VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

Fakulta chemicka

DIPLOMOVA PRACE

Brno, 2017 Bc. Patrik Konderla



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

STUDIUM BIOAKTIVNICH LATEK RUZE SIPKOVE

STUDY OF ROSE HIP BIOACTIVE COMPOUNDS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Patrik Konderla
AUTHOR

VEDOUCI PRACE RNDr. Maria Vesel4, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2017



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1043/2016

Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Student: Bc. Patrik Konderla

Studijni program: Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie
Vedouci prace: RNDr. Maria Vesela, Ph.D.
Akademicky rok: 2016/17

Nazev diplomové prace:

Studium bioaktivnich latek rGze Sipkové

Zadani diplomové prace:

1. Prostudujte relevantni literarni zdroje a sestavte reSerSi shriujici sou€asny stav poznani
o bioaktivnich latkach rize Sipkové a spektrofotometrické metody jejich stanoveni.

2. Pripravte extrakty z plodd a kvétl (poupat) rize Sipkové a analyzujte obsah bioaktivnich latek.

3. Ovérte antimikrobidlni Ucinky extraktd na vybrané mikroorganismy difuzni jamkovou metodou.

Termin odevzdani diplomové prace: 12.5.2017

Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafu na sekretariat ustavu. Toto
zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Patrik Konderla RNDr. Méria Vesela, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
dékan

V Brné dne 31.1.2017

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo zkoumani obsahu vybranych biologicky aktivnich latek bylinnych
Sipkovych extraktl a také stanoveni antimikrobialni a antioxidacni aktivity téchto extrakti.

V teoretické ¢asti byly shrnuty poznatky o rostlingé rizi Sipkové, blizsi specifikace biologicky
aktivnich latek, specifikace antioxidace a piehled metod stanoveni antimikrobialnich latek
a antimikrobidlni aktivity.

V praktické ¢asti bylo kombinaci, riznych rozpoustédel, postupti a bylinného materialu, vytvofeno
21 extrakti z ruze Sipkové, u kterych byly stanoveny extrakéni kiivky biologicky aktivnich latek
ataké byla méfena antimikrobidlni G¢innost proti bakteridlnim kmenum Serratia marcescesns,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus a Micrococcus luteus.

Z vysledkt vyplyva, Ze jistou antimikrobialni aktivitu prokazaly témét vSechny extrakty, ale pouze
proti mikroorganismu Micrococcus luteus a Bacillus cereus. Také bylo zjisténo, Ze v poupatech je
vetsi mnozstvi bioaktivnich latek rozpustnych v ethanolu, zatimco v Sipcich je vétsi mnozstvi

bioaktivnich latek rozpustnych ve vode.

ABSTRACT

Purpose of this thesis was research the content of biologically active substances in herbal rosehip
extracts and also determination of antimicrobial and antioxidant activity of these extracts.

Teoretical part describes informations about Rosa canina L., detailed specification of biologically
active substances, specification of antioxidation and overview of methods determine antioxidant
compound and antimicrobial activity.

In the practical part was by combination of different solvents, procedures and herbal materials,
made 21 extracts of Rosa canina L.. From measuring of these extracts, was made extraction curves
and also was determined antimicrobial efficiency against bacterial strains Serratia marcescesns,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus and Micrococcus luteus.

Results shows, that also all extracts has some antimicrobial activity, but only against
microorganisms Micrococcus luteus and Bacillus cereus. Also was found that bud extracts contains
more bioactive compounds soluble in ethanol, meanwhile rose hip extracts contains more bioactive

compounds soluble in water.
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Ruze sipkova, bylinné extrakty, polyfenoly, antimikrobialni aktivita, antioxidacni aktivita
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1 UVOD

Rostliny produkuji mnoho druhii sekundarnich metabolitd, znichz jsou pro lidské oblasti
farmakologie a potravinafstvi zajimavé predevsim fenolické slouceniny. Nekteré studie naznacuji, Ze
dvé tfetiny rostlinnych druhdl na planeté tvoii latky, jezZ maji 1é¢ivou hodnotu. Pro rostliny maji tyto
bioaktivni slouceniny vétSinou funkci ekologickou. Zvysuji jejich adaptacni schopnosti a jejich
mnozstvi je ovlivnéno mimo dalsi faktory, hodnotou stresovych Ciniteld. Polyfenoly jsou povazovany
za jedny z nejdutlezitéjsich antioxidantd v lidské stravé a jejich ptitomnost v rostlinnych potravinach
muze konzumenty chranit pred oxidaénim stresem [1].

V soucasné dobé se v tradicni a celostni medicing€ pouziva ¢im dal vice rznych novych rostlinnych
prostiedkti. Uzivani téchto produktd ovSem vyzaduje zvyseni znalosti jejich slozeni a stability, které
by umoznilo validaci téchto 1é¢iv. Tinktury a extrakty z pupent jsou kapalné ptipravky v Evropskych
zemich hojné pouzivané, ale do dne$ni doby ne pfili§ prostudované. Pupenové extrakty jsou
zakladnimi rostlinnymi produkty Siroce pouZzivané v gemoterapii. Gemoterapie je 1é¢ebnd metoda
vyuzivajici tinktur pfipravenych z pupenti, mladych vyhonkd, kofent a listd rostlin, protoze se tyto
tinktury musi Casto fedit, je gemoterapie vlastné kombinaci bylinné 1¢cby s homeopatii. Jisty vyzkum
dokazal, ze extrakty z mladych vyhonkt z Vaccinium myrtillus L. a Vaccinium vittis idaea L. maji
vyssi fenolicky obsah a vyssi variabilitu aktivnich sloucenin nez dospélé listy [1][2].

Béhem poslednich let byly u mnoha nevyuzivanych potravinovych zdroji zkoumany jejich nutriéni
hodnoty a bezpecnost. Potencial vyuZiti téchto potravinovych zdroju k tvorbé funk¢nich potravin je
neustale profilovan. Termin funk¢ni potraviny zahrnuje jedlé slozky s vlastnostmi nasytit stejné jako
zlepsit antioxidacni, antimutagenni a imunitni uroven téla. Tyto potraviny poskytuji zdravotni
benefity, pokud jsou fortifikovany pravidelné do stravy v dostateéném mnozstvi. Jednim z téchto
nevyuzivanych nutri¢nich zdroji jsou $ipky, masité ovoce Riizi. Celed’ Rosaceae (Rod Rosa je jednim
znama tim, ze zahrnuje velké mnozstvi nutricné bohatého a chutného ovoce jako jsou jablka, hrusky,
Svestky, tfesné, broskve, jahody a maliny [3][4][5].

| kdyz globalni vyuziti Sipkli ke konzumaci neni vysoké. S problémy, které mohou vzniknout
v budoucnu si mohou ziskat svou pozornost. Bohatost Zivin téchto ploda z nich déla idealni kandidaty
pro za¢lenéni do bé&Zné stravy, bud’to k pfimé spotiebé nebo jako potravinové aditivum [4].

Cilem této prace je porovnani zmény mnozstvi bioaktivnich latek (polyfenoly, flavonoidy)
s ménicim se Casem v riznych typech extraktii pfipravenych z Rlze Sipkové (liSicimi se zpisobem
pfipravy, bylinnym materidlem, extrakénim rozpoustédlem). U vzorkll s nejvy$S§imi namétenymi
hodnotami bioaktivnich latek byla nasledné testovana jejich antimikrobidlni aktivita na &tyfech

mikroorganismech (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Serratia marcescens)



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rize Sipkova
2.1.1 Obecna charakteristika

Ruze Sipkova, lat. Rosa canina L., patii do Celedi ruzovitych (Rosaceae). Je to vzpiimeny ket
dortstajici vySky piiblizné 3,5 m, ktery obcas miize byt i Splhavé rostouci (v tomto piipadé muze
dortstat az 10 m). Kofeny této rostliny mohou sahat az metr hluboko. Vétve tohoto ketfe jsou vétSinou
zaktivené nebo klenuté, vzdy s patrnymi nepravidelné se vyskytujicimi hakovitymi ostny (trny jsou
morfologicky nespravné). Listy jsou stfidavé, fapikaté, lichozpefené s 5—7 hladkymi listky. Listky jsou
eliptické az vejCité, svrchu tmave zelené a vespod svétlejsi s drobnymi ostny. Kvete od kvétna do
cervence. Okvétni listky jsou velké (5 az 6 cm v priméru) pétietné bilé az bledé rizové, ziidka kdy
syté ruzové [6][7].

Plody jsou syté rudé Sipky lat. Fructus cynosbati, které jsou z hlediska morfologického sloZzené
souplodi (nepravy plod), na jehoz stavbé se podileji nejen jednotlivé plody (nazky), ale i ¢eSule kvétu
a kvétni 10zko. Sipky maji kulovity az protéhly tvar (2 az 3 cm dlouhé), na povrchu jsou vétsinou
hladké, ale mohou byt i slabé ostnité. Na vrcholu Sipku je prstencovity limecek, tzv. disk, tvofeny
zbytky ty¢inek, kalicha a ¢nélek. V jeho stfedu je otvor nazyvany usti. Uvniti masité duziny Sipku jsou
nazky, vzniklé z jednotlivych (apokarpnich) pestickd, které maji na povrchu jemné chloupky. Sipky
jsou na vrcholu zralosti na konci zaii az tijna [6][8][9].

Raze sipkova se vyskytuje téméi v celé Evropé s vyjimkou dalekého severu (na severu roste
priblizn€ po 60° severni Sitky. Vyskytuje se také na jihu a severozapadeé Afriky, ve vychodni a stfedni
Asii, Kavkaze a druhotné byla zavle¢ena i do severni Ameriky. Roste jak v nizinach, tak v horskych
oblastech do 1300 m n. m, na slunnych mistech, ¢asto ji miZeme nalézt na okrajich lesi nebo podél
cest. Je to na pidu nendro¢na rostlina, ktera dava prednost suchym vapenatym zemindm. Na naSem

uzemi roste vice jak 30 puvodnich druht ruzi [6][7][8].

2.1.2 Biologicky aktivni latky obsaZené v RuZi Sipkové

Pouzivani Ruze Sipkové jako potravy je znamo z lidovych tradic mnoha kultura a Sipky rovnéz
byvaly nedilnou soucasti lidového 1éCitelstvi. Jejich pfiznivé plisobeni popisuje uz anglosasky herbar
z 11. stoleti. Konzumace Sipku je z Evropskych zemi popularni napiiklad v Polsku, Portugalsku,
Némecku, Finsku, Rumunsku a Svédsku. Obzvlasté v skandinavskych zemich jsou $ipky velice
oblibena pochutina. Sipky se v riiznych zemich zpracovavaji do dezerttl, susenek, kolact, chlebu, Zelé,
marmelad, zmrzlin, pudinki, polévek, syrupt, bylinnych ¢aji a specialnich napoji. Napiiklad
Nyponsoppa je Sipkova polévka oblibena ve Svédské kuchyni. Hagebuttem je tradi¢ni Némecka
Sipkova polévka. Dzika Roza Zachowaniais je druh Polské Sipkové zavafeniny. Z §ipkt je vyroben

také tradi¢ni Mad’arsky alkoholicky napoj Palinka. V Turecku je Sipek jednim z hlavnich bylinnych



16kt a je zde také pouzivan k vyrob& marmelad a §tav. V frdnském lidovém légitelstvi je Sipek
vyuzivan k 1é¢bé nachlazeni, zaludeénich potizi, zlu¢ovych kameni a zacpy [3][5][10][11].

To ze, se Sipek pouzival v lidovém léCitelstvi k 1é€bé riznych onemocnéni jist¢ neni nahoda, coz
dosvédcuji riizné klinické studie, které prokazaly jistou G¢innost Sipkil v 1é¢b¢ osteoartritidy a také, zZe

Sipky obsahuji n&kolik skupin biologicky aktivnich latek, jsou to: cukry, organické kyseliny,
pektiny, taniny neboli tfisloviny, karotenoidy, mastné kyseliny, vitaminy (pfedev§im vitamin C, ale
také vitaminy B1, B2, K, PP, E) makro a mikro elementy [12].

