropé€, na Madeife, Kanarskych ostrovech, severozapadni Africe
i Blizkém vychodg. Roste jak v nizinach, tak v horskych oblastech, kde se vyskytuje mezi hranici lesa
a kosodievinou. Preferuje humozni pady bohaté na Ziviny, nepfili§ suché na slunnych ¢i polostinnych

mistech.[29][30]
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2.5.2 Chemické sloZeni plodu RiZe Sipkové

Plody sipku obsahuji vysoké mnozstvi vitaminu C, a to 417 mg ve 100 g plodii. To je 6krat vice nez
v pomeranci, kde je ve 100 g 76 mg vitaminu C. Tento vitamin se vyskytuje ve formé kyseliny
askorbové, ktera je bez zapachu. Sipkové plody obsahuji nejvétsi mnozstvi kyseliny askorbové po
dosahnuti zralosti, kdy jsou plné vybarvené a tvrdé. Poté se obsah této kyseliny v plodech pomalu
snizuje. Pfi skladovani natrhanych plodi se obsah kyseliny askorbové snizi za rok o 50 %.[32][34]

Dal$imi aktivnimi latkami obsazenymi v Sipkovych plodech jsou flavonoidy, které maji synergicky
ucinek s kyselinou askorbovou takze zesiluji celkovy antioxidacni efekt Sipkovych extraktt. Také je
znamo, ze Sipkové plody obsahuji vitamin B,, B,, provitamin A, kyselinu nikotinovou a karotenoidy
(Iykopen, karoten, rubixanthin, xantofyl, taraxanthin), sacharidy, téisloviny a slizy.[23][31]

V plodech sipkové raze péstované v Turecku bylo zjisténo 2,365-2,712 g vitaminu C ve 100 g
plodi, 3,97-4,67 mg- kg™ sodiku, 890,5-1 023,9 mg- kg™ drasliku a 1 850-2 200 mg- kg™ fosforu.
Dale byly ve stopovém mnozstvi stanoveny prvky: Zelezo, zinek, mangan, hot¢ik a vapnik a také byla
zjisténa pFitomnost organickych kyselin jako naptiklad kyselina citronova, jable¢na, betulinova,

olejova, linolova a a—linolenova.[33]

2.5.3 Sipkovy ¢aj

Rize sipkova byla jiz v davné minulosti ¢astym prosttedkem pouzivanym v lidovém IéCitelstvi. Pro
své 1é¢ivé vlastnosti byly a jsou pouzivany predevsim nepravé plody a okvétni listky.[28]
Naprtiklad odvar z kvéti se pouziva k obkladim na zmirnéni zanétu spojivek. Nalev z korunnich
platkt také napomaha traveni po poziti tézkych jidel.[29]

Plodové kyseliny a pektiny obsazené v Sipcich povzbuzuji ¢innost stiev tak, Ze ¢aj nema projimaveé,
ale spise regulacni U¢inky na stieva a zaroven také pisobi mocopudné. V ¢ajovych smésich se Sipek
Casto vyskytuje v ¢ajich proti chiipce a urologickych ¢ajich. V lidovém lé¢itelstvi je také znamy Caj
z sipkovych jader, jenz ma pomahat pii problémech ledvin, mo¢ového méchyie, revmatizmu a dné.
Kyselina askorbova obsazena v Sipcich posiluje celkovou obranyschopnost organismu a napomaha pii

1é¢bé hojeni ran.[30]

2.6 Cajova smés

2.6.1 Aronie

Aronie je 2 az 3 metry vysoky ovocny kef, jinak téZ nazyvany temnoplodec nebo ¢erny jetrab. Pivodné
pochazi z vychodni ¢asti severni Ameriky a Kanady. Kolem roku 1900 byla tato rostlina dovezena do
Némecka, odkud se poté rozsitila do zemi vychodni Evropy, Skandinavie a Ruska. Rozlisuji se dva
hlavni druhy Aronie, Aronii &ernou (Aronia melanocarpa) a Aronii Cervenou (Aronia arbutifolia).

V potravinatském primyslu vyuzivaji pouze plody Aronie ¢erné. Aronie se bézn¢€ pouziva k vyrobé

ovocnych §t'av, sirupi, marmelad, zelé a caji. V ¢ajich se obvykle vyskytuje ve smésich s dal§imi vice
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aromatickymi slozkami, ¢asto s Cernym rybizem. Nicméné vzhledem k siln€ kyselé az sviravé chuti
plodt, dochazi pouze k omezenému pouziti v prumyslové vyrob¢ stav a nektarti. Mnohem castéji se
pouziva v ovocnych §tavach v kombinaci s dal§imi druhy ovoce.

Plody aronie maji vysoky obsah anthokyanovych pigmenti, diky cemuz se pouzivaly jako ptirodni
barvivo. Dale je také Aronie znama vysokym obsahem sorbitolu a polyfenolickych latek.[35]
2.6.2 Cerny rybiz
Cerny rybiz je odriidou rybizu obecného, ktery patii do rodu Ribes. Je to plané rostouci kef,
vyskytujici se v celé oblasti severni a stiedni Evropy. Jedna se o ovocny ket dorustajici vysky az 2 m,
S hrozny stiedni velikosti, které maji ¢erné nebo tmavée fialové bobule. Mezi dalsi odridy rybizu patii
rybiz ¢erveny
a rybiz bily. Plody ¢erného rybizu maji vysoky obsah vitamint, pfedevs§im vitaminu C. Také obsahuje
velké mnozstvi mineralnich latek pfedevsim drasliku. Z antimikrobialniho hlediska patii mezi dulezité

latky zastoupené v plodech rybizu anthokyanova barviva a organickych kyselin.[36][37]

2.7 Metody ziskavani rostlinnych extrakti
S ohledem na velké rozdily ve struktufe bioaktivnich latek a ohromnou rozmanitost rostlinnych druhd,
existuje také velké mnozstvi separacnich technik ziskdvani té€chto latek. V minulosti byly vypracovany
postupy pro zpracovani rostlin s G¢innymi latkami, od pojmenovani rostliny az po komercializaci
produktu, jez zahrnuji: hodnoceni toxicity, pfipravu vzorkd a elementarni analyzu, biologické testy,
izolaci u¢inné latky a in vivo analyzu. U vétSiny z téchto postupti je nejprve nutné identifikovat
a charakterizovat bioaktivni latky a nasledné ze zjisténych informaci zvolit vhodny typ extrakce.
Nastavenim piesnych extrakénich podminek, se daji selektivné extrahovat bioaktivni latky
z rozmanitych piirodnich zdroji. U nékterych extrak¢nich technik se jejich postup nezménil stovky
let.[49]

Vsechny extrakéni techniky maji nékteré spolecné cile, (a) extrakci cilené bioaktivni slouc¢eniny
z komplexniho vzorku rostliny, (b) zvySeni selektivity analytickych metod, (¢) zvySeni koncentrace
cilené latky (d) pfevedeni bioaktivni slou¢eniny do formy vhodnéjsi pro detekci a separaci, (e)

vytvoreni silné reprodukovatelné metody, ktera je nezavisla na zméné matrice vzorku.[49]

