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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétfena na studium antimikrobidlnich G¢inkid extraktd a maceratii
ze suSené stévie cukerné (Stevia rebaudiana Bertoni).

V teoretické Casti jsou shrnuty zdkladni informace o rostlin€ stévii cukerné, ptehled zdravotné
vyznamnych latek obsazenych ve stévii a moznosti pfipravy extraktii ze stévie.
Antimikrobidlni G¢inky extrakti a maceratl ze susSené stévie cukerné byly sledovany na bézné
se vyskytujicich bakteriich (Bacillus cereus a Micrococcus luteus) a kvasinkach (Geotrichum
candidum a Hansenula anomala), které patii mezi Casté potravinové kontaminanty.
Mikroorganismy, extrakty a maceraty byly vybrany na zékladé ptredchozi studie (Studium
antimikrobialnich uc¢inka extraktii stévie cukerné, Eva Rakovska).

Pro sledovani antimikrobialni aktivity byly stanoveny rtstové kfivky pouzitim turbidimetrie u
bakterii a pfimého stanoveni poctu bun€k u kvasinek. Antimikrobidlni ptsobeni bylo dale
ovéteno aplikaci difuzni jamkové metody na agarovych plotnach.

Z vysledkit vyplyva, ze testované extrakty a maceraty ze stévie cukerné vykazuji
antimikrobialni u¢inky. Nejvétsi ucinek byl prokdzan u macerati a nejcitlivéjsi byla bakterie
Micrococcus luteus, kterd vykazovala nejvétsi inhibi¢ni G€inky.

ABSTRACT

This master thesis is oriented on study antimicrobial effects extracts and macerates from cure
Stevia rebaudiana Bertoni.

Teoretical part describes basic information about plant Stevia, summary of health significant
matters contained in Stevia and posobilities preparing extracts from Stevia.

Antimicrobial effects extracts and macerates from cure Stevia were testing on food-borne
bacteria (Bacillus cereus and Micrococcus luteus) and yeasts (Geotrichum candidum and
Hansenula anomala). Microorganism, extracts and macerates were chosen on basis previous
study (Study of antimicrobial effects Stevia Rebaudiana extracts, Eva Rakovska).

For screening antimicrobial activity were determined the growth curves by using turbidimetrie
for bacteria and direct treetment metod of cells number for yeasts. Antimicrobial effects were
confirmed aplication with diffusion pit method on the agar ranges.

From the results flow the testing extracts and macerates from stevia analysed antimicrobial
effects. The best effect was demostrated on macerates and the most sensitive was bacteria
Micrococcus luteus with the best inhibitoring effects.

KLICOVA SLOVA

Stevia rebaudiana Bertoni, ristova kfivka, antimikrobidlni U¢inky, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus, Geotrichum candidum, Hansenula anomala

KEYWORDS

Stevia rebaudiana Bertoni, growth curve, antimicrobial effects, Bacillus cereus, Micrococcus
luteus, Geotrichum candidum, Hansenula anomala
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1 UVOD

V soucasné dobé je velky zdjem o vyrobky obsahujici latky ptirodniho ptivodu, které maji
ptiznivy vliv na zdravi ¢lovéka. Pfredmétem studia je vyzkum antimikrobidlnich ucinka téchto
latek a jejich vyuziti v potravinarském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu.

Stevia rebaudiana Bertoni je tropickd rostlina plivodem z jihoamerického kontinentu. Stévie
cukernd obsahuje latky - diterpenové glykosidy, predevSim steviosid, rebaudiosid A,
rebaudiosid C a dulkosid A, které jsou az 300krat sladsi nez sacharosa. Proto jsou stévie, jeji
extrakty a steviosid pouzivany jako sladidlo v nékterych zemich Ameriky, Asie a EU.
Péstovani stévie a produkce steviosidu ptfindsi velky narodohospodaisky efekt, v dusledku
vysoké vytéznosti. Stévie je bezpecna pro diabetiky, lidi trpici fenylketonurenii a u obéznich
lidi dochdazi ke snizeni télesné vahy. Tato rostlina ma pozitivni G¢inek na hladinu cukru v krvi,
hodnoty krevniho tlaku, kardiovaskuldrni systém, traveni a pokozku. Steviosid vykazuje
nulovou energetickou hodnotu, neobsahuje uhlohydraty, nahrazuje vSechna uméla sladidla,
navic se vtéle neukladd v podobé tukli, neprispiva k artréze a neovliviiuje koncentraci
cholesterolu a triacylglyrida v krvi.

Studie ukazaly, Ze stévie vykazuje antimikrobialni G¢inky. Extrakty ze stévie inhibuji rast
zubniho plaku a potlacuji rlst bakterii zplisobujicich zubni kaz a zanét dasni (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei a Streptococcus mutants). Dale je prokazano, ze extrakty ze
stévie cukerné inhibuji replikaci vSech Ctyt serotypti viru Rotavirus.

Stévie ma Siroké uplatnéni v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu
v Americe a Asii. V Evropé€ uziti stévie neni zatim rozsifeno, v disledku zakazu potravinové
komise EU o pouzivani stévie, na zdklad¢ nedostateCnych studiich prokazujicich zdravotni
nezavadnost této rostliny.

Tato diplomova prace je zaméfena na studium a ovétfeni antimikrobidlnich U€¢inkt a sestrojeni
rustovych kiivek extraktli a maceratii ze suSené stévie cukerné na vybrané mikroorganismy,
které jsou ¢astymi potravinovymi kontaminanty.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Stévie cukerna — Stevia rebaudiana Bertoni

2.1.1 Historie, ptivod a rozSifeni

Rostlina Stevia Rebaudiana Bertoni pochéazi z jihoamerického kontinentu, z oblasti kolem
feky Parand, kterd protéka uzemim Brazilie i Paraguaye, kde je odnepaméti pouzivana jako
sladidlo a 1é¢ivo indiany kmene Guarani, ktefi ji fikaji ,,kd — hi* (sladka trava) [1, 2, 3].

Poprvé popsal stévii v roce 1887 paraguaysky ptirodovédec dr. Bertoni. Teprve v roce
1931 vSak francouzsti chemici Brindell a Lavielle ziskali z listi této rostliny bilou
krystalickou latku — steviosid, se sladivosti az 300krat vyssi nez sacharosa. V roce 1971 byla
semena stévie dovezena z Brazilie do Japonska a zacala se pokusné péstovat predevSim na
ostrové Hokkaido. O Sest let pozd¢ji zde zacala firma Maruzen Kasei Co. vyrabét extrakty ze
stévie na obchodni bazi. V soucasné¢ dobé je rozhodujicim svétovym producentem
Japonsko, kde se ro¢né sklizi n€kolik desitek tisic tun suchych listl a vyrabi se asi 3 000 tun
sladidla. Stévie se rozsifila i do ostatnich oblasti vychodni a jihovychodni Asie
(Cina, Korejska Republika, Thajsko, Vietnam). Mimo uvedené zemé se péstuje také v USA
(Kalifornie), ale i v oblastech mirného pasu, napf. na Ukrajin¢ a v Bulharsku, zkousela se
péstovat 1 v Némecku. Téméf pét let probihaly pokusy s jejim péstovanim také u nds, a to
s kladnymi vysledky [3, 4, 5].

2.1.2 Botanicky popis

Tab. ¢. 1: Taxonomickeé rozdeleni [6]

fise rostliny (Plantae)

podiise cévnaté rostliny ((Tracheobionta)

odd¢leni krytosemenné (Magnoliophyta)

ttida vys$S§i dvoudélozné(Rosopsida)

rad hvézdnicotvaré (Asterales)

Celed’ hvézdnicovité (4steraceae)

rod stevia (Stevia)

druh rebaudiana

kultivar Bertoni

synonyma stévie sladka, stévie cukerna,
sladka trava, medové listky

Stévie je viceletd bylina, jejiz stonek dosahuje vysky 0,3 - 1,8 m a hojné se vétvi. V mladi
jsou stonky a listy husté chlupaté, pozdéji je odéni tidsi. Kofenovy systém se rozklada mélce
pod povrchem pldy a je pomérné slaby, je také jedinym organem rostliny, ktery neobsahuje
sladké latky. Listy jsou vstiicné, svétle az tmavé zelené, s ¢epeli 3 — 8 cm dlouhou a 3,5 cm
sirokou, uzce deltovité az obvejlité a v horni &asti vyrazné vroubkované. Ubory jsou
rozlozeny ve vrcholové ¢asti stonku i1 vétvi a tvofi je 3 - 5 trubkovitych kvétd. Ty jsou


http://cs.wikipedia.org/wiki/Krytosemenn%C3%A9
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Stevia&action=edit

oboupohlavné, drobné, bilé az nariizovelé. Plod je drobna tmavé hnédd nazka s chmyrem,
ktera se snadno prenasi vétrem [3, 5].

Obr. ¢. 1 : stévie cukerna (1 — cast rostliny, 2 — list, 3 — kvetenstvi, 4 — kvet, 5 — plod) [5, 7]

Stévie je teplomilna rostlina, naro¢na na vodni rezim. V misté pivodniho rozsifeni (Paraguay,
Brazilie) roste v oblastech s ro¢nim thrnem srdzek 1000 mm v nadmotiské vySce 200 az
600 m. KIic¢i pii teploté 20 °C, pfevazné na svétle. Pii teploté 8 °C zastavuje rlist nadzemni
fytomasy. Na Slovensku ma nejvhodnéjsi podminky v hlinito-pisCitych pidach s
regulovanym obsahem humusovych latek a nizkym obsahem Zivin, s pH 4,5-6,5, na nivnich
a Caste¢n¢ zamokienych pidach, okrajich mocali. Stévie ma mensi naroky na svétlo - je
fotoperiodicky kratkodenni. V podminkach kratkého dne s vysSimi teplotami kvete
a poskytuje vyssi urodu listu se zvySenym obsahem uc¢innych latek. V podminkach dlouhého
dne nekvete [8, 9].

Stéviova nat’ - Herba stevii: Nat’ se sbird v nasich podminkéach ufezdvanim cca 50 mm nad
povrchem pudy pied pfichodem mrazd. Susi se v malych vrstvach na stinném a vzdusném
misté. Pfi pouZiti umélého suSeni nesmi teplota piesahnout 40 °C. Pomér usuSeni je 5:1.
Uroda suchych listf je 1,0 - 2,0 t na hektar [36].

Stéviovy list - Folium steviae rebaudianae: Castéji se sbira jen samostatny list, ktery se po
ususeni naté zdrhuje [9].

Stévie byla pivodné jednoletou rostlinou, ale riznymi Slechtitelskymi postupy se zaradila
mezi viceleté. Je propracovana technologie péstovani v jednoletém i ve viceletém cyklu
a technologie vegetativniho mnoZeni pomoci zelenych tizk{, fizkd kofenti, odnozi a dalSich
vegetativnich ¢asti rostlin véetné metody in vitro [8].



Vyuziti pidy pfi péstovani stévie je asi dvacetindsobné ve srovndni s cukrovou fepou nebo
cukrovou titinou. Péstovani stévie a produkce steviosidu pfinasi velky narodohospodaisky
efekt, nebot’ na jednom hektaru porostu stévie — vynos 2t suSiny, vytéznost steviosidu
6 % — muze nahradit minimalné 10 ha porostu cukrové fepy — vynos 30 t/ha s vytéznosti
cukru 12 % — pfi jiz zminéné urovni [3].

Keftik stévie dospiva po cca 14 - 17 tydnech, pficemz z jediné dospélé rostliny lze ziskat
cca Y5 kg susSiny ro¢né. To je ekvivalent asi 100 az 150 kg cukru. Lze ji péstovat i u nds. Musi
byt ale pfedpéstovana a pak vysazena na slunném, teplém a bezvétrném misté. Usp&iné jsou
pokusy ji péstovat i ve skleniku a jako hrnkovou rostlinu v byté. S poklesem teploty nat ale
uvada. Oddenky a kotfeny ptezimuji pii 5-10 °C pfi velmi omezené zalivce [8].

Je zde moZzné dosdhnout vynosu aZ Stun suché hmoty z hektaru pifi obsahu
5-11 % steviosidu. Hmotnost tisice semen je 0,3 az 0,4 g. Semena rychle ztraci kli¢ivost,
ktera je pomérné nizka 40 az 60 %. Kliciva schopnost semen trva 6 az 8§ mésicu. Je jednou ze
150 druhti rodu Stevia, ovSem jen tento druh obsahuje sladké stavy [8].

2.1.3 Pouziti

Stévie cukernad, jeji extrakty a steviosid jsou pouZivany jako sladidlo v Jizni Americe, Asii,
Japonsku, Ciné a v riznych zemich EU. PouZivani sladidla na bazi steviosidu lze pouzit ke
slazeni potravin a ¢ajl, napoji, v cukrafstvi a konzervarenském primyslu. Vykazuji nulovou
energetickou hodnotu a neobsahuji uhlohydraty. Steviosid nahrazuje vS§echna uméla sladidla,
ale na rozdil od umélych sladidel nema karcinogenni G¢inky a na rozdil od bilého cukru
nepfispiva k artroze a neuklada se v téle v podobé tuku a na rozdil od soji neovliviiuje
koncentraci cholesterolu a triacylglyceridii v krvi [5].

Steviosid je také pouZivan pii vyrob& zubnich past, Ustnich vod a Zvykacek, nebot’ likviduje
fadu patogennich bakterii ustni mikroflory. Steviosid a aglykon steviol ovliviiuje tfadu
mitochondridlnich funkci, a to pfedev§im naruSenim dil¢ich pochodii oxida¢ni fosforylace.
Studie ukazali, ze steviosid ma antimikrobidlni U¢inky, které 1épe vyniknou v kombinaci
s fepikem, tymidnem, Salvéji a listem pravého Cajovniku, 1€¢i kozni problémy: aplikuje se na
akné, dermatitis a ekzém [5].

Drcené listky, jednoduse ptipravené extrakty nebo i rafinovany steviosid se pouzivaji jako
sladidlo, které je vhodné pro diabetiky, osoby s vysokym krevnim tlakem, pacienty
s fenylketonurii' a lidi trpici nadvahou.

! pacienti trpici fenylketonurenii nemohou pouZivat aspartam a podobna peptidova néhradni sladidla obsahujici
aminokyselinu fenylalanin, protoze tuto kyselinu nedokazi rozstépit
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2.2 Piehled zdravotné vyznamnych liatek obsaZenych ve stévii

24

glykosidy. Mezi hlavni glykosidy patii steviosid, rebaudiosid A, rebaudiosid C a dulkosid A.
Uvedené latky odpovidaji dohromady 5 — 10 % vahy suSeného listu. Ostatni slozky jako
steviolbiosid, rebaudiosid B, D, E a F jsou obsazeny v niz§ich koncentracich [4, 10, 11].
Tab ¢. 2.

Alkalickou hydrolyzou sladkych glykosidu lze ziskat glykosidicky aglykon nazyvany steviol,
jehoz biosyntetickym prekurzorem je kyselina ent — kaurenova. Tato kyselina je také jednim
z intermediati pfi  syntéze giberelini. Od néazvu steviol se glykosidy nazyvaji
steviolglykosidy.

Z listi stévie cukerné byly izolovany 1 nesladké glykosidy, sterebiny, flavonoidy,
fenylpropanoidy, longipininy, organické kyseliny (vinna, citronovd, mravenci, mlécna,
jable¢na, jantarova) a pigmenty (chlorofyl a a b, B — karoten) [4].

obecny vzorec steviolglykosidii [1]
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Tab ¢. 2: Sladké diterpenické glykosidy obsazené v listech stévie cukerné [1, 2]

Nazev slou¢eniny R, R,
Steviosid B-Glc B-Glc>™—B-Glc'

B-Gilc™—p-Gic'
Rebaudiosid A B-Glc I°

B-Gle

B-Gle?™ -Gk’
Rebaudiosid B H I?

B-Gl

p-Gk*—a-Rha'
Rebaudiosid C B-Glc ’

B-Gile

B-Glc™—p-Gic'
Rebaudiosid D B-Glc>—B-Glc! I®

B-Gle
Rebaudiosid E B-Glc>—B-Glc! | B-Glc>—B-Glc!

p-Gle™—f3-Xy!
Rebaudiosid F B-Glc I’

B-Gike
Steviolbiosid H B-Glc>—B-Glc'
Dulcosid A B-Gle B-Glc>—o-Rha'

Glc-glukosa, Rha-rhamnosa, Xyl-xylulosa

Tab. ¢. 3 : Viastnosti diterpenovych glykosidii a jejich derivatii [2, 12]

. , Specificka | Molekulova . Prtimérny obsah
Diterpenovy o - Sladivost , Rozpustnost ve
glykosid t, (°C) otac;jvost hmotnost (sacharosa =1) v suchych listech vods (%)
[alp”(°) [ (g/mol) (%)
Steviosid 197-198 -30.9 804 150 — 300 5-22 0.13
Rebaudiosid A | 242-244 -20.8 966 250 - 450 1,5-10 0.80
Rebaudiosid B | 193-195 -45.4 804 300 - 350 0,4 0.10
Rebaudiosid C | 193-195 -29.9 958 50-120 0,4 0.21
Rebaudiosid D | 283-286 -22.7 1128 200 - 300 0,03 1.00
Rebaudiosid E | 205-207 -34.2 966 150 - 300 0,03 1.70
Steviolbiosid 188-192 -34.5 642 100 - 125 0,03 0.03
Dulkosid A 193-195 -50.2 788 50-120 - 0.58
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2.2.1 Biosyntéza steviolglykosidi

Biosyntéza steviolglykosidil je odvozena od biosyntetické drahy kyseliny mevalonové. Ta je
zakladni metabolickou drahou, kterda poskytuje 2 pétiuhlikaté stavebni molekuly:
isopentenylpyrofosfat (IPP) a dimethylallylpyrofosfat (DMAPP), které jsou nezbytné pro
syntézu vsSech isoprenoidnich sloucenin. Klicovym enzymem pro biosyntetickou cestu
mevalonové kyseliny je HMG-Co A reduktasa. Biosyntéza byla lokalizovdna v plastidech
bunck stévie. Pocateni kroky vedouci k steviolglykosidim jsou identické s biosyntézou
giberelind, ale pozdé¢ji se rozchdzi s cestou giberelinli a kaurenu. Kauren je pfeménén na
steviol, ktery je nasledné glykosylovan nebo rhamnosylovan k tvorbé zakladnich
steviolglykosidl. Kvalita chuti a sladivosti rhamnosylovanych glykosidi je nizsi nez jejich
glykosylované protéjsky. Steviol je produkovan hydroxylaci ent-kaurenové kyseliny v poloze
C-13.[4, 11].

Shibata a kol. r. 1995 izolovali z extraktu stévie glukosyltransferasy. Tyto enzymy ptipojuji
glukosylové zbytky na molekulu aglykonu — steviolu, resp. steviolglykosidi. Mezi izolované
enzymy patii GTasa [, GTasa IIA a GTasa IIB, li$i se svoji G¢innosti a substratovou
specifitou. GTasa I (M, = 51 000 g/mol) vykazuje substratovou specifitu pro steviol a s nizsi
ucinnosti 1 pro steviolmonosid. Isosteviol neni GTasou I glykosylovan stejné jako
steviolbiosid (13-O-B-soforosyl-steviol), steviosid a rebaudiosid A. Vhodnym substratem pro
GTasu ITA (M; = 260 000 g/mol) je isosteviol a steviol, pro ktery enzym vykazuje velice
nizkou aktivitu. GTasa IIB (M; = 61 000 g/mol) ma ve srovnani s GTasou I podstatné Sirsi
substratovou specifitu. Vhodnym substratem jsou steviol, steviolmonosid, steviolbiosid
a steviosid. Steviol ma 2 mista (hydroxyl na C;3 a karboxyl na Cj9), kam se miize navazat
glukosa pfi vzniku glykosidi. GTasa I katalyzuje ptenos glukosy z UDP-glc na hydroxylovou
skupinu na uhliku C;; steviolu a steviolmonosidu (steviol-13-O-glukopyranosa). GTasa 1IB
provadi glykosylaci jednak na hydroxylové skupiné na uhliku Ci3, ale také na karboxylové
skupiné uhliku Cy9, k niz ma vétsi afinitu. [4].