Co se tyce vitaminu C jsou Sipky jednim z nejbohatSich zdroji tohoto vitaminu, ktery dalece
piesahuje ostatni ovoce a zeleninu. Nicméné obsah znaéné kolisa (30—1300 mg/100 g) v zavislosti na
dob¢ sbéru, lokalité¢ vyskytu a také bylo zjisténo, ze dulezitym faktorem ovliviiujicim mnoZzstvi
vitaminu C v duziné je nadmoiska vyska [1][4].

Vitamin C neboli kyselina askorbova se vyskytuje ve dvou formach jako kyselina askorbova
a dehydro askorbova, které tvofii reverzibilni oxida¢né-redukéni systém [13].

Uloha vitaminu C v lidském organismu spo¢iva predeviim v hydroxyla¢nich reakcich, jako jsou
rozklad tyrosinu, vznik noradrenalinu, biosyntéza karnitinu a hydroxylace prolinu a lysinu
v prokolagenu, kde je vitamin C kofaktorem enzymu prolylhydroxylasy a umoziiuje zminénou
hydroxylaci vznik sitované struktury kolagenu, ktera zajistuje funkci vazivové tkané. Vitamin C se
ucastni biosyntézy mukopolysacharidii a prostaglandinii, ma také vliv na absorpci iontovych forem
zeleza a jeho transportu, stimuluje transport sodnych, chloridovych a zfejmé i vapenatych ionti
a uplatiiuje se v metabolismu cholesterolu, drog a v fad¢ dalsich reakci [13][14][15].

Sipky jsou také znamé pro jejich vysoky obsah fenolickych latek. U t&chto slouenin je znama,
jejich antimutagenni a protinadorova aktivita. | kdyZ mechanizmus Géinnosti téchto latek neni zcela
objasnén [12].

Semena $ipku jsou bohata na olej a mineralni latky. Mastné Kyseliny obsaZené v oleji z Sipk jsou:
linolova, olejova, linolenova, palmitova, stearova a arachidonova kyselina [11].

Do ted’ jsem zminoval pfedevsim nepravé plody Rize Sipkové tedy Sipky. Biologicky aktivni latky
obsahuji, ale i listy a pupeny, jimiZ se odborné studie tak ¢asto jako Sipkim nevénuji. Napiiklad
extrakty z listi obsahuji ellagovou kyselinu, kvercetin a rizné derivaty kaempferolu. V pupenech byly

stanoveny piedevsim gallotaniny a ellagitaniny a dale také polyfenoly a flavonoly [2][12].

2.2 Antimikrobialni latky v rostlinach

Rostliny produkuji siroké spektrum sekundarnich metabolitd s antimikrobialni aktivitou. Tyto latky
riznymi mechanismy pusobi inhibi¢né na rast a reprodukci mikroorganismi a jsou dulezitym prvkem
ochrany rostlin vii¢i mikrobialnim infekcim. Nekteré rostliny ¢i jejich produkty jsou pro silné
antibakteridlni €inky lidmi pfimo vyuzivany v mediciné €i potravinafstvi, bud’ tradi¢né ¢i jako nové

alternativy syntetickych latek [16].



Mechanismus ucinku téchto latek je odvozen od jejich chemické struktury. Obecné vSak maji
vlastnosti, kterymi narusuji funkce bunécnych struktur bakterii. V nasledujicich kapitolach jsou

uvedeny hlavni skupiny rostlinnych antibakterialnich latek, rozdélenych podle chemické kategorizace.

2.2.1 Fenolické latky

Fenoly jsou organické tékavé slouceniny obsahujici OH skupinu, ktera je vazanad na aromatickém
jadru. Tvofi oxoniové soli, fenolaty a estery. Jsou to aromatické hydroxylované slouceniny, které
vykazuji antioxidaéni a biologickou aktivitu. Polyfenolické slouceniny se vyskytuji bézné v piirozené
forme, kdy jsou produkovany rostlinami a zivocichy nebo jsou vyrabény synteticky. Surové vytazky
z rostlin a kofeni jsou velice bohaté na rostlinné fenoly. Fenolické latky jsou sekundarni metabolity,
které jsou derivaty pentafosfatu a fenylpropanoidi u rostlin. Tyto slouceniny se fadi mezi
fytochemikalie a maji znac¢ny fyziologicky a fytochemicky vyznam v rostlinach. Jsou velmi dulezité
v reprodukci, ristu a ochrané rostlin pted predatory a patogeny [17][18][19].

Jsou také dulezitou soucasti lidské stravy, nejvice se vyskytuji v bylinach ovoci a zelening.
Fenolické slouceniny koteni jsou primarné zodpoveédné za baktericidni a bakteriostatické u¢inky. Také
vykazuji celou fadu fyziologickych Uc¢inkd jako napi. antialergické, antimikrobialni, antioxidacni
a antitrombotické. Maji velké vyuziti v potravinaiském pramyslu, protoze dokazou zpomalit oxidaéni
degradaci lipidt a tim zajistit zlepSeni kvality nutri¢ni hodnoty potravin [18][19][20].

Polyfenoly je mozné na zaklad€ jejich chemické struktury rozdélit na tii zakladni skupiny:
neflavonoidni, flavonoidni a ostatni. Tyto tfi mnoziny latek 1ze roz¢lenit na n€kolik dal§ich skupin (viz
tabulka 1) podle poétu uhliki a formy jejich primarnich vlastnosti. Takové skupiny jsou chut'ové latky
(taniny), barviva (flavonoidy, lignany, xanthony), pfirodni antioxidanty (flavonoidy), vonné latky
(nekteré benzochinony, kumariny) [21].
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Tabulka 1: Rozdéleni fenolickych latek dle jejich chemické struktury [21]

Pocet atomi uhliku Zakladni kostra Skupina
6 Cs Jednoduché fenoly, benzochinony
7 Ce—Cy Fenolové (benzoové) kyseliny
8 Ce—C, Acetofenony, fenyloctové kyseliny
9 -G, Fenolové (skoficoxfé) kyseliny,
fenylpropeny, kumariny, chromony
10 Cs—C4 Naftochinony
13 Ce—C1—Cs Xanthony
14 Cs—C,—Cs Stilbeny, antrachinony
15 Ce—C3—-Cs Flavonoidy, isoflavonoidy
18 (Cs—Ca), Lignany, neolignany
30 (Cs—C3—Cq)> Biflavonoidy
9n (Cs — Ca)n Ligniny
6n (Con Katecholmelaniny
15n (Cs—C3—Co)n Kondensované taniny, flavolany

2.2.1.1 Neflavonoidni fenolické latky

Do skupiny neflavonoidnich fenolickych latek lze zatadit takové polyfenoly, které svoji strukturou
nespadaji do Siroké skupiny flavonoidu [23].

Nejjednodussim zastupcem neflavonoidnich fenold jsou jednoduché fenoly a benzochinony, které
se Vv potravinach uplatfiuji jako vonné latky. Primarné se vyskytuji jako souéasti silic, a pak také jako
produkty ¢innosti mikroorganismti nebo termickych procest pii zpracovani potravin (napt. pii uzeni
masa dochazi ke vzniku guajakolli a syringolti). Dal§im zptisobem vzniku benzochinonti v potravinach
je ptsobeni etanolu na lignin dfeva pii zrani alkoholickych napoji v dubovych sudech. Potravinaisky
zajimavym benzochinonem je arbutin obsazeny v hruskach, jehoz detekci je mozno dokazat
piitomnost hruskové slozky v jable¢nych dzusech [14][22].

Mezi neflavonoidni fenolické slouéeniny s jednoduchou strukturou lze zatadit skupinu fenolovych
(benzoovych) kyselin, kam patii kyselina benzoova vyskytujici se v mnoha druzich ovoce a zeleniny,
a dokonce i vnéekterych jogurtech. Jeji koncentrace vSak nejsou nikterak velké (napf. v ovoci
a zelenin¢ se pohybuje okolo 0,05 %). Jiz pfes sto let jsou znamy ucinky sodné soli této kyseliny
neboli benzoatu sodného, jako inhibitoru ristu plisni a diky této vlastnosti je hojné¢ pouzivan jako
konzervant kyselych potravin jako jsou napfiklad ovocné dzusy nebo vina [23].

V potravinach se vyskytuje také kyselina skoficova, a to jako soucast silic n€kterych koteni a jako

vychozi surovina pro tvorbu dalsich dulezitych fenolickych latek. Od skoticové kyseliny se odvozuje
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hlavni kyselina zralych jahod p-kumarova a kyselina kdvova, kterd piedstavuje nejvétsiho zastupce
skoficovych kyselin v ovoci. Tvoii 75-100 % z obsahu vSech skoficovych kyselin v ovoci.
Methoxyderivaty téchto latek jsou kyseliny vanillovd a ferulova, které jsou nejvice zastoupeny
Vv obilovinach, a to predevsim ve vnéjsich vrstvach zrna [24][25].

Skupinou na pomezi neflavonoidnich a flavonoidnich fenolickych latek jsou stilbeny, ptirodni
barviva schemickou strukturou podobnou flavonoidim. Jedingm vyznamnéj§im zastupcem

V potravinach je resveratrol, vyznamna bioaktivni latka v hroznech a vinech [14].

2.2.2 Flavonoidy

Flavonoidy tvofi rozsahlou skupinu polyfenolickych slouéenin, rozdilné chemické struktury
nachdzejicich se v rostlinach. Vyskytuji se Vv rostlinnych tkanich, kde mohou byt pfitomny jednak
uvniti bunék, ale i na povrchu riiznych rostlinnych organt. V dne$ni dobé je znamo vice nez 4000
flavonoidnich latek. Pouze nékteré jsou vsSak dilezité jako pfirodni rostlinna barviva, jiné jsou
vyznamné pro svoji chut’ nebo vykazuji vyznamné biologické ucinky [14].

Vysokd strukturalni rozmanitost flavonoidi je zplisobena mnoha riznymi hydrogenacemi,
hydroxylacemi a metylacemi molekul. Chemicky lze flavonoidy popsat jako slou¢eniny obsahujici dva
benzenové kruhy spojené tii uhlikovym fetézcem v konstrukci C¢ — C3 — Cg, S riiznym stupném
oxidace centralniho pyranového kruhu. V rostlinach, které jsou nejvyznamngjsimi zdroji téchto latek,
se vyskytuji pievazné jako S-glykosidy (obsahuji ve své molekule aglykon a cukernou sacharidovou
slozku). Sacharidovou sloZkou je nejcastéji glukosa nebo rhamnosa, pfipadné glukuronova kyselina,
galaktosa nebo jiny sacharid. Volné aglykony se vyskytuji pouze ziidka [26][27][28].

Jak jiz bylo zminéno, skupina flavonoidi je velice Sirokad a riiznoroda, proto se déli na né€kolik
dalsich podskupin. Nejdulezitéjsi z nich uvadi tabulka 2, spole¢né s nejcastéj$imi zastupci a jejich
primérnym vyskytem v bézné pouzivanych potravinach [27].

Vysledna koncentrace flavonoidli (stejné jako celkova koncentrace fenolickych sloucenin)
Vv potravinach rostlinného ptivodu je ovlivnéna mnoha faktory napiiklad druhem, odriidou, stupném
zralosti, klimatickymi podminkami i zpiisobem poskliziiového uskladnéni [29].

Flavonoidy v potravinach zastavaji nékolik roli. Nékteré skupiny jsou vyznamnymi piirodnimi
barvivy (napiiklad anthokyany a anthokyanidiny), které mohou nabyvat Sirokého spektra barev od
modré, pfes purpurovou, oranZovou az po ¢ervenou. Jejich barva je zavisla na pH prostiedi, teploté,
pusobeni kysliku a intenzité dopadajiciho svétla. Jiné skupiny jsou naopak vyznamné pro své chotové
(hotké, sviravé) nebo biologické ti¢inky (antioxida¢ni aktivita) [30].