2.7.1 Konvenéni extrakéni techniky

Existuje nekolik klasickych extrakénich technik pouzivanych pro ziskavani bioaktivnich latek

z rostlinného materialu. VétSina z téchto metod je zalozena na vyuziti extrakeni sily riznych
rozpoustédel v kombinaci s aplikaci tepla ,a nebo michani. Mezi klasické extrakéni techniky ziskavani

biologicky aktivnich latek patii: soxhletova extrakce, macerace a hydrodestilace.[49]
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Soxhletova extrakce byla navrzena predevsim pro extrakei lipidd, ale da se pouzit také pro extrahovani
bioaktivnich latek z ptirodnich zdroji. Pouziva se jako model pro srovnani novych alternativnich
extrakénich technik.[49]

Macerace je jednoduchy a levny zplsob ziskavani rostlinnych extrakti, ktery se bézné pouziva také
pro domaci vyrobu. Zakladni macerace se sklada ze tii krokii. Za prvé se rostlinny material nadrti na
malé ¢asti pro zvysSeni povrchové plochy a usnadnéni michani s rozpoustédlem. Za druhé pridani
vhodného rozpoustédla pro maceraéni proces, které se nazyva menstruum a vlozeni maceracni smesi
do uzavifené nadoby. Za tieti lisovani ziskaného maceratu z vyextrahovaného rostlinného vzorku.
Ptilezitostné tfepani v maceraci usnadiiuje extrakci zvySenou difuzi.[4]

Hydrodestilace je tradi¢ni metodou extrakce bioaktivnich latek a esencialnich oleju z rostlin.
Existuji dva typy hydrodestilace: destilace vodou a ptima parni destilace. V prvnim ptipadé je vzorek
zalit vodou, ktera se poté ptrivede k varu a v druhém piipade€ se para ptimo vstiikuje do vzorku rostlin.
Hydrodestilace zahrnuje tii hlavni fyzikalné chemické procesy: difuzi, hydrolyzu a tepelny rozklad.

Pti vysoké extrakéni teploté mohou byt ztraceny nékteré t€kavé slozky. Tento nedostatek omezuje

pouziti hydrodestilace pro tepelné labilni slouceniny.[4]

2.7.2 Nekonvenéni extrakéni techniky

Hlavnimi nedostatky konvencnich extrakénich technik jsou dlouhd doba extrakce, ndkladné pozadavky
na vysokou Cistotu rozpoustédel, nizka extrakéni selektivita a ztrata tepelné labilnich slou¢enin béhem
extrakce. K ptrekonani téchto omezeni konvenénich extrakénich metod, jsou zavadény nové extrakéni
techniky. Tyto nové metody jsou oznacovany jako nekonvencni extrakéni techniky. Nejslibnéj$imi

z téchto technik jsou ultrazvukova extrakce, enzymove asistovana extrakce, mikrovinna extrakce,
extrakce pulznim elektrickym polem a tlakova extrakce. U téchto novych metod je kladen také velky
obnovitelnych surovin. To je také divodem pro¢ se nékteré z téchto metod oznacuji jako ,,zelené
techniky*.[49]

2.7.2.1 Ultrazvukova extrakce

Ultrazvuk je specialni typ zvukového vinéni nad hranici slySitelnosti lidského ucha. V chemii se
obvykle vyuziva zvukové vinéni o frekvenci od 20 kHz do 100 MHz. Pfi pouZiti tohoto vInéni

v extrakci dochazi k opakovanému stlacovani a expanzi média, coz vede k jevu zvanému kavitace.
Kavitace je d&j pfi, kterém vznikaji uvnitf kapaliny bubliny zptisobené lokalnim poklesem tlaku. Po
vymizeni podtlaku tyto bubliny imploduji za vzniku razovych vin. Studie uvadéji, ze uvnitt
kavita¢nich bublin je dosahovano teplot asi 5000 K a tlaku 1000 MPa. Princip ultrazvukové extrakce

je zaloZen na vyuziti energie téchto kavitacnich bublin.
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Ultrazvukova extrakce zintenziviiuje piestup hmoty a urychluje ptistup rozpoustédla k bunéénému
materialu rostlinnych ¢asti, to vede k usnadnéni louzeni organickych a anorganickych sloucenin
z rostlinné matrice. Extrakce ultrazvukem zahrnuje pfedevsim dva fyzikalni jevy, (a) difuzi latek pres
bunéénou sténu a (b) vyplachovani bunééného obsahu po rozruseni bunééné stény. Hlavnimi faktory
ovliviiujicimi vysledek ultrazvukové extrakce jsou teplota, tlak, frekvence, velikost rostlinnych ¢asti
a doba pisobeni ultrazvuku. Ultrazvukova extrakce se také pouziva ve spojeni s nékterymi klasickymi

technikami, protoZze je znamo, Ze zvySuje jejich G¢innost.[49]

2.71.2.2 Extrakce pulznim elektrickym polem

Principem vyuziti pulzniho elektrického pole (PEP) je destrukce struktur bunéénych membran za
ucelem zvyseni extrakce. Pro PEP jsou citlivé ty casti bunéénych membran, které funguji na
dipolovém charakteru. Pii prekroceni kritické hodnoty pfiblizné¢ 1 V transmembranového potencialu,
vznika mezi latkami s dipolem odpor, coz vede ke tvorbé portt v membrané a to zapfi¢ini uvolnovani
intracelularnich sloucenin z rostlinné tkané zvySenim propustnosti membrany.

Pro PEP se pouziva jednoduché zafizeni sestavajici z komory obsahujici elektrody, do které se
vklada rostlinny material. U¢innost PEP extrakce zavisi na sile vstupniho pulsu, teploté a také
vlastnostech rostlinné matrice. Pouzitim PEP dochazi k rozruseni bunécnych membran aniz by
dochazelo k razantnimu zvyseni teploty. Z tohoto diivodu se da PEP pouZit pii extrakci tepelné

labilnich slouéenin.[49]

2.7.2.3 Enzymové asistovand extrakce

Urcité fytochemikalie jsou v rostlinnych matricich vazany do polysacharidit pomoci hydrofébnich
vazeb, které jsou pii pouziti béznych extrakénich technik a rozpoustédel neextrahovatelné. Pouziti
enzymul behem extrak¢niho procesu se ukdzalo jako efektivni zptisob jak uvoliiovat vyse zminéné
slouceniny a zvysit tim celkovy vytézek extrakce. Pro hydrolyzu strukturnich polysacharidt se
pouzivaji specifické enzymy jako je celuldza, a—amylaza a pektinaza.