Enzymy GTasa I a GTasa IIB maji optimalni hodnotu pH 6,5 a GTasa IIA 7,0. Oba enzymy
také Ucinn€ plsobi na vSudypiitomné flavonové aglykony, quercetin a kemferol. GTasy
vyuzivajici UDP-glc se nachazeji v podstat¢ ve vSech vyssich rostlindch a konjugacéni reakce
katalyzované témito enzymy hraji vyznamnou fyziologickou roli. Glukosylace je dilezitym
krokem pro syntézu flavonoidnich glykosidi, které jsou nejrozsifenéj$i a nejrozmanitéjsi
skupinou sekundarnich metabolitli u rostlin [4] (Obr. ¢. 2).
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2.2.2 Steviosid

Steviosid je hlavni sladkou slozkou stévie cukerné. Je to bily krystalicky glykosid, 300krat
slads$i nez sacharosa (0,4% roztok). Je sloZzeny z jedné molekuly steviolu (kysely aglykon
steviosidu), diterpenového karboxylového alkoholu a tfi molekul glukosy. Ve struktufe
steviosidu je jedna sacharidovéd jednotka (B-D-glukopyranosa) navdzana na karboxylovou
skupinu, druha karboxylova jednotka je soforosa (B-D-glukopyranosyl-p-D-glukopyranosa)
navazana na kyslik z hydroxylové skupiny steviolu. Enzymové katalyzovanou hydrolyzou
steviosidu vznika aglykon steviol a kysele katalyzovanou hydrolyzou steviosidu vznika
isosteviol. Zmydelnénim steviosidu velmi silnou zdsadou vznika steviolbiosid [11].

Obsah steviosidu je nejvétsi praveé v listech a ¢ini obvykle mezi 3 a 10 % suché hmotnosti.
Jednim z mnoha ciniteld ovliviiyjicich produkci steviosidu je vliv délky dne a intenzita
dopadajiciho svétla. Pfi kratkém dni je podporovano kveteni, zatimco za dlouhého dne je
produkovana biomasa a ukladan steviosid. Jako dalsi aspekt ovliviiujici obsah steviosidu je
vliv teploty kultivace. Nejvyssi produkce steviosidu bylo dosazeno pii teplotdch kultivace

cv v

a 10 °C v noci. [8].

2.2.2.1 Fyzikdlné — chemické vlastnosti a biosyntéza steviosidu

V cisté formée je steviosid bila krystalicka latka s teplotou tani 197 — 198 °C, molekulovou
hmotnosti 804,881 g/mol a se sumarnim vzorcem CssHeoO;s. Jeho systematicky nazev je
odvozen od steviolu: 13-O-(2-B-glukosyl-B-glukosyl)-19-O-B-glukosylsteviol, nebo-li
13-0O-B-soforosyl-19-O-B-glukosylsteviol. Je rezistentni ke kyselé hydrolyze. Krystaly staci
rovinu polarizovaného svétla: [a]*p= - 30,9° (pyridin, ¢ = 0,56), a v oblasti IR (KBr) jsou
ziskana absorpéni maxima pfi nasledujicich vlno&tech v [em™] charakteristickych pro danou
funkéni skupinu: 3390, 2930, 1730, 1080. Je caste¢né rozpustny ve vod¢ 1 g se rozpusti
v 800 ml vody, jen 2 g se daji rozpustit v 100 ml vody pfi teploté 30 °C, ale je rozpustny
v dioxanu a malo rozpustny v ethanolu [8].

Pevny steviosid je stabilni pii pH 3 az 9 a pii teplot€¢ 100 °C po dobu jedné hodiny, k rozkladu
dochazi pfi teplotdch nad 140 °C. Vodny roztok steviosidu je pozoruhodné stabilni pti pH 2
az 10 za teploty 80 °C, ale vsilné kyseliné (pH = 1) je pozorovan vyznamny pokles
koncentrace steviosidu. Steviosid je dlouhodobé¢ stabilni pii pokojové teploté [8, 12].

V rozsahlych studiich steviosidu inkubovaného po dobu 3 mésict pii hodnotach pH 2 az 8

a teploté kolisajici od 5 do 90 °C, nebyl zaznamenan jeho rozklad na steviol, coz ukazuje na
vysokou stabilitu pii vatfeni, skladovéani a vyrobnich procesech [4, §].
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Ent-kaurenovy skeleton steviosidu a gibereliny jsou tvofeny ptes
2-C-methyl-D-erythriol-4-fosfat cestu. V prvnim kroku cesty
1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat syntasa (DXS) a 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat reduktoisomerasa
(DXR) jsou geny enzymové katalyzy klonovany pouzitim reverzni transkriptasy PCR. DXS
a DXR ze stévie obsahuji N-termindlni plastid cilené sekvence a vykazuji vysokou homologii
k ostatnim zndmym rostlinnym DXS a DXR enzymtm [11].

Kim a kol. r. 1996 naSel vysokou aktivitu HMG-CoA reduktasy, klicového enzymu
biosyntetické cesty mevalonové kyseliny. Ta je zdkladni metabolickou drahou, kteréd
poskytuje  dvé  pétiuhlikaté  stavebni  molekuly, isopentenylpyrofosfat  (IPP)
a dimethylallylpyrofostat (DMAPP), které jsou nezbytné pro syntézu vsSech isopernoidnich
sloucenin. Biosyntéza byla lokalizovana v plastidech bunék stévie cukerné [4, 11].

2.2.2.2 Biologické testy ucinkii steviosidu na organismus

Akutni a chronicka toxicita

Toxikologie a bezpecnost steviosidu pouzivaného jako sladidlo bylo neddvno zhodnoceno
Geuns a Huxtable r. 2002. ADI” je 7,94 mg steviosidu/kg t&lesné hmotnosti &lovéka. To
znamena 476 mg pro dospélého ¢loveka o hmotnosti 60 kg a 160 mg pro dit€¢ o hmotnosti
20 kg. Tato hodnota ADI by ale méla byt povazovana za minimalni hodnotu, protoze autofi
neprovedli test koncentrace steviosidu pifi hodnoté vyssi nez 793 mg/kg télesné hmotnosti

[11].

?Acceptable Daily Intake — piijatelna denni davka
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Steviosid mél velmi nizkou akutni ordlni toxicitu na mysich, potkanech a kieccich. Letalni
davka LDsg byla zjisténa mezi 8,2 a 17 g/kg télesné hmotnosti. Pi studiu chronické subakutni
toxicity na potkanech po dobu 3 mésict byla stanovena hodnota NOEL® na 2.5 g/kg t&lesné
hmotnosti ¢lovéka. Z néj byla vypocitdna hodnota ADI 25 g/kg télesné hmotnosti ¢loveka
(bezpecnostni faktor 100) [11].

Metabolismus

Bylo prokézéano, ze zddny ze zazivacich enzymi gastroinestindlniho traktu zvifat a cloveka
neni schopen odbourat steviosid na steviol. Bakterie izolované z lidského stfeva jsou schopné
pfeménit steviosid na steviol in vitro, ale nebylo to prokézéno i v ptipad€ in vivo, ani ze
steviol tvofeny ve stfevech, je jimi pfimo vstiebavan [10, 11, 16, 17]. Studie s kohouty a
kutaty ukdzaly, Ze steviosid je vyloucen z téla nezménén. Ale u prasat byl ordln¢ podavany
steviosid zcela pfeménén na steviol, ktery byl jedinym metabolitem ve fekaliich. Ale ani
steviosid ani steviol nebyly nalezeny v krvi [4, 10, 11, 16, 17].

Déle bylo prokazano v experimentu, ze bakterie lidského stfeva tvoii epoxid steviolu in vitro,
ktery je znovu metabolizovan na steviosid. In vivo tvorba epoxidu se nebude vyskytovat
v disledku anaerobnich podminek lidského stfeva. Steviol je tedy pouze metabolitem stfev
a neni dale vstfebavan a metabolizovan. Epoxid steviolu byl testovan na mutagenitu a ukazal
se byt inaktivni [4, 10, 11, 16, 17].

Steviosid je metabolizovan v jatrech a prostfednictvim ZIuci je exkretovan [8].

Karcinogenita

U steviolu byl prokazan slaby mutagenni ucinek (90 % Ccistota) na Salmonella typhimurium
TM 677, ale tento vysledek nepoukazuje na karcinogenitu steviosidu pouzivaného jako
sladidlo. Bezpecnost ordln¢ podavaného steviosidu ve vztahu ke karcinogenni aktivité je
zpracovana Yamada a kol. r. 1985, Xili a kol. r. 1992, Todyoda a kol. r. 1997 a Hagiwara
a kol. r. 1984 na krysach. V roce 1999 JECFA uvedla, Ze nebyl zaznamendn zddny naznak
karcinogenity steviosidu [10, 11].

Teratogenita

Planas a Kuc r. 1968 zaznamenali, ze 5% roztok extraktu z listi stévie ma silné nezadouci
ucinky na plodnost u samct a samic krys. Vysledky poklesu poctu narozenych Zivych mlad’at
u krys vlivem extrakti z listd stévie byly vyvraceny Shiotsu r. 1996, ktery provedl vice
pokust s vice zvifaty pouzitim metod podobnych metoddm Planase a Kuce. Nebyly nalezeny
zadné ucinky steviosidu na plodnost nebo na rozmnozovani u mysi, krys a kieckt [11].

3 No Observed Effect Level — hladina bez pozorovaného uginku
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Nebyl pozorovan zadny vyznamny ucinek steviosidu na spermatogenezi a na intersticialni
bunééné déleni testovanych F344 potkani krmenych porcemi obsahujicimi vice jak
1 % steviosidu (95,2% cistoty) po dobu 22 mésict [11].

Melis r. 1999 uvedl mozny pokles plodnosti samct krys vlivem velmi vysoké davky extrakth
z listi stévie, Oliviera-Filho a kol. r. 1989 pracovali s extrakty spodobnym slozenim
steviosidu a na zdkladé vysledkl uvedl, Ze lze vyloucit G¢inek na plodnost samct. PouZzité
koncentrace extraktu byly extrémné¢ vysoké, na zacatku experimentu az 5,34 % télesné vahy
(5,3 g steviosidu/kg télesné véhy). Pro dospélého cloveéka véazicitho 65 kg to znamena
3,47 kg susenych listi stévie nebo 34,7 kg Cerstvych listi stévie na den, to znamena vice nez
50 % télesné vahy [4, 11].

Pfi podédvani steviosidu slepicim a vstiiknuti steviosidu do vaji¢ka, nebyl pozorovan Zadny
ucinek steviosidu na plodnost, rozmnozovani, pocet plodl, plodnost potomstva, piijem
potravy, pfiristek hmotnosti, snaSeni a slozeni vajec [11, 12].

Nutricni vyznam

Boeckh-Haebisch 1. 1992 uvedli, ze koncentrované extrakty zlisti stévie mohou byt
pouzivany ke slazeni zdravymi lidmi stejné jako diabetiky. Stévie je také bezpecna pro lidi
trpicimi fenylketonurenii. U obéznich lidi dochézi ke snizeni télesné vahy konzumaci stévie
nebo potravin obsahujicich steviosid, které maji pfiznivy G¢inek na vyvazeny denni piijem
potravin a zdravi lidi [11].

Curi a kol., r. 1986 uvedli, ze extrakty z 5 g susenych listi stévie podavanych 3krat denné
zdravym lidem snizily jejich hodnoty glukosy v krevni plazmé [4].

NitroZilni podavani steviosidu (95% ¢istoty) v davkach 50, 100 nebo 200 mg/kg télesné vahy
mélo za nasledek vyrazny pokles krevniho tlaku u hypertenznich krys, bez negativnich t¢inkt
na srdce [11].

Pti studiich steviosidu poddvaného cloveku 3krat denné v davkéach 250 mg po dobu jednoho
roku byl po 3 mésicich zaznamenan pokles systolického a diastolického tlaku, ktery
ptetrvaval po dobu jednoho roku. Biochemické parametry krve vcetné lipidi a glukosy
zustaly nezménéné [4, 8, 18].

Pouziti

Steviosid je na trhu proddvan pod riiznymi obchodnimi nézvy jako steviosin (pod timto
obchodnim nazvem je prodavan v Ciné a Japonsku), stevin, eupatorin a rebaudin. Je soudasti
nékterych smési sladidel uréenych pro diabetiky [8].

Steviosid je termostabilni sloucenina, takZe je mozné ho pouZit pii pfipravé riiznych tepelné

upravovanych pokrmi. Svij vyznam nalezl hlavné pii slazeni nejrtiznéjSich pokrmu jako
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napt. pfi pfipravé motskych ZivocCichii, zeleniny naklddané na kyselo, dezerti a jinych
cukratrskych vyrobkd a dale ke slazeni dietnich nealkoholickych napoji ¢i jako soucast
polyherbalnich ¢ajii. Ve farmaceutickém primyslu mize byt pouzit k potahovani tablet
(3, 4, 8].

Viiv steviosidu na hodnotu krevniho tlaku a cukru

Steviosid je vhodny pro obé formy diabetu, pacienty trpici fenylketonurenii a pro lidi trpici
obezitou. Nebyly zjisténé zadné alergické reakce.

Oviedo a kol. r. 1970 zaznamenali pokles hodnot krevniho tlaku o 35,2% uZ po
6 — 8 hodinach po podani extraktl z listd stévie. Déle uvedli, ze stévie nesnizuje hodnoty
krevniho tlaku u zdravych jedinci [4].

Hsieh a kol. r. 2003 zaznamenali snizeni systolického 1 diastolického tlaku u hypertenznich
lidi (ve veéku 20 — 75 let) v dtsledku podavani 250 mg steviosidu 3krat denné po dobu 2 let.
Ve zkuSebni skupiné lidi byl primérny krevni tlak na zacatku studie 150/95 a na konci
140/89 [18].

Daéle byl zaznamenan posilujici uc¢inek na kardiovaskularni systém pii dlouhodobém uzivani
stévie [4].

Viiv steviosidu na mikroorganismy

Steviosid in vitro nepodporuje rist mnoha mikroorganismt odpovédnych za tvorbu zubniho
kazu (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei a Streptococcus mutants). V koncentraci
102 M dochazi k inhibici aktivity dextransacharasy produkované bakterii S. mutants. Z toho
divodu muize steviosid pusobit pfi prevenci vyskytu zubniho kazu a je spolu s ostatnimi
steviolglykosidy ptidavan do zubni pasty a stni vody [8].

Steviolglykosidy ptidavané do koupelovych a koznich pfipravkli pomdahaji pii 1€¢bé
alergickych a atopickych dermatitid, ekzému, hrubé a suché pokozky [4].

2.2.3 Steviol

Steviol je diterpenoidni aglykon. Systematicky nazev steviolu je
ent-13-hydroxykaur-16-en-19-ova kyselina, ktera vznikd po hydrolytickém odStépeni
sacharidovych jednotek. Jeho teplota tani je vrozmezi 245 az 246°C, sumarni
vzorec CyoH3003, molekulova véha M; = 318 g/mol a voblasti IR (KBr) byla zjiSténa
absorpéni maxima pii nasledujicich vinoétech v [cm™] charakteristickych pro danou funkéni
skupinu: 3450, 3250, 1185, 1090, 1025, 875 [8].

Steviol vykazuje aktivitu podobnou ristovému faktoru giberelinu. Tento poznatek uvetejnili
ve své praci Ruddat a kol r. 1963 v pokusu s péstovanim kukufice in vitro na médiu

19



s giberelinem A3 v koncentraci 1 mg/l a na médiu se sodnou soli steviolu (100 mg/1). Stejného
ucinku giberelinu na rast kukutice bylo dosazeno 100krat vyssi koncentraci steviolu (jako
kontrola byla kultivovana rostlina na médiu bez hormonti) [8].

Steviol je kauranovy derivat a je prekurzorem, ktery miize byt konvertovan na gibereliny.

vzorec steviolu [15, 19]

2.2.3.1 Kaurany a Gibereliny

Kaurany jsou diterpeny s rigidni tetracyklickou strukturou. V ptirod¢ se vétSina kauranovych
derivati vyskytuje ve formé kaurenu. Kauren je téz inntermediatem biosyntézy fady
rostlinnych a houbovych metabolitl, véetné giberelini a diterpenovych alkoholti. Kaurany
jsou v rostlinach velmi rozsifené a vykazuji vyznamnou biologickou aktivitu vCetné toxicity
[20].

Gibereliny patii mezi terpeny s 18 az 20 uhliky ve 4 kruhovych systémech a nejméné jednou
karboxylovou skupinou, to znamena tetracyklické diterpeny. Oznacluji se zkratkou GA
(Giberellic Acid) s ¢iselnym indexem.

Syntéza giberelinii in vivo vychazi zacetadtovych skupin, ze kterych se tvoii kyselina
mevalonova a isopentenpyrofosfat, jako zakladni stavebni prvek vSech terpenti. Degradace
giberelinii v rostlinach je velmi pomald, ale Casto dochazi k inaktivaci vazbou s jinymi
slou¢eninami. Konjugaty s glukosou (glukosidy) jsou velmi dilezitou zasobni formou
giberelint.

Gibereliny jsou skupinou fytohormoni, které maji mnoho funkci v regulaci ontogeneze [21].

2.2.3.2 Mutagenita

Pezzuto a kol. zaznamenali, Ze metabolicky aktivni steviol je mutagenni. Steviol je mutagenni
jako dusledek bioaktivace. V pfitomnosti metabolického aktivacniho systému je steviol
mutagenni v Salmonella typhimurium a v lidskych a krysich mikrosomech. Strukturni analogy
steviolu, ve kterych je dvojnd vazba mezi uhliky Ci¢ a C;7 prostorové zakrytd nebo
redukovand, nejsou aktivni mutagenasy.

Za mutagenni vlastnosti miize hydroxylova skupina na uhliku C,s. Provede-li se acetylace této

hydroxylové skupiny, eliminuji se mutagenni ucinky steviolu, coz odpovida vzorci kyseliny
ent-kaurenové, kterd nevykazuje mutagenni vlastnosti.
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Aktivovany metabolit steviolu nebyl jesté identifikovan a neni znamo, ze by aktivace steviolu
mohla u ¢lovéka nastat [22].

2.2.3.3 Metabolismus

Steviosid mtze byt degradovan na steviol bakteriemi slepého stieva (u mysi, krys, kiecka
a kurat) a nebo bakteriemi tlustého stieva (u prasat a lidi). Bakterie lidského tlustého stieva
16,17a-epoxid steviolu preménuji na steviol in vitro, ktery je zpét metabolizovan na
steviosid.. In vivo se epoxidova pfeména nebude uskutecniovat u lidi diky anaerobnim
podminkam lidského tlustého stfeva. Steviosid se po pfeméné¢ na steviol absorbuje skrz
gastrointestalni trakt a steviol je jen metabolitem fekalii a neni dale metabolizovan a nebyl
nalezen v krvi. Uplné vyloudeni steviolu lidskymi mikrosomy je 4krat nizsi nez krysimi
mikrosomy [10, 11].

LDsg steviolu (90% cistoty) u kieckll je 5,2 u samic a 6,1 g/kg télesné vahy u samcti [10].