Z flavonoidi uvedenych v tabulce 2 se v rostlinnych potravinach v nejvétsim mnozstvi vyskytu;ji
flavonoly, a to predevsim kvercetin a kaempferol. Biosyntéza téchto produktt je stimulovana svétlem,
proto jsou nejvétsi koncentrace detekovany ve vnéjsich a vzdusnych rostlinnych pletivech [24].

Zajimavou skupinou jsou i flavanony, které se ve vyznamném mnozstvi vyskytuji jen Vv citrusovych

plodech, napfiklad nositelé hotké chuti naringenin v grapefruitech, hesperetin v pomerancich nebo
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eriodictyol v citronech. Dfiive se tyto latky pro svoji vysokou antioxidaéni aktivitu a blahodarny vliv
na lidsky organismus oznacovaly jako skupina vitaminti P. Od tohoto znaceni se vSak upustilo, jelikoz
nedostatek téchto latek v organismu neni doprovazen negativnimi reakcemi, jako je tomu u ostatnich

vitamint [29].
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Tabulka 2: Hilavni skupiny flavonoidu, jejich zastupci a hlavni zdroje [31]

Flavonoidy Zastupci

Spolecny potravinovy zdroj (celkovy obsah skupiny;

(mg-kg™)
Flavonoly Kvercetin Ovoce: jablka 34, svestky 12, brusinky 170,
Kemferol jahody 39, hrozny 31
Myricetin Zelenina: kapusta 35 321, cibule 0,2-1096,
brokolice 36 231, rajcata 3-191
Népoje: ervené vino 13 mg/l, zeleny ¢aj 39 mg/l
¢erny ¢aj 30 mg/1, hroznova Stava 4 mg/l
Flavony Apigenin Zelenina: celer 130, zelené olivy 142, sladka
Luteolin Paprika 11
Katechin Ovoce: jablka 84, Svestky 23

Epigallokatechin
Epigallokatechin

gallat
Flavananony Hesperetin
- Naringetin
O OI ‘
(0]
Anthokyany Kyanidin
Delfinin
04 O
(L
Isoflavony Genistein
Daidzein

Cr
|
r

Népoje: zeleny a Cerny ¢aj, Cervené vino 110,

Hroznova $tdva 5 mg/l

Ovoce: pomerance 577, citrony 219

Napoje: Hroznova §tava 2 mg/1

Ovoce: ¢ervené hrozny 92
Napoje: Cervené vino 2 mg/l, hroznova stava

2 mg/l

Luiténiny: séja 373-1403, cizra 11-36

Mezi flavonoidni polyfenoly jsou zatazeny také latky oznacované jako lignany a biflavonoidy. Za
nejvyznamnéj$i potravinovy zdroj lignant je uvadéno Inéné seminko obsahujici pomérné vysoké
koncentrace sesaminu a sesamolinu. Oba zminéni zastupci vykazuji silné biologické ucéinky

(antioxida¢ni a insekticidni). Mnohonasobné mensi mnozstvi lignanti je mozné nalézt i v obilninach,
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ovoci a Vvnékterych druzich zeleniny. Biflavonoidy potravinaisky vyznam nemaji. Pouze
amentoflavon a n¢kolik dalSich biflavonoidd, vyskytujicich se ve vétsim mnozstvi v listech jinanu

dvojlaloéného (Ginkgo biloba), se pouziva pro specialni ucely v mediciné [14][24].

2.2.3 Taniny

Taniny jsou pfirodni polyfenolické slouceniny o relativni molekulové hmotnosti (M;) 500-3000.
Mohou vytvaret interakce s dalsimi makromolekulami, jako jsou bilkoviny, celulosa nebo pektin.
Mutzeme je rozdélit na dvé zakladni skupiny: hydrolyzovatelné a kondenzované taniny, které maji

zcela odlisnou chemickou stavbu [32][33].

2.2.3.1 Hydrolyzovatelné taniny

Hydrolyzovatelné taniny jsou vét§inou estery glukosy nebo jinych sacharidii s aromatickymi
hydroxykyselinami gallovou nebo m-digallovou (m-galloylgallovou) kyselinou, tzv. gallotaniny
(obrazek 1), nebo ellagovou kyselinou, ellagitaniny. Zbytky téchto kyselin se mohou vazat na pét
volnych hydroxylovych skupin glukosy. Hydrolyzovatelné taniny nachazime zejména v kife a dievé
nékterych stromd. Hydrolyzovatelné taniny jsou pfitomny pouze ve stopovém mnozstvi v bézng

pfijimané stravé [32].

OH
HO OH
OH OH
OH OH OH
g s
o—C
HO 0 /co —
o}
COOH HO 06 5
kyselina gallova o] 0-co
HO HO éo OH
HO OH
OH OH
gallotanin

Obrazek 1: Chemicka struktura hydrolyzovatelnych taninii [34]

2.2.3.2 Kondenzované taniny

V piipadé kondenzovanych taninti neboli proanthokyanidinii se jedna o polymerni latky, jejichz
monomernimi jednotkami jsou flavonoidy flavany, zejména flavan—3-oly, zvané katechiny
(obrazek 2). Kondenzované taniny jsou Siroce zastoupeny v 0voci, zelening, picninach, kakau,

¢erveném vinu a urcitych obilovinach (¢irok, proso) a lusténinach [32][34].
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HO o_

epikatechin

OH

katechin

kondenzovany tanin

Obrazek 2: prikiad struktury kondenzovaného taninu [34]

Flavanové jednotky jsou spojovany vazbami mezi atomy uhliku 4 a 8. Katechiny maji strukturu
blizkou anthokyanidinim a flavanolu; mnohé vyssi oligomery a polymery proanthokyanidint jsou
kondenzované taniny. Kondenzované taniny se vyskytuji ve formé dimerti a trimerii, které vSak
snadno podléhaji enzymové oxidaci, za vzniku polymernich hnéd¢ az Cervené zbarvenych latek.
Piikladem je hnédnuti roztiznutého jablka nebo mechanicky poskozeného listu [32].

Kondenzované taniny maji Sirokou Skalu biologickych a farmakologickych aktivit zahrnujici
antioxida¢ni, kardio protektivni, protinadorové a analgetické ucinky, bez zplsobeni vyraznych
toxikologickych efekti [35].

Bylo pozorovano, ze taniny dokazi zlepsit ptijem glukosy diky mediatorim signaliza¢nich drah pro
inzulin, jako jsou PI3K (fosfoinositid-3—kinasa) a p38 MAPK (mitogenem aktivovana protein kinasa)
aktivace a translokace glukosovym transporterem (GLUT-4). Redukce glykémie (hladiny glukosy
v krvi) fenolickymi slou¢eninami byla pFisouzena schopnostem absorpce zivin (pf. katechiny caje
inhibuji absorpci glukosy v tenkém stfevu), sniZzeni pfijmu potravy (pii. epigallokatechngallaty
vyrazné redukuji pfijem potravy), indukce regenerace B-bunék. Taniny byly také popsany jako
antihyperglykemické latky v metabolismu diabetickych krys. Taniny jsou tedy zkoumany v souvislosti
s regulaci metabolismu diabetiki 2. typu [33][35].

2.3 Antioxidac¢ni aktivita

Vzhledem k tomu, Ze je znama souvislost mezi oxida¢nim stresem a nemocemi jako naptiklad

rakovina, ateroskler6za, mozkova dysfunkce nebo rizné prozanétlivé nemoci, vzrasta také zajem
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zkoumat moznosti sniZzeni tohoto druhu stresu na lidsky organismus. Jak jiz bylo zminéno vySe,
nckteré sekundarni metabolity rostlin mohou mit antioxidacni aktivitu, neboli schopnost branéni
pusobeni oxidacniho stresu. V poslednich desetiletich se zvySuje mnozstvi poznatkli o téchto
slouceninach a velka pozornost o ptfirodni antioxidanty v posledni dob¢ je také posilovana tim, ze
vzrustaji pochybnosti 0 mozné karcinogenité, poskozeni jater a stabilité syntetickych antioxidantl
(napt. butylhydroxytoluen (BHT) a butylhydroxyanisol (BHA). Z potravinaiského hlediska jsou latky
s antioxida¢ni aktivitou zajimavé vzhledem k jejich vyuzitelnosti pfi zamezeni oxidace lipidli a tim

zlepSeni kvality a nutri¢nich hodnot potravin [36][37].

2.3.1 Antioxidanty

Antioxidanty se daji zjednodusené definovat jako sloueniny, které jsou-li ptitomny ve vyrazné
niz8ich koncentracich ve srovnani s latkami, jez by mély chranit, mohou zabraniovat nebo zpomalovat
oxidacni destrukci téchto latek. Mechanizmy antioxida¢niho ucinku jsou vychytavani reaktivnich
forem kysliku ROS, dale ptedchazeni vzniku ROS vazbou kovli nebo enzymatickou inhibici nebo
zastaveni radikalovych fetézovych reakci interferenci s propagacni kaskadou volnych radikald
[38][39].

Antioxidanty mizeme rozd¢€lit na enzymatické (napf. superoxid dismutiza (SOD), glutathion
peroxidaza (GPx) a katalaza) a neenzymatické (napfi. glutathion, kyselina mocova a flavonoidy) nebo
na endogenni (t€lu vlastni) a exogenni (pfijimané s potravou). Nékteré potraviny rostlinného pivodu
tak vedle své nutricni a energetické hodnoty maji také dulezitou roli jako zdroj antioxidanti.
K ptirodnim latkam s antioxida¢nimi ucinky, které jsou pfijimané potravou, jsou v prvé fad¢ fazeny
antioxidaéni vitaminy C, E (a-tokoferol) a karotenoidy. V posledni dobé se v8ak mnohem vétsi
vyznam piiklada zejména polyfenolickym slouc¢eninam. Celkovy ptijem polyfenolt z riznych zdroji
byl odhadnut na 1g denné a je tedy vysS§i neZz pfijem antioxida¢nich vitamind. V fadé
experimentalnich studii bylo také prokazano, ze antioxidacni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych
latek je vySsi nez U antioxidaénich vitamint [35][40].

Ve stresu naSe téla produkuji vice (ROS) nez endogennich antioxidantd. Tato nerovnovaha vede
k poskozeni bun€k a zdravotnim problémiim, rozvoji degenerativnich onemocnéni a pravé exogenni
antioxidanty pfijimané potravou ndim mohou pomoct nastolit opét ptivodni rovnovahu [41].

Po reakci antioxidantll s volnymi radikaly mohou byt nevratné zoxidovany, ale s oxida¢nimi
produkty méné Skodlivymi nez produkty vzniklymi oxidaci volnych radikali nebo mohou byt
bunkami recyklovany a opét vyuzity k antioxida¢nim reakcim [35].

Antioxidanty mohou byt velkym pifinosem ke zlepSeni kvality Zivota tim, Ze preventivné puisobi
nebo zpomaluji nastup degenerativnich chorob. Navic maji potencial k podstatnému sniZeni vydaji na

zdravotni péci [42].
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2.3.2 Volné radikaly

Jak uz bylo zminéno, volné radikaly negativn¢ piisobi na organismus pii fadé onemocnéni. Jde
predevs§im o reaktivni kyslikové radikaly ROS (peroxylovy radikal (RCOQ), superoxidovy anion
(0,), peroxid vodiku (H,0,), singletovy kyslik (*O,), a hydroxylovy radikal (HO") a dusikové
radikaly RNS (peroxonitritovy radikal (ONOO), alkylperoxynitrit ROONO, oxid dusnaty NO" a oxid
dusi¢ity NO,") souhrnné oznacované RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species) [35].

