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Abstrakt

Tato bakalarska praca je zamerand na §tadium antimikrobialneho uc¢inku rastlinnych zloziek
v kombinacii s bakteriocinom a moznostou vytvorenia enkapsulovaného preparatu
pouziteI'ného v potravinarskych a kozmetickych vyrobkoch. Bolo zvolenych 5 rastlinnych
materiadlov: acerola, Skorica, klin¢ek, pomarancova kora a jakon. Ako vhodny bakteriocin bol
vybrany nisin. Teoretickd Cast’ opisuje rastlinné zlozky s antimikrobidlnym a antioxidaénym
ucinkom, pouzité materialy rastlinného a zivoCiSneho pdvodu, moznosti zvySenia
antimikrobialneho ucinku a vyuzitie prirodnych antimikrobialnych latok.

V praktickej Casti prace boli najprv vodné extrakty vybranych prirodnych materidlov
spektrofotometricky charakterizované na obsah celkovych polyfenolov, flavonoidov
a antioxidanych latok. Zo zvolenych latok boli pripravené lipozomy a nasledne
optimalizovana priprava liposdmovych &astic obalenych vrstvou chitosanu. Castice boli
testované z hladiska velkosti, kratkodobej a dlhodobej stability, enkapsula¢nej ucinnosti
a antioxidacnej aktivity. V d’alSom kroku bola sledovana antimikrobidlna aktivita vybranych
zloziek vo volnej aenkapsulovane] forme proti Styrom kmenom mikroorganizmov
(Escherichia coli, Micrococcus luteus, Serratia marcescens a Candida glabrata). U extraktov
v kombin4cii s nisinom i u pripravenych Castic bol pozorovany predpokladany synergizmus
antimikrobialnych aktivit.

Klacové slova
Rastlinné extrakty, nisin, enkapsuldcia, lipozomy, chitosan, antimikrobialna aktivita,
synergizmus



Abstract

The presented bachelor thesis is focused on the study of antimicrobial activity of plant
substances in combination with bacteriocins and the possibility of creating new encapsulated
form of supplement which could be used in food and cosmetic products. 5 plant materials
were selected: acerola, cinnamon, cloves, orange peel and yacon syrup. Nisin was chosen as
the most suitable bacteriocin. In the theoretical part the components with antimicrobial and
antioxidant activity are described, such as the materials of plants and animal origin used in
this work. Also the possibility of increasing the antimicrobial effect and possible use of
natural antimicrobial substances were described.

In experimental part, the aqueous extracts of selected plant materials were firstly
spectrophotometrically characterized for the content of total polyphenols, flavonoids and
antioxidants. Selected substances were encapsulated into liposomes and subsequently
preparation of liposomes coated with chitosan was optimized. The particles were tested for
size, short and long term stability, encapsulation efficiency and antioxidant activity.
Furthermore, the antimicrobial activities of selected components in nonencapsulated and
encapsulated form were observed against four strains of microorganisms (Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Serratia marcescens and Candida glabrata). Also the expected
synergisms of the antimicrobial effects of extracts in combination with nisin and prepared
particles were observed.
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1 UVOD

Objavenie antibiotik a ich nasledny vyvoj navzdy zmenil vnimanie mediciny a vedy. Cudia
zacali pouzivat antibiotika uz len pri najmenSom naznaku choroby. Zacali sa vo velkej miere
podavat i hospodarskym zvieratdm a pridavali sa aj do potravin. Nikto sa ani nepozastavil nad
problémami, ktoré by mohla spdsobit’ antibioticka rezistencia mikroorganizmov v budtcnosti.
Po objaveni penicilinu uz sam Sir Alexander Fleming upozornil na tato skutocnost’ a vyslovil
citat, ktory je znamy dodnes: ,Nerozvazny Clovek, ktory sa hra s lieCbou penicilinom, je
moralne zodpovedny za smrt osoby, ktord podlahne infekcii spdsobenej penicilin
rezistentnym organizmom.“ Uginnost a dostupnost antibiotik zvySovala ich neustile
pouzivanie, ¢o len urychlilo vznik antibiotickej rezistencie. Aby sa ucinnost tychto lieCiv
zachovala, bolo potrebné postupom casu mnohonasobne navysit davkovanie. V sicasnosti sa
vyuzivanie antibiotik pri boji s beznymi patogénmi stalo nerealizovatelné a bolo potrebné
hladat’ alternativne latky antimikrobidlnej povahy, ktoré by mohli Ciastoéne alebo uplne
nahradit’ antibiotika. Idealnym rieSenim je vyuzit’ antimikrobidlne latky z prirodnych zdrojov,
ktoré su telu prirodzené a zaroven obsahuji mnozstvo hodnotnych zivin.

Jednym z moznych pristupov je vyuzitie synergického alebo aditivneho tc¢inku prirodnych
antimikrobialnych latok v kombinacii s bakteriocinmi. NavySe synergicky ucinok byva
Castokrat silnej§i ako samotny sucet antimikrobidlnych aktivit. Vd’aka tejto skutocnosti by
bolo mozné pouzit mensie mnozstvo antimikrobialnych latok pri nezmenenej vel'kosti u€inku.
Vyznamny vplyv na zvySenie u€inku moze mat’ i vyuzitie enkapsula¢nych technik.

Okrem najdolezitejSej Casti prace, ktora sa venuje kombinacii vybranych prirodnych latok
s bakteriocinom bude v tejto praci stanovené 1 mnozstvo celkovych polyfenolov v prirodnych
materialoch aj ich antioxidacné aktivita.

Sucastou prace bude 1 navrhnutie vhodnej formy v akej by sa zmesi kombinovanych latok
mohli pridavat do potravin alebo kozmetiky a nahradili by tak pouzivanie antibiotik
a chemickych konzervantov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rastlinné zlozky s antimikrobidlnym a antioxidaénym ucinkom

Rastliny sa vyuzivaju na lieCenie zdravotnych tazkosti ul'udi ako aj uzvierat uz celé
staroCia [1]. Vykazuju protizapalové, antioxidacné, antimikrobidlne, antikarcinogénne
vlastnosti, pomahaju predchadzat srdcovocievnym chorobam a starnutiu [2]. Lieivé rastliny
a priemyselné plodiny produkuju rozmanitu skalu bioaktivnych latok s farmaceutickym alebo
toxickym uc¢inkom [3].

Organické zluCeniny produkované rastlinami sa delia na primarne (sacharidy, lipidy,
bielkoviny) a sekundarne, z ktorych sa niektoré vyznacuju cennym Specifickym ucinkom.
Sekundarne organické zluCeniny sa vytvaraju pri sekundarnej vymene latok a maja Specificku
ulohu pri niektorych funkciach bunky [4]. VacSina tychto latok sa vyskytuje v zdravych
rastlinach v biologicky aktivnej forme, kym niektoré vo forme prekurzorov, ktoré sa aktivuju
ako odpoved na vyskyt patogénu alebo poskodenie tkaniva [3].

Sekundarne metabolity vo va¢Sine pripadov nemaji rozhodujuci vyznam pre zivot
rastlinnych organizmov, no mézu byt prospesné pri poruchach fyziologickych procesov
v ludskom organizme [4]. Tieto sekundarne produkty ucinkuju v l'udskom tele vd'aka
podobnosti s endogénnymi metabolitmi, ligandmi, hormoénmi, signdlnymi molekulami
a neurotransmitermi [3].

K sekundarnym zluCenindm radime glykozidy, triesloviny, alkaloidy, éterické oleje,
vitaminy, enzymy, fytocidy a mikroelementy [4].

2.1.1 Antimikrobiilny ucinok

Antimikrobialne zluCeniny ziskané z rastlin, si prevazne sekundarne metabolity, takzvané
fytocidy [5]. Fytocidy su latky s rozlicnym chemickym zlozenim, ktoré maja schopnost
usmrcovat’ alebo inhibovat rast niektorych mikroorganizmov [4][6]. Medzi fytolatky radime
fenolické a polyfenolické latky, flavonoidy, alkaloidy a terpeny [4][S]. Druh a mnozstvo
aktivnej zlozky obsiahnutej v rastline ovplyviiuje druh rastliny, topografia a klima miesta
vyskytu rastliny [5].

2.1.1.1 Polyfenoly

Polyfenoly sa vo vacsej miere vyskytuju v ovoci, zelenine, obilninach a bylinach. Hrozno,
jablka, hrusky, CcereSne abobulové plody obsahuju priblizne 200-300 milogramov
polyfenolov na 100 miligramov vahy. Prirodzene i1 produkty vyrabané z tohto ovocia obsahuju
pomerne vysoké mnozstvo polyfenolov. Tie sa rastlinach podielajd na obrane
proti patogénom, volnym radikdlom a UV ziareniu. Ciastoéne zodpovedaju iza trpkost,
kyslost, farbu, chut’, pach a oxida¢nu stabilitu [7][8].

Bolo identifikovanych viac ako 8 000 polyfenolickych zlu€enin z réznych druhov rastlin.
Vsetky fenolické zluCeniny su syntetizované z fenylalaninu alebo kyseliny shikimove;j.
Priméarne sa vyskytuju v konjugovanej forme, so zvySkami poly- alebo mono-sacharidov,
viazanymi cez hydroxylové skupiny alebo priamo na aromatickom kruhu. Bezne vytvaraju
konjugované zlu€eniny i s karboxylovymi kyselinami, aminmi, lipidmi ainymi fenolmi.
Polyfenoly mozeme rozdelit do Styroch hlavnych skupin: fenolové kyseliny, flavonoidy,
stirbény a lignany [7].
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Obrazok 1: Vieobecné schémy 4 zdkladnych skupin polyfenolov [7]

1) Fenolové kyseliny
Fenolové kyseliny pozostavaju len zjedného fenolického kruhu a delime ich do dvoch
zakladnych skupin, na derivaty kyseliny benzoovej a kyseliny Skoricovej. Zastupcami tychto
skupin st hydroxybenzoové a hydroxyskoricové kyseliny. Hydroxybenzoové kyseliny sa
nachadzaju vo vécsine jedlych rastlin len v malom mnozstve, vynimku tvori ¢ervené ovocie,
red’kovka Cierna a cibula. Hydroxyskoricové kyseliny st rozsirenejSie a zaradujeme k nim
p-kumarovu, kavovu, ferulovu a sipanovua kyselinu.

2) Flavonoidy
Flavonidy tiez nazyvané bioflavonoidy su fenolické zliceniny pozostavajuce z dvoch
benzénovych jadier spojenych heterocyklickym pyranovym kruhom [5]. Podarilo sa
identifikovat’ 4 000 roznych flavonoidov [7]. Su pritomné vo vSetkych fotosyntetizujucich
bunkach. Bezne sa vyskytuju vo velkom mnozstve v ovoci, zelenine, orechoch, semenach,
stonkach, kvetoch, caji, vine, propolise a v mede [5]. VacSina znich je zodpovedna
za pritazlivé sfarbenia kvetov, ovocia a listov [7]. Na zaklade rozli¢nej pozicie substituentov
na troch kruhoch rozdelujeme flavonoidy do 6 podtried: flavonoly, flavony, flavanony,
katechiny, antokyaniny a isoflavonoidy. Najbeznej§imi flavonoidmi st napriklad quercetin,
katechin, myrecetin [5][7].
Antimikrobialne vlastnosti flavonoidov pochadzaju z dvoch mechanizmov tcinku:
e Inhibicia aktivity DNA gyrazy, ¢o ma za nasledok potlacenie syntézy nukleovych
kyselin u baktérii.
e Schopnost vytvarat komplexy s extracelularnymi proteinmi a bakterialnymi
membranami. Menia fluiditu membrany, co =zapriCifiuje UuUnik cytoplazmy
a intracelularnych komponentov z bunky [5][3].
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3) Stirbény
Stirbény obsahuju dva fenolické kruhy spojené etylenovym mostom. V rastlinach sa
nachadzaju v malom mnozstve. Plnia ulohu antifungélnych fytoalexinov, ktoré sa zacnu
syntetizovat ako odpoved’ na infekciu a poranenie rastliny. Jednym z najpreskimanejSich
stirbénov je resveratrol, ktory sa nachadza prevazne v hrozne [7].

4) Lignany
Lignany obsahuju 2,3-dibenzylbutanovu Struktiru, ktord vznikla dimerizaciou dvoch
zvyskov kyseliny Skoricovej. Niekol'ko ligndnov je povazovanych za fytoestrogény.
Najbohatsim zdrojom lignanov su I'anové semena, ktoré obsahuju 3,7 g sekoisolaticiresinolu
na kilogram susiny [7].

2.1.1.2 Alkaloidy

Alkaloidy su heterocyklické dusikaté zluceniny, vyznacujuce sa alkalickymi vlastnost’ami.
Vseobecne su alkaloidy produkty rozkladu bielkovin a maju vel'ky vyznam pre zivot rastlin.
Ich obsah v rastlinach sa pohybuje od stopovych mnozstiev, po niekolko percent aich
ukladanie nie je rovnomerné. Opiové alkaloidy st napriklad v najvi¢Som mnozstve uloZené
v mlieCne] Stave zelenych makovic. K najzndmejsim alkaloidom patri morfin, kodein,
berberin [4][9].

Okrem ucinkov na nervovu sustavu zivoCichov, vykazuju alkaloidy i antimikrobialne
a antidiuretické ucinky. Antimikrobialny mechanizmus u alkaloidov nie je jednotny.
Aromatické planarne alkaloidy, ako napriklad berberin a harman, Gc€inkuju ako interkalacné
¢inidla a inhibuju dychanie bunky [3][9].

2.1.1.3 Terpény

Terpény tiez zname pod nazvom isoprenoidy, so vSeobecnou chemickou Struktirou CoHje,
predstavuju funkcne a Strukturne najrozmanitejsiu skupinu metabolitov, s najmenej 50 000
réznymi molekulami. Vyskytuja sa vo forme diterpénov (Cy), triterpénov (Csp), tetraterpénov
(C40), hemiterpénov (Cs), sesquiterpénov (C;s) a terpenoidov (derivaty). Vsetky isoprenoidy
su syntetizované z izopentenylpyrofosfatového prekurzoru [10][9].

V rastlinach plnia funkciu priméarnych alebo sekundarnych metabolitov. Ako primarne
zlozky sa podielaji na procesoch fotosyntézy, respiracie, regulacie rastu rastliny.
Ako sekundarne metabolity sa zac¢astiiuju alelopatickych a antimikrobidlnych reakcii, a tiez su
zodpovedné za vonu a zafarbenie rastliny [10].

Mechanizmus antimikrobialneho ucinku terpénov nie je Uplne prebadany, ale predpoklada
sa, ze inhibuji bunky naruSenim bunkovej membrany [5].

