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ABSTRAKT

Praca sa zaobera testovanim antimikrobidlnej aktivity semien révy vinnej, v literarnej
reSersi suthrnom poznatkov biologicky aktivnych latok obsiahnutych v semenach révy
vinnej (Vitis vinifera) a stru¢nou vSeobecnou charakteristikou vybranych druhov
mikroorganizmov. V praktickej Casti prace sa testoval antimikrobialny efekt extraktu
semien ziskaného z mostovych odrod pestovanych v CR. Prva &ast’ prace pojednava
0 postupe vyroby extraktu. Testoval sa naoxidovany bezmethanolovy extrakt, cerstvy
methanolovy abezmethanolovy extrakt v prislusSnych koncentraciach riedenia.
Testovaniu boli podrobené mikroorganizmy Escherichia coli, Enterococcus faecalis
a Candida tropicalis. Ako metdda testovania bola zvolena diskova difizna metoda a
kultivécia mikroorganizmov bola v optimalnych podmienkach pre rast a rozmnozovanie
mikroorganizmov po dobu 24 a 48 hodin. Nazaver bolo prevedené meranie inhibi¢nych
zon.

KPacdové slova: antimikrobiadlny efekt, extrakt zo semien révy vinnej, fenolické

zluceniny, mikroorganizmy.

ABSTRACT

The thesis deals with testing the antimicrobial activity of the seed extracts from
grapevine, in the research data summary of biologically active substances contained in
the vine seed (Vitis vinifera) and brief general characteristic of selected species of
microorganisms. In the practical part of thesis was examined antimicrobial effect of
seed extracts obtained from grape wine varieties grown in CR. The first part of thesis
deals with the process of producing extract. It was tested nonmethanol extract exposed
to oxdiation, fresh methanol and nonmethanol extract in appropriate diluted
concentrations. These extracts at 100 %, 50 %, 10 % concentrations were tested by
using the agar difusion method, including Escherichia coli, Enterococcus faecalis and
Candida tropicalis. All tested microorganisms were inhibited by the grape seed extracts
using agar well difusion method and they were cultivated in their optimal conditions for
the growth and reproduction after 24 hours and 48 hours. Finally were performed
measurings of the inhibition zones.

Key words: antimicrobial effect, grape seed extract, phenolic compounds,

microorganisms.
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1 UVOD

Réva vinnd je vo svete pestovana uz tisicroia avo svete je hojne zastupena.
Z celosvetového hladiska je tento ovocny druh jednou z najpestovanejSou trvalou
kultirou s ro¢nou produkciou priblizne 58 milionov ton. Jej vlastnosti a zlozenie su
znacne sledované. Velky podiel a vyznam predstavuju v hroznach za posledni dobu
Casto skumané fenolické latky. Najvacsiu koncetraciu a mnozsto mozno ndjst
V semenach, ¢o vo vinohradnikej praxy predstavuje vedlajsi produkt pri vyrobe vina vo
forme matolin, ktoré sa v malej miere separujii a semena sa vyuzivaju na vyrobu
vinného oleja. Okrem oleja je moznost’ spracovania matolin na vyrobu matolinového
vina, destilatu alebo vyuZitie ako krmivo pripadne na energetické ucely.

V poslednych rokoch je zamerand tieZ pozornost’ na moznost’ vyuzitia matolin
ako druhotného odpadného produktu, lebo semena su okrem fenolickych latok taktiez
zdrojom bioaktivnych latok. Zo zdravotného hl'adiska st fenolické latky cenené pre
svoje antioxida¢né vlastnosti a pripisuju sa im aj antimikrobialne vlastnosti, ktorymi sa
tato praca zaobera. Latky obsiahnuté v semenach st zaujimavé pre svoje dietetické
hodnoty a maju priaznivé G¢inky na zdravie ¢loveka. Podiel’aju sa napriklad na znizeni
incidencie rakoviny a srdcovo-cievnych ochoreni, znizenie hladiny LDL lipoproteinov
v Krvi, maji neuroprotektivne a antihepatotoxické t¢inky ai.

Mikrobialna aktivita je primarny spina¢ kazenia mnohych potravin a je
zodpovedna za stratu kvality a bezpec¢nosti potravin. V poslednych rokoch je trend
zdravej vyzivy dost rozSireny astym prichadza aj snaha v potravindrstve zniZovat
obsah aditivnych a konzervaénych latok a hl'adat’ nové spdsoby konzervacie potravin.
Preto sa v sicasnej dobe zvysSuje zaujem o $tudia vyuzitia prirodnych antibakterialnych
a antimykotickych latok, ako su extrakty z rastlin, byliniek a korenia pre konzervaciu
potravin, ktoré okrem antimikrobidlnych a antioxidanych vlastnosti vykazuju vlastna
charakteristicku chut’ a aréma.

