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Zoznam pouzitych skratiek

ABTS - spektrofotometricka metoda s pouzitim radikalu 2,2 "-azinobis 3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonovej kyseliny

BHT - butylated hydroxytoluen

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
DPPH - 2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazyl

Esp - enterococcal surface protein

FRAP - ferric reducing antioxidant power (oznac¢enie spektrofotometrickej metody)
G - Gram-negativny mikroorganizmus

G" - Gram-pozitivny mikroorganizmus

GAE - gallic acid equivalent

GSE - grape seed extract

HDL-C - high density lipoprotein cholesterol
CHL - chloramphenicol glucose agar

LDL - low density lipoprotein

MLEE - multilocus enzymatic electroforesis
MRSA - methicilin-resistant Stafylococcus aureus
PCA - plate count agar

PSE - papaya seed extract

RGO - reduced graphen oxide

RSA - radical scavenging activity

SRB assay - sulforhodamine B colorimetric assay
TBHP - tert-butyl hydroperoxid

TSB - tripton soy broth



1. UVOD

Vitis vinifera L. je jednym z najpestovanejSich ovocnych druhov na svete,
Vv najnovsich datach z roku 2013 bola zaznamenana produkcia 77 181 122 ton.
V minulosti bolo dokazanych mnoho pozitivnych G¢inkov cerstvych bobal alebo
hroznovych produktov (napriklad vina alebo $§tavy) na ludské zdravie. Ich efekt
prameni najmid z vysokého obsahu fenolickych latok, ktoré umoziuju znizovat
oxidativny stres v organizme.

Biologicka hodnota hroznovych semien vSak az v poslednych rokoch nadobuda
svoju popularitu. Fenoly v semenach predstavuju 60-70 % celkovych extrahovatel'nych
fenolov hrozna. Fenoly, ako aj iné bioaktivne latky a vSeobecne hroznové semena st
Vv sticasnosti predmetom skumania mnohych odvetvi. Ich vyuzitie je Coraz CastejSie vo
farmaceutickom priemysle ako doplnky stravy vdaka ich dietetickej hodnote.
V potravinarstve nachadzaju svoje uplatnenie ako prirodné konzervacné latky. Vd’aka
ich antimikrobialnym vlastnostiam su schopné dopiiiat’ zauZivané technologie v oblasti
spracovania potravin. Dal§im uplatnenim je podpora lie¢by mykotickych a zapalovych
ochoreni. Semend pozitivne posobia na organizmus aj podporou rastu probiotickych
baktérii. NajrozsirenejSia je aplikacia extraktov z vedlajSich produktov pri vyrobe vina
(hroznovych semien, Supick alebo drte) vlieCbe hypertenzie, ochoreni srdca,
rakovinovych ochoreni vd’aka ich antioxidacnym uc¢inkom.

Vyskum presného mechanizmu pdsobenia a rozsahu vlastnosti prirodnych
extraktov je nevyhnutny v ich procese zaClenenia do praxe. Vzhl'adom na casté
korelacie medzi bioaktivnymi latkami byva ich efekt casto nejednoznacny alebo
nepreukazatelny. Preto bude ucinok extraktu z hroznovych semien na pat beznych

patogénov a jeho uplatnenie v praxi skimané a vyhodnotené v tejto praci.



2. CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace je spracovanie informdacii o semendch vinica
vinneho a predovsetkym antimikrobidlnych ucinkoch semien, reSerSnym spdsobom.
Dalej sa praca bude ststredit’ na pripravu extraktu, stanovenie obsahu celkovych
polyfenolickych zlucenin a antioxidacnej aktivity. Pomocou diskovej dufiiznej metody
bude stanovené antimikrobidlne posobenie na modelovych organizmoch a data budu

spracovane.
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3. LITERARNY PREHLAD

3.1 Latkové zloZenie semien Vitis vinifera L.

Bobul'a vini¢a vinneho je zlozena z perikarpu, tvoreného exokarpom (Supkou),
mezokarpom  (duzinou) aendokarpom  (pletivom  ohrani¢ujiceho  semena),
a zo samotnych semien. Semend, ktoré su predmetom S$tudie tejto diplomovej prace,
maju hruskovity tvar a predizeny zobagik. Zaraduju sa medzi anatropické semena.
Morfolégia je odrodovou charakteristikou, ich pocet a hmotnost’ sa ale meni podla
vonkajSich vplyvov posobiacich vo vinici (Chadha a Randhawa, 1974; Hardie
a Aggenbach, 1996 in Pavlousek, 2011). Hmotnost’ semien predstavuje priblizne 0-6 %
z celkovej hmotnosti bobule. Ich §irka je 3-5 mm, dizka 3-8 mm (Pavlousek, 2011).

Velka cast obsahu proteinov v semendch zbavenych tukov bola najdena
v endosperme (40 % dosiahnutych dusikatou analyzou). Najviac sa tam vyskytovali
proteiny pribuzné globulinu, ktoré maji ukladaciu funkciu. Obal semena pozostava
najmé z vlakniny (Gazzola et al., 2014).

Hlavnou skiimanou ¢astou vini¢a v tejto praci si semend. Z0 40 % su semena
hrozna zloZené z vlakniny, 16 % tvoria oleje, 11 % proteiny. DalSie zastupené latky st
mineralne soli a cukry (Murga et al., 2000). Obsahuju taktiez mnozstvo biologicky
aktivnych flavonoidov - resveratrol, oligomérne prokyanidiny a kyselinu linoleova
(Friedman 2014). Proantokyanidiny, ktoré st hojne zastpené v semenach, maju
antioxidacni  schopnost az 50 krat vysSiu ako jeden 2z najznamejSich
antioxidantov, vitamin C, a az 20 krat vy$$iu ako vitamin E (Shi et al., 2003).

Vedci z Holandska pri merani podielu olejov niekol’kych ovocnych druhov zistili,
ze vini¢ v semenach obsahuje 20,2 % oleja. Z fytosterolov sa v semenach nachadza
najmi beta-sitosterol. Dalej je v oleji moZné najst mnozstvo mastnych kyselin (Ozcan
et al., 2015).

Shi et al. (2003) uvadza, Ze presny obsah polyfenolov v semenach zalezi od
odrody, pohybuje sa vSak v rozmedzi 5-8 %. Pri pouziti dvojitej extrakcie v metanole
boli schopni vedci z Kanady extrahovat’ az 11,4 % polyfenolov z celkovej vahy semien
(Nawaz et al., 2006). Najvacsi podiel fenolov v semenach tvorili pri vyskume v Srbsku
flavan-3-oly, najmé gallokatechin gallat a katechin. Ich presné mnozstvo ale zavisi na
odrode, z testovanych modrych odrod obsahoval najviac flavanolov 'Pinot noir' (102.98
+0.58 mg GAE/g), z bielych 'Pinot gris' (96.89 £ 2.51 mg GAE/g). Dalej sa v semenach

nachadzalo az pat druhov hydroxybenzoovych kyselin a obsah kyseliny gallovej bol
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vac¢si U modrych odrdd. Dva druhy hydroxySkoricovych kyselin a flavonoly (quercetin,
rutin & myricetin) boli taktiez predmetom merania (Pantelic et al., 2016). Bolo
dokazané, ze sa behom dozrievania obsah flavanolov v semenach znizuje, naopak obsah
prokyanidinov sa postupne zvysuje (Romeyer et al., 1985).

Pri porovnavani americkych druhov vinica (konkrétne V. cinerea (Engelm.)
Engelm. ex Millardet, V. californica Benth., V. arizonica Engelm.) s kultivarmi
europskeho druhu (V. vinifera L.) vedci zistili, Ze v semenach a Supke V. vinifera L. sa
nachadza vyssi podiel prokyanidinov (test pomocou fluoroglycynolyzy) a na rozdiel od
americkych druhov bezne obsahuje terpenoidy a glykosidy. Americké druhy vSak v
Supkach obsahovali hydrolyzovate'né taniny (aich prekurzory) aobsahuju viac
antokyanidov a stilbenoidov (Narduzzi et al., 2016).

3.2 Moznosti vyuzitia vini¢nych extraktov
3.2.1 Extrakt ako konzervacna latka

Syntetické konzervacné latky su casto vyuzivané v potravinarstve. Niekolko
experimentov ale naznacuje, Ze je mozné ich mnoZstvo v potravindch zniZit' alebo
dokonca uplne vyluéit. Stadia zaoberajiica sa vo vode rozpustnym GSE vyrobenym
Z odrdd 'Ison' a 'Carlos' ukazala vysoky potencidl extraktu ako prirodnej konzervacnej
latky pouzitel'nej v napojoch vd’aka vysokému inhibi¢nému ucinku u E.coli (Kim et al.,
2008). Pouzitie GSE (ako pripravku ActiVin) bolo testované taktiez v mletom
hoviddzom maése. Boli dok4zané pozitivne antimikrobidlne ucinky (pokles mnozstva
E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, a Listeria monocytogenes priblizne
0 1 log CFU/Q) a zastavenie oxidacie tukov (Ahn et al., 2004) .

Vd'aka vysledkom merani antioxida¢ného a antimikrobidlneho efektu GSE Reddy
et al. (2014) je mozné predpokladat, Zze GSE moze z Casti nahradit’ syntetické
konzerva¢né latky, napr. butylhydroxyanizol (BHA). V pokuse boli porovnavané tri
varianty oSetrenia baranieho mésa: kontrola, GSE a BHA a ich u¢inok na jeho
uchovéavanie v chladiarenskych podmienkach. Uz 0,1% koncentracia GSE zlepsila
mikrobidlnu kvalitu a senzorické vlastnosti (Stavnatost’, farbu aj celkovil chutnost’) nad
urovenn BHA a kontroly. Bola zvySena uchovavatelnost’ médsa v chlade na minimalne
28 dni. O dva roky skor boli na antioxidacné G¢inky GSE testované mrazené predvarené
klobasy. GSE bolo porovnavané s kyselinou citronovou a propyl galdtom. V porovnani
s kontrolou si varianty s GSE a propyl galatom zachovali ¢erstvli vonu a chut’ dlhsie.

GSE naviac potlacilo vonu skazeného mésa aj po 4 mesiacoch skladovania v mraze.
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Mnozstvo reaktivnych foriem thiobarbiturovej kyseliny sa v priebehu skladovania
takmer nemenilo (Kulkarni et al., 2011). Susena salama chorizo bola taktiez predmetom
skimania vo vztahu k antioxidac¢nej aktivite GSE. GSE nielen Ze spomalil degradaciu
oxidovanim tukov, ale obmedzili aj biologicki aktivitu a pocet plesni, kvasiniek
a baktérii mlie¢neho kvasenia. V porovnani s antioxidantom BHT bol efekt rovnaky az
vyssi (Pateiro et al., 2015).

Pri porovnani GSE s PSE in vitro diskovou difuznou metédou kolektiv vedcov
namacania testovanej makrely do extraktu bola prediZend jej trvanlivost a tak
odporacaju GSE ako nahradu syntetickych konzerva¢nych latok (Sofi et al., 2016).

Zaujimavym spdsobom vyuzitia zdraviu prospeSnych latok pritomnych vo vinici
je spracovanie semien na muku. Tymto produktom sa zaoberali vedci z Turecka, ktori
testovali vyhody pouzitia muky a senzorické vlastnosti parkov z nej vyrobenych. Skrob
a kazeinat sodny pritomné v klasickej receptire boli nahradené mukou v roéznych
koncentraciach (0-5%). Oxidacia vyrobku bola pri pouziti muky nizSia. Do
koncentracie 2 % mucky boli parky nadpriemerne hodnotené, prijatel'nost’ ale bola
niz$ia uz pri viac ako 0,5 %. Aj v tak nizkej koncentracii parky obsahovali viac
vlakniny, proteinov a vyssiu schopnost’ zadrziavat’ vodu (Ozvural a Vural, 2011).

Turecky vyskum zaoberajici sa prediZzenim trvanlivosti jahod behom skladovania
vyuzil kombinaciu chitosanu s a¢innymi latkami (GSE, extrakt z granatového jablka,
nisin a natamycin) na tvorbu aktivnych obalovych vrstiev. Plody boli ponorené do
roztoku (chitosan 1,5 % + GSE 1 %) na 1 min. VSetky varianty posobili antimikrobialne
a predizili Zivotnost jahdd v porovnani s neoSetrenym ovocim (Duran et al., 2016).
Kombinacia 2 % GSE a 2 % oleja zo Ziziphora clinopodioides Lam. (bohaté najmé na
karvakrol, thymol a cymen) v chitosan-zelatinovom filme je taktieZ pokladana za
vhodnt formu aktivneho obalového materialu vd’aka vysledkom experimentu z roku
2016. Uginky proti L. monocytogenes (ATCC 19118) Pseudomonas spp., Shewanella
putrefaciens, baktériam mlie¢neho kvasenia a Enterobacteriaceae v mletom maése
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss Walbaum) boli vyhodnotené po 11 diioch
skladovania pri teplote 4 °C. Mikrobialny pokles bol zaznamenany o 1 log CFU/g
a zniZena bola aj oxidacia lipidov, ¢o prinasa dlhsiu skladovatel'nost’ rybich polotovarov
pri nizkych teplotach (Kakaei a Shahbazi, 2016).
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3.2.2 Extrakty v medicine

Latky podporujuce l'udské zdravie sa nachadzaju v réznych castiach vinica.
V roku 2013 potvrdili vedci z Chorvatska antimikrobidlne vlastnosti fenolov
nachadzajucich sa v listoch Vitis vinifera L. Pri skimani extraktov zo S$iestich odrod
dosli k zaveru, ze najvyssi podiel fenolickych latok je v listoch v septembri, no najvyssi
antimikrobialny ti¢inok mal extrakt vyrobeny z majového materiadlu. Najlepsia Gi¢innost’
bola zaznamenana proti G* Campylobacter jejuni a B. cereus, no medzi u¢inkami na G*
a G” mikroorganizmy nebol vyrazny rozdiel (Katalinic et al., 2013).