Enzymy se pouzivaji predevsim pro extrakci olejui, naptiklad pfi extrakci oleji ze semen lisovanych
za studena. Bylo zji§téno, Ze oleje ziskané metodami s enzymovou asistenci obsahuji vy$$i mnozstvi
volnych mastnych kyselin a fosforu nez bézn¢ hexanem extrahované oleje. Enzymove asistovana
extrakce je uzndvana jako ekologicky Setrna technologie pro extrakci bioaktivnich latek a olejt,

protoze pouziva vodu jako rozpoustédlo namisto organickych chemikalii.[49]

2.7.2.4 Mikrovinnd extrakce
Mikrovinna extrakce je jednou z dalsich novych extrakénich technik pouzivanych pro extrakci

rozpustnych materiali. Mikrovlny jsou elektromagnetické viny s kmito¢tovym pasmem od 300 MHz
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do 300 GHz. Ptsobenim mikrovin na rostlinnou matrici dochazi k preméné elektromagnetické energie
Vv tepelnou energii. To je zptisobeno neustalym ota¢enim polarnich molekul, coz vede ke kolizim
téchto molekul, které generuji teplo.

Mikrovinna extrakce ma tfi faze: za prvé oddéleni rozpustnych latek z aktivnich mist matrice za
zvysSené teploty a tlaku, za druhé difuzi rozpoustédla pies matrici vzorku a za tieti uvoliiovani
rozpusténych latek z matrice vzorku do rozpoustédla. Mikrovinna extrakce se pouziva predevsim pro

extrakci organickych a organokovovych sloucenin.[49]

2.1.2.5 Tlakova extrakce rozpoustédlem

Tato moderni extrak¢ni technika je zaloZena na vyuziti vysokého tlaku béhem extrakce, ktery udrzuje
rozpoustédlo pti vysoke teploté, ale v kapalném stavu. Diky soucasné automatizaci technik dochazi

k velkému rozvoji tlakové extrakce (PSE). Vyhodou PSE je mala spotieba rozpoustédla a vyssi
rychlost extrakce nez u béznych technik. PSE je také povazovana za alternativni techniku pro extrakci
kapalinou v nadkritickém stavu. PSE se pouziva pro extrakci organickych znecist'ujicich latek, které
jsou stabilni pfi vysokych teplotach. Pro svou nizkou spotfebu rozpoustédla je PSE také fazena mezi

ekologicky Setrné technologie pro extrakci.[49]

2.8 Mikrobiologické metody

Antimikrobialni latky jsou schopné potlacit rtst urcitého patogenniho mikroorganismu. Pro jejich
detekci slouzi nékolik metod, které jsou zalozeny na stejném principu. Z toho divodu se vysledky lisi
podle typu pouZzitého mikroorganismu, slou¢enin vykazujicich antimikrobialni aktivitu, zpisobu jejich

extrakce nebo rozpustnosti.[38]

2.8.1 Difuzni stanoveni antimikrobialni aktivity
Difuzni metoda patti mezi kvalitativni a semikvantitativni metody stanoveni citlivosti
mikroorganismii k antimikrobialnim latkam. Tato metoda vyuziva tuhé agarové medium, ve kterém je
naockovany citlivy mikroorganismus a testovana latka difunduje mediem, ¢imz zplsobuje vznik
inhibi¢nich zon; velikost zony je zavisla na koncentraci testované latky, na slozeni kultivaéni pady,
vlhkosti ptady, tloust'ce kultivaéni pady, pH ptdy, doby inkubace a stability latky.[39]
Podle zpiisobu nanaseni testované latky se difuzni metoda déli na jamkovou difuzni metodu
a diskovou difuzni metodu.

Pti vSech uvedenych metodach je dilezité, aby vrstva kultivaéniho media byla rovnomérné vysoka,
aby mikroorganismus byl rovnomérné naockovany po celém povrchu (v celém objemu) a aby

jednotlivé vzorky byly dostate¢né vzdalené od okraji plotny a navzajem se nedotykaly. [39]
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Diskova difuzni metoda

Diskova metoda je zaloZena na difuzi antimikrobialni latky do agarové plotny, naockované
testovanym mikroorganismem skrz papirové disky ve, kterych je napusténa.[14]
Jamkova difuzni metoda

U jamkové metody se testovaci latky pipetuji do jamek vyhloubenych sterilnim korkovrtem piimo

do naockované ztuhlé agarové vrstvy.[14]

2.9 Antioxidacni systémy
Aerobni organismy jsou existencné zavislé na kysliku, soucasné vSak jsou vystaveny negativnim
ucinkiim reaktivnich forem kysliku tzv. volnym radikaltim a dal§im slou¢eninam vznikajicim jako
vedlejsi produkty oxida¢niho metabolismu. Zivé organismy disponuji komplexnim systémem
antioxidacni ochrany. Rostlinn4 tkai je velmi bohata na vétSinu typti antioxidantt, které posiluji nas
antioxidacéni systém.[13]

S antioxidacni aktivitou v bylinach jsou nejcastéji spojovany skupiny latek zndme jako vitaminy
predevsim vitamin E a C, polyfenoly, flavonoidy a také pigmenty mezi, které patii karotenoidy
a anthokyany. Antioxidanty i v nizkych koncentracich vyrazné zpomaluji nebo zabrafiuji oxidaénim
reakcim citlivych slozek jako jsou naptiklad lipidy. Kromé toho je antioxidacni aktivita spojena se
snizenim poskozeni DNA a peroxidace lipidi, coz zvySuje troven imunity p¥i ochrané a redukci
zhoubnych promén v bunkach. Nékteré studie uvadéji fenolické slouceniny jako hlavni bioaktivni
fytochemikalie s antioxidac¢ni aktivitou. S pfihlédnutim k vysledkiim ziskanych riznymi vyzkumy se
da dojit k zavéru, ze polyfenoly jsou pravdépodobné nejhojnéji zastoupenymi a nejdominantnéj§imi

antioxidanty bylinnych vytazka.[1][10][12]

2.9.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenola

Diky své jednoduchosti a nizkym ekonomickym nakladiim se ke stanoveni celkovych polyfenolt
pouzivaji predevsim spektrofotometrické metody. Poskytuji uzite¢né informace a charakterizaci jak
jednotlivych strukturnich tiid polyfenolu, tak i celkové stanoveni téchto komponent v rostlinném
materialu.[40]