Legislativa europskej Gnie stale sprisiiuje narodné predpisy v oblasti odpadového
hospodarstva so snahou hl'adat’ nové bezodpadové technologie, ktoré by zabezpecili
efektivne vyuzitie odpadnych produktov. Perspektivne rieSenie predstavuje separaciu

hroznovych semien z matolin a nasledné spracovanie semien.



2 CIEL: PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo vypracovat’ literarnu reserSe na zadanu tému a vybrat
vhodné druhy mikroorganizmov pre testovanie antimikrobialnej aktivity extraktu zo
semien révy vinnej. V literarnom prehlade opisat’ obsahové zlozenie semien révy
vinnej, charakterizovat’ dané druhy mikroorganizmov, experimentalne otestovat’ extrakt
zo semien révy vinnej na vybranych mikroorganizmoch a ziskané data Spracovat’ a

vyhodnotit’.



3 LITERARNY PREHIAD

Literarna reSerSe je rozdelend do dvoch Casti. V prvej Casti su charakterizované semena
révy vinnej, morfologicka stavba hrozna a obsahové zloZenie semien révy vinnej. Druha
Cast’ je zamerana na charakteristiku vybranych druhov mikroorganizmov testovanych
v praktickej casti. Charakteristika mikroorganizmov pojedndva o zloZeni bunkovej

steny a 0 vSeobecnom prehl'ade konkrétnych druhov mikroorganizmov.

3.1 Semena révy vinnej

3.1.1 Morfologicka stavba hrozna a bobule

Plodom révy vinnej st bobule, ktoré su stopkami uchytené k strapine a spolu tak
vytvaraji hrozno. Bobul'a je duzinaty plod, ktory sa vyvija z pletiv vajicka. Bobul'a révy
je viacsemennd. Podl'a farby Supky sa odrody delia do bielych a modrych mostovych
odrdd. Modré dostali ndzov podl'a pritomnosti antokyanového farbiva v Supke ktoré ich
zafarbuje domodra (PAVLOUSEK, 2011).

Bobul’a sa sklada z troch hlavnych casti: Supka, duznina a semena. VO vnutri
bobule sa nachadza splet’ pletiv nazyvanych perikarp (oplodie), ktoré obklopuju
semena. Perikarp je eSte rozdeleny na exokarp (Supku), mezokarp (duzninu) a endokarp
(pletivo ohranicujice semend) (COOMBE, DRY, 1993). Strapina obsahuje stopové
mnozstvo cukru, kKyselinu vinnt, kyselinu jablénu, vel'ké mnozstvo trieslovin, dusikaté
a mineralne latky (KADISCH, MULLER, 1999).

Supka je zlozen4 z troch &asti, nazyvanych kutikula, epidermis a hypodermis. Na
povrchu kutikuly je voskova vrstva, ktora chrani bobulu pred vysychanim. Pod
kutikulou sa nachadzaju 1 - 2 vrstvy tangencidlne pretiahnutych buniek, s vysokym
podielom kyselin, zvlast kyselina citronova. Supka sa podiel'a na celkovej hmotnosti
bobule z 8 — 20 %. V Supke sa vyskytuju sekundarne metabolity ako su fenolické latky
— antokyanové farbiva aromatické latky a taniny (SULC, 2006).

DuZina obsahuje vel’ké mnohouholnikové bunky s tenkymi bunkovymi stenami.
Duznina tvori 75 — 80 % celkovej hmotnosti bobule. Duzina obsahuje cukry,
dominantne monosacharidy glukézu a fruktézu, v malom mnoZstve sachar6zu. Najdeme
tu eSte organické kyseliny, kyselinu jablénu a kyselinu vinnl. Z anorganicky kyselin
prevlada kyselina fosfore¢na. Dalej su tu pritomné katidny, draslik, vapnik, horéik,

sodik a zinok. V duzine je velké zastipenie dusikatych latok, hlavne aminokyselin,
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amonnych jonov, bielkovin. Zo sekundarnych metabolitov sa tu vyskytuji aromatické
latky a u farbiarok eSte antokyanové farbiva (BURG a kol., 2014).