Experimenty sGSE aktivitou proti patogénom nekonéia u beznych
mikroorganizmov pritomnych v jedle. V Kuvajte kolektiv vedcov dokazal, ze 3 mg/ml
proantocyanidinového GSE (toto mnozstvo zodpoveda 20,7 pg/ml flavonoidov) moze
byt pouzity na inhibiciu MRSA (Al-Habib et al., 2010).

Vyrazn inhibiciu rastu Streptococcus mutans atvorbu biofilmu na zubnej
sklovine spozorovali vedci pri pouziti GSE vroku 2014. Preto je mozné odporucit’
pouzitie GSE ako prevencie proti zubnym kazom (Zhao et al., 2014).

Polyfenoly a ich metabolity maju taktieZ pozitivny efekt na ¢revni mikrobialnu
skladbu, kde podporuju prospesné baktérie a potlacaju tie patogénne (Cardona et al.,
2013).

Extrakt z hroznovych Supiek a semien kultivaru 'Arinto' bol pouzity na testovanie
proti virusom. Z vysledkov tychto testov vyplyva, Zze extrakt nevratne inhibuje
replikaciu adenovirusu typu 5 atak posobi ako antivirotikum (Matias et al., 2010).
Vedci z USA povazuji pouzitie GSE s dodatocnym pouzitim inych antivirotik za
efektivnu prekézkovu stratégiu proti 'udskym norovirusom a hepatitide A, ktorych
pritomnost’ sledovali v kultare $alatu a ¢ili papri¢iek (Joshi et al., 2013). Proti hepatitide
typu B ale ucinky neboli dokazané (Ignea et al., 2013). Pri novsich testoch GSE boli
vysledky Joshi et al. potvrdené. Novinkou bolo testovanie u¢innosti GSE pri pouziti
V roznych potravinach. Pri pouziti GSE v mlieku boli jeho antivirotické G€inky znacne
potladené. ZvySenie davky a ¢asu posobenia ale vzdy viedlo vys$Sej ucinnosti (Joshi et
al., 2015).

Sahpazidou et al. (2014) skamali schopnost’ extraktu z hroznovych stoniek
spomalit’ rast rakovinovych buniek. Po 72 h pdsobeni extraktu boli namerané vysledky
vyhodnotené pomocou SRB assay. Extrakt bol uznany ako u¢inny proti rakovine
hrubého Creva, pfs, obliciek a Stitnej zl'azy. Prokyanidinovy GSE bol pouzity v testoch

proti proliferacii rakovinovych buniek mocového mechura (BIU87 bunky). Svojim
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posobenim extrakt zastavil bunkovy cyklus v Gl fize a indukoval apoptézu tychto
buniek (Liu et al., 2016). Nedavna Studia taktiez potvrdila tento pozitivny efekt.
Oxidativny stres, sposobeny GSE, vyvolal programovani bunkova smrt u T24
a HTB9.A rakovinovych buniek (Raina et al., 2013). GSE bol overeny aj ako
prostriedok proti rakovine prostaty v pokusoch z roku 2016, kedy t¢inkoval cytotoxicky
na PC3 a HepG2 2.2.15 bunky (Ignea et al., 2013). Dosah liecebnych uc¢inkov GSE
siaha az po rakovinu hrubého ¢reva typu HT29 (Leifert a Abeywardena, 2008).

Novsia Studia na laboratornych mySiach prezentuje pouzitie GSE ako pomocne;j
latky pri liecbe chemoterapiou, konkrétne doxorubicinom zo skupiny antracyklinov.
GSE uspesne ochranila pecen pred toxicitou doxorubicinu vd’aka svojim antioxidaénym
komponentom (Mokni et al., 2015).

Kolektiv vedcov uskuto¢nil pokus na mySiach pod vplyvom otravy kadmiom.
Priznakmi tejto otravy su agresivita a depresia sposobené nedostatkom dopaminu,
ktorého ucinok bol neutralizovany pouzitim GSE, ¢im dokdzali jeho neuroprotektivny
efekt (El-Tarras Ael et al., 2016). Rovnaky efekt pozorovali aj Abdou a Wahby (2016),
ktori GSE testovali proti negativnym ucinkom tritonu WR-1339, a Mezni et al. (2016)
v pokuse s litiom. Dalsi pozitivny protektivny efekt GSE podlozili Alkhedaide et al.
(2016) v testoch proti skodlivym u¢inkom CdCl; na semenniky mysi.

Lie¢ba autoimunitnych ochoreni méze byt zefektivnend vyuzitim GSE vd’aka
jeho vysokému obsahu resveratrolu. Tento jav popisuje nedavna Studia z roku 2016
a definuje inhibi¢ny efekt resveratrolu na molekuly vyvolavajice zapaly v organizme.
Taktiez vyvolava apoptdézu aktivovanych T-lymfocytov a predchddza autizmu
vyvolanému bisfenolom A (Dias et al., 2015).

V Sest’ tyzdinovej $tadii bol monitorovany efekt komeréného extraktu z celého
hrozna na 24 pre-hypertenzivnych a/alebo pre-diabetickych I'udi a T'udi s nadvahou
pomocou sledovania antioxidaénych biomarkerov v krvi a moci. Pri porovnani
S placebo variantom mali subjekty uZzivajuce extrakt znizent hladinu superoxid
dismutdzy a zlepsil pomer celkového cholesterolu ku HDL-C (spdsobeny ndrastom
koncentracie HDL-C) (Evans et al., 2014). Podobne zacieleny experiment prebichal
vV Mad’arsku s pouzitim 10 mg resveratrolu denne tri mesiace. Sledovani pacienti trpeli
ischemickou chorobou srdca ana uéely pozorovania boli rozdeleni na dve skupiny:
resveratrol a placebo. V skupine berucej resveratrol doslo ku poklesu LDL, Tava
ventikuldrna diastolickd funkcia a funkcia endotelu bola zlepSena. Resveratrol taktiez

znizil neziaduce hemoreologické zmeny (Magyar et al., 2012). Pri pokuse na potkanoch
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s vyvolanym nedostatocnym okysli¢enim a zvySenym tlakom v plicach sposobenym
zGzenim ciev bol taktiez potvrdeny pozitivny antioxida¢ny a antiproliferacny efekt (Jin
et al., 2016).

Moreno et al. (2003) vypozoroval, ze ma GSE inhibi¢ny efekt na pankreaticku
lipdzu a lipoprotein lipdzu. Tento ucinok vedie k obmedzeniu absorbcie tuku a jeho
akumulaciu v Zivoéisnych tkanivach, ¢im poskytuje moznost' rieSenia problémov
suvisiacich s nadvahou.

Po roénom badani dokazal kolektiv vedcov zo Spanielska, Ze doplnok stravy
bohaty na resveratrol (v davke 8mg/den) posobil protizapalovo a fibrinolyticky
u 75 I'udi s predispoziciou na kardiovaskuldrne ochorenia. Behom testovania neboli
pozorované ziadne negativne vedl'ajSie UCinky extraktu, Co naznaCuje jeho bezpecnost’
a vyhodu oproti konvenénym lieCivam, ktoré v prevencii proti srdcovocievnym
problémom vhodne dopiiia (Tomé-Carneiro et al., 2012).

Pacienti s metabolickym syndromom (v celkovom poéte 27) boli testovani na
zmeny krvného tlaku po poziti GSE a z vysledkov vyplyva, Ze extrakt (v mnoZstve
150/300 mg denne) vyvolal zniZzenie systolického aj diastolického tlaku po 4 tyzdnoch.
Pri pozorovani neboli zaznamenané vyrazné zmeny v krvnej glukéze ani lipidoch
(Sivaprakasapillai et al., 2009). Novsie sledovanie pacientov s predpokladmi vysokého
tlaku a so zvySenim tlaku prvého stupna nepotvrdilo antihypertenzivny ucinok GSE.
U sledovanych subjektov doslo k miernemu, nie vSak vyraznému zniZzeniu tlaku po
8 tyzdnovom pozorovani (Ras et al., 2013).

U potkanov kfmenych stravou velI'mi bohatou na tuky bol testovany efekt extraktu
z0 semien aSupiek, extraktu vkombinacii skomerénym pripravkom Xenical
a samotného Xenicalu. Stravou indukovana obezita a mozgova lipotoxicita u potkanov
vyvolala oxidativny stres a poskodila normalnu funkciu enzymov glutamin syntetazy
a calpainu. Po troch mesiacoch bol experiment vyhodnoteny. Pouzitie samostatného
Xenicalu bolo ucinné v liecbe obezity prvé dva mesiace, potom jeho efekt zanikol.
Extrakt bol taktiez G€inny, no najispeS$nejSim variantom bola kombinacia Xenicalu
a extraktu. Extrakt dopliial ¢innost’ Xenicalu svojimi antioxidaénymi vlastnostami a tak
jeho téinok podporil (Mahmoudi et al., 2016). Znizenie prijmu cholesterolu a inhibicia
zapalového ucinku 5-lipoxygenazy bolo preukazané aj v testoch Leifert a Abeywardena
(2008). Tieto skutocnosti predkladajii dokaz o prospesnej cinnosti viniéného extraktu

v lipidovom profile a pre l'udské zdravie.
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U Tudi s angina pectoris sa da taktiez pozorovat' zlepSenie aspektov zivota
tykajacich sa ochorenia. Testované boli tri varianty: resveratrol, resveratrol
Vv kombindcii s kalcium fruktobordtom a kalcium fruktoborat samostatne. Spominana
kombindacia u¢innych latok priniesla najlepsie vysledky. Behom 60 dni doslo k znizeniu
C-reaktivneho proteinu (sprevadza akutnu fadzu ochoreni) a N-termindlneho prohorménu
(vyluCovany pri pretazeni srdca), takze moéze byt zmes odporucana pre pacientov
trpiacich tymto ochorenim (Militaru et al., 2013).

Tieto Stadie predkladaji dokaz o rozsiahlom spektre vyuZzitia GSE v medicine.

3.2.3 Ostatné vyuZitia extraktu

Posobenie proti rozsirenej hube Botrytis cinerea, spdsobujiucej Sedt hnilobu
hrozna, skamali vedci z Cile. Pri porovnani extraktov z vyliskov odréd 'Cabernet
Sauvignon', 'Syrah' a ‘Carméneér' zistili, ze 'Cabernet Sauvignon' vykazoval najvyssie
fungicidne ucinky. Jeho pdsobenie bolo ale ovplyvnené polohou vinice, z ktorej odroda
pochadzala. Kazda odroda bola testovana v dvoch variantoch pévodu - vinica Miguel
ucinok na rast mycélia huby (Mendoza et al., 2013).

Slovinski vedci skamali vlastnosti extraktu vyrobeného z lyofilizovanych Supiek
a semien troch bielych a troch modrych odréd. Extrakt z 'Pinot Noir' v 50% etanole bol
pridany do inokula L. monocytogenes aC. jejunia testovany na prilnavost
k nehrdzavejucej oceli r6znej drsnosti. Bolo dokazané, ze baktérie boli schopné prilnut
intenzivnejSie k povrchom s va¢Sou hrubostou povrchu a Ze extrakt Gspesne znizil pocet
buniek pritomnych na nerezovom disku u oboch baktérii. Tato vlastnost moéze byt
prinosna pre farmaceuticky, kozmeticky aj potravinarsky priemysel (Trost et al., 2016).

Hodvabny fibroin produkovany priadkou moruskovou (Bombyx mori L.) je znAmy
svojou biokompatibilitou apreto kolektiv vedcov sktimal jeho zlucitelnost
s antioxidaénymi G¢inkami GSE. Lin et al. (2016) vyrobili z polyetylénoxidu, fibroinu
a GSE nanovlakna, ¢im potlacili ucinky oxidativneho stresu (vyvolaného TBHP)
a vyrazne podporili obnovu fibroblastov koZe. Autori odporacaju tieto vlidkna na
vyuzitie v kozmetike a medicine.