CHj 0 0
\_O-_//
Hc” o~ "\ ’P\‘o'
2 o le)

Obrdzok 2: Struktiira izopentenylpyrofosfitu
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2.1.2 Antioxida¢ny ucinok

V aerobnych bunkach pocas procesu dychania vznikaju prirodzene 1 reaktivne formy
kyslika. Pogas elektronového transferu priblizne 1-2 % elektronov vykizne z komplexov
I aIIl areaguje s molekulami kyslika za tvorby vol'nych radikalov: peroxidu vodika (H,0,),
superoxidového radikalu (O,"), hydroperoxylového radikalu (HO,"), radikalu oxidu
dusnatého (NO"), hydroxylového radikalu (HO ™), peroxinitritového radikalu (ONOO") a lipid
peroxylového radikalu (LOO*).[II][IZ] Vdaka volnému elektronu su radikaly nestabilné
a vel'mi reaktivne. Mozu reagovat’ ako oxidacné alebo redukcné Cinidla [13]. Za normalnych
podmienok su detoxikované antioxidacnym systémom a v organizme je udrziavana rovnovaha
medzi poctom vznikajucich a zanikajucich reaktivnych foriem kyslika. Biotické a abiotické
stresové podmienky, ako napriklad vysoka intenzita svetla, tepla, sucho, nedostatok kyslika
a vyskyt patogénov u rastlin, sposobuje 3 — 10 nasobny narast produkcie volnych radikalov
[12]. Nadmerna produkcia volnych radikdlov anedostatotna antioxida¢na obrana vedie
k naruseniu rovnovahy a nasledne k oxidacnému stresu. Reaktivne formy kyslika zacnu
oxidatne poskodzovat' rozne biomolekuly, vratane proteinov, lipidov, lipoproteinov
a nukleovych kyselin, co méze viest’ k chronickym chorobam organizmu [11].

Antioxidacné latky, takzvané antioxidanty, su latky schopné bojovat proti volnym
radikdlom a poméhaju vyrovnavat’ nerovnovahu pocas oxidacného stresu. Zohravaju kl'ucovu
ulohu pri ochrane rastlin proti zneCisteniu aprevenciu proti chorobam u rastlin
ako aj zivo¢ichov [11]. Organizmy produkuji enzymatické antioxidanty, ako napriklad
superoxidismutdzu a neenzymatické antioxidanty, ku ktorym zaradzujeme napriklad kyselinu
askorbovu atiez sekundarne metabolity [12]. Vo vSeobecnosti su antioxidanty rozdelené
do piatich typov:

e Primarne antioxidanty — ukoncuju retazové reakcie volnych radikalov
mechanizmom transferu vodikového atému alebo elektronu. Radime k nim
napriklad fenolické latky, tokoferoly, tercialne aminy, flavonoidy.

e Zachytavace kyslika — reaguju s kyslikom a odstrafiuji ho, napriklad kyselina
askorbova a jej derivaty.

e Sekundarne antioxidanty — rozkladaju peroxidy lipidov na stabilné produkty,
napriklad zla€eniny siry a selénu.

e Enzymové antioxidanty — odstrariuji vysoko oxidativne formy, radime k nim
superoxidismutazu, katalazy, glutationperoxazu.

e Chelatové cinidla — vytvaraju komplexy s kovovymi i6nmi, ktoré katalizuju
retazové reakcie volnych radikalov, ako napriklad mednaté a zeleznaté i6ny.
Radime k nim kyselinu citronovuy, kyselinu fytova [14][15][16].

Kyselina askorbovad

Tato antioxidacna latka, znama i1 pod ndzvom vitamin C, funguje v organizme ako tlmic
redoxnej aktivity, interaguje s poC¢etnymi bunkovymi komponentmi, ovplyviiuje rast a vyvoj
rastliny modulédciou procesov pocas mitozy, predlzovania bunky, starnutia a smrti. Okrem
toho moze ovplyviiovat’ génovl expresiu spojent s obranou proti biotickému a abiotickému
stresu. Vytvara sa pocas aerobneho mechanizmu a okamzite reaguje dvoma spdsobmi:
chemicky a enzymaticky. Chemicky reaguje so superoxidovym radikdlom, singletovym
kyslikom a ozonom. Enzymaticky pomocou askorbovej peroxidazy neutralizuje efekt
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peroxidu vodika. Vitamin C tiez pomaha regenerovat’ antioxidacné pigmenty, karotenoidy
(karoteny a xantofily) a vitamin E [12].
Vitamin E

Rastliny produkuju i topoferol (vitamin E), ktory funguje ako ddlezity redoxny tlmic,
rozpustny v lipidoch. Je syntetizovany v chloroplastoch a protoplastidach. Vyskytuje sa
v membranach buniek. Tato zluCenina je hlavnych zachytavacom singletového kyslika, a tak
poskytuje ochranu voéi lipidovej peroxidacii. Stadie dokazali, 7e nedostatok vitaminu E
spomal'uje rast rastlin a meni odpovede organizmu na abiotické stresové podmienky.
Na druhej strane zvySeny obsah vitaminu E preukéazal znizenie Skodlivého ucinku prostredia
na rastlinu [12].

Fenolické latky

Fenolické =zluceniny st sekundarne metabolity so Sirokou Skalou uc€inku. Okrem
uz spominanych antimikrobialnych vlastnosti disponuju i antioxidaénymi ucinkami [17].
Stadie ukazali, ze v experimentalnych podmienkach je antioxidadna aktivita rastlinnych
fenolov vzdy spojend s troma mechanizmami G€inku: s elektronovym transferom, redukciou
sily a schopnost'ou tvorit komplexy s kovovymi iénmi. Fenolické latky ponukaju elektron
peroxidazam guajakolového typu, ktoré nasledne detoxikuji peroxidy vodika. Taktiez
poskytuju ochranu rastlinam pred UV ziarenim vdaka ich schopnosti zachytavat volné
radikaly [12]. Schopnost fenolickych latok zachytavat’ voIné radikaly sa odvija od poctu
a usporiadania hydroxylovych skupin a od rozsahu konjugéacie struktary [8].

Flavonoidy su syntetizované rastlinou vo vacsej miere ak je vystavena UV ziareniu, nizkym
teplotam, nizkemu obsahu zivin alebo pri toxikacii tazkymi kovmi. Dokazu absorbovat UV
ziarenie, vytvaraju komplexy s iénmi kovov a zachytavaju vol'né radikaly. Flavonoidy maju
vo vSeobecnosti viac hydroxylovych skupin ako iné fenolické latky, tym padom maju 1 vacsi
antioxidaCny potencial. Taktiez elektron-donorové a metoxylové skupiny flavonoidov zvysuja
stabilitu voI'nych radikalov [18].

Bolo zistené, ze UV-B ziarenie ovplyviiyje i produkciu lignan a taninov [12].

2.2 Vybrané druhy potravin

2.2.1 Acerola

Malpighia emerginata je tropicky ker rastici na Karibskych ostrovoch a v Juznej Amerike,
USA a Indii. Jej Cervené jedlé Ceresne pripominajuce plody zname pod nazvom acerola alebo
barbadoska Ceresia. Plody aceroly su zname hlavne kvoli vysokému obsahu vitaminu C [19].
Dozrety plod mé najvyssi obsah vitaminu C zo vSetkych druhov ovocia v rozsahu 1-2 mg
na 100 g'[20]. Ovocie obsahuje makro a mikronutrienty: proteiny, tuky, karbohydraty,
mineralne soli a vitaminy. Vysoké nutriéné hodnoty tohto exotického ovocia st dosiahnuté
vd’aka vysokému obsahu magnézia, horCika, fosforu, medi, selénu, vapnika, sodika, zinku,
zeleza, vitaminu B;, B,, B3, Bs, C a zdraviu prospesnych latok ako antokyany, karotenoidy,
fenolické kyseliny, rutin, vlaknina [19][21][20].

Vdaka antioxidacnym vlastnostiam je acerola vyuzivana pri liecbe chorob spdsobenych
oxida¢nym stresom [21]. Tiez su zname jej protizapalové a antimykotické ucinky [20]. Kvoli
vysokému obsahu mineralov, regeneraénym a hydratacnym uc¢inkom je ako extrakt sucast'ou
niektorych produktov na plet. V niektorych castiach zeme je acerolovy extrakt podavany
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na lieCbu horucok, unavy a dyspepsie [19]. NajcastejSie sa pridava do limonad pre zvySenie
obsahu vitaminu C [20].

Obrdazok 3: Acerola [22]

2.2.2 Skorica

Cinnamomum ceylanicum (Skoricovnik cejlonsky) tiez znamy ako Cinnamom verum, alebo
Skoricovnik pravy, je vzdyzeleny tropicky strom rastuci v tropickom podnebi. Volne rastuci
skoricovnik rastie do vysky 17 metrov. Skorica predstavuje vysuSent vnutorni koru
svetlohnedej farby. Vacsina komer¢ne zakupeného korenia vSak obsahuje Skoricovnik ¢insky
(Cinnamomum cassia) alebo kombinaciu Skoricovnika pravého a Cinskeho [23]. Skoricu
tvoria z 2% esencialne oleje, ktorych hlavnym komponentom (60 — 80%) je cinnamaldehyd.
V mensej miere su v Skorici zastipené i trans-Skoricova kyselina, o-methoxycinnamaldehyd,
eugenol a monoterpény [24].

Skorica je kvoli svojej intenzivnej voni achuti znama predovietkym ako korenina.
V tradi¢nej medicine je vSak vyuzivana vo vel'kej miere pri lieCeni réznych ochoreni, vratane
reumatizmu, liecby ran, traviacich tazkosti, bolesti hlavy a prechladnutia. Boli dokazené jej
antioxida¢né, antimikrobialne, protizapalové, protinadorové a cholesterol znizujice vlastnosti.
Terapeutické ucinky Skorice umoziiuje hlavne obsah esencialnych olejov a fenolickych latok
(kyseliny galovej, kyseliny p-hydroxybenzoovej, kyseliny p-hydroxybenzaldehydovej,
kyseliny protocatechovej, kyseliny salicylovej, kyseliny syringovej, kyseliny vanilovej,
vanilinu, kyseliny kavovodikovej, kvercetinu, kyseliny taninovej, kyseliny chlorogénovej,
kyseliny Skoricovej, kyseliny sinapovej a eugenolu). V sucasnosti je vyuzivana i ako prirodny
konzervant v potravinach [25][26][27].
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2.2.3 Pomarancova kora

Citrus sinensis (citrobnovnik pomarancovy alebo pomaran¢ovnik pravy) sa pestuje pre jeho
chutné plody. Vyuziva sa predovSetkym duzina citrusovych plodov, ale aj ich kora,
pre vysoky obsah esencialnych olejov. Silice pomarancovej kory su zlozené z velkej Casti
z terpénov, ale tiez z alkoholov, aldehydov, ketonov, esterov a epoxidov. Hlavnou zlozkou
silic je limonan, ktory tvori v priemere 71 —95,1% esencialnych olejov. Kora sa sklada
z dvoch Casti, z vnutorne] a vonkajSej. Vnutorna biela Cast’ je bohatym zdrojom pektinu. Kora
obsahuje i vitamin C, fenoly a flavonoidy. Boli dok4zané jej antimikrobialne a antioxidac¢né
ucinky [29][30].

Pomaramcova kora je vyuzivana ako dochucovadlo v potravinarstve, je pridavana
i do napojov, parfumov a kozmetiky. V tradi¢nej medicine je vyuzivana na liecbu naduvania,
dispepsie, je podavana pri podrazdeni zaludka a ako prevencia proti ¢revnym parazitom
[29][31].

& .' -
Obrazok 5: Pomarac [32]

2.2.4 Klinéek

Syzygium aromaticum (klinCek vomavy) je pre jeho unikatnu vonu a chut jednym
z najstarSich korenin Orientu. Klincek je strom vysoky 10 — 20 metrov a mo6ze sa dozivat 100
a viac rokov. Komercne dostupné klin¢eky su vo forme suSenych, neotvorenych pucikov
kvetov. Susené puciky obsahuju karbohydraty, pevné a prchavé oleje, zivice, taniny, proteiny,
celulozu, pentozany, mineraly a vitaminy. Klincek je zlozeny z 61% z karbohydratov, 20 %
tvoria tuky azvySnych 19% sekundarne metabolity, vitaminy a mineradly. Su vybornym
zdrojom mangéanu, vlakniny, vitaminu C, vitaminu K, ®-3 mastnych kyselin, vapnika
a magnézia. Hlavnym komponentom prchavych olejov je eugenol [33].

Obrdazok 6: Klincek [34]

Klinc¢ek je predovsetkym vyuzivany ako korenie, ale je tiez suCast'ou niektorych cigariet. Je
znamy pre jeho antiobakteridlne, antiseptické, antibiotické, anestetické, antispazmotické
a karminacné vlastnosti. Klincekovy olej je podavany ako prva pomoc proti bolesti zubov
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ahrdla. Je vyuzivany pri aromaterapiach, tiez ako karminacny a antiemiticky pripravok.
Klin¢ekovy olej ma §iroké priemyselné vyuzitie. Je suCastou parfumov, mydiel, Cistiacich
prostriedkov. Pridava sa do niektorych zubnych past, tstnych vod a zuvaciek. Jeho hlavna
zlozka eugenol sa vyuziva na pripravu syntetického vanilinu a isoeugenolu [33][24].

2.2.5 Jakon

Smallanthus sinchifolius, tiez znamy pod nazvom jakon, je andska rastlina pestovana
pre chutné hl'uzy. Dorasta do vysky 2 metrov a jeho najddlezitejSou Castou su podlhovasté
hl'uzy pripominajuce zemiaky. Nazyva sa aj ,,zemnym jablkom* kvoli neobvykle §tavnatym,
krehkym a sladkym hl'uzam. Je konzumovany v surovom, varenom aj peCenom stave. Hlavnu
zlozku jakonu tvori zo 70% voda. Jakon obsahuje priblizne 20 cennych aminokyselin, vapnik,
draslik, horcik, zelezo, fosfor, vlakninu, vitaminy A, B1, B2, C a enzymy. Hl'uza obsahuje
vel'ké mnozstvo fruktooligosacharidov. Dodavaju hl'uze sladka chut a posobia ako prebiotika.
Obsahuje i fenolické latky, ktoré tvoria 0,79 — 3,08% suSiny. Z hl'iz je vyrabany 1 sirup, ktory
je vybornym sladidlom, a pretoze obsahuje hlavne fruktooligosacharidy, moze byt pouzivany
diabetikmi a pri diétnej strave [35][36].

Konzumované su aj listy a stonky jakonu, ktoré maju podobné zlozenie ako hluzy, avSak
maju horku chut. Caj z listov je vyuzivanym prebiotikom a ma antioxidané ucinky. TieZ sa
vyuziva ako prirodny prostriedok proti cukrovke, pri zapaloch mocovych ciest, obli¢iek
a peCene [35].

Obrazok 7: Jakon hluza [37]

2.3 Bakteriociny

Antibakterialne peptidy st kratke molekuly peptidickej povahy produkované takmer
vSetkymi zivymi organizmami. VSetky antimikrobialne peptidy sa vyznacuji rovnakymi
znakmi: malou velkostou, pozitivnym nabojom, linearnou alebo cyklickou S§truktirou
so zastupenim amfipatickych sekvencii. Vdaka tymto vlastnostiam st schopné interagovat
s negativne nabitymi fosfolipidovymi skupinami a hydrofobnymi retazcami mastnych kyselin
membran mikroorganizmov a naslednym poruSenim membrany mikroorganizmy zahubit'.
Opisany sposob interakcie je len jeden z mnohych mechanizmov ucinku antimikrobialnych
peptidov [38][39] .