Jako volny radikal oznacujeme jakoukoliv chemickou entitu, atom, molekulu nebo ion, kterd ma ve
vngjsi sféfe svého elektronového obalu alespon jeden nesparovany elektron (je vysoce reaktivni) a je
pfitom schopna samostatné existence. Vznik radikali mize byt iniciaci radikalové fetézové reakce,
reakce se pak propaguje do okoli za tvorby dalSich radikalti, dokud nenarazi na dalSi radikal
(terminace) nebo antioxidant. Tyto radikaly pisobi na biologicky vyznamné slouceniny, piedev§im
lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny tim, ze pozménuji jejich strukturu a modifikuji jejich funkci.
Kaskada reakci iniciovana radikaly vede k naslednym zménam ve struktute bunék, poskozeni celych

tkani, organt a dulezitych funkci v organismu [38][39][40].

2.4 Metody stanoveni antimikrobialnich latek

Spektrofotometrické metody jsou s Gspéchem vyuzivany pro kvantitativni i kvalitativni analyzu
pfirodnich fenolickych latek a diky své jednoduchosti a nizkym ekonomickym néakladim patii
Vv posledni dob¢ K nejpouzivanéj$im technikam. Poskytuji uZzite¢né informace a charakterizaci jak
jednotlivych strukturnich tiid polyfenolt, tak i celkové stanoveni téchto komponent v rostlinném
povaha izolovanych latek a pfitomnost rusivych komponent jako chlorofyly, terpeny, vosky a jiné.

Vyznamné uplatnéni v posledni dobé nachazeji modifikace spektralnich metod ve spojeni
s chromatografii. Jsou to vysoce selektivni metody s velkym potencidlem a patii K velmi uziteCnym

nastrojum identifikace a separace prakticky vsech slozek vzorku [43].

2.4.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenola

Existuje fada technik zaméfenych na stanoveni celkového obsahu polyfenold v rostlinnych tkanich,
ale vzhledem ke zna¢né variabilité izolovanych sloucenin nelze pouzit jednu univerzalni metodu, ktera
by byla natolik senzitivni, a proto je ¢asto nutné provést nékolik riznych analyz. Pro latky fenolického
charakteru jsou typickd dvé absorpéni maxima, prvni je mezi hodnotami vinové délky 240-285 nm
a druhé 300-550 nm [44].

24.1.1 Folin-Ciocalteuho spektrofotometrickda metoda
Folin-Ciocalteuho metoda se bézné pouziva pro stanoveni celkového obsahu polyfenolovych
sloucenin. Tato technika byla poprvé piedstavena v roce 1912 a byla pouzivana vyhradné pro studium

metabolismu proteind. Pozd&jsi optimalizace protokolu a pfekonani prvotnich technickych problémi
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umoznilo rozeznat kromé& aminokyselin idalsi slozky a metoda byla nasledné aplikovana i pro
identifikaci fenold v mo¢i a jinych matricich [43][45].

Metoda je zalozena na reakci latek smési Folinova ¢inidla fosfomolybdenanu a fosfowolframanu
s fenoly obsazenymi V rostlinném vzorku. Principem je redukce fenoll za soucasného vzniku
chromogenti, modrych produktii. Rozsah zabarveni je spektrofotometricky méteny pifi vinové délce
750 nm a predstavuje celkovy obsah fenolii. Vysledna hodnota koncentrace fenolovych sloucenin ve
vzorku je pak ziskana prepocitanim na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové nebo kyseliny
chlorogenové podle kalibra¢ni kiivky [45][46].

Stanoveni ptirodnich latek na zakladé ptivodniho protokolu vytvofeného Folinem a Ciocalteum je
vyuzivano predev§im pro identifikaci anthokyand a hydrolyzovatelnych a kondenzovanych tanint.
Problémovym bodem metody je vliv diverzifikace polyfenolti na snizeni uc¢innosti Folinova ¢inidla
a pouziti této metody pro srovnani vzorkd zanechéava urcité procento nejistoty, zda ziskané hodnoty
obsahu latek odpovidaji zadané a skutecné koncentraci ve vzorku. Dalsi nevyhodou této metody je
nizka specifita a interference redukujicich latek napt. kyseliny askorbové [44][46].

Folin-Ciocalteuho spektrofotometricka metoda je také znama pod oznacenim GAE (Gallic Acid
Equivalent method) [45].

2.4.1.2 Folin-Denis spektrofotometrickd metoda

Folin-Denis spektrofotometricka metoda je Siroce pouzivany postup pro kvantifikaci celkového
obsahu fenolovych sloucenin v rostlinném materidlu. Metoda je zalozena na interakci fenoli
a fenolickych skupin se smési kyseliny fosfowolframové a fosfomolybdenové, které se chovaji jako
citlivé ¢inidlo. Kyselina fosfowolframova je redukovana na fosfowolframovou modi a kyselina
fosfomolybdenova na fosfomolybdenovou modf. Intenzita zabarveni modrého komplexu
spektrofotometricky métena pii vinové délce 760 nm, predstavuje celkovy obsah stanovovanych latek.
Problematika tohoto testu spo¢iva v nizké specifité a interferenci redukujicich latek, jako je kyselina
askorbova [46].

Tato metoda byla pozdéji upravena pro rutinni analyzu velkého poétu vzorkt. Strukturni variabilita
fenolovych sloucenin zna¢né ovliviiuje absorbanci Folinova ¢inidla, dale se zde uplatituje pfitomnost
rostlinnych metabolitl, proteind a alkaloidi, dasledkem téchto faktort je snizeni korektnosti stanoveni
ptitomnych fenolovych sloucenin v rostlinnych matricich. Nicméné Folin-Denis metoda je
z praktického provedeni jednoduchd a analyza vramci jednoho vzorku poskytuje realné hodnoty
koncentrace obsazenych latek. Folin-Denis test se rovnéz pouziva pro stanoveni tiislovin zejména
v obilovinach a lusténinach. Vysledna koncentrace fenolovych latek je stanovena jako ekvivalent

kyseliny tiislové dle kalibra¢ni kiivky (TAE) [47][48].
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2.4.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidi Christ-Miillerovou metodou

Jeden znejcastéji pouzivanych analytickych postupti pro rutinni stanoveni celkového obsahu
flavonoidii v rostlinné matrici. Principem metody je spektrofotometricka detekce barevnych komplexii
AI** s hydroxylovou a karbonylovou skupinou v alkalickém prostiedi. Praktické provedeni zahrnuje
hydrolyzu flavonoidovych glykosidl, extrakci aglykonti ethyl acetatem a naslednou tvorbu komplexi
S chloridem hlinitym. Vysledny roztok je Zluté barvy a muze byt spektrofotometricky méfen pti
vinové délce 425 nm. Vytézek testu je vyjadien jako ekvivalent katechinu podle nasledujiciho vztahu:

g[%]= Ax 07—b72

(A = absorbance, b = hmotnost suchého rostlinného materialu v gramech) [49].

2.4.3 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity polyfenoli

V literatufe lze pro stanoveni antioxidacni aktivity nalézt velky pocet analytickych metod
zalozenych na rtuznych principech. Obecné mohou byt kategorizovany do dvou skupin na metody
posuzujici schopnosti vzorku eliminovat radikaly (metody DPPH, TEAC, ORAC) nebo na metody
hodnotici redoxni vlastnosti latek (metoda FRAP). Vétsina publikaci obsahuje stanoveni antioxida¢ni
aktivity smesnych vzorkt jako celku, v této souvislosti byl zaveden pojem celkova antioxida¢ni
aktivita TAA (total antioxidant activity). Jiny pfistup ve vyzkumu ptirodnich antioxidanti je testovani
individualnich izolovanych latek via¢i jednotlivym volnym radikalim. Slouzi predev§im
k charakterizaci vztahi mezi strukturou a reaktivitou danych sloucenin. Vysledky stanoveni
antioxidacni aktivity jsou vyznamné ovlivnény celou fadou faktoru. Svou roli zde hraje matrice
vzorku, typ pouzitého radikalu a standardu, dale i ptitomnost ptechodnych kovi, reakéni mechanismy

zhaseni radikalovych ¢astic, pribehy téchto reakei a jejich limity [38][50].

2.4.3.1 Metoda pouZivajici ABTS (TEAC — Trolox equivalent antioxidant capacity)

Pro hodnoceni antioxidacni aktivity biologického materialu byly vypracovany nékteré metody
a postupem casu i jejich modifikace. Nejpouzivangjsi metodou pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity je metoda ABTS. Tato metoda vyuziva Cinidla, které za ucasti iniciace jiné latky prechazi ve
svou radikalovou formu, kterdje barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti latek s antioxidacni
aktivitou se redukuje a tim i odbarvuje. Principem metody je sledovani schopnosti vzorku zhaset
kation radikal ABTS™ (2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazol-6-sulfonét)). Zhageni radikalu ABTS™
antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, méfime spektrofotometricky pii vinové délce
734 nm. Vypocet koncentrace antioxidacnich latek ve vzorku vychazi z rozdilt absorbance vzorku
v ¢ase 0 a 10 minut a také z kalibra¢ni kiivky vytvofené ze standardniho roztoku troloxu (kyselina 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 karboxylova), coz je derivat vitaminu E. Diky tomu je tato

metoda také oznacovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalanet Antioxidant Capacity). Metoda je
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velmi rychla, jednoducha a umoziuje Siroké hodnoceni antioxidaéni aktivity riznych latek i smésnych

vzorku [37][41][51].

Obrazek 3: Struktura ABTS [51]

2.4.3.2 Metoda pouZivajici DPPH

Jedna ze zakladnich metodik pro stanoveni antiradikalové aktivity izolovanych cistych latek
i riznych smésnych vzorkl. Principem metody je reakce testované latky se stabilnim fialovym
syntetickym radikalem DPPH (1,1 difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), ktery je redukovan na Zluty
difenylpikrylhydrazin. Zhaseni radikalu u DPPH testu probihd dvéma reakénimi mechanismy a to
pfenosem atomu vodiku (HAT — Hydrogen Atom Transfer) a pfenosem elektronu (SET — Single
Electron Transfer). Reakce je nejéastéji sledovana spektrofotometricky pii 517 nm, bud’ po uplynuti
konstantniho ¢asu, nebo se méteni provadi v kinetickém rezimu. Aktivita smésnych vzorkid se
vyjadiuje Vv ekvivalentech kyseliny askorbové nebo jednotkach standardu Troloxu [42][51].

Mechanismus zhaseni radikalu DPPHe ptisobenim polyfenolii byl popsan na ptikladu flavonoidu
kvercetinu. Odstépenim atomu vodiku a jeho pfenosem na radikal DPPHe vznika z antioxidantu
semichinon (aroxylovy radikal), ktery mize byt dalsi molekulou DPPHe oxidovan na chinon.
V zavislosti na stupni oxidace zhasi jedna molekula flavonoidu jednu nebo i vice molekul radikalu
DPPHe v soubéznych reakcich. Je prokazan signifikantni vliv hydroxylové skupiny vazané v poloze 3
na antioxidacni potencial kvercetinu [52].

K metodam zalozenych na reakci antioxidantu se stabilnimi radikaly patii také test s galvinoxylem.
Princip je podobny jako pfi reakci s DPPHe. Metoda spociva v redukci stabilniho radikalu galvinocylu
latkami poskytujici vodik, reakce se sleduje spektrofotometricky pfi vinové délce 428 nm. Dalsi
moznosti je synteticky volny radikal nazvany Fremyho sul (nitrodisulfonan draselny) nebo radikal

DMPD- [38][52].

2.5 Metody ur¢ovani antimikrobialni aktivity
Rezistence mikroorganismti k antimikrobialnim latkdm (AML) je dnes celosvétové jednim

Z nejveétsich problému nejen klinické a veterinarni praxe. Velky zajem o tuto problematiku je
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i v oblasti mikrobiologie potravin, protoze fada rezistentnich bakterii je $ifena nebo ma sviij rezervoar
pravé v potravinach a potravinovych surovinach. Z tohoto divodu se pfi vySetieni potravinovych
izolatl stale Cast&ji vyuzivaji i metody stanoveni citlivosti kK antimikrobidlnim latkam [53].

