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ABSTRAKT

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo $tudium antioxidacnych a antibakterialnych tc¢inkov rastlinnych
extraktov, konkrétne z duzin a Supiek listov a tiez z plodov rastlin Aloe vera a Opuntia ficus—indica.
Boli vytvorené lipozomy s obsahom aktivnych zlti¢enin a bolo skimané ich vyuzitie v potravinarskom
a kozmetickom priemysle. Teoreticka Cast’ sa zaobera botanickym a fytochemickym popisom rastlin
a vyuzitim rastlin vo vyZive a lekarskej praxi. Dalej bola popisana enkapsulécia a metody vyuzivané
k analyze enkapsulovanych latok.

V experimentalnej casti boli charakterizované pripravené extrakty zroznych rastlinnych Ccasti
pomocou etanolu ako rozpustadla, ato vroznych koncentraciach (0 %, 20 %, 40 %, 80 %). Boli
testované z hl'adiska obsahu celkovych fenolickych latok, flavonoidov a tiez ich antioxida¢nej aktivity.
Vybrané extrakty boli enkapsulované do lipozémov, u ktorych bola stanovena enkapsulacna u¢innost’,
velkost, stabilita a dlhodoba stabilita.

Antimikrobialna aktivita bola testovana proti grampozitivnym baktériam Micrococcus luteus,
Staphylococcus epidermidis a Propionibacterium acnes a gramnegativnym baktériam Serratia
marcescems a Escherichia coli. Testy boli vykonané aj na kvasinke Candida glabrata.

Na zaver boli vybrané 2 etanolové extrakty rastlinnych vzoriek, ktoré boli testované z hl'adiska ich
cytotoxicity na bunkovej linii Caco—2, atiez bol premerany profil vybranych fenolickych latok
pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

NajucinnejSim extraovadlom bol zvoleny 20% roztok etanolu, ktory obsahoval navyssiu koncentraciu
celkového obsahu fenolickych latok. Zaroven vsetky pripravené extrakty vykazovali znacnu
antioxidacnu aktivitu. Antibakteridlny i¢inok bol vSak miniméalny alebo ziadny. Vytvorené lipozémy
Z extraktov vzoriek boli stabilné. Tiez boli navrhnuté pripravky pre kozmeticky a potravinarsky
priemysel, ato konkrétne hojivy gél s hydrataénymi Gcinkami a pasta vytvorend z lipozomov ako
doplnok stravy pre Sportovcov.

KEUCOVE SLOVA: Aloe vera, Opuntia ficus—indica, antibakterialna aktivita, antioxida¢na
aktivita, enkapsulacia, lipozomy



ABSTRACT

The main goal of this bachelor thesis was the study of antioxidant and antibacterial effect of natural
plant extracts, specifically from pulp and peel of leaf of Aloe vera and Opuntia ficus—indica.
Liposomes with encapsulated active compounds were prepared and their use in food and cosmetics
industry was analyzed. The theoretical part was focused on botanical with and phytochemical
description of natural plant and their use in nutrition and medical practice. Also encapsulation and
methods used to analyze encapsulated substances were described.

In the experimental part basic characteristics of extracts from two kinds of plantusing ethanol as a
solvent in its different concentration (0 %, 20 %, 40 %, 80 %) were analyzed. Mainly totalcontent of
phenolics, flavonoids and total antioxidant activity were determined. Selected extracts were also
encapsulated into liposomes and the encapsulation efficienty, size, stability and long—term stability of
liposomes were determined.

Antibacterial activity was tested against Gram-positive Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis and Propionibacterium acnes and Gram-negative Serratia marcescems a Escherichia coli.
Moreover, antibacterial acvivity against yeast Candida glabrata was tested.

Finally, 2 ethanol extracts of plant samples were tested in terms of cytotoxicity by using cell line
Caco-2 and profile of selected phenolic compounds ere determined in the selected extract samples by
using high performance ligiud chromatography.

20% ethanol solution was chosen as the most efficient extract solvent which contained the highest
concentration of total phenolic content and concurrently all tested extracts showed antioxidant activity.
However, there was minimal or none antibacterial effect. Prepared liposomes from extracts were
stable. Also product for cosmetics and food industry was designed, specifically healing gel with
moisturizing effect and paste made of liposomes as food supplement for athletes.

KEYWORDS: Aloe vera, Opuntia ficus—indica, antibacterial activity, antioxidant activity,
encapsulation, liposomes
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1 UvoD

LCudia odjakziva chceli byt vzdy krasni a ve¢ne mladi. Pre omladenie ahydrataciu pleti ¢i rast
a hustotu vlasov alebo pre dlhy a zdravy zivot zbierali lieCivé rastliny a vyrabali rozne elixiry.

V poslednej dobe sa l'udia zacinajui naspiat’ vracat’ k vyuzitiu prirodnych latok v ré6znych odvetviach
Iudského zivota. Ich uplatnenie je Sirokospektralne a najCastejSie sa uplatiiuje v potravinarskom,
kozmetickom a farmaceutickom priemysle. Mnohé prirodné latky maju znaéné antioxidacné,
protizapalové a antimikrobialne ucinky.

V komer¢nych produktoch, ¢i uz v kozmetickom alebo potravinarskom priemysle sa Casto stretdvame
S popismi, ktoré poukazuji na to, ze produkty su zaloZzené na prirodnej baze. Zaujem o prirodné
produkty sa v poslednych rokoch zvysil hlavne kvoli minimalnym vedl'aj$im a¢inkom, nizkej toxicite
a Pah$om odburavani. Vyuzivané si extrakty z celych rastlin, ale aj jednotlivé &asti z rastlin. Uginné
latky sa daju ziskat’ r6znymi analytickymi metoédami.

Tato praca je zamerana na charakterizaciu extraktov Vv réznych alkoholovych koncentraciach z rastlin
Opuntia ficus—indica a Aloe vera, naslednt enkapsulaciu vybranych extraktov a moznosti ich aplikacie
Vv potravinarskom a kozmetickom priemysle. V extraktoch bol sledovany hlavne obsah fenolickych
latok, flavonoidov a celkova antioxidacna aktivita. V experimentalnej Casti boli pripravené lipozomy
zo s6jového lecitinu a cholesterolu. Bola skiimana ich enkapsula¢na Uéinnost’, velkost’, stabilita
a dlhodoba stabilita. Bol skimany ich antimikrobidlny uc¢inok voc¢i vybranym grampozitivhym
a gramnegativnym baktériam a tieZ aj voci kvasinkam. Dalej bol vykonany MTT test cytotoxicity na
ludskych bunkdch Caco—2, konkrétne na bunkach adenokarcinomu hrubého creva. Tiez bola
vykonana vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia HPLC s detekciou UV-VIS.

Fenolické zluceniny a flavonoidy su latky, ktoré mézu mat’ inhibi¢ny efekt proti baktériam. Vzhl'adom
na antioxida¢né¢ ucinky pomahaju ochranit bunky l'udského tela proti oxida¢nému stresu.
V kozmetickom priemysle sa daju aplikovat’ ako rézne hojivé krémy ¢i hydratacné masky na plet
alebo krémy proti starnutiu. Nezastupite'na ulohu v§ak majt aj v potravinarskom priemysle.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Aloe vera

Aloe vera (lat. Aloe barbadenis Miller/vera), nazyvana tiez ako Aloe prava je sukulentna rastlina,
ktora patri do celade laliovité. Povod rastliny nie je uplne zndmy, pretoze v kultarach sa nachadza po
niekol’ko tisicro¢i. Pravdepodobne pochadza z oblasti povodia Nilu v Sudane. Mozny pdvod je aj
Vv Arabii, Kanarskych ostrovoch alebo v Somalsku. V dnesnej dobe je Aloe vera pestovana po celom
svete hlavne za komerénym ucelom. Pouziva sa hlavne voblasti zdravotnictva a kozmetiky.
V sucasnosti je znamych vyse 400 druhov Aloe, no pre lie¢ivé Gcely je pouzivanych iba par z nich.
Aloe vera je najstarSou a najpouzivanejSou lieCivou rastlinou akd bola kedy znama. Pouziva sa
terapeuticky uz od doby rimskych ¢ias. Najviac aktivnych latok sa pripisuje vnatornym bezfarebnym
listovym gélom a vonkaj$im vrstvam listu. Obsahuje 75 vyzivnych latok a 200 Géinnych latok vratane
vitaminov, enzymov, mineralov, cukrov, ligninu, antrachinénov, saponinov, kyseliny salicylovej,
sterolov a aminokyselin. Uginky Aloe vera si protizapalové, maju priaznivy vplyv na imunitny
systém, antibakterialne vlastnosti, protiplesinové vlastnosti a antivirusové vlastnosti. Zdravotné prinosy
zahriuju jeho aplikaciu pri hojeni ran, lieCbe popalenin, poSkodenie mrazom atiez chrani pri
poskodenim koze rontgenovym Zziarenim. TaktiezZ napomaha pri ¢revnych problémoch, rakovine plic
a pri zniZzeni hladiny cukru v krvi u diabetikov! 12,

Existuju vSak aj varovné vysSetrenia, ktoré upozornuju na mozné alergické ucinky u niektorych
pacientov. Skodlivé reakcie na odetrenie gélom z Aloe vera sa zaznamenavaju zriedka, ale je potrebné
ich brat vazne!™.

2.1.1 Historia

Liecebné vlastnosti Aloe vera boli zname uz v staroveku. Jeho historiu popisuji fakty a legendarne
rozpravania medzi Sumérmi, V ¢asoch kralov Akkadu, kde na hlinenych tablach nachiddzame prvé
poznatky o pouziti Aloe vera. Stari Egyptania pouzivali tuto rastlinu ako kozmeticky produkt pre
zeny. Faraoni ho povazovali za elixir dlhého zivota. Olej z Aloe vera ma pre mnohé orientalne krajiny
vel'ky vyznam pre ziskanie mudrosti a nesmrtel'nosti. Pocas vojny Rimania objavili lie¢ivé vlastnosti
Aloe vera po tom, ako videli liegit’ obrovské mnoZstvo ran zranenych karpatskych viziov®!,

2.1.2 Botanicky popis

Rastlina je bez stoniek alebo ich ma len vel'mi kratke. Ma priblizne 20 listov v rovnej a hustej ruZici.
Listy dorastaju do vysky 40-50 cm a Sirky 6—7 cm. Listy su silné, mésité¢ a dobre zadrziavaji vodu.
Vrchna strana listu ma konkavny tvar a sivo—zelena farbu. Mladé rastliny st ¢asto $kvrnité. Spodna
strana listu ma konvexny tvar s bledo ruzovym okrajom (vid’ obrazok 1). Na okrajoch sa nachadzaji
2 mm tfnité zuby kazdych 10-20 mm. Hmotnost’ listu mdze dosahovat’ az 1,5-2 kg,

Kvety Aloe vera vyrastaju v hroznovitom kvetenstve, ktoré dosahujii dizky 30-40 cm. Kvetenstvo je
husté a valcovité, smerom k vrcholu sa zuzuje. Farba kvetov je bledo ZItda aZ Cervena. Maju dizku
priblizne 2,5 cm a pri rozkvitnuti sa otacaji smerom dole. Na kvetnej tribke je 6 tyCiniek, ktoré
vy¢nievaju z kvetu. Semennik je zrasteny z troch plodolistov. Na vrchole kvetu vy¢nieva ¢nelka a ma

mali bliznu. Plodom je tobolka, ktord rastlina vyuZiva na rozmnoZovanie vegetativnym spdsobom™.,
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Obrdzok 1 Rez listu Aloe vera, A: epiderma pozostivajica z viacerych
vrstiev  rozptylenych  chloroplastov, B: vonkajsia listova viaknina
pozostavajuca  z cievnych  zvizkov, C:  mezofyl  pozostavajuci
z parenchymovych buniek (obsahujii antrachinény, alkaloidy, pyrény a iné®™

2.1.3 Fytochémia Aloe vera

Z rdznych druhov Aloe vera bolo izolovanych niekolko zloZiek z roznych fytochemickych tried, ako
su alkaloidy, antrony, chromény, avonoidy, glykoproteiny, naftalény a pyrony. Aloin, aloein,
aloeresin, aloe—emodin s priklady niektorych bioaktivnych 1atok®. Polysacharidové
a glykoproteinové frakcie maju zna¢nt biologicku aktivitu. V sti¢astnosti sa pouzivaju a vyrabaju dva
produkty z Aloe vera. Prvy je aloe gél, ktory sa ziskava zo sukulentnych listov rastliny. Druhy produkt
je horky zIty latex nazyvany aj aloe §t'ava, ktory sa ziskava z plasta periférnych zvazkov buniek.

V Aloe vera je priblizne 200 roéznych typov molekul. Gél z listu obsahuje asi 98 % vody. Celkovy
obsah pevnych latok v aloe vera géle je 0,66 % a rozpustné pevné latky predstavuju 0,56 %. Susena
forma gélovej Aloe vera pozostava z polysacharidov (55 %), cukrov (17 %), mineralov (16 %),
proteinov (7 %), lipidov (4 %), a fenolovych zlucenin (1 %) (vid’ Obrazok 2). Gél obsahuje vela
vitaminov, vratane dolezitych antioxidaénych vitaminov A, C a E. Vitamin B1 (tiamin), niacin,
vitamin B2 (riboflavin), cholin a kyselina listova. V niektorych literatirach sa Vv stopovych
mnozstvach uvadza aj pritomnost’ vitaminu B12 (kyanokobalamin)®.,

Sacharidy sa ziskavaju zo slizovej vrstvy pod kozou. Parenchymalne tkanivo tvori vnitornt ¢ast’ listov
Aloe vera, ¢o predstavuje gél (sliz). Gél je ¢iry, tenky, bez chuti a ma konzistenciu zelé. Toto tkanivo
sa ziska zlistu oddelenim gélu od vnutorného bunkového odpadu. Slizova vrstva obsahuje
monosacharidy aj polysacharidy. NajdolezitejSie su polysacharidy s dlhym ret'azcom, ktoré obsahuju
glukézu a manézu (zname ako glukomannany [B(1,4)-viazany acetylovym mananom]).Vzhl'adom
na prevahu manézy ku glukoze sa tieto polysacharidy oznalujii ako polymannany™. V stopovych
mnozstvach sa vyskytuje aj xyldza, ramndza, galaktoza, arabindza. Bolo dokazané, ze gél z Aloe vera
sa sklada najmenej zo S$tyroch réznych Ciastoéne acetylovanych glukomananov, ktoré su linearnymi
polymérmi bez vetvenia a maju 1,4—glykozidicku vézbu s glukézou a mandzou v pomere 1:2:8. Inou
¢astou rastliny je skupina Specializovanych buniek znamych ako pericyklické kanaliky. Vyskytuji
satesne pod vonkajSou zelenou vrstvou listu. Tieto bunky produkuji exsudat, ktory pozostava
z horkého Zltého latexu so silnymi laxativnymi G¢inkami. Tento exsudat sa nemodze zamienat’ s gélom
z tkaniva parenchymového listu®®,
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1%

B Fenolické latky 1%
m Polysacharidy 55%
= Cukry 17%

B Mineralne latky 16%
¥ Proteiny 7%

= Lipidy 4%

Obrdzok 2 Fytochemické zloZenie Aloe vera™

2.1.4 Délezité chemické zliceniny v Aloe Vera

Tesne pod listom sa nachadza latex (Zivica alebo miazga), obsahuje antrachinénové glykozidy (aloin,
aloe—emodin), ktoré su silnymi stimula¢nymi prehanadlami. Tieto vo vode rozpustné glykozidy sa
¢revnymi baktériami delia na glykony, ktoré sposobujii laxativny UC€inok. Laxativny ucinok
z Aloe vera je silnejsi ako z inych byliniek, vratane korena senny alebo rebarbory, ktoré maju tiez
zévaznejsie vedlajsie ucinky, ako su kie, hnacka a nevolnost™. Pre lekarske Gcely sa latex vysusi
apouziva ako bylinné prehanadlo. Aloe vera sa zriedka odporuca ako prva volba z prehanacich
pripravkov kvoli tazkym kf¢om a nevolnosti spojenej s jeho pouzivanim. VSetky dolezité chemické
zltCeniny si znazornené na obrazku 3 a v tabul’ke 1.