Zaujimavé je aj pouzitie GSE ako redukéného €inidla v produkcii redukovaného
oxidu grafenu. Pripraveny material mal v experimente z roku 2016 vyborné baktericidne
(bunky hynuli uz pri koncentracii 3-4 pg/ml RGO) a antikarcinogénne vlastnosti
(Yaragalla et al., 2016).
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3.3 Stiidium antimikrobialneho efektu

3.3.1 Stidium pomocou rastovej krivky

Tato metdoda je pouzivana v mnohych vedeckych disciplinach, najma
v oblasti prirodnych vied. Analyza rastovej krivky spociva v procese urcenia
a testovania hypotézy, a vyhodnotenia vedeckych suvislosti rastu avzorca zmien
Vv rozsiahlom spektre ¢asu pribuznych fenoménov. Jej pouzitie zahfiia vyhodnocovanie
rastu a velkosti rastlin, zvierat alebo l'udi, uc¢ebnych vysledkov jedincov, zmeny ich
psychologickych charakteristik alebo dizku Zivota (McArdle, 2001).

Vicsina organizmov podliecha trom zakladnym fazam zivota: lag, rastova
a asymptoticka faza. Podobne je to aj u baktérii a kvasiniek. Prvou je lag faza, nasleduje
exponencialna rastova faza a asymptoticka fdza by sa dala rozdelit’ na stacionarnu fazu
a fazu odumierania (Zwietering et al., 1990).

Pri tejto metdode sa vyuziva tvorba prediktivnych modelov, ktoré v pripade
rastovej krivky mikroorganizmov zaznamenavaju zmeny relativnej velkosti populacie
v ¢ase pri posobeni rozlicnych fyzikalnych, biochemickych a chemickych &initelov
(pH, teplota, aktivita vody, smrtel'na davka antibiotik). V praxi je vhodna na ur¢enie
mikrobialnej bezpecnosti potravin a uréenie shelf-life produktov, v SirSom zmysle na

zlepSenie planovania produkcie a distribucie tychto produktov (McArdle, 2001).

3.3.2 Stadium priamym poéitanim buniek

Tento subor metéd je pomerne jednoduchym nastrojom na urcenie ucinku
antimikrobialnych agens na zivé bunky testovaného mikroorganizmu. Vyuzitie najde
V priemysle farmaceutickom, potravinarskom aj kozmetickom ako jedna zo zékladnych
poziadaviek na overenie Cistoty produktu. TaktieZ je vyuZzivana na kontrolu ¢istoty vody
pri vyrobe elektroniky (Kawakami et al., 1994).

Ma niekol’ko obmien podl'a Specifickych poziadaviek daného experimentu, vSetky
ale vychadzaju zo Standardnej agarovej metody na pocitanie vytvorenych kolonii. Jedna
sa o vyuzitie bioluminescencie, filtrovania a obmeny extrakénych c¢inidiel v nich
pouzitych (Kawakami et al., 1994). Principom je kultivacia inokula Zivotaschopnych
buniek vybraného organizmu s pridavkom riedenej suspenzie s predpokladanym
antimikrobidlnym U¢inkom na agarovom médiu pri optimalnej teplote pre jeho rast
(Toda et al., 1989 in Arora a Kaur, 1999). Pocitanie kolonii nasleduje po 24-72 h, ¢o je
zna¢na nevyhoda oproti upravenym verziam tejto metdody (Kawakami et al., 1994).

Pocet kolonii v réznych koncentraciach antibiotika je porovnavany s kontrolou
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(variantom so sterilnou vodou) namiesto antibiotika. Vysledok je vyjadreny ako
percentualny podiel zivotaschopnych buniek kontroly (Toda et al., 1989 in Arora
a Kaur, 1999).

Dalsou moZnostou je pocitanie buniek vkomérke - napriklad pomocou
Biirkerovej komdrky, ktora predstavuje sklicko s dvoma Specidlne vybrisenymi polami
s hibkou 0,1 mm. Tieto polia majii v sebe vyobrazenu sietovita §truktaru, ktord tvori
9 vigsich 3tvorcov s plochou 1 mm?. Kazdy velky $tvorec je rozdeleny dvojitymi
¢iarami (vo vzdialenosti 0,05 mm od seba) na 16 malych S§tvorcov so Sirkou strany
0,2 mm. V malych $tvorcoch st potom jednotlivé bunky spocitané (www.brand.de).

Na rozliSenie zivych buniek je komoérkach byva pouzité farbenie trypanovou
modrou. Zakladnym parametrom farbenia je priepustnost bunkovej membrany.
U mrtvych buniek sa predpokladd, Ze je ich membrana naruSend a bunka je schopna
prijat’ farbivo. Po farbeni zostavaji Zivotaschopné bunky nesfarbené a miftve bunky

zafarbené namodro (Zeigler, 2006).

3.3.2 Stidium meranim inhibi¢nych zén

Tato kvalitativna metoda vznikla v 40. rokoch minulého storocia pri testovani
uc¢inkov penicilinu a dnes uz je povaZzovana za beznu v testovani antimikrobidlnej
vnimavosti (Heatley, 1944 in Balouiri et al., 2016).

Vtejto metéde su vyuzivané agarové média v Petriho miskach so
Standardizovanym  inokulom  obsahujucim 1-2x10® CFU/mI Studovaného
mikroorganizmu (Jorgensen a Ferraro, 2009). Na agar sa vlozi papierovy disk napusteny
testovanou latkou, nasleduje inkubacia vo vhodnych podmienkach pre rast
mikroorganizmu. Principom tejto diskovej metody je diftizia antimikrobialnej zlozky do
agaru a inhibicia germinacie a rastu testovaného mikroorganizmu v okoli papierovych
diskov (Balouiri et al., 2016). Priemery tychto inhibiénych zon st merané s presnostou
na milimetre a vyhodnocované. Podla citlivosti na antibiotikum st mikroorganizmy
rezistentné, priemerne citlivé alebo nachylné (Jorgensen a Ferraro, 2009).

Na niekol’ko druhov batérii akvasnic boli institaitom CLSI vydané
Standardizované testy zahffiajice vhodné kultivaéné médium, inkubaéné podmienky
a vyhodnocovacie kritéria inhibi¢nych zon (Balouiri et al., 2016).

Ked’ze medzi jej vyhody mézme zaradit' nizku cenu a efektivnost’ v testovani
velkého mnozstva vzoriek za kratky Cas, vyuziva sa Casto v teste na rezistenciu

mikroorganizmov Kk antibiotikam (Balouiri et al., 2016).
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Nevyhodou je nemoznost’ rozliSenia smrti a inhibicie rastu baktérii, teda rozliSenie
baktericidnych a bakteriostatickych u¢inkov. Dal§im nedostatkom metody je, Ze nie je
mozné ju mechanizovat' alebo dokonca automatizovat. Toto je ale vyvazené jej

jednoduchostou na in$trumentalne vybavenie a zaSkolenie pracovnikov (Jorgensen
a Ferraro, 2009).

3.4 Studované mikroorganizmy

3.4.1 Bacillus cereus Frankland and Frankland 1887
RiSa: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Trieda: Bacilli

Rad: Bacillales

Celad’: Baccilaceae

Rod: Bacillus

Vedecké synonyma: Bacillus medusa, Bacillus endorhythmos
(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Tento druh G*, pohyblivej, sporulujucej baktérie tydinkovitého tvaru Zije
Vv aerobnych alebo fakultativne anaerobnych podmienkach prostredia. Taxonomicky je
zaradeny do skupiny Bacillus cereus spolu sdalSimi 6 druhmi (B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis a B. anthracis). Fratamico
et al. (2005) povazuje vSetkych pat druhov s vynimkou B. anthracis za tzko pribuzné.
Stadie norskych vedcov ale poukazuju na fakt, e na zaklade vysledkov z MLEE
a sekvenCnej analyzy deviatich chromozomalnych génov by mal byt B. cereus
povazovany za predchodcu B. anthracis, ¢im potvrdzuju ich blizku pribuznost’
(Helgason et al. 2000). S vysledkami Helgasona et al. (2000) suhlasili aj Kotiranta et al.
(2000) ked’ zaznamenali viac ako 99% podobnost’ sekvencii primarnych Struktur 16S
rRNA u vsetkych 6 druhov.

BezZne sa tento druh vyskytuje v pdde ako saprofyt, no ¢asto je ho mozné izolovat’
aj z potravin, napr. rastlinného pdvodu, mlicka, midsa alebo vajec, kde pdsobi ako
oportunisticky patogén (Kramer a Gilbert 1989 in Granum a Lund, 1997). Jeho rast je
zna¢ny najméi po tepelnej uprave a naslednom ochladeni potravin pri teplotach do 48 °C
a nepritomnosti konkurenénej flory (Granum a Lund, 1997). Vegetativne formy rastu pri
teplote 10-50 °C (Claus a Berkley, 1986 in Fratamico et al., 2005). Niektoré kmene
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mozu byt psychrotolerantné a rast’ uz pri 4-7 °C, ¢o ich robi predmetom skiimania
najma v mliekarenskom priemysle (Rowan a Anderson, 1998; Te Giffel et al., 1997).

Kritickou koncentraciou soli pre jeho rast je 7 %, rozmedzie pH 4,5-9,5. Aktivita
vody mu postacuje v hodnote 0,92 (Granum a Baird-Parker, 2000 in Fratamico et al.,
2005).

Otrava potravinami spdsobena B. cereus sa vyskytuje po celom svete.
Zaznamenané bolo aj prepuknutie ochorenia v roku 1989, ktorému podl'ahlo az 100 l'udi
(Kramer a Gilbert 1989 in Kotiranta et al., 2000). Tento druh otravy je sposobeny
toxinmi, ktoré uvoliiuje do potravin. Jej prejavy moézu byt rozdelené na dve skupiny.
Prvou je zvracanie a celkova nevolnost’ (sposobené prevazne flagelarnym serotypom
H-1, H-3 a H-5) z dovodu pritomnosti emetického toxinu, druhou je hnacka (sposobena
serotypmi H-2, H-6, H-8, H-9 a H-10) vyvolana dvoma druhmi enterotoxinov (Taylor
a Gilbert, 1975). Emeticky toxin je cyklicky peptid tvoreny v potravinach vegetativnym
Stadiom (spérami) bacila. Trvanie symptémov je menej ako 24 hodin a infek¢na davka
je 10°-10° buniek.g™. Enterotoxiny st proteiny tvorené priamo v tenkom C&reve
hostitel'a. Symptomy pretrvavaji obvykle 12-24 hodin a infekénd davka je
10°-10" buniek.g™. Dal§imi latkami sposobujucimi zdravotné problémy u Eloveka su
Styri hemolyziny a tri rdzne typy fosfolipazy C (Granum a Lund, 1997).

Okrem gastro-intestinalnych ochoreni modze spOsobovat’ aj systémové alebo
lokélne infekcie s najcastejSim vyskytom u novorodencov, vnutrozilovych uzivatel'ov
drog, pacientov po uraze, operacii alebo so zavedenym katétrom. O¢né, kozné infekcie
a infekcie centralneho nervového systému alebo nahle sepse su taktieZ rizikami infekcie
tymto bacilom (Bottone, 2010). Z dychacich ochoreni bolo popisané antraxu podobné
Zlyhanie dychacicho ustrojenstva vyvolané kmenom B. cereus G9241 (Hoffmaster et
al., 2004).

3.4.2 Candida tropicalis (Castell.) Berkhout, 1923
Risa: Fungi

Kmen: Ascomycota

Trieda: Saccharomycetes

Rad: Saccharomycetales

Celad’: Enterobacteriaceae

Rod: Candida
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Vedecké synonyma: Procandida tropicalis, Oidium tropicale, Mycotorula tropicalis
Myceloblastanon tropicale, Monilia tropicalis, Endomyces
tropicalis,  Castellania  tropicalis,  Candida  albicans
var. tropicalis, Atelosaccharomyces tropicalis

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Tato kvasnica patri do skupiny schopnej tvorit’ hyfy aj pseudohyfy, podobne ako
znamejsi druh C. albicans. Jej velkost je 4-8x5-11 um (Silva et al. 2012). C. tropicalis
bola doneddvna povazovana za bezpohlavny druh kvasnice, zo Stadie Pormana et al.
(2011) vsak vyplyva, ze je schopnad pohlavného mnozenia. Procesu parenia predchadza
obdobie premeny buniek, ktoré¢ je podmienené transkripénym regulatorom Worl, na
rozdiel od inych druhov hub, u ktorych zohrdva tito Ulohu teplota. Problémom je
skuto¢nost,, Ze tento druh kvasnice je schopny sa takto mnozit' pri teplote 25 °C aj
37 °C, ¢o mu umoznuje pohlavné rozmnozovanie aj v tele hostitel’a.