Baktériami produkované antimikrobialne peptidy su nazyvané bakteriociny. VSeobecne su
bakteriociny charakterizované ako zlu€eniny proteinovej povahy, tvorené kratkym retazcom
priblizne z 20 — 60 aminokyselinovych zvySkov. Si zname 1 bakteriociny s dlh§imi ret'azcami
radené medzi proteiny. Tieto zluCeniny su syntetizované ribozémami baktérii a ich tlohou je
inhibovat rast podobného alebo rovnakého druhu baktérii. AvSak u vacSiny
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charakterizovanych bakteriocinov bol zaznamenany inhibi¢ny ucinok i na S§ir§ie spektrum
druhov. Mechanizmus inhibi¢nej aktivity je rozhodujucim faktorom, ktory urCuje spektrum
ucinku danych bakteriocinov. Antimikrobidlny u¢inok moéze byt vyvolany uz spominanym
naviazanim bakteriocinu na receptory bunefnej] membrany a naslednou distribuciou daného
receptoru medzi réznymi druhmi baktérii, alebo inymi mechanizmami, ktoré nevyzaduju
naviazanie na membranu [40].

Peptidoglycanase

Malé peptidy

[ o,
7/ \ . ",{’T Target bacteria
Unmodified
\A
ft‘ DNase @ DNA
Modified = !
~ Receptor mRNA
@ 33(5‘ @ Translocator
W
RNase ‘ Q mRNA
Syntéza %

Protemn: Colicins
proteinov/peptidov

% e M Peptide/Protein

Pore-forming

Obrazok 8: Proces produkcie a antimikrobidlnej funkcie bakteriocinu [41]

Viac ako 99% vsetkych baktérii produkuje minimalne jeden bakteriocin. Baktérie vyuzivaja
bakteriociny na udrzanie populacie a zredukovanie po¢tu konkurentov, ktory by ich oberali
o ziviny a zivotny priestor. Na rozdiel od vacSiny antibiotik, ktoré st sekundarnymi
metabolitmi, bakteriociny si sytetizované ribozomami, st nachylné na protedzy,
a vo vSeobecnosti si neskodné pre 'udské telo a okolité prostredie [41].

2.3.1 Kiasifikacia bakteriocinov
Kvoli velkej roznorodosti je naroné bakteriociny klasifikovat' a v roznych literatarach su
triedené rozlicnym spdsobom.
1) Bakteriociny produkované gram-negativnymi baktériami delime na zaklade velkosti:
e Koliciny: vysokomolekulové proteiny (30 — 80 kDa)
e Mikrociny: nizkomolekulové latky (1 — 10 kDa) [42]

2) Bakteriociny produkované gram-pozitivnymi baktériami: mlie€ne baktérie su
typickym zastupcom tejto skupiny, produkuju bakteriociny rdznorodej velkosti,
Struktary, fyzikalno-chemickych vlastnosti a spektra ucinku. Delime ich do troch tried:

Trieda I. — lantabiotika

e malé molekuly (radovo v jednotkach kDa)

e obsahuju netypické aminokyseliny, ako napriklad lanthionin (Obrazok 1)
e termostabilné

e napriklad: nisin, subtilin, epidermin
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Trieda II. — nizkomolekularne peptidické bakteriociny
malé molekuly ( do 10 kDa)
neobsahuju ziadne modifikované aminokyseliny

termostabilné, kation aktivne a hydrofobne peptidy

napriklad: pediocin PA-1, Lacticin F

Trieda III. — vysokomolekularne proteinové bakteriociny
e velké molekuly (nad 30 kDa)

e termolabilné

e napriklad: helveticin, casicin 80

Trieda IV. — komplexné bakteriociny

e velké komplexné molekuly

e zlozené z proteinovej a neproteinovej Casti ( napriklad lipidickej, sacharidovej)
e napriklad: lactocin 27, plantaricin S [41]

2.3.2 Nisin

Nisin je polypeptid o velkosti 3,5 kDa, patriaci k lantabiotikdm s antibakterialnymi
a bakteriostatickymi  vlastnostami  vo¢i  gram-pozitivnym  baktériam a  sporam.
Proti gram-negativnym baktériam, kvasinkdm a plesniam vSak preukazuje len slaby ucinok
[43].

Je produkovany mlie¢nymi baktériami rodu Lactococcus lactic. Bol objaveny v roku 1928,
v Anglicku pocas vyroby syra. Po kontaminacii mlieka baktériami rodu L. lactic subsp. lactis
bol pdsobenim nisinu inhibovany rast syrnej kultury [43].

Volne v prirode sa vyskytuje v dvoch forméch: nisin A a nisin Z. Obe varianty disponuju
antimikrobialnym charakterom a lisia sa Strukturne jednou aminokyselinou (27.) vid.Obrazok
9 [44]. Nisin sa sklada z 34 aminokyselin, obsahuje pat’ vnutornych disulfidickych mostikov
a tri nezvyCajné aminokyseliny: dehydroalanin, lanthionin, B-methyl-lantionin [44][43].

Nisin A/Z*

Obrdzok 9: Struktira nisinu A/nisinu Z [45]
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Vznik péru

c
Obrazok 10: Mechanizmus naruSenia bunecnej membrdany nisinom (vytvdranie porov )[46]

Antimikrobiadlny Gc€inok nisinu zavisi na koncentracii aplikovaného nisinu a od mnozstva
pritomnych spér abuniek, ktoré je potrebné inhibovat’ alebo znicit. Nisin pdsobi
na membrany cielovych buniek. Naviaze sa na lipid II a nasledne sa vimedzeri do membrany,
¢im vytvori pory, cez ktoré unikd cytoplazma buniek atym ich zahubi, vid Obrazok 10.
Gram-negativne baktérie chrani pred nisinom vonkajsia bunkova stena, ktora funguje
ako nepriepustna bariéra pre molekuly nisinu. V pripade ¢iasto¢ného alebo tplného narusenia
bunkovej steny sa i gram-negativne baktérie stavaju na nisin nachylné [43].

V sucasnosti je nisin najviac preskimany a charakterizovany bakteriocin. A ako jediny
bakteriocin je celosvetovo vyuzivany ako konzervant v potravinach, je schvaleny
ako netoxicky, prirodny pripravok [40][46].

2.4 Vyznamné prirodné antimikrobialne latky Zivo¢iSneho povodu

Rastliny, suchozemské a morské zivocichy, huby a baktérie st producentmi prirodnych
latok s vyznamnym antibakteridlnym uclinkom. Antimikrobidlne latky su zivo¢ichmi
produkované za ucelom obrany proti infekciam [47].

24.1 Lysozym

Lysozym bol prvy peptid so zistenym antimikrobiadlnym charakterom. Bol objaveny v roku
1922 Alexandrom Flemingom. Jedna sa o enzym patriaci do skupiny hydrolaz. Je sucastou
telovych tekutin a tkaniv organizmov a zabezpeCuje imunitni odpoved organizmu.
Mechanizmus  jeho  uinku  spoCiva v hydrolyze  B-1,4-glykozidicke;  vézby
medzi N-acetylmuranovou kyselinou a N-acetylglukosaminom peptidoglikanu, ktory je
suCastou bunkovych stien baktérii. Antibakterialna aktivita lysozynu je vSak obmedzena
len na gram-pozitivne baktérie. Uginok vo&i gram-negativnym baktériam je kvoli rozdielnemu
zlozeniu bunkovej steny vel'mi maly [48][49][50].

24.2 Chitosan

Chitosan (poly-B-1,4-glukozamin) je prirodny polysacharid o velkosti do 1 MDa. Je
pripravovany alkalickou deacetaciou chitinu, ktory sa vyskytuje v organizme mnohych
bezstavovcov, morskych zivocichov, hub arias. Je vyuzivany v rozlicnych biologickych
a biomedicinskych aplikaciach vdaka svojim unikatnym vlastnostiam: biokompatibilite,
biodegradabilite, je antialergénny a netoxicky. Zaroveni boli zistené antioxida¢né a silné
antimikrobialne vlastnosti chitosanu voc¢i baktériam, kvasinkam a plesniam. Presny
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mechanizmus antibakteridlneho ucinku doposial’ nebol zisteny. Predpoklada sa, ze prenika
cez bunkovt stenu a naviazanim sa na DNA inhibuje transkripciu a translaciu [51][52].

2.5 Moznosti zvySenia antimikrobialneho Gcinku

2.5.1 Synergicky ucinok

Synergizmus opisuje interakciu latok a faktorov pri ktorej aktivita jednotlivych latok alebo
faktorov po spolo¢nej aplikacii narastie [2]. Tento ucCinok byva Castokrat silnejsi ako
len samotny stcet ucinkov jednotlivo po ich samostatnej aplikacii [53].

Je zname, Ze rastliny produkuji velké mnozstvo malych molekul antimikrobialnej povahy.
Je zvlastne, ze vicsina tychto molekul vykazuje samostatne len slabu antiobioticka aktivitu.
Napriek ich slabSiemu ucinku, bojuju rastliny proti infekciam viac ako uspesne. Predpoklada
sa, ze rastliny sami vyuzivaju urcity druh synergizmu na zvySenie antimikrobialneho uc¢inku
[54].

V suvislosti s tym €o synergizmus vytvara sa vacSina literatiry rozchadza. Existuje vel'a
experimentalnych technik na pozorovanie tohto u¢inku, avsak je len malé mnozstvo dévodov,
preco k oCakavanému efektu nedoslo. Taktiez hra znacnu rolu druh synergie, moze sa jednat
o antibioticku, konzervaénu alebo biocidnu synergiu [55]. Stadie dokazali zna¢nu
antimikrobialnu synergicki aktivitu medzi komponentami zmesi korenin a bylin,
medzi antibiotikami navzajom, a taktiez medzi bakteriocinmi a rastlinnymi komponentmi [2]
[54][56].

Celkové pochopenie mechanizmu synergie by mohlo byt kIticovym faktorom v boji proti
bakteridlnej rezistencii, atiez by to umoziovalo znizenie potrebnych davok antibiotik
pri zachovani u€inku a znizenom vyskyte toxickych prejavov [54][53].

2.5.2 Enkapsulacia

Enkapsulacia je technika uzatvarania materialov pevnej, kvapalnej alebo plynnej povahy,
do miniatarnych kapsul o velkosti niekol'kych nanometrov, mikrometrov az milimetrov.
Nasledne kapsule pri Specifickych podmienkach uvolniuju svoj obsah kontrolovanou
rychlostou. Enkapsulacia sa v suCasnosti vyuziva v rdznych odvetviach priemyslu.
Vo farmaceutickom,  chemickom,  kozmetickom,  potravinarskom, tlaciarenskom,
pol'nohospodarskom priemysle... [57]

Technika je zavisla na fyzikalnych a chemickych vlastnostiach enkapsulovaného materiélu,
ktorym s napriklad rézne dochucovadla, antimikrobidlne a antioxidacné latky, lieciva,
enzymy, bunky a iné aktivne zlozky. Dévody enkapsulacie aktivnych latok:

e Inkorporacia aktivnych latok do kapsli umoziiuje postupné a cielené uvoltiovanie
zlozky v presne stanovenom case ana presne stanovenom mieste. Kontrolované
uvolnovanie tak zvySuje ucinnost aktivnej latky i v malom mnozstve a zabezpecuje
optimalne davkovanie ucinnej latky.

e Ochrana enkapsulovanych latok pred degradaciou pri kontakte s okolitym prostredim.

e Zabranenie neziaducim reakciam enkapsulovanych latok s vonkajsim prostredim.

e Spomalenie nechceného vyparovania alebo uvol'novania aktivnych zloziek.
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e Pozmeruje fyzikalne vlastnosti enkapsulovaného materidlu atym ul'ahcuje ich
manipulaciu (napr. v pripade enkapsulacie kvapalin sa tekutiny transformuju na I'ahko
manipulovatelné tuhé zlozky).

e Maskovanie pachu alebo vone inkorporovanych zloziek.

e Bezpefna manipulacia s toxickym materialom [57].

2.5.2.1 Metody enkapsulacie

Vyuzivaja sa rozne enkapsulacné techniky a obalové materialy so Sirokou §kalou funkcii.
Velkost a tvar kapsul zavisia na metode ich pripravy. NajvyuzivanejSie enkapsulacné metody
si: metoda vibracnej trysky, centrifuga¢na extruzia, koacervacia, emulzifikacia, fluidna
vrstva, medzifazova polymerizacia, metoda hydrogénovej mikrosféry, lyofilizacia, fazova
separacia, sprejové suSenie, sprejové chladenie, vyparovanie rozpustadla, enkapsuldcia
za pomoci superkritickej kvapaliny, vytlaCanie taveniny, kokrystalizacia, enkapsulacia
do lipozomov...[57]

2.5.2.2 Lipozomy

Lipozomy su malé vezikuly tvorené z fosfolipidovej dvojvrstvy a cholesterolu, o vel'kosti
25 nm az 10 pm. M6zu byt unimembranové alebo multimembranové. Su schopné vo svojom
vnutri zachytit hydrofilné aj hydrofébne aktivne zlozky. Su biologicky inertné, uplne
biokompatibilné a nespdsobuju toxické alebo alergické reakcie. Unikatnou vlastnost'ou
lipozomov je cielené uvolnovanie inkorporovanych latok pri presne definovanych teplotach.
Fosfolipidova dvojvrstva sa rozpadava pri prechodnej teplote fosfolipidov, ktora je vacsinou
okolo 50 °C, avSak modifikaciou fosfolipidovej dvojvrstvy sa tato teplota mdze menit.
Naviazanim cielovych ligandov na povrch lipozomov vieme zabezpecit cielené uvolfiovanie
aktivnej zlozky v Specifickych tkanivach alebo bunkach[57][58][59].
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Obrazok 11: Model lipozomu [58]

Enkapsulované castice

Hydrofilné skupiny .

2.6 Vyuzitie prirodnych antimikrobidlnych latok

2.6.1 Rezistencia

Objavenie antibiotik a ich nasledny vyvoj navzdy zmenil tvar modernej mediciny a vedy.
Utinnost' a dostupnost’ antibiotik viedla k nadmernému pouZivaniu tychto lietiv u Tudi ako aj
u hospodarskych zvierat. To zapri€inilo u mikroorganizmov rychly vyvoj antibiotickej
rezistencie [60].
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Mikroorganizmy si dokazu predavat antimikrobidlnu rezistenciu z generacie na generaciu
prostrednictvom génov. U baktérii je prenos rezistencie mozny i pomocou mobilnych
genetickych elementov, takzvanych plazmidov v procese konjugacie. Tento proces umoziuje
transfer antibiotickej rezistencie i medzi rozliénymi kmefimi baktérii. Rezistencia sa moze
objavit’ 1 spontanne, prostrednictvom mutacie [61].

Antibioticka rezistencia zapricifiuje celosvetovo 700 000 timrti ro¢ne a predpoklada sa, ze
v roku 2050 by to mohlo dosiahnut' pocet 10 milionov [6]. Nedavne Studie dokazali, ze
v dneSnej dobe dokazu baktérie ziskat' rezistenciu na antibiotikd, ktoré su v tisicnasobne
vysSej koncentracii ako tie pouzivané na nativne kmene baktérii. Z toho dévodu sa pouzivanie
antibiotik ako antimikrobialnych lieCiv pri boji s beznymi patogénmi stalo nerealizovatel'né
a hl'adaju sa nové alternativne pristupy pri boji s mikroorganizmami [60].