Semena révy vinnej maju hruskovity tvar, v ktorom sa na jednej strane nachadza klicok
ana strane druhej zliabok. Di’ka semien je najcastejsie vrozmedzi 3 — 6 mm.
Z celkovej hmotnosti bobule predstavuju 0 — 6 %. Semend st vyznamnym zdrojom
fenolickych latok, z coho vicsie zastipenie najdeme u modrych odrod (LAFKA a kol.,
2007).

3.1.2 Obsahové latky semena

Semeno révy vinnej je dobre znama olejnatd plodina ktora obsahuje 8 - 20
hmotnostnych % oleja a predstavuje najvyznamnejSi zdroj polyfenolickych latok
v hrozne (PASSOS akol, 2010). Kvalitu tukov zo semien zarucuje vysoky obsah
nenasytenych mastnych kyselin (90 %), znich asi 75 % je zastipené kyselinou
linolovou (C18:2) a v mensej casti kyselinou olejovou (C18:1). Stopové mnozstvo
predstavuje kyselina linolenovda (C18:3) a palmitolejova (C16:1) (BAYDAR,
AKKURT, 2001).

Polyfenoly su najdolezitejSou zlozkou fytochemikalii v hroznach, pre
ich biologicky aktivne vlastnosti a taktiez pre ich zdravotny prospech. Biologicky
aktivnymi vlastnostami sa rozumeji antioxida¢né, antimikrobidlne, kardioprotektivne,
antikarcinogénne, protizapalové vlastnosti. Fenolické zlu€eniny zahffiaju antokyany,
flavonoly, flavan-3-oly, stilbény a fenolické kyseliny (XIA a kol, 2010).

Silné antioxidanty predstavuji  predovSetkym oligomerné proantokyanidinové
komplexy (oligomeric proanthocyanidin complexes — OPCs). Studia na zdravych
dobrovolnikoch preukédzala pri uZivani extraktu zo semien révy vinnej podstatné
zvySenie hladiny antioxidantov v ich Krvi. Vitamin E, A a C, flavonoidy, linolova
kyseliny a OPCs st vsemendch hroznov révy vinnej zastupené vo vysokych
koncentraciach a v nizsich mnozstvach sa méZzu vyskytovat’ aj v hroznovych Supkach

(BURG a kol., 2014).

3.1.3 Chemické zloZenie biologicky aktivnych latok v semene

Podstatn(i ¢ast semena tvori olej a mnoho biologicky aktivnych latok. Dalej st to
bielkoviny, cukry, celuléza a mineralne latky (SULC, 2006). Biologicky aktivna latka je
charakterizovand ako latka, ktora je i pri nizkych koncentraciach schopna ovplyviiovat’

zivotné pochody. Toto ovplyvnenie mdze byt pozitivne i negativne. St to latky
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izolované z prirodnych zdrojov, ktoré sa svojou Struktirou jedna od druhej mozu

odlisSovat’ (BURG a kol., 2014).

Hlavni skupinu biologicky aktivnych latok tvoria fenolické latky, ktoré sa

oznacuju aj ako polyfenoly, lebo tvoria viacej fenolickych jednotick. Polyfenoly

rozdelujeme na fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a ligniny (CICHOVA a kol.,
2008). PAVLOUSEK, (2011) deli fenolické latky podla chemickej $truktary na

flavonoidné a neflavonoidné ¢o ukazuje tabul'ka ¢.1. Podl'a vyskumov sa ukazalo, ze

zmrazovanie, chladenie, pasterizadcia a bezné kuchynské upravy potravin rastlinného

povodu pravdepodobne neovplyviujii obsah biologicky aktivnych foriem polyfenolov

(ZLOCH, 2003).

Tabulka ¢. 1 Zakladné rozdelenie fenolickych zligenin v hroznach (PAVLOUSEK,

2011).
malvidin-3-glukosid, cyanidin-3-
flavonoidné antokyany glukosid,
fenolické latky peonidin-3-glukosid,  delfinidin-3-
glukosid,
petunidin-3-glukosid a estery
s kyselinou octovou, kumarovou a
kavovou
flavan-3-oly katechin, epikatechin, gallokatechin,
epigallokatechin
flavonoly kvercetin, myricetin, kaempferol,
1sorhamnetin, rutin
Neflavonoidné hydroxybenzoové kyselina gallov4, protokatechova,
fenolické latky kyseliny vanilova syringova
hydroxyskoricové kyselina kumarova, kavova,
kyseliny ferulova, koutarova, fertarova
stilbeny trans a cis-resveratrol, piceid,
piceatannol, astringin
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Polyfenolické zluceniny predstavuju jednu z najvyznamnejSich skupin latok
V horznach. Tieto latky su hojne zastupené v Cervenych odrodach. V ¢ervenych vinach
ich celkovy obsah kolisa v rozmedzi 1000 - 4000 mg/l (Li a kol., 2009). Obsah
celkovych polyfenolov je Casto kvantifikovany kolorimetrickym meranim za pouzitia
Folin-Ciocalteuovho ¢inidla. Tato metdda je Siroko vyuzivana, jednoducha a dobre
reprodukovatel'na (Huang a kol., 2005).