2.1.4.1 Polysacharidy

Polysacharidy tvoria priblizne 20 % obsahu pevnej zlozky a vdcSinou pozostavaji zo zmesi
polysacharidov linearneho, vysoko acetylovaného B—1,4—mannanu, rozvetvenych dextranov a inych
polysacharidov s negativnym nabojom. Gél alebo sliz ziskany z listovej duziny obsahuje celkom
odlisné zluceniny od horkého latexu extrahovaného z obloZenia listov. Gél obsahuje zmikcujuci
polysacharid glukomannan. Je to dobry zvlh¢ovaé, ktory zodpoveda za jeho pouzitie v mnohych
kozmetickych vyrobkoch. Acemannan je hlavny uhlohydrat v géli, vo vode je rozpustny mandzovy
polymér s dlhym retazcom, ktory urychl'uje hojenie ran, moduluje imunitné funkcie a vykazuje
antineoplastické a antivirusové u&inky™.

Patri tu tiez ¢isty mannan, acemannan, acetylovany glukomannan, galaktan, arabinogalaktan,
pektinova latka, xylan, celuléza, fruktdoza, L-ramnoza a aldopentdza, kyselina salicylova,
lignin a saponiny™.

2.1.4.2 Bielkoviny

Bielkoviny v géli tvoria priblizne 1% obsahu pevnej zlozky. Prevladajucimi bielkovinami v gélovych
extraktoch su nizkomolekulové hmotnosti (11 000 az 14 000 kDa, Vv pripade dvoch peptidovych
retazcoch). Pravdepodobne st spojené s lektinom a mézu zodpovedat’ za mitogénnu aktivitu!®.

2.1.4.3 Glykoproteiny

Homogénny glykoprotein s 34% uhl'ohydratov s molekulovou hmotnostou 40 kDa stimuluje syntézu
DNA v oblickovych bunkach a vykazuje lektinové vlastnosti. Glykoproteinova frakcia z gélu
Aloe vera vykazuje proliferaént aktivitu v bunkach ¢loveka a zvySuje hojenie ran s vyznamnou
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profileraciou a migraciou buniek. DalSia frakcia glykoproteinu (82 % proteinu a 11% uhlohydratu)
s molekulovou hmotnost'ou od 29 kDa z gélu Aloe vera ma proliferaénu aktivitu na &loveka in vitro™®.

2.14.4 Lektiny

Aloe vera obsahuje lektiny s roznymi hemagulaénymi aktivitami. Aloktin I a aloktin II sa nachadza
Vv listovej bunic¢ine. Obsahuju vysoky podiel kyslych aminokyselin (kyselina asparagova, kyselina
glutamova) a nizky podiel metioninu a histidininu. Lektin s molekulovou hmotnostou 35 kDa
sa nachadza v koZi listov a vykazuje hemaglutinujicu a mitogénnu aktivitu!®,

2.1.45 Antrachinény

Niektoré derivaty antrachinénu zahffiaji aloe-emodin a jeho o-—glykozidy, 7-hydroxyaloe—emodin,
nataloe—emodin ajeho estery, aloechryson, chryzopanol, aloesaponol, aloe saponarin,
metylantrachinén, biantracén, aspodelin™”.

2.1.4.6 Fenolické latky
Mnoho flavonoidov pritomnych v Aloe vera je naringenin, api-genin, dihydroizorhamnetin, izovitexin,
daidzenin a genistint'”.

2.1.4.7 Vitaminy a mineralne latky

Aloe vera obsahuje mnozstvo doélezitych vitaminov a mineralov. Patria tu vitaminy A (B—karotén), C,
E, B1, B2, B6, B12, kyselina listova, cholin, sodik, draslik, vapnik, chrom, med’, Zelezo, selén, hor¢ik,
mangan, fosfor a zinok™.,
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2.1.5 Aloe vera vo vyZive a lekarskej praxi

2.1.5.1 U¢inky na hojenie ran

Boli navrhnuté rozne mechanizmy hojenia ran pomocou gélu z Aloe vera, ktoré zahfiaju udrziavanie
vlhkosti rany, zvySenie migracie epitelovych buniek, rychlejSiu maturaciu kolagénu a znizenie zapalu.
Stadie dokazali, Ze zlozka polypeptidu s vysokou molekulovou hmotnostou z gélu preukazala lie¢ivy
ucinok na excizne rany. Glukomannan, polysacharid bohaty na manézu a gibberelin (rastovy hormoén),
interaguju s receptorom rastového faktoru na fibrioblaste, ¢im stimuluji jeho aktivitu a proliferaciu.
To zvysuje syntézu kolagénu po lokélnej a oralnej aplikaciit®.

2.1.5.2 U¢inky na pokozku

Gélové extrakty s vyS$imi hmotnostnymi koncentraciami (0,25 % a 0,50 %) zlepsujii hydrataciu
pokozky pomocou zvlh¢ovaciecho mechanizmu. Mechanizmus zvlh¢ovania znamena, ze gél Aloe vera
funguje tak, Ze pritahuje vodu z pod pokozky a pomaha udrziavat' tito vodu viazanu v stratum
corneum®.,

Pripravky z Aloe vera sa pouzivaju na Siroké spektrum koznych ochoreni, od infekénych problémov
po alergické reakcie. Casto sa pouZiva na lieCbu rdznych typov ran a zraneni, koréznych vredov,
modrin a parazitné kozné poruchy'.

Aloe vera ma vel'mi dobry ucinok proti starnutiu tym, ze produkuje kolagénové a elastinové vlakna.
Vdaka tomu je pokozka pruznej$ia a menej vraskava. Jednym z hlavnych doévodov je jedinec¢na
schopnost’ rastliny zvysit' produkciu l'udskych fibrioblastovych buniek Sest’ az osem krat rychlejsie
ako normalna produkcia buniek. Fibrioblastové bunky sa nachadzaju v pokozke a si zodpovedné za
vyrobu kolagénu, podporného proteinu pokozky, ktory udrzuje pokozku pevnu, pruzna a mladistva.
Zistilo sa, ze Aloe vera nielen zlepSuje Strukturu fibrioblastovych buniek, ale tiez urychl'uje proces
syntézy kolagénul.

2.1.5.3 Protizapalové ucinky

Zapal je reakcia tela v dosledku zranenia a je charakterizovana opuchom, bolest'ou, zaCervenanim,
teplom a stratou funkcie. Aloe gél znizi zapal prostrednictvom podpory syntézy prostaglandinov, ako
aj zvySenim infiltracie leukocytov’™®. PouZiva sa aj na lieCenie problémov s kibmi, ako je artralgia.
Okrem toho sa pouziva na lie¢bu dislokécie kibov, dny a zlomenin®®!.

Aloe vera inhibuje cyklooxygenazovu drahu aredukuje prostaglandin E2. Protizapalova zlic¢enina
C—glukozylchromén sa izoluje z gélovych extraktov. Okrem toho sa z Aloe vera izoluje peptidazova
bradykinéza a ukézalo sa, Ze §tiepi bradykinin, zapalovu latku, ktora vyvolava bolest™.

2.1.5.4 Antibakterialne vlastnosti

Infekéné choroby su stale velkou hrozbou pre verejné zdravie, ato aj napriek velkému pokroku
farmaceutického priemyslu. Ich vplyv je vysoky v dosledku vyskytu rezistencie na lieky. Na rozdiel
od syntetickych lickov maju antimikrobidlne latky pochadzajuce z rastlin obrovsky terapeuticky
potencial spojeny S mensim poctom vedlajsich G&inkov™,

Aktivita vnutorného gélu bola dokdzana proti grampozitivnym a gramnegativnym baktériam.
Streptococcus pyogenes a Streptococcus faecalis st mikroorganizmy, ktoré boli inhibované pomocou
gélu Aloe vera®. Antibakteridlne vlastnosti zahffiaju in vitro inhibiciu. Extrakt z gélu
v koncentracii 60 % ma antibakterialne G¢inky voéi Streptococcus agalactiae, Enterobacter cloacae,
Klebsiella penumoniae. Extrakt so 70% koncentraciou inbihuje Staphylocccus aurerust .

2.1.5.5 Antimykotické vlastnosti
Spracovany gél z Aloe vera s 90% koncentraciou” inhibuje rast mikroorganizmu Candida albicans®.
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2.1.5.6 Antivirusové vlastnosti

Antivirusova aktivita Aloe vera je sprostredkovani pomocou acemannanu™®. Antivirusovy w&inok
moze byt priamy alebo nepriamy. Nepriamy v dosledku imunitného systému a priamy v dosledku
aloe—emodinu. Aloe—emodin spdsobuje, ze urité virusy nie si schopné fungovat. Aloe vera je
virusova proti virusu Herpes simplex typu 1 a typu 2, virusu Varicella zoster, virusu Pseudorabides
a virusu chripky. Virucidna aktivita bola spésobena antrachinénmi extrahovanymi z vniitorného listu
aloe a korenmi, korou alebo listami mnohych d’alSich rastlin obsahujucich antrachinén. Aloe—emodin
priamo ovplyviiuje obalené virusy obsahujuce DNA aj RNA, ale nemal Ziadny vplyv na nahé virusy®™.
Aloe vera tiez vykazuje antivirusové uéinky proti viacerym virusom, ktoré sa podiel’aju na infekciach
hornych dychacich ciest. Prinos rastliny bol aj dokazany pri liecbe respiratnych ochoreni, najmé astmy
¢i plicneho krvacania a na vycistenie plic a hrdla od skodlivin®.

2.1.5.7 Imunomodulaéné ucinky

Aloe vera je dobry stimulator imunity, obsahuje 90 % rodia a iridia (stopovych mineralnych latok)
Vv acemannane, ktory je jeden z polysacharidov ¢o zvySuje pocet bielych krviniek alebo makrofagov
a T buniek®. Extrakty tiez blokuji produkciu prostglandinu a tromboxanu z kyseliny arachidénove;,
&im sa znizuje zapal'®.

2.1.5.8 Antioxidacné vlastnosti

Aerébny metabolizmus v bunkach je zodpovedny za tvorbu volnych radikalov v désledku
homolytického Stiepenia kovalentnej vézby pritomnej v biomolekulach. Nadmerna tvorba volnych
radikalov spdsobuje oxida¢ny stres v dosledku nerovnovahy medzi uroviiou reaktivnych druhov
kyslika a antioxida¢ného stavu, ¢o vedie k roznym degenerativnym ochoreniam. Oxida¢né zhorSenie
polynenasytenych mastnych kyselin sposobuje retazové reakcie tvorby lipidovych peroxidov, ¢o vedie
k patofyziologickym zmenam, ktoré su zodpovedné za mnohé choroby. Antioxidanty zmieriiuju
oxidacny stres darovanim elektronu volnym radikdlom a pocas tohto procesu sa oxiduju samy
a chrania biomolekuly pred oxidaénym poskodenim™’.

Gél z Aloe vera obsahuje peroxid glutation, enzymy superoxiddismutazy a fenolické antioxidanty,
ktoré su zodpovedné za antioxida¢né ucinky. Okrem toho obsahuje aj vitaminy A,C a E. Volné
radikaly zbavuju toxiny a karcinogénne vlastnosti, ktoré v naSom tele mame, od znelistenia
a nekvalitnej strav®®.

2.15.9 Laxativne ucinky

Jednym z délezitych a najcitovanej$ich aplikacii Aloe vera je jeho pouzitie pri gastrointestinalnych
problémoch. Kolonidlna fléra hrubého ¢reva metabolizuje gélovu zlozku aloinu za vzniku aktivneho
metabolitu aloe—emodin—9—antronu, ktory je zodpovedny za o&istnt aktivitu™. Antrachinény zvysuji
obsah vody v érevach, stimuluju sekréciu vody a zvySuju peristaltiku ¢reva. Skupina Specialnych
buniek znamych ako pericyklické kanaliky, ktoré pozostavaju z horkého zltého latexu spdsobuju silné
laxativne ucinky™!. Barbaloin pochadza z buniek pokozky listov. Ovplyviluje sodikovi/draselnt
pumpu a chloridové kanaly na membrane hrubého &reval®. Okrem laxativnych vlastnosti sa tradi¢ne

aloe pouzivala ako prostriedok proti hnilobe a na zmiernenie bolesti zaladkal®,
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Tabulka 1 Klasifikicia najdélezitejsich zloziek Aloe vera™

Trieda Zliceniny

Anthrachinény Aloe—'emi)dm., Aloe': kysehfla, alqm A a B, hydroxyaloin, chrysofanova kyslelina, ester
kyseliny skoricovej, emodin, resistannol

Enzymy Amyléza, kataldza, cyklooxygenaza, lipaza, fosfataza, oxidaza, karboxypeptiddza

Esencialne

. . Izoleucin, leucin, lyzin, metionin, fenylalanin, treonin, valin
aminokyseliny

Mineralne latky | Vapnik, chlor, chrom, med’, Zelezo, hor¢ik, mangan, sorbat draselny, sodik, zinok

Neesencialne Alanin, arginin, kyselina aspardgova, kyselina glutdmova, glycin, histidin,
zliCeniny hydroxyprolin, prolin, tyrozin

Sacharidy Aldopentdza, celuldza, glukdza, mandza, L-ramndza

Vitaminy B1, B2, B6, C, cholin, kyselina folinova, p—karotén, o—tokoferol

Choresterol, lecitin, lignin, kyselina salicylova, kyselina arachidonova, giberlin,

Ostatné B-sitosterol, steroidy, kyselina mocova, triglyceridy

2.2 Opuntia ficus—indica

Opuntia ficus—indica (nopal smokvovec alebo opuncia smokvorovita), bezne nazyvana aj hruskovity
kaktus alebo nopalny kaktus, patri do ¢el'ade dvojkli¢nolistnych angiospermovcov Cactaceae rodiny,
ktora obsahuje asi 1 500 druhov kaktusov. Nopalny kaktus je subtropicka a tropicka rastlina. Mdze
rast’ vo vyprahnutych a polosuchych podnebiach so zemepisnym rozdelenim, ktoré zahfiia krajiny
Mexika, Latinskej Ameriky, Juznej Afriky a Stredozemného mora.

Nopalny kaktus sa pouziva v oblasti zdravia, vyzivy vo forme cCaju, dzemu, dziusu a oleja
extrahovaného z pichlavych semien hruSiek. Pouziva sa ako bylinny prostriedok pri réznych
zdravotnych problémoch. Opuntia ficus—indica je znamy svojim vysokym obsahom fenolickych latok,
ktoré vykazuju znacné antioxida¢né a protizapalové vlastnosti.

2.2.1 Botanicky popis

Opuntia ficus—indica je sukulentna rastlina, ktora moZe dosahovat 3 az 6 metrov. Kaktusy rasta
S plochymi kruhovymi listami, ktoré sa nazyvaju aj kladédy a maju dva typy roznych ostiiov. StarSie
Casti listov st drevnaté, mozu dosahovat’ dizky az 50 cm. Kvety su jednotlivé, maja 8 az 10 cm
V priemere, okvetné listky st zIt¢é akvitnG iba vnoci. Plodom je gulovitd bobula
S0 §tavnatou duZinou.

Obrdzok 4 Opuntia ficus—indica™
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2.2.2 Fytochémia Opuntia ficus—indica

Kaktus obsahuje zna¢né mnozstvo kyseliny askorbovej, vitaminu E, karotenoidov, aminokyselin
a antioxida¢nych zlicenin (fenoly, flavonoidy, betaxantin a betacyanin). Ovocie z nopélu je cennym
zdrojom vyzivnych latok. Medzi tieto vyzivné latky patria antiulcerogénne, antioxidacné,
protirakovinové, neuroprotektivne, hepatoprotektivne a antiproliferativne zliceniny. Kvety obsahuju
rozne flavonoidy, najmi kaempferol a kvercetin. Kaktusova kora a semena sa mdézu pouzit' na
pripravu kaktusového oleja, pricom lipidy zkory st obohatené o esencidlne mastné Kkyseliny
a antioxidanty rozpustné v tukoch. List z kaktusu obsahuje vitaminy, antioxidanty a rozne flavonoidy,
najmé quercetin a 3—metyléter, vysokoucinny zachytavac radikalov. Extrakty z listov m6zu znizovat
hladinu cholesterolu a sprostredkovat’ protivredové a protizapalové mechanizmy. Vodny extrakt
vyrazne zlepsuje hojenie ran®. Semen4 z rastlin Opuntia ficus—indica tie obsahujii znaéné mnozstvo
oleja s vysokou hladinou nenasytenych mastnych kyselin, ktoré su prospesné pre zdravie™.

