VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

SIPEK — ZDROJ PRIRODNICH LATEK

ROSEHIP — THE SOURCE OF NATURAL COMPOUNDS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE EliSka Motuzova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE RNDr. Maria Vesela, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2016



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkyrova 464/118, 61200 Brno

Zadani bakalarskeé prace

Cislo bakalarské prace: FCH-BAK1026/2015 Akademicky rok: 2015/2016
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): EliSka Motuzova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (B2901)

Studijni obor: Biotechnologie (2810R001)

Vedouci prace RNDr. Méria Vesela, Ph.D.

Konzultanti:

Nazev bakalarské prace:
Sipek — zdroj pfirodnich latek

Zadani bakalarske prace:

1. Vypracuijte literarni reSersi o antimikrobialnich latkach obsazenych v Sipku.
2. Pripravte extrakty ze Sipkovych plod( a ovéfte jejich Gginky na vybrané druhy bakterii.
3. Vyhodnotte a zpracuijte experimentalni vysledky.

Termin odevzdani bakalarskeé prace: 20.5.2016

Bakalafska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poétu exemplafll na sekretariat Gstavu a v
elektronické formé vedoucimu bakalafské prace. Toto zadani je pfilohou bakalafské prace.

EliSka Motuzova RNDr. Maria Vesela, Ph.D. prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Cilem této bakalafské prace bylo zkoumani antimikrobialni aktivity extraktt riznych druht
Sipkovych ¢aji. Dale byla stanovovana koncentrace biologicky aktivnich latek, polyfenolt a
flavonoidd, a celkova antioxidac¢ni aktivita téchto ¢aji.

V teoretické ¢asti byly shrnuty zakladni informace o ruzi Sipkové, rozdé€leni Caji, piehled
biologicky aktivnich latek a zakladni metody extrakce. Praktickd c¢ast byla vénovana
stanoveni antioxidac¢ni aktivity, obsahu polyfenoli a flavonoidii extrakt ¢aji a dale stanoveni
antimikrobialni aktivity danych extrakti na bakteridlni kmeny Serratia marcescens a
Micrococcus luteus.

Z vysledkt prace vyplyva, ze vodné extrakty vykazuji jistou mikrobidlni aktivitu. Zaroven
zvolené extrakty obsahuji velké mnozstvi polyfenolickych a flavonoidnich latek.

ABSTRACT

The goal of this bachelor thesis was to study the antimicrobial activity of various extracts of
rosehip tea. As well as to determinate concentration of biologically active compounds,
polyfenols and flavonoids, and antioxidant activity in these teas.

Teoretical part describes basic information about Rosa canina, general classification of tea,
summary of biologically active compounds and basic methods of extraction. Practical part is
focused on determination of anioxidant acivity, comcentration of polyfenols and flavonoids
in tea extracts and detection of animicrobial activity of these extracts against bacterial strains
Serratia marcescens and Micrococcus luteus.

The results of this theasis show that aqueous extracts of rosehips tea are animicrobialy active.
It was also found, that these extracts have hight contents of polyphenols and flavonoids
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1. UVOD

Potrava clovéka je chemicky velmi slozitym materidlem. Podle hrubych odhadd se
Vv Cerstvych potravinach vyskytuje na ptl milionu riznych chemickych sloucenin. Dalsi velké
mnozstvi vznikd enzymovymi a neenzymovymi reakcemi pii zpracovani, skladovani a Gpravé
potravin. Velké mnozstvi riznych sloucenin se do potravy ptidava uméle jako aditiva at’ uz
pro zvyraznéni chuti nebo pro delsi zivotnost a skladovatelnost potravin. [15]

Ptirodni materialy pouzivané jako potrava obsahuji velké mnozstvi latek, které si lidské télo
nedokéZe samo vytvofit, musi je tedy ziskavat z potravy. Rada potravin, zejména rostlinného
puvodu, obsahuje také toxické latky. Ty mohou byt toxické pouze pro urcité jedince, tehdy se
projevuje intolerance na danou potravinu, jejimz projevem mohou byt naptiklad alergie. [15]

V dnesni dobé, kdy lze o potravinach snadno najit velké mnozstvi informaci, se poptavka
obraci na bezpecné a zdravé suroviny. ZvySuje se poptavka po potravinach péstovanych
bez chemickych hnojiv a bez tGprav aditivy. [21]

Lécivé ucinky rostlin byly znamy jiz pted dlouhou dobou, stejné jako jejich schopnost
konzervovat urcité potraviny. PiestoZe antimikrobialni systémy rostlinnych produkti nejsou
doposud pln¢ prozkoumany, jsou pro tuto vlastnost hojné vyuzivany a je snaha pro jejich plné
pochopeni. [22]

Ptirodni latky jsou dnes preferované pro jejich nizkou toxicitu a fadové lepsi odbouratelnost
V porovnani s uméle ptipravenymi antibiotiky. [22]

Cilem préace, kterou drzite v rukou, je stanoveni biologicky aktivnich latek a antioxidacni
aktivity extraktl z ¢ajovych piipravkd plodi r0Ze Sipkové a dale stanoveni mozné
antimikrobialni aktivity stejnych extrakti na mikroorganismy Serratia marcescens a
Micrococcus luteus.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Riize Sipkova
2.1.1 Popis

Ruze Sipkova (Rosa canina) patii do ¢eledi razovitych. Je rozsifena téméf po celé Evropé.
Zasahuje az na Kanarské ostrovy, do severozapadni Afriky, Malé¢ Asie az do Stfedni Asie.
V CR se jednd o rozsiteny druh rostouci od niZin az po horské oblasti. [1]

Jedna se o ket dorustajici az do 3,5m vySky. Vétve jsou ostnité, kvétonosné vétévky
bezostné. Kvéty rostou na vétévkach po jednom az péti, korunni listky se vzajemné dotykaji.
Barva kvéth pfi rozkvétani byva syté rizova, béhem dokvétani bledne do svétle rizové az
bilé. Kete kvetou od kvétna do ¢ervna. Plody jsou nepravé — Sipky vej€itého tvaru, po dozrani
¢ervené, s tvrdymi, $picaté vejcitymi, svétle hnédymi nazkami. [8]

2.1.2 Slozeni plodu

Sipky jsou cennym zdrojem riznych ué¢innych latek. Mezi hlavni patii vitamin C, zde
zastoupen kyselinou askorbovou. Mnozstvi vit. C se v extraktech S§ipku pohybuje mezi
0,56 a 7,73 mg/g susiny. Nejvice vitaminu C plody obsahuji po dosaZeni plné zralosti, kdy
jsou syté Cervené a tvrdé. Pii skladovani se obsah kyseliny askorbové v plodu postupné
snizuje. [2]

Sipky dale obsahuji flavonoidy, fenoly, vitaminy By, By, P a K, dalsi organické kyseliny jako
citronova, jable¢na nebo nikotinova, sacharidy, pektin, mineralni latky a slizy. [3]

2.2 Prirodni a¢inné latky

Urcité latky piitomné v prostiedi maji na mikroorganismy nepiiznivy vliv disledkem
specifického chemického sloZeni (nikoliv tim, Ze by ovlivilovaly pH nebo oxidacné redukéni
potencial prostiedi). Takové latky se nazyvaji antimikrobialni. Mohou pouze zastavovat
mnozeni mikroorganismii — mikrobiostatické latky, nebo je rovnou usmrcuji — mikrobicidni
latky. Pokud latky ptisobi pouze na bakterie, jedna se o bakteriostatické nebo baktericidni,
ovlivityji-li kvasinky a plisné, nazyvaji se fungistatické ¢i fungicidni. N&které antimikrobialni
latky mohou v nizkych koncentracich fungovat mikrobiostaticky a az ve vysSich
koncentracich mikrobicidné. Jiné naopak 1 ve velmi vysokych koncentracich pouze zpomaluji
¢i zastavuji rust a jejich ucinek neni trvaly. Velka Cast antimikrobidlnich latek naopak
ve velmi nizkych koncentracich funguje jako stimulant, protoze zrychluje metabolismus
mikroorganismi a tak zvySuje i jejich rozmnozovani. [10]