Bylo zjisténo, Ze steviol inhibuje oxidativni fosforylaci v jaternich mytochondriich potkant
a také aktivitu enzymui intestindlnich mitochondrii, coz se projevuje poklesem aktivity
NADH-cytochrom c reduktasy a cytochrom oxidasy, a to ma za nasledek pokles intestinalniho
muko6zniho ATP. Tento pokles ATP ma pravdépodobné za nasledek snizeni absorpce glukosy
[10].

2.2.4 Rebaudiosidy a ostatni steviolglykosidy

Rebaudiosid A

Rebaudiosid A mé& na uhliku C;9 navdzanou jednu glukosu v poloze B a na uhliku
C,3 rozvétveny oligosacharid se tfemi glukosami vazanymi 3 do poloh 2 a 3 vétvici glukosy.
Rebaudiosidu proto odpovida systematicky nazev
2'-0-B-glukosyl-13-O-B-soforosyl-19-O-pB-glukosyl-steviol a ma  sumarni  vzorec
C44H70023 . 3H,0. Jeho teplota tdni je vrozmezi mezi 242 az 244 °C a krystalizaci
z methanolu vznikaji bezbarvé jehlickovité krystalky. Krystaly sta¢i rovinu polarizovaného
svétla: [a]** p = - 20,8° (MetOH, ¢ = 0,84) [4, 8].

Hydrolyzou rebaudiosidu A kyselinou vznikd isosteviol a hydrolyzou rebaudiosidu A
s hesperidinem vznika rebaudiosid B. Rebaudiosid A je podstatn¢ vic rozpustny ve vode nez
steviosid, protoze obsahuje dalSi glukosovou jednotku v molekule a je vice stabilnéjsi
v kyselém prostiedi nez steviosid A, je dlouhodobé stabilni pii pokojové teplote.
U rebaudiosidu A se prokazalo nejmensi mnoZstvi pachuti (je vice sladky a obsahuje malo
hotkych latek na rozdil od steviosidu a byl zaznamenan jeho rozklad vlivem slune¢niho

svétla. Ma nejptiznivéj$i vlastnosti ze vSech 4 hlavnich glykosidi listii stévie cukerné
(steviosid, rebaudiosid A a C a dulkosid A) [4, 8].
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vzorec rebaudiosidu A [4, 15]

Rebaudiosid B

Rebaudiosid B mé na rozdil od rebadiosidu A na uhliku C;9 hydroxylovou skupinu, ktera
zpusobuje jeho kyselejSi charakter stejné¢ jako u steviolbiosidu. Jeho sumarni vzorec je
CssHgoO15 . 2H,0 a teplota tani je v rozmezi mezi 193 az 195 °C. Krystalizaci z methanolu
vznikaji bezbarvé jehlickovité krystalky, které sta¢i rovinu polarizovaného svétla:
[a]** p=-454 (MetOH, ¢ = 0,96) [8].

OH OH

vzorec rebaudiosidu B [15]

Rebaudiosid C

Rebaudiosid C neboli dulkosid B se od rebaudiosidu A 1i§i ndhradou glukosy vazané na
vétvici glukosu do polohy 2 rhamnosou vazanou a. Jeho sumarni vzorec je C44H7002, . 3H,0
a teplota tani je vrozmezi 235 az 238 °C. Krystalizaci z methanolu v vznikaji bezbarvé
jehlickovité krystalky, které sta¢i rovinu polarizovaného svétla: [a]** p = - 45,4°
(MetOH, ¢ =0,96) [8].
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Rebaudiosid D a E

Rebaudiosid D ptibira oproti rebaudiosidu A jesté jednu glukosu do polohy 2 glukosy vazané
na uhliku Co [8].

Rebaudiosid E ma ve srovnani s rebaudiosidem D o jednu glukosu méné na vétvici glukose
(vdzana na uhlik C,3) v poloze 2 [8].

Rebaudiosid F

Brandle r.1999 separoval sloupcovou chromatografii malé mnozstvi nekrystalického
rabaudiosidu F ze smési rebaudiosidu C a F. Jeho sumarni vzorec je C43Hg3022. Rebaudiosid
F je derivat steviolu s trisacharidovym zbytkem ze dvou molekul glukosy a jedné molekuly
xylulosy navédzané pies kyslik na wuhlik C;;. Staci rovinu polarizovaného svétla
[a]* b =-25,5° (MetOH, ¢ = 1) [8, 22].

Dulkosid A

Dulkosid A je svoji strukturou blizky rebaudiosidu C (dulkosidu B), ale na rozdil od n¢j ma
na vétvici glukose v poloze 3 atom vodiku. Jeho sumarni vzorec je CsgsHgO17 . 2H,0 a teplota
tani je v rozmezi mezi 193 az 195 °C. Krystalizaci z methanolu vznikaji bezbarvé jehli¢kovité
krystalky, které sta¢i rovinu polarizovaného svétla: [a]* b= - 46,7° (MetOH, ¢ = 0,45) [8].

Steviolbiosid

Steviolbiosid je svou strukturou nejpodobnéjsi steviosidu, od n¢hoZ se li§i nahradou glukosy
na uhliku C;9 za vodikovy atom [8].
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2.2.5 Nesladké glykosidy a Sterebiny

Z listi stévie cukerné byly izolovany 3 nesladké glykosidy a to stigmasterol--D-glukosid,
[-sitosterol-B-D-glukosid a apigenin-7-O-p-D-glukosid [8].

Sterebiny jsou latky, které patii do skupiny bisnoditerpenti. Jejich struktura a zakladni
fyzikalné chemické vlastnosti byly stanoveny a publikovany Oshimou a kol. v letech 1986 a
1988. Z listl stévie bylo izolovano a identifikovano 8 neglykosidickych diterpentl, jenZ jsou
oznacované jako sterebiny A az H [8].

McCarvey a kol. r. 2003 izolovali dalSich 6 sterebint z listi stévie (I,J,K,L,M,N) na zaklad¢
chemickych a spektroskopickych metod.
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sterebin E

sterebin R1 R2

A —OH —OH
B —OAcC —OH
C —OH —OAc
D —H —OH

terebin F
/|/ sterebin OH

\)*\/OH

sterebin G

sterebin H

Obr. ¢. 3: Strukturni vzorce sterebinit A, B, C, DE, F, G a H [8].
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2.2.6 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velice rozséhlou skupinou rostlinnych fenoli.
Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvofeného dvéma
benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Bézné byvaji vSechny tfi kruhy
substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se li§i pouze
stupném substituce a oxidace pyranového kruhu (kruh C) [23].

Ptirodni flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosidii, obsahuji tedy ve své
molekule necukernou soucast (aglykon) a cukernou slozku [23].

Flavonoidy jsou pfirodni rostlinna barviva vyznamnd pro svoji chut nebo maji vyznamné
biologické uc¢inky. Jsou vyznamnou soucasti antioxida¢niho systému, zabranuji peroxidaci
lipidd, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou véazat a inaktivovat nékteré prooxidacni
kovové ionty (zelezo, méd’). Antioxidacni aktivita flavonoidl je zavisla na poctu a poloze
hydroxylovych skupin v molekule, vliv m4 i jejich glykosilace [4, 23].

quercetin

vzorce flavonoidii [23]

Biologicka aktivita

Flavonoidni glykosidy jsou velice rozsédhlou skupinou rostlinnych fenolG obsahujicich
v molekule 2 benzenové kruhy spojené tfiuhlikovym fetézcem. V listech stévie byly nalezeny:
quercetin (3,5,7,3",4"-pentyhydroxyflavon), avikularin (quercetin-3-O-a-L-arabinofuranosid),
guayaverin (quercetin-3-O-a-L-arabinopyranosid), quercetin (quercetin-3-O-o-L-rhamnosid),
apigenin-4’-0-glukosid, luteolin-7-0-glukosid, quercetin-3-0O-glukosid,
kemferol-3-O-rhamnosid. Kromé vysSe jmenovanych byl téZ izolovan methoxylovy flavonoid
kentaureidin, ktery byl identifikovan jako 5,7,3’-trihydroxy-3,6,4 -trimethoxyflavon.
Kentaureidin fluoreskuje v UV svétle purpurovou barvou a dale poskytuje absorpéni maxima
pii nasledujicich vinovych délkach: An.x [nm] MetOH: 253, 346; NaOMetOH: 265, 400;
AlCl3: 270, 394; AICI/HCI: 265, 366; NaOAc: 264, 400; H3BOs: 256, 354 [8].
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2.2.7 Fenylpropanoidy

Derivaty kyseliny skoiicové

Ve skupiné latek odvozenych od kyseliny skoficové byly nalezeny kyselina kavova (kyselina
3,4-dihydroxyskoficovd) a kyselina chlorogenova (kyselina 5-kofeinyl-chininova).
Kyselina kdvova ma sumarni vzorec CoHgOs, teplotu tani v rozmezi 206 az 209 °C, v UV
oblasti svétla poskytuje absorpcni maxima pii nasledujicich vinovych délkach: Any.x [nm]
EtOH: 235, 299 [4, 8, 24].

Kyselinu chlorogenovou Ize vyjadfit pomoci sumarniho vzorce CicH309. Jeji teplota tani je
v rozmezi 205 az 207 °C, je opticky aktivni se staCivosti roviny polarizovaného svétla:
[a]p = 32° a v UV oblasti svétla poskytuje absorpéni maxima pii nasledujicich vlnovych
délkach: Amax [nm] EtOH: 240, 298, 325 [4, 8, 24].

0 OH

HO e}
N\__¢
X HO 0
HO
OH
OH HO 0
OH HO
kyselina kavova kyselina chlorogenova

vzorce derivatii kyseliny skoricove [24]

Derivaty kumarinu

Jako posledni podskupina latek izolovanych z listi stévie jsou latky odvozené od kumarinu:
skopoletin (6-methoxy-7-hydroxykumarin) a umbeliferon (7-hydroxy-kumarin) [4, 8].

Skopoletin mé& sumarni vzorec C;oHgOs, teplotu tani v rozmezi 203 az 205 °C, v UV oblasti
poskytuje absorpéni maxima pii nasledujicich vinovych délkach: Amax [nm] v EtOH: 230, 255,
297, 344 a v oblasti IR (KBr) jsou ziskana absorpéni maxima pii nasledujicich vinoctech
v [em™'] charakteristickych pro danou funkéni skupinu: 1610 (C — H); 1730 (C = O); 2985,
2843 (-OCH3); 3350 (-OH) [4, 8].

Umbeliferon mé sumarni vzorec CyoH¢O3;, molekulovou hmotnost 162,14, teplotu tani
vrozmezi 232 az 234°C, vUV oblasti poskytuje absorpéni maxima pii nasledujicich
vlnovych délkach: Anax [nm] v EtOH: 230, 257, 232 a v oblasti IR (KBr) jsou ziskana
absorpéni maxima pii nasledujicich vinoétech v [cm™] charakteristickych pro danou funkéni
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skupinu: 1616, 1576 (C — H); 1690, 1720 (C = O); 3260 (-OH). Inhibuje in vitro aflatoxin B,
a steroidni 5-a-reduktasu [4, 8].

@)
OGN OGN
HO O O HO O O
skopoletin umbeliferon

vzorce derivatii kumarinu [24]
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2.3 Piehled o antimikrobiilnim piisobeni stéviovych extrakti

Masaaki a kol. r. 1997 zjistili, Ze steviosid in vitro nepodporuje riist mnoha mikroorganismi
odpovédnych za tvorbu zubniho kazu (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei a
Streptococcus mutans). V koncentraci 107 M dochazi k inhibici aktivity dextransacharasy
produkované bakterii Streptococcus mutans. Uéinek proti vzniku zubniho kazu je piipisovan
taninim obsazenych v listech stévie cukerné. Z tohoto divodu miize steviosid pusobit pfi
prevenci vyskytu zubniho kazu a je spolu s ostatnimi steviolglykosidy pfidavan do zubnich
past a ustnich vod. Navic steviosid je stoprocenté kompatibilni s fluoridem a inhibuje rist
zubniho plaku [4, 8, 25].

Steviolglykosidy pfidavané do koupelovych a kozZnich pfipravkli pomahaji pii 1écbé
alergickych a atopickych dermetitid, ekzému, akné, hrubé a suché pokozky [8]. Dokonce se
pouzivaji i do pletovych masek.

Tomita a kol. r. 1997 prokazali vysokou baktericidni Gc¢innost fermentovanych vodnych
extraktli z listd stévie cukerné proti nezddoucim patogennim mikroorganismim vyskytujicich
se jako potravinové kontaminanty. Pfedmétem zkoumani byly tyto bakterie Escherichia coli
O157:H, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Salmonella typhirium, Staphylococcus
aureus, Vibrio parahemolyticus a Yersinia enterolitica. Extrakty z listii stévie nebyly ucinné
na Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus
a Lactobacillus casei [4].

Byla prokazana uc¢innost horkych vodnych extraktt zlistd stévie cukerné na Rotavirus.
Lidské rotaviry jsou ptivodci gastroenteritid, které se projevuji akutnim prijmem a zptsobuji
smrt vice nez 850 000 lidi ro¢né v rozvojovych zemich. Extrakty ze stévie (SE) inhibuji
replikaci vSech ¢ty serotypt viru Rotavirus in vitro. Tento inhibi¢ni u¢inek SE nebyl snizen
ani pfi podminkach, kdy byly SE rozpusStény v HCI pii pH = 2 a po dobu 30 minut. Inhibi¢ni
ucinek SE na replikaci rotavird byl zkouman inhibici vir zplsobenou cytotoxicitou na
MA104 bunkach a bylo dok4zano, Ze ptidavek SE béhem adsorpce rotaviri na MA104 bunky
mélo za nasledek inhibici plaku a to naznacuje, ze inhibi¢ni mechanismus SE je adsorp¢ni
inhibice. Jako inhibi¢ni latky SE byly nalezeny heterogenni aniontové polysacharidy
s rozdilnym iontovym nabojem. Jednotlivé analyzy naznacuji, ze piecisténé frakce nazyvané
jako Stevian svyS$Sim inhibi€nim GO€inkem se skladd zaniontovych polysacharidi
s molekulovou hmotnosti 9800 a obsahuje aminokyseliny serin a alanin. SE inhibuji navazani
anti-VP7 monoklonélni antilatky, ale neinhibuji navdzani anti-VP4 monoklonalni antilatky na
to mozZnost, Ze by se mohl navazat i na VP4 protein. SE s molekulovou hmotnosti
9800 navazané na VP7 pravdépodobné zasahuji do navazani VP7 sterickymi piekdzkami,
které maji za nasledek blokovani ptipojeni rotavird na buiiky [25].

Dale vyzkum ukazal antimikrobialni U¢inky ethanolovych extraktl na kvasinky (Candida

albicans, Hansenula polymorpha, Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces rosei a Saccharomyces avarum) a plisen (Sclerotinia trifoliorum) [4].
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2.4 Moznosti piipravy extraktii ze stévie cukerné

Mezi nejcastéjsi metody ziskavani extraktt z listi stévie cukerné patii extrakce rozpoustédlem
nebo superkritickd kapalinova extrakce. Na precisténi steviolglykosidii se pouzivaji procesy
jako napftiklad flokulace, precipitace, iontova vyména, adsorpce s polymernimi adsorbenty,
adsorpce s anorganickymi adsorbenty, ultrafiltrace, separace sloupcovou chromatografii a
membranova separace [12].

2.4.1 Extrakce

Extrakce je separacni metoda, jejimz principem je pievedeni latky z jedné faze, v niz je
rozpusténa nebo suspendovana, do faze jiné. Toto pfevedeni je mozné, protoze latka se
v ur€itém pomeru rozd€li mezi obé faze [4].

2.4.1.1 Jednotlivé typy extrakce

Maceracni extrakce

Latka v pevné fazi je za studena extrahovana opakovanou davkou rozpoustédla.

Digescni extrakce

Latka v pevné fazi je za tepla extrahovana opakovanou davkou rozpoustédla.

Perlokacni extrakce

Latka v pevné fazi je za studena extrahovéana rozpoustédlem protiproudné.

Soxhletova extrakce

Latka v pevné fazi je za horka extrahovéana rozpoustédlem, extrakt je stale zahuStovan.
Vytrepavaci extrakce

Latka v roztoku je extrahovana jednou davkou rozpoustédla (jednoduché vytiepavani) nebo
opakované (opakované a frakéni vytfepavani).

Perforacni extrakce

Latka vroztoku je extrahovana nepfetrzit€¢ rozpoustédlem, popiipadé¢ na protiproudovém
principu.

Roztrepavact extrakce

Latka je extrahovana protiproudné pretrzité mezi dvé kapalné faze [4].

Superkriticka kapalinova extrakce

Je to metoda vyuzivajici kextrakci analyti zmatrice CO; v nadkritickém stavu
(teplota > 31 °C a tlak > 73 atm). V tomto stavu ma CO, vlastnosti kapaliny 1 plynu a to
poskytuje idealni podminky pro rychlé extrakce s maximalni vytéznosti. Regulaci tlaku
a teploty lze ménit silu a hustotu nadkritické kapaliny a to se dosahuje vlastnosti organickych
rozpoustédel. CO, je nepolarni, proto se ptridava pti extrakci polarnich latek k nadkritické
kapalin¢ polarni rozpoustédlo (modifikator) [26].
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2.4.2 Moznosti piipravy extrakti a izolace steviosidu ze stévie cukerné

Zakladnim postupem pro ziskani steviolglykosidii z listii stévie cukerné je extrakce vrouci
vodou, vysrazeni necistot Ca(OH), nebo Mg(OH),, filtrace, odpateni filtratu in vacuo
ionexova chromatografie na anexu, ktera se aplikuje po vysrdZeni necistot z extraktu pomoci
Ca(OH),, neutralizaci CO, a filtraci. Pro odbarveni extraktu byly pouzity Fe,SO, a aktivni
uhli. Pro vylepSeni metody izolace byly kombinovany rizné typy ionexové chromatografie
v poradi silny katex a slaby anex a na zavér bylo provedeno precisténi smési ethanol-ether
(1:5). Béhem poslednich let se vyvoj zabyvd pfipravou vhodného nosice, naptiklad
polyakrylat-polyaminové pryskyfice, jejimz pouzitim Ize docilit i odbarveni extraktu
[4, 8, 27].

Odstranéni neZadoucich chut'ovych vlastnosti 1ze dosahnout povarenim listl stévie cukerné ve
vode o teplote¢ 90 — 110 °C za anaerobnich podminek. Extrakce horkou vodou je tedy vhodna
jako prvni krok pii izolaci steviosidu. DalSim zplisobem je extrakce organickymi
rozpoustédly, napiiklad ethylacetatem, dioxinem, methylenchloridem, chloroformem,
tetrahydrofuranem nebo ethylendichloridetherem za teploty 10 °C [8].

2.4.2.1 Rozdéleni extrakénich metod na ziskani extraktii stévie cukerné

Extrakcni roztok:
e voda - nejcastéji pouzivany extrakéni roztok
- nékteré extrakéni postupy doporucuji pouzivat destilovanou vodu
- nékteré extrakéni postupy zase doporucuji pouzit vodu s upravenym pH
e smgs vody a alkoholu (ethanol, methanol apod.)
e organickd rozpoustédla (aceton, éter) [12]

Teplota extrakce:

Nejcastéji se pouziva laboratorni teplota. Pii zvySené teplote se sice extrakce steviolglykosida
urychluje, ale do extraktii prechazi velké mnozstvi balastnich latek, které zhorsuji chut’ eluatu,
rychle se rozkladaji a Spatné se z eludtu odstranuji [8, 12].