2.6.1.1 Alternativa k antibiotikam

Vyskumy ukézali, ze fauna a flora disponuje velkym mnozstvom latok antimikrobialne;
povahy, ktoré by mohli ¢iastoCne alebo uplne nahradit’ pouzivanie antibiotik. NavySe pravy
potencial v tomto smere u tisicok prirodnych zloziek este nebol plne prebadany [62].

DalSou alternativou v boji s antiobitickou rezistenciou by mohlo byt zavedenie
kombinovaného efektu. Cielom je dosiahnut' synergizmus alebo aditivnu interakciu dvoch
zloziek antimikrobialnej povahy. Pristupy ku kombinovanému efektu je mozné rozdelit’ na:

e kombinacia dvoch alebo viacerych antibiotik,

e kombin4cia antibiotika a bakteriocinu,

e kombinacia dvoch alebo viacerych antimikrobialnych latok rastlinnej povahy,

e kombinacia antimikrobialnych latok rastlinnej a zivoci$nej povahy,

e kombinacia antimikrobialnej latky s neantibiotickym pripravkom ako napriklad EDTA
[60][6].

2.6.2 Aplikacia antimikrobialnych latok v potravinach

Potravinarske vyrobky nie st trvanlivé a prirodzene sa kazia neziadicou oxidaciou
a posobenim mikroorganizmov. Tie mézu vyvolavat nechcené reakcie, ktoré vedu k zmene
chuti, pachu, farby, a textary potravin. Niektoré druhy mikroorganizmov produkuju 1 toxiny,
ktoré mozu u Cloveka a zvierat pri poziti sposobit alimentarne infekcie. Z toho dovodu je
potrebné zabezpecCit aby nedoSlo k znehodnoteniu potravin mikroorganizmami pocas
pripravy, distribucie a skladovania [63].

Aby sa prediSlo kontaminacii mikroorganizmami bolo vyvinutych mnozstvo metod
a technologii. Vyuzivané su metody tepelného spracovania, pri ktorych si potraviny po dobu
niekolkych sekiind az minat vystavené teplote 60 — 100°C. Pocas tohto procesu dochadza
k prenosu velkého mnozstva tepelnej energie, co mdéze mat za nasledok zmenu vzhladu,
chuti anutriénych hodndt potravin. Tiez sa vyuziva metdda konzervovania pomocou
syntetickych chemikalii ako su napriklad nitraty, benzoaty, sulfidy, sorbaty, formaldehyd...
Stadie vak dokazali, Ze tieto chemikalie maju $kodlivé vedlajsie uginky [64].

2.6.2.1 Biokonzervdcia
Moderna spolocnost si zacina stale viac aviac uvedomovat dolezitost bezpecnych
potravin, preto sa v poslednej dobe rozsiruje zaujem o biokonzervovanie a bioprotekciu
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potravin. Jedna sa o alternativne metddy k tepelnému a chemickému spracovaniu. Vyuzivaju
antimikrobialne latky z prirodnych zdrojov, ktoré maju prospesné ucinky na zdravie
a pri procese nedochadza k znizovaniu kvality potravin [64][41].

Sekundarne metabolity antimikrobialnej povahy su ziskavané z ovocia, zeleniny, semien
rastlin, lieCivych bylin, korenia, mlieka, vajec, zivocisSnych tkaniv a mikroorganizmov
(baktérie, huby). Konzervacné Cinidla zivocisneho povodu ako napriklad kyselina mlie¢na
alebo bakteriociny, rovnako ako konzervacné ¢inidla rastlinného povodu, dokazu inhibovat
oxidéciu lipidov, zabranit vyblednutiu alebo zmenam farieb a predizit’ trvanlivost’ produktov.
Nadmieru G¢inna sa ukazala biokonzervacia mésa pri aplikacii extraktov z bylin, korenia,
ovocia a zeleniny [64].

Rastlinné a zivoci§ne extrakty s antimikrobidlnymi vlastnostami maju Siroka skalu vyuzitia
v potravinarstve ivdaka ich prospeSnym antioxidaCnym, antidiabetickym a anti-
karcinogénnym vlastnostiam. Ich antioxidacnd povaha umoziuje predchadzat’ oxidacii
lipidov, atak zabranuju chemickému znehodnoteniu potraviny. Je mozné ich vyuzivat
i ako prirodné farbiva a dochucovadla [64][65].

2.6.3 Aplikacia antimikrobialnych latok v kozmetike

2.6.3.1 Kozmetika

Kozmetika je definovana ako akakolvek latka alebo zmes, ktord bola uréena na styk
s pokozkou T'udského tela, alebo so zubami a ustnou dutinou za ucelom cCistenia, ochrany,
zmeny vzhladu a maskovanie zapachu. Do kozmetiky je preto zahrnuta Siroka Skala
vyrobkov: make-upy, pudre, toaletné mydla, parfumy, sprchovacie pripravky, depilatory,
dezodoranty, antiperspiranty, vyrobky pre vonkajSiu intimnu hygienu, kozu, vlasy, ustnu
dutinu a nechty. Tato definicia vSak nie je univerzalna a niektoré kozmetické pripravky
uz mozu spadat’ do kategorie lieciv [66].

2.6.3.2 Konzervanty v kozmetike

Mikrobiologicka Cistota je jednym z najzavaznejSich problémov v kozmetickom priemysle.
Kontaminacia produktov mikroorganizmami moéze u pouzivatelov viest k vzniku infekcii
aalergii. Pritomnost a néasledné mnozenie mikroorganizmov moze spdsobit’ 1 zmenu
konzistencie, chute, vOne, zapriCinit separaciu faz avznik sedimentov v kozmetickom
pripravku. Ztoho dovodu sa do kozmetiky pridavaju antimikrobidlne zlozky, takzvané
konzervanty, ktoré zabezpecuju aby nedoslo k znehodnoteniu pripravku pocas vyroby, balenia
a celej doby pouzivania [67][68].

Alergické reakcie si najCastejSie sposobované pritomnostou syntetickych konzervantov
ako napriklad parabén, sulfaty, izotiazoliny... V priebehu poslednych rokov sa alergie
vyskytuji u pouzivatelov Coraz CastejSie, preto je kozmeticky priemysel nateny hladat
alternativne konzervacné latky prirodného povodu [68].

Vyhodou antimikrobidlnych zloziek rastlinnej a zivocCiSnej povahy je, ze su ziskané
z bezpe¢nych a prirodnych zdrojov. V kozmetike sa pouzivaju s velkou oblubou i vdaka
Sirokej Skale prospeSnych vlastnosti. Su zname ich antimikrobialne, antioxidacné,
protizapalové, antikarcinogénne vlastnosti, spomaluju i starnutie pleti a pdsobia proti akné.
Su do pripravkov pridavané ako konzervanty, zvlhovace, stabilizatory [69][66].
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2.6.3.3 Alternativna liecba akné

Akné je porucha koze vyvoland patogénmi, ktoré sposobuju hypersekréciu mazu
v deformovanych folikuloch koze. Rastlinné vytazky sa pouzivaju na lieCbu koznych chordb
od nepamiti. Vd'aka ich karotenoickym, bakteriostatickych, antioxidaénym, antimikotickym,
protizapalovym (vd’aka vysokému obsahu fytocidov) vlastnostiam dokézu ucinne bojovat
s prejavmi akné. Do kozmetickych pripravkov sa pridavaju napriklad bioaktivne latky
z korenia alebo cibule. Vyuzivaju sa i1 extrakty z Aloe vera, bazalky, ruzi, rozne druhy
silic...[70]
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3 CIEL PRACE

Cielom tejto prace je testovanie antimikrobidlnej aktivity vybranych prirodnych extraktov
v kombinacii s bakteriocinmi. Sucastou prace je dosiahnutie nasledujucich ciastkovych
cielov:
1. Priprava Castic s obsahom rastlinnych zloziek v kombinacii s bakteriocinmi.
2. Testovanie antimikrobidlneho ucinku zvolenych zloziek vo vol'nej a enkapsulovanej
forme.
3. Navrh vhodnej formy pridavku prirodnych antimikrobidlnych latok aich zmesi
pre potravinarske a kozmetické aplikacie.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Pouzité Standardné chemikalie
o  Nisin, Sigma-Andrich (Nemecko)
o  Kiyselina gallova, Sigma-Aldrich (Nemecko)
o  Trolox, Sigma-Aldrich (Nemecko)
o Katechin, Sigma-Aldrich (Nemecko)
o  Kyselina L-askorbova, Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.1.2 Chemikalie pouzité pri stanoveniach
o ABTS, Sigma-Aldrich (Nemecko)
o Chlorid hlinity, Lachc-ner (Ceské republika)
o  Dusitan sodny, Lach-ner (Ceska republika)
o Ethanol pre UV/VIS, Lach-ner (Ceska republika)
o  Folin-Cicalteauovo Cinidlo, Penta (¢eska republika)
o Hydroxid sodny, Lach-ner (Ceska republika)
o  Peroxosiran draselny, Lach-ner (Ceska republika)
o Uhligitan sodny bezvodny, Lach-ner (Ceska republika)
o  Siran mednaty . 5 H,O, Lach-ner (Ceska republika)
o  Vinan sodno-draselny . 4 H,O, Lach-ner (Ceska republika)
o 2,6-dichloridofenol, Lach-ner (Ceska republika)
o Kyselina chlorovodikova, Lach-ner (Ceska republika)

4.1.3 Chemikalie pouzité na pripravu castic
o  Lecithin, Sigma-Aldrich (Nemecko)
o  Cholesterol, Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.1.4 Chemikalie pouzité na pripravu zivnych médii
o  D-glukoza bezvodna, Lachner (Ceska republika)
o  Nutrient Broth Medium, Himedia (India)
o  Pepton aus Casein, Himedia (India)
o  Yeast Extract Powder, Himedia (India)

4.2 Pristroje a pomdcky
Analytické vahy, Boeco (Nemecko)

o

o Automatické pipety vroznom rozsahu objemu — Discovery (Nemecko), Biohit
(Nemecko)

o ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (Nemecko)

o DLS analyzator Zetasizer Nano ZS, Malvern (UK)

o  Mikrocentrifiga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Nemecko)

o  Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nemecko)

o  Spektrofotometer — Helios y, Unicam (Vel'ka Britania)

o  Temperovana trepacka, Hiedolph Inkubator 1000 (Nemecko)
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o Ultrazvokovy homogenizator/dispergator — Bandelin Sonoplus HS3200 — Sonorex
Technik (Nemecko)

o Vortex REax Top, Heidolph (Nemecko)

o Laminatovy box Aura mini — Bioair, EuroClon (Taliansko)

o Opticky mikroskop a software Dino Capture (Ceska republika)

4.3 Pouzité mikroorganizmy
V tejto praci boli pouzité kultiry mikroorganizmov, ktoré pochadzaju z Ceskej zbierky
mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne:
o  Candida glabrata (CCM 8270)
o  Escherichia coli (CCM 7395)
o  Micrococcus luteus (CCM 1569)
o  Serratia marcescens (CCM 8587)

4.4 Vybrané prirodné materialy
Prirodné materialy pouzité v tejto praci: acerola, klincek, Skorica, pomarancova kora,
jakon, boli vybrané na zaklade zisteni predchadzajucich prac ([71] [72]), kde u tychto latok
bola stanovena najvacsia antimikrobialna aktivita.
Skorica, acerola, pomarantova kora boli v priebehu testovania pouZivané v praskovej
forme, jakon bolo mozné zakupit jedine vo forme sirupu.
Zakupené prirodné materialy (Obrazok 12):
o  Skorica — Vitana
o klincek — Vitana
o jakon sirup — Lifefood
o acerola— Grulich
o pomarancova kora — Sonnentor

HREBICEK
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Obrazok 12: Materialy pouZité v prdci
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4.5 Priprava extraktov

Odmerané mnozstvo rastlinného materialu bolo pridané do Erlenmeyerovej banky a zaliate
destilovanou vodou (Tabul'ka 1). Nasledne boli extrakty ponechané na temperovanej trepacke
20 minut pri 37 °C.

Tabulka 1: Priprava extraktov

Rastlinny material Priprava
acerola 2 g latky; 20 ml destilovanej vody
klincek 2 g latky; 20 ml destilovanej vody
Skorica 2 g latky; 20 ml destilovanej vody
pomarancova kora 2 g latky; 20 ml destilovanej vody
jakon 2 ml latky; 18 ml destilovanej vody

4.6 Charakterizacia vybranych prirodnych materialov

4.6.1 Stanovenie celkovych polyfenolov

Do skamavky bol napipetovany vzdy 1 ml zriedeného vodného roztoku Folin-
Ciocalauovho cinidla v pomere 1:9, 1 ml destilovanej vody a 50 pl vodného extraktu vzorky.
Vzorky boli premieSané a nechané stat 5 minut. Nasledne bol pridany 1 ml nasyteného
roztoku uhlicitanu sodného a opat’ bol obsah skumaviek premieSany. Absorbancia bola
odmerana po 15-tich minutach, pri vinovej dizke 750 nm.

Vysledna koncentracia celkovych polyfenolov bola vypocitana z kalibra¢nej rovnice, ktora
bola zostrojena pre roztok kyseliny gallovej v koncentracnom rozmedzi 0,1 — 0,7 mg/ml.

4.6.2 Stanovenie celkovych flavonoidov

Do skumaviek bolo napipetovanych 0,5 ml vodného extraktu vzorky, 1,5 ml destilovanej
vody a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodného. Obsah skiimaviek bol premiesany a ponechany
statt 5 minut. Nasledne bol do skimaviek pridany 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého
a opét’ bol roztok premieSany a ponechany stat’ 5 minut. Potom bolo pridanych 1,5 ml roztoku
hydroxidu sodného o koncentracii 1 mol/l a1l ml destilovanej vody. Absorbancia bola
odmerana po 15-tich minutach, pri vinovej dizke 510 nm.

Vysledna koncentracia celkovych flavonoidov bola vypocitand po zostrojeni kalibracnej
krivky katechinu v koncentratnom rozmedzi 0,05 — 0,3 mg/ml.

4.6.3 Stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity

Antioxidaéna aktivita bola stanovena za pouZitia metddy TEAC. Roztok ABTS™ bol
rozpusteny v destilovanej vode na koncentraciu 7 mmol/ml a nésledne bolo pridané potrebné
mnozstvo peroxosiranu draselného pre dosiahnutie koncentracie 2,45 mmol/l. Roztok bol
ponechany stat’ v tme pri izbovej teplote najmenej 12 hodin. Pred meranim bol roztok ABTS™
zriedeny etanolom pre UV/VIS na absorbanciu 0,70 + 0,02 pri vlnovej dizke 734 nm a d’alej
bol pouzivany len takto zriedeny roztok.

Do kyvety bol napipetovany 1 ml zriedeného roztoku ABTS™ a okamzite bola odmerana
absorbancia v ¢ase 0. Do druhej kyvety bol napipetovany roztok ABTS™ a 10 ul vodného
extraktu a kyveta sa ulozila do tmy. Po 10-tich minttach bola opat’ odmerana absorbancia.
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Vysledna antioxidac¢na aktivitu bola zistend z kalibracnej rovnice, ktora bola zostrojena
pre roztok Standardu Troloxu, ktory bol rozpusteny v 60% etanole. Z tohto roztoku boli
pripravené roztoky kalibracnej rady v koncentracnom rozmedzi 0,05 — 0,4 mg/ml.