V minulosti bolo jednym z najcastejSich ochoreni kandid6za vyvolana
C. albicans, ktora sa prejavila u pacientov s poruchami imunity aj u zdravych jedincov.
Neskor sa ale svetovo rozsirovala kandidoza spdsobena C. tropicalis, ¢o ju pomohlo
zaradit’ medzi patogénne druhy kvasnic. V Brazilii bolo dokazané, Ze 20-24 % ochoreni
sposobenych rodom Candida mala na svedomi C. tropicalis, ¢o ju umiestfiuje na
druhé miesto vo frekventovanosti vyvolavania ochoreni (Nucci a Colombo, 2007).
Ochorenia sposobené touto kvasnicou sa vyznacuju vysokou mortalitou, Chen (2014)
uvadza hodnotu 40-70 %.

Nakazu pacientov po vykonani bypassu mala v roku 1989 na svedomi sestra
infikovand kandidézou. Toto ochorenie postihlo nie len mékké tkanivo, ale aj hrudni
kost’” (Isenberg et al., 1989). C. tropicalis sa v porovnani s C. albicans vyskytuje
CastejSie u pacientov trpiacich leukémiou a dlhsie trvajiicou neutropéniou (Kontoyiannis
et al., 2001). Candida moze sposobovat’ aj ochorenia tistnej dutiny. Ako prevencia moze
poOsobit’” obmedzenie konzuméacie sachardzy, glukdzy, maltézy a fruktozy, alebo ich
ndhrada xylitolom alebo sorbitolom. Tieto dva sacharidy obmedzuju prilnavost
Candidy k povrchom, ¢im komplikuji kolonizaciu a predchadzaju naslednej infekeii
(Pizzo et al., 2000). Casto byva u Zien zodpovedna aj za mykotick vulvovaginitidu
vyvolanu non-albicans druhmi (Ferrer, 2000).

C. tropicalis vykazuje rezistenciu na flukonazol, amfotericin B, kaspofungin

a itrakonazol, ktorého antifungalny efekt na kvasnicu zdleZi od pouZitého mnoZstva

22



(Kothavade et al. 2010; Yang et al. 2004; Garcia-Effron et al. 2008; da Costa et al.,
2008).

C. tropicalis posobi aj ako uzitkova kvasnica. Vedci po celom svete uvadzaju
niekol’ko prikladov jej vyuzitia v rdéznych odvetviach priemyslu. V roku 1992 bol
publikovany prvy ¢lanok o priemyselnom vyuziti Candidy na produkciu
dikarboxylovych kyselin s retazcami dlhymi 12-20 uhlikov (Picataggio et al., 1992).
Skumané bolo aj pouzitie Candidy na viazanie a akumulaciu textilnych farbiv, ktoré
mdzu po vypusteni do odpadnych vod sposobovat’ zniZzenie fotosyntetickej aktivity rias
a dokonca byt toxické pre vodné organizmy. Testy Donmeza (2002) potvrdili vyznam
C. tropicalis v moznom c¢istiacom cykle. Najvyssia bioakumula¢na kapacita Candidy
bola 111.9 mg/g u Remazol Blue, 101.9 mg/g u Reactive Black a 79.3 mg/g u Reactive
Red z pociatocného mnozstva 700 mg/l farbiva. VysSie koncentracie sposobili
prediZenie lag-fizy a zastavenie rastu kvasnice.

Jednou zo zaujimavych vlastnosti C. tropicalis je schopnost’ degradovat’ fenoly.
Imobilizovana C. tropicalis v géle polyakrylamidovych gul6¢ok bola schopna
degradovat’ az 5000 mg fenolov za menej ako 10 dni (Chen et al., 2002). Data z iného
vyskumu zase uvadzaju, ze je schopna rozlozit’ fenoly do koncentracie 1700 mg/1 pri
teplote 30°C na médiu z mineralnymi solami (Yan et al., 2005).

Na baze tejto kvasnice bol vytvoreny amperometricky mikrobialny biosenzor,
ktory slizi na citlivé stanovovanie etanolu. Mnozstvo etanolu je vyhodnotené na
zaklade rozdielu v respiranej aktivite buniek zaznamenanej na oxygenmetri za

pritomnosti a absencie etanolu (Akyilmaz a Dingkaya, 2005).

3.4.3 Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder 1906) Schleifer and Kilpper-
Balz 1984

Risa: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Trieda: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celad’: Enterococcaceae

Rod: Enterococcus

Vedecké synonyma: Streptococcus  liquefaciens,  Streptococcus  glycerinaceus,

Streptococcus faecalis, Micrococcus zymogenes, Micrococcus
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ovalis, Enterococcus proteiformis, Enterocoque
(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Enterococcus faecalis sa taxonomicky zarad’uje medzi G* a kataldza negativne
nesporulujiice baktérie, ktoré spolo¢ne s Enterococcus haemoperoxidus a Enterococcus
moraviensis patria do skupiny E. faecalis (Klein et al., 1998). V roku 2003 obsahoval
rod Enterococcus celkom 26 druhov (Klein, 2003).

Tento rod rastie pri teplotach 5-50 °C, E. faecalis ale prezije 30 minutovy zahrev
na teplotu 60 °C (Foulqui¢ Moreno et al., 2006). Vyzaduja pH hodnét 4,6-9,9, obsah
NaCl znesu do 6,5 % (Fisher a Phillips, 2009). E. faecalis je schopny tvorby biofilmu
jedine za pritomnosti Esp kodujuceho génu (Toledo-Arana et al., 2001). Taktiez je
schopny produkcie skupiny bakteriocinov, konkrétne enterocinov EJ97, AS-48 a SE-K4
(Abriouel et al. 2003; Eguchi et al. 2001; Garcia et al. 2004).

Prirodzene sa vyskytuje v traviacom trakte l'udi a dobytka (Fisher a Phillips,
2009). Jeho zdrojom byvaji preto ¢asto potraviny zivo¢iSneho pévodu, napriklad syry,
klobasy, hovidzie a bravéové méso, ryby alebo hydina (Klein, 2003).

Napriek tomu, ze je E. faecalis iba oportunisticky patogén, sposobuje Siroku Skalu
ochoreni. Jednymi z menej zavaznych st endodontalne ochorenia, napriklad infekcia
korenového kanalika a chronicka apikalna periodontitida (Kayaoglu a @rstavik, 2004).
Dalej sa podiela na infekcidch mocového ustrojenstva, ktoré su povazované za
najcastejSie ochorenie sposobené enterokokmi, a poopera¢nych ran (Barros et al., 2009;
Giacometti et al., 2000). Zo zavaznejSich ochoreni su cCasté infekcie krvného obehu
(najmé u nozokomialnych pacientov) a infek¢na endokarditida (Billington et al. 2014;
Nallapareddy et al., 2006). Zriedkavo sa u l'udi vyskytuje bakteridlna meningitida
sposobena E. faecalis, vyskyt Breton (2002) vycisluje na 0,3-4 % zaznamenanych
pripadov.

Rezistenciu vocéi antibiotikdim (v tomto pripade vo¢i vankomycinu) bol zatial
E. faecalis schopny preniest na Listeria a Staphylococcus aureus iba v in vitro
podmienkach (Biavasco et al., 1996 in Klein 2003). Rezistenciu vykazuje aj na

erythromycin, tetracyklin a ampicilin (Klein 2003; Wang et al. 2013).

3.4.4 Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919
Risa: Bacteria
Kmen: Proteobacteria

Trieda: Gammaproteobacteria
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Rad: Enterobacteriales

Celad’: Enterobacteriaceae

Rod: Escherichia

Vedecké synonyma: Enterococcus coli, Bacterium coli commune, Bacterium coli,
Bacillus coli

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Jednym z najprispdsobivejSich druhov baktérii je Escherichia coli. Napriek tomu,
7e vacsina jej kmenov sa bezne vyskytuje v ¢revnej flore ¢loveka a neskodi, niektoré
patotypy vyvolavaju mnozstvo ochoreni, ktoré mézu koncit’ smrt'ou (Poolman, 2017).
Wirth et al. (2006) tvrdi, Ze su tieto patogénne kmene E. coli pri¢inou az jedného
miliénu smrti ro¢ne na celom svete.

Kaper et al. (2004) popisuje sedem rozdielnych patogénnych typov E. coli. Prvym
je enterohemoragicky typ (sérotypy produkujuce jeden alebo viac Shiga toxinov)
vyvolavajtaci krvava a nekrvavih hnacku a hemolyticko-uremicky syndrom (Gomes et
al., 2016). Druhym je enteroaggregativna E. coli, vyskytujica sa v rozvojovych
aj vyspelych krajinach a spdsobujtca typicktl pretrvavajucu hnacku. Enteropatogénny
patotyp E. coli bol prvy historicky popisany patotyp E. coli aje charakteristicky
hnac¢kami, ktorych riziko so stupajucim vekom klesa (Nataro a Kaper, 1998 in Gomes et
al., 2016). Podobne aj difuzne-adherentny typ spdsobuje hnacku prevazne U deti.
Enteroinvazivny typ vyvolava ¢revnu uplavicu podobnu priznakom infekcie Shigella
spp. Infekciu enterotoxigénnym typom charakterizuje vodnata hnacka, zatiall Co
uropatogénny typ vyvoldva zapal mocCového mechtira a akatnu pyelonefritidu.
S meningitidou a sepsou spajany typ je najcastejSim pdvodcom casto smrtelnej, G,
neonatalnej meningitidy (Kaper et al., 2004; Wirth et al., 2006).

Genetickt informaciu umoziiujacu E. coli spdsobovat’ hnatkové ochorenia prijala
pocas evolicie pomocou horizontalneho prenosu génov od inych druhov organizmov
(Gomes et al., 2016).

Z antibiotik je E. coli odolna voci chinolonom (so Sirokospektralnym ucinkom),
beta-laktamovym penicilinovym (ampicilin a piperacilin) a cefalosporinovym (cefalotin
a cefuroxim-axetil) antibiotikam (Paterson, 2006; Reinthaler et al., 2003). Rezistencia
na antibiotikd ma stupajicu tendenciu (Poolman, 2017). V Indii, Pakistane a Velkej
Britanii bola v malom mnozstve testovanych vzoriek =zistena aj rezistenia na

karbapenémy (Kumarasamy et al., 2010).
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Vdaka mnozstvu poznatkov o tejto baktérii bola vyuzivand na heterologicku
biosyntézu malych molekul aexpresiu rekombinantnych proteinov. Medzi prospesné
vlastnosti E. coli uréite patri produkcia proteinov v rozpustnej, bioaktivnej forme.
Znama je najmd produkcia inzulinu a hovadzieho rastového hormoénu (Swartz, 2001).
Leonard et al. (2010) pomocou metabolického inZinierstva vytvoril kmen E. coli
schopny biosyntézy rastlinnych flavonoidov z kyseliny fenylpropanovej a flavanolov

ako prekurzorov.

3.4.5 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900

Risa: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Trieda: Gammaproteobacteria

Rad: Pseudomonadales

Celad’: Pseudomonadaceae

Rod: Pseudomonas

Vedecké synonyma: Pseudomonas pyocyanea, Pseudomonas polycolor, Micrococcus
pyocyaneus, Bacterium pyocyaneum, Bacterium aeruginosum,
Bacillus pyocyaneus, Bacillus aeruginosus

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Pseudomonas aeruginosa je vSadepritomna, G°, aerobna baktéria posobiaca ako
oportunisticky patogén napadajici prevazne jedincov s oslabenou imunitou. Je
tyCinkovitého tvaru a vyznacuje sa niekolkymi virulentnymi faktormi, napriklad
tvorbou quorum-sensing molekul, flagelou ¢i pili (D'Agata, 2014).

Prvy krat ho z infekcie v roku 1882 izoloval Gessard, pridelil mu ale meno
Bacillus pyocyaneus podla pigmentu pyocyaninu, ktory produkuje (Lyczak et al.,
2000).

Tento druh je najCastejSe izolovanym patogénom u nozomialnych pacientov
a pacientov s popaleninami. Naviac je zodpovedny za 8,5 % nozokomialnych infekcii
(Morrison a Wenzel, 1984). Infekcie mézu byt pritomné v roznych Castiach organizmu,
napriklad zapalové ochorenie ucha - otitis externa (D'Agata, 2014).

Tento druh je najastej$im virulentnym patogénom dychacich ciest u pacientov
s cystickou fibrozou. Je dokazané, Ze pritomnost jeho mukoidnej formy zhorSuje

funkciu plac a prechod nemukoidnej do mukoidnej formy podporuje ich degeneraciu
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(Liet al., 2005). Chronické bakteridlne infekcie v pl'icach st hlavnou pri¢inou mortality
u jednincov trpiacich cystickou fibrozou (Lyczak et al., 2000).

Dal§im ochorenim, ktorého je P. aeruginosa hlavnym pdévodcom, je ulcerativna
keratitida rohovky (Barnes et al., 2014). Z koznych ochoreni je pdvodcom 1ézii zvanych
ecthyma gangrenosum, folikulitidy a palmoplantarnej erytrodysestézie (modze byt aj
dosledkom vedlajSich ucinkov chemoterapie) (D'Agata, 2014; Podlekareva Farr
a Safwat, 2011).