2.2.1 Alkaloidy

Alkaloidy jsou heterocyklické slouceniny s vazanym aminovym dusikem. Maji rdzné
farmakologické ucinky, pro které jsou hojné vyuZzivany v medicin€. Prvni a nejzndméjsi
ptiklad lékaisky vyuZzivaného alkaloidu je morfin, ktery byl izolovan v roce 1805 z maku
setého. Dva znamé derivaty morfinu jsou kodein a kokain. Déle jsou vyuzivané diterpenové
alkaloidy izolované z pryskyiniku, vykazujici antimikrobialni aktivitu, nebo Solamargin, coz

9



je glycoalkaloid pouzivany proti infekci HIV. Hlavni aktivita alkaloidd je pravdépodobné
disledkem efektivni tranzitni doby v tenkém stievé. DalSi vyznamny alkaloid je berberin,
potencialné¢ ucinny proti rodu trypanozoma a plasmodium, ktery zabrafuje rozmnozovani
mikroorganismi tim, ze se vmezefuje do jejich DNA. [4]

Alkaloidy jsou kone¢né produkty sekundarniho metabolismu a nepodléhaji vyrazné
degeneraci. VétSinou vznikaji z aminokyselin, které poskytuji heterocyklické atomy dusiku.
Jsou soucasti mechanismul, které pomahaji rostlinam v pfeckani nepfiznivych podminek jako
prechodny nedostatek zivin, nizké teploty, zivoc¢isni sktudci. Alkaloidy se svou funkci nelisi
od sekundarnich metabolitd. [9]

2.2.2 Fenoly a polyfenoly

Fenoly jsou alkoholy, které obsahuji hydroxylové skupiny navdzané piimo na aromatické
jadro. Podobn¢ jako alkoholy jsou schopné tvotit oxoniové soli, estery a fenolaty. Ve srovnani
s alkoholy jsou kyselejsi. Zakladni slou¢eninou je fenol. [5]

Naptiklad bézné rostliny estragon a tymian obsahuji  kyselinu  kavovou
(kyselina 3,4-dihydroxyskoticova), ktera je ucinna proti virim, bakteriim a houbam. [4]

Nejjednodussimi aromatickymi latkami, se kterymi se v rostlindch setkdvame, jsou polyfenoly
hydrochinon, pyrokatechin a jeho methylester guajakol, floroglucin a pyrogalol. Tyto
polyfenoly jsou pfitomné v rostlinach hlavné ve formé riznych glykosidu a tanind. [9]

2.2.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou fenolické struktury obsahujici jednu karbonylovou skupinu. Jedna se 0 velmi
rozsédhlou skupinu. V sou€asné dob¢ je znamo pies 4000 flavonoidnich latek. Jednotlivé
derivaty se vétSinou liSi pouze stupném substituce a oxidace. Jsou dulezitou soucasti
antioxidacniho systému, zabranuji peroxidaci lipidd, likviduji volné kyslikové radikaly,
mohou vazat a inaktivovat rizné prooxida¢ni kovové ionty jako je méd’ ¢i Zelezo. [6]

Od doby, kdy byly objeveny, se syntetizuji v rostlindch kvili zjisténi jejich reakce
na mikrobidlni infekci. Je tedy znama jejich antimikrobialni ucinnost proti Siroké fadé
mikroorganismi. Jejich aktivita pravdépodobné spociva Vv neschopnosti reagovat
s extracelularnimi proteiny ve sténé mikroorganismii, coz vede k degradaci bunécné stény.
Lipofilni flavonoidy mohou narusit mikrobialni membrany. [4]

2.2.4 Trisloviny

Ttisloviny neboli taniny jsou znacnou skupinou polymernich fenolovych sloucenin
pfitomnych v potravinach rostlinného pivodu. Pfi interakci s bilkovinami dutiny Ustni vznika
trpka chut. Jsou to ptirozené slozky potravin, které ovlivituji Zadouci i nezadouci chutové
vlastnosti potravin.

Vzhledem K rozmanité struktufe tanini jsou ruzné i fyziologické vlastnosti. Naptiklad
proantokyanidy maji velky antioxida¢ni potencial a funguji jako lapace volnych radikald, coz
je dulezit¢ pro protizanétlivé a protialergické ucinky. Neékteré kondenzované taniny se
pouzivaji jako antioxidanty pfidavané do potravin. [7]
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2.2.5 Terpeny

Téz jsou nazyvané izoprenoidy. Jedna se o rozsahlou skupinu biomolekul, ktera je strukturné
odvozena od isoprenu a tvofi skupinu nezmydelnitelnych lipidi. Isoprenoidni struktury byvaji
soucasti vétsich biologicky aktivnich molekul jako chlorofyl, ubichinon, vitaminy E a K.
V piirodé je znamo vice nez 5 000 isoprenoidi, vyskytuji se ve vSech typech bunék. [13]

Mezi znamé izoprenoidy patii napiiklad kaucuk, dale cholesterol a steroidy. Vyznamnymi
zastupci je skupina vitaminii rozpustnych v tucich — A, D, E, K.

Metabolismus terpenil je v rostlindch velmi rtznorody. Rostliny totiz z terpenii tvoii fadu
vonnych latek a silic. Jako ptiklady Ize uvést mentol, kafr a citronelol. [14]

2.2.6 Silice

Silice, n¢kdy nazyvany etheriecké oleje, jsou piirodni vonné latky, povahové blizké
terpentim, které se vyuzivaji pti tvorbé aromat a tresti. Chemicky se jedna o smési t€kavych
lipofilnich latek. Rostliny diky nim maji specifickou vini nebo je vyuzivaji jako obranny
mechanismus. Ziskavaji se ze vSech ¢asti rostlin. Vyuzivaji se v potravinaistvi, parfumerii i
farmacii. Znamymi zastupci jsou limonen ¢i citral. [9], [15]

2.3 Antioxidanty

Peroxidace lipidi vystavenych kysliku je zodpovédnd nejen za kaZeni potravin, ale i
za poSkozovani tkani in vivo, kde se mlze stat pti¢inou rakoviny, zanétlivych onemocnéni,
aterosklerdzy, starnuti apod. Poskozeni je zahdjeno volnymi radikély vzniklymi béhem tvorby
peroxidl z mastnych kyselin, které obsahuji dvojné vazby oddélené methylenem, tedy takové,
které¢ jsou zastoupeny V piirozené¢ se vyskytujicich nenasycenych mastnych kyselinach.
Peroxidace lipidli je fetézova reakce poskytujici neustdly piisun volnych radikald, které

.....

ROOH, miiZze mit tato fetézova reakce fatalni tiinky.