4.6.4 Stanovenie celkovych proteinov Hartree-Lowryho metodou

Bola pripravena koncentracnd rada roztokov nisinu vrozmedzi 0,3 — 1,5 mg/ml.
Do skumaviek bol napipetovany 1 ml roztoku nisinu a 0,9 ml c¢inidla A. Potom bola
skimavka inkubovana 10 minut vo vodnom kupeli pri 50 °C. Po 10-tich minatach boli
skumavky ochladené na laboratornu teplotu, do kazdej bolo pridanych 0,1 ml ¢inidla B, obsah
skumaviek bol premieSany a ponechany stat’ 10 minut pri laboratornej teplote. Nasledne boli
pridané 3 ml cinidla C. Skumavky boli opat’ premieSané a inkubované 10 minit vo vodnom
kupeli pri 50 °C. Po ochladeni bola odmerana absorbancia vzoriek pri vinovej dizke 650 nm.

Cinidlo A: 50 ml hydroxidu sodného o koncentracii 1 mol/l, 10 g uhliGitanu sodného, 1 g
tetrahydratu vinanu sodno-draselného, destilovana voda do 100 ml

Cinidlo B: 10 ml hyroxidu sodného o koncentracii 1 mol/l, 1 g pentahydratu siranu
mednatého, 2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, destilovana voda do 100 ml

Cinidlo C: zriedeny Folin-Ciocalteauov roztok v pomere 1:15 (destilovanou vodou)

4.7 Stanovenie obsahu kyseliny askorbovej v extrakte aceroly

4.7.1 Standardizicia odmerného roztoku

Navazka 10 mg kyseliny L-askorbovej bola rozpustena v malom mnozstve 2% HCI
anasledne bola kvantitativne prevedena do 10 ml odmernej banky. Objem bol doplneny
po rysku 2% HCI. Do titra¢nej banky bolo napipetovanych 10 ml 2% HCI a 1 ml Standardu.
Takto pripraveny roztok bol titrovany odmernym roztokom 2, 6-dichlorindofenolom
do lososovo-ruzového sfarbenia.

4.7.2 Priprava vzorku

Navazka vzorky aceroly bola rozpustena v malom mnozstve 2% HCI. Roztok bol
kvantitativne prevedeny do odmernej banky o objeme 100 ml a doplneny po rysku 2% HCI.
Z tohto roztoku bol prepipetovany 1 ml roztoku do titracnej banky a doplneny na objem 25 ml
2% HCIl. Roztok bol nasledne titrovany odmernym roztokom 2 ,6-dichloridofenolu
o koncentréacii 0,000 5 ml/dm’ do objavenia lososovo-ruzového sfarbenia staleho minimalne
15 sekund.

4.8 Priprava Castic

4.8.1 Priprava lipozomov

K 10 ml vodného extraktu bolo pridanych 180 mg lecitinu a 20 mg cholesterolu. Pripravena
zmes bola nasledne ultrazvukovana za pouzitia tyCového ultrazvuku, pri G€innosti 75 %,
po dobu jednej minuty, za stic¢asného chladenia vo vodnom kupeli (Obrazok 13).
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Obrazok 13: Ukazka enkapsulovanych extraktov (1. pomarancova kora, 2. klincek, 3. acerola, 4.

Skorica, 5. jakon)
4.8.2 Charakterizacia liposomov

4.8.2.1 Stanovenie enkapsulacnej ucinnosti polyfenolov

Enkapsulac¢na ucinnost’ bola zistena na zaklade stanovenia obsahu celkovych polyfenolov
stanovenych podla postupu z kapitoly 4.6.1. Pre stanovenie enkapsulacnej ucinnosti bola
najprv odmerana koncentracia polyfenolov v roztoku pred enkapsulaciou a nasledne
po enkapsulacii. Vsetky extrakty boli po enkapsulacii centrifugované 60 minut
pri 11 000 ot./min. Supernatant bol zliaty a bola v iom stanovena koncentracia polyfenolov.
Z nameranych hodnot bol vypocitany celkovy obsah polyfenolov pred a po enkapsulacii.
Po odc¢itani tychto dvoch hodndt bolo zistené mnozstvo polyfenolov enkapsulovanych
do castic.

4.8.2.2 Stanovenie enkapsulacnej ucinnosti nisinu

Enkapsula¢na ucinnost’ bola zistena na zaklade stanovenia obsahu celkovych proteinov,
stanovenych podla postupu z kapitoly 4.6.4. Pre stanovenie enkapsulaCnej ucinnosti bola
najprv odmerand koncentracia proteinov v roztoku pred enkapsuldciou a nasledne
po enkapsulacii. VSetky vzorky boli po enkapsulacii centrifugované 60 minut
pri 11 000 ot./min. Supernatant bol zliaty a bola v flom stanovena koncentracia proteinov.
Z nameranych hodnét bol vypocitany celkovy obsah proteinov pred apo enkapsulécii.
Po od¢itani tychto dvoch hodnot bolo zistené mnozstvo nisinu enkapsulovaného do Castic.

4.8.2.3 Optimalizacia pripravy nového typu castic

Boli vytvorené lipozomové Castice obalené vrstvou chitosanu. K pripravenym liposémom
s enkapsulovanym extraktom bol pridany roztok 1% alebo 2% chitosanu. Zmes bola potom
mieSana do vzniku kombinovanych castic. Nasledne sa porovnavala ucinnost obalenia
lipozomovych ¢astic chitosanom.

4.8.2.4 Stanovenie vel’kosti a stability ¢astic

Roztoky obsahujuce lipozémy boli centrifugované po dobu 5 minut pri 6 000 ot./min.
Supernatant bol odiaty a nasledne bol supernatant znovu centrifugovany pri 11 000 ot./min
podobu 60 minat. Supernatant bol odliaty ausadené liposémy boli rozsuspendované
v destilovanej vode.
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Velkost Castic bola stanovovana pomocou DLS, za pouzitia pristroja Zeta sizer. 100x
zriedené roztoky Castic boli prenesené do kyvety a nasledne bola zistena distribucia vel'kosti,
priemerna vel'kost’ a polydisperzita Castic.

Stabilita bola zistovand pomocou zeta potencialu, opit za pouzitia pristroja Zetasizer.
Roztoky castic boli taktiez 100x zriedené. Do kyvety sa premiestnil 1ml zriedeného roztoku
avlozil sa elektrédovy nastavec, a nasledne prebehlo meranie. Z hodnot zeta potencialu bola
potom odvodzovana stabilita astic. Castice s hodnotou zeta potencialu nad + 30 mV, st
povazované za stabilné. [73]

4.8.2.5 Sledovanie dlhodobej stability

Vzorky boli uchovavané pri teplote 4 °C vo vodnom prostredi. Po 3 tyzdioch bola
premerana stabilita pomocou stanovenia zeta potencidlu a mnozstvo uvolnenych
enkaplulovanych zloziek.

4.9 Antimikrobialne testy

Antimikrobialna aktivita bola sledovana na 4 kmetioch mikroorganizmov. Na gram-
pozitivnom kmeni Micrococcus luteus, gram-negativnych kmenioch: Escherichia coli
a Serratia marcescens a na zastupcovi kvasiniek Candida glabrata.

4.9.1 Priprava médii

Tekuté média pre jednotlivé kmene mikroorganizmov, so zlozenim uvedenom v tabulke
(Tabulka 2), boli rozmieSané v destilovanej vode a sterilizované v tlakovom hrnci
s otvorenym ventilom po dobu 30 minut pri teplote 100 °C.

Tabulka 2: latky pouzité na pripravu média u jednotlivych mikroorganizmov

Mikroorganizmus Médium
baktérie Nutrient Broth — 25 mg/ml
Yeast extract powder — 10 mg/ml
kvasinka Pepton aus Casein — 20 mg/ml
D-glucose anhydrous — 20 mg/ml

4.9.2 Kultivacia mikroorganizmov

Mikroorganizmy uchovavané pri teplote 4 °C na pevnych agarovych médiach boli
pred kazdym testom preockovavané do tekutého média o objeme 50 ml. ZaoCkované média
v Erlenmeyerovej banke boli nasledne premiestnené na temperovanu trepacku a ponechané
kultivacii po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C.

4.9.3 Bujonova diluéna metéda

Antimikrobialna ucinnost’ testovanych extraktov bola merana pomocou zéakalu za pouzitia
pristroja  ELISA Reader BioTek ELx808. Pri merani bola pouzivana 96 jamkova
mikrotitracna dosticka. Do jamiek bolo napipetovanych 50 pl extraktu a 150 pl zriedeného
tekutého média s nakultivovanymi bunkami mikroorganizmov. Ako blank boli pouzivané
jamky naplnené sterilnou vodou namiesto extraktov. Zmena zakalu, ktord zodpoveda rastu
mikroorganizmov, bola zistena po zmerani mikrotitracnej dosticky na , ELISA readry* v Case
0 a po uplynuti 24 hodin.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Predlozena bakalarska praca bola zamerana na testovanie antimikrobidlneho ucinku
vodnych extraktov vybranych prirodnych latok v kombinacii s nisinom. U vybranych latok
bol stanoveny celkovy obsah polyfenolov, flavonoidov, antioxida¢na aktivita aich
antimikrobialne aktivity. Nasledne sa zistoval mozny synergicky uc¢inok po pridani vodného
roztoku nisinu vich volnej forme. Dalej bola uskutoénena enkapsulacia vybranych latok
do lipozomov a nasledne bola optimalizovana priprava lypozémov s vrstvou chitosanu. Bola
pozorovana antimikrobialna aktivita enkapsulovanych extraktov a mozny synergicky ucinok
po pridani enkapsulovaného bakteriocinu. Meranie bolo opakované s lypozémami obalenymi
chitosanom. Na zaver boli spomenuté mozné aplikacie pre potravinarsky a kozmeticky
priemysel.

5.1 Charakterizacia vybranych prirodnych materidlov

Vybrané vodné extrakty prirodnych materidlov boli charakterizované z hladiska obsahu
celkovych polyfenolov, flavonoidov a ich antioxidacnej aktivity. Vodné extrakty boli
pripravené podl'a postupu uvedeného v kapitole 0.

5.1.1 Stanovenie celkovych polyfenolov

Obsah  celkovych  polyfenolov v testovanych  extraktoch, bol  stanoveny
spektrofotometricky, podla postupu opisaného v kapitole 4.6.1. Pomocou zostavenej
kalibracnej krivky kyseliny gallovej (Obrazok 14) bola vypocitana koncentracia celkovych
polyfenolov v extraktoch. VSetky vzorky boli premerané trikrat a z nameranych hodnét bol
vypocitany priemer a smerodatna odchylka. Vysledky su zobrazené v tabul'ke (Tabul'ka 3).
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Obrazok 14: Kalibracna krivka pre stanovenie celkovych polyfenolov — kyselina gallova

Tabulka 3: Vypoditany obsah polyfenolov v extraktoch

Extrakt Obsah polyfenolov v roztoku [mg/g]
acerola 23,873 £ 0,874
klin¢ek 7,172+ 0,413
skorica 20,544 + 1,569
pomarancova kora 8,560 + 0,000
jakon 0,480+ 0,016

33



T T T T

acerola klincek Skorica pomarancova kora jakon

Obrazok 15: Obsah celkovych polyfenolov v testovanych extraktoch

Z grafického zobrazenia obsahu celkovych polyfenolov (Obrazok 15) je wviditelné,
ze najviac polyfenolov obsahuje extrakt aceroly, a to 23,873 + 0,874 mg/g a extrakt Skorice,
20,544 £+ 1,569 mg/g. U jakonu je obsah polyfenolov oproti ostatnym testovanym extraktom
minimalny, 0,480 + 0,016 mg/g.

5.1.2 Stanovenie celkovych flavonoidov

Obsah flavonoidov v jednotlivych vodnych extraktoch bol zisteny na zaklade pracovného
postupu opisaného v kapitole 4.6.2. Koncentracia celkovych flavonoidov bola stanovena
na zaklade kalibracnej rovnice katechinu (Obrazok 16). Kazdy extrakt bol analyzovany
v troch opakovaniach a priemerné hodnoty, prepocitané na mg/g suchého podielu, su
zaznamenané v tabul'ke (Tabul'ka 4).
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Obrazok 16: Kalibracna krivka pre stanovenie celkovych flavonoidov — katechin

Tabulka 4: Vypocitany obsah flavoniodov v extraktoch

Extrakt Obsah flavonoidov v roztoku [mg/g]
acerola 1,337 £ 0,028
klin¢ek 1,708 £ 0,007
skorica 19,611 + 0,355
pomarancova kora 2,157 £ 0,050
jakon 3,208 + 0,082
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Obrazok 17: Obsah flavonidov v testovanych extraktoch

Z grafu (Obrazok 17) moézeme vidiet, ze najvyS$Si obsah flavoidov obsahoval extrakt
Skorice, ato 19,611+ 0,355 mg/g. Obsah flavoidov v extraktoch aceroly, klinceka,
pomarancovej kory a jakonu je zanedbatel'ny.

5.1.3 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity

Podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.6.3 bola zistend antioxidacna aktivita testovanych
extraktov. Pre vypocet celkovej antioxidacnej aktivity bola zostavena kalibracna krivka
Troloxu (Obrazok 18). VSetky vzorky boli premerané trikrat a z nameranych hodnot bol
vypocitany priemer asmerodatna odchylka. Vysledky st zaznamenané v tabulke
(Tabulka 5).
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Obrazok 18: Kalibracna krivka pre stanovenie antioxidacnej aktivity — Trolox

Tabulka 5: Vypocitana antioxidacna aktivita extratov

Vzorka Antioxida¢na aktivita [mg/g]

acerola 3,7042 + 0,0005

klingek 4,6809 + 0,0005

Skorica 49111 + 0,0005
pomarancova kora 3,2764 £ 0,0005

jakon 1,7778 + 0,0002
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Obrazok 19: Stanovena antioxidacna aktivita extraktov

Z grafického zobrazenia hodndt (Obrazok 19) je viditeIné, Ze najvysSia antioxidana
aktivita bola nameranda uextraktu Skorice, 4,9111+ 0,000 mg/g. Vysoké hodnoty
antioxidacne] aktivity u extraktov Skorice a aceroly boli predpokladané, kvoli ich zistenému
vysSSiemu obsahu polyfenolov a flavonoidov oproti ostatnym extraktom. Jakon sirup mal
na druhej strane pri predoslych meraniach nizky obsah polyfenolov a flavonoidov (kapitoly

5.1.1 a 5.1.2), jeho antioxidana aktivita bola nasledne pomerne vysoka, presnejSie
1,7778 £ 0,0002 mg/g.

5.2 Stanovenie pH testovanych extraktov
Pomocou pH metru bolo stanovené pH vodnych extraktov (Tabulka 6), kedze tato
vlastnost’ roztokov mdze znacne ovplyvnit’ antimikrobialne ucinky jednotlivych extraktov.