Pseudomonas je  rezistentny  vo¢i  Sirokému  spektru  antibiotik
(napr. ciprofloxacinu) a jeho rezistencia voci beta-laktdamovym antibiotikdm vzrasta
(Peng et al., 2017; Poole, 2011 in Frank, 2012). Jeho odolnost’ je sposobena faktom, ze
ako druh disponuje prakticky vSetkymi znamymi druhmi antimikrobidlnej rezistencie
(Strateva a Yordanov, 2009). Biofilm dokonca nechrani tento druh iba voci
antibiotikam, ale aj vysokej hladine tazkych kovov. Sledované boli med’, olovo a zinok
(Teitzel a Parsek, 2003).

Pokusy na nehrdzavejicej oceli (Duplex) ukazali, Ze kultira P. aeruginosa zijuca
vo forme biofilmu znizuje jej antikorézne vlastnosti. Tvorbou CrN a CrO3 Vv pritomnosti

P. aeruginosa sa urychlil rozklad a hrdzavenie oceli (Xu et al., 2017).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Ziskanie a aprava hroznovych semien

Zakladnym materialom na tvorbu extraktu boli semena Vitis vinifera L. Tie boli
poskytnuté Ustavom vinohradnictvi a vinaistvi MENDELU. Pouzitd bola zmes semien
inter$pecifickych mustovych odréd 'Cerason’, '‘Marlen' (modré odrody) a 'Erilon’ (biela
odroda). Cerstvo nazbierané matoliny (odpadny produkt vznikajici po filtracii
hroznového rmutu pri vyrobe vina) boli uloZzené v nadobach a ponechané 2-3 dni pri
teplote 18 °C v suchom prostredi.

Po Ciasto¢nom vysuseni bolo mozné pouzitie rovinnych vibraénych sit (poskytol
Ustav posklizitové technologie zahradnickych produktil) na odseparovanie jednotlivych
frakcii a ziskanie ziadanych hroznovych semien vysokej Cistoty. Principom tejto
separacie je posun materidlu v sitich pomocou vibrécii (kmitavy pohyb je pohanany
elektromotorom) a prepad rozne velkych frakcii cez sita s otvormi kalibrovanej
velkosti. Pouzity separator sa skladal z troch sit (najvdésie otvory malo vrchné sito,
najmensi priemer otvorov malo spodné sito) s naklonom 5-10 © pre zlepSenie posunu
materidlu po rovine sita. Najvac¢siu Cast’ necistot tvorili Supky, ktoré sa zachytavali vo
vrchnom site, v strednom site sa zhromazdili semend a najmenSie Castice (lomky
ktory umoznoval vyprdzdnenie jednotlivych frakcii do oddelenych zbernych nadob.
Vytaznost’ takychto Cistych semien je cca 23 %.

Ked’ze predpokladany antimikrobialny uc¢inok nemaju tzv. ,,vyslepené* semena,
bolo nutné ich vytriedit na zakladne hustoty v nadobach s vodou. Vyslepené semena
S nizkou hustotou po kratkom case vyplavali na povrch a oddelili sa od zdravych
semien, ktoré¢ sa usadili na dne nadoby.

Dal$im krokom v priprave semien na tvorbu extraktu bolo mletie. Vysoka vlhkost
mletie zna¢ne komplikuje, preto boli semend vopred vysuSené v suSicke pri teplote
60 °C (trvanie 24 hodin) na kone¢nu vlhkost’ 8 %. Nasledovalo posledné triedenie na
zaklade hmotnosti - I'ahSie lomky boli odfuknuté fénom ako odpad a tazSie semena

boli pripravené na mletie. Vyuzity bol mlync¢ek na kdvu nastaveny na jemnu zrnitost’.

4.2 Tvorba extraktu

Namleté semend boli vyuZité na extrakciu Ziadanych obsahovych latok

metanolom v sklenenych nadobach. Do nadob sa navazilo 100 g hroznového prasku
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a pridal sa 1 1 75% metanolu (pouzity bol 99,6% metanol riedeny destilovanou vodou).
Extrakcia prebiehala 168 hodin pri teplote 21 °C v tme, priCom bola zmes v nddobach
pravidelne premiesavana.

Na experiment boli pouzité dva varianty extraktu: metanolovy a bezmetanolovy.
Metanolovy extrakt bol pripraveny odstredenim zliateho extraktu z nadob. Priprava
bezmetanolového extraktu spocivala vo vyuziti vakuovej odparky (vyrobca IKA,
Nemecko), v ktorej sa metanolovy extrakt postupne zahrieval na teplotu 70 °C pri
neustalom miesani (70 otacok za minatu). Pri 55 °C sa metanol zacal odparovat’
a postupne vznikol vodny extrakt (Obrdzok 1). Kvoli zabraneniu oxidacii a dlhsej

uchovavatelnosti bol vodny extrakt zmrazeny do momentu pouzitia (Obrazok 2).

Obrazok 1: Priprava bezmetanolového extraktu vo vakuovej odparke

4.3 Stanovenie celkovych polyfenolickych zlic¢enin

Stanovenie polyfenolickych zlicenin bolo robené pomocou Folin-Ciocaltelovej
metddy. Principom pouzite] metddy je spektrofotometrické vyhodnotenie reakcie
hydroxilovych skupin a fenolickych zlti¢enin s pouzitym Folin-Ciocaltelovym ¢inidlom.
Fosfosphotungsten-fosfosphomolydatovy komplex je v tejto reakcii redukovany fenolmi
na modré produkty. Vzorky extraktov boli merané trikrat, vyslednd hodnota bola
ziskana ako priemer tychto merani.

Do kyvety (s objemom 3 ml) bolo napipetovanych 40 pul vzorky a nasledne bola
vzorka zriedend 1960 pl destilovanej vody. Do kyvety bolo pridanych 50 pl
Folin-Ciocaltelového ¢inidla a zmes bola dokladne zhomogenizovana. Po 3 minttach
bolo pridanych 300 pl roztoku dekahydratu NaCO; (s koncentraciou 20 %). Po
opitovnej homogenizacii prebehla inkubacia pri 22 °C v dizke 120 minut. Nasledovalo
meranie absorbancie pri A=750 nm proti slepej vzorke. Vysledok je vyjadreny ako

ekvivalent kyseliny gallovej v mg/I.
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4.4 Stanovenie antioxidacnej aktivity pomocou DPPH metody

Tato metdda shizi na kvantifikdciu radikalového obsahu vo vzorke. Je jednoducha
a je mozné ju pouzit’ aj U vzoriek s nizkou koncentraciou aktivnych latok. Principom je
neutralizacia radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu antioxidantmi poskytujiicimi vodik.
DPPH v metanolovom prostredi tvori fialové sfarbenie. Vykazuje silni absorbanciu
v UV-VIS spektre. Vzorky maji mat’ neutralne pH a musia byt sledované v rovnakom
Case - reakcia sa totiz v zavislosti na pH a ¢ase meni.

Navazenych 9,35 mg radikalu DPPH bolo prevedenych do 250 ml odmernej
banky a nasledne doplnené metanolom. Na spektrometrickii analyzu boli do kyvety
s objemom 3 ml napipetované 2 ml roztoku DPPH a nasledne bolo pridanych 40 ul
vzorky (GSE). Zmes bola inkubovana pri teplote 21 °C presne 25 minat. Potom bola
zmerana absorbancia pri A=505 nm. Antioxida¢na aktivita bola vypocitana z kalibra¢nej
krivky za pouzitia kyseliny gallovej ako Standardu (10-200 mg/l). Vysledok je
vyjadreny ako ekvivalent kyseliny gallovej v mg/I.

4.5 Modelové mikroorganizmy

Na experiment vyuzivajuci diskovl difaznu metédu bolo vyuzitych pit” druhov
mikroorganizmov: Bacillus cereus (CCMZ2010), Candida tropicalis (CCM8223),
Escherichia coli (CCM7229), Enterococcus faecalis (CCM4224) a Pseudomonas
aeruginosa (CCM1960). Na namnozenie kultur bolo potrebné rozpustenie Zelatinového
disku obsahujuceho dany mikroorganizmus v banke s tekutym sterilnym médiom (TSB
od vyrobcu Biokar Diagnostics, Francuzko). Médium bolo pripravené rozpustenim 30 g
dehydratovaného média v 11 destilovanej vody. Zmes bola mieSana az do Uplného
rozpustenia prasku, potom bolo rozliate do nadob a sterilizované v autoklave pri teplote

121 °C 15 minut.

E
Obrazok 2: Kultivacia inokula v trepacke
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Banky s E. faecalis a E. coli boli umiestnené v temperovanej trepacke s teplotou
37 °C. C. tropicalis, B. cereus a P. aeruginosa boli kultivované v orbitalnej trepacke pri
laboratornej teplote 23-25 °C (Obrazok 2). Obe trepacky (vyrobca Biosan, Lotyssko)

boli nastavené na rychlost’ 200 otacok za minttu. Kultivacia trvala 19 hodin.

4.6 Stanovenie antimikrobialneho efektu
4.6.1 Laboratérne pomécky a pristroje

Na antimikrobidlny experiment boli vyuzité skimavky, pinzeta, sklenené
a plastové ty¢inky na rozotieranie a plastové Petriho misky. S vynimkou plastovych,
boli vSetky nastroje a pomdcky vopred sterilizované v teplovzduSnom sterilizatore
v teplote 165 °C 60 minut. Plastové misky a tyCinky boli urené iba na jedno pouzitie.
Pri prechadzani medzi organizmami bola v priebehu experimentu pinzeta dezinfikovana
nad lichovym kahanom, z dévodu predchadzania moznej kontaminacii.

Na davkovanie boli vyuzité automatické mikropipety a jednorazové, sterilné,
plastové S$picky. Na dosiahnutie rovnakej koncentracie mikroorganizmov v Petriho
miskach bolo inokulum merané densitometrom (Biosan, LotySsko) a nasledne riedené

destilovanou vodou v pripade potreby (Obrazok 3).

Obrazok 3: Meranie inokula dnsit(;metrom
4.6.2 ZloZenie a priprava média
Chloramphenicol agar (CHL): kvasni¢ny extrakt 5 g/l, glukoza 20 g/l, chloramfenikol
0,1 g/, bakteriologicky agar 15 g/l
Vyrobcea: Biokar Diagnostics, Francuzko.

Postup pripravy: 40,1 g média bolo rozpustené v 1 | destilovanej vody. Bolo

nutné upravit’ pH na hodnotu 6,6 (+/- 0,2) pri teplote 25 °C. Za staleho mieSania bola

zmes privedend k varu. Po Uplnom rozpusteni bola nadavkovand do nadob
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a sterilizovana v autoklave pri 121 °C 15 mintt. Toto médium bolo vyuzité v miskach

s C. tropicalis na potlacenie rastu ostatnych mikroorganizmov.

Plate count agar (PCA): tryptén 5 g/l, kvasni¢ny extrakt 2,5 g/l, glukoza 1 g/,
bakteriologicky agar 12 g/l
Vyrobea: Biokar Diagnostics, Francuzko.

Postup pripravy: 20,5 g média bolo rozpustené v 1| destilovanej vody. Bolo

nutné upravit’ pH na hodnotu 7,0 (+/- 0,2) pri teplote 25 °C. Za staleho mieSania bola
zmes privedenda k varu. Po 1Uplnom rozpusteni bola nadadvkovana do nadob
a sterilizovana v autoklave pri 121 °C 15 mintt. Toto médium bolo vyuzité v miskach

s B. cereus, E. faecalis, E. coli a P. aeruginosa.

4.6.3 Diskova difizna metoda

Tato metdoda bola vybrand na testovanie antimikrobidlneho efektu extraktu
Z hroznovych semien na vybranych mikroorganizmoch. Principom tejto metody je
pouzitie papierovych diskov napustenych latkou s o¢akavanym u¢inkom a ich aplikécia
do kultary mikroorganizmov. Po ziadanom ¢ase sa meraju inhibi¢né zony v okoli
diskov a vyhodnocuje sa u¢innost’ latky.

V experimente boli pouzité dve varianty extraktu: metanolovy extrakt
a bezmetanolovy (vodny) extrakt podrobeny 72 hodinovej oxidacii. Testované boli vzdy
v troch koncentraciach: 100 % (Cisty extrakt), 50 % (riedenie 1:1 s destilovanou vodou)
a 10 % (riedenie 1:9 s destilovanou vodou). Okrem testovanych misiek boli pripravené
aj misky skontrolnym variantom: ¢ista kultra bez diskov a kultira s diskom
napustenym metanolom (u porovnania s metanolovym extraktom) alebo destilovanou
vodou (u bezmetanolového variantu). Z kazdej testovanej varianty boli pripravené tri

misky, v kazdej miske boli aplikované tri disky.