Piiroda a organismy vyuZzivaji antioxidanty ke kontrole a omezeni peroxidace lipidi.
Jednotlivé antioxidanty mohou pusobit jako preventivni, omezujici iniciani fazi fetézové
reakce, nebo jako prerusujici fetézovou reakci. Mezi pfirodni antioxidanty patii vitamin E,
kyselina mocova, vitamin C ¢i f-karoten. Jako ptisady do potravin se pouzivaji propylgallat,
butylovany hydroxyanisol a butylovany hydroxytoluen. [16]

2.3.1 Vyznamné zdroje antioxidanti
2.3.1.1 Vitamin E (tokoferol)

Tokoferoly jsou isoprenovymi substituenty 6-hydroxychromanu nebo toklu. Vitamin E je
nejdilezité)$i pfirozeny antioxidant. Antioxidacni aktivita spocitd ve schopnosti prenaset
vodik z fenolové skupiny na volny peroxyradikdl peroxidované polyenové kyseliny a tim
prerusovat fetézové reakce volnych radikali. Aby se tokoferol regeneroval, reaguje
s vitaminem C. [16]
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2.3.1.2 p-karoten

Provitamin A je pfitomen v zeleniné¢ ve form¢ zlutého pigmentu, ktery je tvoien dvéma
molekulami retinolu spojenymi na aldehydovych koncich svych uhlikovych fetézci.
Schopnost B-karotenu pusobit jako antioxidant je umoznéna tim, ze stabilizuje volné
peroxidové radikaly vlivem své konjugované alkylové struktury. Protoze je u¢inny i pfi nizké
koncentraci kysliku, dopliiuje antioxida¢ni piisobeni vitaminu E. [16]

2.3.1.3 Vitamin C (kyselina L-askorbova)

Vitamin C je jedina funk¢ni biologicka sloucenina kyseliny askorbové. Esencialni je pouze
pro clovéka a nékolik dalSich zivocichii. Podili se pfedev§im na vyznamnych reakcich
probihajicich v organismu. Dulezitou funkci pfi antioxida¢nim putsobeni je schopnost
reagovat s aktivnimi formami kysliku — volnymi radikaly a S oxidovanymi formami
vitaminu E zabezpecujici jeho ochranu a ochranu membranovych lipidi pied oxidaci.
V kombinaci s vitaminem E se jedna o nejsilngjsi antioxidant. U&inné brzdi autooxidaci
reakci s radikalem mastné kyseliny. Vznikly askorbyl-radikal neni dale schopen fetézové
reakce a disproporcijonuje na askorbovou a dehydroaskorbosou kyselinu. [15]

2.3.1.4 Kyselina mocovd

Kyselina mocova je kone¢nym metabolitem odbouravéani purini. Muze byt oxidovana mnoha
biologicky relevantnimi oxidanty na alantonin (dusikatd latka s vyraznymi regenerac¢nimi
ucinky), jehoz stanoveni je u lidi ¢asto navrhovano jako ukazatel miry radikalovych reakci.
Kyselina moc¢ova velmi dobfe odstrafiuje volné radikaly a singletové kysliky, pro coz se
vyuziva termin scavenger. Ochranuje erytrocyty pied peroxidativnim poskozenim, které¢ mize
vést az k hemolyze. [17]

2.3.1.5 Spyntetické piisady do potravin

Jedna se o synteticky vyrdbéna aditiva s antioxidaéni aktivitou. Casto pouZivany je
propylgallat, znamy pod ciselnym koédem E310. Vyrabi se esterifikaci propyl alkoholu a
kyseliny gallové, ziskdvané ze skotapky liskovych ofechil. Pouziva se v tucich a olejich, kde
zpomaluje Zluknuti. Lze jej najit hlavné v obalovych materidlech bramborovych lupinki,
cerealii, masnych vyrobku a dalSich, kde slouzi jako prevence oxidace. [18]

Butylovany hydroxyanisol (BHA) a butylovany hydroxytoluen (BHT), zndmé pod kody E320
a E321, jsou pouzivany jako stabilizatory v mnoha potravindch. Oba jsou vyrabény
z vedlejsich produkti pii zpracovani ropy. Lze je najit ve zvykackach, produktech z brambor,
pecivu a dalSich. Vyuzivaji se také ve farmacii. [19]

2.4 Caje — zdroj biologicky aktivnich latek

Dlouh4 historie ¢aje jako napoje je pozoruhodna. Caj je péstovan na rtiznych mistech a
v riiznych podminkach po celém svété. Nejvétsim vyvozcem je Cina nasledovana Indii. Dale
jsou znamé caje vyvazené z Keni, Sri Lanky, Turecka a Vietnamu. Zakladni a pravy Caj je
oviem vyroben z listd rostliny Camellia sinensis pivodem z Ciny. V dne$ni dobé je ¢&aj
po vodé druhy nejoblibengjsi napoj. [23]
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2.4.1 Déleni ¢aji

Podle zpiisobu péstovani a nasledného zpracovani jsou ¢aje déleny do tii hlavnich kategorii:
fermentované ¢aje, polofermentované Caje a nefermentované Caje. Pojem fermentace se dnes
uziva jen z historickych divodu. Protoze na Cajové listy nepiisobi mikroorganismy, jak by
u fermentace mély, ale kyslik, jedna se ve skute¢nosti o antioxida¢ni aktivitu. [24]

2.4.1.1 Fermentované cCaje
Mezi fermentované Caje patii Cerné Caje a tmavé Caje, zvané pu-erh.

Cerny ¢aj je oblibeny pro vysoky obsah povzbuzujicich latek, tanint. Piitomnost tiislovin
zase napomaha k inhibici absorpce non-hem zeleza. [24]

Pu-erh obsahuje vysoké mnozstvi kofeinu. Casta komunikace tdchto ¢aji se nedoporuéuje
z divodu rizika vysokého krevniho tlaku, cukrovky, problému se spankem a dalSich. [24]

2.4.1.2 Polofermentované cCaje

Polofermentované ¢aje, také Casto nazyvany oolongy, tvoii piechod mezi zelenymi a ¢ernymi
Caji. Jedna se opét o Caje s vysokym obsahem kofeinu. Studie provedena na japonskych
muzich prokazala, ze dlouhodobé pozivani téchto ¢ajii mize byt pricinnou vzniku cukrovky,
zaroven ale kratkodobé uzivani vykazuje anti-hyperglykemicky uéinek u osob cukrovkou
trpicich. [24]

2.4.1.3 Nefermentované Caje

Nejznaméjs$imi zastupci nefermentovanych ¢aji jsou Caje zelené. Dale do této skupiny patii
Caje bilé.

Bilé ¢aje snizuji vstiebavani zeleza, pokud jsou konzumovany ve vysokych davkach. Studie
na potkanech ukazuji, Ze nerozpustné¢ komplexy vznikajici V travicim traktu nemaji tcinek
na t€lesnou vahu, ptijem potravy a efektivitu vyuziti potravy. [24]

Zelené caje jsou vedle Cernych nejzndméjsi a nejoblibenéjsi Cajové napoje. Ve velmi
vysokych davkach mlze mit kofein v Caji obsaZeny vliv na vznik osteopordzy a hypertenze.
Je znamo, Ze zeleny ¢aj ma inhibi¢ni uCinky na metabolismus léciv. Katechiny v €aji
obsazen¢ se mohou vazat na ucinné slozky léCiv a snizovat tak jejich ucinek. Z téchto davodi
se piti zeleného ¢aje nedoporucuje osobam uzivajicim 1éky napiiklad k 1é€bé bipolarnich
poruch, estrogeny, klozapin a podobné. [24]

2.5 Ovocné ¢aje a Cajové smési

Oznaceni ovocné Caje je nespravné, protoze tyto vyrobky nemaji s ¢ajem, ptvodni rostlinou,

nic spolecného. Vhodné 0znaceni by mélo byt spiSe ovocné ¢i bylinné vyluhy. Oznaceni Caj je

ovSem obecné uznavano, jednak pro dlouhou historii pouzivani a také pro zptisob ptipravy.