Tabulka 6: Namerané pH vodnych extraktov

Vzorka pH
acerola 4,0
klincek 5,2
skorica 6,2
pomarancova kora 6,3
jakon 6,1

Ako bolo predpokladané, najkyslejsie pH bolo namerané v extrakte aceroly, kvoli
vysokému obsahu vitaminu C, vid'. kapitola 5.3. Z tohto dovodu, a taktiez vd’aka najvys§Siemu
obsahu polyfenolov je mozné uvazovat’ o vy$Som antimikrobialnom ucinku tohto extraktu.

Mierne kyslé pH mal taktiez extrakt klinceka. U ostatnych extraktov bolo zistené neutralne
pH.

5.3 Stanovenie obsahu kyseliny askorbovej v extrakte aceroly

Celkovy obsah kyseliny L-askorbovej vo vodnom extrakte aceroly bol stanoveny
na zaklade postupu opisaného v kapitole 4.7. Vsetky vzorky boli premerané trikrat
a z nameranych hodn6t bol vypocitany priemer a smerodatna odchylka. Vysledky su
zaznamenané v tabul'ke (Tabul'ka 7).
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Tabulka 7: Namerany obsah kyseliny askorbovej vo vzorke aceroly
Obsah vitaminu C [mg/g]
Deklarované vyrobcom 163,600

Vzorka aceroly 200,000 + 5,537

Zo zistenych hodndt vyplyva, Ze nami namerany obsah vitaminu C vo vzorke je vyssi
ako obsah deklarovany vyrobcom. Ked'Ze ako testovana vzorka bol pouzity zakoncentrovany
prasok, hodnota vitaminu C sa moze liSit v zavislosti na pouzitom ovoci, kedze zastipenie
latok v jednotlivych plodoch nie je zakazdym zhodné. Navyse bol potvrdeny vysoky obsah
vitaminu C v extrakte aceroly, ktory ovplyviiuje vysledné pH vodného roztoku.

5.4 Stanovenie celkovych proteinov Hartree-Lowryho metodou

Podl'a postupu opisaného v kapitole 4.6.4, bola zostrojend kalibracna krivka pre nisin
(Obrazok 20) v koncentraénom rozmedzi 0,1 — 1,5 mg/ml. Kalibra¢na krivka koncentracie
nisinu bola nasledne pouzita k stanoveniu enkapsulacnej uc¢innosti lipozomov, do ktorych bol
enkapsulovany nisin o zvolenej koncentracii.
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Obrazok 20: Kalibracna krivka nisinu

5.5 Optimalizacia pripravy nového typu cCastic a vizualizacia Castic

Podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.8.1 boli pripravené lipozomové Castice. Nasledne
k nim bol pridany 1% a 2% chitosan, za ucCelom vytvorenia lipozémovych castic obalenych
chitosanom. Vytvorené castice boli vizualizované pod svetelnym mikroskopom.
Zo zachytenych zaberov (Obrazok 21) mozeme vidiet, ze v roztoku prazdnych lipozonov sa
vyskytuje velké mnozstvo velkych nepravidelnych zhlukov, ktoré moézu predstavovat
nerozpusteny lecitin. Pri porovnani snimok po pridani 1% chitosanu, je pozorovatel'na vacsia
koncentracia Castic, vacSie mnozstvo zhlukov a véac¢sich cCastic, nez u snimky s pridanym 2%
chitosanom. Roztoky boli opét’ vizualizované po uplynuti 24 hodin. V pripade 1% chitosanu
sa znizila koncentracia Castic a zhlukov, lypozomy boli pomerne rovnomerne distribuované
v roztoku. V pripade 2% chitosanu sa pocet malych zhlukov navysil.
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Lipozomy

Lipozoémy po pridani 1% chitosanu v ¢ase 0 Lipozémy po pridani 1% chitosanu po 24h

Lipozoémy po pridani 2% chitosanu v ¢ase 0 Lipozémy po pridani 2% chitosanu po 24h

Obrazok 21: Lipozomy (zvdcSenie 20 000x)

5.5.1 Stanovenie vel’kosti lipozomov obalenych chitosanom

Velkost vzoriek lipozomov bola stanovovana na zaklade postupu uvedeného v kapitole 4.8.2.4
Merania prebehli v troch opakovaniach a z hodnét bol vypocitany priemer uvedeny v tabul’ke
(Tabulka 8).

Tabulka 8: Porovnanie velkosti Castic

Typ castic ®Velkost’ [nm] Polydismerzita

lipozémy 119,300 0,199
lipozomy obalené 2% chitosanom 416,733 0,280
lipozomy obalené 1% chitosanom 294,233 0,066

Merania ukazali, ze po pridani chitosanu doslo k zvySeniu priemernej velkosti Castic,
c¢o mdze byt sposobené prave vznikom vrstvy chitosanu na porchu lipozémov. Po pridani 1%
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chitosanu doslo k dvojnasobnému zvacseniu a po pridani 2% chitosanu az k Stvornasobnému
zvacSeniu vel'kosti Castic.

5.5.2 Stanovenie stability lipozomov obalenych chitosanom
Stabilita ¢astic bola zistena pomocou pristroja Zetasizer, podla postupu opisaného v kapitole
4.8.2.4. Vsetky vzorky boli odmerané trikrat a z hodnét bol vypocitany priemer (Tabul'ka 9).

Tabulka 9: Porovanie zeta potencialu lipozomov a lipozomov obalenych chitosanom

Typ Castic ® Zeta potencial [mV]

lipozomy -51,367
lipozomy obalené 2% chitosanom 35,367
lipozomy obalené 1% chitosanom -28,567

Ked'ze chitosan ma kladny naboj, predpokladalo sa navySenie zeta potencialu, k Comu
aj doslo v oboch pripadoch. Po porovnani zeta potenciadlov bolo zistené, ze stabilnejSie Castice
vznikli po pridani 2% chitosanu. U lipozomov s 1% chitosanom doslo k miernemu navySeniu
zeta potencidlu. Moze to byt sposobené vytvorenim zvlast lipozomovych a chitosanovych
Castic alebo nedostatoCnym obalenim lipozomov. Z toho doévodu bolo dalej pracované
len s 2% chitosanom.

5.6 Charakterizacia lipozomov
Pripravené liposomy podla postupu uvedeného v kapitole 4.8.1 boli charakterizované
z hladiska ich enkapsulacnej ucinnosti, vel'kosti a ich kratkodobej a dlhodobe;j stability.

5.6.1 Stanovenie enkapsulaénej ucinnosti polyfenolov

Enkapsula¢na ucinnost bola stanovena na zaklade postupu opisaného v kapitole 4.8.2.1.
Namerané hodnoty enkapsulovaného mnozstva polyfenolov boli premerané trikrat
a z nameranych hodn6t bol vypocitany priemer asmerodatna odchylka. Vysledky su
zaznamenané v tabul'ke (Tabulka 10) a graficky (Obrazok 22).

Tabulka 10: Vypocitané enkapsulované mnozstvo polyfenolov a enkapsula¢na uéinnost’

Extrakt Obsah polyfenolov v roztoku [mg/g] Enkapsulacna

pred enkapsuliaciou | po enkapsulacii ucinnost’ [%]
Acerola 30,303 + 0,323 21,886 + 0,093 28
Klinéek 20,145 + 0,242 16,150 + 0,000 20
Skorica 16,407 + 0,363 7,447 £0,282 55
Pomarancova kora 2,511+ 0,807 1,056 £0,202 58
Jakon 29,854 + 0,109 2,170 = 0,090 93

Enkapsulac¢na uc¢innost’ u extraktov Skorice a pomarancovej kory sa pohybovala nad 50%.
Zuvedenych hodndt je viditelné, ze najlepSiu enkapsulacnu ucinnost sme dosiahli
pri extrakte jakon sirupu, ato 92,731%, pravdepodobne vd’aka tomu, ze tento extrakt
vykazoval najmens$i namerany obsah polyfenolov (kapitola 5.1.1). Na druhej strane najnizsia
enkapsulacna ucinnost bola dosiahnuta pri extrakte klinceka 19,830%.
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Enkapsulac¢na uc¢innost’ do lipozémov bola d’alej sledovana u enkapsulacie roztoku nisinu
o koncentracii 1 mg/ml, G€innost enkapsulécie bola sledovana na 28,3%.
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Obrazok 22: Enkapsulacnd ucinnost extraktov

5.6.2 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity lipozémov

Testované extrakty boli enkapsulované na zaklade postupu opisaného v kapitole 4.8.1.
Lipozémy boli potom centrifugované pri 6 000 ot./min po dobu 5 minut, supernatan bol
odliaty a opédt centrifugovany pri 11 000 ot./min po dobu jednej hodiny. Potom bol
supernatant vyliaty a usadenina bola rozsuspendovana v rovnakom objeme destilovanej vody.
Takto upravené vzorky boli podrobené testu antioxidacnej aktivity, podl'a postupu opisaného
v kapitole 4.6.3. VSetky vzorky boli premerané trikrat a z nameranych hodnét bol vypocitany
priemer a smerodatna odchylka.
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Obrazok 23: Antioxidacna aktivita enkapsulovanych extraktov
Bolo zistené, ze 1malé mnozstvo extraktu enkapsulovaného v lypozomoch vykazuje
antioxida¢nu aktivitu (Obrazok 23). Z grafického zobrazenia je viditelné, ze najvyssiu
antioxida¢nu aktivitu mali enkapsulované extrakty klinceka (453,436 ug/ml) a skorice
(443,669 pg/ml), naopak najnizsia antioxidacna aktivita bola pozorovana u enkapsulovaného
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extraktu jakonu, a to 10,464 pg/ml. Tieto zistenia sa zhoduju s vyskami nameranych hodnét

antioxidaCnych aktivit stanovenych u neenkapsulovanych vodnych extraktoch pozorovanych
latok (vid’. kapitola 5.1.3).

5.6.3 Stanovenie dlhodobej stability lipozomov

Jednotlivé roztoky extraktov a nisinu boli enkapsulované podla postupu spominaného
v kapitole 4.8.1. Stabilita pripravenych Castic, namerand na zaklade postupu uvedeného
v kapitole 4.8.2.5, bola stanovena v €ase 0 a po 3 tyzdiioch. Vsetky vzorky boli premerané

trikrat a z nameranych hodnot bol vypocitany priemer. Hodnoty boli néasledne navzajom
porovnavane.

Cast0 " po 3 tyzdioch
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Obrazok 24: Stanovend stabilita enkapsulovanych extraktov a nisinu

Vzniknuté lipozomy s enkapsulovanymi roztokmi sa vo vSetkych pripadoch ukazali
ako vel'mi stabilné (Obrazok 24). Najvyssiu stabolitu vykazovali Castice s enkapsulovanym
jakonom, kde hodnota zeta potencialu dosiahla —50,633 mV. Pokles stability vo vodnom
prostredi nebol zaznamenany ani pri opidtovnom merani po uplynuti troch tyzdiov. Obdobny
vysledok bol dosiahnuty 1 pri merani uvolnenych polyfenolov a nisinu, kde po troch tyzdiioch
nebolo zaznamenané ziadne uvol'nené mnozstvo enkapsulovanych zloziek.

5.7 Stanovenie vel’kosti ¢astic s enkapsulovanymi extraktmi a nisinom
Castice boli pripravené na zaklade postupov uvedenych v kapitolach 4.8.1. a 4.8.2.3. Ich
vel'kost a stabilita bola namerana podl'a postupu opisaného v kapitole 4.8.2.4
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Tabul'ka 11: Priemerna vel'kost” a polydisperzita lipozomov s enkapsulovanymi extraktmi a nisinom

Vzorka lipozomy lipozomy po pridani chitosanu
® Vel’kost’ [nm] | Polydisperzita | ® Vel’kost’ [nm] | Polydisperzita

klincek 103,700 0,240 575,650 0,545
Skorica 104,600 0,197 570,033 0,504
acerola 130,800 0,284 492,367 0,243
pomarancova kora 133,400 0,213 435,000 0,325
Jjakon 153,400 0,342 790,167 0,307
nisin 106,667 0,361 432,133 0,217

V tabulke su zhrnuté vSetky namerané velkosti samotnych lipozomov a lipozomov

obalenych chitosanom s enkapsulovanymi extraktmi a nisinom (Tabulka 11). Z nameranych

vysledkov mozeme konstatovat, ze dosSlo k vytvoreniu lypozémov u vSetkych extraktov
a nisinu. Vo vécsine pripadov bolo namerané zvacsenie priemernej vel'kosti ¢astic po pridani

chitosanu. Preto predpokladame, ze doslo k naviazaniu chitosanu na povrch lipozomov.
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Obrazok 25: Stanovena velkost castic u roztoku nisinu pred a po pridani chitosanu

5.8 Stanovenie stability enkapsulovanych extraktov a nisinu po pridani

chitosanu

Chitosan bol k extraktom pridavany podl'a postupu opisaného v kapitole 4.8.2.3 Stabilita
pripravenych cCastic bola stanovena pomocou postupu uvedeného v kapitole 4.8.2.4.
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Obrazok 26: Vysledky stability enkapsulovanych extraktov s pridanym chitosanom

Po pridani chitosanu sa ako vel'mi stabilné so zeta potencialom nad 30 mV, ukazali roztoky
aceroly (38,033 mV) anisinu (39,200 mV) a ako stabilny, so zeta potencidlom 20 mV,
sa ukazal roztok Skorice. Ich zeta potencidl ma kladni hodnotu a nachadza sa v stabilnej
oblasti, preto predpokladame, ze doSlo k obaleniu lypozoémov chitosanom (Obrazok 26).
Extrakty klin¢eka, Skorice, pomarancove] kory a jakonu sa ukézali ako nevhodné
pre vytvorenie chitosanom obalenych lipozémov, pravdepodobne kvoli moznej interakceii ich
fytolatok s chitosanom a lipozomami, kvoli netplnému obaleniu lipozomov alebo vzniku
chitosanovych castic.

5.9 Antimikrobiadlne testy

Antimikrobidlna aktivita extraktov bola merana na zaklade zmeny zakalu. Bolo
postupované podla postupu, ktory je opisany v kapitole 4.9.3. Uginok bol testovany
na Styroch vybranych zastupcoch mikroorganizmov: M. luteus, E. coli, S. marcescens a C.
glabrata. Bola testovand antimikrobidlna aktivita jednotlivych extraktov a bakteriocinu,
mozny narast ucinku pri ich kombinovani, a nasledne bola merana antimikrobialna aktivita
po enkapsulacii. Vzorky boli merané trikrat a z nameranych hodnét bol vypocitany priemer.

Antimikrobidlny ucinok je zobrazeny v percentach. Nula percent predstavuje nulova
aktivitu, nasledne vsetky kladné hodnoty predstavuju percentualnu vel'kost’ antimikrobialneho
ucinku danej latky.