Obrazok 4: Priprava Petriho misiek na inokulum
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Prvym krokom tejto metédy bola priprava potrebnych néstrojov a zivnych pod.
Do pripravenych a popisanych Petriho misiek bolo naliata prislusnd zivna pdda
s teplotou cca 45 °C a krazivym pohybom bolo zabezpecené rovnomerné rozliatie po
dne (Obrazok 4). Pouzité bolo CHL médium pre C. tropicalis a PCA pre ostatné
mikroorganizmy. Misky bolo nutné nechat 15 mintt chladit’ a tuhnat, aby nedoslo
K usmrteniu inokula vysokou teplotou média. Pomocou densitometra boli zatial
pripravené skumavky s rovnakou koncentraciou mikroorganizmov v TSB médiu. Na
kazdi misku bolo pomocou mikropipety aplikovanych 0,1 g inokula a okamzite bolo
rozotreté ty¢inkou rovnomerne po povrchu média. Inokulum sa nechalo 10-15 minut
vsiaknut’.

Do skimaviek sa pripravili jednotlivé riedenia extraktu a prichystali sa papierové
disky s priemerom 9 mm (vyrobca Fisher Scientific, Ceska republika). Na kazdy disk
bolo mikropipetou aplikovanych 30 pl prislusnej koncentracie extraktu a pinzetou boli
umiestnené na povrch média v miskéch.

Petriho misky boli umiestnené v termostatoch: C. tropicalis, B. cereus
a P. aeruginosa pri teplote 25°C, E. coli a E. faecalis pri teplote 37 °C. Po 24
a 48 hodinach boli zmerané inhibi¢né zony a vysledky boli vyhodnotené. Vsetky
hodnoty uvedené vo vyhodnoteni a grafoch vznikli ako priemer merani jednotlivych
misiek v danej koncentracii, takze hodnota 9 mm (priemer disku) a nizSia znamena, ze
sa inhibicny U¢inok nedostavil v ziadanej miere. Vysledky boli ndsledne Statisticky

spracovane.
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5. VYHODNOTENIE A VYSLEDKY

5.1 Stanovenie celkovych polyfenolickych zlucenin a flavonolov
Meranie Folin- Ciocaltelovou metdodou prebehlo 23. 2. 2016. Hodnotil sa celkovy
obsah fenolickych zlu¢enin a obsah flavonolov vo vzorke extraktu podrobeného 72 h

oxidacii. Vysledkom bol celkovy obsah polyfenolov v mnozstve 13462 mg/l GAE.
Flavonoly boli vo vzorke zastupené hodnotou 3615 mg/l GAE.

Graf 1: Obsah celkovych polyfenolickych zlu¢enin a flavonolov v extrakte
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Na Grafe 1 je vyznacené mnozstvo celkovych polyfenolov (modrou farbou)

a flavonolov (Cervenou) obsiahnutych vo vodnom GSE.

5.2 Stanovenie antioxida¢nej aktivity pomocou DPPH met6dy
Stanovenie antioxidacnej aktivity bolo robené¢ 23. 2. 2016. Pouzitou vzorkou

v DPPH metéde bol extrakt vystaveny 72 h oxidacii. Vo vzorke bolo nameranych

7978 mg/l GAE. Zaznamenana hodnota bola porovnana z predchadzajucimi meraniami

antioxida¢nej aktivity vzorky metédami ABTS a FRAP na Ustave vinohradnictvi

a vinarstvi.

Graf 2: Porovnanie vysledkov merania antioxida¢nej aktivity troma metodami
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Na Grafe 2 je modrou farbou naznacena metdéda ABTS, cervenou DPPH
a zelenou FRAP. Najvyssie hodnoty antioxidacnej aktivity boli namerané pomocou
metody DPPH (7978 mg/l GAE). Metéda ABTS dosiahla hodnotu 5218 mg/l GAE,
najniz§iu hodnotu zaznamenala FRAP (4216 mg/l GAE). Vyrazné rozdiely v

hodnotéch su spdsobené roznym principom merania aktivity vzorky.

5.3 Stanovenie antimikrobialneho efektu
5.3.1 Vodny extrakt podrobeny oxidacii
Pokus bol zalozeny 23. 2. 2016 a boli v iom skumané ucinky extraktu na tri

modelové organizmy: C. tropicalis, E. faecalis a E. coli.

Candida tropicalis
Kladné vysledky boli dosiahnuté u C. tropicalis. Po 24 hodinach pdsobenia

extraktu na kultru boli inhibi¢né z6ny v priemere 12 mm u koncentrovaného 100%
extraktu, 10,2 mm u 50% a 9,4 mm u koncentracie 10 %. Inhibi¢né zony neboli ostro
ohrani¢ené, ¢o naznacuje oslabenie rastu nie jeho uplné zastavenie. V ¢ase druhého
merania (po 48 hodinach) velkosti zon este stupli. V 100% extrakte bol priemer zony

12,9 mm, v 50% variante dokonca 11,1 mm a v 10% variante 9,9 mm.

10 % koncentracia

50 % koncentracia

100 % koncentracia

Obrazok 5: Inhibi¢né zony okolo diskov v kultare C. tropicalis po 24 h

Graf 3: Grafické znazornenie priemerov inhibiénych zon v zavislosti na koncentracii

GSE a doby jeho pdsobenia na C. tropicalis
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Na Grafe 3 mozme vidiet porovnanie diZky pdsobenia extraktu na Candidu.
Modrou farbou je znazornené posobenie 24 h, zelenou posobenie 48 h. Je mozné teda
zhodnotit’, Ze so stiipajucou koncentraciou a Casom poOsobenia stupa aj inhibicny efekt
extraktu. Obrazok 5 ukazuje realne poOsobenie a inhibi¢né zdény vyvolané GSE
v kultarach.

Enterococcus faecalis

Pokus sE. faecalis priniesol najlepSie vysledky. Koncentracia 100 % sice

nevykazovala ziadny uc¢inok po 24 hodinach ani 48 hodindch pdsobenia, no nizsie

koncentracie tvorili vac¢sie inhibi¢né zony (Obrazok 6).

10% koncentricia

100% koncentricia 50% koncentricia

Obrazok 6: Inhibi¢né zony okolo diskov v kultare E. faecalis po 24 h

Po 24 hodinach uc¢inkovania 50% extraktu vznikli zony s priemerom az 15,2 mm,
u10% extraktu 11,6 mm. Po 48 hodinach pdsobenia sa zény zmenSili na 9,2 mm
u 100% extraktu a 11,4 mm u 10% extraktu.

Graf 4: Grafické znazornenie priemerov inhibiénych zon v zavislosti na koncentracii

GSE a doby jeho pdsobenia na E. faecalis
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Na Grafe 4 moézme vidiet porovnanie dizky pdsobenia extraktu na E. coli.
Modrou farbou je zndzornené poésobenie 24 h, zelenou pdsobenie 48 h. Napriek

najvyssej priemernej hodnote inhibi¢nej zony vo variante 50 % ho nie je mozné nechat’
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posobit’ dlhSie ako 24 h, inak dochddza k vel'mi nevyrovnanym a Statisticky
nepreukazatelnym vysledkom. Dalou vhodnou alternativou je vyuZitie 10% extraktu.
Na zéklade tychto vysledkov je mozné povazovat varianty s nizSou koncentraciou

extraktu za najvyhodnejsie formy pouzitia proti E. faecalis.

Escherichia coli
U E. coli boli inhibi¢né G¢inky zanedbatel'né. Po 24 hodinach nebol pozorovany
ziadny inhibi¢ny Gc¢inok, naopak u koncentrovanej varianty extraktu bolo mozné vidiet’

podporenie rastu baktérie v bezprostrednom okoli papierového disku (Obrazok 7).

100 % konc: Acia

Obrazok 7: Inhibi¢né zony okolo diskov v kultare E. coli po 24 h

S klesajucou koncentraciou extraktu sa podpora rastu znizovala a vV koncentracii
1:9 sa neprejavil Ziadny efekt. Po 48 hodindch podpora rastu uz nebola viditelna.
V okoli tercikov ale nie je mozné hovorit o inhibicnych zonach, pretoze bol
pozorovatelny iba oslabeny rast v prieme 9,2 mm (u 50 % koncentracie) a 9,1 mm
(u 10 %).

Graf 5: Grafické znazornenie priemerov inhibiénych zon v zavislosti na koncentracii

GSE a doby jeho pdsobenia na E. coli
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Na Grafe 5 moézme vidiet porovnanie dizky pdsobenia extraktu na E. coli.
Modrou farbou je znazornené posobenie 24 h, zelenou podsobenie 48 h. Z hodnét

uvedenych v grafe je viditeI'né, Ze inhibicny efekt extraktu bol zanedbatelny.

5.3.2 Metanolovy extrakt

Experiment robeny s metanolovym extraktom bol postupne testovany 16. 3. 2016
a 17. 5. 2016 na piatich modelovych organizmoch: B. cereus, C. tropicalis, E. faecalis,
E. coli aP. aeruginosa. Meranie bolo porovnavané s kontrolnymi miskami (pouzité
disky napustené 75% metanolom). Vysledky sa znacne liSili v zavislosti na druhu

mikroorganizmu.

Bacillus cereus

Pri vyhodnocovani merania s B. cereus boli zaznamenané kladné hodnoty. Po
24 h pdsobenia boli vytvorené zony oslabenia rastu s priemerom 12,9 mm pri pouziti
100% extraktu a 10,7 mm pri pouziti 50% extraktu. Pri 48 hodinovom pdsobeni zostali
hodnoty takmer nezmenené, 12,6 mm u 100% extraktu a 10,6 mm u 50% extraktu.
Inhibi¢né zény ako také ale neboli vytvorené, §lo prevazne o oslabenie rastu v okoli
diskov. Pri riedeni 1:9 (10% extrakte) nebola viditelnd ziadna inhibicia bacila po

jednom ani dvoch dnoch posobenia.

Obrazok 8: Inhibi¢né z6ny metanolového GSE okolo diskov v kultare B. cereus
po 24 h

Graf 6: Grafické znazornenie priemerov inhibiénych zon v zavislosti na koncentracii

metanolového GSE a doby jeho posobenia na B. cereus
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Na Grafe 6 mozme vidiet porovnanie dizky pdsobenia extraktu na Bacillus.
Cervenou farbou je znazornené pdsobenie 24 h, Zltou pdsobenie 48 h. So stapajicou
koncentraciou a ¢asom pdsobenia stupa aj inhibi¢ny efekt extraktu, pricom 10% GSE

nevyvolal ziadnu inhibiciu.

Candida tropicalis

U C. tropicalis boli robené taktiez dve merania a v jednom z nich boli vysledky
nepreukazatel'né, ked’ze kvasnica nevytvorila suvisly povlak na médiu. Vd’aka pouzitiu
CHL média boli eliminované ostatné mikroorganizmy, ktoré by mohli sposobit’
kontaminaciu alebo oslabeny rast Candidy, no kvoli znizeniu koncentracie kvasnice
v inokule nedoslo ku dostato¢nému namnoZeniu v Petriho miskach, takze nebolo mozné
s presnostou od¢itat’ priemery inhibi¢nych zoén. Druhé meranie vykazalo iba mala
antimikrobialnu aktivitu. Po 24 hodinach mal vacsi efekt iba 100% extrakt, ktory
vytvoril 10,8 mm siroké inhibi¢né zony. U 50% koncentracie $lo o vel'mi maly priemer

z6n (9,3 mm). U 10% boli vysledky podobné, iba 9,1 mm. Po 48 hodinach nebolo

mozné pozorovat’ Ziadny efekt.

24 h

Graf 7: Grafické znazornenie priemerov inhibiénych zon v zavislosti na koncentracii

metanolového GSE a doby jeho pdsobenia na C. tropicalis
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Na Grafe 7 moézme vidiet porovnanie diZky pdsobenia extraktu na Candidu.
Cervenou farbou je znazornené posobenie 24 h, Zltou posobenie 48 h. Jediné znatelné

posobenie extraktu na Candidu je viditel'né u 100% GSE po 24 h.

Enterococcus faecalis
Testovanie vplyvu GSE na E. faecalis bolo vykonané dvakrat, preto st hodnoty

uvedené nizS$ie priemerom oboch merani. Ukazalo sa, ze po 24 h bol v 100%
koncentracii inhibi¢ny ucinok pomerne vyrazny (s hodnotou 11 mm), podobne aj
v koncentracii 50 % bol priemer zon 10,8 mm. Inhibi¢né pdsobenie mierne pokleslo
u koncentracie 100 % na 10,8 mm v merani na druhy den. U 50% extraktu bol u¢inok
rovnako niz§i, zona mala v priemere 10,6 mm. V pripade koncentracie 10 % bol priemer
z6n iba 9,1 mm v meraniach po 24 h aj 48 h, ¢o sa da povazovat' za zanedbatelny

antimikrobialny uc¢inok.
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Obrazok 10: Inhibi¢né zony metanolového GSE okolo diskov v kulre E. faecalis po
24 h

Graf 8: Grafické znazornenie priemerov inhibiénych zon v zavislosti na koncentracii

metanolového GSE a doby jeho posobenia na E. faecalis
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Na Grafe 8 mézme vidiet' porovnanie dizky posobenia extraktu na E. faecalis.
Cervenou farbou je znazornené pdsobenie 24 h, Zltou pdsobenie 48 h. Preukéazatelna
inhibicia bola iba vo variante 100 % a50 % po 24 h, variant s10% extraktom

neposkytol pozitivne vysledky.
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Escherichia coli

V pripade E. coli §lo odve merania svelmi podobnymi vysledkami ako
u Candidy. V prvom merani doslo k inhibicii u 100% koncentracie extraktu (priemer
zOny bol 9,6 mm) a 10% koncentracie GSE (priemer zény 9,7 mm) pri posobeni
24 hodin. Po 48 hodinach boli ucinky vSetkych koncentracii GSE zanedbatelné,
najvacsi ucinok mala 50% koncentracia, ktora vyvolala reakciu iba v podobe 9,2 mm
zony (o 1 mm vacsi priemer ako u 24 hodinového podsobenia). V druhom merani

nedoslo k ziadnemu zreteI'nému uéinku na kulturu.