2.5.1 Sipkovy ¢aj

Ruze Sipkova byla jiz v minulosti hojné vyuZivana jako potravina. Zpracovavany jSOu

predevsim okvétni listky a plody. Nejen diky vysokému obsahu vitaminu C je Sipek velmi
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oblibena plodina prospésna pro celkové posileni organismu, dale jako prevence proti
paradentoze a onemocnéni dasni. Také se hojné vyuziva jako mirné diuretikum a pfi zanétu
mocovych cest. [8]

2.5.2 Cerny rybiz

Cerny rybiz je po celé Evropé rozsifeny kef, ktery miize dortstat az do vysky 2 metry. U nas
je s oblibou péstovany. Plody jsou typické bobule sladké az trpké chuti. Pro dalsi zpracovani
se vyuzivaji plody a obcas také listy. Plody jsou pro sviij vysoky obsah vitaminli nazyvané
vitaminova bomba. Listy jsou vyuzivany jako spolehlivé antirevmatikum, dale pii cévnich
onemocnénich, podavaji se i pfi mocovych a ledvinovych zanétech. Plody jsou vyuzivany
cerstvé do dzeml a marmelad, pfipadné pro vyrobu sirupti a dal$ich potravin. [25]

2.5.3 Aronie

Aronie, znama pod ndzvem cerny jetab, botanicky temnoplodec cernoplody, je ket dortstajici
az 3 metri vySky. Pivodné pochazi ze severni Ameriky, odkud byl dovezen na pocatku
20. stoleti do Némecka a poté rozsiten po celé Evropé. Plody jsou ¢erné malvice o priiméru
cca 1,5 cm. Plody obsahuji az 60 % $t'avy, proto se nejcastéji zpracovavaji na sirupy, dzemy,
kompoty, ¢aje ¢i vino. Aronie je velmi bohata na vitaminy C, E, P, B-karoten a vitaminy
skupiny B, dale obsahuje flavonoidy, antokyany, pektiny a velké mnozstvi jinych, zatim
neurcenych biologicky aktivnich latek. Pro svoji az sviravé kyselou chut je vyuZzivana
v kombinaci s jinymi druhy ovoce. [25]

2.6 Metody ziskani extraktii

Separace materialu je prvni krok k jeho studiu a studiu latek v ném obsazenych. Nespravnou
upravou vzorku mize dojit k jeho znehodnoceni a znemoznéni dal§i prace. Vzhledem
k rozmanitosti rostlinnych materiald a biologicky aktivnich latek v nich obsazenych existuje
velké mnozstvi separacnich technik. U vétSiny postupd je nutné nejprve urcit biologicky
aktivni latky a aZ ze ziskanych informaci urcit vhodnou metodu. Rlzné metody separace byly
vyvijeny uz od starovéku. U mnohych se zadkladni postup dodnes nezménil, pouze byl
upraven potiebam dnesni doby. [20]

PrestoZe jsou metody rozdilné, maji spolecné nekteré cile: extrakce cilené biologicky aktivni
slou€eniny z komplexniho vzorku rostliny, zvySeni selektivity analytickych metod, zvySeni
koncentrace pozadované cilené latky, pievedeni biologicky aktivni slouceniny do formy
vhodnéjsi pro detekci a separaci, vytvoreni silné, reprodukovatelné metody, ktera je nezavisla
na zmén¢ matrice vzorku. [20]

2.6.1 Konven¢ni metody extrakce

Biologicky aktivni latky z rostlinnych materiali mohou byt ziskavany rdznymi metodami.
Vétsina téchto technik je zaloZena na extrakéni sile pouzitych rozpoustédel v kombinaci
S vyuzitim tepla a michdni. Mezi konvenc¢ni techniky patii vyuziti extrakce pomoci Soxhleta,
macerace a hydrodestilace. [20]
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2.6.1.1 Extrakce pomoci Soxhleta

Tento druh extrakce poprvé navrhl némecky chemik Franz Ritter von Soxhlet v roce 1879.
Pivodné se jednalo o extrakci lipidl, ale dnes uz se pouziva i na dal$i cenné biologicky
aktivni latky. Byla vyuzivana jako model pro porovnani novych extrakénich metod. [20]

2.6.1.2 Macerace

Macerace je vyuzivana pro ptipravu domacich tonik ¢i krémi. Jedna se o popularni a levnou
cestu k ziskani esencialnich olejii biologicky aktivnich latek. [20]

Macerace se sklada ze tfi krokii. Nejprve se rostlinny material nadrti na malé kousky, aby
plocha, kde rozpoustédlo pusobi, byla co nejvétsi. Poté se pfida vhodné rozpoustédlo,
navéazané menstruum, a nadrcena macerac¢ni smés do uzaviené nadoby. V poslednim kroku se
ziskany macerat lisuje z rostlinného vzorku. [20]

2.6.1.3 Hydrodestilace

Hydrodestilace je tradi¢ni metoda ziskani biologicky aktivnich latek a esencidlnich oleji
Z rostlinného materialu.

Existuji dva hlavni typy hydrodestilace, vodni destilace a piima destilace vodni parou. [20]
2.6.2 Nekonven¢ni metody extrakce

Konven¢ni metody trpi nékolika nedostatky, jako naptiklad dlouhd doba extrakce, vysoké
naroky na Cistotu rozpoustédla, nizka extrakéni selektivita a ztrata tepelné labilnich latek
béhem extrakce.

Nekonvenéni metody slibuji pfekonani nedokonalosti konvenénich metod. Mezi nejslibnéjsi
metody se fadi ultrazvukova extrakce, enzymov¢ asistovana extrakce, mikrovinna extrakce,
extrakce pulznim elektrickym polem a tlakova extrakce.

Nekonvenéni metody kladou velky diiraz na pouzivani bezpe¢nych chemikalii, vyuZivani
obnovitelnych zdrojii a energetickou ucinnost. Proto jsou nékdy také nazyvané ,,zelené
techniky*. [20]

2.6.2.1 Ultrazvukova extrakce

Ultrazvuk je druh vInéni nad slySitelnou hranici lidského ucha. V chemii se vétSinou vyuZziva
frekvence 20 kHz az 100 MHz. Béhem dé&je dochazi ke stlacovani a opétovné expanzi média,
coz vede k dé&ji zvanému kavitace. Pti tomto dé&ji dochazi ke vzniku bublin vlivem poklesu
tlaku. Po vyrovnani tlaku bubliny imploduji za vzniku rdzovych vin. Bubliny dosahuji vysoké
teploty a tlaku. Ultrazvukové extrakce vyuziva energii téchto kavita¢nich bublin.

Pisobeni ultrazvuku urychluje pfistup rozpoustédla k bunéénému materidlu a zintenziviiuje
prestup hmoty. Extrakce pomoci ultrazvuku zahrnuje dva fyzikélni jevy, difuzi latek pies
bunécnou sténu a vyplachovani bunééného obsahu po rozruseni bunécéné stény. Hlavni faktory
ultrazvukové extrakce jsou frekvence, teplota, tlak a doba plsobeni ultrazvuku. Metoda byva
vyuzivana v kombinaci s konven¢nimi metodami, protoze zvysuje jejich u¢innost. [20]
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2.6.2.2 Enzymové asistovand extrakce

Nekteré fytochemikalie v rostlinnych matricich jsou rozpusStény v bunécné cytoplasmée a
nékteré slouceniny jsou vazany v polysacharid-ligninové siti pomoci hydrofobnich vazeb a
neni mozné je extrahovat pouze pomoci béznych extrakénich technik. Pouziti enzyma béhem
extrakce se ukdzalo jako uc¢inna metoda. Pro hydrolyzu strukturnich polysacharidi se
vyuzivaji specifické enzymy jako celulaza, a-amylaza a pektinaza.