Extrakce perlokacit

Je mozné pracovat s jednim valcem, zatimco extrak¢ni roztok se pomoci ¢erpadla v urcity ¢as
vraci zpét. Extrahuje se az kdyz se méni refrakce eludtu. Eluat se pfenese do sbérné nadrze
a pouzije se novy extrakéni roztok. Extrakce se opakuje dokud do eluatu nepiejde minimalné
95 % steviolglykosidii. Vyhodou je, Ze se miiZze pouZit bud’ jen jeden extrakéni valec, to kdyz
se extrahuje mens$i mnozstvi nebo vic extrak¢nich valct na extrakci velkého mnozstvi
[8, 12].

31



Stacionarni extrakce

Vyhodou je, ze se vyuzivd dobré rozpustnost vSech steviolglykosidi, které do eludtu prechdzi
difuzi. Nevyhodou je, ze prechod steviolglyksidii difuzi je velmi pomaly [8, 12].

Protiproudova extrakce

Extrakce probihd ve valci, ve kterém je $nek, latka prochazi jednim smérem a v protisméru
prochazi extrak¢ni roztok. Nevyhodou je, ze Snek musi byt dlouhy a musi byt pouzita velka
hnaci sila, kterd posouva latku ve vélci [8, 12].

Superkriticka kapalinova extrakce — SCFE

Tan a kol. (1988) vlastni japonsky patent na produkci steviolglykosidid superkritickou
kapalinovou extrakci s CO, a spolurozpoustédlem (methanol, ethanol, aceton).
Steviolglykosidy jsou nerozpustné v CO,, ale jsou rozpustné ve smési CO, a polarniho
rozpoustédla (napf. ethanol, methanol, voda apod.). SCFE steviolglykosidi z listl stévie
cukerné je provedena ve dvou krocich. Prvnim krokem je extrakce CO, pfi tlaku 200 bar
a teploté¢ 30 °C a druhym krokem je extrakce smési CO, + voda. V prvnim kroku probiha
¢asteCné odstranéni horkych latek drastickou redukci v CO, rozpustnych slozek jako jsou
alkoholy, alifatické uhlovodiky, seskviterpeny a triterpeny a nasleduje SCFE pouZitim
spolurozpoustédla. V prvnim kroku SCFE CO, bylo méfeni vykonané pii tlaku 200 bar
a teploté 30 °C a jedno méfeni bylo uskute¢néno pfi tlaku 250 bar a teploté 30 °C. Vytézky
vzorkll byly odebrané kazdou hodinu a extrakce trvala 12 hodin. Extrakce s fazi CO, + voda
byla vykonana pfi tlaku 120 a 250 bar a teploté 10 a 16 °C. VytéZky vzorkl byly odebrané
kazdou hodinu a extrakce trvala 12 hodin. Experimentalni podminky byly vybrané na zakladé
Pasquel a kol. (r.2000), ktery na extrakci vyuzil smés CO, + voda, CO, + ethanol a
CO; + voda + ethanol. Vytézek byl 1,6 %, bylo obnoveno pfiblizné 72 % latek rozpustnych v
CO; a nejhojnéji se vyskytujicimi latkami byly diterpeny (hlavné astroinulin). Celkova
extrakéni kiivka pro systém stévie + CO, méla typicky tvar a je GspéSné popsana v Sovova
modelu. Systém CO, + voda + ethanol se choval podle o¢ekavani pfi teploté¢ 10 a 16 °C a
tlaku 120 a 250 bar, ale jeho chovani bylo neobvyklé pti teploté 30 °C a tlaku 250 bar. Proces
oddélil 50 % origindlniho steviosidu a 72 % rebaudiosidu A [28].

2.4.3 Metody cisténi extraktii ze stévie cukerné

Rozpusténi ve vodé nebo jiném rozpoustédle

Pouzitim methanolu je extrakce a purifikace vysoce Gi€inna a umoziiuje separaci jednotlivych
steviolglykosidi. Ale i kdyz se methanol Upln¢ odstrani z findlniho produktu a chemicky
nezasahuje do produktu, pouziti methanolu bylo pfi€inou zafazeni extraktl stévie cukerné
mezi potravinova aditiva a ne mezi piirodni potraviny. V soucasnosti se pouzivd hlavné
extrakce vodou a tim se ziska pfirodni produkt a dosahuje se tim Cistoty 96 % [12].
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Intové-vyménnd separace

Intové-vyménna a adsorp¢ni sloupcova chromatografie mize byt pouzivana na rafinaci
extraktll. Na separacni uc¢innost a kapacitu kolon ma vliv rychlost toku, pH a eluce. Adsorpce
steviolglykosidl je zalozena na hydrofobni interakci, ale dekolorizace je zaloZena na iontové
vyméné a hydrofobni interakei [12].

Membranové procesy

Membranovymi procesy je provedena frakcionace latek podle velikosti molekul, coz lze
vyuzit k odstranéni necistot. V sérii membranovych procest je v prvnim kroku provedena
ultrafiltrace, s niZ lze odstranit aZz 96 % pigmentl. Déle je extrakt pieciStén diafiltraci
a permeat je v poslednim kroku zakoncentrovan reverzni osmézou. VSechny membranové
procesy probihaji za stejnych podminek: priitok 25 1/min a pfi teploté 25 °C [8, 12].

Krystalizace a suSeni

2.4.4 Prehled metod stanoveni obsahu steviosidu

1) Stanoveni redukujicich cukr Shoorlovou metodou [12]

2) Tenkovrstva chromatografie (TLC) [8]

3) Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (HPLC) [8, 12]

4) Reflexni spektroskopie v oblasti blizkého IR spektra (NIRS) [8, 12]
5) Kapilarni elektroforéza (CE) [8]

6) Spektrofotometrie ve viditelné oblasti [12]

7) Spektrofotometrie v UV oblasti [12]

8) Enzymatickd metoda [12]

2.4.4.1 Stanoveni redukujicich cukrit Shoorlovou metodou

Tato metoda je teoreticky, prakticky i ¢asoveé nejméné narocna. Nevyzaduje specidlni zatizeni
ani chemikalie a je dostatecné presna.

Redukujici cukry, které piesSly do vodného vyluhu, vyredukuji za varu z Fehlingovych
roztokli Cu,0, ktery se vysrazi. Soubézné se provadi slepy pokus, kterym se zjisti skute¢na
koncentrace Cu®” v pipetovaném objemu Fehlingova roztoku I. Postup je stejny jako pii
vlastnim stanoveni, ale na misto cukerné¢ho roztoku se pipetuje stejny objem destilované
vody. Rozdil spotfeby thiosiranu sodného mezi slepym pokusem a vzorkem udava mnozstvi
thiosiranu, které odpovida Cu,O vyredukovaného cukry za podminek metody. Z tabulek pro
Shoorlovou metodu se odecte odpovidajici mnozstvi redukujicich cukrd a ptepocitd se na
hmotnostni procenta v pivodnim vzorku.

Pfi stanoveni obsahu steviosidu se nejprve stanovi pfirozené mnozstvi redukujicich cukra
v extraktu Schoorlovou metodou , poté se uskute¢ni hydrolyza v kyselém prostiedi HCI (pfi
hydrolyze se uvolni molekuly glukosy vazané na steviosid) a nasledné se stanovi ve vzorku
obsah redukujicich cukrli Shoorlovou metodou. Odeétenim vypocitaného mnozstvi glukosy
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stanovené hydrolyzou a bez hydrolyzy ziskdme mnozstvi glukosy uvolnéné ze steviosidu,
které se nasledné piepocitd na 100 g listh stévie cukerné pii zjistovani vytéznosti extrakce
nebo na 100 ml roztoku pii zjiStovani ztrat pred a po vycCisténi extrakti a po vyndsobeni
koeficientem 1,491 ziskame mnozstvi steviosidu ve vzorku.

2.4.4.2 TLC analyza

K déleni steviolglykosidii bylo pouZito déleni na tenké vrstvé silikagelu (GFs4). Nanesené
latky na tenké wvrstvé se deli vsystému rozpoustédel CHCIl;-CH;OH-H,O (30:20:1).
Chromatogram se separovanymi steviolglykosidy byl detekovan postfikem smési kyseliny
sirové a anisaldehydu a inkubovan po dobu 5 minut pti 100 °C.

Yoshida r. 1986 ve své praci pouzil dvourozmérnou tenkovrstvou chromatografii. Prvni
déleni probihalo v systému rozpoustédel n-ButOH-MetOH-voda (8:1:1) a ve druhém sméru
n-ButOH-ethylacetat-isopropanol-voda (30:100:65:30).

2.4.4.3 HPLC analyza

Nejcastéji pouzivanou metodou na stanoveni steviolglykosidii je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie. Je to pomémé rychld a spolehlivd metoda. VyuzZiva se prevazné
chromatografie na obracenych fazich — nepolarni stacionarni faze a polarni mobilni faze.
Separace probihd na koloné¢ (250 x 4 mm i.d.) a jako stacionarni fdze se pouZziva Zorbax NH,
a mobilni faze je sloZzena ze smési acetonitril-voda (84 — 70 %, pH = 5,0) v systému
s linearnim gradientem, o tlaku 8,27 MPa a pritoku kolonou 2 ml/min. Nederivatizované
steviolglykosidy jsou detekovany v UV oblasti pfi vinové délce 210 nm.

Pred samotnou HPLC analyzou je nutnd U¢innd pifedseparacni uprava vzorkd. Protoze
rostlinny material je v pevném skupenstvi, je nutné extrahovat steviolglykosidy z list stévie
cukerné do roztoku.

2.4.4.4 NIRS analyza

NIRS analyza se pouziva jako rychly, pfesny a nedestruktivni postup stanoveni proteind
v potrave, v krmivech a v zrnech jeCmene, pSenice a hrachu. Ddle se pouzivd na zjisténi
vlhkosti a alkaloidd v obili.

Pfi pouziti této metody se mefi mnozstvi odrazeného svétla, které neni vzorkem
absorbovano, od reflexni podlozky umisténé pod méfenym vzorkem. M¢éteni pii hledani
charakteristického spektra probihé v oblasti blizkého IR spektra, coz je oblast vinovych délek
1100 — 2500 nm. Steviosid v této oblasti poskytuje spektrum s charakteristickymi hodnotami
maxim pii téchto vinovych délkéach: 1332, 2240, 2264, 2284, 2356, 2496 nm. Z namétenych
hodnot reflektanci pii vyse uvedenych vinovych délkach je dale pomoci statistickych metod
ziskana dvojice nejvhodnéjSich signélii pti vlnovych délkédch 2264 a 2284 nm. Tyto dvé
hodnoty ndm ukazuji nejvhodnéjsi oblast vinové délky pro méfeni obsahu steviosidu.

Ke stanoveni koncentrace steviosidu v nezndmém vzorku je nutné vypracovat kalibraci asi
z 20 az 50 vzorkd se znamou koncentraci steviosidu. Vzniklé rozpéti koncentraci steviosidu
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ze znamych vzorki urci oblast méfeni NIR spektra, ve které je pii mefeni obsahu steviosidu
v neznamém vzorku zaru¢ena relativni presnost méfeni.

NIRS miZe byt pouzivdna na pifesnou analyzu vzorkil listd stévie cukerné na zjiSténi
koncentrace steviosidu. NIRS byla prokazana jako osvédéena nedestruktivni metoda pro
urceni koncentrace steviosidu v surovych matridlech ur€enych pro primyslové zpracovani.

Vsechny bézné extrakéni procesy uvedené v odborné literatufe maji podobnou metodiku.
Listy stévie jsou extrahovany horkou vodou nebo pomoci alkohold. V nékterych ptipadech
jsou listy predbézné upraveny nepoldrnimi rozpoustédly (chloroform, hexan) k odstranéni
éterickych oleju (silice), lipidi a chlorofylu. Extrakt je precistén sraZzenim solemi nebo
alkalickymi roztoky, nasledné zakoncentrovéan a znovu rozpustén v methanolu pro krystalizaci
glykosidu [4].
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2.5 Mikrobiologické metody

2.5.1 Mikrobiologické stanoveni inhibitoru

UrCovanim citlivosti mikroorganismi na antimikrobidlni latky zjiStujeme nejen jejich
spektrum ucinnosti, ale i jejich koncentraci. Mnohé antimikrobialni latky se pouzivaji pfi
docasné upravé nekterych nestalych potravin jako tzv. konzervacni prosttedky, nebo pii
chemické dezinfekci na usmrcovani patogennich mikroorganismii, tzv. dezinfekénimi
prostfedky [4].

Zpusob stanoveni

nefelometrické: hodnotime odpovéd testovaného mikroorganismu na ftadu koncentraci
ucinné latky métenim intenzity ristu (zdkalu) v tekutém prostiedi; pomoci
standardni kiivky je mozné stanovit koncentraci v neznamych vzorcich [4].

difuizni: vyuzivaji tuhé agarové medium, ve kterém je naoCkovany citlivy
mikroorganismus a testovana latka difunduje mediem, ¢im zptsobuje vznik
inhibi¢nich zoén; velikost zon je zavisla na koncentraci testované latky, na
sloZeni kultiva¢ni plidy, vlhkosti pidy, tloust’ce kultivacni plidy, pH ptdy,
doby inkubace a stability latky [4].

Zpusob nandseni testované latky

Jjamkové: zde se testovaci latky pipetuji do jamek vyhloubenych korkovrtem ptimo do
naockované agarové vrstvy [4].

Pfi vSech uvedenych metodach je dilezité, aby vrstva kultivaéniho media byla rovnomérné
vysoka, aby mikroorganismus byl rovnomérné naockovany po celém povrchu (v celém
objemu) a aby jednotlivé vzorky byly dostate¢né vzdalené od okraji plotny a navzajem se
nedotykaly [4].

2.5.2 Rustova krivka

Mikrobni bunka, kterd ma ve svém okoli vhodné chemické a fyzikdlni podminky roste.
Ptijimé z okoli energii a ziviny, podle genetického programu syntetizuje sebe sama, zvétSuje
svoji hmotnost a objem. Po dosazeni urcité velikosti se zacne rozmnozovat a nové buiiky opét
rostou. Mikroorganismy se za optimalnich podminek rozmnozuji obrovskou rychlosti. Rust
mikroorganismll neprobihd stale exponencialng, je zpomalovan spotiebou Zivin v kultivaénim
mediu nebo tvorbou toxickych produkti metabolismu. Nahromadi-li se urcité mnozstvi
produkti metabolismu v ristovém prostiedi, dalSimu rozmnoZovani mikroorganismil je
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zabranéno. Maximalni koncentrace Zivych bunék v 1 ml kultiva¢niho media je u bakterii 10°
a u kvasinek 10® [29].

Rastova kiivka je grafické znazornéni vzristu poctu zivych bun€k pii submerzni batch
kultivaci v tekutém mediu. Pfi batch systému je cely systém uzavieny vici okoli, v prubéhu
kultivace nejsou ptidavany ani odebirany jeho jednotlivé slozky. Na osu x se vynasi cas (hod)
a na osu y pfirozeny logaritmus poctu zivych bunck. Riist mikroorganismu se sleduje bud’
métfenim nartistu bunééné hmoty turbidimetricky nebo nepifimou metodou pocitanim bunck
mikroskopicky v Biirkerové komiirce. Turbidimetrické stanoveni je zalozeno na zvySovani
zakalu tekutého Zzivného média rostouci kulturou. Zatizeni k jeho méfeni se nazyva
spektrofotometr. Principem stanoveni je ozafeni vzorku v kyveté svétlem o vinové délce od
550 do 650 nm, podminkou je pouziti ¢irého zivného média, pfi¢emz nékteré paprsky se na
bunkach rozptyli mimo optickou drahu. Detektor pak zaznamenad intenzitu svétla, které proslo
kyvetou bez rozptyleni. Z poméru intenzity svétla, které do vzorku vchazi a které je
detektorem zaznamenano se vypocitad tzv. opticka densita (OD) a ta je v intervalu 0-1 pfimo
umeérnd bunééné koncentraci [30].

OD =1o L

out
Pribéh rastu mikroorganismuje charakterizovan nékolika fazemi:

1) LAG—FAZE

PocateCni faze, kterd vznikd pfi zahdjeni kultivace, zdhy po zaockovani.
Je charakteristickd tim, Ze bun¢k zatim nepfibyva, naopak starS§i odumiraji. Bunky se
nerozmnozuji, pouze se adaptuji na kultivani prostfedi a pfipravuji se k bunéénému
dé€leni. Zvétsuji svilj objem a aktivuje se jejich enzymovy systém, naptiklad se syntetizuji
indukovatelné enzymy nutné pro vyuziti ptitomnych substratii. Délka lag — faze zavisi na
druhu mikroorganismu, fyziologickém stavu buné€k, slozeni ristového prostfedi a na
velikosti a stafi inokula. V pramyslovych procesech je tato faze nezadouci a je snaha o co
nejvetsi zkraceni. MozZnosti zkraceni této faze jsou piipravit inokulum na stejné ptidé jako
v reaktoru, pfipravit optimalni mnozstvi inokula (5 — 10 % objemu media), mit vhodné
stafi inokula¢ni kultury a oddélit buniky mikroorganismi od inokula¢niho media.

2) FAZE ZRYCHLENEHO RUSTU
Kultura je plné pfizpisobena podminkam prostiedi. Buiiky se za¢inaji mnozit s narstajici
rychlosti déleni a zkracujici se generacni dobou. ZvySuje se intenzita metabolismu
a citlivost na nepfiznivé vlivy prostiedi. Cim je medium chudsi na Ziviny, tim je tato faze
kratsi.

3) EXPONENCIALNI FAZE
Féze intenzivniho a pravidelného mnozeni. Builkky zde maji nejkrat$i generac¢ni dobu,
ktera je po celou dobu exponenciadlni faze konstantni. Pocet bunck roste geometrickou
fadou exponencidln¢ s casem. Tato faze se také oznacuje jako logaritmicka, vzhledem
k linearni zavislosti mezi logaritmem poctu bunék a dobou ristu. Bunéény metabolismus
je aktivni, tvofi se primarni metabolity a dochdzi k rychlému vyuzivani substratu.
Ptredpokladem exponencialni faze je dostatek zivin, proces neni limitovan ani jednou
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4)

5)

6)

zivinou. Ubytek bunék odumiranim v poméru k ptirtstku bun€k je minimalni. V této fazi
se zachyti nejvice bunék v mitdze, coz lze vyuzit pro chromozomové vysetieni.

FAZE ZPOMALENEHO RUSTU
Rychlost rozmnozovéni se snizuje az k rovnovaznému stavu s odumirdnim bunék.
Rychlost déleni se snizuje v disledku vy€erpani zivin a hromadéni metabolitt.

STACIONARNI FAZE

Po vycCerpani nékteré ziviny nebo pii vzristu koncentrace toxického metabolitu nad
urcitou hranici dojde k zastaveni riistu bunééné populace. V této fazi builky neptibyvaji,
ale ani neubyvaji, jejich mnozstvi je maximdlni. Pocet odumirajicich bunék je
kompenzovan jejich pomalym rozmnozovanim. Maximalni délka stacionarni faze pro
rizné mikroorganismy je riznd v zavislosti na jejich citlivosti ke stresovym podminkam
(hladovéni nebo pritomnost toxického metabolitu). Odumirdni bunck ve stacionarni fazi je
doprovazeno ftadou biochemickych ptiznakli. Projevuji se inhibi€ni mechanismy
(kontaktni inhibice nebo produkce ristovych inhibitori). Tato fAize ma vyznam z hlediska
produkce sekundarnich metaboliti.