Analyza pomocou HPLC a LC-DAD/ESI-MS v jednej s$tadii odhalila
pritomnost’ nasledujucich bioaktivnych zloziek z extraktu semien révy vinnej. Fenolické
kyseliny — kyselina kavova, galova, protokatechinova, 4-hydroxybenzoova a syringova.
Dalej flavonoidy - (+)-katechin, dimér katechinu, (—)-epicatechin, epicatechin gallat
trimér. Proantokyanidiny B1, proantokyanidin B2, quercetin-3-O-rhamnosid, trans-
polydatin, a trans-resveratrol. Celkovy obsah polyfenolov bol stanoveny na 327.6
(GAE)/g vyjadrenych v ekvivalentoch galovej kyseliny (FRIEDMAN, 2014).
VELISEK, HAJSLOVA, 2009 delia flavonoidy do nasledovnych zakladnych skupin:

e katechiny (flavan-3-oly)

¢ leukoantokyanidiny (flavan-3,4-dioly)
e flavanony

¢ flavanonoly

o flavony

o flavonoly (dihydroflavony)

e antokyanidiny.

Flavonoidy niekedy oznacované tiez ako flavonoidné latky, s rozsiahlou
skupinou rastlinnych fenolov. Flavonoidy plnia v prirode mnoho funkcii. Ochrafuju
rastliny pred UV Ziarenim, hmyzom a bylinoZravcami. Tieto zli¢eniny hraju rolu
Vv rastlinach v signalnych mechanizmoch pri regulacii rastu. V neposlednej rade
preukazuju antimikrobidlne a antioxida¢né vlastnosti (YILMAZ, TOLEDO, 2004).
Odhaduje sa ze v prirode sa nachadza okolo 5000 zlacenin. Chemicky vo svojej
molekule obsahuju dva benzénové kruhy a Strukturdlnym zdkladom vSetkych
flavonoidov je konfiguracia Cg — C3 — Cg. Vyskytuju sa vo forme glykosidov,
acylovanych glykosidov, polymérov alebo ako volnd latka. Velka cast’ flavonoidov je
glykosylovana. Naviazand cukorna zlozka byva najcastejSie gluk6za, rhamnodza, menej
asto galaktoza, arabindza & xyloza (VELISEK, HAJSLOVA, 2009). Flavonoidy

pdsobia ako primarne antioxidanty, chelatory a vychytavace superoxidového aniénu
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(07). Aglykony sa téinnejsie ako glykosidy (BENESEOVA a kol., 2000). Flavonoidy
maju schopnost’ sa akumulovat’ ako fytoalexiny. Tie inhibuju klicenie spor rastlinnych
patogénov ako je napriklad Botrytis cinerea (SULC a kol., 2006).

Flavan-3-oly st svojou koncentraciou vrozsahu 330 - 1390 mg/kg
najpocetnejSou zlozkou. Avsak ich koncentracia zavisi od odrody avplyv ma tiez
agrotechnika a klimatické podmienky. Okrem iného s vo vine zodpovedné za horki
chut (MONTEALEGRE a kol., 2006). V Supkach a semenach sa vyskytuju ticto
zlGCeniny: katechin, epikatechingalat a epigalokatechin. Flavan-3-0ly Vv semenach
polymerizuji do podoby taninov. Stupein polymerizacie ovplyvituje chut'ové vlastnosti
hroznov avin, asemena vykazuju niz§i stupen polymerizacie nez Supky. Semena
obsahuju vys$iu koncentraciu monomérnych, oligomérnych a polymérnych flavan-3-
olov. Taniny mozno rozdelit' eSte na kondenzované a hydrolyzovatelné (MONAGAS
akol., 2003). Taniny sa v semenach vyskytuji v jeho obalovych vrstvach. Obsah
extrahovatel'nych taninov zo semien sa znizuje v priebehu dozrievania bobule. Tieto
zmeny V zloZzeni mozZno zaznamenat’ aj zmenou farby semien kedy sa ostro zelena farba
meni v hnedi az ¢iernu (KRAUS, 2003). Taniny si sledované kvoli ich zdravotne
prospesnym ucinkom. Taniny mézu inhibovat’ rast niektorych baktérii vyskytujuce sa
v l'udskom traviacom trakte ako napriklad Clostridium perfringens, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli a Salmonella typhimurium zatial' ¢o nebol preukazany
baktreriostaticky vplyv na B. infantis alebo baktériu mliecneho kvasenia Lactobacillus
acidophilus (YILMAZ, TOLEDO, 2004).