V soucasnosti jsou klinické laboratorni standardy pro testovani citlivosti pravidelné aktualizovany
napf. americkou organizaci CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute; diive NCCLS — National
Committe for Clinical and Laboratory Standards). Metody stanoveni citlivosti, resp. rezistence
mikroorganismu k antimikrobialnim latkam 1ze rozd¢€lit na semikvantitativni (diskova difuzni metoda)
a kvantitativni (tzv. diluéni metody — napt. agarova dilu¢ni metoda, dilu¢ni mikrometoda, Etest)
[53][55].

2.6 Semikvantitativni metody

Semikvantitativni metody nachazi uplatnéni zejména pfi rutinnim screeningu citlivosti
mikroorganismu K antimikrobialnim latkam. Do této skupiny nalezi diskova difuzni metoda, ktera se
pouziva zejména pro vySetfeni citlivosti u rychle rostoucich, nendro¢nych bakterii a nékterych
okolo diski stestovanou latkou. Podle velikosti inhibi¢ni zo6ny jsou vySetfované kmeny
mikroorganismtll zatazeny do kategorie citlivy (S), intermedialn¢ rezistentni (I) (kmeny na rozmezi
mezi citlivymi a rezistentnimi) nebo rezistentni (R) k dané antimikrobialni latce. Pfi spravném
provedeni prokazuji vysledky diskové diftzni metody a vysledky kvantitativnich dilu¢nich metod
vysokou shodu [54][55].

2.6.1 Diskova difuzni metoda

Prvni metodou hodnoceni ucinku antibiotik na bakterie byla diskova difuzni metoda. Poprvé byla
standardizovana jako paper disk method v roce 1954. Navzdory své jednoduchosti, je diskova difuzni
metoda zaloZzena na sofistikovanych fyzikalné-chemickych principech, které upravuji dynamiku $ifeni
(difaze) antibiotika ve vztahu k ristu bakterii v agarovém systému. Po kontaktu disku napusténého
antibiotikem s povrchem inokulovaného agaru, za¢nou molekuly antibiotika okamzité difundovat do
agaru a vytvaret dynamicky se ménici gradient koncentrace antimikrobialni latky. Mikroorganismy se
zacinaji delit, jejich pocet vzriusta az do kritického mnozstvi. Okraj inhibi¢ni zény vznika v okamziku,
kdy je koncentrace antibiotika jesté schopnd inhibovat mikroorganismus nartstajici do velké bunécné
masy. Soucasn¢ je hustota bunc¢k dostateCné¢ vyssi nez absorbovatelné mnozstvi antibiotika
V bezprostfedni blizkosti, subinhibi¢ni mnozstvi antibiotika dovoluje mikroorganismu rlst
[55][56][57].

Diftzni koeficient antimikrobidlni latky je ovlivnén nejen jeji molekulovou hmotnosti, velikosti,

iontovym nabojem ¢i rozpustnosti ve vode, ale také viskozitou a vySkou agaru, teplotou a dalsimi
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inkuba¢nimi podminkami. Rust mikroorganismu ovliviluje zejména dostupnost zivin, hustota
populace, rustova faze inokula a inkubacni teplota [57].

Vysledky in vitro testd citlivosti mohou byt pouzity jako kvalifikovany odhad k predikci 1é¢ebného
vysledku béznych davek antibiotik u zdravych pacientd. Na druhou stranu potencialni klinicka
ucinnost antibiotika mtize byt ovlivnéna fadou dalSich faktorti, proto vysledky kvalitativnich testd
musi byt v korelaci s kvantitativnimi hodnotami MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) [57].

Nékteré¢ disky mohou byt vyuZzity i pro screening nékterych specialnich mechanismt rezistence.
Jedna se napf. o detekci rezistence k vysokym hladindm aminoglykosidii u enterokokti nebo detekci
ptitomnosti Sirokospektré B-laktamasy (ESBL) u izolata E. coli, Klebsiella pneumoniae ¢i K. oxytoca.

Mezi hlavni vyhody diskové difuzni metody patii jednoduché provedeni bez nutnosti naro¢ného
vybaveni, flexibilni zména spektra vySetfovanych antimikrobidlnich latek a nizk4d cena. Hlavni
nevyhodou, mimo toho, Ze se nejednd o kvantitativni metodu, je do jisté miry casovd narocnost,
zahrnujici zejména ptipravu agarovych ploten a dobu potiebnou k manualnimu odecitani inhibi¢nich
zOn a interpretaci vysledkd. Presto ma v klinické praxi diskova difizni metoda svou nezastupitelnou
roli [55][56].

2.7 Kvantitativni — Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody jsou kvantitativni metody uréené ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
mikroorganismu. MIC se obvykle vyjadiuje v mg.I", ptip. v pg.ml™. Odeétené hodnoty MIC se
porovnavaji s interpretacnimi kritérii a testovany mikroorganismus se oznaci jako citlivy (S),
intermedialné rezistentni (I) ¢i rezistentni (R) k danému antibiotiku [53].

Vysetieni se provadi na agarovych nebo bujonovych ptidach, které obsahuji zvolené koncentrace
antibiotika, obvykle v dvojnasobné geometrické fadé. Do pid se ockuje standardni inokulum
testovaného mikroorganismu. Kvalita ziskanych vysledkd zavisi na presném dodrzeni metody
a oveétuje se systémem kontrol [54].

Stanoveni hodnoty MIC je dilezité pro urCeni terapeutické davky antimikrobialni latky. Mezi

nejpouzivangj$i metody patii agarova diluéni metoda, diluéni mikrometoda a Etest [53].

2.7.1 Agarova dilu¢ni metoda
Agarova diluéni metoda je referencni metodou stanoveni citlivosti mikroorganismt
k antimikrobialnim latkam, pouziva se mimo jiné pro ovéfovani spolehlivosti ostatnich metod [54].
Nespornou vyhodou agarové dilucni metody je vysoka standardizovanost provedeni (referencni
metoda). Za standardnich podminek ji muzeme vysetfit velky soubor kmenid. Vyuziva se také
k hodnoceni u¢inku novych antibiotik. Ve srovnani s mikrodiluéni metodou spolehlivéji odhaluje

kontaminaci kmend a Iépe detekuje hetero rezistenci, tj. rezistentni subpopulaci bakterii [53][58].
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Na druhou stranu je tato metoda pomérné pracna, ¢asové a ekonomicky naro¢na, a proto neni
prakticka pro vySetfeni citlivosti malého poctu nebo jednotlivych kmeni. Agarova dilu¢ni metoda
mize selhat vprikazu klinicky vyznamné rezistence nékterych bakterii, problém mohou byt

i mikroorganismy s plazivym ristem (napt. Proteus spp.) [58].

2.7.2 Dilu¢ni mikrometoda (mikrodilu¢ni metoda)

Puvodni provedeni bujonového diluéniho testu bylo ve zkumavkach (tzv. makrodiluéni metoda),
V soucasnosti se upiednostiuje varianta v mikrotitraénich destickach (tzv. diluéni mikrometoda nebo
téz mikrodiluéni metoda) [59].

Vyhodou mikrodilu¢ni metody je vysoka shoda s vysledky agarové diluéni metody. Klinické
laboratote oceni pruznou a snadnou piipravu velkého mnozstvi desti¢ek s riznymi pidami, antibiotiky
a jejich koncentracemi, které lze dlouhodobé€ uchovévat, aniz by doslo ke snizeni jejich kvality
(obvykle 1 mésic pfi teploté -20 °C). Dalsi vyhodou je jednoduché provedeni a moznost automatizace
odecitani vysledkt a jejich vyhodnoceni. Na rozdil od ostatnich metod koncentrace inokula neovlivni
vyznamné vysledek [56][59].

Mezi omezeni mikrodiluéni metody patii zejména obtizné rozpozndni pfipadné kontaminace
testovaného bakteridlniho kmene a neschopnost detekce rezistentni subpopulace. Metodu nelze pouzit
u kment, které v tekutém prostiedi autolyzuji. Stabilni sestava a koncentrace antibiotik v komerénich

destickach nemusi vyhovovat potiebam dané laboratofe [55][59].

2.7.3 Etest

Etest je moderni gradientova metoda kombinujici principy diskové difizni a agarové dilucni
metody. Byla vyvinuta ve Svédsku a poprvé prezentovana v roce 1988. Pro vysoky stupefi shody
s vysledky MIC ziskanymi referen¢ni agarovou dilu¢ni metodou je Etest vhodny ke stanoveni MIC
u fady mikroorganismi, véetné naro¢nych bakterii a anaerobu [53].

Vlastni Etest je plastovy prouzek, na jehoz spodni strané¢ je imobilizovany pieddefinovany
koncentra¢ni gradient daného antibiotika ve vysu$eném stavu. Koncentra¢ni gradient je kalibrovan
jako odpovidajici hodnoty MIC, jedna se o stupnici nejméné 15-ti dvojnasobnych geometrickych
fedéni, ktera je umisténa na horni stran¢ Etestu [55][60].

Podobné jako v ptipadée diskové diftizni metody, je provedeni Etestu velmi rychlé a jednoduché.
Vyhodou Etestu je dale lepSi moznost odhaleni kontaminace testovanych kmenti mikroorganismi
a detekce hetero rezistence [54][59].

Hlavni nevyhodou, ktera brani masivnimu rozsiteni Etestu, je vysoka cena testovacich prouzki.
Podobné¢ jako u ostatnich metod, mohou byt vysledky stanoveni ovlivnény koncentraci inokula [60].

Test Ize provadét na riznych zivnych pudach a za riznych inkubaénich podminek, a proto nachazi
Siroké vyuziti v klinické diagnostice aerobnich i anaerobnich mikroorganismt (streptokoky,

pneumokoky, hemofily, gonokoky atd.). Mimo antibiotik jsou k dispozici i Etesty s nékterymi
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antifungalnimi latkami umoziujici napf. testovani citlivosti izolatd Candida spp. Upravené Etesty lze
pouzit k detekci specialnich mechanismi rezistence, napt. Sirokospektrych p-laktamas ¢i metalo-f3-
laktamas [58][59][60].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych pristroji

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

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

Analytické vahy — AND GR-202-EC, Japonsko

Fotoaparat Nikon D50

Mikropipety Biohit Proline

Centrifuga — Ependorf 5417-R

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

Autoklav — Vaposteri BMT, Brno

3.2 Seznam pouziych chemikalii
Destilovana voda

Ethanol 96 % (VWR)

Ethanol 99 % pro UV-VIS (VWR)
Folin-Ciocalteho ¢inidlo (Sigma—Aldrich Chemie GmbH)
Uhli¢itan sodny (LACHEMA)

Kyselina gallova (PENTA)

Dusitan sodny (PENTA)

Katechin (LACHEMA)

Chlorid hlinity (PENTA)

Hydroxid sodny (LACHEMA)

3.3 Pouzity software

osobni pocitac

operacni systém windows

MS Word

MS Excel

program Lucia NET — program obrazové analyzy, umoziujici archivaci, upravu, méfeni riiznych

znakil obrazu a zachycovani rozsahlych sekvenci obrazi [61]

3.4 Charakteristika pouzitych mikroorganismu

Kmeny mikroorganismii pouzitych v tomto méfeni pochazeji ze sbirky Masarykovy univerzity
piirodovédecké fakulty v Brné. Serratia marcescens CCM 303, Bacillus subtilis CCM 1999, Bacillus
cereus CCM 2010 a Micrococcus luteus CCM 210.
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3.4.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, jinak téZ nazyvany senny bacil, je grampozitivni bakterie, jejiz buniky maji tvar
tyCinek se zaoblenymi konci. Velikost téchto buné¢k je 0,3 az 1,5 x 2 az 3 um. Vyskytuji se jednotlive
i v fetizcich a jsou peritrichné obrvené. Bacillus subtilis je aerobni bakterie, ale za ur€itych podminek
maze rdst i anaerobné¢ (dychani pomoci dusi¢nanti, jako donorti elektronti nebo fermentaci
V nepfitomnosti elektronovych donorti) patii tedy mezi fakultativni anaeroby. Za nepiiznivych
podminek tvofi teplotné rezistentni, dormantni spory. Bacillus subtilis zkapaliuje zelatinu,
hydrolyzuje skrob a z dextrint tvoii kyseliny [62].