Hlavna zlozka listov je voda (80-95%), po nej nasleduju uhlohydraty (3—7 %) a vlaknina (1-2 %).
Cukrova cCast’ zahriije slizové zlozky obsahujice polyméry. Fyziologickd uloha rastlinného slizu je
regulovat’ obsah bunkovej vody poc¢as dlhodobého sucha a regulovat’ tok vapnika v rastline. Listy
predstavuju zdroj fytochemikalii, ako su fenolické kyseliny a flavonoidy (vid’ obréazok 5)™.

Vléaknina z kaktusu pozostava z niekol’kych chemickych zloziek odolnych voci traviacim enzymom,
ako je celuloza, hemiceluléza, pekntin, lignin, gumy a podobne. Vyhody spojené s obsahom vlakniny
su dobre zname, najmi pri prevencii chorob, ako je cukrovka, liecba gastrointestinalnych portch,
chordb spojenych s nizkym prijmom vlékniny v strave, zniZenie hladiny glukézy v krvi. Rozpustené
vlakna, vratane pektinov, zivic a slizov zvySuju viskozitu potravy v ¢reve, spomal’uji alebo znizuju
absorpciu cukrul®.

Opuntia ficus—indica svojimi chemickymi zlozkami vykazuje antioxida¢nt a antivolno radikalova
aktivitu, ktorda ma potencial ako protirakovinova, protizapalova, hypoglykemicka, hypolipidemicka
a hypocholesterolemicka aktivita.
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Obrazok 5 Délezité fytochemické latky v Opuntia ficus—indical!
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2.2.3 Dolezité chemické latky v Opuntia ficus-indica
Pokial’ ide o zlozenie fenolickych zlucenin, vitaminov a inych $pecifickych zluc¢enin, hruska kaktusu
je dobry kandidat pre vyzivové odporucania a terapeutické vyuzitie (vid tabul’ka 2).

2.2.3.1 Fenolické latky

Fenolické latky predstavuji skupinu organickych molekul Siroko distribuovanych v rastlinnej risi. Ako
naznacuje ich nazov, ich chemické Struktiry sa vyznacuji pritomnostou niekolkych fenolovych
skupin, ktoré moézu byt spojené s viac alebo menej komplexnymi skupinami chemickych zli€enin,
zvycajne s vysokou molekulovou hmotnost'ou. Vsetky cCasti kaktusovej rastliny st bohaté na ¢lenov
polyfenolovej rodiny, ako st rézne flavonoidy a fenolické kyseliny™.

Kyselina gallova sa najCastejSie vyskytuje v kvetoch kaktusov a vykazuje vysoku antioxidac¢ni
aktivitu, ktord ma schopnost’ znizovat’ poskodenie DNA a tlmit’ vol'né radikaly. TiezZ ma cytotoxicku
aktivitu proti nadorovym bunkam =z leukémie, rakoviny pluc a prostaty. Listy st bohaté na
nikotiflorin, ktory je neuroprotektivny proti hypoxii, glutamatom alebo oxida¢nym stresom. Okrem
ochranného ucinku na poruchu pamiti chrani nikotiflorin aj pred zlyhanim energetického
metabolizmu. Ovocné Supka obsahuje velké mnozstvo izorhamnetinu. Ten vykazuje protirakovinovy
ucinok inhibiciou neoplastickej bunkovej transformacie indukovanej epidermalnym rastovym
faktorom(*,

2.2.3.2 Mastné kyseliny

V kaktusovych listoch sa nachddza hlavne kyselina palmitova, kyselina olejova, kyselina linolova,
kyselina linolénova. Tieto Styri kyseliny predstavuji viac ako 90 % celkovych mastnych kyselin.
Ovocie, duzina, semeno aS$tava v hruSiek st bohaté na kyselinu linolénovu, kyselinu olejovi
a kyselinu palmitovii. Vysoka hladina kyseliny omega—6-linolovej sa nachadza v kaktusovom oleji,
a tato hladina je vyssia ako v slne¢nicovom oleji alebo sezamovom oleji. Ako prekurzor kyseliny
arachidonovej je kyselina linolova uz dlho akceptovana ako latka, ktora ma hypocholesterolemicky
¢inok a inhibiéné vlastnosti proti metastatickym bunkam rakoviny hrubého &reval*?,

2.2.3.3 Vitaminy

Opuntia ficus—indica ma ovocie, ktoré obsahuje mésitd duzinu so semenami a je obalena pichlavou
Supkou. Ovocie, najmd pokozka je obohatena vitaminom E. Naopak, olej extrahovany zo semien
ovocia mé nizky obsah vitaminu E. Hruska kaktusu obsahuje aj vitamin C**. Tento obsah je vy3si ako
vinych beznych druhoch ovocia, ako su napriklad jablka, banany alebo hrozno. Vitamin K1 je
pritomny vo vSetkych ¢astiach ovocia. Vitamin B je pritomny iba v listoch, v ktorom sa nachadza iba
v stopovych mnozstvach™?.

2.2.3.4 Steroly

Ako hlavny sterol je B—sitosterol, ktory sa da izolovat’ z roznych &asti ovocnych olejov. Dalsie steroly
sa nachadzaju v niz&ich mnozstvach ako kampesterol, lanosterol, avenasterol A5, ergosterol™?.

2.2.3.5 Mineralne latky
Semena kaktusu st bohaté na mineralne latky, s prevahou draslika a fosforu. Pozoruhodna je
pritomnost’ velkého mnoZstva horéika, sodika a vapnikat*?.

2.2.3.6  Aminokyseliny
U kaktusovych listov je hlavnou detekovanou aminokyselinou glutamin, po ktorom nasleduje leucin,
lyzin, valin, arginin, fenylalanin aizoleucin. Naproti tomu v kaktusovom semene je hlavnou
aminokyselinou kyselina glutamova a arginin. V kaktusovom ovoci su dve prevladajuce
aminokyseliny prolin a taurin. Ovocné semena a duzina st povazované za velmi dobry zdroj
aminokyselin a proteinov*?.
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2.2.4 Opuntia ficus—indica vo vyZive a lekarskej praxi

Nutri¢na hodnota hrusiek z kaktusu spociva hlavne v obsahu kyseliny askorbovej, vitaminu E,
karotenoidov, aminokyselin a velkého mnozstva glukozy a fruktozy. Hrusky st tiez bohaté na fenoly,
flavonoidy, betaxantiny a betacyaniny™. Kaktusové pripravky maju aj preventivne a terapeutické
ucinky proti alkoholizmu. V tradi¢nej medicine sa Opuntia ficus—indica pouZiva na lie¢bu popalenin,
ran, hyperlipidémie, obezity a kataralenj gastritidy. Alkoholové extrakty su urcené na protizapalové,
hypoglykemické a antivirusové ucely.

2.2.4.1 Antioxida¢na aktivita

Je vSeobecne zname, ze priaznivé ucCinky lieCivych rastlin mozno ziskat z aktivnych zloziek
pritomnych v celej rastline, jej Castiach alebo zrastlinnych materidlov ¢i uz v surovom alebo
spracovanom stave. V sucasnosti je znaCny zaujem o prirodné produkty s antioxidacnymi
vlastnostami. Opuntia ficus—indica je lie¢ivou rastlinou, ktora ma zaujimav( antioxida¢nu aktivitu
a ochrannu schopnost’ vd’aka pritomnosti zloziek, ako su vitaminy C a E, fenolické latky a iné vyzivné
latky.

Ovocné §$tava obsahuje bohatu skdlu prirodnych antioxidantov, vela fenolovych zlucenin, kyselinu
askorbovu, betalainy, betacyaniny a flavonoidovu frakciu, ktora pozostava hlavne z rutinu a derivatov
izorhamnetinu™. Flavonoglykozidy v extrakte kvetov z kaktusu sa pouZiva ako prisada do potravin,
kozmetickych a farmaceutickych vyrobkov*?,

2.2.4.2 Antimikrobialna aktivita

Campylobacter je jednym z najbeZnejSich pévodcov potravinovej bakterialnej gastroentritidy u ludi.
Extrakty z Opuntia ficus—indica maji vyrazné baktericidne G¢inky na rast Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli™. Metanolovy a etanolovy extrakt spdsobuje narusenie membrany, ¢o vedie
k zvySeniu priepustnosti membrany a naslednému znizeniu pH a ATP. Tieto extrakty sa pouzivaju na
liecenie poruch ¢revného traktu spojenych s tymito mikroorganizmami a na zabranenie kontaminacie
potravin[lz].

2.2.4.3 Ostatné zdravotné ucinky

Typické ochorenia pre Cloveka su hyperglykémia, cukrovka, obezita, hypercholesterolémia. Tieto
choroby st spdsobené zlym zdravotnym S§tylom. Vytazky z kvetov a listov maja hypoglykemické
ucinky, v skuto¢nosti maju schopnost’ spomalit’ rychlost’ absorpcie glukézy v ¢reve, pravdepodobne
kvoli ich viskozite. Olej zo semien Opuntia ficus—indica obsahuje vela antioxidantov. Patologicky
stav, ako je obezita a cukrovka sa moze zlepsit’ stravou, v ktorej je dostatok polyfenolov™.

Tabulka 2 Klasifikdcia najdéleZitejsich zloZiek Opuntia ficus—indica

Trieda Zluceniny

Mastné kyseliny | Kyselina palmitova, kyselina olejova, kyselina linolova, kyselina linolénova
Vitaminy K1, C, B1, B2, B3, E, a—tokoferol, f—tokoferol, y—tokoferol

Steroly Kampesterol, stigmasterol, lanosterol, B-sitosterol, ergosterol

Mineralne latky | Vapnik, sodik, hor¢ik, draslik, Zelezo, zinok, med’

Alanin, arginin, asparagin, kyselina asparagova, glutamin, histidin, izoleucin,

Aminokyselin , p S ,
y y leucin, lyzin, metionin, serin

2.3 Enkapsulicia

Spotrebitelia aj vyrobcovia v potravinarskom priemysle maju stale vacsi zaujem o prirodné zlozky
potravin. Tieto potravinové bioaktivne zlozky sa formuluju takym spdsobom, ktory ich chrani pred
nepriaznivymi procesmi a okolitymi podmienkami. Musia sa bezpe¢ne dodavat’ do cielovych organov
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a buniek™. Uplatnenie bioaktivnych zloziek v potravinarskom priemysle je viak obmedzené, pretoze
sa 'ahko deaktivuju, ked’ st vystavené kysliku, svetlu, teplu alebo inym extrémnym podmienkam!,
Enkapsulacia je proces zachytenia aktivnych latok v nosnom materiali aje uzitocny na zlepSenie
dodéavania bioaktivnych molekul a Zivych do potravin. Materialy, ktoré sa najCastejSie vyuZzivaji na
enkapsulaciu v potravinach su polysacharidy, ale tiez st vhodné aj proteiny a lipidy.

Cielom zapuzdrenia je zachovat’ stabilitu bioaktivnych zluCenin pocéas spracovania a skladovania
a zabranit’ neziad(icim interakciam s kapsulout™!.

2.3.1 Princip

Ide o proces zachytenia jednej G¢innej latky do inej latky, ktora ju ohranicuje a ochrafuje, moze mat’
roznu velkost' a funkéné vlastnosti™. Enkapsulovana latka sa moZe tieZ nazyvat ako jadro &i
vnutorna faza. Latka, ktora enkapsuluje sa nazyva membrana, obal, kapsula, vonkajSia faza alebo
nosny materidl. Vyber materialu kapsuly zavisi od vlastnosti jadra ako aj na niektorych vlastnostiach
membrany (napriklad elektricky naboj, molekulova hmotnost’, konformacia a iné).

Enkapsulacia je tiez definovana ako technoldgia balenia pevnych latok, tekutin alebo plynnych
materidlov do malych kapsul, ktoré¢ uvoltiuji svoj obsah kontrolovanou rychlostou za Specifickych
podmienok™7,

2.3.2 Enkapsula¢né techniky

Pre zapuzdrenie aktivnych latok je k dispozicii mnoho technik. Pretoze enkapsulacné latky su casto
v tekutej forme, mnohé technologie st zalozené na suSeni. Medzi metoédy zaloZené na suseni tu patri
napriklad sprejové susenie, sprejové chladenie, sprejové mrazenie, fluidna vrstva a iné!*®.

2.4 Metody vyuzivané k analyze ¢astic a enkapsulovanych latok

2.4.1 UV-VIS spektrofotometria

UV-VIS spektrofotometria patri medzi optické analytické metddy, ktora sa pouziva aj pri stanoveni
aktivnych latok pri enkapsulacii. Ide o metodu pri ktorej sa molekuly analyzovanych latok pri
laboratornych podmienkach nachadzaji vzdy v zakladnej elektronovej hladine a prevazne vo vibraénej
hladine. Pri pohlteni fotonu molekula prejde do excitovaného stavu, pricom molekula je schopna
pohltit’ iba taky foton, ktorého energiu je schopna uchovat’ bud v elektronovom obale alebo vo
viazbach. V elektronovom obale je energia uchovana pomocou exciticie a vo védzbach pomocou
vibragnej excitacie!®.

Molekula sa v excitovanom stave nachadza pomerne kratku dobu a potom prechadza naspiat do
zakladného stavu. Navrat zo zakladného stavu mdze prebichat bud’ neziarivymi prechodmi, kedy
molekula predava tepelnti energiu okoliu. Druhy spésob je pomocou ziarivého prechodu, kedy je
excitovany foton. V tejto metode sa uplatiuje Lamber—Beerov zakon, ktory je dolezitou
charakteristikou UV-VIS spektrofotometrie a udava, ze absorbancia je priamo umerna koncentracii
absorbujtcej latky.

2.4.2 Vysokoudinna kvapalinova chromatografia HPLC

High performance ligid chromatography je v podstate nastupca klasickej stipcovej chromatografie,
¢ize ide 0 inStrumentovant techniku. HPLC patri medzi deliace metody, ktora je zalozena na fazovom
rozhrani dvoch fazi, z ktorych je jedna stacionarna a druha mobilna. Stacionarna faza je nepohybliva
a obteka ju mobilna faza, ktora je pohybliva a unasa vzorku.

Na zaciatku chromatografu sa nachadza Cast’ na pripravu mobilnej faze, ide o zasobnik mobilnej faze
a odplynova¢ mobilnej faze. Dopravenie mobilnej faze na kolonu je zabezpecené pomocou Cerpadla,
ktoré mbze dodavat’ rovnaké mnozstvo mobilnej faze alebo mdze postupne zvySovat elucni silu
mobilnej faze v priebehu analyzy. Na davkovanie vzorky na kolonu sluzi davkovaci ventil a za nim uz
nasleduje kolona. Koldna obsahuje predkolonu, ktora chrani kolénu pred poskodenim. Z koldny
vystupuje eluat na detektor, pripadne frakcie mézu byt odoberané™’..
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2.4.3 Zeta potencial

Zeta potencial je mierou elektrostatického alebo nabojovej odpudivosti €i pritazlivosti medzi
Gasticami™. Je to jeden zo zékladnych parametrov, o ktorych je zname, Ze ovplyviiuju stabilitu Gastic.
Vplyvom elektrického pola dochadza k naviazaniu volnych iénov opacnej polarity z disperzie
K povrchu castice. Okolo definovanej cCastice vznika tenka vrstva, ktora sa nazyva elektricka
dvojvrstva, alebo aj Debeyho vrstva, a je viazana silnymi elektrostatickymi a adsorbénymi silami*.
Jeho meranie prinasa podrobny pohlad na priciny disperzie, agregacie a moze sa pouzit’ na zlepSenie
zloZenia disperzii, emulzii a suspenzii®.

2.4.4 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla je technika, ktora sa pouZziva pri merani vel’kosti castic a distribucie vel'kosti
Castic. Je to najjednoduchsia a najrychlejSia technika pre zistenie velkosti ¢astic v koloidnej suspenzii
alebo emulzii.

Castice sa v roztoku podrobia Brownovmu pohybu, ak st osvetlené laserovym la¢om, tak intenzita
rozptyleného svetla odpoveda rychlostou, ktora je zavisla na vel'kosti Castic. Malé Castice sa pohybujt
rychlejsie ako velké. Cim su Gastice viGsie, tym je Brownov pohyb pomali. Tato metoda analyzuje
kolisanie intenzity svetla rozptyleného v mernom systéme”.
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3 CIEL PRACE
Ciel'om prace je izolacia a charakterizacia aktivnych latok rastliny Opuntia ficus—indica a Aloe Vera
a testovanie moznosti ich aplikacie v potravinarskych a kozmetickych pripravkoch.