5.9.1 Antimikrobiilne u¢inky nisinu

Pomocou bujonovej dilucnej metddy bola hl'adana minimalna inhibi¢na koncentracia nisinu
u vSetkych Styroch kmenov mikroorganizmov. Bola zostavena koncentratna rada nisinu
v rozmedzi hodndt 0,05 — 1 mg/ml. Vysledky st zobrazené v Tabulka 12: Antimikrobialna
aktivita nisinu. Ztabulky je wviditelné, Zze minimalna inhibicnd koncentracia nisinu
u Micrococcus luteus je 1mg/ml, ukmenov Seratie marcescens, Candida glabrata
a Escherichie coli by bolo potrebné pre 100% inhibi¢ny ucinol pouzit vyrazne vysSie
koncentracie nisinu.
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Tabulka 12: Antimikrobialna aktivita nisinu

¢ [mg/ml] | Antimikrobialny ucinok ¢ [mg/ml] Antimikrobialny ucinok

2 1 +++ . 1 +

8 0,5 ++ = 0,5 _

S o2 ; S| 02

g’ s s —
0,1 - 0,1 -

“ 1 + 1 +

S S

S 0,5 + S 0,5 +

S| o2 + S| o2 +

8 S0

§ 0,1 + S 0,1 +

2| 0,05 — 0,05 -

Antimikrobidlne aktivita: (—) —0-0%; (+) 0-50%; (++) 50-80%; (+++) 80-100%

5.9.2 Antimikrobidlne ucinky extraktov

Na grafe (Obrazok 27) je viditeny antimikrobialny uc¢inok extraktu aceroly na vSetky Styri
kmene mikroorganizmov. Je pozorovana klesajuca antimikrobialna aktivita so znizujucou
sa koncentraciou extraktu. Najvyssi ucinok bol pozorovany na gram-negativne baktérie.

B S. marcescens E. coli M. luteus ®C. glabrata
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Obrazok 27: Antimikrobidine tcinky aceroly
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Obrazok 28: Antimikrobialne ucinky klinceka
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Bol odmerany i koncentracny rad extraktu klinceka (Obrazok 28). Najvyssi ucinok bol
pozorovany u kmenov E. coli, M. luteus. Extrakt vykazoval dobri antimikrobialnu aktivitu
aj voCi C. glabrata.

Rovnako bol pozorovany aj inhibi¢ny ucinok Skorice, viditelny na grafe (Obrazok 29).
Najvyssi ucinok bol pozorovany na kvasinkovy kmen C.glabrata. Namerana najvysSia
ucinnost’ §koricového extraktu pri koncentracii 100 mg/ml sa vSak pohybuje len okolo 40%
i napriek zistenému vysokému obsahu polyfenolov a flavonoidov (kapitoly 5.1.1 a 5.1.2.)
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Obrazok 29: Antimikrobidlne ucinky Skorice
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Obrazek 30: Antimikrobidlny ucinok Skorice
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B S. marcescens E. coli M. luteus ®C. glabrata
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Obrazok 31: Antimikrobialne ucinky jakon sirupu

U extraktov pomarancove] kory a jakon sirupu je pozorovand len minimalna
antimikrobialna aktivita (Obrazek 30 a Obrazok 31) aj napriek ich preukazanej antioxidacne]
aktivite a obsahu polyfenolov a flavonoidov.

5.9.3 Antimikrobiidlny ucinok kombinicie vol'nej formy extraktov a nisinu

V tabulkach (Tabulka 13 a Tabulka 14) st zhrnuté vysledky testov antimikrobialne;
ucinnosti kombindacii jednotlivych extraktov s nisinom. U nisinu boli u kazdého kmera
mikroorganizmov zvolené dve koncentracie. Minimalna inhibi€na koncentracia 1 mg/ml
a koncentracia bez antimikrobialnej aktivity 0,1 mg/ml. Na druhej strane boli u extraktov
vybrané dve koncentracie s najnizSou antimikrobialnou aktivitou. Nasledne boli roztoky
nisinu a extraktov medzi sebou kombinované v pomeroch: 1:1; 1:2 a2:1. Cielom testovania
bolo zistit, ¢i dochddza k navySeniu antimikrobialnej aktivity dosledkom synergizmu
u koncentracii nisinu a extraktov s minimalnou alebo ziadnou antimikrobialnou aktivitou. Bol
sledovany narast alebo pokles ucinku po zmieSani extraktu s bakterocinom. V tabulke su
farebne zvyraznené kombinacie, u ktorych bol namerany najvacsi synergicky ucinok pre dany
mikroorganizmus.
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Tabulka 13: Vysledky kombindcii nisinu a extraktov

nisin £ [mgﬁ T:I]'akt pomer acerola | klincek | Skorica | p.kéra | jakon
1:1 +++ - - ND ND
1 50 1:2 +++ + - ND ND
2:1 +++ - - ND ND
<l 100 N T S I
§ (200 u jakonu) o " — — — —
& 1:1 + - - ND | ND
0,1 50 1:2 +++ - + ND ND
2:1 + - - ND | ND
0,1 200 1(')01( i; III ++ +++ - -
( u jakonu) o n — — — —
isin ¢ [mgﬁ T:I]'ak n pomer acerola | klincek | Skorica | p.kora | jakon
1:1 — — — ND ND
1 10 1:2 + + — ND ND
2:1 — + — ND ND
2 20 1:1 + — - — -
§ 1 (100 u p. kory) 1:2 + - - - +
§ (200 u jakonu) 2:1 — + - - -
S 1:1 — + — ND ND
55 0,1 10 1:2 - - - ND ND
2:1 — + — ND ND
20 1:1 — — — - +
0,1 (100 u p kory) 1:2 + — + - +
(200 u jakonu) 2:1 — + - - -
misin € [mge/ )l:tlll']ak n pomer acerola | klincek | Skorica | p.kdora | jakon
10 1:1 + + + ND +
1 (100 u jakonu 1:2 + + + ND —
a p. kory) 2:1 + + + ND +
20 1:1 ++ + + + +
S 1 (100 u p kory) 1:2 ++ + + + +
2 (200 u jakonu) 2:1 + + + ++ +
g 10 1:1 + + + ND +
0,1 (100 u jakonu 1:2 + + + ND +
a p. kory) 2:1 + + + ND —
20 1:1 ++ + - + +
0,1 (100 u p kory) 1:2 + + + + +
(200 u jakonu) 2:1 + + - + —

Antimikrobidlna aktivita: (-) 0 %; (+) 0-50 %, (++) 50-80 %; (+++) 80-100 %; (ND) netestované
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Tabul’ka 14: Vysledky kombinacii extraktov a nisinu

nisin £ [mge/ )l:tlll':uk n pomer acerola | klincek | Skorica | p.kéra | jakon
1:1 + + + ND ND
1 10 1:2 + + + ND ND
2:1 + + + ND ND
S 20 1:1 + + + + —
‘§ 1 (100 u p. kory) 1:2 + + + + —
S (200 u jakonu) 2:1 + + + + —
o 1:1 + + + ND ND
S| o1 10 1:2 + + + ND ND
2:1 + + + ND ND
20 1:1 + + + + —
0,1 (100 u p. kéry) 1:2 + + + + -
(200 u jakonu) 2:1 + + + + -

Antimikrobidlna aktivita: () 0 %; (+) 0-50 %, (++) 50-80 %; (+++) 80-100 %; (ND) netestované

Vo vicsine pripadov kombinaci aceroly a nisinu bol pozorovany narast antimikrobialne;
aktivity. U E. coli doSlo k takmer 100% narastu ucinnosti skoro u vSetkych kombinacii.
Najviacsi synergicky ucinok bol namerany u pomerov 1:1 a 1:2 koncentracii 1 mg/ml nisinu
a 50 mg/ml extraktu, ato v oboch pripadoch 97,37%. Narast ucinnosti bol zaznamenany
iuM. luteus aC. glabrata, hoci menej vyrazny. Maximalny ucinok na M. luteus bol
pri pomere 1:1 (¢ =1 a 20 mg/ml), a to 55,00%, na zastupcu kvasiniek najlepsie zaucinkovala
prva kombinécia vo vySke 32.25%. Naopak u S. marcescens doslo vo viacsine pripadov skor
k poklesu aktivity.

U kombinaci s klinéekovym extraktom je vidiet, ze u M. luteus a C. glabrata doSlo
iba k narastu Uc¢innosti. Najvyssi synergicky uc¢inok bol vSak namerany opat u E. coli ato
pri pomere 1:2, 55,56%. U M. luteus mala najvysS$ia antimikrobialna aktivita hodnotu 29,65%.
U S. marcescens a C. glabrata antimikrobialna ucinnost’ neprekrocila 10%.

Pri merania kombinacii nisinu a extraktu Skorice sa znacny synergicky ucinok prejavil opat
u E.coli, kde doSlo vhodnou kombinéciou k navySeniu ucinku na 75,34%. K synergickému
ucinku doSlo 1u C. glabrata, kde bola namerand ucinnost 36,63% pri zmieSani (1:1).
Antimikrobialny ucinok kombinacii na M. luteus bol prevazne kladny, avSak najvysSia
namerana hodnota bola len 16,05%. U S. marcescens nebolo namerané ziadne vyznamné
navySenie antimikrobialnej aktivity.

Pri pouziti pomarancovej kory u E. coli do§lo k navySeniu aktivity len v jednom pripade,
ato vo vyske 22.22%. U S. marcescens sme pozorovali vo vSetkych pripadoch len znizenie
ucinnosti. Znacny synergicky uc¢inok bol namerany u M. luteus. Antimikrobidlny ucinok
skoro vo vSetkych pripadoch presiahol 30 % a najvysSiu hodnotu dosiahol pri pomere 2:1
(c =1 mg/ml a 100 mg/ml), a to 56,5%. Narast u¢inku bol pozorovany vo vsetkych pripadoch
iuC. glabrata. Najvys§ia aktivita bola namerana pri pomere 1:1 (c=0,1 mg/ml
a 100 mg/ml), 18,69%.

U extraktu jakonu v kombinacii s nisinom sme na kmene E. coli a C. glabrata pozorovali
vo vsetkych pripadoch len znizenie ucinnosti. Na druhej strane je pozorovany synergicky
ucinok na S. marcescens a M. luteus, avSak len do 20%.

48



5.9.4 Antimikrobiilny ucinok lipozémov

Jednotlivé vodné extrakty latok a nisinu boli enkapsulované na zaklade postupu opisaného
v kapitole 4.8.1. Nasledne bola zistovand antimikrobialna aktivita enkapsulovanych latok.
Pri kazdom merani bola pouzitd najvysSia koncentracia extraktov 100 mg/ml (u jakonu
200 mg/ml).

Namerané vysledky su zaznamenané v Tabul'ka 15. Z tabulky je viditeI'né, ze u zastupcov
gram-negativnych baktérii, S. marcescens a E .coli, mal najvyssi antimikrobialny ucinok
extrakt aceroly. U E. coli i enkapsulovany extrakt jakon sirupu. Extrakt aceroly mal najvacsi
ucinok 1 na kmen M. luteus. U C. glabrata sa ako najucinnej§i ukézal enkapsulovany extrakt
Skorice, ale tiez 1 aceroly a klinceka, hoci ich ucinok bol mierne nizsi. U enkapsulovaného
nisinu nebola zaznamenana antimikrobialna aktivita ani na jeden zo Styroch kmenov.

Tabul’ka 15: Antimikrobialna aktivita enkapsulovanych extraktov

enkapsulovana liatka E.coli S. marcescens M. luteus C.glabrata
acerola +++ + +++ ++
Skorica - - — F++
klincek — — + ++
p. kora + - + +
jakon + - - -
nisin — — — —

Antimikrobidlna aktivita: (—) —0-0%; (+) 0-50%; (++) 50-80%; (+++) 80-100%

5.9.4.1 Synergicky ucinok enkapsulovanych ldatok

Jednotlivé latky boli enkapsulované na zaklade postupu opisaného v kapitole 4.8.1.
Nasledne bol zistovany mozny synergicky ucinok po pridani enkapsulovaného nisinu.
Pri kazdom merani bola pouzitd koncentracia nisinu 1 mg/ml a najvysSia koncentracia
extraktov 100 mg/ml (u jakonu 200 mg/ml). Bakteriocin a extrakty boli kombinované
v pomere 1:1.

Najvyssie hodnoty synergického ucinku pre dany kmen mikroorgabizmov su v tabul'ke
oznaCené modrou farbou (Tabulka 16). Ako najucinnejSia sa ukazala kombinacia
enkapsulovaného nisinu s acerolou. U E. coli pozorujeme najvyssi synergicky ucinok nisinu
prave u aceroly a jakon sirupu. Acerola sa ukéazala ako ucinna i u S. marcescens a M. luteus.
Najlepsi synergicky ucinok na zastupcu kvasiniek bol potom zaznamenany pri kombinacii
nisinu s extraktom Skorice, aceroly a klinceka.

Tabulka 16: Synergicky u¢inok enkapsulovanych extraktov s nisinom

enkapsulovana liatka E.coli S. marcescens M. luteus C.glabrata
acerola + nisin [RRl b +++ ++
Skorica + nisin - - - T+
klinCek + nisin - - + ++
p. kora + nisin + - + +
jakon + nisin ++ — — _

Antimikrobidlna aktivita: (—) —0-0%; (+) 0-50%; (++) 50-80%; (+++) 80-100%
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5.9.5 Antimikrobiilna aktivita chitosanom obalenych castic

Lipozomové castice boli obalené vrstvou 2 % chitosanu na zaklade postupu opisaného
v kapitole 4.8.2.3. Antimikrobidlna aktivita bola merana po uplynuti 24 hodin a nasledne
pouplynuti 48 hodin. Takto bolo postupované, pretoze sa predpokladal dlhodobe;jsi
antimikrobialny ucinok tychto Castic. Enkapsulované boli extrakty o koncentracii 100 mg/ml
anisin s koncentraciou 1 mg/ml. Na obrazkoch 32— 35 su graficky znazornené vysledky
merani.

Na grafe (Obrazok 32) je viditelnd antimikrobialna aktivita extraktov a nisinu
na S. marcescens. Po uplynuti 24 hodin bol antimikrobialny uc¢inok u vsetkych castic
nad 70%. Po uplynuti 48 hodin dochédza u vacsiny latok k poklesu antimikrobialnej aktivity.
Okrem extraktu aceroly, kde je viditelny narast uCinku. Najmen$i ucinok bol namerany
u enkapsulovaného jakonu.

®po 24 hodinach po 48 hodinach
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Obrazok 32: Antimikrobialna aktivita enkapsulovanych ldtok obalenych chitosanom na S.

marcescens

Na grafe (Obrazok 33) je pozorovatelny antimikrobialny ucinok enkapsulovanych latok
na kmen E. coli. Po uplynuti 24 hodin bol inhibi¢ny ucinok u vSetkych castic nad 90%.
Merania po 48 hodinach ukazali vo vacsine pripadov drobny pokles antimikrobialnej aktivity.
Mierny narast ucinku je viditelny len u extraktu klin¢eka. Najniz§ia aktivita bola opat
pozorovana u enkapsulovaného jakon sirupu.

po 24 hodinach po 48 hodinich

100%

o ®
S S
X R

Udinnost’

40% — — — — —

20% — — — — —

0%
acerola klinéek Skorica pomarancovia  jakon nisin
kora

Obrazok 33: Antimikrobialna aktivita enkapsulovanych latok obalenych chitosanom na E. coli
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Bol pozorovany iucinok enkapsulovanych latok na kmen M. luteus. Z grafického
znazornenia vysledkov (Obrazok 34), mozeme vidiet, ze 100% inhibi¢ny uc¢inok bol po 24
hodinach pozorovany u vSetkych castic, okrem cCastic s extraktom pomarancovej kory.
Po uplynuti 48 hodin bol 100% inhibicny ucinok stale pozorovany u ¢astic s obsahom aceroly,
klin¢eka a nisinu.
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Obrazok 34: Antimikrobidlna aktivita enkapsulovanych ldtok obalenych chitosanom na M. luteus
Antimikrobialny ucinok Castic na C. glabrata (Obrazok 35) bol po uplynuti 24 aj 48 hodin
znacne niz$i ako antimikrobidlne aktivity namerané u baktérii. Po uplynuti 24 hodin bol
namerany antimikrobialny ucinok len u enkapsulovanej aceroly, klinceka a nisinu. Nebolo

tomu inak ani po uplynuti 48 hodin, najvysSia aktivita bola namerana u enkapsulovaného
roztoku aceroly, 45%.
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Obrazok 35: Antimikrobialna aktivita enkapsulovanych ldtok obalenych chitosanom na C. glabrata

5.9.5.1 Synergicky ucinok chitosanom obalenych castic

Nasledne boli lipozomy obalené chitosanom obsahujuce extrakty a bakteriocin
kombinované v pomere 1:1. Na obrazkoch 36 — 39 su graficky znadzornené vysledky merani
synergického ucinku.