Teplotni rozmezi rustu bakterie Bacillus subtilis je 10 az 55 °C a idealni teplota rdstu je 37 az
40 °C. Sporulace zalina pii teplotach nad 44 °C, v zavislosti na bakterialnim kmenu a zvoleném
kultivaénim médiu. Spory vydrzi teploty az 150 °C po dobu 6 hodin [62].

Tato bakterie je v pfirodé velmi rozsifena, vyskytuje se predev§im v pidé, v sené a v asociaci
srostlinami. Stouto bakterii se muzeme Casto setkat pii mikrobiologické kontrole v celém
potravinaiském pramyslu. Bacillus subtilis patii s Escherichia coli knejlépe prozkoumanym

prokaryotnim mikroorganismtim [62].

3.4.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus patii mezi grampozitivni bakterie z Celedi Bacillaceae. Tvofi neopouzdienou
peritrichni pohyblivou sporulujici silnou rovnou tycinku s oblym nebo hranatym zakoncenim, ktera
tvofi vlakna. Je to fakultativni anaerob s pomérné velkymi vegetativnimi bunkami (1 x 3 az 5 pm),
které se vyskytuji samostatné nebo tvori fetizky v poctu jednotek az stovek. B. cereus tvoii jen jednu
endosporu, kterd je velmi odolnd k vysokym teplotam, jedim, zafeni a jinym nepfiznivym
podminkam. Spory jsou centralni cylindrického, elipsoidniho nebo sférického tvaru a nezptsobuji
zdufeni sporangia [63].

B. cereus roste v teplotnim rozmezi 855 °C, optimaln¢ pii 28-35 °C a neni zaznamenana zadna
tolerance pro vodni aktivitu (min. ~ 0,95). Rozpéti hodnot pH, které umoziuji jesté rist je piiblizné
4,9-9,3. Je kultivaéné nenaro¢ny. Roste na béznych médiich, na krevnim agaru vyriasta ve velkych
drsnych koloniich s nepravidelnymi okraji, obklopenych zénou f-hemolyzy [63].

B. cereus je bakterie, ktera patii mezi saprofytické mikroorganismy, vyskytujici se pfevazné v pude,
ve vodeé, ve vzduchu a na rostlinach. Je béznou soucasti stfevni mikroflory clovéka. Nekteré jsou
patogeny hmyzu [63].

B. cereus muze zptisobovat onemocnéni z potravy. Onemocnéni vznika po poziti kontaminovanych
potravin, entero toxikogennim kmenem a z kontaminovanych kosmetickych ptipravkd. Jsou to hlavné
enterotoxik6zy, meningitidy, endokarditidy, konjuktivitidy, pneumonie, sepse a infekce ran.
K otravam dochézi pii pomnoZeni této bakterie v potraviné na koncentraci bundk 10° g™ potraviny

(u déti staci jiz koncentrace 10° g™) [63].
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3.4.3 Serratia marcescens

Serratia marcescens je gramnegativni bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae. Buiiky této bakterie
maji tvar velmi kratkych tyCinek o priméru do 1 pm. Vyskytuje se jednotlivé nebo v kratkych
fetizcich. Serratia marcescens je fakultativné aerobni bakterie a jejim charakteristickym znakem je
tvorba Cervené pigmentovanych kolonii. Toto zbarveni je zplsobeno cCervenym pigmentem
prodigiosinem [64].

Optimalni teplota rustu bakterie Serratia marcescens je mezi 20-25 °C. Pfi teplotach nad 37 °C
piestava rast. Serratia marcescens dobie roste na vSech zakladnich padach [64].

Vsechny bakterie rodu Serratia jsou v pfirodé velmi rozsitené. Vyskytuji se pfedevsim ve vodé
a v zemé&délskych produktech. Tato bakterie je hlavnim ptvodcem Cervenych skvrn na potravinach

obsahujicich Skrob [64].

3.4.4 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus patii mezi grampozitivni bakterie z ¢eledi Micrococcaceae. Je to piisny
chemoorganotrofni aerob. Vytvaii nepohyblivé kulovité bunky o velikosti 0,9-1,8 pum, které tvori
balicky nebo se shlukuji do tetrad. Optimalni kultivaéni teplota je v rozmezi teplot 25-37 °C. Na
kultivacnich médiich tvofi siroveé zluté az krémové bilé ve vodé nerozpustné kolonie. Na solenych
potravinach, kde se vyskytuje, mtze tvofit zluté az oranzové kolonie. Toto zbarveni je zpisobeno
karotenoidnimi barvivy, které chrani bunky pied smrticimi ucinky ultrafialové slozky slune¢niho
svétla, a proto se M. luteus vyskytuje jako ¢asta vzdu$na kontaminace [65].

Je schopen rist v piitomnosti 5% NaCl, ¢ehoZ se vyuziva pfi jeho stanoveni, ale v 15% NaCl uz
neroste. Hydrolyzuje Zelatinu a neokyseluje glukosu [65].

M. luteus se vyskytuje primarné na pokozce savci a sekundarné na mase, v pidé a ve vodé. Patii
mezi nezadouci potravinové kontaminanty. Muze zpusobovat septicky Sok, pneumonii a infekci

mocovych cest u jedinct se snizenou imunitou [65].

3.5 Vzorky ¢aji podrobené analyze
K testovani inhibi¢niho u¢inku u vybranych mikroorganismi byly pouzity pfipravené vyluhy
a maceraty ze dvou druhd ¢ajii firmy Valdemar GreSik — Natura s. r. 0. a jednoho druhu ¢aje firmy

Sonnentor
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Sipek oplodi — plod zbaveny semen

Obrdzek 4: Pouzity Sipkovy ¢aj firmy Valdemar Gresik — Naturass. r. 0. [66]

Smeés — Sipek oplodi 50 %, aronie plod 40 %, ¢erny rybiz plod 10 %

L

C C Py
VA]ED E »11,5

®)7  ARONIE ¢ Siprg
& < CERNY Rrygjz

V-

Obrazek 5: Pouzita ¢ajova smés firmy Valdemar Gresik — Natura s. r. 0. [67]
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e Riuze kvét (poupata)

RUZE KVET
(POUPATA), bio

Obrdzek 6: Pouzity ¢aj z poupat firmy Sonnentor [68]

3.6 Kultiva¢ni média a jejich priprava
Jako kultivacni médium pro uchovani a pomnoZeni testovanych mikroorganismi jsme pouzili zivné
médium firmy Himedia: Nutrient agar No. 2.

Slozeni a priprava:

ZiVOGIZNA tKAM. ..., 10 g
Hoveézi extrakt...............ocoooiiiiiiiiii, 109
Chlorid sodny (NaCl)...........ccooviiiiiiiiinninnn. 59
AGAT. i 15¢g
Destilovana voda..............cccovviiienininnn. 1000 ml
PH. oo 7,2

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

vysterilizovano v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

3.7 Priprava rostlinnych extraktu
3.7.1 Priprava macerati
Statické maceraty
10 g zvoleného vzorku ¢aje bylo zalito 100 ml destilované vody o teploté 25 °C a macerovano 6 dni
bez piistupu svétla pti laboratorni teploté (25 °C). Z maceratu byl kazdych 24 hodin odebran jeden

vzorek. Vzorky byly poté zcentrifugovany a filtrat byl uchovavan v mraznicce pfi teploté -4 °C.
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Zrychlené maceraty

10 g zvoleného vzorku ¢aje bylo zalito 100 ml rozpoustédla o teploté 25 °C a macerovano 3 dny na
ttepacce pii laboratorni teploté (25 °C). Z macerati byly odebirany vzorky v ¢asovém intervalu 2, 4, 8,
24, 48 a 72 hodin. Odebrané vzorky byly poté zcentrifugovany a uchovavany v mraznicce pfi teplote
—4 °C.
3.7.2 Ptiprava vyluhi

10 g zvoleného vzorku ¢aje bylo zalito 100 ml destilované vody o teploté 100 °C. Z tohoto vyluhu
byly odebirany vzorky v ¢asovém intervalu 5, 10 15, 20, 40 a 60 minut. Odebrané vzorky byly poté

zcentrifugovany a uchovavany v mraznicce pfi teploté -4 °C.

3.8 Ovéreni antimikrobialni acinnosti rostlinnych extrakti

Na ovéfeni inhibi¢nich u¢inkli bylinnych extraktli a maceratd byla pouzita difuzni jamkova metoda
na agarovych plotnach. Pro ovéfeni byly pouzity Petriho misky o prameéru 9 cm a sklenéna trubice
0 primeéru 1 cm.

Do zkumavky se 4,5 ml sterilniho zivného bujonu ¢. 2 byla nao¢kovana kultura mikroorganismd,
ktera byla inkubovana v termostatu 24 hodin pii 30 °C. Za 24 hodin bylo odpipetovano 1,5 ml do
150 ml vysterilizovaného agaru, ktery byl ochlazen na 42-45°C. Takto pfipravené zaockované
medium bylo rozlévano na plastové Petriho misky (37 ml). Do tuhého agaru byly sterilni sklenénou
trubici vyhloubeny &étyfi jamky. Do tii jamek bylo pipetovano po 100 pl testovaného vyluhu nebo
maceratu, ktery byl uchovavan pii -4 °C a pied testovanim byl rozmrazen, do ¢tvrté jamky bylo
napipetovano 100 pl Cistého rozpoustédla bez aktivni latky tzv. blank. Petriho misky byly poté
inkubovany pii 30 °C po dobu 48 hodin v termostatu. Nakonec byla zhotovena fotograficka

dokumentace jednotlivych Petriho misek a zméfena velikost inhibi¢nich zon v programu Lucia NET.

3.9 Stanoveni celkovych polyfenolii
Priprava standardu

Byla ptipravena kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové o koncentracich 100, 200, 300, 400, 500
a 600 mg:I™". Pro jeji stanoveni byl pouzit stejny postup jako u extraktd, kdy byly k reakéni smési
pridavany ptipravené koncentrace kyseliny gallové. Absorbance jednotlivych koncentraci byla méfena
pfi vlnové délce A = 750 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni ktivka, zavislosti absorbance na koncentraci

kyseliny gallové (mg-17").

Tabulka 3: Jednotlivé objemy pouzitych cinidel pro metodu FCM

Cinidlo V [ml]
Folin—Ciocaltauovo 1
Extrakt ¢aje 0,1
Uhlic¢itan sodny 1
Destilovana voda 1
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y =0,0015x
R2=10,9991

Absorbance
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Obrdzek 7: Kalibracni kiivka kyseliny gallové

Celkovy obsah fenolti u bylinnych extraktd byl stanoven pomoci Folin—Ciocaltauova ¢inidla. Do
zkumavky bylo napipetovano 1 ml zfedéného Folin—Ciocaltauova cinidla, 1 ml destilované vody
a 100 pl extraktu vzorku. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich. Roztok ve
zkumavkach byl promichan a ponechan stat. Po péti minutach bylo do zkumavky ptidano 1 ml
nasyceného roztoku uhlic¢itanu sodného a roztok byl opét promichan. Reakci fenolickych sloucenin
s ¢inidlem vzniklo modré zbarveni, jehoz intenzita byla po 15 minutach zmétfena na spektrofotometru,
pfi vinové délce 750 nm proti slepému vzorku (kde namisto 100 pl extraktu bylo pouzito 100 pl

rozpoustédla). Celkové mnozstvi polyfenold bylo vypocteno pomoci kalibracni kiivky.