1. Priprava a charakterizacia vybranych extraktov z Opuntia ficus—indica a Aloe Vera.

2. Enkapsulacia pripravenych extraktov.

3. Navrh potravinarskeho a kozmetického vyrobku s obsahom vybranych aktivnych latok.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

ABTS — (2,2—azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina)), Sigma-Aldrich (DE)

Brain Heart Infusion Agar, Himedia (India)

Diethylether, Penta (CR)

Dusi¢nan sodny, Lach-Ner (CR)

Ethanol, Penta (CR)

Ethylacetat, Penta (CR)

Folin-Cicolteau ¢inidlo, Penta (CR)

Glukosa, Lach-Ner (CR)

Glycerol, Penta (CR)

Heptahydrat hydrogenarseni¢nanu sodného,Lach-Ner (CR)
Hexan, Penta (CR)

Hydrogenuhliitan sodny, Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

Chlorid hlinity, Lach-Ner (CR)

Chloroform, Penta (CR)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-33-olu, Sigma-Aldrich (DE)
Katechin, Sigma-Aldrich (DE)

Kyselina sirova, Lach-Ner (CR)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DE)
L-a-Phosphatidylcholine — lecithin ze soje, Sigma-Aldrich (DE)
Nisin z Lactococcus lactis, Sigma-Aldrich (DE)

Nutrient Broth, Himedia (India)

Pentahydrat siranu méd’natého, Lach-Ner (CR)

Siran sodny, Lach-Ner (CR)

Trolox, Sigma-Aldrich (DE)

Uhligitan sodny, Lach-Ner (CR)

Vinan sodno-draselny, Lach-Ner (CR)

Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (DE)

Hexan pro HPLC, Sigma-Aldrich (DE)

Metanol pro HPLC, P-Lab (CR)

4.2 Pouzité pristroje a pomocky
Analytické vahy, Boeco (DE)
PredvazkyKern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DE)
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)
Centrifuga, Sartorius, Biotech (CR)
Magneticka michacka s ohfevem, Lavat — Verkon (CR)
Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS - Malvern (UK)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE)
Ultrazvukovy homogenizator - Bandelin Sonoplus HS3200 - Sonorex Technik (DE)
Ultrazvukova lazeti PS02000 (CR)
Spektrofotometr — Helios y, Unicam (UK)
Temperovana tfepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Biohazard box, model Airstream, téida II -ESCO, Biotech (CR)
Automatické pipety v rizném rozsahu objemu — Discovery (DE)a Biohit (DE)
HPLC/UV-VIS sestava — Thermo Fisher Scientific (USA)
e Dionex UltiMate 3 000 series
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e UV-VIS detector UlltiMate

e Pump UlltiMate

e Column Oven LCO 101, ECOM
e ERC RefractoMax 520

4.3 Pouzité rastliny

Aloe Vera (Supka, duzina), Opuntia ficus—indica (Supka a duzina z listu, $upka a duZina z plodu). Zlty
plod z rastliny Opuntia ficus—indica bol zaktGipeny v obchode. Inak sa jednalo o Cerstvé rastliny, ktoré
boli dopestované doma v kvetinaci.

4.4 Pouzité mikroorganizmy

V experimentalnej casti boli pouzivané na testovanie antimikrobidlnej aktivity kultary
Micrococcus luteus CCM 1569, Serratia marcescens CCM 8587, Propionibacterium acnes
CCM 3437, Staphylococcus epidermidis CCM 4418, Candida glabrata CCM 8270 a Escherichia coli
CCM 7395. Vsetky pouzité bakteridlne kultiry boli ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov
Masarykovej univerzity v Brne.

4.5 Priprava extraktov

Boli pripravené 4 druhy extraktov, z toho jeden bol vodny a 3 etanolové v koncentraciach 20 %, 40 %
a 80 %. K priprave extraktov bolo pouzitych 0,5 g vzorky. Navazka bola extrahovana v 5 ml vody
alebo v etanolovom koncentrate 24 hodin na trepacke pri 37 °C.

Cerstvé vzorky boli oddelené na $upku aduzinu a boli nakrajané na mensie kisky. Nésledne
prebiehala extrakcia a filtracia cez dvojitt gazu.

4.6 Charakterizacia extraktov

4.6.1 Vazkové stanovenie suSiny

Mnozstvo susiny v jednotlivych Castiach rastlin bolo stanovené vazkovo. Do plastovej skimavky bol
na analytickych vahach odvazeny 1 gram vzorky. Navazené vzorky sa susili 3 dni pri teplote 55 °C do
ustalenia na konsStantni hmotnost’. Po usuSeni boli vzorky vlozené do exikatoru a nasledne boli opat
zvazené na analytickych vahach. Na zaver bol vypocitany obsah suSiny vo vzorkach.

4.6.2 Stanovenie celkovej koncentracie fenolickych latok

Celkova koncentracia polyfenolov bola stanovena spektrofotometricky, kedy bola sledovana intenzita
sfarbenia vzorky, ktora reagovala s Follin—Ciocaltauovym ¢inidlom. Ako $tandard bola pouzivana
kyselina gallova®.

Do skiimavky bolo vzdy napipetovany 1 ml zriedené¢ho Follin—Ciocaltauového cinidla, ktory bol
zriedeny v pomere 1:9. Dalej bolo napipetovany 1 ml destilovanej vody a 100 ul extraktu vzorky.
Kazda vzorka bola stanovovana v troch paralelnych stanoveniach. Roztok v skimavkach bol
premieSany a ponechany stat. Po 5 minatach bolo do kazdej skimavky pridany 1 ml nasytené¢ho
roztoku uhli¢itanu sodného aznova bolo vSetko premieSané. Po 15 minutach bola zmerana
absorbancia pri vlnovej dizke 750 nm oproti blanku, kde bolo miesto vzorky pridana destilovana voda.
Pre vytvorenie kalibracnej krivky bol pouzity rovnaky postup. Ako Standard bola pripravena
kalibra¢na rada kyseliny gallovej s koncentraciou v rozmedzi od 0,1 do 0,7 mg/ml. Zo ziskanych
absorbancii bol zostrojeny graf kalibracnej zavislosti.

4.6.3 Stanovenie celkovej koncentracie flavonoidov

Celkova koncentracia flavonoidov bola stanovend spektrofotometricky, kedy bola sledovana zmena
farby roztoku a intenzita absorbancie, kde dochadzalo k reakcii hlinitej soli a dusitanom. Ako §tandard
bol pouZity 1M roztok katechinu v etanole®.
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Do skiimavky bolo vzdy napipetované 0,5 ml extraktu vzorky, 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml 5%
roztoku dusi¢nanu sodného. Roztok v skiimavkach bol premiesany a ponechany stat’ 5 mintit. Potom
bol pridany do skiamaviek 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého. Znova boli skimavky premieSané
a ponechané stat’ 5 minat. Nakoniec bolo pridanych 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného a1l ml
destilovanej vody. Po 15 minutach bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 510 nm oproti blanku,
kde bolo miesto vzorky pridana destilovana voda.

Pre vytvorenia kalibracnej krivky bol pouzity rovnaky postup. Ako Standard bola pripravena
kalibra¢na rada roztoku katechinu s koncentraciou v rozmedzi od 0,1 do 0,4 mg/ml. Zo ziskanych dat
bol zostrojeny graf kalibracnej zavislosti.

4.6.4 Stanovenie antioxida¢nej aktivity pomocou ABTS

Metéda je zalozena na schopnosti vzorky zhasat katién-radikal ABTS™. Tito metéda je tiez
oznacovand ako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), Cize vyslednd antiradikdlova
aktivita vzorky je porovnavana s antiradikdlovou aktivitou syntetickej Standardnej latky, derivatu
vitaminu E snazvom Trolox (kyselina 6-hydroxy—2,5,7,8-tetrametylchroman—2—karboxylova).
Zhé3anie radikalu ABTS™ pomocou antioxidantov, ktoré sa spravaju ako donory vodiku sa sleduje
spektrofotometricky na zaklade zmien absorpéného spektra ABTS %%,

ABTS bolo rozpustené Vv destilovanej vode tak, aby mal pripraveny roztok koncentraciu 7mM Pre
vytvorenie radikdlového kationu bol roztok zmiesany s peroxodisiranom draselnym a bol ponechany
stat’ 12 hodin v tme pri laboratornej teplote. Pred pouzitim ABTS™ bol roztok nariedeny s etanolom na
absorbanciu 0,700+0,02 pri vlnovej dizke 734 nm oproti etanolu.

Meranie bolo realizované v zizenej kyvete, do ktorej bol napipetovany 1 ml ABTS™ a bolo pridanych
10 pl vzorky. Pokles absorbancie bol zmerany v desiatej mintte po pridani vzorky (Ajg). Ako blank
(vychodzia absorbancia) bol pouzity 1 ml ABTS™ a 10 ul destilovanej vody (A,). Pomocou tejto
hodnoty bol ur¢eny pokles absorbancie.

Pre stanovenie kalibra¢nej krivky bol ako Standard pouzity roztok Troloxu s koncentraciou v rozmedzi
od 50 do 400 pg/ml. Pre vypocet z rovnice bola dosadzovana hodnota 44 = (4y — A1g) a vysledna
hodnota antioxidacnej aktivity bola vyjadrena ako ekvivalent Troloxu.

4.7 ldentifikacia fenolickych latok pomocou HPLC/UV-VIS

Pomocou vysokoué¢innej kvapalinovej chromatografie s UV-VIS detekciou boli u vybranych
etanolovych vzoriek extraktov premerané fenolické latky. Pre zostavenie boli pouzité nasledujuce
Standardy: aloenin A, apigenin, daidzein, epikatechin, floridzin, hesperidin, katechin,
kvercetin3—3glukozid, kyselina gallova, kyselina chlorogenova, kyselina kavova, kyselina kumarova
a pelargonidin—3—-glukozid chlorid.

Vzorky pre samotni analyzu boli pripravené pridanim 1 ml hexdnu k1 ml etanolového (20%)
extraktu pripraveného podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.5. Po premieSani boli pridané 2 ml 70%
metanolu (pripraveného nariedenim pomocou Mili—-Qvody). Polarna ¢ast’ bola po vhodnom nariedeni
prefiltrovand cez nylonovy filter s priemerom 0,45 pm do sklenenych vialiek atie boli nasledne
podrobené analyze.
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Tabulka 3 Parametre analyzy pristroja RP-HPLC/UV-VIS

HPLC zostava Dionex Ultimate 3 000, Thermo Fisher Scientific
Koléna Kinetex 2,6 um F5 (150 x 4,6 mm)

Predkoléna C18

Teplota kolony/autosampleru [°C] 35

Objem nastriku [pl] 20

Doba analyzy [min] 30

Prietok mobilnej faze (MF) [ml/min] 0,4

Eluce Gradientova (MF B 10 % — 70 %)

MF A Mili-Q voda, 0,1 % TFA (trifluoroctova kyselina)
MF B Acetonitril

Software Chromeleon

4.8 Priprava lipozémov

K priprave lipozémov boli pripravené extrakty z Casti rastlin, ktoré obsahovali najviac polyfenolov
a vykazovali dobrt antioxida¢nu aktivitu, konkrétne duzina z listov Aloe vera a Opuntia ficus—indica,
d’alej bola pouzita Supka z ¢erveného a zltého plodu Opuntia ficus—indica. Lipozoémy boli pripravené
pomocou ty¢ového ultrazvukového homogenizatoru.

4.8.1 Priprava lipozémov z vodnych extraktov

Do kadicky bolo pridanych 10 ml vodného extraktu vzorky, bolo pridanych 90 mg s6jového lecitinu
a 10 mg cholesterolu. Zmes bola pripravovana pomocou ty¢ového ultrazvuku pri ucinnosti 50 %
Vv prerusSovanych intervaloch 1 minutu za sucasného chladenia kadicky vo vodnom kupeli.

49 Charakterizacia pripravenych lipozomov
Po priprave lipozomov bola stanovena ich enkapsulacna ucinnost, bola skimana ich velkost
a stabilita. Dalej bola testovana dlhodoba stabilita pri skladovani pri 8 °C po dobu 3 mesiacov.

4.9.1 Stanovenie eknapsula¢nej u¢innosti a dlhodobej stability lipozomov

Po priprave lipozémov boli vzorky zcentrifugované 5 mintt pri 6 000 ot/min, nasledne bol oddeleny
supernatant, ktory bol centrifugovany 1 hodinu pri 14 500 ot/min. Po skon¢eni centrifugacie bol
V supernatante stanoveny celkovy obsah fenolickych latok podla postupu uvedeného v kapitole 4.6.2.
Rovnakym spdsobom bola stanovena koncentracia celkovych fenolickych latok v roztoku pred
enkapsulacii. Z rozdielov koncentracie celkovych fenolickych latok v roztoku pred a po enkapsulacii
bola stanovena enkapsula¢na ucinnost’. Sediment bol rozsuspendovany v 1ml destilovanej vody a bola
stanovena antioxida¢na aktivita podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.6.4.

Dlhodoba stabilita bola stanovena po 3 mesiacoch s opatovnym stanovenim obsahu fenolickych latok
a antioxidac¢nej aktivity.

4.9.2 Stanovenie vel’kosti a stability ¢astic

DLS metoda (dynamicky rozptyl svetla) je jedna z najpouZzivanejSich technik pre meranie velkosti
Castic. PouZziva sa hlavne k urceniu distribticie vel'’kosti nanocastic v kvapalnom médiu. Lipozémy boli
analyzované Vv koloidnom analyzatore Malvern Zetasizer Nano ZS.

Roztoky obsahujuce lipozomy boli centrifugované 5 mintt pri 6 000 ot/min, nasledne bol oddeleny
supernatant, ktory bol centrifugovany 1 hodinu pri 14 500 ot/min. Po centrifugacii bol supernatant
oddeleny ausadené lipozomy boli rozsuspendované v 1 ml destilovanej vody. Rozsuspendované
roztoky boli 100krat zriedené, nasledne bol ich obsah prevedeny do kyvety a bola zistena distribucia
velkosti, priemerna velkost' a polydisperzita Castic. Stabilita bola zistena pomocou zeta potencialu.
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Do kyvety bol napipetovany 1 ml zriedeného roztoku a bol vlozeny elektrodovy nastavec a roztok bol
zmerany. Z hodnot zeta potencialu bola stanovena stabilita Castic.

4.10 Kultivacia mikroorganizmov

Ku kultivacii zo skupiny grampozitivnych baktérii boli pouzité bakterialne kmene Micrococcus luteus,
Propionibacterium acnes a Staphylococcus epidermidis. Skupina bakterialnych kmenov Serratia
marcescems a Escherichia coli patria do skupiny gramnegativnych baktérii. Tiez bola pouzita
kvasinka Candida Glabrata.

Praca s tymito mikroorganizmami bola realizovana v sterilnom boxe a kultury boli ockované na tuhé
aj kvapalné média. Ich inkubécia trvala 24 hodin a podl'a narokov na kyslik prebiehala ich inkubacia
pri 37 °C v termostate s alebo bez trepania.

Pred kultivaciou baktérii boli vzdy média vysterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom pri
100 °C po dobu 60 mint.

4.10.1 Priprava kultivaénych médii

Pre pripravu kultivaénych médii pre baktérie kmeniu Micrococcus luteus, Serratia marcescems
a Escherichia coli bolo pouzivané kultivatné médiem NB (Nutrient Broth), kedy bola priprava
realizovana podl'a pokynov vyrobcu. Na pripravu 50 ml kvapalného média bolo navazenych 1,25 g
NB média.

Pre pripravu kultivaéného média pre baktériu Propionibacterium acnes a Staphylococcus epidermidis
bolo pouzivané kultivacné médium BHI (Brain Heart Infusion), kedy bola priprava realizovand podl'a
pokynov vyrobcu. Na pripravu 50 ml kvapalného média bolo navazenych 1,85 g BHI média.

Pre pripravu kultivaéného média pre kvasinku Candida Glabrata bolo pouzité kultivaéné médium
YPD (Yeast Extract Powder), kedy bola priprava realizovana podla pokynov vyrobcu. Na vyrobu
50 ml kvapalného média bolo navazenych 0,5 g zlozky Y a 1 g zlozky P (pepton) a D (D—glukdza).

4.11 Antimikrobialne testy

Pripravené extrakty boli vzdy testované na vSetkych mikroorganizmoch. V tejto praci boli
uskutoctiované dva typy antimikrobialnych testov, ato dilucnd metdda a difizna metoda. Praca
s mikroorganizmami bola vzdy uskuto¢tiovana v sterilnom boxe.