Proantokyanidiny je iny nazov pre kondenzované triesloviny alebo
kondenzované taniny. Kondenzované taniny v hroznéach st viac ¢i menej polymérnymi
komplexami flavan-3-olov alebo katechinov. Teplotnym zahrevom tychto polymérov sa
v roztoku s kyslim médiom uvoliuje nestabilny uhlikovy atom s kladnym nabojom
anasledne konvertuju do hnedych kondenzacnych produktov, hlavne cervenych
kyanidinov, odkial’ pochddza nazov tychto zlicenin proantokyanidiny, ktoré nahradili
predosly nazov leukokyanidiny (RIBEREAU-GAYON a kol., 2006). Chemicky su to
oligoméry apolyméry flavonoidov so Strukturou flavan-3-olu. Medzi monomérne
proantokynidiny sa radia katechiny (flavan-3-oly), ktoré sa delia eSte podla poctu
hydroxyskupin na afzelechiny, gallokatechiny a katechiny. V pripade ze sa tieto latky
vyskytuji v podobe esterov s gallovou kyseliny hovorime potom o afzelechin-gallatoch,

katechin-gallatoch a gallokatechin-gallatoch. Tieto latky obsahuju vo svojej molekule
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dva chiralne atomy uhliku a existuji v Styroch izomérnych forméch. Tie ¢o maji vodiky
na uhlikoch C-2 a C-3 v (E)-konfiguracii, volame (+)-afzelechiny, (+)-katechiny, (+)-
gallokatechiny, (—)-afzelechiny, (—)-katechiny a (—)-gallokatechiny. Pri (Z)-konfiguracii
sa nazov vytvori pridanim predpony epi napriklad (-)-epikatechin. Znamienko plus
oznacuje (R)-konfiguraciu, znamienko minus (S)-konfiguraciu. V prirode sa vyskytuju
len (+)-afzelechiny, (+)-katechiny, (+)-gallokatechiny, (—)epiafzelechiny, (-)-
epikatechiny a (-)-epigallokatechiny. Medzi dimérne proantokyanidiny patria
proantokyanidin B1 — B7 a proantokyanidin A1 — A2 (VELISEK, HAJSLOVA, 2009).

Vseobecne sa v semendch vyskytuji najviac katechiny, az na vynimku par
odrod, kde v Ryzlinku rynskom je viacej prokyanidinu B1 a v odrode Shiraz je najviac
epikatechinu  (MONTEALEGRE a kol.,, 2006). Na mnozstvo vyextrahovanych
proantokyanidinov zo semien ma vplyv hrubost’ namletych semien. V §tadii sa ukazalo,
ze hrubo namleté vzorky vykazovali najvacsiu koncentraciu proantokyanidinov, menej
potom mierne podrtené semena a najmenej bolo nameranych v extraktoch z jemne
pomletych semien (ROBLOVA a kol, 2011).

Medzi vyznamné flavanoly vo vine patri kvercetin ako ZIté farbivo. Vyskytuje sa
najmd vo forme glykosidu alebo ako kopigment doprevadzajici antokyany. Jeho
najznamejS$im glykosidom je rutin, d’alej napriklad avikularin, kvercitrin, hyperin alebo
spiraein (VELISEK, HAJSLOVA, 2009). V $tadii bol stanoveny obsah rutinu z extraktu
hroznovych semien zo Siestich vybranych modrych odréd (Vitis vinifera a Vitis
labrusca) ato v mnozstve 2,57 — 9,05 mg.100 g susiny (ROCKENBACH a kol.,
2011).