Jednou z nejvyuzivanéjsich metod je Folin—Ciocalteuho spektrofotometrickd metoda. Metoda je
zalozena na reakci latek smési Folinova ¢inidla a fosfomolybdenanu a fosfowolframanu s fenoly
obsazenych v rostlinném vzorku. Principem je redukce fenoll za soucasného vzniku chromogentl,
modrych produktl. Rozsah zabarveni, spektrofotometricky méteny pii vinové délce 750 nm,
predstavuje celkovy obsah fenold. Vysledna hodnota koncentrace fenolovych sloucenin ve vzorku je
pak ziskana prepocitanim na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. Ve svété se Folin—Ciocalteuho

spektrofotometrickd metoda oznacuje nazvem GAE (Gallic Acid Equivalent method).[41]
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2.9.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Jednou z nejpouzivanéjsich analytickych metod pro bézné stanoveni celkového obsahu flavonoidi
v rostlinnych extraktech je Christ-Miillerova metoda. Principem metody je spektrofotometricka
detekce barevnych komplexti AI** s hydroxylovou a karbonylovou skupinou v alkalickém prostiedsi.
Praktické provedeni zahrnuje reakci S hlinitou soli a dusitanem a naslednym zalkalizovanim vzorku.
Vysledny roztok je v ptitomnosti flavonoidt zluté zabarveny a méfi se u néj absorbance pii 510 nm.
Hodnota koncentrace flavonoidd ve vzorku je poté ziskana pomoci prepoctu vychazejiciho

z kalibra¢ni kiivky katechinu.[13][42]

2.9.3 Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity rostlinného materialu

Pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity biologického materialu byly vypracovany nékteré metody

a postupem casu i jejich modifikace. Nejpouzivanéjsi metodou pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity je metoda ABTS. Tato metoda vyuziva Cinidla, které za i¢asti iniciace jiné latky ptechazi ve
svou radikdlovou formu, ktera je barevna a relativné stabilni. V piitomnosti latek s antioxidacni
aktivitou se redukuje a tim i odbarvuje. Principem metody je sledovani schopnosti vzorku zhaset
kation radikal ABTS™ (2,2'—azinobis (3—ethylbenzothiazol-6—sulfonat)). Zhaseni radikalu ABTS™
antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, méfime spektrofotometricky pti vinové délce

734 nm. Vypocet koncentrace antioxidacnich latek ve vzorku vychazi z rozdilti absorbance vzorku

v ¢ase 0 a 10 minut a také z kalibra¢ni kiivky vytvofené ze standardniho roztoku troloxu (kyselina 6—
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 karboxylova), coz je derivat vitaminu E. Diky tomu je tato
metoda také oznac¢ovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalanet Antioxidant Capacity). Metoda je
velmi rychla, jednoducha a umoziuje Siroké hodnoceni antioxidaéni aktivity riznych latek

i smésnych vzorku.[13][43]

Obr. 2: Struktura ABTS [43]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych pristroji

Spektrofotometr — UV/VIS HELIOS DELTA — Thermospectronic, Anglie
Vortex — Reax Top, Heidoplh, Némecko

Laboratorni vahy — KERN, EMB, spol. s. r. 0., Kyjov

Analytické vahy — AND GR-202-EC, Japonsko

Fotoaparat Nikon D50

Mikropipety Biohit Proline

Centrifuga — Ependorf 5417-R

Biologicky inkubator — P100-U, BioTech a. s., Praha

Autoklav — Vaposteri BMT, Brno

3.2 Seznam pouzitych chemikalii

Destilovana voda

Ethanol 96 % (VWR)

Folin-Ciocalteho ¢inidlo (Sigma—Aldrich Chemie GmbH)
Uhli¢itan sodny (LACHEMA)

Kyselina gallova (PENTA)

Dusitan sodny (PENTA)

Katechin (LACHEMA)

Chlorid hlinity (PENTA)

Hydroxid sodny (LACHEMA)

3.3 Pouzity software

osobni pocitac

operaéni systém windows

MS Word

MS Excel

program Lucia NET — Lucia je program obrazkové analyzy navrzeny pro zachycovani, archivaci

obrazti, pro méteni riznych znaku obrazu a automatické zachycovani rozsahlych sekvenci obrazii.[44]

3.4 Charakteristika pouzitych mikroorganismu
Kmeny mikroorganismii pouZitych v tomto méfeni pochazeji ze sbirky Masarykovy univerzity

ptirodovédecké fakulty v Brné. Serratia marcescens CCM 303, Bacillus subtilis CCM 1999.
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3.4.1 Serratia marcescens
Serratia marcescens je gramnegativni bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae. Buriky této bakterie maji
tvar velmi kratkych ty¢inek o priméru do 1 um. Vyskytuje se jednotlivé nebo v kratkych fetizcich.
Serratia marcescens je fakultativné aerobni bakterie a jejim charakteristickym znakem je tvorba
cerven¢ pigmentovanych kolonii. Toto zbarveni je zptisobeno cervenym pigmentem prodigiosinem.
Optimalni teplota riistu bakterie Serratia marcescens je mezi 20 a 25 °C. Pti teplotach nad 37 °C
prestava rust. Serratia marcescens dobfe roste na vsech zakladnich pudach.[47]

Vsechny bakterie rodu Serratia jsou v pfirodé velmi rozsitené. Vyskytuji se pfedevs§im ve vodé
a v zemédeélskych produktech. Tato bakterie je hlavnim ptivodcem Cervenych skvrn na potravinach

obsahujicich $krob.[47]

3.4.2 Bacillus subtilis
Bacillus subtilis, jinak téz nazyvany senny bacil, je grampozitivni bakterie, jejiz buiiky maji tvar
tyCinek se zaoblenymi konci. Velikost téchto bunék je 0,3 az 1,5 x 2 az 3 um. Vyskytuji se jednotliveé
i v fetizcich a jsou peritrichné obrvené.Bacillus subtilis je aerobni bakterie, ale za ur¢itych podminek
muze rist i anaerobné (dychani pomoci dusi¢nant, jako donorti elektrond nebo fermentaci
Vv nepfitomnosti elektronovych donort) patii tedy mezi fakultativni anaeroby. Za neptiznivych
podminek tvofi teplotné rezistentni, dormantni spory. Bacillus subtilis zkapalfiuje Zelatinu,
hydrolyzuje $krob a z dextrint tvoti kyseliny.[48]

Teplotni rozmezi rustu bakterie Bacillus subtilis je 10 az 55 °C a idealni teplota rastu je 37 az
40 °C. Sporulace zacina pfi teplotach nad 44 °C, v zavislosti na bakterialnim kmenu a zvoleném
kultivaénim médiu. Spory vydrzi teploty az 150 °C po dobu 6 hodin.

Tato bakterie je v pfirodé velmi roz§itena, vyskytuje se pfedev§im v pidé, v sené a v asociaci
s rostlinami. S touto bakterii se mizeme Casto setkat pii mikrobiologické kontrole v celém
potravinafském primyslu. Bacillus subtilis patii s Escherichia coli k nejlépe prozkoumanym

prokaryotnim mikroorganismtim.Error! Reference source not found.

3.5 Vzorky ¢aji podrobené analyze
K testovani inhibi¢niho uc¢inku u vybranych mikroorganismi byly pouzity pfipravené vyluhy
a maceraty ze dvou druhti ¢aji firmy Valdemar Gresik — Naturas. r. o.

e Sipek oplodi — plod zbaveny semen a chloupkii
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Obr. 3: Pouzity Sipkovy caj firmy Valdemar Gresik — Naturas. r. 0.[45]
e Smés — Sipek oplodi 50 %, aronie plod 40 %, ¢erny rybiz plod 10 %

\G‘A]E D.E .\(IAKR

7 ARONIE & Sippx L'/‘
& < CERNY Rygjz

Obr. 4: Pouzita c¢ajovad smés firmy Valdemar Gresik —Natura s. r. 0.[46]

3.6 Kultiva¢ni media a jejich priprava
Jako kultiva¢ni médium pro uchovani a pomnozeni testovanych mikroorganismi jsme pouZili zivné
médium firmy Himedia: Nutrient agar No. 2.