4.11.1 Agarova difazna metoda

Bolo pripravené sterilné médium s agarom, ktoré bolo vyliate na Petriho misky. Po stuhnuti bolo na
agarovu platiiu napipetovanych 100 pl zriedenej kultary, ktorda bola rozotrena sterilnou hokejkou.
Misky boli ponechané stat’ 20 minut. Nasledne u anaerébnych kultur bola nanesena dalSia vrstva
sterilného média s agarom. Na zaver boli vytvorené do tuhého média diery pomocou $picky a do dier
bolo nanesanych 10 pl extraktu alebo koncentrovanej vzorky.

Vyhodnotenie bolo prevedené po 24 hodinach kultivacie, pricom boli pozorované inhibi¢né zény
okolo extraktov a koncentrovanych vzoriek.

4.11.2 Bujénova dilu¢na metoda

Bujonova diluéna metéda je zalozena na sledovani rastu mikroorganizmov na 96 jamkovej
mikrotitra¢nej dosticke. K pozorovaniu boli pouzité vSetky mikroorganizmy z 24 hodinovej kultivacie.
Médium s bunkami bolo napipetované po 150 ul do kazdej jamky, nasledné bolo pridanych 50 pl
antimikrobidlnej latky (vodné a alkoholové extrakty). Ako blank bolo pouzité 150 pl zriedenej kultury
a 50 ul rozpustadla. Vzrastajuca absorbancia, ktora vyjadruje rast mikroorganizmov, bola merana pri
630 nm v ¢ase 0 a po 24 hodinach kultivacie.

4.12 MTT test cytotoxicity
Princip testu cytotoxicity MTT je zalozeny na tom, ze zlty MTT (3-[4,5-dimetyltiazol-2—-yl]-2,5—
difenyltetrazolium bromid) je zredukovany mitochondridlnymi enzymami dychacieho retazca buniek
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na fialovy formazanovy derivat. Derivat zostava vo vnutri buniek vo forme nerozpustnych granuli. Po
pridani detergentu SDS (dodecylsiran sodny) sa farbivo uvol'ni a rozpusti, ¢im vznikne fialovy roztok,
ktory sa spektrofotometricky meria pri 562 nm!*!,

Pre tento test boli pouzivané bunky adenokarcinomu hrubého ¢reva Caco-2 po dostatoCnom naraste
(vid’ obrazok 7). Bunky boli vhodne zriedené médiom tak, aby ich vysledna koncentracia bola 1,510
buniek/100 pl. Pripravena suspenzia bola pipetovana po 100 ul na 96 jamkova dosti¢ku. Nasledne bola
dosticka skontrolovana pod mikroskopom, ¢i sa nachadzaju bunky s podobnou koncentraciou v kazdej
jamke, po kontrole bola dosticka vlozena do inkubatoru na 24 hodin (5% CO,, vlhkost, teplota
37 °C). Po inkubécii bolo z jamiek odpipetované médium a bolo pridanych 100 pl sterilnej vzorky
v médiu do kazdej jamky v roznych koncentraciach. Potom bola dosticka opat’ vlozena do inkubatoru.
Po uplynuti 24 hodin bola vzorka odpipetovana a do kazdej jamky bolo napipetovanych 20 ul MTT
S koncentraciou 2,5 mg/ml. Bunky boli znova vlozené do inkubatoru a boli kultivované 3 hodiny.
Na zaver bolo do kazdej jamky pridanych 100 ul 10% SDS v PBS. Dosti¢ka bola ponechana v tme pri
laboratérnej teplote na 24 hodin. Po 24 hodinach bola zmeran4 absorbancia pri vinovej dizke 562 nm.
Valiabilita buniek bola vypocitand ako pomer absorbancie vzorky voci kontrole, ktora obsahovala
po celu dobu ¢isté médium (CC—cell control). Vysledky boli tiez porovnané so vzorkami obsahujucimi
nariedené médium sterilné destilovanou vodou (VC-vehicle centrol) alebo nariedené¢ médium
70% roztokom etanolu (NC—negative control).

Zivé bunky E

Obrazok T Ukdzka adhéznych Caco-2 buniek v kultivacnej nadobke
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5 VYSLEDKY A DISKUSIE

Tato praca bola zamerand na Studium antioxidanych, antimikrobialnych vlastnosti vybranych
rastlinnych materialov. Tiez bol sledovany obsah aktivnych latok a z pripravenych extraktov boli
pripravené lipozomy, u ktorych bola stanovena stabilita, vel'kost,, enkapsula¢na ucinnost’ a dlhodoba
stabilita. V praci boli identifikované fenolické latky pomocou HPLC/UV a bol vykonany test MTT
cytotoxicity na l'udskych bunkéch adenokarcinomu hrubého ¢reva.

K analyze boli vybrané casti rastlin z Aloe vera a Opuntia ficus—indica. Na zaver bol na zaklade
vysledkov zostaveny petencidlny kozmeticky a potravinarsky vyrobok obsahujtci aktivne zluceniny
Z tychto rastlin.

5.1 Charakterizacia extraktov

Boli pripravované vodné a alkoholové extrakty zréznych casti rastlin  Aloe vera
a Opuntia ficus—indica. Bolo navazenych 0,5 g vzorky, ktoré boli nasledne 24 hodin extrahované na
trepacke pri 37 °C. U testovanych extraktov bola pozorovand a stanovena celkovd koncentracia
fenolickych latok a u niektorych celkova koncentracia flavonoidov. Tiez bola stanovena antioxidacna
aktivita extraktov.

5.1.1 Vazkové stanovenie susiny
Pri stanoveni suSiny vazkovou metddou bolo postupované podla postupu uvedeného v kapitole 4.6.1.
V tabul’ke 3 st uvedené vypocitané hodnoty susiny v 1 grame rastliny.

Tabulka 3 Obsah susiny v jednotlivych castiach rastlin

CAST RASTLINY Wosina [%0]
Aloe vera (duZzina) 0,36
Aloe vera (Supka) 4,90
Op. ficus—indica list (duzina) 3,22
Op. ficus—indica list (Supka) 6,75
Op. ficus—indica plod ¢erveny (duZina) 24,05
Op. ficus—indica plod ¢erveny (Supka) 5,59
Op. ficus—indica plod ZIty (duzina) 18,21
Op. ficus—indica plod ZIty (Supka) 21,78

Obsah suSiny v jednotlivych cCastiach rastlin vyrazne koliSe. Najvacsi obsah vody, ato 99,64 %
obsahovala duzina z Aloe veral®, kedy sa jednalo o gélovitu Gast rastliny. Naproti tomu najniz§i obsah
vody vykazovala duzina z ¢erveného plodu Opuntia ficus—indica, ato 75,95 %. Mohlo to byt
spdsobené najmi z dovodu, ze tento plod obsahoval vo svojej duzine vel'ké mnozstvo semien.

5.1.2 Stanovenie celkovej koncentracie fenolickych latok

Stanovenie fenolickych latok bolo prevedené pomocou reakcie s Follin-Ciocaulteovym ¢inidlom, kde
ako $tandard bola pouzita kyselina gallova™. Pri uréovani celkovej koncentracie fenolickych latok
vsetkych extraktov bola zostrojena kalibra¢na zavislost’ (vid’ obrazok 8).

Celkova koncentracia fenolickych latok vo vodnych a alkoholovych extraktoch pripravenych podla
postupu uvedeného v kapitole 4.6.2 bola stanovena spektrofotometricky a bola vypocitana z linearne;j
regresie kalibracnej zévislosti. VSetky merania boli prevedené trikrat, z ktorych bol nasledne
vypocitany priemer a smerodajnad odchylka. Vysledna koncentracia bola prepocCitana na miligram
celkového obsahu fenolickych latok na gram susiny v rastline.
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Tabulka 4 Vysledné celkové koncentrdcie fenolickych latok v extraktoch

0,7

Obrazok 8 Kalibracna zavislost pre stanovenie celkovych fenolickych latok

Etanolovy Aloe vera Opu_ntig ficus Opu_ntig ficus Opu_ ntig ficus

extrakt (list) indica indica indica

(list) (plod Zlty) (plod Cerveny)
0% 18,66+3,00 8,98+2,84 0,87+0,74 3,11+0,30
duFina 20% 31,49+3,66 17,83+2,42 0,90+0,76 3,52+0,18
40% 37,13+2,86 8,31+4,04 1,24+0,88 2,75+0,94
80% 18,65+0,95 10,83+1,78 0,68+0,75 3,05+0,51
0% 11,46+0,81 9,55+0,26 15,53+0,10 5,14+2.45
supka 20% 14,55+0,84 8,13+£2,75 21,79+1,07 9,11+1,63
40% 10,84+2,13 9,16+0,87 22,35+0,56 4,95+1,72
80% 13,29+1,77 9,34+0,16 17,03+0,75 1,70+0,32

V tabulke 4 a v obrazku 9 a 10 st uvedené vysledky merania obsahu fenolickych latok po dosadeni
nameranych hodnot absorbancie do rovnice kalibra¢nej krivky y = 2,171x uvedenej v obrazku 8.
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Obrdzok 9 Obsah fenolickych latok v extraktoch listov rastlin
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B Opuntia ficus—indica plod ¢erveny — duzina B Opuntia ficus—indica plod ¢erveny — Supka
Obrazok 10 Obsah fenolickych latok v extraktoch plodov rastliny Opuntia ficus—indica
Obsah celkového obsahu fenolickych latok v Aloe vera sa pohyboval v rozmedzi od 10,84-37,13 mg/g
susiny rastliny. V liste Opuntia ficus—indica bol obsah fenolickych latok stanoveny v rozmedzi

od 8,13-17,83 mg/g susiny rastliny. U zltého plodu to bolo od 0,68-22,35 mg/g suSiny rastliny
a u ¢erveného plodu sa obsah polyfenolov pohyboval od 1,70-9,11 mg/g suSiny rastliny.

33



Z uvedenych vysledkov je vidiet', Ze najvyssi obsah polyfenolov v Aloe vera sa nachadza v duZine
listu, pricom medzi alkoholovymi extraktmi nie je prili§ velky rozdiel. Je zaujimavé, ze Supka zo
zItého plodu rastliny dosahovala niekol'’konasobne vyssi obsah celkovych polyfenolov ako jej duZzina.
Z grafov je vidiet, ze rozdiel uvolnenych polyfenolov v réznych alkoholovych extraktoch bol
minimalny. AvSak k najucinnejSej extrakcii dochéadzalo pri pouziti 40% etanolu, najméd u duziny
z Aloe vera, ato 27,04 mg/g suSiny v rastline. NajnizSia koncentracia celkovych polyfenolov bola
stanovena v duzine ZItého plodu Opuntia ficus—indica, a to konkrétne v 80% etanole bol stanoveny
obsah na 0,68 mg/g susiny v rastline.

5.1.3 Stanovenie celkovej koncentracie flavonoidov

Stanovenie flavonoidov bolo prevedené pomocou reakcie hlinitej soli s dusitanom, kde ako Standard
bol pouzity katechin®!. Pri uréovani celkovej koncentrécie flavonoidov vo vybranych extraktoch bola
zostrojena kalibra¢na zavislost’ (vid’ obrazok 11), podla postupu uvedeného v kapitole 4.6.3.

Boli vybrané vzorky z ¢erveného a zltého plodu Opuntia ficus—indica, ktoré obsahovali vacsie
mnozstvo celkovych fenolickych latok atiez obsahovali farebné pigmenty Zzltej a Cervenej farby.
U ostanych vzorkdch bola koncentracia flavonoidov velmi nizka alebo nebola detekovana.
U vybranych vzoriek bola teda stanovena ich celkovd koncentracia flavonoidov vo vodnych
a alkoholovych extraktoch pripravenych podl'a postutpu uvedeného v kapitole 4.6.3. Obsah
flavonoidov bol stanoveny spektrofotometricky a bol vypoditany z linearnej regresie kalibraénej
zavislosti. VSetky merania boli prevedené trikrat, z ktorych bol vypocitany priemer a smerodajna
odchylka. Vyslednd koncentracia bola prepoc¢itanda na miligramy flavonoidov na gram suSiny
v rastline. V tabul’ke 5 su uvedené hodnoty koncentracie flavonoidov v extraktoch vo vybranych
Castiach rastlin.
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0,6 -

All
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0,0 T T T T T T 1
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Obrdzok 11 Kalibracna zavislost pre stanovenie celkovych flavonoidov
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Tabulka 5 Vysledné celkové koncentracie flavonoidov v extraktoch
Etanolovy

Cast’ rasltiny extrakt ¢ [mg/g]

0% 0,92+0,15

R — . L e 20% 0,86+0,13
Opuntia ficus—indica (plod ¢erveny-duzina) 20% 0.9320.11
80% 1,44+0,04
0% 2,44+0,16

Opuntia ficus—indica (plod ZIty-Supka) 20% 0,760,18
40% 0,72+0,04

80% 0,70+0,08

V tabulke 5 avobrazku 12 st uvedené vysledky merania po dosadeni nameranych hodnot
absorbancie do rovnice kalibracnej krivky y = 3,446x uvedenej v obrazku 11.
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Obrdzok 12 Obsah flavonoidov v extraktoch vybranych casti rastlin

Z grafu (vid' obrazok 12) je vidiet, ze obsah flavonoidov v plodoch Opuntia ficus—indica bol
porovnatel’ny a rozdiely v alkoholovych extraktoch boli opdt’ minimalne. Obsah flavonoidov v Supke
ZItého plodu sa pohybuje v rozmedzi od 0,70-2,44 mg/g susiny v rastline a v ¢ervenom plode to bolo
v rozmedzi od 0,86-1,44 mg/g susiny v rastline. Najviac u¢inné bolo extrahovanie pomocou vodného
rozpustadla, kedy bol stanoveny celkovy obsah flavonoidov v Supke Zzltého plodu
Opuntia ficus—indica na 2,44 mg/g suSiny v rastline, najmenej flavonoidov bolo stanovenych
v 80% etanole tej istej Casti rastliny na 0,70 mg/g susiny v rastline.

5.1.4 Stanovenie antioxidacnej aktivity
Stanovenie antioxida¢nej aktivity u vSetkych pripravenych extraktoch podla postupu uvedeného
v kapitole 4.5 bolo prevedené pomocou ABTS podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.6.4.
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Obrazok 13 Kalibracna zavislost pre stanovenie antioxidacnej aktivity

Celkova antioxida¢na aktivita vzoriek bola stanovend spektrofotometricky a bola vypocitana
z linearnej regresie kalibra¢nej zavislosti (vid’ obrazok 13). Kazda vzorka bola merana 3krat a hodnoty
boli spriemerované a tiez bola vypocitana smerodajna odchylka. Vysledny obsah antioxidantov bol

prepocitany na miligramy antioxidantov na gram susiny v rastline.

Tabulka 6 Obsah antioxidantov v extraktoch

Opuntia ficus Opuntia ficus Opuntia ficus
; Aloe vera . . s
Etanolovy (list) mc_ilca |nd|5:a , mvdlca ,
extrakt (list) (plod ZIty) (plod ¢erveny)
¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
0% 48,09+8,26 24,07+1,86 3,30+0,12 6,98+0,09
duzina 20% 26,68+3,44 16,19+1,89 3,50+0,13 8,55+0,41
40% 45,79+3,29 9,06+3,59 4,28+0,09 6,91+0,43
80% 20,25+1,84 14,44+0,79 4,79+0,05 6,19+0,36
0% 10,98+0,44 40,37+0,27 20,66+0,29 17,82+1,17
Supka 20% 6,74+0,50 7,07+0,13 23,41+0,17 18,20+0,73
40% 7,31+0,50 9,17+0,85 22,99+0,38 18,30+0,29
80% 9,394+0,40 5,93+0,22 19,57+0,49 13,42+0,83

V tabulke 6 aVvobrazku 14 a 15 st uvedené vysledky merania obsahu antioxidantov po dosadeni
nameranych hodndt absorbancie do rovnice kalibraénej krivky y = 0,001x uvedenej v obrazku 13.
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Obrdzok 14 Obsah antioxidantov v extraktoch listov rastlin
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Obrdzok 15 Obsah antioxidantov v extraktoch plodov rastliny Opuntia ficus—indica
Z nameranych a vypocitanych hodnoét je vidiet', Ze najvyssiu antioxidac¢nu aktivitu vykazovala duzina
z Aloe vera, ato vo vodnom rozpustadle, kde obsah antioxidantov dosahoval 48,09 mg/g susiny
v rastline, pricom v tejto Casti rastliny bol zaznamenany aj navyssi obsah celkovych fenolickych latok.