3.10 Stanoveni celkovych flavonoidi
Priprava standardu

Byla piipravena kalibra¢ni kiivka katechinu o koncentracich 50, 100, 150, 200, 250 a 300 mg-1"".
Pro jeji stanoveni byl pouzit stejny postup jako u extrakti, kdy byly kreakéni smési piidavany
pripravené koncentrace katechinu. Absorbance jednotlivych koncentraci byla méfena pti vinové délce
A =510 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka v zavislosti absorbance na koncentraci standardu

katechinu (mg-17").

32



Tabulka 4: Jednotlivé objemy pouzitych cinidel pro stanoveni flavonoidii

Cinidlo V [ml]
extrakt Caje 0,5
destilovana voda 2,5
dusi¢nan sodny 5% 0,2
chlorid hlinity 10% 0,2
hydroxid sodny 1,5
0,9 -
0,8 -
0,7 -
y = 0,0026x
0,6 - R2=10,9995

Absorbance
oo o o o
N w SN (82}
1 1 1 1

o
=
1

o

0 50 100 150 200 250 300 350
¢ [mg/l]

Obrazek 8: Kalibracni kifivka katechinu

Celkovy obsah flavonoidl u bylinnych extrakti byl stanoven pomoci hlinité soli a dusitanu. Do
zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusi¢nanu
sodného. Roztok ve zkumavce byl dikladné promichdn a ponechan stat 5 minut. Poté bylo do
zkumavky ptidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, roztok byl opét promichan a ponechan stat
5 minut. Nakonec bylo do zkumavky pfidano 1,5 ml roztoku hydroxidu sodné¢ho a 1 ml destilované
vody. Po 15 minutach byly vzorky analyzovany pomoci spektrofotometru pii vinové délce 510 nm
proti slepému vzorku (500 pl rozpoustédla). Celkové mnozstvi flavonoidii bylo vypocéteno pomoci

kalibra¢ni ki'ivky katechinu.

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

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

Pfed pouzitim byl ABTS™ ziedén ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 0,7 + 0,02 pii 734 nm
(mé&feno proti ethanolu pro UV/VIS). Do ziZené kyvety bylo napipetovano 1 ml ABTS™ a 10 pl
pouzitého extrakéniho rozpoustédla (dest. voda nebo ethanol) a byla zmétena absorbance A, Vv Case
t = 0. Poté bylo do dalsi kyvety napipetovano 1 ml ABTS™ a 10 pl extraktu vzorku. Kyveta byla na
10 minut ulozena do tmy a poté byl zmefen pokles absorbance Ajp.

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

A=0,00137-c

jednotky koncentrace jsou v pg-ml™.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim tématem této prace bylo testovani bylinnych extraktli, ve kterych obsahové ptevladaly
casti Raze Sipkové. Trh nabizi béZnému konzumentovi nepfeberné mnozstvi bylinnych smési
S riznym obsahem a druhem lécivych latek. V této praci byly pouzity bylinné smési firem Valdemar
Gresik Natura s. r. 0. a Sonnentor. Od prvni jmenované firmy to byly dvé smési Sipek oplodi — jedna
se o sypany &aj s hrub& nadrcenymi susenymi plody Rize $ipkové a Gajova smés Aronie & Sipek
& Cerny rybiz. Tato &ajova smés byla jemné nadrcend a zabalena ve formé ¢ajovych sacki. Od firmy
Sonnentor to byla bylinna smés Rize kvét, poupata — sypany ¢aj skladajici se ze suSenych poupat
Rize.

Kombinaci metod ptipravy a rozpoustédel vzniklo sedm riznych typu extrakti (vodny staticky
macerat, vodny zrychleny macerat, vodny vyluh a dale zrychlené maceraty s 20%, 40%, 60% a 80%
ethanolem). U kazdého z téchto typt byly pfipraveny tii varianty, jelikoz byly v této praci pouzity tfi
bylinné smési. Celkové bylo tedy vytvoteno 21 riznych extrakta.

Cilemi této prace bylo za prvé, vytvoreni extrakénich kfivek zobrazujicich zavislost obsahu
biologicky aktivnich latek (polyfenoll, flavonoidl) extraktli na Case extrakce. Za druhé byly za
pomoci zminénych extrakénich kiivek vybrany ty vzorky, u kterych byly stanoveny nejvyssi hodnoty
biologicky aktivnich latek. Vybrané vzorky byly poté pouzity k antimikrobialnim testim na zvolenych

mikroorganismech Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus a Serratia marcescens.

4.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Celkovy obsah polyfenolti byl stanoven za pouziti Folin-Ciocaltauho ¢inidla. Principem metody je
redukce fenolickych sloucenin obsazenych ve vyluzich a maceratech bylinnych extraktt. Kazdy
vzorek byl tfikrat zméfen a ziskané hodnoty obsahu polyfenolickych latek byly zprimérovany.
Zrovnice linearni regrese kalibracni kiivky kyseliny gallové (Obrazek 7) byl vypocitan obsah
polyfenolit Vysledky jsou vyjadieny v g kyseliny gallové/1 1 vzorku (g GA-dm?®). Z vyslednych
hodnot vzorkll v jednotlivych odbérovych Casech byly poté vytvofeny extrakéni kiivky. Ty jsou
zobrazeny na obrazcich 9 az 13. Obrazek 14 zobrazuje piehled vzorki s nejvys$imi hodnotami
polyfenol vybranych z jednotlivych extrakénich kiivek.

Jak jiz bylo zminéno vyse v praktické ¢asti této prace bylo vytvofeno celkem 21 riznych extrakti.
15 extraktd stejnou metodou s riznymi rozpoustédly (macerace na tiepacce po dobu 72 hodin)
a zbylych 6 extraktli dvéma riznymi metodami (3 extrakty — macerovani ve tmé po dobu 6 dni;
3 extrakty — vyluh zvafici vody). Co se ty¢e statickych maceratd a vyluht je situace podobna,
z extrakénich kiivek je jasné vidét, Ze nejvyssi koncentrace polyfenolti u vSech odbérii mély extrakty

z $ipku. U extrakt ze smési a poupat byla v ptipadé statickych maceratu situace velmi podobna (oba
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extrakty mély témét shodné hodnoty po celou dobu odbérit). V ptipad€ vyluhti dosahovaly extrakty ze
smési 0 néco vyssich hodnot nez extrakty z poupat.

U zbylych patnacti extraktli (zrychlené maceraty) si mizeme povsimnout jednoho zajimavého jevu.
U extraktd kde byla pouzita niz$i koncentrace ethanolu nebo voda, byly naméfeny nejvyssi hodnoty
polyfenoll u Sipkovych extraktll a nejnizsi koncentrace polyfenoli u extraktti z poupat. U extraktl
polyfenoli byly naméfeny u extraktli z Sipkli a nejvyssi koncentrace polyfenoltl u extraktd z poupat.
Tento rozdil se projevoval nejvice u extrakti z §ipkii a poupat. Hodnoty extrakti ze smési byly
nejvyrovnangj$i. Nejvyssich hodnot polyfenolti bylo dosazeno u statickych a zrychlenych vodnych
macerati z Sipkd. Dale byly nasledovany extrakty z poupat u kterych byla pouzita vyssi koncentrace
ethanolu (60 %, 80 %).

Také si miizeme povSimnout, Ze u extraktd ze smési bylin mély nejvétsi koncentraci polyfenolt
extrakty s20% a 40% ethanolem. Extrakty s témito koncentracemi ethanolu mély v ostatnich

pfipadech vzdy nejnizsi koncentrace polyfenold.
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Obrazek 9: Extrakcni kiivky statickych maceratii
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Obrazek 10: Extrakcni krivky vyluhii
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Obrazek 11: Extrakcni krivky zrychlenych macerdati extraktii z poupat
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Obrazek 13: Extrakcni krivky zrychlenych maceratii extraktii z Sipku
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Obrdzek 14: Srovndni vzorkii s nejvyssi hodnotou polyfenolii stanovenych metodou FCM
Z jednotlivych extrakcnich krivek (Stat. M — statické maceraty, Z-N — zrychlené vodé maceraty, Z—E —

zrychlené ethanolové macerdaty)

4.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Stanoveni celkového mnozstvi flavonoidi v rostlinnych extraktech bylo provedeno pomoci
spektrofotometrické metody reakci s hlinitou soli a dusitanem. Za ptitomnosti flavonoidli ve vzorku
vznikalo oranzovocervené zbarveni, u kter¢ho byla zméfena absorbance pifi 510 nm. U kazdého
vzorku bylo méfeni tfikrat zopakovano a pro vypocet obsahu flavonoidii byla pouzita primérna
hodnota téchto méteni. Celkovy obsah flavonoidl v jednotlivych vzorcich byl ziskan dosazenim
naméiené absorbance do rovnice kalibra¢ni kiivky (Obrazek 8) ziskané ze standardu katechinu.
Vysledky jsou vyjadieny v g katechinu/l | vzorku (g C-dm?®). Zvyslednych hodnot vzorkd
Vv jednotlivych odbérovych cCasech byly poté vytvoreny extrakéni kiivky. Ty jsou zobrazeny na
obrazcich 15 az 19. Obrazek 20 zobrazuje piehled vzorkll s nejvy$simi hodnotami flavonoidi
vybranych z jednotlivych extrakénich kiivek.

Vysledky z méfeni celkového obsahu flavonoidl jsou podobné tém z méfeni polyfenolt jen jsou
s piiblizné o fad niz§imi hodnotami. U statickych maceratti a vyluhti byly nejkoncentrovanéjsi vzorky
Sipkovych extraktd. Hodnoty z méteni smési si byly celkem blizké u obou typt extrakti.

U zrychlenych macerati mizeme pozorovat opét stejny jev jako u stanoveni polyfenolt. U vSech
extraktl z poupat a §ipkd, byly u $ipku na flavonoidy bohatsi vodné extrakty, u poupat byl vétsi obsah
flavonoidi naméfen u ethanolovych extrakti. Nejvy$Sich hodnot flavenoidi dosahly statické

a zrychlené vodné maceraty a zrychleny macerat s 60% ethanolem.
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Také se zde opakuje jev extraktd z bylinné smesi, kde byl vetsi obsah flavonoidd naméien
u zrychlenych maceratd z20% a 40% ethanolu. | kdyz celkové u extrakti z bylinné smési byly

hodnoty vsech extrakti nejvyrovnanéjsi.
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Obrdzek 15: Extrakcni kriivky statickych maceratii

40



0,18
0,16
0,14

0,12

0,2

0,16

0,04

——kvét
—+—smes
—+—$§ipek
_'/I'Ik ~}— i I
10 20 30 40 50 60 70
t [dny]
Obrazek 16: Extrakcni krivky vyluhii
——20%
——40%
——60%
——80%
—+—voda
10 20 30 40 50 60 70 80

odbér [h]

Obrazek 17: Extrakcni krivky zrychlenych macerati extraktii z poupat
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Obrdzek 19: Extrakcni kriivky zrychlenych maceratii extraktii z Sipku

—+—20%
——40%
—+—60%
—+—80%

—+—voda

—+—20%
—+—40%
—+—60%
—+—80%

—+—voda

42



Stat. M Vyluhy Z-V Z-E80% Z-E60% Z-E40% Z-E20%
mkvét msmés B §ipek

Obrdzek 20: Srovndni vzorkii s nejvyssi hodnotou flavonoidii 7 jednotlivych extrakénich krivek

4.3 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity

Pro vyhodnoceni celkové antioxidacni aktivity vzorku byla pouzita metoda ABTS, jenz spociva
v méfeni schopnosti vzorku zhaset kation-radikal ABTS™. Tento radikdl byl pfipraven smichdnim
peroxodisiranu  draselného s diamonnou soli ABTS. ZhaSeni radikdlu bylo sledovano
spektrofotometricky na zakladé zmén absorpéniho spektra ABTS™. Vysledna absorbance A vzorku

byla vypoctena pomoci vzorce:

kde A, je absorbance ABTS™ v ¢ase t = 0 a A, je absorbance extraktu vzorku s ABTS™ zméfena po
10 minutach. Méfeni bylo pro kazdy vzorek tikrat zopakovano a pro vypocet byla pouzita praimérna
hodnota. Takto ziskana hodnota absorbance byla pouzita pro vypocet celkové antioxida¢ni aktivity
vzorkli dosazenim do kalibra¢ni rovnice troloxu:

A=0,00137-c.