Slozeni a priprava:

ZivodiZna tkAM. ............ooooiiiiee i, 10g
Hoveézi extrakt...........cooooiiiiiiii 109
Chlorid sodny (NaCl)..........cocoveviiniiiiinnns 59
AT o 159
Destilovana voda.............cccoevvieiiininnn. 1000 ml
PH o 7,2

40 g zivného média se rozpustilo v 1000 ml destilované vody. Zivné médium bylo poté

vysterilizovano v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.
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3.7 Priprava maceratu
Priprava vodného maceratu

10 g zvoleného vzorku ¢aje bylo zalito 100 ml destilované vody o teploté 25 °C a macerovano 7 dni
bez piistupu svétla pii laboratorni teploté (25 °C). Cajovy macerat byl poté zfiltrovan a filtrat byl
uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.
Priprava ethanolového maceratu

10 g zvoleného vzorku ¢aje bylo zalito 100 ml 99,8% ethanolu o teploté 25 °C a macerovano 7 dni
bez piistupu svétla pii laboratorni teploté (25 °C). Cajovy macerat byl poté zfiltrovan a filtrat byl

uchovavan v lednici pfti teploté 4 °C.

3.8 Priprava vyluhii
Priprava vodného vyluhu

10 g zvoleného vzorku ¢aje bylo zalito 100 ml destilované vody o teploté 100 °C a poté byl extrakt
vloZen do vodni 1azng, kde byl extrahovan 30 min pii teploté 100 °C. Cajovy vyluh byl poté zfiltrovan
a filtrat byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.
Priprava ethanolového vyluhu

10 g zvoleného vzorku Caje bylo zalito 100 ml 99,8% ethanolu o teploté 50 °C a poté byl extrakt
vloZzen do vodni 1azné, kde byl extrahovan 30 min pii teploté 50 °C. Cajovy vyluh byl poté zfiltrovan a
filtrat byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.

3.9 Ovéreni antimikrobialnich ucinki Sipkovych ¢aji

Na ovéfeni inhibi¢nich u€inkil ¢ajovych extraktl a maceratii byla pouzita difizni jamkova metoda na
agarovych plotnach. Pro ovéfeni byly pouzity Petriho misky o praméru 9 cm a korkovrt o priméru
lcm.

Do zkumavky se 4,5 ml sterilniho zivného bujonu €. 2 byla naockovana kultura mikroorganismd,
ktera byla inkubovana v termostatu 24 hodin pii 30 °C. Za 24 hodin bylo odpipetovano 1,5 ml do
150 ml vysterilizovaného agaru, ktery byl ochlazen na 42—45 °C. Takto pfipravené zaockované
medium bylo rozlévano na plastové Petriho misky (37 ml). Do tuhého agaru bylo sterilnim
korkovrtem vyhloubeno Sest jamek. Do péti jamek bylo pipetovano po 100 pl testovaného vyluhu
nebo maceratu (dest. voda a etOH), ktery byl uchovavan pii 4 °C, do Sesté jamky bylo napipetovano
100 pl ¢istého rozpoustédla bez aktivni latky tzv. blank. Petriho misky byly poté inkubovany pfi 30 °C
po dobu 48 hodin v termostatu. Nakonec byla zhotovena fotograficka dokumentace jednotlivych

Petriho misek a zmétena velikost inhibi¢nich zon v programu Lucia NET.
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3.10 Metody méieni inhibi¢nich zén
e metoda méfeni délky
e metoda méfeni plochy

e metoda méfeni jamky délkou a zony plochou

Ze znamé velikosti jamky (10 mm) byly vSechny naméfené velikosti délky v pixelech (px) ¢i

plochy px?, piepoéteny na milimetry.

N S=252593.07px B

5=186.28px

5-31238.63px |

3=183,78px
3=538,00px

Obr: 5: Zobrazeni jednotlivych metod méreni inhibicnich zon v programu Lucia NET

3.11 Stanoveni celkovych polyfenoli
Priprava standardu

Byla ptipravena kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové o koncentracich 100, 200, 300, 400, 500
a 600 mg-1™". Pro jeji stanoveni byl pouZit stejny postup jako u extraktu, kdy byly k reakéni smési
pridavany pfipravené koncentrace kyseliny gallové. Absorbance jednotlivych koncentraci byla métena
pti vinové délce A = 750 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka v zévislosti absorbance na koncentraci

kyseliny gallové (mg-17).

Tabulka 1: Jednotlivé objemy pouzitych cinidel pro metodu FCM

Cinidlo V [ml]
Folin—Ciocaltauovo 1
Extrakt caje 0,1
Uhlic¢itan sodny 1
Destilovana voda 1
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Obr. 6: Kalibracni krivka kyseliny gallové

Celkovy obsah fenolti u extraktti ¢ajii byl stanoven pomoci Folin—Ciocaltauova ¢inidla. Do
zkumavky bylo napipetovano 1 ml zfedéného Folin—Ciocaltauova ¢inidla, 1 ml destilované vody
a 100 ul extraktu vzorku. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich. Roztok ve
zkumavkach byl promichan a ponechan stat. Po péti minutach bylo do zkumavky ptidano 1 ml
nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a roztok byl op€t promichan. Reakci fenolickych slou¢enin
s ¢inidlem vzniklo modré zbarveni, jehoz intenzita byla po dvou hodinach zméfena na
spektrofotometru, pii vinové délce 750 nm proti slepému vzorku (kde namisto 100 pl extraktu bylo
pouzito 100 pl destilované vody). Celkové mnozstvi polyfenolt bylo vypocteno pomoci kalibra¢ni

ktivky.

3.12 Stanoveni celkovych flavonoidi
Priprava standardu

Byla piipravena kalibra¢ni kiivka katechinu o koncentracich 50, 100, 150, 200, 250 a 300 mg-1"".
Pro jeji stanoveni byl pouzit stejny postup jako u extraktu, kdy byly k reakéni smési pridavany
ptipravené koncentrace katechinu. Absorbance jednotlivych koncentraci byla métena pii vinové délce
A =510 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka v zavislosti absorbance na koncentraci standardu

katechinu (mg-17%).
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Tabulka 2: Jednotlivé objemy pouzitych cinidel pro stanoveni flavonoidii

Cinidlo V [ml]

extrakt Caje 0,5

destilovana voda 2,5

dusi¢nan sodny 5% 0,2

chlorid hlinity 10% 0,2

hydroxid sodny 1,5

0,7 - y =0,0026x + 0,0051
R?=0,9985

0 50 100 150 200 250 300 350
¢ [mg/l]

Obr. 7: Kalibracéni kifivka katechinu

Celkovy obsah flavonoid u extrakta ¢ajii byl stanoven pomoci hlinité soli a dusitanu. Do
zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusi¢nanu
sodného. Roztok ve zkumavce byl diikladné promichan a ponechén stat 5 minut. Poté bylo do
zkumavky ptidéno 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, roztok byl opét promichan a ponechén stat
5 minut. Nakonec bylo do zkumavky pfidano 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované
vody. Po 15 minutach byly vzorky analyzovany pomoci spektrofotometru pii vinové délce 510 nm
proti slepému vzorku (200 ul destilované vody). Celkové mnozstvi flavonoidt bylo vypoéteno pomoci

kalibraéni kiivky.