Enzymov¢ asistovand extrakce se vyuziva ve dvou variantach: enzymové asistovana vodni
extrakce a enzymov¢ asistované lisovani za studena. Pravé pomoci druhé varianty se ziskavaji
velmi kvalitni oleje lisované zriznych semen, které obsahuji vy$$i mnozstvi volnych
mastnych kyselin a fosforu, nez bézn¢ ziskavané.

Enzymové asistovana extrakce je Setrny a ekologicky zptsob pro ziskéani biologicky aktivnich
latek a oleju, protoZe jako rozpoustédlo vyuziva vodu. [20]

2.6.2.3 Mikrovinna extrakce

Mikrovinna extrakce je mladd metoda vyuzivajici pro extrakci biologicky aktivnich latek
mikrovinné energie. Mikrovlny jsou elektromagnetické viny o frekvenci kmitoc¢tu 300 MHz
az 300 GHz. Pasobenim vin se elektromagnetickd energie méni na tepelnou, Coz zpusobuje
otaceni polarnich molekul, které do sebe jeho vlivem narazeji a vytvari tak teplo.

Metoda je rozdélena do tfi krokd. Nejdiiv se odd€li rozpustné latky z rostlinné matrice
pomoci tlaku a teploty. Poté probihd difuze rozpoustédla pres matrici a nakonec dochézi
K uvoliovani rozpustnych latek z matrice do rozpoustédla.

Mikrovinna extrakce je vhodnad predevSim pro extrakci organickych a organokovovych
sloucenin. [20]

2.6.2.4 Extrakce pulznim elektrickym polem

Principem extrakce je rozruseni bunééné membrany, coz zlepSuje G¢innost extrakce. Vyuziva
se Casti s bipodlovym charakterem. B&éhem procesu dojde Kk ptekroceni kritické hodnoty
(pfiblizné 1 V) transmembranového potencialu a mezi dipdly se zacne tvotit odpor. Od tohoto

momentu se za¢nou tvofit v membran€ pory, coz zapti€ini uvolilovani intracelularnich latek
Z rostlinné tkané¢.

Pro extrakci pulznim elektrickym polem se vyuziva jednoduché zafizeni sestavajici se
z komory s elektrodami, do které se vklada rostlinny material. Uginnost zavisi na sile
vstupniho pulsu, teplot€¢ a vlastnostech pouzitého rostlinného materidlu. Protoze pfi
rozruSovani membran pomoci pulzniho elektrického pole dochazi jen Kk malym zménam
teploty, je mozné tuto metodu vyuzit i pro extrakci tepelné labilnich latek. [20]

2.6.2.5 Tlakova extrakce

Pro tlakovou extrakci se v dnesni dobé pouziva nékolik nazvi, naptiklad tlakova extrakce
rozpoustédlem Ci zrychlena extrakce rozpoustédlem.

16



Zaklad metody spociva v aplikaci vysokého tlaku, ktery udrzuje rozpoustédlo v tekuté formé i
pii vysoké teploté. Vysoky tlak zaroven extrakci urychluje. V dnesni dob¢, kdy se velké
mnozstvi metod automatizuje, dochazi u tlakové extrakce k velkému rozvoji.

Vyhodou tlakové extrakce je mald spotieba rozpoustédla, diky ¢emuz je tazena mezi
ekologicky Setrné metody pro extrakci. Zaroven je alternativou k extrakci kapalinou
v nadkritickém stavu. Metoda se vyuziva pro extrakci organickych zneciStujicich latek,
stabilnich za vysoké teploty. [20]

2.7 Biochemické stanoveni aktivnich latek

Aerobni organismy jsou existenén¢ zavislé na kysliku. Soucasné¢ jsou ale vystaveny
negativnimu vlivu reaktivnich forem kysliku, volnym radikéliim, a dal$im slouc¢eninam
vznikajicim jako vedlejsi produkt oxida¢niho metabolismu. Zivé organismy disponuji
komplexnim systémem antioxida¢ni ochrany. [30]

Pro velké mnozstvi stanoveni se vyuziva spektrofotometrickych metod, protoze se jedna
0 metody jednoduse proveditelné a levné.

2.7.1 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni celkovych polyfenoli se nejCastéji provadi pomoci spektrofotometrické metody
s Folin-Ciocaltauovym c¢inidlem. Metoda spociva v reakcilatek smési Folinova cinidla
s fenoly obsazenymi ve vzorku. Vyuziva se redukce fenold za soucasného vzniku modrych
produktli, chromogenli. Rozsah zbarveni, spektrofotometricky méteny pii vlnové délce
750 nm, stanovuje celkovy obsah fenolii. Hodnota koncentrace fenolovych sloucenin je poté
ziskana piepo¢tem na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. [31]

2.7.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Ke stanoveni obsahu flavonoidii se vyuziva spektrofotometrickd metoda s hlinitou soli a
dusitanem. Metoda je znama pod nazvem Christ-Miilerova metoda. Jedna se o detekci
APl komplexti v alkalickém prostiedi. Vysledny roztok je Zluté zabarveny a méfi se jeho
absorbance pii 510 nm. Koncentrace flavonoidl je poté stanovena piepoctem z kalibracni
kiivky katechinu. [32]

2.7.3 Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity

Hojné vyuzivana je metoda TEAC, kterd vyuziva ABTS radikél. Radikal ABTS je stabilni
barevna kapalina. Metoda vyuziva zhaseni radikalt ABTS antioxidanty, které se chovaji jako
donory vodiku. V pfitomnosti latek s antioxidacni aktivitou je ABTS odbarvovan. Méfeni
antioxidacni aktivity probiha spektrofotometricky pii vlnové délce 734 nm. Koncentrace
antioxidacnich latek se ur¢i z rozdilu absorbance v ¢ase 0 a 10 minut a nasledného ptepoctu
z kalibrac¢ni kfivky troloxu. [33]
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2.8 Mikrobiologické metody stanoveni aktivnich latek

Stanoveni mikrobiologické aktivity je esencidlni pro stanoveni citlivosti organismu
na antibiotika, stejn¢ tak je nutné pro screening novych antimikrobialnich latek. Pfirodni
produkty, at’ Cisté nebo jako jejich extrakty, poskytuji Sirokou $kalu moznosti pro vyzkum
novych pfisad vhodnych nejen do 1éCiv.

V soucasnosti je k dispozici n€kolik metod pro zjisténi antimikrobidlni aktivity. Ne vSechny
jsou zaloZeny na stejném principu, ziskané vysledky jsou proto ovlivnény pouze zvolenou
extrakéni metodou, ale také stupném rozpustnosti jednotlivych testovanych slou¢enin. [26]

2.8.1 Difuzni stanoveni antimikrobialni aktivity
Difuzni metoda se fadi mezi kvalitativni a semikvalitativni metody pro stanoveni citlivosti
mikroorganismu k latkdm s antimikrobidlnimi G¢inky.