Graf 9: Grafické znazornenie priemerov inhibi¢nych zén v zavislosti na koncentracii

metanolového GSE a doby jeho posobenia na E. coli
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Na Grafe 9 mdézeme vidiet porovnanie dizky pdsobenia extraktu na E. coli.
Cervenou farbou je zndzornené pdsobenie 24 h, ZItou pésobenie 48 h. Antimikrobilne

ucinky na Escherichiu boli zanedbatel'né.

Pseudomonas aeruginosa
Experiment s P. aeruginosa tiez nepriniesol pozitivne vysledky. Extrakt
nevykazal UCinky ani v jednej zo skumanych koncentracii. Kultara v sledovanych

miskach sa zhodovala s kontrolnou vzorkou.

5.3.3 Statistické vyhodnotenie

Merania boli vyhodnotené pomocou programu STATISTICA (spolo¢nost
StatSoft CR s.r.o, 2012). Zo Sstatistického vyhodnotenia boli vyhaté merania
P. aeruginosa, ked’ze nedoslo k ziadnemu oc¢ividnému G¢inku GSE na mikroorganizmus
behom experimentu.

V Tabulke 1-3 st zaznamenané zdkladné Statistické tkony zahtfnajiice prehlad

jednotlivych variantov a ich kombinacii, pocet opakovani, priemernii namerani hodnota
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z diskovej difiznej metoddy, smerodajné odchylky a variacné koeficienty. Posledny

riadok obsahuje vyhodnotenie vietkych skupin po stipcoch (priemerna velkost zon,

celkovy pocet vzoriek, smerodajni odchylku aj variacny koeficient).

Tabul’ka 1: Rozkladova tabul’ka popisnych statistik u varianty 10% GSE

_ Druh _ Posobenie Varianta : Slr(::)ﬁ'o dajna | Variatny

mikroorganizmu | extraktu [h] | extraktu | Priemer N odchylka koeficient

24 | voda 9,4444 9 0,3909 4,1386

Candida tropicalis 48 | voda 9,9444 9 0,7265 7,3054

24 | metanol 9,0556 9 0,1667 1,8405

48 | metanol 9,0000 9 0,0000 0,0000

24 | voda 9,0000 9 0,0000 0,0000

Escherichia coli 48 | voda 91111 9 0,2205 2,4199

24 | metanol 9,6667 9 1,0000 10,3448

48 | metanol 9,0000 9 0,0000 0,0000

24 | voda 11,5000 6 0,5477 4,7628

Enterococcus 48 | voda 11,3333 6 0,5164 4,5565

faecalis 24 | metanol 91111 18 0,2139 2,3476

48 | metanol 91111 18 0,2139 2,3476

Bacillus cereus 24 | metanol 9,0000 9 0,0000 0,0000

48 | metanol 9,0000 9 0,0000 0,0000

VSetky skupiny 9,3841| 138 0,7767 8,2767
Tabul'ka 2: Rozkladova tabul’ka popisnych statistik u varianty 50% GSE

_ Druh . Posobenie Varianta : Sslgz)o dajna | Variatny

mikroorganizmu extraktu [h] | extraktu Priemer N odchylka koeficient

24 |voda 10,1667 9 0,8660 8,5183

candid icali 48 | voda 11,0556 9 1,0138 9,1700

andida tropicalis 24 | metanol 9,3333] 9 0,2500| _ 2,6786

48 | metanol 9,0000 9 0,0000 0,0000

24 |voda 9,0000 9 0,0000 0,0000

Escherichia coli 48 | voda 9,1667 9 0,2500 2,7273

24 | metanol 9,0556 9 0,1667 1,8405

48 | metanol 9,1667 9 0,2500 2,7273

24 |voda 15,1667 6 2,5626 16,8959

Enterococeus faecalis 48 | voda 12,1667 6 2,7869 22,9058

24 | metanol 10,7778 18 1,5832 14,6895

48 | metanol 10,5833 18 1,0037 9,4835

Bacillus cereus 24 | metanol 10,6667 9 0,5000 4,6875

48 | metanol 10,5556 9 0,5270 4,9931

Vsetky skupiny 10,3116| 138 1,7153 16,6349
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Tabul’ka 3: Rozkladova tabul’ka popisnych Statistik u varianty 100% GSE

_ Druh _ Posobenie Varianta : lS(igZ/:‘)o dajna | Variatny
mikroorganizmu | extraktu [h] | extraktu Priemer N odchylka Koeficient
24 |voda 12,0000 9 0,8660 7,2169

Candida tropicalis 48 | voda 12,8889 9 1,0541 8,1783
24 | metanol 10,7778 9 1,1756 10,9073

48 | metanol 9,0000 9 0,0000 0,0000

24 |voda 9,0000 9 0,0000 0,0000

Escherichia coli 48 | voda 9,0000 9 0,0000 0,0000
24 | metanol 9,5556 9 0,8457 8,8508

48 | metanol 9,1111 9 0,2205 2,4199

24 |voda 9,0000 6 0,0000 0,0000

Enterococcus 48 | voda 9,0000 6 0,0000 0,0000
faecalis 24 | metanol 10,9722 18 1,1940 10,8821

48 | metanol 10,8333 18 1,2005 11,0814

Bacillus cereus 24 | metanol 12,8889 9 0,9280 7,1997
48 | metanol 12,5556 9 0,7265 5,7861

Vsetky skupiny 10,5906 138 1,6470 15,5514

Legenda: Tabulkové hodnoty zvyraznené cervenou farbou uddavaju nulovii ucinnost danej varianty extraktu. N

predstavuje pocet merani. Priemer predstavuje priemernii vel'kost inhibicnej zény v mm.

Varia¢ny koeficient sa vyrazne menil u jednotlivych koncentracii, casov
posobenia extraktu aj pouzitého variantu extraktu. Najvyssi bol zaznamenany u 50%
vodného extraktu pouzitého na E. faecalis (22,9), nizs§i bol potom u 100% a 50%
u variantov s nulovou ucinnostou (Tabul'ka 1-3). Vysoka miera sthrnného varia¢ného
koeficientu v 50% GSE poukazuje na nestalost’ vysledkov merani (Tabulka 2).

Najvyssia priemerna uc¢innost’ naprie¢ testovanymi organizmami bola ocakévane
U najviac koncentrovaného 100% GSE (10,6 mm), najnizsia u 10 %.

Dalej bola v ramci $tatistického rozboru pouzitda ANOVA (analyza rozptylu). Pri
kontrole Hartley a Bartlettovym testom bolo zistené, ze je vo vsetkych koncentraciach

rozptyl homogénny.

Tabul’ka 4: Jednorozmerné vysledky pre vybrané zavislé premenné

Premennd Stupne Koncentricia extraktu
vol’nosti 100% 50% 10%
Mikroorganizmus 1 0,000156 0,000063 0,000000
Mikroorganizmus x Cas 1 0,000000 0,714515 0,546163
Mikroorganizmus x Druh 1 0,000000 0,000184 0,000000
Mikroorganizmus x Cas x Druh 1 0,192847 0,126586 0,003145
Opakovanie x Mikroorganizmus x Cas x Druh 3 0,000070 0,012271 0,518368

Boli dokazané vysoko preukazatel'né rozdiely medzi mikroorganizmom a druhom

extraktu (vodnym alebo metanolovym GSE) vo vSetkych sledovanych koncentraciach.
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Rovnako boli dokazané vysoko preukdzatené rozdiely medzi testovanymi druhmi
mikroorganizmov (Tabulka 4).

Vykonany bol aj Tukeyov HSD test. Na hladine vyznamnosti a=0,05 boli zistené
vyznamné rozdiely v priemeroch inhibi¢nych zon pri pouziti 100% vodného extraktu na
E. coli a E. faecalis v oboch ¢asovych variantach. Podobne boli zistené rozdiely aju C.
tropicalis a E. coli pri pésobeni metanolového extraktu. Dalej boli zistené rozdiely
v 24 h pésobeni metanolového extraktu medzi C. tropicalis a E. faecalis.

Jedinou skupinou, vramci ktorej boli Tukeyovym testom zistené rozdiely
v ucinoch 50% vodného extraktu boli Candida a Enterococcus po 24 h. V pripade 50%
metanolového extraktu boli zaznamenané rozdiely medzi C. tropicalis a E. coli pri
oboch &asoch pdsobenia. Daliu takuto homogénnu skupinu tvori B. cereus a E. faecalis
Vv pripade oboch €asov pdsobenia metanolového extraktu.

Napriek vel'mi podobnému priemeru zon u B. cereus, C. tropicalis a E. coli boli
tymto testom zistené rozdiely v 24 h aj 48 h p6sobeni 10% metanolového extraktu.

Aj tymto testom bol potvrdeny preukazatelny vplyv ¢asu a druhu extraktu na
vysledni mieru inhibicie organizmu. Vo vacSine pripadov tvorili homogénnu skupinu
extrakty pdsobiace na rovnaky organizmus v rozli¢nych ¢asoch, 1iSili sa aj pritomnost’ou

metanolu.

Tabul'ka 5: Vysledky Tukeyovho HSD testu podla pouzitych koncentracii GSE

Pésobenie Varianta

i i 0, 0, 0,
Druh mikroorganizmu extraktu [h] extraktu 10% 50% 100%

24 | voda b b c e

48 | voda c c e

Candida tropicalis >4 [metanol b R—

48 | metanol

24 | voda

48 | voda

Escherichia coli >4 [metanol T b

48 | metanol

24 | voda e

48 | voda

Enterococcus faecalis
24 | metanol

48 | metanol

24 | metanol

Bacillus cereus

ol|lo|lo|o
o|o|o|o

48 | metanol c

Legenda: V tabulke sii farebne a pismenami rozliSené jednotlivé homogénne skupiny . PouZitd bola oranzova farba
pre a, cervend pre b, modrd pre c, zelend pre d a fialovd pre e. Varianty s rovnakou farbou (pismenom) predstavujii
homogénnu skupinu, ktora znaci Statisticky vyznamné rozdiely. Pouzitd bola a=0,05.
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Zaverecna Cast’ podkapitoly je venovana sthrnnym grafom ucinkov jednotlivych
druhov a koncentracii extraktu na vsetky sledované druhy mikroorganizmov,

s vynimkou P. aeruginosa.

Graf 10: Sthrn merani inhibi¢nych zon pri pouziti 10% extraktu
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Graf 11: Sthrn merani inhibi¢nych z6n pri pouziti 50% extraktu
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Graf 12: Sthrn merani inhibi¢nych zo6n pri pouziti 100% extraktu
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Legenda: Vertikdlne stlpce oznacujii kladmi/zapormi smerodajnii odchylku. Modré stipce vyznacujii vodny extrakt,

cervené metanolovy extrakt. Wilksovo lambda=0,88178. F(3, 96)=4,2902. Pouzité bolo p=0,00692.

10% variant vodného GSE bol vyrazne G¢inny iba u E. faecalis, slabsi u¢inok sa
prejavil aj u C. tropicalis, nutné bolo dlhodobejsie pdsobenie. Metanolovy extrakt
v takto nizkej koncentracii nemal znatel'né ucinky (Graf 10).

U riedenia extraktu na 50 % boli vysledky s vysokou smerodajnou odchylkou, ¢o
znaci o nevyrovnanosti jednotlivych merani. NajlepSim a spolahlivym vysledkom bol
ucinok metanolového GSE na B. cereus, pripadne vodného extraktu s na C. tropicalis
vV merani po 48 h (Graf 11).

V 100% koncentracii je mozné sledovat’ najvyraznejsi uc¢inok vodného extraktu

na Candidu, metanolovy extrakt posobil najméa na Bacillus (Graf 12).
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6. DISKUSIA

Dieteticka hodnota semien Vitis vinifera L. urCite nie je zanedbatel'na. MnoZstvo
vlakniny, oleja a ostatnych bioaktivnych latok je dobrym predpokladom na jeho
uplatnenie vo farmaceutickom priemysle ako doplinku stravy. LepS$iu vstrebatel'nost
oralne podavaného GSE v ¢revnom epitele potom zabezpecia polykationové derivaty
chitosanu (Felice et al., 2012).