FAZE ODUMIRANI

Postupné odumirdni bun¢k, které pievazuje nad pfirGstkem bunék. Buiky se jiz
nerozmnozuji a hynou. Jejich koncentrace v €ase klesd a rychlost déleni klesa pod
nulovou hodnotu. U riznych mikroorganismii muze trvat dny, tydny az mésice
[29, 31, 32].

1 - lag-faze

2 — faze zrychlyjiciho se ristu
3 — exponencionalni faze

4 — faze zpomalwjiciho se ristu

5 — stacionarni faze ristu

6 — faze odumirani

Obr. ¢. 4: Prubeh ristové krivky mikroorganismi [33]
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2.5.3 Pouzité mikroorganismy

2.5.3.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus patii mezi grampozitivni bakterie z Celedi Bacillaceae. Tvoii neopouzdienou
peritrichni pohyblivou sporulujici silnou rovnou ty¢inku s oblym nebo hranatym zakonéenim,
kterd tvofi vladkna. Je to fakultativni anaerob s pomérné velkymi vegetativnimi buiikami
(1 x 3 az 5 um), které se vyskytuji samostatné nebo tvofi fetizky v poctu jednotek az stovek.
B. cereus tvoti jen jednu endosporu, ktera je velmi odolnd k vysokym teplotam, jediim, zafeni
a jinym nepfiznivym podminkdm. Spory jsou centralni cylindrického, elipsoidniho nebo
sférického tvaru a nezplisobuji zduteni sporangia [34, 35, 36].

B. cereus roste v teplotnim rozmezi 8 — 55 °C, optimalné pii 28 — 35 °C a neni zaznamenana
zadna tolerance pro vodni aktivitu (min. ~ 0,95). Rozpéti hodnot pH, které umoziuji jesté rist
je priblizné 4,9 — 9,3. Je kultiva¢né nenaro¢ny. Roste na béznych médiich, na krevnim agaru
vyrustd ve velkych drsnych koloniich s nepravidelnymi okraji, obklopenych zonou
B - hemolyzy [34, 35].

B. cereus je bakterie, ktera patii mezi saprofytické mikroorganismy, vyskytujici se pfevdzné
v pudé, ve vod¢, ve vzduchu a na rostlinach. Je béZnou soucasti sttevni mikroflory clovéka.
Neékteré jsou patogeny hmyzu. B. cereus ma bohaté enzymatické vybaveni, takZze muze
rozklddat nejriznéj$i organické kyseliny, produkuje penicilinasu, ktera inaktivuje
B — laktamova antibiotika. Vylucuje proteolytické enzymy, hydrolyzuje kasein a Zelatinu. Pro
svlj rast potfebuje pridavek aminokyselin jako zdroj dusiku, ale nevyzaduje ptidavek
rustovych faktorti. Tvoii 2,3-butandiol a glycerol. Je schopen syntetizovat lecithinasu, ktera
zpisobuje zamlzenost ve zZloutkovajecném bujonu a nepruhledné opalescence okolo kolonii
na tomto typu agaru [34, 35].

B. cereus je producentem fady enzymu a toxinid. Prvni skupinu tvoii fosfolipasy C, které Stépi
fosfatydilcholin, fosfatydilinositol a sfingomyelin. Dale  jsou to dva
hemolysyny — hemolysin I (cereolysin) je oxygenlabilni a letalni pro myS a hemolysin II je
oxygenlabilni. Déle je to prijmovy toxin — enterotoxin (inaktivace 56 °C, 5 min), ktery
zvySuje permeabilitu cév, je nekrotizujici a letdlni pro mys. Otrava nastdva po inkubaci
8 — 24 hodin a spojuje se s konzumaci masovych pokrmi a omdacek. Druhym toxinem je
emeticky toxin, ktery je vysoce termostabilni (neni inaktivovan zdhfevem 128 °C, 90 min),
odolny vii¢i pH a proteazam. Otrava nastava po inkubaci 1 — 6 hodin po poziti kontaminované
potravy a je davana do souvislosti s pozitim ryzovych pokrmu a téstovin [34, 35, 37].

B. cereus muze zplUsobovat onemocnéni zpotravin. Onemocnéni vznikd po poZiti
kontaminovanych potravin, enterotoxikogenim kmenem a z kontaminovanych kosmetickych
ptipravkli. Jsou to hlavné enterotoxikdzy, meningitidy, endokarditidy, konjuktivitidy,
pneumonie, sepse a infekce ran. K otravdm dochdazi pfi pomnozeni této bakterie v potravingé
na koncentraci bun&k 107 g potraviny (u d&ti sta&i jiz koncentrace 10° g) [34, 35, 36].
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Obr. ¢. 5: Bacillus cereus [37]

2.5.3.2 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus patii mezi grampozitivni bakterie z ¢eledi Micrococcaceae. Je to piisny
chemoorganotrofni aerob. Vytvaii nepohyblivé kulovité buiiky o velikosti 0,9 — 1,8 um, které
tvoti balicky nebo se shlukuji do tetrad. Optimalni kultivaéni teplota je v rozmezi teplot
25 — 37 °C. Na kultivac¢nich médiich tvofi sirové zluté az krémové bile ve vod¢ nerozpustné
kolonie. Na solenych potravinach, kde se vyskytuje, miize tvofit zluté az oranzové kolonie.
Toto zbarveni je zptisobeno karotenoidnimi barvivy, které chrani bunky pted letalnimi uc¢inky
ultrafialové slozky slunecniho svétla, a proto se M. luteus vyskytuje jako casta vzdusna
kontaminace [4, 36, 38].

Je schopen rlst v pfitomnosti 5% NaCl, ¢ehoZ se vyuziva pfi jeho stanoveni, ale v 15% NaCl
uz neroste. Hydrolyzuje Zelatinu a neokyseluje glukosu [36, 38].

M. luteus se vyskytuje primarné na pokozce savct a sekundarné na mase, v pude a ve vode¢.
Patii mezi nezddouci potravinové kontaminanty. Mlze zplsobovat septicky Sok, pneumonii
a infekci mocovych cest u jedinct se snizenou imunitou [4, 38].
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Obr. ¢. 6: Micrococcus luteus [38]

40



2.5.3.3 Geotrichum candidum

Geotrichum candidum (dtive Oodium lactis) patii mezi asporogenni kvasinky (Ascomycetes)
z ¢eledi Endomycetaceae. Tvoii prechod mezi kvasinkami a plisnémi. Na sladinovych
agarovych pudach tvofi jemné kozeSinové porosty, které jsou tvoreny velmi nizkym
hyalinnim myceliem. Mycelium se ¢asto dichotomicky vétvi, tzn. vrchol puci souc¢asné na
dvou mistech. Vldkna se rozpadaji na kratké uiseky arthrospory neboli arthrokonidie, které
maji cylindricky, valcovity, soudkovity az elipsoidni tvar. Kolonie jsou zpocatku matné,
pozdéji i sliznaté a jsou bilé sametovité az vatovité. V kapalném mediu vytvaii jemnou bilou
celistvou kozku [36, 39, 40, 41].

G. candidum se rozmnozuje vegetativné — vytvaii arthrokonidie a pohlavné — je to
nesporulujici forma perfektniho stddia Galactomyces geotrichum. Je to celosvétové rosifeny
saprofyt, ktery se miize vyvinout i v sekundarniho patogena [39, 40, 41].

G. candidum nemd kvasné schopnosti, cukry nefermentuje, asimiluje glukosu, galaktosu,
xylosu, redukuje ureu a reakce s aktidionem je po 48 hodinach pozitivni. Je enzymaticky
velmi aktivni, rozkladd sacharidy, bilkoviny i tuky. Optimalni teplota bun¢k izolovanych
z rostlin a mrtvého biologického materialu je 25 — 27 °C, bun¢k izolovanych ze zivocichl
30-31°C[4, 36, 41].

Vyskytuje se ubikvitné v pad¢, ve vode¢ i ve vzduchu, provazi tedy ¢loveka i zvitata v kazdé
¢innosti. Je to nejcastéj$i kontaminant mléénych vyrobkd, hlavné tvarohu a jogurtu, mléka,
smetany, syru, drozdi, na zkysané kapusté a okurkdch a na tukovych tkanich masa, nebot
obsahuje proteolytické a lipolytické enzymy. Vyskytuje se 1 v aktivovanych kalech
z odpadnich vod, z odpadu po zpracovani motskych ryb apod. Je to lipolyticka kvasinka,
vhodn4 na vyuziti odpadnich produktd ze zpracovéani tu¢nych ryb a tu¢nych mléc¢nych
produktll a na neutralizaci zapar z rafinace oleju [36, 39].

Obr.c. 7: Geotrichum candidum [39]
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2.5.3.4 Hansenula anomala

Hansenula anomala patii mezi kiisotvorné kvasinky z ¢eledi Saccharomycetaceae. Tvoti
askospory a lehce sporuluje 1 v kiisu. Vegetativni buiiky jsou kulovité nebo elipsoidni.
Vytvati i bohaté vétvené pseudomycelium a dokonce i pravé hyfy. Natér na tuhych piidach je
téstovity, bily hladky a na povrchu mou¢ny s cipovitym nebo kofinkovitym okrajem.
V kapalném mediu tvofi na povrchu kuceravé suché kozky [36, 42, 43].

H. anomala je schopna vyuZzivat dusi¢nan jako zdroj dusiku, zkvasSuje sacharidy — maltosu,
sacharosu a laktosu. Tvofi kyseliny a estery [36, 42, 43].

H. anomala patfi mezi nejCastéji se vyskytujici kvasinky, pfevazné jako kontaminant
v potravinarském primyslu. V pivovarech zptisobuje zakaly piva. Oxiduje ethanol, z alkoholt
a kyselin pak vznikaji estery, které zplisobuji nezddouci chut’. Pouzivé se pro kvasnou vyrobu
octanu ethylnatého [36, 42, 43].

& 0. Savicka

Obr.¢. 8: Hansenula anomala [43]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych pristroji, chemikalii a materiala

Autoklav PS 50V (BMT, Vaposperi)

Biologicky termostat (IP 100-U)

Biirkerova komirka 17860 (meopta, 0,100)
Digitalni fotoaparat Olympus C-5060 widezoom
Elektricky vati¢ GM Electronic PV-1X
Laboratorni svételny mikroskop LII ooA
Laboratorni tftepacka LT-2 (Sklarny Kavalier a.s.)
Laboratorni vahy SPO 61 (SCALTEC, max —2100 g, d =0,1g)
Stolni parni sterilizator (Legostima)

Turbidimetr TN-100 (Eutech instruments)

Vodni lazen (GFL Burgwedei, Germany)

Bakteriologicky agar (HIMEDIA Laboratories Limited, India)
Destilovana voda

Ethanol 99,8% (Riedel-de Haén)

Masopeptonovy agar

Methanol 99,9% (Riedel-de Haén)

Sladina (STAROBRNO, Brno)

Sladinovy agar (STAROBRNO, Brno)

Zivny bujon ¢. 2 (HIMEDIA Laboratories Limited, India)

rostlina - Stevia rebaudiana Bertoni (zemé& ptivodu CR)
- Stevia rebaudiana Bertoni (zemé ptivodu Uzbekistan)

mikroorganismus - Bacillus cereus CCM 2010
- Geotrichum candidum CCM 210
- Hansenula anomala CCY 38-1-16
- Micrococcus luteus CCY 16-1-9
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3.2 Kaultiva¢ni media a jejich priprava

3.2.1 Medium pro kultivaci a uchovavani bakterii

M-2: Masopeptonovy agar (MPA) ¢. 2:

Slozeni a priprava:
MAasoVY eXtrakt.........coooiiiiiiiiiiiee e 10 g
pepton (Vyrobeny z masa).........ccceeeeveeerveeenveeenieesnnneenns 10 g
chlorid sodny (NaCl)........coceeveriininiiniininieeciceecee 5¢g
agar (dle ViSKOZity).......cceoieriieiiieniieiieeee e 15-20g
destilovana voda...........cocceeviiiiiiiiiiicee e, 1000 ml
PH e 7,2-17,3

Predepsané ingredience se postupné rozpusti v destilované vodé za zahtivani v Kochové
parnim hrnci. Potom se upravi pH na hodnotu 7,2 — 7,3. Sterilizuje se v autoklavu po dobu
30 minut za ptetlaku 0,1 MPa.

M-4: Zivny bujon & 2:
Slozeni a priprava:

MAaSOVY EXtrakt.....cc.eeviiieriiieeiieeeieecie e 10 g
pepton (VYrobeny z masa).........ccceeeveeevveenieeneeenieennenns 10 g
chlorid sodny (NaCl)........ccceeveriieiiieniieieeeie e S5g
destilovana voda...........ceoceeviiiiiiniiii e, 1000 ml
PH e 7

25 g zivného bujonu €. 2 se rozpusti za tepla v 1000 ml purifikované vody. Po dikladném
rozpusténi se puda podle pozadavkd plni do zkumavek nebo vhodné zvolenych nadob
a sterilizuje se 20 min pii 115 °C.

3.2.2 Medium pro kultivaci a uchovavani kvasinek

M-5: Sladinovy agar:

Slozeni a priprava:
pivovarska sladina fedénd na 7° dle Ballinga........... 1000 ml
Yo | SRR 20g

Po kratkém rozvateni agaru se sterilizuje autoklavovanim pii teplot¢ 121 °C po dobu
15 minut. Hodnota pH pfipravovaného media ma byt 4.

M-21: Sladinové medium:

Sladina ziskana z pivovaru obsahuje asi 16 % hmot. extraktu. Ziedi se na 7 az 8 % hmot.
extraktu vodou. Obsah extraktu se méii sacharometrem.
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3.3 Pouzité metody a postupy prace

K testovani vybranych mikroorganismi a urceni jejich ristové kiivky byly pouzity pfipravené
extrakty a maceraty ze susSené stévie cukerné. Na danych mikroorganismech byl také testovan
inhibi¢ni G¢inek extraktl ze susené stévie cukerné.

Extrakty a maceraty byly pripraveny:
e ze suSené stévie cukerné (péstované v CR)
e ze suSené stévie cukerné (péstované v Uzbekistanu)

3.3.1 Priprava ethanolového extraktu ze suSené stévie cukerné

Priprava odparovaného extraktu ze susené stévie cukerné

6 piipadné 10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,8% ethanolu o teplot¢ 50 °C a
extrahovdno 15 pfipadn€ 30 min pfi laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné extrakty byly
zfiltrovany a filtraty odpafeny na vodni lazni s nastavenou teplotou 70 °C. Odparky byly
rozpu$tény v 10 ml 99,8% ethanolu. Takto pfipravené extrakty byly uchovavéany v lednici pfi
teplot¢ 4 °C.

Priprava neodparovaného extraktu ze susené stévie cukerné

6 pifipadné 10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,8% ethanolu o teplot¢ 50 °C a
extrahovano 15 pfipadn€ 30 min pfi laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné extrakty byly
zfiltrovany a filtraty uchovavany v lednici pii teploté 4 °C.

3.3.2 Priprava methanolového extraktu ze suSené stévie cukerné

Priprava odparovaného extraktu ze susené stévie cukerné

6 ptipadn€ 10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,9% methanolu o teploté¢ 50 °C a
extrahovano 15 pfipadn€ 30 min pfi laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné extrakty byly
zfiltrovany a filtraty odpafeny na vodni lazni s nastavenou teplotou 70 °C. Odparky byly
rozpustény v 10 ml 99,9% methanolu. Takto pfipravené extrakty byly uchovavany v lednici
pfi teploté 4 °C.

Priprava neodparovaného extraktu ze susené stévie cukerné

6 piipadné 10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,8% methanolu o teploté¢ 50 °C a
extrahovdno 15 pfipadn€ 30 min pfi laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné extrakty byly
zfiltrovany a filtraty uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C.
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3.3.3 Priprava ethanolového maceratu ze suSené stévie cukerné

Priprava odparovaného maceratu ze susené stevie cukerné

10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100ml 99,8% ethanolu o teploté 50 °C a macerovéano 24 h
pii laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné maceraty byly zfiltrovany a filtraty odpafeny na
vodni lazni s nastavenou teplotou 70 °C. Odparky byly rozpustény v 10 ml 99,8% ethanolu.
Takto pfipravené maceraty byly uchovavany v lednici pti teploté 4 °C.

Priprava neodparovaného maceratu ze susené stévie cukerné

10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,8% ethanolu o teploté 50 °C a macerovano 24 h
pii laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné extrakty byly zfiltrovany a filtraty uchovavany
v lednici pfi teploté 4 °C.

3.3.4 Priprava methanolového maceratu ze susSené stévie cukerné

Priprava odparovaného maceratu ze susené stevie cukerné

10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,9% methanolu o teploté 50 °C a macerovano
24 h pti laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné maceraty byly zfiltrovany a filtraty odpafeny na
vodni 14zni s nastavenou teplotou 70 °C. Odparky byly rozpustény v 10 ml 99,9% methanolu.
Takto pfipravené maceraty byly uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C.

Priprava neodparovaného maceratu ze susené stévie cukerné

10 g rozdrcené rostliny bylo zalito 100 ml 99,9% methanolu o teploté 50 °C a macerovano
24 h pti laboratorni teploté (25 °C). Rostlinné extrakty byly zfiltrovany a filtraty uchovavany
v lednici pfi teploté 4 °C.

3.3.5 Stanoveni rustové krivky

K 10 ml vysterilizovaného Zivného média bylo pfidano 10 ml extraktu, maceratu, metOH
nebo etOH. Z mikrobialni kultury uchovavané 24 h v termostatu pti 30 °C na Sikmém agaru
bylo zaockovano 10 ml destilované vody, ztakto zaoCkovaného media byl pfidan 1 ml
k 10 ml vysterilizovaného zivného media s 10 ml extraktu (maceratu, etOH, metOH). Takto
pfipravené medium bylo umisténo na tfepacku, kde kultivace probihala 7 dni. Pro méteni
turbidimetrie a pro nepiimé pocitdni bunék pod mikroskopem byl odebiran vzorek 3krat
denné po 3 hodinach.

3.3.6 Ovéreni antimikrobialnich aéinku stévie cukerné

Na ovéfeni inhibi¢nich uc¢inkt rostlinnych extraktli a macerat byla pouzita difuzni jamkova
metoda na agarovych plotnach. Pro ovéteni byly pouzity Petriho misky o priméru 9 cm
a korkovrt o priméru 1 cm.

Do zkumavky se 4,5ml sterilntho zivného bujonu ¢. 2 byla naockovana kultura
mikroorganismi, ktera byla inkubovédna 24 hodin pii 30 °C v termostatu. Za 24 hodin byl
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z této kultury pfidan 0,1 ml do vysterilizovaného agaru, ktery byl ochlazen na cca 45 °C.
Takto pripravené zaockované medium bylo rozlévano na plastové Petriho misky (15 ml). Do
tuhého agaru byly sterilnim korkovrtem vyhloubeny tfi jamky, do kterych bylo pipetovdno
0,1 ml testovaného extraktu a maceratu (etOH a metOH), ktery byl uchovavan 24 hodin pfi
4 °C. Petriho misky byly inkubovany v termostatu pfi 30 °C po dobu 72 hodin. Poté byla

zhotovena fotograficka dokumentace jednotlivych Petriho misek.