Metoda vyuzivda tuhé agarové médium, ve kterém je naockovan pozadovany
mikroorganismus. Testovana latka, extrakt, prochazi pomoci difuze médiem a vytvati tak
inhibi¢ni zony. Velikost inhibi¢nich zon zavisi na nékolika faktorech, ptfedné na koncentraci
testované latky, slozeni agarového media, dob¢ inkubace, pH a tloustce vrstvy kultivaéni
pudy. Je dilezité, aby vrstva agaru byla rovhomérné vysoka a mikroorganismus naockovany
Vv celém médiu. Jednotlivé vzorky testované latky musi byt dostatecné vzdalené od okraje a
nesmi se navzajem dotykat.

Podle zplisobu nanaSeni testované latky se metoda d€li na jamkovou a diskovou difuzni
metodu. [26]

Jamkova difuzni metoda

Do ztuhlého agaru se zaockovanou kulturou jsou pomoci korkovrtu vyhloubeny jamky,
do kterych se pipetuje testovana latka. [29]

Diskova difuzni metoda

Testovana latka je napusténa do papirovych diskl, ze kterych difunduje do ztuhlého media
s naoCkovanou kulturou. [29]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje

Spektrofotometr — UV/VIS Helios Delta thermospectronic, Anglie
Analytické vahy — AND GR — 202 — EC, Japonsko

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

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

Autoklav — Vaposteri BMT, Brno

Vortex — Reax Top, Heidoplh, Némecko

Fotoaparat

3.2 Pouzité chemikalie
Destilovand voda

Ethanol 96%

Uhli¢itan sodny
Folin-Ciocaltuovo ¢inidlo
Dusi¢nan sodny

Chlorid hlinity

Katechin

Hydroxid sodny

ABTS-+

3.3 Pouzity software
Operacni systém Windows
MS Word

MS Excel

IrfanView
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3.4 Pouzité vzorky Caje
K testovani inhibi¢niho u¢inku byly pouzity vyluhy a maceraty ze dvou druhti ¢ajt.
1. Smés — Sipek oplodi 50 %, aronie plod 40 %, ¢erny rybiz plod 10 %

od firmy Valdemar Gresik, Natura s.r.0.

Obrazek 1: Cajova smés [27]

2. Bylinny ¢aj — Sipky drcené

od firmy Jifi Pleska¢, Rosa Canina

BABICCIH

OBCHOD

Obrazek 2: Sipky drcené [28]

3.5 Kultivaéni médium

Jako kultivaéni médium pro uchovani a namnozeni pouzivanych mikroorganismi bylo
pouzito zivné médium Nutrient agar No. 2 od firmy Himedia.
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3.5.1 SloZeni Zivného média a jeho priprava
Mnozstvi uddvané na 1000 ml destilované vody:
Masovy peptin 10 g

Hovézi extrakt 10 g

Chlorid sodny 5g

Agar 15¢

pH 7,2

Zivné médium se pfipravuje rozpusténim 40 g prasku v 1000 ml destilované vody, poté se
necha vysterilizovat v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

3.6 Pouzité mikroorganismy

Pouzité mikroorganismy Serracia marcescens CCM 303 a Micrococcus luteus CCM 210 byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii v Brng.

3.6.1 Serracia marcescens

Bakterie rodu Serracia jsou kratké, vétSinou pohyblivé gramnegativni ty¢inky. Jejich velikost
je 0,5-0,8 x 0,9 — 2 um. Produkuji polysacharidova pouzdra, neumi tvofit spory. Jedna se
o fakultativné anaerobni organismy. Produkuji katalasu. Na masopeptovoném agaru tvofi
velké cihlové Cervené ohranicené kolonie. Barva je zpisobena pigmentem prodigiosinem.
[11]

Serracia je v pfirodé velmi rozsitena. Bakterie tohoto rodu lze nalézt v padé, ve vodé,
V polnohospodéiskych produktech. Kontaminuji hlavné produkty obsahujici Skrob, ktery
nasledné §tépi a zkvasi. Jsou pfi€inou Cervenych skvrn na potravinach obsahujicich Skrob
(mouku). [12]

3.6.2 Micrococcus luteus

Bakterie rodu Micrococcus jsou nepohyblivé, ve ¢tveficich uspofadané grampozitivni koky.
Nevytvareji spory. Jedna se o striktné aerobni bakterie srespiraénim metabolismem.
Produkuji katalasu i oxidasu. Pfi kultivaci vytvareji 1 — 3 mm velké krémoveé zluté az
oranzové ohrani¢ené kolonie. [11]

3.7 Priprava macerati
Priprava vodného maceratu

10 g zvoleného caje bylo zalito 100 ml destilované vody o teploté 25 °C a macerovano pfi
laboratorni teploté za nepfistupu svétla 7 dni. Macerat byl poté zfiltrovan a uchovan v lednici
pii 4 °C.
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Priprava etanolového maceratu

10 g zvoleného ¢aje bylo zalito 100 ml 96% ethanolem o teploté 25 °C a macerovano pii
laboratorni teploté za nepfistupu svétla 7 dni. Macerat byl poté zfiltrovan a uchovan v lednici
pii 4 °C.

3.8 Priprava vyluhi
Priprava vodnych vyluhu

10 g zvoleného cCaje bylo zalito 100 ml destilované vody o teploté¢ 25 °C. Extrakt byl poté
vlozen do vodni 14zné, kde se nechal 30 minut extrahovat pfi teplot¢ 100 °C. Vyluh byl
nasledné zfiltrovan a uchovan v lednici pti 4 °C.

Priprava etanolovych vyluhi

10 g zvoleného ¢aje bylo zalito 100 ml 96% ethanolu o teploté 25 °C. Extrakt byl poté vlozen
do vodni lazné, kde se nechal 30 minut extrahovat pfi teplot¢ 50 °C. Vyluh byl nésledné
zfiltrovan a uchovan v lednici pii 4 °C.

3.9 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

ABTS byl rozpustén v destilované vodé na koncentraci 7 mM. Radikalovy kationt z ABTS
byl pfipraven reakci s 2,45 mM peroxosiranem draselnym. Ziskany roztok byl ponechan
12 hodin ve tmé. Ve tmé byl uchovavan i nadale.

Pied pouzitim byl ABTS-+ zifedén ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 0,70 + 0,02 pfi
734 nm, méteno proti ethanolu pro UV/VIS. Do zGzené kyvety bylo napipetovano 1 ml
ABTS-+, 10 ul extraktu vzorku a kyveta byla uloZena do tmy. Pokles absorbance byl
zaznamenan v 10. minuté.

Pro vypocet celkové antioxida¢ni aktivity byla pouzita kalibra¢ni rovnice troloxu.
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Obrazek 3: Kalibra¢ni kiivka troloxu

3.10 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli bylo provedeno spektrofotometrickou metodou
s Folin-Ciocaltauovym ¢inidlem. Kazdy vzorek byl analyzovan ve 3 paralelnich stanovenich.
Do zkumavky byl pfipraven roztok Folin-Ciocaltauova c¢inidla a vody v poméru 1:9.
Do zkumavky bylo napipetovano vzdy 1 ml zfedéného Folin-Ciocaltauova cinidla, 1 ml
destilované vody a 50 pl extraktu vzorku. Roztok ve zkumavkach byl zamichan a ponechan
stat. Po 5 minutach bylo do kazdé zkumavky k roztoku pfiddno 1 ml nasyceného roztoku
uhli¢itanu sodného a vSe bylo opét promichano. Po 15 minutich byla zméfena absorbance
promoci UV/VIS spektrofotometru pti 750 nm proti slepému vzorku — destilované vod¢.