Vysoktl antioxidaénu aktivitu  vykazovala aj duzina listu a taktiez Supka zplodov rastliny
Opuntia ficus—indica. ~ NizSiu  antioxidaéni  aktivitu  vykazovala Supka zAloe vera
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a Opuntia ficus—indica. Najnizs$i obsah antioxidantov bol zaznamenany v duzine plodov, konkrétne
v duZine zItého plodu Opuntia ficus—indica, kde bolo stanovenie ur¢ené na 3,30 mg/g susiny v rastline.
Celkovo obsah antioxidantov bol zaznamenany v rozmedzi od 3,30-43,64 mg/g. V duzinach listov
a Supkach plodov bol zaroven zaznamenany vysoky obsah celkovych polyfenolov.

5.2 Identifikacia fenolickych latok pomocou HPLC/UV

Pre stanovenie vybranych individualnych fenolickych latok bola pouzita metdda RP—HPLC s UV-VIS
detekciou. Vzorky boli pripravené pod’la postupu uvedeného v kapitole 4.5 a analyza prebichala podla
parametrov uvedenych v kapitole 4.7. Vysledné koncentracie jednotlivych fenolickych latok su
vypocitané z externych kalibra¢nych zavislosti vybranych Standardov. Vzorky boli premerané 2krat
a vysledné kocentracie sii uvedené ako priemer z oboch merani a st vztiahnuté na gram susiny
materialu.

U vzoriek etanolového exktraktu duziny ¢erveného plodu Opuntia ficus—indica boli identifikované iba
dve fenolické latky zrady vybranych S$tandardov. Konkrétne sa jednalo o kyselinu gallovi
(0,110 ng/g) aepikatechin (28,194 pg/g). Z chromatogramu (vid’ obrazok 16) je zrejmé, Ze doSlo
k elucii aj inych latok, ktoré neboli identifikované. U vzoriek duziny listu Aloe vera neboli bohuzial
detekované ziadne nami vybrané fenolické latky, aj ked sa ocCakavalo zastupenie S$pecifického
aloeninu A. Je preto nutné zvazit’ pripadné zakoncentrovanie vzorky, napriklad pomocou lyofilizatora.
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Obrdzok 16 Chromatogram vzorky duziny cerveného plodu Opuntia ficus—indica

5.3 Priprava Castic

Na zaklade charakterizacie extraktov boli vybrané 4 vzorky (duzina z listov, Supka z plodov)
s vysokym obsahom celkovych polyfenolov a vysokou antioxidaénou aktivitou, z ktorych boli
pripravené lipozomy. Priprava bola realizovana podla postupu uvedeného v kapitole 4.7.1. Boli
pripraven¢ iba vodné extrakty vzoriek s koncentraciou 0,1 g/ml. Celkom boli pripravené 4 rozne druhy
lipozémov.

5.3.1 Stanovenie velkosti pripravenych castic
Pre stanovenie velkosti a distribucie velkosti bolo postupované podl'a postupu uvedeného v kapitole
4.8.2. Vsetky merania boli prevedené 3krat a ziskané hodnoty boli spriemerované atiez bola
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vypocitana smerodajna odchylka. V tabul'ke 7 st uvedené hodnoty polydisperzity a priemerna vel'kost’
Castic. Na obrazku 17 je vidiet’ grafické zndzornenie distribticie velkosti Castic.

Tabulka 7 Priemernd velkost a intenzita distribucie vodnych lipozémov

‘. ) Vodné lipozomy
Cast rastliny PDI 0 velkost [nm]
Aloe vera (duzina) 0,284+0,024 212,5+4,9
Opuntia ficus—indica list (duZina) 0,332+0,020 218,1+1,3
Opuntia ficus—indica plod zlty (Supka) 0,337+0,029 267,5+5,8
Opuntia ficus—indica plod ¢erveny (Supka) 0,296+0,005 219,4+1,2

Najmensia priemerna vel'kost' Castic pripravenych pomocou ultrazvukovej metody sa v pripade
Aloe vera pohybovala vrozmedzi od 37,84-712,4nm. Velkost' Castic pripravenych z listu
Opuntia ficus—indica bol zaznamenany v rozmedzi od 50,75-825,0 nm, u zlt¢ho plodu to bolo od
37,84-825,0nm avpripade cerveného plodu sa velkost castic pohybovala v rozmedzi
od 78,82-712,4 nm. Na zaklade polydisperzity mézu byt povazované vSetky pripravené Castice za
uniformné. Lipozoémy s enkapsulovanym vodnym extraktom Aloe vera mali najmensiu priemernt

v

velkost, ato 212,544,9nm. Tieto lipozOmy najviac vykazovali najniz§iu polydisperzitu,
a 1o 0,284+0,024.
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Obrazok 17 Zavislost intenzity rozptylu svetla na velkosti a distribucii castic jednotlivych vzoriek

5.3.2 Stanovenie stability pripravenych ¢astic
Stabilita lipozomov bola stanovena Vv ¢ase pripravy ¢astic a po 3 mesiacoch podla postupu uvedeného
v kapitole 4.8.2. Vsetky merania boli prevedené 3krat a ziskané hodnoty boli spriemerované a tiez

bola vypocitana smerodajna odchylka. V tabulke 8 a obrazku 18 a 19 st uvedené priemerné hodnoty
zeta potencialu lipozomov.
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Tabulka 8 Priemernd hodnota zeta potencialu vodnych lipozomov

Cast rastliny v éazsz gpi;)/r]avy po ?:ng;;/(:]OCh
Aloe vera (duZina) 45,0429 —38,6+1,4
Opuntia ficus—indica list (duZina) -29,7+0,5 -31,3+3,0
Opuntia ficus—indica plod ZIty (Supka) —39,0+1,2 —39,0+1,0
Opuntia ficus—indica plod ¢erveny (Supka) -41,0+1,8 -32,1£23

Opuntia ficus—indica  Opuntia ficus—indica  Opuntia ficus—indica
Aloe vera (duzina) list (duzina) plod ZIty (Supka) plod cerveny (Supka)

5,0
-10,0 -
-15,0 ~
-20,0 ~

-25,0 -

ZP [mV]

HH

-30,0

-35,0

-40,0 - I

450 - I

-50,0 -

Obrdzok 18 Stabilita pripravenych castic — hodnota zeta potencidlu v case pripravy

V rozmedzi —30 mV az 30 mV su Castice nestabilné. Vsetky lipozomy vykazuju zaporny naboj
a nachadzaju sa skoro vSetky pod hranicou —30 mV. Z nameranych hodnot mézeme povedat, zZe
okrem duziny z listu Opuntia ficus—indica, ktora bola najmenej stabilnd —29,7+0,5 mV su vsetky
pripravené lipozémy vel'mi dobre stabilné. NajvysSia stabilita bola zistena u lipozémov vytvorenych
z duziny Aloe vera, ktora dosahovala hodnotu —45,0£2,9 mV. U Cerveného plodu bol zeta potencial
stanoveny na —41,0+1,8 mV, v pripade zltého to bolo —39,0+1,2 mV.
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Obrdzok 19 Stabilita pripravenych castic — hodnota zeta potencidlu po 3 mesiacoch

Po dobu 3 mesiacoch bol opét’ zmerany zeta potencidl pripravenych lipozomov, ktory je zobrazeny
na obrazku 19. Vzorky boli uskladnené vo vodnom prostredi a pri teplote 8 °C. Dobrou spravou je, Ze
vetky pripravené lipozomy boli po 3 mesiacoch stabilné. U vzoriek zAloe vera
(-38,6£1,4 mV) a cerveného plodu Opuntia ficus—indica (-32,1+2,3 mV) bol zaznamenany pokles
stability Castic. V priprade zltého plodu rastliny (—39,0+1,0 mV) a duziny listu Opuntia ficus—indica
(-31,3£3,0), bola hodnota stability rovnaka ako na pociatku merania. Celkovo mézeme tvrdit,
Ze stabilita Castic ostala zachovana.

5.3.3 Stanovenie enkapsula¢nej ucinnosti lipozomov

Bola stanovena enkapsula¢na ucinnost’ vodnych lipozémov vybranych extraktov podla postupu
uvedeného v kapitole 4.8.1. Vzorky lipozémov boli pripravené podla postupu z kapitoly 4.7.1.
Enkapsula¢nd ucinnost’ bola stanovovana zhladiska celkového mnozstva fenolickych latok
a antioxida¢nej aktivity. Z tychto hodnét bola vypocitana enkapsulaéna Géinnost’ a bola vyjadrena
v percentach. Pre kazdu vzorku bolo meranie opakované 3krat a zo ziskanych hodnét bol vypocitany
priemer a smerodajna odchylka, ziskané vysledky st uvedené v tabulke 9.

Tabulka 9 Enkapsulacnd ucinnost lipozomov

5 EU [%] 0
Cast rastliny Obsah celkovych An tioxiEdLajégg)]ak tivita
polyfenolov
Aloe vera (duzina) 6,17+£2,06 37,64+2.71
Opuntia ficus—indica (duZzina) 52,81+0,92 83,01+1,04
Opuntia ficus—indica plod ¢erveny (Supka) 58,14+0,41 89,64+0,66
Opuntia ficus—indica plod zlty (Supka) 69,03+0,10 83,40+0,31
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Zvysledkov je vidiet, ze najvysSia enkapsulacnd uCinnost bola zaznamenana u lipozémov
vytvorenych zo Supky Zzltého plodu Opuntia ficus—indica, ato 69,03+0,10 %. Naopak najnizsiu
enkapsula¢nu uéinnost’ vykazovali lipozomy z duziny listu Aloe vera a to 6,17+2,06 %.

Z hl'adiska antioxidacnej aktivity bola najvyssia enkapsulac¢na u€innost’ namerana u Supky z ¢erveného
plodu Opuntia ficus—indica, kontrétne 89,64+0,66 %. NajnizSiu enkapsula¢ni GEinnost’ opit
vykazovala duZzina z listu Aloe vera, a to 37,64+2,71 %.

5.3.4 Stanovenie dlhodobej stability lipozomov

Pre stanovenie dlhodobej stability bolo postupované podla postupu v kapitole 4.8.1. Stabilita bola
skimand po 3 mesiacoch od pripravy lipozomov uchovavanych vo vodnom prostredi pri 8 °C.
Stabilita bola analyzovana z hl'adiska obsahu celkovych polyfenolov a antioxida¢nej aktivity, ktoré
zostali enkapsulované v lipozomoch. VSetky vzorky boli premerané 3krat, nasledne bol vypocitany
priemer a smerodajna odchylka. Vysledné mnozstva su uvedené v percentach v tabulke 10.

Z tabul’ky 10 je vidiet’, Ze dlhodoba stabilita pripravenych lipozomov z hl'adiska fenolickych latok je
celkom vysoka. Lipozémy vytvorené zo Supky zlté¢ho plodu Opuntia ficus—indica vykazovali najlepsiu
stabilitu, a to 86,03+0,21 %. Najnizsia stabilita bola zaznamenana u lipozémov vytvorenych z duziny
listu Opuntia ficus—indica, konktrétne 54,89+0,92 %.

Z hladiska antioxidacnej aktivity bola najvySSia stabilita zaznamenana v lipozomoch vytvorenych
z ¢ervenej Supky Opuntia ficus—indica, ktora vykazovala dlhodobt stabilitu 75,39+0,25 %. Naopak
najniz§ia dlhodoba stabilita bola namerana V lipozémoch vytvorenych z duZiny Aloe vera, ktora bola
stanovena na 39,22+6,12 %.

Tabulka 10 Dlhodoba stabilita lipozomov

o EU [%] EU [%]
Cast rastliny Obsah Antioxidatng aktivita
fenolickych latok
Aloe vera (duzina) 67,974+29,11 39,22+6,12
Opuntia ficus—indica (duZina) 54,89+0,92 43,66+1,28
Opuntia ficus—indica plod ¢erveny (Supka) 57,86+0,62 75,39+0,25
Opuntia ficus—indica plod zIty (Supka) 86,03+0,21 53,64+0,12

Celkové vysledky dlhodobej stability mdzeme povazovat' za dobré, pretoze v lipozomoch sa stale
nachadzalo mnozstvo aktivnych latok. Vysledky s priaznivé aj vdaka dobrej stabilite ¢astic, ¢o bolo
dokazané meranim zeta potencialu po 3 mesiacoch. Vzorky boli uskladnené pri teplote 8 °C po dobu
3 mesiace, pricom ich dlhodoba stabilita sa pohybovala v rozmedzi od 54,89+0,92% do 86,03+0,21%
z hladiska celkovych polyfenolov. U antioxidac¢nej aktivity boli tieto hodnoty mierne nizSie, ale stale
sa daju povazovat’ za dobré, pohybovali sa v rozmedzi od 39,22+6,12 % do 75,39+0,25 %.

Straty aktivnych castic mohli byt spésobené nedokonalou izolaciou z lipozomov, tiezZ mohlo dojst’
k Giastoénej degradacii enkapsulovanych zloziek. Dalej nemuselo ddjst k dokonalému uvolneniu
enkapsulovanych Castic pri stanovovani celkovych polyfenolov a antioxidacnej aktivity, kde vd’aka
stabilnym casticiam nedochadzalo k ich degradacii.

5.4 Antimikrobiilne testy

V praci bola skimana aj antimikrobialna aktivita rastlinnych extraktov a koncentrovanych vzoriek.
Testy boli vykonavané proti bakteridlnym kmeniom Micrococcus luteus, Propionibacterium acnes,
Serratia marcescems, Escherichia coli, Staphyloccocus epidermidis a kvasinke Candida Glabrata.
Boli vykonané dva druhy testov, ato difizna metéda podla postupu v kapitole 4.10.1 a dilu¢na
metdda podla postupu v kapitole 4.10.2. U oboch metdd boli pouzité extrakty skiimanych astic rastlin
pripravenych podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.5.
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5.4.1 Difizna metéda
Pri skimani antimikrobidlnej aktivity difuznou metédou boli pouzité extrakty vodné a S rasticou
koncentraciou etanolu, tieZ boli pouzité koncentrované vzorky z duziny Aloe vera.

Obrdzok 20 Inhibicné zony extraktov

U ani jedného extraktu nebola namerana inhibi¢nad zoéna, v niektorych pripadoch bolo vidiet, Ze
extrakty podporuju rast mikroorganizmov.

Obrdzok 21 Inhibicné zony koncentrovanych vzoriek duziny Aloe vera

V pripade bakterialnych  kultar Escherichia Coli, Staphyloccocus epidermidis
a Propionibacterium acnes bola zaznamenana inhibi¢nd zona. Je zrejmé, ze koncentrovana vzorka
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duziny z Aloe vera ma antimikrobidlne u¢inky. Z tohto dovodu bola prevedend aj diluéna metdda
k bliz§iemu skiimaniu antimikrobialnej aktivity.

5.4.2 Dilu¢na metoda
Pri skimani antimikrobialnej aktivity boli pouzité extrakty vodné a s rastucou koncentraciou etanolu.
Extrakty mali koncentraciu 0,1 g/ml.

Tabulka 11 Porovnanie antimikrobidlnej ucinnosti proti Propionibacterium acnes a Candida glabrata

Propionibacterium acnes

Candida glabrata

0% 20% 40% 80% 0% 20% 40% 80%
Aloe vera Supka — — — + + + — -
Aloe vera duzina - + - + - — _ _
Opuntia list Supka — + - - — — _ +
Opuntia list duzina — - - - + — _ _
Op. ZIt4 Supka — — + + + _ —
Op. zItd duZina — - - - — _ +
Op. Cervena Supka — — - + + - - +
Op. Cervena duzina — — — ++ + — + +
+++(ucinnost nad 70%); ++(icinnost nad 50%); +(uicinnost pod 50%); —(neiicinné)
Tabulka 12 Porovnanie antimikrobidlnej ucinnosti proti Escherichia Coli a Serratia marcescens

Escherichia Coli Serratia marcescens

0% 20% 40% 80% 0% 20% 40% 80%
Aloe vera Supka + + - + - + - 4+
Aloe vera duzina + — — + — + + ++
Opuntia list Supka + - - + — - — +
Opuntia list duzina + - + - - — _ +
Op. ZIta Supka - - - - — — + ++
Op. zIta duzina — - + - — — — +
Op. Cervena Supka — — - — — _ +
Op. Cervena duzina — - - - — — — +

+++(ucinnost nad 70%); ++ucinnost nad 50%); +(ucinnost pod 50%); — (neucinné)

Tabulka 13 Porovnanie antimikrobidlnej ucinnosti proti Micrococcus luteus a Staphyloccocus

epidermidis
Micrococcus luteus Staphyloccocus epidermis

0% 20% 40% 80% 0% 20% 40% 80%
Aloe vera Supka — + - _ _ _ _ ot
Aloe vera duzina — + - _ _ _ _ ot
Opuntia list Supka — — - - — + _ 44+
Opuntia list duzina — - - - — _ _ +++
Op. ZIta Supka - — — - — _ _ 4+
Op. zIta duZzina — — - - _ _ _ 4+
Op. Cervena Supka — - - - - _ _ +++
Op. Cervend duZina — + — + - — — 44+

+++(ucinnost nad 70%); ++(ucinnost nad 50%); +(ucinnost pod 50%); — (neucinné)
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Z dosiahnutych vysledkov je vidno, Ze vacSina extraktov nevykazovala ziadne antimikrobialne ucinky.
Vys$ia uéinnost’ bola zaznamenana pri extraktoch v 80% etanole. V tomto pripade je pravdepodobné,
ze ucinnost’ bola spésobenda vysokou koncentraciou etanolu a nie ucinkom extraktu. V niektorych
pripadoch extrakty vyrazne podporovali rast mikroorganizmov. Pravdepodobne to bolo spdsobené
tym, ze pouzit¢é vzorky obsahovali mnozstvo sacharidov, ktoré sluzia ako vyziva pre
rast mikroorganizmov.