Zo skupiny stilbénov je v semenach pritomny polyfenol resveratrol. Vyskytuje
sa V dvoch izoméroch. V izoméry cis a trans. Jeho pritomnost’ bola detekovana vo viac
nez sedemdesiatichdvoch druhoch rastlin, kde sa vyskytuji oba jeho izoméry
s prevahou trans-resveratrolu (trans-3,5,4’,-trihydroxy-trans-stilbén) (BURG a kol.,
2014). Resveratrol je vyznamny fytoalexin a je produkovany ako odpoved’ rastliny na
bioticky ¢i abioticky stres. Ma vyznamné antimikrobidlne a antioxida¢né vlastnosti
a v poslednej dobe je sledovany vd’aka svojim antikarcinogénnym a kardioprotektivnym
Gginkom (VELISEK, HAJSLOVA, 2009). V &erstvej bobuli je koncentracia
resveratrolu vyssia v Supkach nez v semenach. V semenach bol jeho obsah stanoveny v
mnozstve 1,11-3,75 mg.100 g * sudiny. Resveratrol obsiahnuty v Supkach sa v procese

vyroby do vina dostane ale o semenach to neplati (SULC a kol, 2005). Této fenolicka
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zlucenina inhibuje rast niektorych mikrobiologickych druhov ako je napriklad
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa a inhibuje
taktiez niekol’ko patogenickych hubovych dermatofytov, ktoré spdsobuji zapalové
ochorenia koze. Inhibuju tvorbu biofilmu baktérii Escherichia coli sérovar O157:H7,
Pseudomonas aeruginosa a Vibrio cholerae. Resveratrol vykazuje cytotoxicitu voci
Trichomonas vaginalis, ktory zapri¢inuje pohlavne-prenosnu chorobu trichomonazu. Je
zrejmé, Ze resveratrol ma antimikrobialne, antiparazitické a protizapalové vlastnosti,
ktor¢é maju potencidl vo farmaceutickom priemysle a potencidlny benefit v
mikrobiologickej bezpe€nosti potravin (FRIEDMAN, 2014).

V tukoch je pritomné vysoké zastupenie tokotrienolov, ktoré spolu s tokoferolmi
patria do skupiny vitaminov E. Tokotrienoly vykazuju omnoho vysSiu antioxidacni
kapacitu oproti tokoferolom, ktoré su v ostatnych rastlinnych olejoch casto jedinou
zlozkou vitaminu E (CHOI, LEE, 2009). Vyznamnou zlozkou tukov v semnach su
tokoferoly. Tvoria skupinu chemicky pribuznych tokolov a tokotrienolov. Vsetky
zluceniny, homology a, B, v, 6 vykazuji antioxida¢nt aktivitu a aktivitu vitaminu E. o —
tokoferol je najrozsirenejsi zo vSetkych tokoferolov a jeho biologické aktivita je dvakrat
vyssia nez P a y homoldgov a 100x vyssia neZ & homologu (BENESOVA a kol., 2000).
Najvyssi obsah vitaminu E obsahuje v semenach odroda Rulandské sedé v priemere 779
ng.g ' sudiny. Zjednotlivych zloziek su najviac zastupené tokotrienoly, hlavne y-
tokotrienol. V priemere je zastupenie tokotrienolov a tokoferolov v semenach révy
vinnej vyjadrené v percentich a to v poradi y-tokotrienol (55,12%) > a-tokotrienol
(31,33%) > a-tokoferol (8,49%) > y-tokoferol (4,10%) > &-tokotrienol (1,13%) (BURG
a kol., 2014). Zo zdravotného hrladiska tokotrienoly pdsobia preventivne proti
proliferacii rakoviny a indukuju apoptozu rakovinovych buniek. y-tokoferol, a- a y-
tokotrienol ~ z hroznovych semien preukazali vyznamny antioxidaény ucinok

a antiprolifera¢nu aktivitu proti rakovine pl'ic a hrubého ¢reva (CHOI, LEE, 2009).

3.1.4 Preukazany antimikrobialny efekt extraktu z hroznov révy vinnej

Fenolické zlu¢eniny maji potencidlny antibakteridlny, antifungdlny a antiviralny efekt.
Fenolické zliceniny mézu ovplyvnit rast a metabolizmus baktérii. M6Zu mat’ aktivacny
aj inhibicny dopad na rast mikroorganizmov v zavislosti na konStiticii
mikroorganizmov a koncentracii fenolickych zlu¢enin. RODRIGUEZ-VAQUERO A
KOL. (2007) preukazali, ze extrakt z hroznov inhibuje mikrobidlny rast baktérie
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Escherichia coli. Navyse so zvysenou koncentraciou polyfenolov sa inhibi¢ny tG¢inok
extraktu priamo umerne zvysil. Na druhej strane rod Flavobacterium nebol inhibovany
vSetkymi testovanymi fenolickymi zlu¢eninami.