Obsah celkovych polyfenoli byl vypocten dosazenim do rovnice absorbance ziskané
z kalibracni kiivky pro kyselinu gallovou v rozmezi 0,1 — 0,5 mg/ml. Jednotlivé roztoky pro
nameéfeni kalibracni kiivky byly pfipraveny stejné jako vzorky extraktu, pouze misto extrakt
byly pouzity roztoky kyseliny gallové o pozadované koncentraci.
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Obrazek 4: Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové

3.11 Stanoveni celkovych flavonoidii

Obsah celkovych flavonoidi v extraktech byl stanoven spektrofotometrickou reakci s hlinitou
soli a dusitanem.

Do zkumavky bylo vzdy napipetovano 0,5 ml extraktu, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5%
roztoku dusi¢nanu sodného. Roztok ve zkumavkach byl dikladné promichan a nechan
5 minut v klidu. Poté bylo ptidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého a roztok byl opét
ponechan 5 minut stat. Nakonec bylo pfidano 1,5 ml roztoku hydroxidu sodné¢ho a 1 ml
destilované vody. Po 15 minutdich byly vzorky analyzovany pomoci UV/VIS
spektrofotometru pii vlnové délce 510 nm proti blanku. Ddle byl pfipraven slepy vzorek
smichanim 0,5 ml extraktu vzorku a 4,4 ml destilované vody. Hodnoty absorbance byla
odectena od pfipravenych vzorkd.

Mnozstvi celkovych flavonoidii bylo spocteno zrovnice kalibra¢ni kiivky katechinu
v rozmezi 0,1 — 0,3 mg/ml. Roztoky pro kalibra¢ni kfivku byly pfipraveny stejnou cestou jako
roztoky extrakta.
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Obrazek 5: Kalibra¢ni kiivka katechinu

3.12 Stanoveni biologické aktivity

Pro ovéfeni inhibi¢nich U¢inkd extrakti pouzitych vzorkd byla zvolena difuzni jamkova
metoda na agarovych plotnach. Jako zivné médium byl zvolen Nutrient agar No. 2. Byly
pouzity Petriho misky o priméru 9 cm a korkovrt o priméru 1 cm.

Do zkumavek s 4,5 ml zivného bujonu No. 2 byla naockovana kultura bakterii, ktera byla
nasledné v termostatu inkubovana 24 hodin pii 30 °C. Po této dobé byly 2 ml kultury
napipetovany do 200 ml vysterilizovaného, na 40 — 45 °C zchlazeného agaru. Pfipravené
médium bylo rozlévano do Petriho misek po cca 28 ml. Do ztuhlého média bylo korkovrtem
vyhloubeno Sest jamek. Do péti jamek byly nasledné napipetovany po 100 pl vzorky extrakti.
Vzorky macerati byly zkoumany v koncentracich 2 g/l, 5g/l a 10 g/l, coz je koncentrace
puvodniho vzorku. Vyluhy byly pouze 10 g/l. Do Sesté jamky bylo napipetovano 100 pl
blanku, tedy cistého ethanolu nebo destilované vody. Petriho misky byly poté ulozeny
na 72 hodin do inkubatoru pfi teploté 30 °C. Poté byla zméfena velikost inhibi¢nich zén a
provedena fotodokumentace jednotlivych Petriho misek.

3.13 Méreni inhibi¢nich zon
Pro méfeni inhibi¢nich zon byla vyuZita metoda méteni délky. Inhibi¢ni zony byly zméfeny
ve dvou na sebe kolmych smérech. Pro kaZzdou zénu byla vypoctena primérna hodnota a

Z péti zon na Petriho misce potom byla potom zjisténa primérma hodnota pro danou
koncentraci. [29]
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Predméty této prace byly Sipkovy ¢aj a Cajova smés s pievladajicim obsahem Sipku.

Cile pfi analyze téchto Caju byly urCeny dva. Zaprvé posouzeni antimikrobialni aktivity
na zvolené baterie Serratia marcescens a Micrococcus luteus. Zadruhé stanoveni mnozstvi
biologicky aktivnich latek, v naSem ptipad¢ polyfenolt a flavonoidi.

4.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity byla zvolena metoda ABTS, ktera spociva ve
schopnosti vzorku zhaset radikdl ABTS+. Radikal byl pfipraven smiSenim peroxosiranu
draselného s diamoniovou soli ABTS. Metoda je provadéna spektrofotometricky na zakladé
rozdilné absorbance v Case.

Vyslednd absorbance byla vypoctena pomoci vzorce
_ Ao _Alo

sz
AO

i)

kde Ao je absorbance extraktu vzorku s ABTS-+ v ¢ase t = 0 s a Ajp je absorbance zméfena
po 10 minutach. Méteni pro kazdy vzorek bylo provedeno tfikrat a pro vypocet byla pouzita
primérna hodnota. Ziskana absorbance byla dosazena do rovnice kalibra¢ni pfimky troloxu a
byla vypoctena celkova antioxidaéni aktivita.

Kalibrac¢ni rovnice troloxu:

A=0,0014-c

Vysledky jsou uvedeny v pg troloxu / ml vzorku a jsou uvedeny v Tabulka 1.

Nejvyssi koncentrace aktivnich latek byla pozorovana u vyluhu obsahujiciho Cajovou smés
v ethanolu. Vsechny vzorky dosahly velmi podobnych hodnot, kromé& extrakti Sipku
v ethanolu.

Tabulka 1: Vypoctené hodnoty celkové antioxidaéni aktivity stanovovanych extraktl

extrakt A+SD Cc [ug/ml] £ SD
voda — smés 0,912 + 0,006 651,3 + 3,90
macerat voda — Sipek 0,919 + 0,059 656,8 + 41,9
ethanol —smés | 0,979 + 0,020 698,9 + 14,0
ethanol — sipek | 0,397 + 0,079 283,8+56,4
voda — smés 0,941 + 0,056 672,1+39,7
vyluh voda — Sipek 0,979 + 0,022 699,2 + 15,9
ethanol —smés | 1,004 + 0,001 717,1+ 0,60
ethanol — Sipek | 0,249 + 0,044 178,1+ 315
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Obrazek 6: Stanoveni celkové antioxidacni aktivity (M — macerat, V — vyluh)

4.2 Stanoveni celkovych polyfenoli

Celkovy obsah polyfenold byl stanoven pomoci metody s Folin-Ciocalteho ¢inidlem. Metoda
spociva v redukci fenolickych sloucenin obsaZzenych ve vzorcich ¢aji. Metoda je provadéna
spektrofotometricky. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a vysledky byly zprimérovany.
Z rovnice linedrni regrese kalibracni pfimky kyseliny gallové byl vypocitan obsah polyfenold.
Vysledné hodnoty jsou vyjadieny v mg kyseliny gallové / 1 | vzorku.

Nameéftené a vypoctené hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 2.

Z Obrazek 7 lze vycist, Ze nejvyssi obsah polyfenoltt ma vyluh smési ve vodé. Obecné vodné
extrakty obsahuji vétsi mnoZstvi polyfenolti nez etanolové. Je zde vidét i velky rozdil mezi
vodnymi maceraty a vyluhy, kdy vyluhy dosahuji mnohem vys$$iho mnozstvi aktivnich latek.