ResSer$na Cast’ prace poukazuje na vSestrannost’ pouzitia extraktov z hroznovych
semien. Tesi sa popularite vo farmaceutickom priemysle v podpore lieCby srdcovych
ochoreni, obezity a hypertenzie. Jeho neuroprotektivny efekt je taktiez zna¢ny. Postupne
sa ztestovania na zvieratdich prechddza aj do klinickych testov na skutoCnych
pacientoch. Vyskum sa ale neobmedzuje iba na ludsky zdravotny stav, potencidl
vykazuje GSE aj Vv najnov$ich technolégiach pri tvorbe nanomateridlov ¢i ako
alternativny prostriedok proti hubovym ochoreniam vo vinohradoch. Je nutné podrobné
sledovanie jeho ucinku a najmé integracia do povedomia Sirokej verejnosti.

Problémom pri porovndvani hodndt antioxida¢nej aktivity a obsahu fenolickych
latok nameranych roéznymi autormi je pouzivanie réznych jednotieck (mg GAE/I
extraktu, mg GAE/100 g bobule, ekvivalent katechinu/100 g extraktu, atd’.). Existuje
mnozstvo spoésobov vyjadrenia tychto vysledkov a preto nie je mozné jednoducho
porovnat’ a ucelit’ informacie do jednotnej formy.

Dokaz o antimikrobialnom u¢inku fenolov na E. coli bol poskytnuty pri testovani
argentinskych vin. Zistili, ze na rozdiel od ¢irenych vin zbavenych fenolickych latok,
ktoré nevykazovali ziadnu aktivitu, vyvolala neéirena, modra odroda 'Merlot’
(s najvyssim obsahom fenolov z testovanych vzoriek) vysoku citlivost’ u baktérie E. coli
(Rodriguez Vaquero a Manca de Nadra, 2008). Proti proliferacii rakovinovych buniek
taktiez vyraznejSie pdsobili extrakty z modrych ako z bielych odrod vd’aka rozlicnému
mnozstvu zdraviu prospe$nych latok (Ignea et al., 2013). Podobny zaver urobili aj
v Chorvatsku, kde pri sledovani extraktov zo Supiek siedmych modrych a siedmych
bielych odrdd namerali vy$Siu antioxida¢nt aktivitu u modrych, ako u bielych odrdd,
vSeobecne vSak obsah zavisel jednoznane na odrode, nie na sfarbeni jej Supky
(Katalini¢ et al., 2010). Je teda diskutabilné ¢i je moZzné povaZovat’ extrakt zo semien
modrych odrod za prospesnejsi pre l'udské zdravie.

Kim et al. (2006) testovali vplyv teploty na antioxida¢nu aktivitu a celkovy obsah

fenolickych latok v hroznovych semenach. Zistili, Ze pri zahriati prasku z mletych
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semien na 100 °C (10 minat) sa podiel fenolov a RSA zvysili. Pri variante celych
semien najvyssie hodnoty dosiahli pri 40 mintitovom zahriati na 150 °C. Rozdiely boli
vidite'né aj v skladbe fenolov obsiahnutych v semenach - pri variante 150 °C (40 min)
sa vytvorila dosial’ nepritomna dihydroxibenzoova, azelaova a o-Skoricova kyselina. Po
tepelnej uprave sa zvysil obsah gallokatechin galatu a kofeinu. Z vysledkov vyplyva, ze
by v idealnom pripade mali byt semena pred zaciatkom pripravy extraktu rozdelené na
niekol’ko variantov vystavenych réznym teplotam, ¢im by sa rozsirilo spektrum jeho
ucinnosti a zvysila sa jeho kone¢na kvalita.

Ziadané vlastnosti extraktu mozu byt v budiicnosti vylep§ené aj pouzitim roznych
druhov rozpustadiel pri jeho priprave. Vyss$i podiel fenolickych latok moéze byt
zaobstarany pouzitim etylacetat-vodného rozpustadla (Jayaprakasha et al., 2001).
Technolégia vyroby extraktu musi byt zdokonalena, aby sa dosiahla cenova aj lokalna
dostupnost’ vyrobku na trhu.

Zaznamenané¢ hodnoty vtejto praci dokazuju, Ze GSE ma skutocne
antimikrobialne ucinky voc¢i niekol’kym druhom mikroorganizmov. Vyraznejsie boli
proti G* baktériam a kvasinke ako proti G". Existuje niekolko $tudii poskytujticich
podobné vysledky. GSE pouzity v Spanielsku bol taktiez uéinnejsi proti G* (Delgado
Adamez et al., 2012). Pokusy s GSE pripravenym z odtu¢neného prasku rozpusteného
vo vode ur¢ili minimalnu G¢innt koncentraciu nutni na inhibiciu baktérii a tak aj
celkovy antibakterialny efekt. NizSiu koncentraciu (850-1000 ppm) vyzadovali na
potladenie G* baktérie, proti E. coli museli pouzit az 1250-1500 ppm (Jayaprakasha et
al., 2003). Podobne extrakt testovali v Brazilii a zistili vy$$i inhibiény ucinok
u Staphylococcus aureus a B. cereus ako u E. coli, P. aeruginosa a C. albicans (Oliveira
et al., 2013).

Dolezitou vlastnostou C. tropicalis, B. cereus aE. faecalis, ktora je nutné
zohladnit’ pri snahe o inhibiciu ich rastu v praxi, je tvorba biofilmu. Ako vyplyva zo
Studie Bizerra (2008), pohybliva forma kvasnice, zijiica ako planktdn, je citlivd na latky
s antimikrobialnym ucinkom (na testovanie boli pouzité antibiotika flukonazol
a amfotericin B), zatial o bunky Zijice v kolonii biofilmu neboli tymito latkami
potlacené. Je teda mozné predpokladat, Ze by sa ucinky GSE pri experimente na
biofilme 1isili od vysledkov pokusu v tejto praci.

Stadia Kim et al. (2008) popisovala vysoku inhibiénii schopnost GSE proti

E. coli. Ich vysledky sa znac¢ne liSili od merani v tejto praci. Tento rozdiel moze byt
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sposobeny rozdielnymi kmenmi baktérie alebo mnozstvom latok s antibakteridlnym
ucinkom v semenach pouzitych na vyrobu extraktu.

Napriek pouzitiu antimikrobialne aktivnych latok, ktoré sa v GSE nenachadzaju,
je zaujimavy vysledok pozorovania Palaniappan a Holley (2010). Dokazali, Ze
pritomnost’ prirodnych latok s antimikrobidlnym ucinkom (thymol a karvakrol)
samostatne potla¢ila baktérie ako E. coli, S. Typhimurium a Streptococcus pyogenes,
ktoré ku beznym antibiotikdm (testované boli ampicilin, tetracyklin, penicilin,
bacitracin, erythromycin a novobiocin) vykazovali rezistenciu. Dolezitym zistenim ale
bolo, ze nielen Ze doslo ku potlaceniu rezistencie, naviac este pri pouziti kombinacie
thymol a karvakrolu a komer¢nych antibiotik efektivne znizili minimalnu koncentraciu
antibiotik nutni na inhibiciu mikroorganizmov. Podobné uspechy dosiahli Yap et al.
(2013) slevandulovou, mitovou a Skoricovou silicou a Taylor et al. (2005)
s katechinmi Camellia sinensis (L.) Kuntze. Tieto vysledky poskytuji namet na tspesné
zaClenenie prirodnych extraktov do farmaceutickej praxe, kedy znizia celkové naklady
na antibiotikd aj spotrebované mnoZstvo extraktov aul'ah¢ia liebu ochoreni

sposobenych rezistentnymi druhmi.
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7. ZAVER

V tejto praci bolo zhrnuté mnozstvo informacii o hroznovych semenach. Doraz
bol kladeny na latky s antimikrobidlnym ucinkom. Posobenie extraktu zo semien Vitis
vinifera L. bolo skimané v praktickej Casti diplomovej prace a vysledky boli zhrnuté
v tabulkach a grafoch.

Na vyrobu extraktov je mozné odporucit’ ako modré, tak aj biele odrody Vitis
vinifera L. vzhl'adom na informacie v tejto praci. Vd’aka zna¢nému podielu fenolickych
latok maji extrakty zo semien vyrazny vplyv na l'udsky organizmus.

Sledovany naoxidovany extrakt, vyrobeny zo semien interSpecifickych odrod
‘Cerason’, 'Erilon' a'Marlen’, dosiahol vysoké hodnoty antioxidacnej aktivity - pri
merani DPPH metéodou 7978 mg/l GAE. VyznaCoval sa mnozstvom az
13462 mg/l GAE polyfenolov a 3615 mg/l GAE flavonolov.

Experiment na piatich modelovych mikroorganizmoch vyuzivajuci diskovu
difiznu metddu bol jednoduchym a rychlym testom antimikrobidlneho G€inku extraktu.
Predpokladom bola najvyssia ucinnost u 100% koncentracie, ¢o sa potvrdilo
Statistickym vyhodnotenim. V pripade 50% koncentracie vysledky cCasto kolisali. Vo
vacsine merani bol patogén vyraznejSie potlaceny extraktom pdsobiacim 24 hodin.

Najlepsie inhibicné ucinky proti C. tropicalis vykazal variant 50 %
bezmetanolového extraktu s dizkou pdsobenia 48 hodin, pripadne 10% vodny extrakt
S pdsobenim 48 hodin. Napriek vac§im priemerom inhibi¢énych zén u 100% vodného
extraktu st zriedené varianty lepSou volbou, pretoze bolo nutné pouzit mensSie
mnozstvo extraktu v u¢innom roztoku. Metanolové varianty nedosiahli pozadovanu
ucinnost. Variant s 50% extraktom u E. faecalis je najekonomickejsi, ked’Ze sa vyuziva
zriedena forma, ktora po 48 hodinach poskyuje rovnaku ucéinnost’ ako 100% GSE.
Vyhodné je aj pouzitie 10% extraktu, pretoze aj napriek niz$ej ucinnosti bol
antimikrobidlny efekt zna¢ny a stabilny v case. Na inhibiciu B. cereus je mozné
efektivne vyuzit' 100% metanolovy GSE posobiaci ako 24 h, tak aj 48 h. Extrakt
Z hroznovych semien nie je mozné na zdklade vykonaného experimentu odporucit’ na
pouzitie proti rastu P. aeruginosa a E. coli.

GSE apodobné produkty zvini€a budi pravdepodobne velmi vyznamnymi
¢inite'mi v technologickom spracovani potravin a medicine. Vzhl'adom na rastuci trend
zdravej vyzivy a dopytu po ,Cistych® alebo bio potravinach je potencial vyrobkov

Z odpadnych produktov vinarstva vel'mi vysoky.
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8. SUHRN A RESUME

Nazov prace: Stidium antimikrobialneho efektu hroznovych semien

Tato praca sa zaoberala Studiom informacii o vyuziti extraktov z Vitis vinifera L.,
predovsetkym extraktu z hroznovych semien (GSE), vyrobe extraktu v dvoch variantach
(vodny alebo metanolovy GSE) a popise jeho vlastnosti a uc¢inkov. Vyrobeny extrakt
bol bohaty na polyfenoly (13462 mg/l GAE), ktoré boli spektrofotometricky stanovené
Folin-Ciocaltelovou metédou a stanovené boli aj flavonoly (3615 mg/l GAE).
Preukazana bola vysokou antioxida¢nou aktivitou (7978 mg/l GAE) merana pomocou
metody DPPH. Na stanovenie antimikrobidlnej aktivity bola vyuzitd diskova difuzna
metdoda aplikovana na piatich modelovych mikroorganizmoch. Z vysledkov
experimentu vyplyva, ze GSE vyznamne inhibuje rast Bacillus cereus, Candida
tropicalis a Enterococcus faecalis, neuc¢inny bol voc¢i Escherichia coli a Pseudomonas

aeruginosa.

Krucové slova: extrakt z hroznovych semien, antioxida¢na aktivita, polyfenoly,

diskova difizna metdda

Title: Study of Grape Seeds‘ Antimicrobial Effect

This paper is dedicated to gathering information about utilization of Vitis vinifera L.
extracts, mainly grape seed extract (GSE), production of GSE in two variants (aqueous
or methanol GSE) and description of its characteristics. Extract was rich in polyphenols
(13462 mg/l GAE), measured by Folin-Ciocaltel method. Also 3615 mg/l GAE of
flavonols was present in GSE. Antioxidant activity measured by DPPH method was
high, 7978 mg/l GAE. Disc diffusion method was used for antimicrobial activity
analysis. GSE’s effect was tested on five common microorganisms. Results of the
experiment show that GSE strongly inhibits growth of Bacillus cereus, Candida
tropicalis and Enterococcus faecalis. However it was not effective against Escherichia

coli and Pseudomonas aeruginosa.

Key words: grape seed extract, antioxidant activity, polyphenols, disc diffusion method
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