Bezalkoholicky extrakt Cerveného a bieleho vina vykazoval antimikrobialnu
aktivitu voCi patogénom ako su Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Candida
albicans. Z vysledkov sa usudilo, ze za antimikrobialny efekt st zodpovedné fenolické
zluceniny z Cerveného vina. Niektoré studie tvrdia, ze fenolické zluceniny inhibuju aj
alimentarne patogény ako su Salmonella typhimurium a Listeria monocytogenes
(PAPADOPULOU a kol., 2005).

Rozne bakteridlne druhy vykazuju odlisSnu senzitivitu voci fenolickym
zli¢eninam. RADOVANOVIC A KOL. (2009) sledovali velkost inhibi¢nej zény u
Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Priemer inhibi¢nej zony bol stanoveny na 16
—22mmuS. aureus a 12 — 20 mm u E. coli.

Niektoré stadie prezentuji odlisné vysledky iné sa zhoduju. RHODES a kol.
(2006) ukazuji, ze beztukovy extrakt zo semien révy vinnej inhibuje rast
Staphylococcus aureus a Escherichia coli, zatial' ¢o nepreukazali Ziadny efekt na rod
Salmonella.

Pri testovani inhibi¢ného efektu extraktu z hroznov bol sledovany aj reak¢ény Cas
na mnoziacu sa kultiru baktérii. Napriklad KARAPINAR A KOL. (2007)
demonstrovali okamzity efekt a zniZenie poctu populacie Salmonella typhimurium, ale u
niektorych druhov zapdsobila antibakterialna aktivita neskor. XIA a kol. (2010) zistili,
7e extrakt zo semien révy vinnej ucinkoval na Staphylococcus aureus az po 48.
hodinach a na Aeromonas hydrophila po 1 hodine .

Fenolické zluceniny =ziskané 2z r6znych casti hrozna vykazuji rozny
antimikrobialny efekt. Niektoré vyskumy ukazuju Ze extrakt zo semien je omnoho viac
antimikrobidlne ucinny nez extrakty ziskané z ostatnych Casti hrozna. Jedna Studia
preukazala, Ze minimalna koncentracia na ihnibiciu Listeria monocytogenes bola u
pouzitého extraktu zo semien Stanovena na 0,26 mg GAE/] vyjadrenych v ekvivalentoch
gallovej kyseliny a u extraktu zo Supiek 0,34 mg GAE/l (ANASTASIADI a kol., 2009).
Extrakt ziskany z listov révy vinnej preukazal niZSiu antimikrobidlnu aktivitu nez
semenny extrakt. Extrakt ziskany len z duZiny navykazal ziadnu antimikrobidlnu

aktivitu (YIGIT a kol., 2009).
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Extrakt z celych hroznov inhiboval rast grampozitivnych baktérii v koncentracii
680 mg GAE/I a gramnegativnych baktérii pri koncentracii 1360 mg GAE/1. V studii od
JAYAPRAKASHA A KOL. (2003) to bolo u grampozitivnych baktérii 340 — 390 mg
GAE/l a u gramnegativnych baktérii 475 — 575 mg GAE/l, z ¢oho mozno usudit, Ze
gramnegativne baktérie st voci fenolickym latkam ziskanych z hroznového extraktu
odolne;jsie.

Fenolické zluceniny v hrozne, zvlast resveratrol mézu mat antifungalnu
aktivitu. Napriklad koncentracia 10 - 20 ul resveratrolu inhibovala kvasinku Candida
albicans (JUNG a kol., 2005). RODRIGUEZ-VAQUERO A KOL. (2007) vo svojej
stadii prezentovali, Ze neflavonoidné fenolické latky ako je kyselina kavova a flavonoid
rutin a kvercetin mali vysoky inhibi¢ny efekt na rast Listeria monocytogenes.

V studii TAGURI A KOL., 2004 bol sledovany vztah medzi Struktarou
fenolickych zluGenin a antimikrobidlnym efektom. Struktura 3,4,5-trihydroxyfenyl
fenolickych zltéenin najdenych v epigalokatechine, epigallokatechine-3-O-gallat,
kastalagine a prodelfinidine m6ézu mat’ dolezitti antimikrobidlnu aktivitu. Tento fakt
indikuje, Ze pocet hydroxylovych skupin a stupeni polymerizacie moze byt kl'uCovy pri

antimikrobialnej aktivite fenolickych zlucenin.
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3.2 Charakteristika vybranych druhov mikroorganizmov.