Tab. ¢. 4: Prehled pripravenych extraktii a maceratit pro stanoveni rustové krivky a ovéereni
antimikrobialnich ucinkii susené stévie cukerné

Bacillus Micrococcus | Geotrichum Hansenula
cereus luteus candidum anomala
OESU + + + +
etOH extrakt NESU + + + +
OESCR + + + +
OESU + + - -
metOH extrakt NESU + + - -
OESCR + + - _
OMSU + + - -
etOH macerat NMSU + + - -
OMSCR + + - -
OMSU + + - -
metOH macerat NMSU + + - -
OMSCR + + - -
etOH zkouska + + + +
metOH zkouska + + - -
+ ... extrakt a macerat byl pfipraven, - ... extrakt a macerat nebyl pfipraven

OESU - odpatrovany extrakt ze susené stévie cukern¢ z Uzbekistanu
OMSU - odpafovany macerat ze susené stévie cukerné z Uzbekistanu
NESU — neodpatrovany extrakt ze susené stévie cukerné z Uzbekistanu
NMSU — neodpatfovany macerat ze suSené stévie cukerné z Uzbekistanu
OESCR - odpafovany extrakt ze susené stévie cukerné z Ceské republiky

OMSCR - odpafovany macerat ze stévie cukerné z Ceské republiky
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Antimikrobialni u¢inky extrakti a macerati stévie cukerné

4.1.1

Riistova krivka a inhibi¢ni zony bakterie Bacillus cereus

Pro stanoveni rastové kiivky a ovéfeni inhibicnich zon byly vybrany tyto extrakty a maceraty:

ethanolovy extrakt — mnozstvi 10 g a doba extrakce 30 min
methanolovy extrakt — mnozstvi 10 g a doba extrakce 30 min
ethanolovy macerat — mnozstvi 10 g a doba macerace 24 h
methanolovy macerat — mnozstvi 10 g a doba macerace 24 h

V tabulkach jsou uvedeny doba stanoveni rlstové kiivky a vypocitané hodnoty zdkalu
zaockovaného zivného media s extrakty (maceraty, etOH nebo metOH), tyto hodnoty byly
vyneseny do grafu. Na obrazcich jsou znazornény inhibi¢ni zony extraktl a maceratd ze
stévie cukerné na agarovych plotnach po 72 h kultivace.

4.1.1.1 Bacillus cereus
Tab. ¢. 5: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Bacillus cereus
Bacillus cereus
t (hod.) | turbidita (NTU)
0 507,67
3 602,67
19 1676,67
22 1645,33
25 1365,00
43 1784,67
46 1834,67
49 1565,33
67 1665,67
70 1930,00
73 1890,33
91 2093,33
94 1870,67
97 1796,33
115 1846,00
118 1806,33
121 2173,33
139 1799,00
142 1889,33
145 2823,33
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Graf ¢. 1: Rustova kiivka bakterie Bacillus cereus

Obr.¢. 9: Bacillus cereus na masopeptonovém agaru
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4.1.1.2 Bacillus cereus — ethanolové extrakty

Tab. ¢ 6: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Bacillus cereus v pritomnosti etOH
extraktii

¢tOH E OESU etOH E NESU etOH E OESCR
t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)

0 506,67 2 529,67 0 15,03

3 2656,67 5 404,33 2 15,04
19 2022,00 22 337,67 18 2803,33
22 1454,33 25 371,67 21 3263,33
25 1761,00 28 342,00 24 3456,67
43 1052,67 46 414,33 42 2346,67
46 1403,33 49 477,67 45 3976,67
49 1064,00 52 309,33 48 3363,33
67 1523,33 70 223,33 66 2806,67
70 957,33 73 280,67 69 3423,33
73 899,00 76 449,67 72 3303,33
91 1384,33 94 290,67 90 2643,33
94 1860,00 97 295,67 93 2803,33
97 1903,67 100 222,00 96 4223,33
115 1564,67 118 203,33 114 2750,00
118 1485,67 121 364,00 117 2966,67
121 1780,00 124 390,33 120 2846,67
139 2122,67 142 172,00 138 2750,00
142 1890,33 145 396,67 141 2703,33
145 1771,67 148 246,33 144 3183,33

Bacillus cereus etOH extrakty (10 g, 30 min)
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turbidita 3000 |
INTUI 5000 -

1000

0 50 100 150
t [hod]
e etOHE OESU = etOH extrakt NESU a etOH extrakt OESCR

Graf'¢. 2: ristova krivka bakterie Bacillus cereus v pritomnosti etOH extraktu
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Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 6 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 2) vyplyva, Ze
nejvetsi inhibi¢ni ucinek na bakterii Bacillus cereus vykazoval neodpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Naopak nejmenSi inhibi¢ni ucinek vykazoval
odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky. V porovnani s hodnotami
uvedenymi v Tab. ¢. 5 a s Grafem ¢. 1 vykazoval odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie
cukerné z Uzbekistanu témét shodny pribeh s rastovou kiivkou bakterie Bacillus cereus,
neodpafovany extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistdnu vykazoval vyrazné niz$i hodnoty,
naopak odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky vykazoval
dokonce vys$s$i hodnoty nez rlstova kiivka bakterie Bacillus cereus. Z Grafu ¢. 2 dale
vyplyva, Ze oba extrakty ze stévie cukerné z Uzbekistanu vykazovaly vétsi inhibi¢ni G¢inky
neZ extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky.

Obr. ¢. 11: neodparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢ 12: odparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky

Z Obr. ¢ 10, 11 a 12 vyplyva, ze nejvetsi inhibicni ucinek vykazoval odpatovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu, naopak nejmensi inhibi¢ni u€inek byl zaznamenén u

neodparovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.

4.1.1.3 Bacillus cereus — methanolové extrakty

Tab. ¢ 7: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Bacillus cereus v pritomnosti metOH

extrakti
metOH E OESU metOH E NESU metOH E OESCR
t (hod.) turbidita (NTU) t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) turbidita (NTU)

0 257,33 2 2,40 0 157,33
3 795,67 5 45,67 2 195,43
19 387,00 22 70,33 18 619,00
22 509,00 25 79,00 21 506,00
25 802,33 28 74,33 24 333,33
43 290,67 46 45,33 42 460,33
46 224,00 49 65,67 45 452,33
49 313,67 52 21,00 48 458,67
67 313,67 70 106,67 66 579,67
70 320,67 73 89,00 69 524,67
73 399,33 76 171,67 72 668,67
91 460,67 94 218,67 90 863,00
94 446,67 97 263,67 93 777,67
97 440,67 100 136,67 96 653,67
115 331,67 118 15,67 114 714,00
118 386,00 121 104,00 117 726,33
121 336,33 124 61,33 120 643,33
139 448,33 142 102,67 138 677,00
142 402,33 145 13,67 141 665,00
145 521,33 148 0,00 144 783,00
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Bacillus cereus metOH extrakty (10 g, 30 min)
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600 -
turbidita
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+ metOH extrakt OESU = metOH extrakt NESU 4 metOH extrakt OESCR

Graf ¢. 3: ristova krivka bakterie Bacillus cereus v pritomnosti metOH extraktu

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 7 a zjejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 3) vyplyva, Ze
nejvetsi inhibicni G¢inek na bakterii Bacillus cereus vykazoval neodpafovany methanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Naopak nejmensi inhibi¢ni ucinek vykazoval
odpafovany methanolovy extrakt ze stévie cukerné zCeské republiky. V porovnani
s hodnotami uvedenymi v Tab. ¢. 5 a s Grafem ¢. I vykazovaly v§echny methanolové extrakty
vyrazné inhibi¢ni U€inky, z nichZ nejvétsi inhibi¢ni G€inek byl zaznamenan u neodpafovaného
methanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Z Grafu ¢. 3 dale vyplyva, Ze oba
extrakty ze stévie cukerné z Uzbekistdnu vykazovaly vétsi inhibiéni G¢inky nez extrakt ze
stévie cukerné z Ceské republiky.

Obr. ¢. 13: odparovany metOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢. 15: odparovany metOH extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky
ZObr. ¢ 13, 14 a 15 vyplyva, Zze nejvétsi inhibi¢ni u¢inek vykazoval odpatfovany

methanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, naopak nejmensi inhibi¢ni u¢inek
byl zaznamenan u neodpafovaného methanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
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4.1.1.4 Bacillus cereus — ethanolové macerdty

Tab. ¢ 8: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Bacillus cereus v pritomnosti etOH
maceratil

etOH M OMSU e¢tOH M NMSU etOH M OMSCR
t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)
0 331,33 2 133,00 0 198,97
3 1962,67 5 134,33 2 203,67
19 1755,67 22 512,33 18 7126,67
22 1380,67 25 411,67 21 7670,00
25 1199,00 28 529,33 24 7610,00
43 1233,67 46 545,33 42 6823,33
46 625,33 49 482,00 45 9836,67
49 701,00 52 383,67 48 6526,67
67 648,00 70 400,00 66 6666,67
70 657,67 73 762,67 69 6596,67
73 470,33 76 939,00 72 6393,33
91 723,00 94 469,33 90 8506,67
94 552,33 97 549,33 93 5850,00
97 606,67 100 840,67 96 5053,33
115 460,33 118 512,33 114 4770,00
118 448,67 121 528,00 117 3326,67
121 394,00 124 638,00 120 3410,00
139 193,00 142 537,33 138 2080,00
142 378,67 145 516,33 141 2806,67
145 280,33 148 440,67 144 2236,67

Bacillus cereus etOH maceraty (10 g, 24 h)

8000

6000

turbidita

NTU] 4000 -

150

t [hod]

‘ + etOH macerat OMSU = etOH macerat NMSU a etOH macerat OMSCR

Graf'¢. 4: ristova krivka bakterie Bacillus cereus v pritomnosti etOH macerati
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Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 8 a zjejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 4) vyplyva, Ze
nejvetsi inhibi¢ni ucinek na bakterii Bacillus cereus vykazoval neodpafovany ethanolovy
macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu, pficemZ odpafovany ethanolovy macerat ze stévie
cukerné z Uzbekistanu vykazoval nepatrné nizsi inhibi¢ni t€inky. Naopak nejmensi inhibi¢ni
¢inek byl zaznamenan u odpafovaného ethanolového maceratu ze stévie cukerné z Ceské
republiky. V porovnani s hodnotami uvedenymi v Tab. ¢. 5 a s Grafem ¢. 1 vykazovaly
vSechny ethanolové maceraty vyrazné inhibi¢ni U¢inky, z nichZ nejvétsi inhibiéni G€inek byl
zaznamenan u neodpafované¢ho ethanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
Z Grafu ¢. 4 déale vyplyva, Ze oba extrakty ze stévie cukerné z Uzbekistanu vykazovaly vétsi
inhibi¢ni G&inky nez extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky.

Obr. ¢. 17: neodparovany etOH macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢. 18: odparovany etOH maceridt ze stévie cukerné z Ceské republiky

Z Obr. ¢ 16, 17 a 18 vyplyva, ze nejvetsi inhibicni t¢inek vykazoval odpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, naopak nejmensi inhibiéni G&inek byl
zaznamenan u neodpatovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.

4.1.1.5 Bacillus cereus — methanolové macerdty

Tab. ¢ 9: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Bacillus cereus v pritomnosti metOH

macerati
metOH M OMSU metOH M NMSU metOH M OMSCR
t (hod.) turbidita (NTU) t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) turbidita (NTU)

0 131,73 2 0,00 0 158,13
3 112,00 5 1,00 2 164,30
19 94,00 22 17,33 18 2760,00
22 95,00 25 0,00 21 2530,00
25 159,33 28 10,00 24 3300,00
43 125,67 46 37,67 42 1951,00
46 107,00 49 42,33 45 2070,00
49 176,00 52 40,67 48 2176,67
67 139,00 70 11,33 66 1588,67
70 221,00 73 16,00 69 1991,67
73 83,00 76 20,67 72 1803,67
91 554,67 94 21,67 90 2206,67
94 483,33 97 86,33 93 1585,67
97 576,67 100 96,00 96 1367,00
115 531,00 118 69,00 114 1021,67
118 535,00 121 77,67 117 853,33
121 459,33 124 1,33 120 1171,33
139 298,67 142 7,00 138 904,00
142 653,67 145 18,67 141 1219,67
145 411,67 148 4,33 144 1442 .67
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Bacillus cereus metOH maceraty (10 g, 24 h)
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+ metOH macerat OMSU = metOH macerat NMSU a metOH macerat OMSCR

Graf ¢. 5: ristova kiivka bakterie Bacillus cereus v pritomnosti metOH maceratii

Z hodnot uvedenych v 7Tab.c. 9 a zjejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 5) vyplyva, Ze
nejvetsi inhibicni ucinek na bakterii Bacillus cereus vykazoval neodpafovany methanolovy
macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Naopak nejmensi inhibi¢ni G¢inek byl zaznamenan
u odpafovaného methanolového maceratu ze stévie cukerné z Ceské republiky. V porovnani
s hodnotami uvedenymi v 7ab. ¢. 5 a s Grafem ¢. I vykazovaly oba methanolové maceraty ze
stévie cukerné z Uzbekistdnu vyrazné inhibi¢ni u€inky, znichz vétsi inhibiéni G¢inek byl
zaznamenan u neodpafovaného methanolového maceratu. Z Grafu ¢. 4 déale vyplyva, Ze oba
extrakty ze stévie cukerné z Uzbekistanu vykazovaly vyrazné vétSi inhibicni G€inky nez
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky.

Obr. ¢. 19: odparovany metOH macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢ 21: odparovany metOH macerdt ze stévie cukerné z Ceské republiky
Z Obr. ¢ 19, 20 a 21 vyplyva, ze nejvétsi inhibicni ucinek vykazoval odpatovany ethanolovy

extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu, naopak nejmensi inhibi¢ni u€inek byl zaznamenén u
neodparovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
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4.1.1.6 Shrnuti inhibi¢nich ucinku na bakterii Bacillus cereus

Nejucinngjsi ethanolové a methanolové extrakty a maceraty byly vyneseny do Grafu ¢. 6.

Bacillus cereus nejucinnéjsi extrakty a maceraty
1000
A
800 - R .
A
turbidita®00
INTUT 400 |
200 -
O |
0 20 40 60 80 100 120 140
t [hod]
+ etOHE NESU = metOH E NESU a etOH M NMSU ¢ metOH M NMSU

Graf ¢. 6: nejucinnéjsi etOH a metOH extrakty a maceraty na bakterii Bacillus cereus

Na bakterii Bacillus cereus vykazovaly nejvétsi inhibi¢ni UCinky neodpafované extrakty a
maceraty ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Z Grafu ¢. 6 vyplyva, ze nejvétsi inhibicni ucinek
byl zaznamendn u methanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu, pfiCemz
ucinky na bakterii Bacillus cereus. Naopak ethanolové a methanolové extrakty ze stévie
cukerné z Uzbekistanu vykazovaly vyrazn€ mensi inhibicni G€inky nez ethanolové a
methanolové maceraty ze stévie cukerné z Uzbekistanu.

4.1.1.7
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Bacillus cereus — ethanolova a methanolova zkouSka

Tab. ¢ 10: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Bacillus cereus v pritomnosti etOH
a metOH

Bacillus cereus etOH zkouska Bacillus cereus metOH zkouska
t (hod.) | turbidita | t (hod.) | turbidita | t (hod.) | turbidita | t (hod.) | turbidita
2 0,00 0 0,14 2 0,00 0 2,33
5 0,00 2 0,19 5 0,00 2 2,21
22 0,00 18 0,25 22 0,00 18 12,83
25 0,00 21 0,18 25 0,00 21 11,63
28 0,00 24 0,16 28 0,00 24 10,76
46 1,33 42 0,17 46 0,00 42 7,58
49 2,00 45 0,62 49 17,23 45 7,66
52 1,00 48 1,42 52 10,93 48 6,95
70 3,47 66 1,76 70 15,17 66 6,82
73 7,00 69 2,70 73 15,10 69 8,34
76 13,40 72 3,16 76 25,33 72 8,01
94 11,90 90 3,48 94 18,47 90 7,27
97 4,57 93 6,65 97 27,67 93 7,88
100 8,73 96 8,37 100 22,40 96 7,35
118 5,57 114 7,92 118 20,57 114 7,49
121 14,07 117 9,04 121 19,23 117 8,07
124 5,43 120 10,36 124 18,93 120 7,72
142 6,30 138 12,58 142 19,87 138 8,39
145 1,87 141 12,87 145 18,73 141 8,44
148 2,57 144 14,16 148 18,70 144 8,99

Bacillus cereus etOH zkouska

15

turbidita
[NTU]

0 50 100 150
t [hod]

Graf'¢. 7: ristova krivka bakterie Bacillus cereus v pritomnosti etOH
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Bacillus cereus metOH zkouska

turbidita
[NTU]

0 50 100 150
t [hod]

Graf ¢. 8: ristova krivka bakterie Bacillus cereus v pritomnosti metOH

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 10 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 7 a 8) vyplyva, Ze
samotny ethanol i methanol plisobil vyrazné inhibi¢n€é na rlst bakterie Bacillus cereus.
Z grafl dale vyplyva, Ze methanol vykazoval vétsi inhibi¢ni u€inky neZ ethanol a byl také
zaznamenan téméet shodny prubéh s rastovou kiivkou bakterie Bacillus cereus, naopak
ethanol vykazoval velmi neuspofadany pribéh rlistoveé kiivky.

Obr. ¢. 22: etOH zkouSka bakterie Bacillus cereus
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Obr. ¢. 23: metOH zkousSka bakterie Bacillus cereus

Z Obr. ¢. 22 a 23 vyplyva, ze ethanol 1 methanol nevykazovaly Zadné inhibi¢ni ucinky na
bakterii Bacillus cereus.

4.1.2 Ristova krivka a inhibi¢ni zony bakterie Micrococcus luteus

Pro stanoveni riistové kiivky a ovéfeni inhibi¢nich zon byly vybrany tyto extrakty a maceraty:
e cthanolovy extrakt — mnozstvi 10 g a doba extrakce 15 min
e methanolovy extrakt — mnoZstvi 6 g a doba extrakce 15 min
e cthanolovy macerat — mnozstvi 10 g a doba macerace 24 h
e methanolovy macerat — mnozstvi 10 g a doba macerace 24 h

V tabulkach jsou uvedeny doba stanoveni rlstové kiivky a vypocitané hodnoty zikalu
zaoCkovaného zivného media s extrakty (maceraty, etOH nebo metOH), tyto hodnoty byly
vyneseny do grafu. Na obrazcich jsou zndzornény inhibi¢ni zOny extraktli a macerati ze
stévie cukerné na agarovych plotnach po 72 h kultivace.
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4.1.2.1 Micrococcus luteus

Tab.¢. 11: Ciselné hodnoty pro riistovou ki'ivku bakterie Micrococcus luteus

Micrococcus luteus

t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)
0 290,67 2 0,00 0 3,57
3 324,00 5 0,00 2 3,98
19 1535,00 22 462,00 18 999,67
22 1805,00 25 615,67 21 1215,67
25 1545,67 28 791,33 24 1094,00
43 1626,00 46 1211,33 42 1285,33
46 1720,33 49 1422,33 45 1439,00
49 1324,00 52 1401,00 48 1254,00
67 1493,00 70 1262,67 66 1471,67
70 2030,00 73 1173,00 69 1169,00
73 1754,67 76 1456,00 72 1310,67
91 1808,67 94 1309,67 90 1410,33
94 1990,33 97 1289,00 93 1393,33
97 1944,33 100 1292,00 96 1572,67
115 2123,33 118 1280,00 114 1681,67
118 2520,00 121 1168,00 117 1296,67
121 2016,67 124 1298,00 120 1685,33
139 2520,00 142 1033,00 138 1545,00
142 2080,33 145 1349,00 141 2015,67
145 2253,33 148 1091,67 144 2153,33
Micrococcus luteus
3000
2500 - ° °
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2000 . . * &
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Graf. ¢. 9: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus
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Obr. ¢. 24: Micrococcus luteus na masopeptonovém agaru

4.1.2.2 Micrococcus luteus — ethanolové extrakty

Tab. ¢ 12: Ciselné hodnoty pro ristovou kiivku bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti

etOH extraktu
¢tOH E OESU etOH E NESU etOH E OESCR
t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)

0 691,33 2 795,33 0 31,47
3 3313,33 5 461,33 2 32,53
19 2506,67 22 325,00 18 146,00
22 2396,67 25 267,00 21 170,00
25 2823,33 28 586,67 24 195,00
43 1535,67 46 971,67 42 120,67
46 1383,33 49 657,33 45 235,00
49 2183,33 52 649,67 48 138,67
67 1405,00 70 312,67 66 186,00
70 1139,00 73 627,67 69 488,00
73 1055,33 76 329,33 72 210,00
91 1426,67 94 430,33 90 190,33
94 1862,67 97 795,33 93 125,67
97 1893,33 100 274,00 96 145,33
115 1124,67 118 355,33 114 259,00
118 1066,00 121 386,33 117 155,67
121 680,00 124 313,33 120 158,67
139 1117,67 142 377,67 138 186,00
142 988,33 145 648,00 141 215,67
145 712,00 148 576,33 144 249,00
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Micrococcus luteus etOH extrakty (10 g, 15 min)
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Graf ¢. 10: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti etOH extraktii

Z hodnot uvedenych v Tab.¢. 12 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 10) vyplyva, Ze
nejvetsi inhibicni ucinek na bakterii Micrococcus luteus vykazoval odpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky. Naopak nejmensi inhibiéni udinek byl
zaznamenan u odpafovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
V porovnani s hodnotami uvedenymi v 7ab. ¢. 11 a s Grafem ¢. 9 vykazoval odpatfovany
ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistdnu opacny prubéh nez rustova kiivka
bakterie Micrococcus luteus, neodpafovany extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu
vykazoval vyrazné niz§i hodnoty a odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské
republiky vykazoval nejniz8i hodnoty. Z Grafu ¢. 10 dale vyplyva, Ze oba extrakty ze stévie
cukerné z Uzbekistanu vykazovaly mens$i inhibi¢ni ucinky nez extrakt ze stévie cukerné
z Ceské republiky.