3.13 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity
Radikal kationtu ABTS byl pfipraven reakci ABTS diamonné soli s peroxodisiranem draselnym. Byl

pripraven roztok ABTS o koncentraci 7 mM, rozpusténim ABTS v destilované vodé. Radikalovy
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kationt z ABTS byl poté ziskan reakci s 2,45 mM peroxodisiranem draselnym. Vznikly roztok byl
ponechan stat ve tmé pii laboratorni teploté 16 hodin.

Pied pouzitim byl ABTS™ zfedén ethanolem na absorbanci 0,70 pii 734 nm proti ethanolu. Do
z(zené kyvety bylo napipetovano 1 ml ABTS™ a 10 pl pouzitého extrakéniho rozpoustédla (dest. voda
nebo ethanol) a byla zméfena absorbance Ag v ¢ase t = 0. Poté bylo do dalsi kyvety napipetovano 1 ml
ABTS™ a 10 pl extraktu vzorku. Kyveta byla na 10 minut uloZena do tmy a poté byl zméfen pokles
absorbance Aso.

Pro vypocet celkové antioxidacni aktivity byla pouzita kalibra¢ni rovnice troloxu :

A=1389-c.

Kalibraéni rovnice troloxu byla pfipravena v rozmezi koncentraci 50-400 ng-ml ™",
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim pfedmétem této studie byly ¢ajové smési ve, kterych obsahové pievladaly plody Rtuze
Sipkové. Obchodni fetézce nabizeji velké mnozstvi Cajovych smési s riznym obsahem 1é€ivych bylin.
Pro nase méfeni byly zvoleny ¢aje firmy Valdemar Gresik — Natura s. r. 0.. Prvnim z nich byl ¢aj
Sipek oplodi. Jedna se o sypany &aj s hrubé nadrcenymi susenymi plody Riize $ipkové a druhym byla
ajova smés Aronie & Sipek & Cerny rybiz. Tato Gajova smés byla jemné nadrcena a zabalena ve
formé cajovych sacku. Pii analyze téchto smési jsme méli dva hlavni cile. V prvé fadé posouzeni
antimikrobialniho vlivu na zvolené mikroorganismy Serratia marcescens a Bacillus subtilis. Za druhé
stanoveni koncentrace biologicky aktivnich sloucenin (polyfenolt, flavonoidi) a také celkové

antioxidacni aktivity vybranych smési.

4.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenola
Celkovy obsah polyfenoli byl stanoven za pouziti Folin—Ciocalteho ¢inidla. Principem metody je
redukce fenolickych sloucenin obsazenych ve vyluzich a maceratech Sipkového ¢aje a smési
Vv destilované vod¢ a ethanolu. Kazdy vzorek byl tfikrat zméten a ziskané hodnoty obsahu
polyfenolickych latek byly zpramérovany. Tabulka 3 zobrazuje naméfené vysledky. Z rovnice linearni
regrese kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové (Obr. 6) byl vypocitan obsah polyfenold. Vysledky jsou
vyjadieny v mg kyseliny gallové/ 1 | vzorku (mg GA-dm™).

Z (Obr. 8) lze vy¢ist, ze vodné extrakty obsahuji mnohem vyssi obsah polyfenolt nez ethanolové
extrakty. Uplné nejvyssi obsah polyfenolti byl stanoven ve vodném vyluhu smési. Také si miizeme
povsimnout, Ze vyssi hodnoty polyfenolt byly vice zaznamenany v ¢ajové smeési nez v Sipkovém Caji

a to v ptipadé obou extrak¢nich technik i obou rozpoustédel.

Tabulka 3: Priimérné hodnoty celkového obsahu polyfenolii promérenych extraktii (* u hodnoty

absorbance znamend, ze roztok byl 10krat zieden)

Extrakt Absorbance + SD | FCM [mg GA-dm™] + SD
Sipek voda *0,386 £ 0,028 2483,3 +£ 202
) Sipek ethanol 0,247 £ 0,005 149,3+ 3,5
macerat
smés voda *0,412 + 0,003 2671,4 + 23
smés ethanol 0,962 + 0,067 660,0 + 48
Sipek voda *0,399 £ 0,020 2576,2 £ 141
vyluh Sipek ethanol 0,351 £0,011 223,6+7,6
smés voda *0,433 £ 0,007 2819,0 + 50
smés ethanol *0,117 + 0,003 564,3 £ 20
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Obr. 8: Stanoveni celkovych polyfenolii v jednotlivych extraktech metodou FCM

4.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Stanoveni celkového mnozstvi flavonoid v rostlinnych extraktech bylo provedeno pomoci
spektrofotometrické metody reakci s hlinitou soli a dusitanem. Za pfitomnosti flavonoida ve vzorku
vznikalo oranzovocervené zbarveni, u kterého byla zméfena absorbance pfi 510 nm. U kazdého
vzorku bylo méfeni tfikrat zopakovano a pro vypocet obsahu flavonoidii byla pouzita primérna
hodnota téchto méfeni. Celkovy obsah flavonoida byl ziskan dosazenim namétené absorbance do
rovnice kalibra¢ni ki'ivky (Obr. 7) ziskané ze standardu katechinu. Vysledky jsou vyjadieny v mg
katechinu/ 1 | vzorku (mg C-dm3). Tabulka 4 uvadi piehled t&chto vysledki.