Vysledky jsou vztazeny na ekvivalentni mnozstvi troloxu a jsou vyjadfeny v pug troloxu/1 ml
vzorku (ug T-ml™). Ziskané vysledky byly pouzity k vytvofeni kiivek zobrazujicich zménu
antioxidac¢ni aktivity extrakti v prib&hu Casu a jsou zobrazeny na obrazcich 21 az 25. Obrazek 26
zobrazuje piehled vzorkli s nejvys$§imi hodnotami antioxidaéni aktivity, vybranych z jednotlivych

extrakénich kiivek.
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Pfi prohlédnuti vysledkd z méfeni antioxidacni aktivity extraktl si mizeme povSimnout, Zze zddny
z extraktti (pokud nebudeme brat v ivahu extrakty z vyluhtl) nema vyrazné vyssi nebo nizsi hodnoty
antioxidacni aktivity.

Nejvyssich hodnot antioxidacni aktivity dosahl u poupat extrakt ze zrychleného ethanolového 40%
maceratu, u smési extrakt ze zrychleného ethanolového 60% maceratu a u Sipku extrakt z vodného
statického maceratu.

Celkové byly u extrakti z poupat a Sipkdl naméfeny o néco vyssi hodnoty antioxidaéni aktivity nez

u extraktu ze smési.
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Obrdzek 21: Extrakcni krivky statickych macerati

44



400

350

300

C [ng T-ml?]
N N
o gl
o o

-
[ox)
o

100

50

800

700

600

—+—kvét
—+—smes

—— Sipek

10 20 30 40 50 60 70
t [dny]

Obrazek 22: Extrakcni krivky vyluhii
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Obrdazek 23: Extrakcni kiiivky zrychlenych maceratii extraktii z poupat

45



700

600

500

N
o
o

w
o
o

¢ [ug T-ml?]

200

100

800

700

10 20 30 40 50 60 70 80
odbér [h]

Obrdzek 24: Extrakcni kiiivky zrychlenych macerdtii extraktii ze smési

10 20 30 40 50 60 70 80
odbér [h]

Obrdzek 25: Extrakcni kriivky zrychlenych maceratii extraktii z Sipku
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Obrdzek 26: Srovnani vzorkii s nejvyssi hodnotou antioxidacni aktivity Z jednotlivych extrakcnich

krivek

4.4 Stanoveni antimikrobidlni aktivity extrakti

Za Gcelem ovéfeni antimikrobidlni aktivity rostlinnych extrakti proti Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Micrococcus luteus a Serratia marcescens, byla pouzita jamkova difuzni metoda. Pfedmétem
sledovani byl jak vliv ptipravy extraktu (macerat, vyluh), tak pouzité rozpoustédlo (dest. voda, ethanol
v riznych koncentracich) na vyslednou antimikrobialni aktivitu.

Po zhodnoceni extrakénich kiivek byly k stanoveni antimikrobialni aktivity vybrany vzdy vzorky
Z poslednich odbérii experimentd, jelikoz u nich byly naméteny vzdy nejvysSsi hodnoty. U statickych
maceratl to byly odbéry z Sestého dne, u zrychlenych maceratti odbéry z téetiho dne a u vyluhti odbéry
z 60 minuty extrakce.

Vysledky testovani antimikrobialni aktivity se daji shrnout do nékolika bodt. Kazdy ze sedmi typtu
extraktt byl vzdy aspon v jednom piipadé Gcinny (Tabulka 5). VétSina extraktd byla ucinna pouze
proti kmenu Micrococcus luteus, nékteré i proti Bacillus cereus (Tabulka 6). Proti kmenim Bacillus
subtilis a Serratia marcescens extrakty nebyly u¢inné.

Pokud byl proti nékterému mikroorganismu UCinny néktery extrakt, vzdy byl proti tomuto
mikroorganismu ucinny i stejny extrakt z poupat. Urcitad antimikrobialni aktivita byla nejéastéji
zaznamenana u extrakti z poupat a proti kmenu Bacillus cereus byly G¢inné pouze extrakty z poupat.
Z testovani antimikrobialni aktivity extraktti proti Bacillus subtilis vyplyva, ze nékteré extrakty
naopak podporuji rust tohoto kmene (Obrazek 27)
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Nejvetsi  inhibiéni zony vznikly u kmene Micrococcus luteus po aplikaci extraktu

z Sipkového statického maceratu (33,3 mm). U Bacillus cereus vznikly nejvétsi inhibiéni zoény po

aplikaci extraktti z 60% ethanolového zrychleného maceratt z poupat (20,1 mm).

Tabulka 5: Prehled velikosti inhibicnich zén po aplikaci vSech extraktit na bakteridlni kmen
Micrococcus luteus

_ Zrychlené maceraty
Statické
vyluhy Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
maceraty Voda
20% 40% 60% 80%
Poupata | 29,2+0,3 | 24,5+0,8 | 23,8+0,1 | 25,6+0,9 | 28,6+0,3 | 28,5+0,1 | 25,0+0,4

Smés | 253+0,2 | 23+0,6 | 23,604 |285+1,6|20,1+1,0| 20,1+0,7 -
Sipek | 33,3+0,7 - 223+0,3 | 20,7+0,7 | 18,6+0,7 | 17,7+0,3 -

Tabulka 6: Prehled velikosti inhibicnich zén po aplikaci vSech extraktit na bakteridlni kmen Bacillus

cereus
Zrychlené maceraty
Ethanol 20% Ethanol 40% Ethanol 60% Ethanol 80%
Poupata 16,4+0,2 18,2+0,2 20,1 +0,7 18,5+ 0,1
Smés - - - -
Sipek - - - -
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Obrazek 27: ukazka porovndni antimikrobidlni aktivity vybranych extraktii: viechny ctyri fotografie

zobrazuji aplikaci statického vodného maceratu z Sipku, vievo nahore na agaru naockovaném ML,
vpravo nahore na agaru naockovaném SM, vlevo dole na agaru naockovaném BS, vpravo dole na

agaru naockovanem BC
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Obrazek 28. ukdazka porovnani antimikrobidlni aktivity vybranych extraktii: vievo nahore ethanolovy

macerdt (40%) z poupat na agaru naockovaném ML, vpravo nahore ethanolovy macerdt (40%) ze
smési na agaru naockovaném ML, vievo dole ethanolovy macerat (40%) z Sipku na agaru

naockovaném ML, vpravo dole ethanolovy macerat (40%) z poupat na agaru naockovaném BC
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Obrazek 29: ukdzka porovnani antimikrobialni aktivity vybranych extraktii: vievo nahore ethanolovy

macerat (40%) z poupat na agaru naockovaném BC, vpravo nahore zrychleny vodny macerat z poupat
na agaru naockovanem BC, vilevo dole ethanolovy macerat (20%) z Sipku na agaru naockovaném ML,

vpravo dole vodny vyluh z Sipku na agaru naockovaném ML

51



5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit antimikrobidlni ucinky vybranych druhti bylinnych
ptipravkl s vysokym obsahem plodd a poupat ruze Sipkové na zastupce mikroorganismi Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Serratia marcescens a Micrococcus luteus a soucasné stanovit celkovou
antioxida¢ni aktivitu téchto extrakti a celkovou koncentraci biologicky aktivnich latek, které se
z velké casti podileji na antioxida¢ni aktivité t€chto extrakta.

Testovany byly tfi druhy bylinnych ptipravkd, jeden obsahoval pouze suSené poupata, druhy susené
Sipky a v tietim byly susené Sipky majoritni ¢asti bylinné smési spolu s plody ¢erného rybizu a aronie.
Extrakty z téchto piipravki byly pfipraveny tfemi zptsoby jako statické maceraty, zrychlené maceraty
a vyluhy. Pfi pfipravé statickych maceratl a vyluhii byla pouzita pouze voda, u zrychlenych macerati
byly krom¢ vodnych extraktii, pfipraveny také ethanolové extrakty a to v 20, 40, 60 a 80 procentni
koncentraci.

Porovnanim namétfenych hodnot a vyhodnoceni vysledkti vyplyva, Ze proti mikroorganismu
Micrococcus luteus vykazovaly jistou antimikrobialni aktivitu téméf vSechny extrakty. Proti
mikroorganismu Bacillus cereus byly u¢inné pouze ethanolové extrakty z poupat a to ve vSech
koncentracich (20%, 40%, 60% a 80%). U mikroorganismu Serratia marcescens a Bacillus subtilis
nebyla zjisténa zadna antimikrobialni aktivita. Naopak u mikroorganismu Bacillus subtilis byl v misté
aplikace nékterych extraktii pozorovan zvySeny narust kolonii. Tento zvySeny nartist kolonii v mistech
aplikace extraktli se neobjevil pouze v piipadé ethanolovych extraktii z poupat.

Z téchto informaci vyplyva, Ze nejvyssi antimikrobidlni aktivitu prokazaly ethanolové extrakty
z poupat, pokud tedy hodnotime rozsah ucinku napfi¢ spektrem mikroorganismi. Co se tyce velikosti
inhibi¢nich zo6n byly nejucinngjsi vodné extrakty statickych maceratii. Nejrozmérnéjsi zona byla
naméiena u vodného statického maceratu z Sipkt ( 33,3 mm).

Co se tyce stanoveni skupin antimikrobialnich latek a celkové antioxidacni aktivity, rozdélil bych
hodnoceni na za prvé, statické maceraty a vyluhy a za druhé zrychlené maceraty. U statickych
maceratll byly stanoveny nejvyssi hodnoty jak polyfenoli tak flavonoidd a to téméf u vSech extraktl
V porovnani s ostatnimi metodami pfipravy. Stejné tak byly u vyluhti zjiStény nejnizs$i hodnoty téchto
dvou skupin latek v porovnani s ostatnimi extrakty. Oba jevy jsou pochopitelné a souviseji piedevsim
s rozdilnymi Casy extrakce.

Zajimavého jevu si, ale mizeme povSimnout pii sledovani vyslednych hodnot stanoveni celkovych
polyfenoli a flavonoidl u zrychlenych maceratd, tedy extraktd pfipravovanych maceraci na tfepacce.
U extraktt z $ipkt klesa obsah bioaktivnich latek v téchto extraktech, od vodnych ke koncentrovanym
60% ethanolovym extraktim (80% ethanolové extrakty méli o néco niz§i obsah téchto latek).
U extraktll z poupat je tomu piesné¢ naopak. Nejvyssi koncentrace polyfenoli a flavonoidi byla

dosaZzena u 60% a 80% extraktli, o néco nizsi hodnoty byly naméfenu u 40% a 20% extraktti a nejnizsi
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obsah téchto latek byl zjistén u vodnych extraktti. Tato zjisténi nasvéd¢uji tomu, ze v poupatech bude
vétsi obsah bioaktivnich latek rozpustnych v ethanolu, zatimco v Sipcich bude vétsi obsah bioaktivnich

latek rozpustnych ve vodé.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BHT - butylhydroxytoluen

BHA — butylhydroxyanisol

ROS — reaktivni formy kysliku

SOD - superoxid dismutaza

GPx — glutathion peroxidaza

GAE - gallic acid equivalent method

TAA — total antioxidant activity

ABTS — 2,2"-azinobis—(3—ethylbenzothiazol-6—sulfonova kyselina)
TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity
DPPH — 1,1 difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
HAT — hydrogen atom transfer

SET - single electron transfer

AML — antimikrobialni latka

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

GA — kyselina gallova

C — katechin

T —trolox

Stat. M — statické maceraty

Z-V — zrychlené vodné maceraty

Z-E — zrychlené ethanolové maceraty

BS — Bacillus subtilis

BC — Bacillus cereus

SM — Serratia marcescens

ML — Micrococcus luteus
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