5.5 MTT test cytotoxicity

Test cytotoxicity MTT bol skiimany na 20% etanolovych extraktoch z duzin listov Aloe vera
a Opuntia ficus—indica. Test bol vykonany za pomoci l'udskych buniek adenokarcinomu hrubého
¢reva. Ako najvhodnejsie rozpustadlo bol zvoleny 20% etanol z dovodu, Ze tieto extrakty obsahovali
znaéceny obsah obsah aktivnych latok. Test bol spraveny podla postupu uvedeného v kapitole 4.11.
Vysledky su uvedené v nasledujucom obrazku 22.
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Obrazok 22 Vysledky MTT testu cytotoxicity

Ako hrani¢na hodnota viability buniek sa povazuje hodnota LC50 — tthyn 50 % a viac buniek. VVzorka,
ktorej hodnota sa nachadza nad touto hranicou sa nepovazuje za cytotoxicku. Z dosiahnutych
vysledkov je vidiet, Ze v pripade etanolovych extraktov z rastliny Opuntia ficus—indica boli vsetky
vzorky vhodné pre pripravu potravinarskych a kozmetickych pripravkov. Extrakty s koncentraciou
vrozmedzi 4-12 % viabilitu buniek dokonca mierne podporovali. U alkoholovych extraktov
pripravenych z Aloe vera je mozné vyuzit' iba extrakty s nizkou koncentraciou, pretoze u vyssich
koncentraciach mali extrakty mierny cytotoxicky ucinok. Je mozné, ze tento cytotoxicky ucinok
spbsoboval to, ze extrakty boli extrahované v 20% etanole.
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5.6 Navrh aplikicie pripravenych lipozémov v kozmetickych a potravinarskych
pripravkoch
V tejto praci boli pre extrakciu vzoriek pouzité 4 druhy rozpustadiel. Bola pouzita destilovana voda
a 3 etanolové rozpustadla s rastucou koncentraciou (20 %, 40 %, 80 %). Vzhl'adom na skuto¢nost’, ze
vysledky jednotlivych testov boli porovnatelné, ako vhodné rozpustadlo pre lipozomy bola vybrana
destilovana voda. Toto rozpustadlo je vhodné pre kozmetické aj potravinarske pripravky, pretoze
nesposobuje ziadne nepriaznivé u€inky, ¢i zmenu chuti, vone alebo farby.
Na zaklade testov by boli pripravené lipozomy vhodné ako hojivy gél s hydrataénymi ti¢inkami. Ako
hlavna zlozka hojivého gélu bola vybrana duzina z Aloe vera, ktora vykazovala vysoky obsah
celkovych fenolickych latok, vysoku antioxidacnu aktivitu a z hladiska zeta potencialu boli tieto
lipozomy najstabilnejsie. Z MTT testov cytotoxicity bolo zistené, ze extrakty s nizkou koncentraciou
nemaju cytotoxické ucinky, ale naopak moézu podporovat’ viabilitu buniek. Aloe vera obsahuje vysoky
podiel vody, kde v nameranych vysledkoch dosahovalo mnozstvo vody az 99,64 % v 1 grame vzorky.
Tato rastlina tiez obsahuje mnoZstvo vitaminov a latok prospesnych pre organizmus™?. Vdaka tymto
vlastnostiam je Aloe vera vhodnym kandidatom ako ucinny gél pre drobné rany na pokozke a vd’aka
vysokému obsahu vody aj ako hydratacny gél®. Antimikrobialny G&inok extraktu z duziny Aloe vera
bol minimalny, mohlo to byt spdsobené nizkou koncentraciou extraktu. Avsak pri vyssej koncentracii
extraktu mézeme predpokladat’ aj antimiktorbialne ucinky. Pre zlepSenie vytvoreného gélu by druhou
zlozkou boli lipozémy vytvorené zo Supky zItého plodu Opuntia ficus—indica pre svoj vysoky obsah
celkovych fenolickych latok a vysoku stabilitu, ktoré by zvysili ucinky gélu voci oxidaénému stresu.
Vytvoreny gél by bol zalozeny na prirodnej baze a bol by unikatny svojim antioxidaénym ucinkom,
regeneracnymi ucinkami a dobrym vstrebavanim zivin. Gél by bol vhodny pre vsetky typy pleti, no
primarne by bol uréeny pre suchu a poskodenu pokozku.
Opuntia ficus—indica je znama hlavne kvoli svojim antioxidaénym G¢inkom, ktoré boli preukazané aj
vtejto praci. Na zaklade vysledkov by boli najvhodnejSie pre potravinarske ucinky vytvorené
lipozomy zo Supky z Cerveného a ZItého plodu tejto rastliny. Ako produkt by bola pasta vytvorena
zahustenim lipozémov, ktord by sluzila ako pridavok k proteinom pre Sportovcov. Vytvorené
lipozoémy zo Supiek plodov vykazovali vysoky obsah celkovych fenolickych latok a v Supke zltého
plodu sa nachadzalo aj zna¢né mnozstvo flavonoidov. Oba plody vykazovali aj vysokl antioxida¢nu
aktivitu. Vd’aka tymto vlastnostiam by prave tieto dva druhy lipozomov boli vhodnymi kandidatmi,
napriklad ako pasta pre Sportovcov, ktord by podporovala najmi antioxida¢né uéinky v organizme.
V MTT testoch cytotoxicity bolo preukazané, Ze mozu byt pouzité rozne koncentrované extrakty pre
kozmeticky a potravinarsky priemysel, pretoze nepreukazovali Ziadny cytotoxicky ucinok.
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Tabulka 14 Vybrané latky pre kozmeticky a potravinarsky priemysel

Utinky
Pripravok Obsah celkovych Antioxida¢na aktivita Zeta potencial
polyfenolov [mg/g] [mV]
_ [mg/g]
HOJIVY GEL
Lipozomy 18,66+3,00 43,64+8,26 —45,0+2,9
z Aloe vera
Lipozémy zo Supky 3
zIté¢ho plodu Op. ficus—indica 8,98+2,84 24,07£1,86 39,041,2
PASTA PRE SPORTOVCOV
Lipozémy zo Supky B
zItého plodu Op. ficus—indica 15,530,10 20,66+0,29 39,0+1,2
Lipozoémy zo Supky
¢erveného plodu 5,14+2 .45 17,82+1,17 -41,0+1,8

Op. ficus—indica
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca bola zamerana na pripravu a Studium charakterizacie extraktov z ré6znych casti
rastlin Aloe vera aOpuntia ficus—indica. Dalej boli §tudované antibakteridlne uginky, stabilita
a vel’kost’ ¢astic pripravenych lipozomov Vv Case pripravy a po 3 mesiacoch, a tiez bol vykonany MTT
testy cytotoxicity a identifikacia fenolickych latok pomocou HPLC/UV. Ciel'om prace bolo testovanie
vybranych vzoriek a navrhnit’ moznost’ ich aplikacie v potravinarskom a kozmetickom priemysle.

V bakalarkskej praci bolo vybranych 8 druhov vzoriek. Boli pripravované extrakty z listov rastlin
(duzina a Supka) a z dvoch plodov rastlin (duzina a Supka). Z kazdej vzorky boli pripravené 4 druhy
extraktov, a to vodné a s rastiicou koncentraciou etanolu (20 %, 40 %, 80 %).

Ako prvé bol u extraktov skimany obsah aktivnych latok. Stanoveny bol celkovy obsah fenolickych
latok, celkova antioxida¢na aktivita a U vybranych vzoriek aj celkovy obsah flavonoidov.

Z testovanych vzoriek najviac fenolickych latok obsahovala duzina z Aloe vera v 40% etanole
(37,13+2,86 mg/g) a Supka zo zltého plodu Opuntia-ficus indica (22,35+0,56 mg/g) v 40% etanole.
V pripade flavonodiov, boli vybrané iba dve vzorky na testovanie ato plody z Opuntia-ficus indica.
Najviacsi obsah flavonoidov obsahovala Supka zo ZItého plodu, ktora vykazovala hodnotu
2,44+0,16 mg/g a duzZina z Cerveného plodu obsahovala 1,44+0,04 mg/g flavonoidov. Z pohladu
antioxidacnej aktivity boli testované vSetky vzorky. Najvyssiu antioxidac¢nt aktivitu vykazoval vodny
extrakt z duziny Aloe vera (48,09+8,26 mg/g). U druhej rastliny to bol vodny extrakt zo Supky listu
(40,37+0,27 mg/qg).

Na zaklade antioxidacnej aktivity boli vybrané 4 vodné extrakty, konkrétne duzina z listov rastlin
a Supka z Cerveného a zltého plodu Opuntia ficus—indica. Vybrané extrakty boli enkapsulované do
lipozomov. U tychto Castic bola sledovana velkost, stabilita, enkapsulacnd ucinnost’ a dlhodoba
stabilita. Priemerna velkost' lipozomov sa pohybovala vrozmedzi od 212,5+4,9-267,5£5,8 nm.
Stabilita lipozomov bola testovana pomocou zeta potencidlu. Okrem pripravenych lipozémov z duziny
listu Opuntia-ficus indica boli vSetky lipozémy vel'mi stabilné. U lipozémov pripravenych z duZiny
listu Aloe vera bola pozorovana najmensia priemerna velkost, ato 212,5+4,9 nm. Tieto lipozémy
s PDI 0,284+0,024 vykazovali uniformnost’ a tieZ najvyssiu stabilitu (—45,0+£2,9 mV).

Dalej bola skimana enkapsulagna u¢innost’ pripravenych lipozémov z hl'adiska celkovych fenolickych
latok a obsahu antioxidantov. Najvyssia u¢innost’ z hladiska polyfenolov bola zaznamenana u zltého
plodu Opuntia ficus—indica, kde u¢innost’ dosahovala 69,03+0,10 %, u antioxida¢nej aktivity to bol
vykazovala duzina zlistu Aloe vera, kde ucinnost’ bola stanovena na 6,17+2,06 %, V pripade
antioxidacnej aktivity to bola opat’ duzina z Aloe vera, ktora bola stanovena na 37,64+2,71 %.

Celkovo vysledky dlhodobej stability mozeme povazovat za dobré, pretoze v lipozémoch ostali
aktivne latky aj po dobu 3 mesiach uskladnenych vo vodnom prostredi pri 8°C. Celkovo najlepsia
dlhdoba stabilita bola stanovena u zltého plodu z Opuntia ficus—indica, ktora dosahovala stabilitu
86,03+0,21 %. NajniZsia stabilita bola zaznamenana u Aloe vera, a to 39,22+6,12 %.

Tiez bola skiimana antimikrobialna aktivita proti Siestim mikroorganizmom. VSeobecne sa da
povedat’, ze extrakty nemali velky antimikrobidlny ucinok. Najvyssi Gc¢inok mali extrakty v 80%
etanole proti mikroorganizmu Staphyloccocus epidermidis. V tomto pripade sa da predpokladat’, ze
inhibicia mikroorganizmov bola spdsobend vdaka vysokej koncentracii alkoholu anie kvoli
antimikrobidlnym ucinkom extraktu. Vo vodnych extraktoch bol spozorovany jav, kedy extrakty
podporovali rast mikroorganizmov, pravdepodobne vd’aka vysokému obsahu sacharidov v extraktoch.

Pri vykonani MTT testov cytotoxicity bolo zistené, ze Opuntia ficus—indica je vhodna pre
potravinarsky a kozmeticky priemysel, pretoze nema ziadne cytotoxické ucinky. V pripade Aloe vera
boli zaznamenané malé cytotoxické ucinky pri niektorych vysSich koncentraciach. Mohlo to byt
spdsobené aj tym, Ze ako rozpustadlo bol pouzity 20% etanol.

V praci boli identifikované fenolické latky aj pomocou HPLC/UV-VIS metody. U ¢erveného plodu
Opuntia ficus—indica boli identifikované dve fenolické latky, ato kyselina gallova 0,110 pg/g
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a epikatechin 28,194 pg/g. Vysledné koncentracie su vztiahnuté na gram susiny materialu v rastline.
U rastliny Aloe vera neboli detekované ziadne nami vybrané fenolické latky.

Na zéaver boli navrhnuté pripravky pre kozmeticky a potravinarsky priemysel. Pre kozmeticky
priemysel bol navrhnuty gél, ktory bol vytvoreny kombinaciou lipozomov z duzin listov Aloe vera
a Opuntia ficus—indica. Vdaka vysokému obsahu celkovych fenolickych latok, zna¢nej antioxidacnej
aktivite a vysokému obsahu vody a vitaminov je gél vhodny pre poskodent pokozku a ma dobré
hydratacné ucinky. Pre potravinarsky priemysel bola navrhnuta pasta, ktora bola vytvorena
zahustenim lipozomov v kombinacii zo Supiek oboch plodov Opuntia ficus—indica. Obe tieto zlozky
obsahuju zna¢né mnozstvo celkovych polyfenolickych latok a vykazuji antioxidacnu aktivitu.
Pripravok je vhodny ako doplnok stravy pre Sportovcov voci oxidaénému stresu.

49



7 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

[1] REYNOLDS, T. DWECK, A.C. Aloe vera leaf gel: a review update. In Journal of Ethno-
Pharmacology, 1999, vol.68, page 3-37

[2] TARIQ, Huma, Muhammad ZIA, IHSAN-UL-HAQ, et al. Antioxidant, Antimicrobial, Cytotoxic,
and Protein Kinase Inhibition Potential in Aloe vera L. BioMed Research International [online].
2019, 2019, 1-14 [cit. 2019-12-01]. DOI: 10.1155/2019/6478187. ISSN 2314-6133. Dostupné z:
https://www.hindawi.com/journals/bmri/2019/6478187/

[3] SAJAD, Arbaz a Samia SUBHANI SAJIAD. Aloe vera: An Ancient Herb for Modern
Dentistry—A Literature Review. Journal of Dental Surgery [online]. 2014, 2014, 1-6 [cit. 2019-
11-23]. DOL: 10.1155/2014/210463. ISSN 2356-7325. Dostupné z:
http://www.hindawi.com/archive/2014/210463/

[4] Aloe Vera: A Systematic Review of its Industrial and Ethno-Medicinal Efficacy. International
Journal of Pharmaceutical Research & Allied Sciences. 2016(5), 21-33.

[5] UNLU, Ahmet. Aloe Vera and Cancer. Turkish Journal of Oncology [online]. 2016 [cit. 2019-11-
23]. DOL: 10.5505/tj0.2016.1433. ISSN 13007467. Dostupné z
http://onkder.org/pdf/pdf_TOD_949.pdf

[6] EL-MOSTAFA, Karym, Youssef EL KHARRASSI, Asmaa BADREDDINE, et al. Nopal Cactus
(Opuntia ficus-indica) as a Source of Bioactive Compounds for Nutrition, Health and
Disease. Molecules [online]. 2014, 19(9), 14879-14901  [cit.  2019-12-01]. DOl:
10.3390/molecules190914879. ISSN 1420-3049. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1420-
3049/19/9/14879

[7] Ronald M. Shelton, MAJ, USAFMC. Aloe Vera: Its Chemical and Therapeutic
Properties. International Journal of Dermatology. 1991(30), 679-683.