Tabulka 2: Pramérné hodnoty celkového obsahu polyfenoli ve vzorcich (* u hodnoty
absorbance znaci, ze roztok byl 10krat ziedén)

extrakt absorbance +SD | FCM (mg GA/dm™) + sp
ethanol — Sipek | 0,806 + 0,021 507,7+ 12,9
| ethanol —smés | 0,879 + 0,053 553,9+ 32,9
macerat
voda — §ipek | *0,145+ 0,032 1033,3 +202,5
voda—smés | *0,141 + 0,053 885,4 + 328,8
ethanol — Sipek | 0,041 + 0,003 298+1,7

v§luh ethanol —smés | 0,512 +0,034 325,44+ 21,3
voda — Sipek | *0,351 +0,073 2091,6 + 456,3
voda—smés | *0,591 + 0,006 37135+ 36,6
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Obrazek 7: Stanoveni mnozstvi celkovych polyfenolti (M — macerat, V — vyluh)

4.3 Stanoveni celkovych flavonoidu

Stanoveni celkovych flavonoidd v extraktech bylo provedeno pomoci metody reakce
s hlinitou soli a dusitanem. Stanoveni bylo provedeno spektrofotometricky. Kazdy vzorek byl
proméfen tfikrat a hodnoty byly zprimérovany. Celkovy obsah flavonoidi byl ziskan
dosazenim namétené absorbance do kalibra¢ni rovnice katechinu.

Naméfené a vypoctené hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 3.

Nejvyssi obsah flavonoidd byl stanoven u maceratu obsahujiciho smés ve vodée. Stejné jako
U polyfenolt je zfejmé, Ze vodni extrakty obsahuji vétsi mnozstvi biologicky aktivnich latek.

Zaroven je i zde vidét rozdil mezi obsahem aktivnich latek ve vodnych maceratech a vyluzich.
Maceraty dosahuji lepSich vysledkt, na rozdil od stanoveni polyfenolti, kde jsou na tom
mnohem Iépe vyluhy.

Tabulka 3: Primérné hodnoty celkového mnozstvi flavonoidi: métenych vzorkt (* u hodnoty
absorbance znaci, Ze roztok byl 10krat ziedén)

extrakt absorbance + SD C+SD
voda — Sipek | *0,199 + 0,041 1326,2 + 295,8
macerat voda — smés *0,241 + 0,011 1620 £ 75
etanol — Sipek | 0,081 + 0,005 1,45+ 35
etanol — smés 0,421 +0,101 190,1+ 72
voda — Sipek | *0,057 = 0,006 3443+ 39,3
viluh voda — smés *0,054 + 0,011 347,7+76,4
etanol — Sipek | 0,064 + 0,007 36,5+4,8
etanol — smés 0,849 + 0,057 464,8 + 40,4
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Obrazek 8: Stanoveni celkového obsahu flavonoidii (M — macerat, V — vyluh)

4.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Pro ovéfeni antimikrobialni G¢innosti stanovovanych vzorkd na mikroorganismy Serratia
marcescens a Micrococcus luteus byla vyuzita difuzni jamkova metoda. Byl sledovan vliv
ptipravy extraktu, macerat a vyluh, a vliv pouzitého rozpoustédla, ethanol a destilovana voda.

Pii prvnim méfeni byly pouzity jak pivodni koncentrované extrakty, tak jejich ziedéné
varianty. U ziedénych extrakti nebyla pozorovana inhibi¢ni aktivita, proto byly pro
opakovani méfeni pouzity pouze ptivodni vzorky o koncentraci 10 g/ 100 ml.

Pti prvnim pokusu byly inhibi¢ni zoény pozorované pouze u vodnych vyluhli plsobicich
na bakterii Micrococcus luteus. Pii opakovani pokusu byla inhibi¢ni zona potvrzena opét jen
pro bakterii Micrococcus luteus, opét jen pro vodni extrakty.

Tabulka 4: Ziskané hodnoty inhibi¢nich zon pro vyluhy (prvni pokus)

mnozstvi aktivni latky ve 100 g

_ _ extrakt + rozpoustédla [g]

mikroorganismus . 10 5 2
rozpoustédlo I
inhibi¢ni zony
[mm]

voda — Sipek - - -
Serratia voda — smés - - -
marcescens ethanol — Sipek - - -
ethanol — smés - - -
voda — Sipek 21,3 +1,07 - -
Mircococcus voda — smés 19,75 £0,38 - -
luteus ethanol — Sipek - - -
ethanol — smés - - -
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4.5 Inhibi¢ni ucinek extrakti

Pfi druhém méfeni byly vyuzity pouze koncentrované extrakty. Pro kazdy mikroorganismus
byly provedeny dvé paralelni méfeni a vysledky byly zprimérovany. Vysledky inhibi¢nich
z6n jsou uvedeny v Tabulka 5.

Tabulka 5: Vysledky méteni inhibi¢nich zon pro vodné vyluhy (druhy pokus)

vyhodnoceni inhibi¢ni zony

mikroorganism + steédl
oorganismus | extrakt + rozpoustédlo metoda méfeni délky [mm]

voda — $ipek 19,2+ 0,88 x 19,5+ 0,63
voda — smés 20,9 +0,9x 20,4 +0,72
ethanol — sipek -
ethanol — smés -

Mircococcus luteus

Stanoveni inhibi¢nich zén vyslo kladné pouze pro vodné vyluhy plsobici na Microccocus
luteus. U extrakti vodnych maceratti nebyla pozorovana tvorba inhibi¢nich zon. V ptipadé
Serracia marcescens nebyla inhibi¢ni aktivita u vodnych vyluhti ¢i macerati prokazana. U
etanolovych extraktl pilisobicich na ob& bakterie nebyla antimikrobidlni aktivita opét
prokéazana.

Obrazek 9: Vlevo vodny vyluh smési, vpravo ethanolovy vyluh smési na agaru naockovaném
Micrococcus luteus
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Obrazek 10: Vlevo vodny vyluh Sipku, vpravo ethanolovy vyluh Sipku na agaru nao¢kovaném
Micrococcus luteus
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5. ZAVER

Predmétem této bakalafské prace bylo studium antimikrobidlniho ucinku vodnych a
ethanolovych extraktt, vyluhii a maceratti na bakterie. Zastupcem grampozitivnich bakterii
byla bakterie Micrococcus luteus, za gramnegativni byla zvolena Serratia marcescens. Dale
byla testovana celkova antioxida¢ni aktivita a mnozstvi biologicky aktivnich latek, polyfenolt
a flavonoidi.

Pro testovani byly zvoleny dva vzorky c¢aji. Prvni obsahoval pouze susené plody rize
Sipkové, v druhém byly Sipky ve smési s plody rybizu a aronie.

Extrakty byly pfipravovany dvéma zpusoby, jako maceraty a jako vyluhy, kazdy se dvéma
typy rozpoustédel, ethanolem a destilovanou vodou.

Antimikrobidlni aktivita byla stanovena difuzni jamkovou metodou.

Z méfenych vzorkl vysla pozitivni aktivita pouze u vodnych vyluhli plisobicich na bakterii
Micrococcus luteus. Hodnoty inhibi¢nich zon byly pro vzorky ¢aju srovnatelné. Ethanolové
extrakty nevykazovaly zadnou antimikrobialni aktivitu. U vzorkd plsobicich na Serracia
marcescens nebyl pozorovan vznik inhibié¢nich zon.

Vysledky antimikrobidlni aktivity byly porovnany s vysledky stanoveni biologicky aktivnich
latek. U stanoveni celkovych polyfenoli byla nejvyssi hodnota zjisténa u vodného vyluhu
¢ajové smési. Nejvyssi koncentraci flavonoidi mél vodny macerat ajové smési.

Lze také pozorovat vztah mezi mnozstvim stanovenych biologicky aktivnich latek
v ethanolovych extraktech a pozorovanim antimikrobialni aktivity ethanolovych extraktd.
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