Stejné jako u stanoveni celkovych polyfenold je i u stanoveni flavonoidi koncentrace aktivnich
latek mnohem vyssi ve vodnych extraktech, nez v extraktech ethanolovych (Obr. 9). Nejvyssi
koncentrace flavonoidii byla stanovena v maceratu Sipkového caje, na rozdil od stanoveni polyfenolt
je koncentrace flavonoidt ve vodnych vyluzich a maceratech vyssi u Sipkového €aje nez smési. Rozdil

je navic mnohem markantnéjsi.
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Tabulka 4: Priimérné hodnoty celkového obsahu flavonoidii promérenych extraktit

Extrakt Absorbance + SD | ChMM [mg C-dm 3] + SD

Sipek voda *(,705 £ 0,011 2691,9 +£44

macerdt Sipek ethanol 0,099 + 0,001 36,2+0,5
smés voda *(,356 + 0,018 13483 + 70

smés ethanol 0,543 + 0,003 206,8 +1,0

Sipek voda *0,510+ 0,018 1940,6 + 71

vyluh Sipek ethanol 0,058 + 0,006 20,3+2,2
smés voda *0,435+ 0,010 1653,5+ 37

smé&s ethanol 0,401 + 0,009 152,3+3,6

3000
|

2500

2000

1500

mg C-dm-3

1000

500

V SV V SE

Obr. 9: Stanoveni celkovych flavonoidii V jednotlivych extraktech spektrofotometricky

4.3 Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity

Pro vyhodnoceni celkové antioxidacni aktivity vzorku byla pouzita metoda ABTS, jenz spociva

v méfeni schopnosti vzorku zhaset kation—radikal ABTS"™". Tento radikal byl pfipraven smichanim
peroxodisiranu draselného s diamonnou soli ABTS. Zhaseni radikalu bylo sledovano
spektrofotometricky na zdkladé zmén absorpéniho spektra ABTS™. Vysledna absorbance A vzorku
byla vypoc¢tena pomoci vzorce:

— Ao_Alo
A A
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kde A, je absorbance ABTS™ v ¢ase t = 0 a Ay, je absorbance extraktu vzorku s ABTS™ zméiena po
10 minutach. Méteni bylo pro kazdy vzorek trikrat zopakovano a pro vypocet byla pouzita primérna
hodnota. Takto ziskana hodnota absorbance byla pouZita pro vypocet celkové antioxidaéni aktivity
vzorku dosazenim do kalibracni rovnice troloxu:
A=1389-c.

Vysledky jsou vztazeny na ekvivalentni mnozstvi troloxu a jsou vyjadieny v pg troloxu/ 1 | vzorku
(pg T-dm3). Vysledky jsou uvedeny v (Tabulka 5).

Nejvyssi koncentrace antioxida¢né aktivnich latek byla stanovena ve vodném vyluhu Sipkového
Caje, ale vSechny vodné extrakty dosahly velice podobnych vysledkt (Obr. 10). Na rozdil od stanoveni
polyfenolt a flavonoida byla zjisténa pomérné vysoka koncentrace antioxidacné aktivnich latek také

Vv ethanolovém maceratu a vyluhu ¢ajové smési.

Tabulka 5: Pritmérné hodnoty celkové antioxidacni aktivity promérenych extraktii

Extrakt Absorbance + SD ABTS [ug T-dm 3] + SD

Sipek voda 0,961 £ 0,015 0,692 + 0,011

macerdt Sipek ethanol 0,250+ 0,013 0,180 + 0,009
smes voda 0,963 +0,014 0,693+ 0,010

smés ethanol 0,727 £0,040 0,523 £ 0,028

Sipek voda 0,982 + 0,004 0,707 £ 0,003

vyluh Sipek ethanol 0,173+0,013 0,124 + 0,009
smés voda 0,934 + 0,044 0,673 £0,032

smés ethanol 0,719 0,039 0,517 +£ 0,028

0,8

VSV V' SE

Obr. 10: Stanoveni celkové antioxidacni aktivity V jednotlivych extraktech metodou ABTS
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4.4 Antimikrobidlni ucinky extrakti

Za icelem ovéfeni antimikrobialni aktivity vybranych ¢ajovych extraktt proti Bacillus subtilis
a Serratia marcescens, byla pouZita jamkova difuzni metoda. Pfedmétem sledovani byl jak vliv
pripravy extraktu (macerat, vyluh), tak pouzité rozpoustédlo (dest. voda, ethanol) na vyslednou
antimikrobidlni aktivitu.

Pfi prvnim méfeni jsme piipravili kromé koncentrovanych extrakta (10 g ¢aje na 100 ml)
rozpoustédla, také ziedéné extrakty (5 g ¢aje na 100 ml a 2 g ¢aje na 100 ml), jelikoz, ale u zfedénych
extraktti nebyla pozorovana zadna antimikrobialni aktivita (Tabulka 6) pouzivali jsme u dalsich
méfeni pouze koncentrované extrakty.

U vyhodnocovani velikosti inhibi¢nich zon v programu Lucia NET byly pouzity tfi rizné metody:
metoda méteni délky, metoda méfeni plochy a metoda méteni jamky délkou a zoény plochou.

V prvnim piipadé€ byl pomoci programu zjistén pouze pramer plochy zoény a jamky v pX. U druhé
metody byla programem zji§téna plocha zony a jamky v px®. Tieti metoda je kombinace dvou
predchozich u inhibi¢ni zony byla méfena plocha a u jamky pramér. Vysledky vSech tii metod byly

z pixel prepocitany na milimetry pomoci programu MS Excel.

Tabulka 6: Velikost namérenych inhibicnich zon po aplikaci jednotlivych maceratit (pokus ¢.1) na oba

studované bakterialni kmeny (S V — sipek voda,S E — Sipek ethanol, SV —smés voda, S E — smés

ethanol)
mnozstvi aktivni latky ve 100 ml
. . extrakt + pouzité rozpoustédla [g]
mikroorganismus rozpoustdlo 10 ‘ 5 ‘ 2
inhibic¢ni zény [mm]

SV 295+ 0,3 - -

Bacillus subtilis
SV - - -
SE - - -
Sv 159+ 0,3 - -
Serratia SE - - -
marcescens SV - - -
SE - - -

4.4.1 Inhibi¢ni Gfinek extrakti macerati
V druhém pokusu byl pouzit pouze koncentrovany extrakt (10 g ¢aje/ 100 ml rozpoustédla).
U kazdého méteni bylo provedeno paralelni stanoveni a oba vysledky byly poté zpraimérovany.
Vysledky velikosti inhibi¢nich zon jsou uvedeny v (Tabulka 7).

Z vysledki jasné vidime, Ze extrakty u kterych bylo jako rozpoustédlo pouzit ethanol nemaji Zadnou
antimikrobialni aktivitu. Také si miizeme povS§imnout, Ze¢ mnohem lepsich vysledkl bylo dosaZeno

bakterie Bacillus subtilis. Vodné maceraty z Sipkovych ¢aji jsou tedy u€innéjsi proti grampozitivnim
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bakteriim nez gramnegativnim bakteriim. To odpovida vysledkiim studie Stojanovice [50][24] podle,
které jsou G— bakterie odolné&jsi k ptisobeni piirodnich slou¢enin nez G+ bakterie. Ke stejnym
vysledkiim dosly také mnohé dalsi studie. Vysledky také ukazuji, Ze u maceratii ptipravenych

z Sipkového ¢aje dosahuji inhibi¢ni zony vétsiho priméru nez u macerati ¢ajové smesi.