Obr. ¢. 25: odparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr.¢. 26: neodparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu

Obr. ¢ 27: odparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky
Z Obr. ¢ 25, 26 a 27 vyplyva, ze nejvetsi inhibi¢ni U¢inek vykazovaly oba odpafované

ethanolové extrakty, naopak nejmensi inhibi¢ni u¢inek byl zaznamenan u neodparovaného
ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
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4.1.2.3 Micrococcus luteus — methanolové extrakty

Tab. ¢ 13: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti
metOH extraktu

metOH E OESU metOH E NESU metOH E OESCR
t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)

0 212,67 2 113,50 0 143,70
3 928,33 5 31,00 2 153,50
19 256,67 22 0,00 18 181,67
22 316,67 25 12,00 21 180,67
25 288,00 28 67,00 24 214,33
43 381,67 46 70,33 42 852,67
46 178,33 49 113,33 45 913,33
49 171,33 52 0,00 48 611,00
67 115,67 70 0,00 66 281,33
70 340,33 73 495,67 69 370,67
73 186,00 76 37,33 72 221,33
91 420,67 94 458,33 90 146,67
94 436,67 97 179,00 93 245,67
97 482,67 100 141,67 96 350,33
115 502,33 118 0,00 114 206,00
118 690,67 121 524,33 117 199,00
121 631,67 124 249,33 120 177,00
139 603,00 142 0,00 138 219,33
142 391,00 145 196,00 141 174,67
145 353,67 148 84,33 144 165,00

Micrococcus luteus metOH extrakty (6 g, 15 min)
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Graf'¢. 11: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti metOH extraktii
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Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 13 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 11) vyplyva, Ze
nejvetsi  inhibiéni ucinek na bakterii Micrococcus luteus vykazoval neodparovany
methanolovy extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Naopak nejmensi inhibi¢ni G€inek byl
zaznamenan u odpafovaného methanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
V porovnani s hodnotami uvedenymi v 7ab. ¢. 11 a s Grafem ¢. 9 vykazovaly vSechny
methanolové extrakty vyrazné niz$i hodnoty nez jaké ma rstova kiivka bakterie Micrococcus
luteus, znichZ nejniz8i hodnoty byly zaznamenidny u neodpafované¢ho methanolového
extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistdnu. Z Grafu ¢ 11 dale vyplyva, ze vSechny
methanolové extrakty vykazovaly odliSny prub¢h ristové kiivky od riistové kiivky bakterie
Micrococcus luteus.

Obr.¢. 30: odparovany methanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky
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ZObr. ¢ 28, 29 a 30 vyplyva, Ze nejvétsi inhibicni Uc€inek vykazoval odpatovany
methanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, pfi¢emz odpafovany methanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu vykazoval témét stejny ucinek. Naopak nejmensi
inhibi¢ni ucinek byl zaznamenan u neodpafovaného methanolového extraktu ze stévie
cukerné z Uzbekistanu.

4.1.2.4 Micrococcus luteus — ethanolové macerdty

Tab. ¢ 14: Ciselné hodnoty pro ristovou kiivku bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti
etOH macerati

etOH M OMSU e¢tOH M NMSU etOH M OMSCR
t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)
0 418,33 2 12,87 0 207,70
3 1994,67 5 130,00 2 211,44
19 376,67 22 391,33 18 4363,33
22 445,33 25 341,00 21 4090,00
25 396,00 28 53,33 24 4706,67
43 388,00 46 229,33 42 3816,67
46 453,67 49 214,67 45 4660,00
49 254,33 52 212,33 48 3543,33
67 157,33 70 170,00 66 5466,67
70 139,33 73 134,00 69 3206,67
73 227,00 76 192,00 72 3646,67
91 176,33 94 220,00 90 4123,33
94 192,00 97 349,00 93 3560,00
97 810,00 100 341,33 96 3276,67
115 84,33 118 312,67 114 2590,00
118 195,00 121 264,00 117 3353,33
121 176,67 124 415,33 120 2630,00
139 50,00 142 207,67 138 2007,67
142 107,00 145 307,67 141 3016,67
145 17,00 148 235,67 144 2058,00
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Micrococcus luteus etOH maceraty (10 g, 24 h)
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+ etOH macerat OMSU = etOH macerat NMSU a etOH macerat OMSCR

Graf ¢. 12: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti etOH maceratit

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 14 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 12) vyplyva, ze
nejvetsi inhibicni Gcinek na bakterii Micrococcus luteus vykazoval neodpatrovany ethanolovy
macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu, pfi¢emz odpatrovany ethanolovy macerat ze stévie
cukerné¢ z Uzbekistanu vykazoval podobné inhibi¢ni Uc¢inky, ale prabéh ristové kiivky
vykazoval klesajici tendenci. Naopak nejmensi inhibiéni U¢inek byl zaznamenan u
odpafovaného ethanolového maceratu ze stévie cukerné z Ceské republiky. V porovnani
s hodnotami uvedenymi v Tab. ¢. 11 a s Grafem ¢. 9 vykazovaly oba ethanolové maceraty ze
stévie cukerné z Uzbekistdnu vyrazné nizsi hodnoty nez jaké vykazuje rastova kiivka bakterie
Micrococcus luteus, naopak ristova kifivka odparovaného ethanolového maceratu ze stévie
cukerné z Ceské republiky vykazovala dokonce vys§i hodnoty. Z Grafu ¢ 12 dale vyplyva, Ze
oba odparované ethanolové maceraty vykazuji odlisny prabéh ristové kiivky od rlstové
kiivky bakterie Micrococcus luteus.

Obr. ¢. 31: odparovany etOH macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢ 33: odparovany etOH macerdt ze stévie cukerné z Ceské republiky
Z Obr. ¢ 31, 32 a 33 vyplyva, ze nejvetsi inhibicni ucinek vykazoval odpatovany ethanolovy

macerat ze stévie cukerné z Ceské republiky. Naopak nejmensi inhibiéni uUc€inek byl
zaznamenan u neodpatfovaného ethanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
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4.1.2.5 Micrococcus luteus — methanolové macerdty

Tab. ¢ 15: Ciselné hodnoty pro ristovou kiivku bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti

metOH macerati
metOH M OMSU metOH M NMSU metOH M OMSCR
t (hod.) | turbidita (NTU) | t(hod.) | turbidita (NTU) | t (hod.) turbidita (NTU)

0 132,83 2 2,67 0 167,80
3 804,33 5 36,00 2 171,40
19 192,33 22 0,00 18 2226,67
22 281,67 25 20,00 21 2530,00
25 373,67 28 20,00 24 2580,00
43 191,67 46 4,67 42 1669,67
46 338,33 49 24,67 45 1642,33
49 257,00 52 18,67 48 1791,00
67 211,67 70 3,00 66 1287,67
70 331,67 73 47,67 69 1961,00
73 372,67 76 15,00 72 1767,00
91 301,00 94 45,67 90 1386,33
94 375,00 97 102,67 93 2046,33
97 326,00 100 102,00 96 1471,67
115 208,00 118 49,00 114 1313,33
118 271,00 121 15,00 117 1430,33
121 236,33 124 11,00 120 1009,33
139 167,33 142 34,67 138 1025,00
142 351,67 145 52,67 141 1140,33
145 293,33 148 27,00 144 1261,00

turbidita
[NTU]

Micrococcus luteus metOH maceraty (10 g, 24 h)

2000

1500

1000

500

0

t [hod]

150

‘ + metOH macerat OMSU = metOH macerat NMSU a4 metOH macerat OMSCR

Graf ¢. 13: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti metOH maceratit
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Z hodnot uvedenych v Tab.¢. 15 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 13) vyplyva, Ze
nejveétsi inhibicni ucinek na bakterii Micrococcus luteus vykazoval neodpatfovany
methanolovy macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Naopak nejmensi inhibi¢ni ucinek byl
zaznamenan u odpafovaného methanolového maceratu ze stévie cukerné z Ceské republiky.
V porovnani s hodnotami uvedenymi v 7ab. ¢ 11 a s Grafem ¢ 9 vykazovaly oba
methanolové maceraty ze stévie cukerné z Uzbekistanu vyrazné niz$i hodnoty nez jaké
vykazovala ristova kiivka bakterie Micrococcus luteus, naopak ristova kiivka odpatfovaného
methanolového maceratu ze stévie cukerné z Ceské republiky vykazovala téméf shodné
hodnoty, ale s odlisSnym pribéhem rhstové kiivky od rastové kiivky bakterie Micrococcus
luteus.

Obr. ¢. 36: odparovany metOH maceradt ze stévie cukerné z Ceské republiky

74



ZObr. ¢ 34, 35 a 36 vyplyva, Ze nejvétsi inhibicni U€inek vykazoval odpatovany
methanolovy macerat ze stévie cukerné z Ceské republiky. Naopak nejmensi inhibi¢ni uc¢inek
byl zaznamenan u neodpatrovaného methanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.

4.1.2.6 Shrnuti inhibi¢nich ucinku na bakterii Micrococcus luteus

Nejucinngjsi ethanolové a methanolové extrakty a maceraty byly vyneseny do Grafu ¢. 14.

Micrococcus luteus neju€innéjsi extrakty a maceraty

400 - 4
A A,

300 - A A
turbidita
[NTU] 200 -

100 -

[ )
. -——
0 50 100 150

t [hod]

+ etOHE OESCR = metOH E NESU a etOH M NMSU e metOH M NMSU

Graf ¢. 14: nejucinnéjsi etOH a metOH extrakty a maceraty na bakterii Micrococcus luteus

Na bakterii Micrococcus luteus vykazovaly nejvétsi inhibi¢ni ucinky odpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, neodpafovany methanolovy extrakt a macerat a
ethanolovy macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Z Grafu ¢. 14 vyplyva, ze nejvetsi
inhibi¢ni G¢inek byl zaznamendn u methanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
U ostatnich extrakti a macerat byl zaznamenan mensi inhibi¢ni u¢inek nez u methanolového
maceratu, ale v porovnani s ristovou kiivkou bakterie Micrococcus luteus, vykazovaly velké
inhibi¢ni ucinky, z nichz nejvétsi vykazoval methanolovy macerat ze stévie z Uzbekistanu.
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4.1.2.7 Micrococcus luteus — ethanolova a methanolova zkouSka

Tab. ¢ 16: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti
etOH a metOH

Micrococcus luteus etOH zkouska Micrococcus luteus metOH zkouska
t (hod.) | turbidita | t (hod.) | turbidita | t (hod.) | turbidita | t (hod.) | turbidita
2 0,00 0 2,13 2 0,00 0 1,66
5 0,00 2 2,57 5 0,00 2 1,75
22 0,00 18 16,10 22 0,00 18 11,04
25 0,00 21 15,58 25 0,00 21 10,15
28 0,00 24 13,16 28 5,93 24 9,81
46 0,00 42 10,10 46 8,20 42 8,71
49 0,00 45 7,64 49 11,30 45 9,13
52 0,00 48 7,19 52 8,23 48 9,48
70 0,70 66 7,22 70 6,30 66 8,51
73 1,43 69 8,74 73 11,43 69 9,55
76 26,03 72 8,52 76 12,93 72 8,88
94 0,00 90 9,15 94 19,37 90 6,35
97 8,13 93 9,26 97 10,17 93 7,62
100 7,47 96 10,02 100 12,23 96 8,17
118 0,33 114 9,06 118 9,53 114 7,45
121 3,63 117 8,60 121 10,43 117 7,78
124 0,00 120 9,13 124 7,27 120 7,51
142 0,03 138 8,44 142 7,47 138 8,74
145 0,00 141 10,23 145 14,33 141 10,42
148 2,93 144 11,22 148 8,30 144 10,38

Micrococcus luteus etOH zkouska

16
14
12

10
turbidita

INTU] @

~ O

N

o

0 50 100 150
t [hod]

Graf'¢. 15: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti etOH

76



Micrococcus luteus metOH zkouska

turbidita
[NTU]

0 50 100 150
t [hod]

Graf ¢. 16: rustova krivka bakterie Micrococcus luteus v pritomnosti metOH

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 16 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 15 a 16) vyplyva,
ze samotny ethanol i methanol piisobil vyrazné inhibi¢né na rist bakterie Micrococcus luteus.
Z Grafii ¢. 15 a 16 déle vyplyva, ze methanol vykazoval odlisny prabéh rastové kiivky od
prubéhu ristové kiivky bakterie Micrococcus luteus.

Obr. ¢. 37: etOH zkousSka bakterie Micrococcus luteus
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Obr. ¢. 38: metOH zkouska bakterie Micrococcus luteus

Z Obr. ¢. 37 a 38 vyplyva, ze ethanol 1 methanol nevykazovaly zadné inhibi¢ni uc¢inky na
bakterii Micrococcus luteus.

4.1.3 Rustova kfivka a inhibi¢ni zony kvasinky Geotrichum candidum

Pro stanoveni rastové kiivky a ovefeni inhibi¢nich zon byly vybrany tyto extrakty:
e cthanolovy extrakt — mnoZzstvi 10 g a doba extrakce 15 min

V tabulkach jsou uvedeny doba stanoveni rastové kiivky a vypocitané hodnoty ptirozené¢ho

logaritmu poctu bunék, tyto hodnoty byly vyneseny do grafu. Na obrazcich jsou zndzornény
inhibi¢ni zony extrakti ze stévie cukerné na agarovych plotnach po 72 h kultivace.
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4.1.3.1 Geotrichum candidum

Tab.¢. 17: Ciselné hodnoty pro riistovou ki'ivku kvasinky Geotrichum candidum

Geotrichum candidum

t (hod.) In (x) t (hod.) In (x) t (hod.) In (x)
0 12,53 0 10,50 0 11,99
3 11,85 3 10,96 2 12,47
19 15,57 6 10,64 18 16,47
22 17,11 22 15,85 21 16,43
26 17,24 25 16,29 24 17,38
43 17,66 28 18,42 42 17,23
46 16,65 46 17,61 45 17,40
49 16,76 49 17,43 48 17,30
66 16,99 52 17,13 66 17,10
70 16,68 70 18,02 69 17,36
74 18,70 73 18,26 72 17,97
91 17,26 76 16,83 90 17,72
94 17,91 94 16,92 93 18,33
97 15,87 97 16,90 96 18,14
115 16,75 100 17,87 114 18,19
118 16,11 118 16,77 117 17,80
121 17,75 121 17,92 120 17,55
139 17,75 124 18,85 138 17,47
143 17,93 142 17,19 141 17,52
146 17,81 145 17,11 144 17,78
148 17,98
Geotrichum candidum
25
20 ~ .
- ’00 . * :’;’ — T
15 4
In(x)
10 ¢
5 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 80 100 120 140
t [hod]

Graf ¢. 17: rustova krivka kvasinky Geotrichum candidum



Obr.c. 39: kvasinky Geotrichum candidum na sladinovém agaru

4.1.3.2 Geotrichum candidum — ethanolové extrakty

Tab.¢. 18: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku kvasinky Geotrichum candidum v pritomnosti

etOH extraktu
etOH E OESU etOH E NESU etOH E OESCR
t (hod.) In (x) t (hod.) In (x) t (hod.) In (x)
0 12,69 0 9,66 0 11,39
3 11,50 3 10,50 2 11,74
19 14,33 6 10,50 18 11,60
22 16,12 22 12,65 21 11,69
26 14,75 25 13,64 24 11,69
43 14,33 28 11,20 42 11,74
46 12,25 46 11,50 45 11,93
49 15,19 49 13,42 48 12,30
66 15,29 52 11,99 66 13,11
70 16,01 70 13,42 69 12,94
74 14,50 73 13,16 72 12,65
91 13,91 76 12,65 90 12,41
94 14,33 94 12,51 93 12,90
97 13,63 97 13,28 96 12,96
115 13,43 100 12,53 114 12,81
118 13,16 118 13,15 117 12,39
121 15,73 121 13,18 120 11,45
139 14,12 124 13,35 138 11,50
143 14,97 142 12,51 141 11,27
146 14,69 145 11,85 144 11,60
148 12,78

80




Geotrichum candidum etOH extrakty (10 g, 15 min)
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+ etOH extrakt OESU = etOH extrakt NESU a etOH extrakt OESCR

Graf ¢. 18: rustove krivky kvasinky Geotrichum candidum v pritomnosti etOH extraktu

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 18 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 18) vyplyva, ze
nejvetsi inhibi€ni ucinek na kvasinku Geotrichum candidum vykazoval odpatfovany
ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, pfi¢emz neodpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistdnu vykazoval témét shodné inhibi¢ni G¢inky. Naopak
nejmensi inhibi¢ni ucinek byl zaznamendn u odparovaného ethanolového extraktu ze stévie
cukerné z Uzbekistanu. V porovndni s hodnotami uvedenymi v Tab. ¢. 17 a s Grafem ¢. 17
vykazovaly vSechny ethanolové extrakty vyrazné nizsi hodnoty nez jaké vykazovala riistova
ktivka kvasinky Geotrichum candidum, pti€emZ nejniz§i hodnoty byly zaznamenany u
odpatovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Ceské republiky. Dale z Grafu ¢. 18
vyplyva, Ze vSechny riistové kiivky ethanolovych extrakti vykazovaly témét shodny prib&h
s rastovou kiivkou kvasinky Geotrichum candidum.