Pri pozorovani ucinku na S. marcescens (Obrazok 36), je viditelné, ze po 48 hodinach
pri kombinacii enkapsulovaného nisinu a extraktu vo vsetkych pripadoch doslo k navysSeniu
antimikrobialnej aktivity, oproti 48 hodinovému meraniu jednotlivych enkapsulovanych latok.
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Po 48 hodinach bol namerany synergicky uc¢inok nad 90% u kombinécii nisinu s acerolou,
klin¢ekom, Skoricou a pomarancovou korou. Najniz§ie hodnoty synergického ucinku boli
namerané u kombinécie nisinu s jakon sirupom, 28,6%.

® synergicky ucinok po 24 hodinich synergicky ucinok po 48 hodinich
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Obrazok 36: Synergicky ucink u enkapsulovanych ldtok obalenych chitosanom na kmer

S. marcescens

Na grafe (Obrazok 37) vidime ucinok na kmen E. coli. Opat pozorujeme, ze hodnoty
synergického ucinku po 48 hodinach prekrocili antimikrobidlnu aktivitu jednotlivych
enkapsulovanych extraktov. Synergicky uc¢inok namerany po 48 hodinadch u vSetkych
extraktov prekrocil 80%.

Synergicky ucinok namerany po 48 hodinach na kmen M. luteus (Obrazok 38), bol zhodny
alebo prekrocCil antimikrobidlnu aktivitu samotného enkapsulovaného extraktu. Synergické
ucinky po 48 hodinach zakazdym presiahli 70%.
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Obrazok 37: Synergicky ucink u enkapsulovanych latok obalenych chitosanom na kmen E. coli

52



synergicky i¢inok po 24 hodindch synergicky i¢inok po 48 hodindch
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Obrazok 38: Synergicky ucink u enkapsulovanych ldtok obalenych chitosanom na kmen M. luteus
Utinok na C. glabrata (Obrazok 39) bol nizsi ako u zastupcov baktérii. Synergicky G&inok

po uplynuti 48 hodin, bol namerany len u kombinacie nisinu s extraktom aceroly, 24,06%
a klinCeka, 32,24%.
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Obrazok 39: Synergicky ucinok u enkapsulovanych latok obalenych chitosanom na kmern C.

glabrata

Namerané vysledky z antimikrobilnych testov lipozémov obalenych chitosanom boli
zhrnuté do prehl'adnej tabul'ky (Tabul'ka 17).
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Tabulka 17: Zhriiujuca tabul'ka antimikrobialnych aktivit lipozémov obalenych chitosanom

antimikrobilni aktivita po 24 hodinach

enkapsulovana liatka E.coli S. marcescens M. luteus C.glabrata

acerola +++ +++ +++ +
Skorica +++ ++ +++ —
klincek +++ ++ +++ +
p. kora +++ — ++ _
jakon +++ +++ +++ -
nisin +++ +++ +++ +

acerola + nisin +++ +++ +++ +++

Skorica + nisin +++ ++ ++ +++
klincek + nisin ++ ++ ++ ++

p. kora + nisin +++ ++ +++ +++

jakon + nisin ++ ++ ++ +++

antimikrobilni aktivita po 48 hodinach
enkapsulovana liatka E.coli S. marcescens M. luteus C.glabrata

acerola +++ +++ +++ +
Skorica ++ +++ +++ —
klincek +++ + +++ +
p. kora ++ ++ + —
jakon + — ++ —
nisin +++ ++ +++ +
acerola + nisin +++ +++ +++ +
Skorica + nisin +++ + +++ +
klinc¢ek + nisin +++ + +++ -
p. kora + nisin +++ ++ +++ -
jakon + nisin +++ — ++ —

Antimikrobidlna aktivita: (—) —00-0 %; (+) 0-50 %; (++) 50-80 %; (+++) 80-100 %

5.10 Navrh vhodnej formy pridavku pre potravinarske a kozmetické aplikacie

V tomto pripade bolo potrebne zvolit' rozpustadlo, ktoré by pri pouziti nespdsobovalo
ziadne komplikacie a nezapri¢inilo by zmenu chute, vone ani farby potraviny, ¢i kozmetiky.
V priebehu testovania sa preto zvolila extracia prirodnych materidlov do destilovanej vody.
Nasledne boli zvolené prirodné materialy s vysokou antimikrobinalnou aktivitou: Skorica,
klin¢ek, acerola, pomarancova kora ajakon. Bol stanoveny celkovy obsah polyfenolov,
flavonoidov, ktoré mozu byt zodpovedné za antimikrobidlne ucinky tychto extraktov,
rovnako bola pozorovana ich antioxida¢na aktivita. Bolo zistené, ze i1vodné extrakty
uzatvorené v lypozomoch vykazuju antioxidaéné ucinky. Vdaka tymto vlastnostiam su
pouzitel'né ako konzervanty do potravin ako aj kozmetiky. Pochadzaji z prirodnych zdrojov,
takze nemaju Skodlivé vedlajSie ucinky, ako niektoré chemické konzervanty. Ich
protizapalovy a antimikrobidlny ucinok je mozné vyuzit v kozmetickym pripravkoch
proti akné. Antioxidacné ucinky, zabezpecuji spomalenie oxidacie v produktoch. Zaroven
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studie dokazali, ze prijem antioxidantov v potrave znizuje vznik chorob a spomaluje starnutie
pleti.[66][69]

NavySe maju iiné prospesné vlastnosti opisané v kapitole 2.2, ktoré su taktiez dovodom,
preco boli zvolené prave tieto materialy. Napriklad jakon korefi je vyuzivanym prebiotikom
au aceroly bol preukazany vysoky obsah vitaminu C (kapitola 4.7). SG zname ich
bakteriostatické, antioxidacné, antimykotické, protizapalové, antiseptické, antibiotické,
anestetické ucinky.

Ako bakteriocin v priebehu testovania bol zvoleny nisin. Je schvaleny ako netoxicky
a prirodny pripravok, a ako jediny bakteriocin je celosvetovo vyuzivany ako potravinarsky
konzervant.

Meraniami opisanymi Vv tejto praci bol dokédzany synergicky ucinok antimikrobialnych
vlastnosti pri skombinovani nisinu a vybranych prirodnych materidlov. Toto zistenie moze
viest k znizeniu davky pouzivanych konzervantov v potravinarskych a kozmetickych
produktoch.

Aby sa zabezpecilo dopravenie latky na miesto urcenia, postupné uvolfiovanie a nasledne
i najvacsi uginok, jednotlivé zlozky boli enkapsulované do lypozomov. Castice boli tieZ
obalené vrstvou chitosanu. T4 sa pridala, aby sa prediZila Zivotnost lypozomov, a tiez
aby sa zabranilo nadhodnému pred¢asnému rozpadu lypozomov a pred¢asnému uvolneniu
latky. DalSou vyhodou chitosanu je, e posobi ako doplnkova antimikrobialna latka.
V Tabul’ka 17 su nasledne zrhrnuté vysledky merani.

Ako najvhodnejSia forma aplikacie do pripravkov bola stanovena zmes lipozomovych
Castic obalenych chitosanom s obsahom rastlinnych extraktov v kombindcii s Casticami
s enkapsulovanym nisinom. U tychto Castic by sa v prvom kroku prejavila antimikrobidlna
aktivita chitosanovej vrstvy. V druhom kroku by sa po rozpade Castic uvolnil ich obsah
a doslo by k synergickému ucinku enkapsulovanych antimikrobialnych latok.

Tabul'ka 18: Zhmutie najlepsich vysledkov merani

Meranie Hodnoty Extrakt
obsah polyfenolov v roztoku [mg/ml] 23,873 +£0,874 | acerola
obsah flavoniodov v roztoku [mg/ml] 19,611 + 0,355 Skorica

antioxida¢na aktivita [mg/ml] 49111 £0,0005 | skorica
enkapsulac¢na ucinnost [%] 93 jakon

antioxidacna aktivita enkapsulovanych extraktov [pg/ml] 4,5344 + 0,0001 | klincek
Stabilita lipozomov [mV] -50,633 jakon

Stabilita lipozémov obsalenych chitosanom [mV] 38,033 acerola

Antibakterialna aktivita extraktov [%] 70-100 acerola

Antimykoticka aktivita extraktov [%] 53 klincek
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6 ZAVER

Predlozena bakalarska praca sa zaoberd Studiom antimikrobidlneho ucinku rastlinnych
zloziek v kombinacii s bakteriocinom vo volnej a enkapsulovanej forme. Dalej sa zaobera
optimalizaciou formy, v ktorej by bolo mozné enkapsulované latky uspeSne pouzivat
v potravinarskych a kozmetickych vyrobkoch.

V praktickej Casti prace bolo analyzovanych 5 prirodnych materidlov: acerola, Skorica,
klin¢ek, pomarancova kora a jakon. Ako bakteriocin bol zvoleny nisin.

Aktivne zlozky boli z prirodnych materiadlov extrahované destilovanou vodou. Najprv bol
sledovany celkovy obsah polyfenolov, flavonoidov a antioxidacnych latok. Najvyssi obsah
polyfenolov bol stanoveny v extrakte aceroly (23,873 + 0,874 mg/g). Najvyssi obsah
flavonoidov, ato vo vyske 19,611+ 0,355 mg/g, aantioxidaénych latok, o hodnote
49111 + 0,0005 mg/g, bolo nameranych v extrakte Skorice. U jednotlivych extraktov bola
sledovana aj hodnota pH. Ako bolo predpokladané najkyslejSie pH bolo namerané v extrakte
aceroly, kvoli vysokému obsahu vitaminu C. Z toho dovodu bol stanovovany aj celkovy
obsah kyseliny L-askorbovej v tomto extrakte (200,000 + 4,867 mg/g).

Za ucelom navysenia antimikrobialneho uc¢inku boli pouzité prirodné extrakty a bakteriocin
enkapsulované do lipozomov. Velkost' vytvorenych lipozomov sa pohybovala v rozmedzi
103,700 — 530,800 nm a bola dosiahnuta enkapsula¢na UcCinnost v rozmedzi 27,778 —
92,731%, pricom jakon bol enkapsulovany s najvy$Sou enkapsulacnou ucinnostou. Bola
stanovend 1 antioxida¢na aktivita enkapsulovanych extraktov, najvysSie hodnoty boli
namerané u Gastic s enkapsulovanym klingekom (453,436 pg/ml). Dalej bola sledovana
stabilita Castic. Lipozomy sa ukazali i po uplynuti 3 tyzdiov ako vel'mi stabilné.

Vytvorené Castice boli v dalSom kroku obalované vrstvou chitosanu. Chitosanova vrstva
sa pridala za ucelom ochrany, oddialenia degradacie lipozomov ascielom zvySenia
samotného antimikrobialneho ucinku. Prostrednictvom vizualizacie, sledovania velkosti
a zeta potencialu Castic bol pre tento ucel zvoleny 2% chitosan. Po pridani chitosanovej vrstvy
sa ako stabilné ukazali ¢astice s enkapsulovanou §koricou, acerolou a nisinom.

V dalSej Casti prace bol pomocou bujonovej dilucnej metddy pozorovany antimikrobialny
ucinok vybranych prirodnych zloziek anisinu proti Styrom kmefiom mikroorganizmov
(Escherichia coli, Micrococcus luteus, Seratia marcescens, Candida glabrata). Najprv bol
pozorovany antimikrobialny charakter skimanych latok vo vol'nej forme a mozny synergicky
ucinok pri skombinovani prirodnych latok a nisinu. Nasledne bol pozorovany antimikrobialny
ucinok vsetkych enkapsulovanych foriem latok a ich kombinacii.

Antimikrobidlny uc¢inok extraktu aceroly bol pozorovany na vsSetky Styri kmene
mikroorganizmov, najvyssi ucinok bol pozorovany na gram-negativne bakterie. U extraktu
klinceka bol najvyssi u€inok pozorovany u kmeriov E. coli a M. luteus. Extrakt vykazoval
aj dobri antimykoticka aktivitu voc¢i C. glabrata. Rovnako ako extrakt Skorice, kde bol
najvyssi ucinok pozorovany na C.glabrata. U extraktov pomarancove] kory a jakon sirupu
bola pozorovana len minimalna antimikrobialna aktivita

Synergicky uc¢inok antimikrobidlnej aktivity extraktov snisinom bol pozorovany
u vSetkych sledovanych prirodnych materialoch. Kombinéacia bakteriocinu s extraktom
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aceroly, klin¢eka a §korice posobila najucinnejsie na kmen E.coli. Najvyssi synergicky uc€inok
pri kombinovani s extraktom pomarancovej kory a jakonu bol namerany na kmen M. luteus.

Synergické ucinky boli pozorované 1 pri kombinovani enkapsulovanych foriem latok
do lipozomov. Najlepsie ucinky na kmene M. luteus, E.coli a S. marcescens boli zistené
pri kombinacii enkapsulovaného nisinu s enkapsulovanym extraktom aceroly. Na zastupcu
kvasiniek najlepsie zauc¢inkovala kombinacia s enkapsulovanym extraktom Skorice.

Vel'mi vyrazny narast antimikrobialnej aktivity bol pozorovany u vsetkych lipozomovych
Castic po obaleni chitosanom. Pri skombinovani tychto Castic s enkapsulovanymi extraktmi
a Castic s enkapsulovanym nisinom sa rovnako prejavil synergicky ucinok. Najlepsie vysledky
boli dosiahnuté za pouzitia extraktov aceroly, Skorice, klin¢eka a pomarancovej kory a to
hlavne voci bakteridlnym kmefiom. Synergicky ucinok sa prejavil ina C. glabrata,
ale len pri kombinacii nisinu s extraktmi aceroly a Skorice.

Na zaver je mozné skonstatovat, ze vybrané prirodné zlozky v kombinacii s nisinom su
schopné zaistit navySenie antimikrobidlneho ucinku, ato ¢i uz vo forme volnej alebo
enkapsulovanej. PredovSetkym vytvorené chitosanové cCastice z enkapsulovanych extraktov
v kombinacii s chitosanovymi casticami s nisinom je tak mozné vyuzit ako alternativny
konzervacny pripravok do potravinarskych a kozmetickych vyrobkov.
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