Tabulka 7: Velikost namérenych inhibicnich zon po aplikaci jednotlivych macerdtii (pokus ¢. 2) na oba

studované bakterialni kmeny

metoda vyhodnoceni inhibi¢ni zony
extrakt + — Y : :
ml krOO rgan | SMUS pouii té mereni mereni kornblnovana
ex délky plochy metoda
rozpoustédlo ——
inhibi¢ni zony [mm]
Y 32,0+1,8 33,4+2,6 329+23
Bacillus subtilis
SV 27,4+ 0,9 27,0+ 0,9 26,6 +1,1
SE - - -
SV 17203 | 17,2+0,6 17,5+0,5
Serratia SE - - -
marcescens SV 15,3 +0,6 14,3 +0,4 15,0+£0,5
SE - - -

Obr. 11: vlevo ethanolovy macerdt sipku na agaru naockovaném BS, Vpravo ethanolovy macerdt smési

na agaru naockovaném BS
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Obr. 12: vlevo vodny macerdt Sipku na agaru naockovaném BS, vpravo vodny macerdt smési na agaru

naockovaném BS

Obr. 13: vlevo vodny macerdt Sipku na agaru naockovaném SM, Vpravo ethanolovy macerat Sipku na

agaru naockovaném SM
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Obr. 14: vlevo vodny macerdt smési na agaru naockovaném SM, Vpravo ethanolovy macerat smési na

agaru naockovaném SM

4.4.2 Inhibi¢ni ucinek extrakti vyluhi
Meéfeni inhibi¢niho G€inku vyluhil bylo provedeno stejnym zpisobem jako méfeni inhibi¢niho u¢inku
maceratl. Tabulka 8 uvadi piehled vysledka.

Ziskana data jsou velice podobna vysledkiim ziskanych pfi stanovovani inhibi¢niho G¢inku
maceratt. U ethanolovych vyluhti opét nedoslo viibec k zadné inhibi¢ni aktivité ani u jednoho druhu
¢aji. Vodné vyluhy dosahly vétSich zon pii pouziti proti Bacillus subtilis a u obou mikroorganismu

byla zaznamenana vyS$§i inhibi¢ni aktivita pti pouziti Sipkového Caje nez ¢ajové smési.

Tabulka 8: Velikost namérenych inhibicnich zon po aplikaci jednotlivych vyluhii na oba studované

bakterialni kmeny

metoda vyhodnoceni inhibi¢ni zony
extrakt + ~ ~ : -
] ] .., meéfeni méreni kombinovana
mikroorganismus pouzité .
ex délky plochy metoda
rozpoustédlo —
inhibi¢ni zény [mm]
Sv 31,8+0,8 | 31,9+1,0 32,5+ 1,0
Bacillus subtilis
SV 23,8+0,8 22,4+£0,5 23,0+£04
SE - - -
Sv 17,5+1,5 | 16,9+1,0 17,3+ 1,1
Serratia marcescens SE - - -
SV 16,1 £0,6 15,8 £0,5 16,2 +0,8
SE - - -
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Obr. 15: vlevo vodny vyluh Sipku na agaru naockovaném BS, vpravo ethanolovy vyluh Sipku na agaru

naockovaném BS

Obr. 16: vlevo vodny vyluh smési na agaru naockovaném BS, vpravo ethanolovy vyluh smési na agaru

naockovaném BS
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Obr. 17: vlevo ethanolovy vyluh Sipku na agaru naockovaném SM, vpravo ethanolovy vyluh smési na

agaru naockovaném SM

Obr. 18: vlevo vodny vyluh sipku na agaru naockovaném SM, vpravo vodny vyluh smési na agaru

naockovaném SM
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5 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo prostudovat antimikrobialni €inky vybranych druhti Sipkovych ¢aja
na zastupce mikroorganismu Bacillus subtilis a Serratia marcescens a sou¢asné stanovit celkovou
antioxidacni aktivitu téchto extraktd a celkovou koncentraci chemickych latek majicich na
antioxidacni aktivitu nejvetsi vliv. Testovany byly dva druhy ¢aju , jeden obsahoval pouze susené
plody Ruze sipkové, v druhém ¢&aji byly susené Sipky majoritni ¢asti ¢ajové smési spolu s plody
¢erného rybize a aronie. Extrakty z téchto ¢aju byly pfipraveny dvéma zptisoby jako maceraty

a vyluhy a kazdy typ extraktu byl pfipraven s dvéma riznymi rozpoustédly (ethanol a dest. voda).
Antimikrobialni aktivita pfipravenych extrakti byla méfena jamkovym difuznim testem.

Porovnanim namétenych hodnot a vyhodnocenych vysledkd vyplyva ze:

Nejvétsich inhibi¢nich a¢inki jak proti Bacillus subtilis tak proti Serratia marcescens vykazoval
vodny macerat Sipkového caje. Podobné u¢inky mél i vyluh Sipkového Caje. Naopak u extraktt
ptipravenych za pomoci ethanolu byla zjisténa nulova antimikrobialni aktivita.

Ve srovnani méfeni inhibi¢nich u¢inkl z Ruze Sipkové a ¢ajové smési mezi Bacillus subtilis a Serratia
marcescens bylo zjisténo, Ze pii vSech métrenich vznikaly vétsi inhibi¢ni zony u mikroorganismu
Bacillus subtilis nez Serratia marcescens.

Vysledky antimikrobialni aktivity jsou v korelaci s vysledky stanoveni celkovych flavonoidii ve
vybranych extraktech, kde u vodného maceratu sipkového Caje byla stanovena nejvyssi koncentrace
téchto latek oproti ostatnim extraktim. U stanoveni celkovych polyfenolti byly nejvyssi koncentrace
zjistény ve vodném vyluhu ¢ajové smesi a vodném maceratu ¢ajové smési. Z toho miizeme usuzovat,
ze na celkovou antimikrobidlni aktivitu pfirodnich extraktl maji vétsi vliv flavonoidy nez
polyfenolické slouceniny. Také koreluje celkova antimikrobialni neucinnost ethanolovych extrakta
s celkovym stanovenim antioxidacné aktivnich latek. U vSech ethanolovych extraktl byla totiz
celkovéa stanovena koncentrace polyfenolt a flavonoidi o fad az dva fady nizsi, nez v ptipadé€ vodnych

extraktu.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
EGCG - epigalokatechin—3—galat

EGC - epigalokatechin

TF3 —theaflavin-3,3"—digalat

PEP — pulzni elektrické pole

PSE — tlakova extrakce rozpoustédlem

GAE - gallic acid equivalent method

ABTS - 2,2"-azinobis—(3—ethylbenzothiazol-6—sulfonova kyselina)
TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity

FCM — Folin—Ciocaltouova metoda

ChMM - Christ-Miillerova metoda

SD — smérodatna odchylka

C — katechin

T —trolox

PX — pixel

S V — vodny extrakt $ipkového Gaje

S E — ethanolovy extrakt §ipkového &aje

SV — vodny extrakt ¢ajové smési

S E — ethanolovy extrakt ¢ajové smési

BS — Bacillus subtilis

SM — Serratia marcescens
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