Obr. ¢. 40: odparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢. 42 : odpaiovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky
Z Obr. ¢. 40, 41 a 42 vyplyva, Ze nejveétsi inhibicni t€inek vykazoval odpatfovany ethanolovy

extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu a naopak nejmensi inhibi¢ni uc¢inek byl zaznamenan u
odparovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Ceské republiky.
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4.1.3.3 Geotrichum candidum — ethanolova zkouSka

Tab. ¢ 19: Ciselné hodnoty pro ristovou kifivku kvasinky Geotrichum candidum v pritomnosti

etOH
Geotrichum candidum e¢tOH zkouska

t (hod.) In (x) t (hod.) In (x)
0 9,66 0 11,33
3 10,96 2 11,78
6 10,50 18 11,55
22 11,20 21 11,45
25 12,05 24 11,39
28 10,64 42 11,45
46 13,10 45 11,78
49 12,14 48 11,99
52 11,69 66 12,88
70 12,91 69 12,62
73 13,39 72 12,45
76 12,78 90 12,34
94 12,65 93 13,01
97 11,50 96 13,06
100 11,82 114 12,90
118 12,60 117 12,39
121 12,47 120 11,27
124 12,36 138 10,50
142 10,76 141 10,17
145 11,33 144 10,96

148 11,85
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Geotrichum candidum etOH zkouska
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Graf ¢. 19: rustova kiivka kvasinky Geotrichum candidum v pritomnosti etOH

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 19 a z Grafu ¢. 19 porovnanim s hodnotami uvedenymi v
Tab. ¢. 17 a Grafem ¢. 17 vyplyva, ze samotny ethanol vykazoval mirné inhibi¢ni ucinky na
rust kvasinky Geotrichum candidum.

Obr. ¢. 43: ethanolova zkouska kvasinky Geotrichum candidum

Z Obr. ¢. 43 vyplyva, ze u ethanolu nebyl zaznamenan zadny inhibi¢ni G¢inek na rist
kvasinky Geotrichum candidum.
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4.1.4 Ristova krivka a inhibi¢ni zony kvasinky Hansenula anomala

Pro stanoveni rastové kiivky a ovéfeni inhibi¢nich zén byly vybrany tyto extrakty:
e cthanolovy extrakt — mnozstvi 6 g a doba extrakce 30 min

V tabulkach jsou uvedeny doba stanoveni rastové kiivky a vypocitané hodnoty ptirozeného
logaritmu poctu bunék, tyto hodnoty byly vyneseny do grafu. Na obrazcich jsou znazornény
inhibi¢ni zony extrakti ze stévie cukerné na agarovych plotnach po 72 h kultivace.

4.1.4.1 Hansenula anomala

Tab.¢. 20: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku kvasinky Hansenula anomala

Hansenula anomala

t (hod.) In (x) t (hod.) In (x) t (hod.) In (x)
0 12,05 0 12,51 0 13,95
3 11,20 3 12,64 2 14,19
19 17,38 6 12,47 18 18,72
22 18,81 22 18,44 21 19,67
26 18,07 25 18,12 24 20,62
43 18,94 28 18,98 42 20,99
46 18,08 46 19,91 45 20,95
49 18,81 49 19,84 48 21,02
66 19,13 52 19,97 66 21,64
70 18,89 70 19,70 69 21,91
74 19,32 73 19,74 72 21,39
91 19,72 76 19,64 90 21,80
94 20,52 94 20,32 93 22,12
97 19,56 97 19,93 96 21,58

115 19,45 100 19,81 114 21,45

118 19,67 118 21,51 117 21,37

121 20,32 121 21,44 120 21,37

139 20,66 124 22,07 138 21,41

143 19,38 142 21,12 141 21,30

146 19,82 145 20,92 144 21,49
148 21,11
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Hansenula anomala
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Graf ¢. 20: rustova krivka kvasinky Hansenula anomala

Obr.¢. 44: kvasinka Hansenula anomala na sladinovém agaru
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4.1.4.2 Hansenula anomala — ethanolové extrakty

Tab.¢. 21: Ciselné hodnoty pro ristovou kifivku kvasinky Hansenula anomala v pFitomnosti

etOH extraktii
etOH E OESU etOH E NESU etOH E OESCR
t (hod.) In (x) t (hod.) In (x) t (hod.) In (x)
0 11,33 0 12,51 0 13,08
3 10,64 3 12,64 2 13,11
19 14,67 6 12,47 18 13,22
22 14,39 22 18,44 21 13,23
26 14,73 25 18,12 24 13,06
43 14,23 28 18,98 42 12,83
46 16,13 46 19,91 45 12,70
49 14,23 49 19,84 48 12,76
66 14,44 52 19,97 66 13,31
70 14,67 70 19,70 69 12,85
74 15,98 73 19,74 72 12,57
91 16,31 76 19,64 90 12,76
94 15,07 94 20,32 93 12,67
97 13,69 97 19,93 96 12,47
115 16,31 100 19,81 114 12,43
118 15,73 118 21,51 117 12,64
121 16,79 121 21,44 120 12,64
139 16,58 124 22,07 138 12,39
143 15,56 142 21,12 141 12,36
146 16,18 145 20,92 144 12,11
148 21,11
Hansenula anomala etOH extrakty (6 g, 30 min)
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‘ + etOH extrakt OESU = etOH extrakt NESU a etOH extrakt OESCR

Graf ¢. 21: rustoveé kiivky kvasinky Hansenula anomala v pritomnosti etOH extraktii
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Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 21 a z jejiho grafického zpracovani (Graf ¢. 21) vyplyva, Ze
nejvetsi inhibiéni ucinek na kvasinku Hansenula anomala vykazoval odpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky. Naopak nejmensi inhibiéni udinek byl
zaznamenan u neodpafovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu.
V porovnani s hodnotami uvedenymi v 7ab. ¢. 20 a s Grafem ¢. 20 vykazovaly oba
odpatfované ethanolové extrakty niz$i hodnoty nez jaké vykazovala ristova kiivka kvasinky
Hansenula anomala, ptiCemZ nejniz$i hodnoty byly zaznamendny u odpatfovaného
ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Ceské republiky. Dale z Grafu ¢ 21 vyplyva, ze
neodpatfovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistdnu vykazoval téméf shodny
prabéh rastové kiivky s prubéhem ristové kiivky kvasinky Hansenula anomala. Naopak
odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky vykazoval odligny
prabéh, vykazoval klesajici pritbéh riistové kiivky.

Obr. ¢. 45: odparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu

Obr. ¢. 46: neodparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistanu
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Obr. ¢ 47: odparovany etOH extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky

Z Obr. ¢. 45, 46 a 47 vyplyva, ze nejvetsi inhibicni ucinek byl zaznamenan u odpafovaného
ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Neodpatrovany ethanolovy extrakt ze
stévie cukerné z Uzbekistanu a odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské
republiky vykazovaly témét shodny inhibi¢ni Gi¢inek.

4.1.4.3 Hansenula anomala — ethanolova zkousSka

Tab. ¢. 22: Ciselné hodnoty pro riistovou kiivku kvasinky Hansenula anomala v pritomnosti

etOH
Hansenula anomala ¢tOH zkouska

t (hod.) In (x) t (hod.) In (x)
0 12,57 0 13,05
3 12,51 2 13,47
6 12,99 18 13,63
22 11,93 21 14,63
25 14,18 24 14,78
28 13,81 42 14,66
46 14,19 45 14,62
49 13,01 48 14,60
52 14,09 66 14,78
70 14,09 69 14,62
73 14,15 72 14,75
76 14,61 90 15,16
94 14,10 93 14,91
97 14,16 96 14,87
100 14,39 114 14,83
118 15,12 117 14,93
121 15,24 120 14,92
124 15,22 138 14,93
142 15,27 141 14,95
145 15,40 144 14,95

148 15,21
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Graf'¢. 22: rustova kiivka kvasinky Hansenula anomala v pritomnosti etOH

Z hodnot uvedenych v Tab. ¢. 22 a z Grafu ¢. 22 porovnanim s hodnotami uvedenymi v
Tab. ¢. 20 a Grafem ¢. 20 vyplyva, ze samotny ethanol vykazoval mirné inhibi¢ni ucinky na
rust kvasinky Hansenula anomala.

Obr. ¢. 48: etOH zkouska kvasinky Hansenula anomala

Z Obr. ¢. 48 vyplyva, ze u ethanolu byly zaznamenany mirné inhibi¢ni ucinky na rust
kvasinky Geotrichum candidum.
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4.1.5 Shrnuti inhibi¢nich G¢inki na mikroorganismy

4.1.5.1 Shrnuti inhibiénich ucinkii na bakterie

Nejvétsi inhibiéni uéinky u bakterii Bacillus cereus a Micrococcus luteus byly zaznamenany u
neodpafovanych methanolovych maceratt ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Oba maceraty
jsou znazornény v Grafu ¢. 23.

methanolové maceraty bakterii

100

80

turbidita 50 7
INTU] 4, |

20

0

0 20 40 60 80 100 120 140
t [hod]

‘ ¢ Bacillus cereus metOH M NMSU = Micrococcus luteus metOH M NMSU ‘

Graf'¢. 23: rustové kiivky bakterii v pritomnosti methanolovych maceratii
Z Grafu ¢. 23 vyplyva, Ze neodpafovany methanolovy macerat ze stévie cukerné vykazoval

vetsi inhibicni U¢inky na rast bakterie Micrococcus luteus nez na rast bakterie Bacillus
cereus.

4.1.5.2 Shrnuti inhibi¢nich ucinki na kvasinky

Nejvétsi inhibiéni u€inky u kvasinek Geotrichum candidum a Hansenula anomala byly
zaznamenany u odpafovanych ethanolovych extraktll ze stévie cukerné z Ceské republiky.
Oba extrakty jsou znazornény v Grafu ¢. 24.
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ethanolové extrakty kvasinek
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In (x)
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+ Geotrichum candidum etOH E OESCR = Hansenula anomala etOH E OESCR

Graf ¢. 24. rustove krivky kvasinek v pritomnosti ethanolovych extraktii

Z Grafu ¢ 24 vyplyva, ze odpafovany ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky
vykazoval vétsi inhibi¢ni u¢inek na rast kvasinky Geotrichum candidum neZ na rist kvasinky

Hansenula anomala.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni antimikrobidlniho piisobeni extraktl stévie cukerné
na vybrané mikroorganismy a sestrojeni jejich rustovych kiivek. Testovanym materidlem byly
extrakty a maceraty ze suSené stévie cukerné p&stované v Uzbekistanu a v Ceské republice.
Extrakénimi rozpoustédly pro piipravu extraktti a maceratd ze stévie byly alkoholy — ethanol
a methanol. Antimikrobidlni G€inky stévie byly testovany na bakteriich Bacillus cereus a
Micrococcus luteus a na kvasinkach Geotrichum candidum a Hansenula anomala. Tyto
mikroorganismy, extrakty a maceraty byly vybrdny na zékladé piedchozi diplomové prace.
Byla sledovana kultivace samotnych mikroorganismt v tekutém zivném mediu pfi laboratorni
teploté 25 °C po dobu 7 dni a kultivace mikroorganismi s extrakty a maceraty ze suSené
stévie cukerné. U bakterii byla pouzita metoda turbidimetrie, kde byl sledovan zakal tekutého
media v pribéhu kultivace. U kvasinek byla pouzita metoda piimého pocitani bunck pod
mikroskopem. Z naméfenych vysledkl byly sestrojeny jednotlivé ristové kiivky. Pro ovéfeni
antimikrobidlniho pasobeni extraktli a macerati byla pouzita difuzni jamkovd metoda na
agarovych plotnach, kdy byla zhotovena dokumentace po 72 h kultivace mikroorganismii pii
30 °C v termostatu.

Porovnanim namétfenych hodnot, vyhodnocenych vysledkl a sestrojenych riistovych kiivek
vyplyva Ze:

Na bakterii Bacillus cereus vykazovaly nejvétSi inhibi¢ni ucinky neodpatfované extrakty
a maceraty ze stévie cukerné z Uzbekistdnu. Nejvétsi inhibicni U¢inek byl zaznamenan
u methanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu, pficemz methanolovy extrakt ze
a methanolové extrakty ze stévie cukerné z Uzbekistanu vykazovaly vyrazné mensi inhibi¢ni
ucinky nez ethanolové a methanolové maceraty ze stévie cukerné z Uzbekistanu.

Na bakterii Micrococcus luteus vykazovaly nejvétsi inhibi¢ni u€inky odpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, neodpafovany methanolovy extrakt a macerat
a ethanolovy macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Nejvétsi inhibi¢ni Uc€inek byl
zaznamenan u methanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu. U ostatnich extrakta
a maceratl byl zaznamenan mens$i inhibi¢ni u¢inek neZ u methanolového maceratu, ale
v porovnani s rastovou kiivkou bakterie Micrococcus luteus vykazovaly velké inhibi¢ni
uc¢inky, z nichZ nejvétsi vykazoval methanolovy macerat ze stévie cukerné z Uzbekistanu.

Nejvétsi inhibiéni u€inek na kvasinku Geotrichum candidum vykazoval odpatfovany
ethanolovy extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky, pfi¢emZ neodpafovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Uzbekistdnu vykazoval témét shodné inhibi¢ni u¢inky. Naopak
nejmensi inhibi¢ni ucinek byl zaznamendn u odparovaného ethanolového extraktu ze stévie
cukerné z Uzbekistanu. VSechny ethanolové extrakty vykazovaly vyrazn€ niZ§i hodnoty nez
jaké vykazovala rastova ktivka kvasinky Geotrichum candidum, pticemz nejniz§i hodnoty
poctu bunck byly zaznamenany u odpafovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné
z Ceské republiky. Viechny ristové kiivky ethanolovych extraktll vykazovaly téméi shodny
pribéh s rastovou kiivkou kvasinky Geotrichum candidum.
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Nejvétsi inhibi¢ni ucinek na kvasinku Hansenula anomala vykazoval odpatovany ethanolovy
extrakt ze stévie cukerné z Ceské republiky. Naopak nejmensi inhibiéni uginek byl
zaznamenan u neodpatfovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Uzbekistanu. Oba
odpatfované ethanolové extrakty vykazovaly niz§i hodnoty nez jaké vykazovala ristova kiivka
kvasinky Hansenula anomala, ptic¢emz nejnizsi hodnoty byly zaznamenany u odpafovaného
ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Ceské republiky. Neodpafovany ethanolovy extrakt
ze stévie cukerné z Uzbekistanu vykazoval témét shodny pribéh rastové kiivky s pribéhem
rustové kiivky kvasinky Hansenula anomala. Naopak odpatovany ethanolovy extrakt ze
stévie cukerné z Ceské republiky vykazoval odlisny priibéh, vykazoval klesajici pribéh
rustové kiivky.

Shrnuti inhibicnich ucinkii na bakterie

Nejvétsi inhibicni ucinky u bakterii Bacillus cereus a Micrococcus luteus byly zaznamenany
u neodpafovaného methanolového maceratu ze stévie cukerné z Uzbekistanu, pficemZ tento
macerat vykazoval vétsi inhibi¢ni u€inky na rast bakterie Micrococcus luteus nez na rust
bakterie Bacillus cereus.

Shrnuti inhibicnich ucinkii na kvasinky

Nejveétsi inhibicni ucinky u kvasinek Geotrichum candidum a Hansenula anomala byly
zaznamenany u odpafovaného ethanolového extraktu ze stévie cukerné z Ceské republiky,
pficemz, tento extrakt vykazoval vétsi inhibicni ucinek na rist kvasinky Geotrichum
candidum nez na rust kvasinky Hansenula anomala.

Vysledkem této diplomové prace je ovéteni antimikrobidlnich Gi€inka extraktd a maceratl ze
suSené stévie cukerné na vybrané mikroorganismy a sestrojeni jejich rustovych kiivek.
Nejucinnéjsi byly neodpafované methanolové maceraty ze stévie cukerné z Uzbekistanu na
bakterie a odpafované ethanolové extrakty ze stévie cukerné z Ceské republiky na kvasinky.
Vzhledem k témto vysledkiim lze aplikovat extrakty a maceraty ze stévie cukerné na vybrané
potravinarské kontaminanty.

Pro dalsi studie tykajici se této problematiky bude nutné izolovat jednotlivé latky obsazené ve
stévii cukerné a jednotlivé testovat jejich antimikrobidlni ucinky. Déle je nutné sestavit
rustovou kiivku az do faze odumirani, aby se zjistilo, zda maji extrakty ze stévie vliv i na
odumirani bunék mikroorganismi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

[a]p — specifickd otacivost

ADI — Acceptable Daily Intake (pfijatelna denni davka)

ATP — adenosintrifosfat

B.c. — Bacillus cereus

butOH — butanol

¢ — celkovy pocet bun¢k ve vSech pocitanych polickach

CE — capillar electrophoresis (kapilarni elektroforéza)

CR — Ceska Republika

DMAPP — dimethylallylpyrofosfat

DXR — 1-deoxy-D-xylulosa-5 fosfat reduktoisomerasa

DXS — 1-deoxy-D-xylulosa-5 fosfat syntasa

E — extrakt

etOH — ethanol

EU — Evropska Unie

G.c. — Geotrichum candidum

GA - Giberellic Acid (kyselina giberelova)

Glc — glukosa

H.a. — Hansenula anomala

HMG-Co A — 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A

HPLC — high performance liquid chromatography (vysokoucinna kapalinova chromatografie)

IPP — isopentenylpyrofosfat

IR — infrared (infra cervené svétlo)

JECFA — Joint Expert Committee on Food Additives (Spojend expertni komise ohledné
potravinovych ptisad)

LDs, — letalni davka

In — ptirozeny logaritmus

M — macerat

M.Il. — Micrococcus luteus

metOH — methanol

MO — mikroorganismus

MPA — masopeptonovy agar

NADH - nikotinaminadenindinukleotid

NE(M)SU — neodpatovany extrakt (macerat) ze stévie cukerné z Uzbekistanu

NIRS — Near Infrared Spectroscopy (reflexni spektroskopie v oblasti blizkého infracerveného
spektra)

NOEL — No Observed Effect Level (hladina bez pozorovaného uc¢inku)

obr. — obrazek

OD - opticka densita

OE(M)SCR — odpafovany extrakt (macerét) ze stévie cukerné z Ceské Republiky

OE(M)SU — odpatrovany extrakt (macerat) ze stévie cukerné z Uzbekistanu

PCR — polymerace chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

Rha — rhamnosa

SCFE — supercritical fluid extraction (superkritick4 kapalinova extrakce)
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SE — extrakty ze stévie cukerné

SPE — solid phase extraction (extrakce pevnou fazi)
t—cas

tab. — tabulka

TLC — thin layer chromatography (tenkovrstva chromatografie)
t; — teplota tani

UDP-glc — uridindifosfat-glukosa

UV — ultraviolet (ultrafialové svétlo)

x — po&et mikroorganismi v 1 cm’

Xyl — xylulosa

A — vlnova délka
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha ¢. 1: Naméfené hodnoty pro stanoveni ristové kiivky extraktl a macerati bakterie
Bacillus cereus

Ptiloha €. 2: Vypocitané hodnoty pro stanoveni ristové kiivky extraktd a maceratii bakterie
Bacillus cereus

Ptiloha ¢. 3: Naméfené hodnoty pro stanoveni ristové kiivky extraktl a maceratii bakterie
Micrococcus luteus

Ptiloha ¢. 4: Vypocitané hodnoty pro stanoveni ristové kiivky extraktd a maceratii bakterie
Micrococcus luteus

Ptiloha €. 5: Namétené hodnoty pro stanoveni rastové kiivky extraktt kvasinky Geotrichum
candidum

Ptiloha ¢. 6: Vypocitané hodnoty pro stanoveni ristové kiivky extraktt kvasinky Geotrichum
candidum

Ptiloha ¢. 7: Namétené hodnoty pro stanoveni ristové kiivky extraktl kvasinky Hansenula
anomala

Ptiloha ¢. 8: Vypocitané hodnoty pro stanoveni rustové kiivky extraktl kvasinky Hansenula
anomala
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