[8] M.A. Saeed, Ishtiag Ahmad, Uzma Yaqub, Shazia Akbar, Amran Waheed, M. Saleem, and Nasir-
ud- Din. ALOE VERA: A PLANT OF VITAL SIGNIFICANCE. 2003, 2004(9), 1-13.

[9] AKABERI, Maryam, Zahra SOBHANI, Behjat JAVADI, Amirhossein SAHEBKAR a Seyed
Ahmad EMAMI. Therapeutic effects of Aloe spp. in traditional and modern medicine: A
review. Biomedicine & Pharmacotherapy [online]. 2016, 84, 759-772 [cit. 2020-01-15]. DOI:
10.1016/j.biopha.2016.09.096. ISSN 07533322. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0753332216309520

[10] KUMAR, Ramesh, Amit Kumar SINGH, Ashutosh GUPTA, Anupam BISHAYEE a Abhay K.
PANDEY. Therapeutic potential of Aloe vera—A miracle gift of nature. Phytomedicine [online].
2019, 60 [cit. 2020-01-15]. DOL: 10.1016/j.phymed.2019.152996. ISSN 09447113. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0944711319301631

[11]Cactus (Opuntia ficus-indica): A Review on its Antioxidants Properties and Potential
Pharmacological Use in Chronic Diseases. Natural Products Chemistry & Research [online].
2014, 2(6) [cit. 2020-01-16]. DOI: 10.4172/2329-6836.1000153. ISSN 23296836. Dostupné z:
http://www.esciencecentral.org/journals/cactus-opuntia-ficusindica-a-review-on-its-antioxidants-
properties-2329-6836.1000153.php?aid=33317

[12] EL-MOSTAFA, Karym, Youssef EL KHARRASSI, Asmaa BADREDDINE, et al. Nopal Cactus
(Opuntia ficus-indica) as a Source of Bioactive Compounds for Nutrition, Health and
Disease. Molecules [online]. 2014, 19(9),  14879-14901  [cit. = 2020-01-19].  DOL:
10.3390/molecules190914879. ISSN 1420-3049. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1420-
3049/19/9/14879

[13] ARAGONA, M., E. R. LAURIANO, S. PERGOLIZZI a C. FAGGIO. Opuntia ficus - indica (L.)
Miller as a source of bioactivity compounds for health and nutrition. Natural Product
Research [online]. 2017, 32(17), 2037-2049 [cit. 2020-01-19]. DOI:

50


http://www.hindawi.com/archive/2014/210463/
http://onkder.org/pdf/pdf_TOD_949.pdf
http://www.mdpi.com/1420-3049/19/9/14879
http://www.mdpi.com/1420-3049/19/9/14879
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0753332216309520
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0944711319301631
http://www.mdpi.com/1420-3049/19/9/14879
http://www.mdpi.com/1420-3049/19/9/14879

10.1080/14786419.2017.1365073. ISSN 1478-6419. Dostupné z:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14786419.2017.1365073

[14] NIU, Ben, Ping SHAO, Yangchao LUO a Peilong SUN. Recent advances of electrosprayed
particles as encapsulation systems of bioactives for food application. Food
Hydrocolloids [online]. 2020, 99 [cit. 2020-01-20]. DOI: 10.1016/j.foodhyd.2019.105376. ISSN
0268005X. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X19316443

[15] ASSADPOUR, Elham a Seid MAHDI JAFARI. A systematic review on nanoencapsulation of
food bioactive ingredients and nutraceuticals by various nanocarriers. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition [online]. 2019, 59(19), 3129-3151 [cit. 2020-01-20]. DOI:
10.1080/10408398.2018.1484687. ISSN 1040-8398. Dostupné z
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10408398.2018.1484687

[16] NEDOVIC, Viktor, Ana KALUSEVIC, Verica MANOJLOVIC, Steva LEVIC a Branko
BUGARSKI. An overview of encapsulation technologies for food applications. Procedia Food
Science [online]. 2011, 1, 1806-1815 [cit. 2020-01-20]. DOI: 10.1016/j.prof00.2011.09.265.
ISSN 2211601X. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2211601X11002665

[17] SPERANZA, Barbara, Leonardo PETRUZZI, Antonio BEVILACQUA, Mariangela GALLO,
Daniela CAMPANIELLO, Milena SINIGAGLIA a Maria Rosaria CORBO. Encapsulation of
Active Compounds in Fruit and Vegetable Juice Processing: Current State and
Perspectives. Journal of Food Science [online]. 2017, 82(6), 1291-1301 [cit. 2020-01-20]. DOI:
10.1111/1750-3841.13727. ISSN 00221147. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/1750-
3841.13727

[18] ARAGONA, M., E. R. LAURIANO, S. PERGOLIZZI a C. FAGGIO. Opuntia ficus - indica (L.)
Miller as a source of bioactivity compounds for health and nutrition. Natural Product
Research [online]. 2017, 32(17), 2037-2049 [cit. 2020-01-20]. DOI:
10.1080/14786419.2017.1365073. ISSN 1478-6419. Dostupné z
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14786419.2017.1365073

[19] BERRABAH, Hicham, Khaled TAIBI, Leila AIT ABDERRAHIM a Mohamed BOUSSAID.
Phytochemical composition and antioxidant properties of prickly pear (Opuntia ficus-indica L.)
flowers  from the Algerian germplasm. Journal of Food Measurement and
Characterization [online]. 2019, 13(2), 1166-1174 [cit. 2020-01-20]. DOI: 10.1007/s11694-019-
00032-8. ISSN 2193-4126. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s11694-019-00032-8

[20] ORSINI, Francesca, Irena VOVK, Vesna GLAVNIK, Urska JUG a Danilo CORRADINI.
HPTLC, HPTLC-MS/MS and HPTLC-DPPH methods for analyses of flavonoids and their
antioxidant activity in Cyclanthera pedata leaves, fruits and dietary supplement. Journal of Liquid
Chromatography & Related Technologies [online]. 2019, 42(9-10), 290-301 [cit. 2020-01-20].
DOLl: 10.1080/10826076.2019.1585630. ISSN 1082-6076. Dostupné z
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10826076.2019.1585630

[21] CHEMAT, Farid, Maryline ABERT-VIAN, Anne Sylvie FABIANO-TIXIER, Jochen STRUBE,
Lukas UHLENBROCK, Veronika GUNJEVIC a Giancarlo CRAVOTTO. Green extraction of
natural products. Origins, current status, and future challenges. TrAC Trends in Analytical
Chemistry [online]. 2019, 118, 248-263 [cit. 2020-01-20]. DOI: 10.1016/j.trac.2019.05.037. ISSN
01659936. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0165993619300706

[22] YAHIA, E.M., JDE.J. ORNELAS a A. ANAYA. EXTRACTION AND CHEMICAL
CHARACTERISTICS OF MUCILAGE FROM MESQUITE, ALOE VERA, MAGUEY AND
PRICKLY PEAR CACTUS CLADODES (NOPAL) AND EVALUATION OF ITS PREBIOTIC
EFFECT ON THE GROWTH OF 2 PROBIOTIC BACTERIA. Acta Horticulturae [online].
2009, (841), 625-628 [cit. 2020-01-20]. DOI: 10.17660/ActaHortic.2009.841.98. ISSN 0567-
7572. Dostupné z: https://www.actahort.org/books/841/841 98.htm

[23] CHAOUCH, Mohamed Aymen, Jawhar HAFSA, Christophe RIHOUEY, Didier LE CERF a
Hatem MAJDOUB. Depolymerization of polysaccharides from Opuntia ficus indica: Antioxidant

51


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14786419.2017.1365073
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X19316443
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10408398.2018.1484687
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2211601X11002665
http://doi.wiley.com/10.1111/1750-3841.13727
http://doi.wiley.com/10.1111/1750-3841.13727
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14786419.2017.1365073
http://link.springer.com/10.1007/s11694-019-00032-8
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10826076.2019.1585630
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0165993619300706
https://www.actahort.org/books/841/841_98.htm

and antiglycated activities. International Journal of Biological Macromolecules [online].
2015, 79, 779-786 [cit. 2020-01-20]. DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2015.06.003. ISSN 01418130.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813015004055

[24] DI LORENZO, Flaviana, Alba SILIPO, Antonio MOLINARO, et al. The polysaccharide and low
molecular weight components of Opuntia ficus indica cladodes: Structure and skin repairing
properties. Carbohydrate Polymers [online]. 2017, 157, 128-136 [cit. 2020-01-20]. DOI:
10.1016/j.carbpol.2016.09.073. ISSN 01448617. Dostupné z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861716311298

[25] LEFSIH, Khalef, Cédric DELATTRE, Guillaume PIERRE, Philippe MICHAUD, Tejraj M.
AMINABHAVI, Farid DAHMOUNE a Khodir MADANI. Extraction, characterization and
gelling behavior enhancement of pectins from the cladodes of Opuntia ficus indica. International
Journal of Biological Macromolecules [online]. 2016, 82, 645-652 [cit. 2020-01-20]. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2015.10.046. ISSN 01418130. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813015300507

[26] AMMAR, Imene, Monia ENNOURI a Hamadi ATTIA. Phenolic content and antioxidant activity
of cactus (Opuntia ficus-indica L.) flowers are modified according to the extraction
method. Industrial Crops and Products [online]. 2015, 64, 97-104 [cit. 2020-01-20]. DOI:
10.1016/j.indcrop.2014.11.030. ISSN 09266690. Dostupné zZ
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0926669014007328

[27] Radka Kelichova. OPUNTIA FICUS-INDICA. Botanic [online]. [cit. 2020-01-21]. Dostupné z:
https://botanic.cz/herbar/opuntia-ficus-indica

[28] ENGWAYU, Jophat a Marek PAWLIK. Adsorption of anionic polymers on hematite — a study of
zeta potential distributions. Minerals Engineering [online]. 2020, 148 [cit. 2020-03-18]. DOI:
10.1016/j.mineng.2020.106225. ISSN 08926875. Dostupné zZ:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0892687520300455

[29] Zeta potential. Malvern [online]. 2015 [cit. 2015-04-15]. Dostupné z: http://www.malvern.com/

[30] SCHEFFOLD, F., et al. New trends in optical microrheology of complex fluids
and gels . Progress in Colloid and Polymer Science. [online]. 2004, Vol. 123, s. 141-146. DOI:
10.1007/978-3-540-36462-7_32

[31] KIRBY, B. J.; HASSELBRINK, E- F. Zeta potential of microfluidic substrates: 1. Theory,
experimental techniques, and effects on separations. ELECTROPHORESIS. 2004, vol. 25, issue
2, 187-202

[32] VAZQUEZ-VUELVAS, Oscar F., Félix A. CHAVEZ-CAMACHO, Jorge A. MEZA-
VELAZQUEZ, Emilio MENDEZ-MERINO, Merab M. RIOS-LICEA a Juan Carlos
CONTRERAS-ESQUIVEL. A comparative FTIR study for supplemented agavin as functional
food. Food Hydrocolloids [online]. 2020, 103 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/j.foodhyd.2020.105642. ISSN 0268005X. Dostupné z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X18317302

[33] WISE, Kimber, Harsharn GILL a Jamie SELBY-PHAM. Willow bark extract and the
biostimulant complex Root Nectar® increase propagation efficiency in chrysanthemum and
lavender  cuttings. Scientia  Horticulturae [online]. 2020, 263 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/j.scienta.2019.109108. ISSN 03044238. Dostupné z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S030442381930994 X

[34] RASOULPOUR, Rasoul, Keramat IZADPANAH a Alireza AFSHARIFAR. Opuntin B, the
antiviral protein isolated from prickly pear (Opuntia ficus-indica (L.) Miller) cladode exhibits
ribonuclease activity. Microbial Pathogenesis [online]. 2020, 140 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/j.micpath.2019.103929. ISSN 08824010. Dostupné z
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0882401019316791

[35] Mikes V.: Zakladni biochemické praktikum. Skriptum, MU Brno, 1997.

52


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813015004055
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861716311298
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813015300507
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0926669014007328
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0892687520300455
http://www.malvern.com/
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0882401019316791

[36] MENDEL, Zvi, Alexei PROTASOV, Juan M. VANEGAS-RICO, J. Refugio LOMELI-FLORES,
Pompeo SUMA a Esteban RODRIGUEZ-LEYVA. Classical and fortuitous biological control of
the prickly pear cochineal, Dactylopius opuntiae, in Israel. Biological Control [online].
2020, 142 [cit. 2020-03-23]. DOL: 10.1016/j.biocontrol.2019.104157. ISSN 10499644. Dostupné
z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1049964419304360

[37] GUO, Mingming, Mingfeng HE, Jianjun ZHONG, Qiao HE, Balarabe B. ISMAIL, Guoying
CHEN a Donghong LIU. High-performance liquid chromatography (HPLC)-fluorescence method
for determination of bisphenol A diglycidyl ether (BADGE) and its derivatives in canned
foods. Science of The Total Environment [online]. 2020, 710 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/j.scitotenv.2019.134975. ISSN 00489697. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0048969719349678

[38] ZHAO, Huanhuan, Xinyue ZHOU, Enbo XU, Mingming GUO a Donghong LIU. Extrinsic
factors influencing nano-/micro-particle formation in pure soy glycinin solution via heating. Food
Hydrocolloids [online]. 2020, 103 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.1016/j.foodhyd.2020.105649. ISSN
0268005X. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X 19324828

[39] HAN, Guang, Shuming WEN, Han WANG a Qicheng FENG. Selective adsorption mechanism of
salicylic acid on pyrite surfaces and its application in flotation separation of chalcopyrite from
pyrite. Separation and Purification Technology [online]. 2020, 240 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1016/j.seppur.2020.116650. ISSN 13835866. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1383586619352657

[40] TRAN, Vinh Van, Ju-Young MOON a Young-Chul LEE. Novel Magnesium Aminoclay-Vitamin
C Hybrid for Enhanced Stability and Bioactivity in Cosmeceutical Applications. Journal of
Nanoscience and Nanotechnology [online]. 2020, 20(7), 4257-4262 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1166/jnn.2020.17583. ISSN 1533-4880. Dostupné z:
https://www.ingentaconnect.com/content/10.1166/jnn.2020.17583

[41] NASCIMENTO, Luis Gustavo Lima, Federico CASANOVA, Naaman Francisco Nogueira
SILVA, Alvaro Vianna Novaes de Carvalho TEIXEIRA a Antonio Fernandes de CARVALHO.
Casein-based hydrogels: A mini-review. Food Chemistry [online]. 2020, 314 [cit. 2020-03-23].
DOL: 10.1016/j.foodchem.2019.126063. ISSN 03088146. Dostupné VA
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814619322113

[42] PATIL, Jayesh, Rahul RAJPUT, Pritam PATIL, Arun MUJUMDAR a Jitendra NAIK.
Generation of sustained release chitosan nanoparticles for delivery of ketorolac tromethamine: a
tubular microreactor approach. International Journal of Polymeric Materials and Polymeric
Biomaterials [online]. 2020, 69(8), 516-524 [cit. 2020-03-23]. DOl:
10.1080/00914037.2019.1581201. ISSN 0091-4037. Dostupné z:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00914037.2019.1581201

[43] Ceskoslovensky 1ékopis: Pharmacopoea Bohemoslovaca. 4. vyd. Praha: Avicenum, 1987

[44] [Zakladni techniky prace s tkafiovymi kulturami. Ustav 1ékatské chemie a biochemie [online].
[cit. 2019-05-13]. Dostupné z: http://chel.If1.cuni.cz/html/TK.pdf]

[45] RAHMAN, Atta-ur-. 2017. Studies in natural products chemistry. New York: Elsevier.

[46] WORKMAN, Jerry a Art W. SPRINGSTEEN. Applied spectroscopy: a compact reference for
practitioners. San Diego: Academic Press, ¢1998. ISBN 9780127640709.

[47IMOLDOVEANU, Serban C. a Victor DAVID. Essentials in modern HPLC separations. Waltham,
MA: Elsevier, c2013. ISBN 9780123850133.

53


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00914037.2019.1581201
http://che1.lf1.cuni.cz/html/TK.pdf

8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Pouzité jednotky

g-gram

mg - miligram

1 - liter

ml - mililiter

pl -mikroliter

H - hodina

nm - nanometer

°C - stupne Celzia

D - Dalton

Ostatné

HPLC - High Performance Liquid Chromatography, vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia
DLS - Dynamic Light Scattering, dynamicky rozptyl svetla
UV - ultrafialova oblast’

VIS - viditel'n4 oblast’

NB - Nutrient Broth

YPD - Yeast Extract Powder

BHI - Brain Heart Infusion
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