Prehl’ad a charakteristika mikroorganizmov je zamerana len na nizSie spominané tri
rody mirkoorganizmov, ktoré boli vybrané ako reprezentativni zastupcovia pre
testovanie antimikrobialnej aktivity extraktu zo semien révy vinnej. VSeobecna
charakteristika vybranych mikroorganizmov je orientovana na charakteristiku bunkove;j

steny danych mikroorganizmov.

3.2.1 Bunkova stena vybranych mikroorganizmov

Podl'a vysledku Gramovho farbenia (podla Ch. Grama 1884), ktoré zahrnuje dva
sposoby farbenia (morenie jodovym roztokom a pdsobenie organické¢ho rozpustadla),
delime baktérie na dve zakladné skupiny. Grampozitivne a Gramnegativne baktérie.
Grampozitivne vV bunkovej stene zadrzuju prvo pouzité farbivo (krystalova violet) aj po
moreni jodovym roztokom a pdsobenim organickych rozpustadiel (ethanol, aceton).
Gramnegativne sa po podsobeni rozpustadla odfarbia a farbia sa druhym pouzitym
farbivom (napr. safranin) (KALHOTKA a TESAROVA, 2014). Rozdiel vo farbeni

spociva v odli$nej stavbe bunkovej steny ¢o zobrazuje tab. €. 2.

Tab. ¢. 2: Rozdiel medzi Grampozitivnou a Gramnegativnou bunkovou stenou

(ARYAL, 2015).

N Charakteristika Grampozitivna Gramnegativna

1 Farebna reakcia
1(_\,_",
Ofarbena kultara Kultira mikroorganizmov
mikroorganizmov, ktoré nafarbena druhym
zadrzuju farbivo krysStalova kontrastnym farbivom,
violet’ safraninom.
2 | Bunkova stena hrubka 20-30 nm hrubka 8-12 nm.
3 ' Bunkova stena hladka vlnita
4 yrstva , hruba, viacvrstevna Tenka4, jednovrstevna
peptidoglykéanu
Kyselina , . . ,
teichoova pritomna nepritomna
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Periplazmovy

priestor pritomny pritomny
7 r\rigrrrllli)?;rlli chyba pritomna
8 Porfny nepritomné vyskytuju sa vo vonkajsej
membrane
Obsah
9 lipopolysacharidov nizky vysoky
(LPS)
) Obsa’h , vysoky (vd’aka pritomnosti
10 lipoproteinov a nizky oy ,
linidov vonkaj$ej membrany)
p
11 Produkcia toxinov exotoxiny endotoxiny a exotoxiny
Odolnost’
12| k fyzikalnemu vysoka nizka
poskodeniu
Citlivost’ na
13 Penicilin and vysoka nizka
Sulfonamide
Citlivost’ na
Streptomycin, ] ,
Chloramphenicol nizka vysokd
and Tetracyklin
Citlivost’ na
15 anionové vysoka nizka
detergenty
Odolnost'voci , .
. . vysoka nizka
azidu sodnému
17 Odolnost voci vysoka nizka

vysusaniu

Grampozitivna bunkové stena

Hlavnymi  kompontentami grampozitivnej bunkovej steny s0  Sirokovrstvy
peptidoglykan, murein, ktoré sa nevyskytuji nikde inde okrem prokaryotickych
organizmov a teichoova kyselina. Murein pozostava z dvoch linearne viazanych
retazcov  N-acetylglukosamin  (NAG) a N-acetylmuramova kyselina (NAM).
Nachédzaju sa tu eSte polysacharidy a proteiny. Proteiny nazyvané adheziny iniciuju
kolonizéciu, prichytenim sa k hostovskej bunke. ZloZenie sacharidov je pre jednotlivé
skupiny baktérii Specifické aje zodpovedné za imunochemické reakcie (Specifické
antigenné vlastnosti). VAacSina enzymov vyskytujicich sa v biologickych systémoch

nedegraduje peptidoglykan, okrem lysozymu. Vynimku tvoria tiez hydrolazy
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produkované samotnou baktériou, ktoré¢ degraduju peptidoglykén aby sa mohli tvorit’
nové retazce NAM a NAG (RYAN a RAY 2004).

Gramnegativna bunkova stena

Baktérie, ktoré maji tato Struktaru bunkovej steny oznaCujeme ako gramnegativne
baktérie. Okrem pritomnosti mureinu, existuje podobnost” v chemickom zloZzeni ku
grampozitivnej bunkovej stene. Architektonicky sa Struktura gramnegativnej bunkovej
steny podstatne 1iS§i od grampozitivnej ama zlozitejSiu stavbu. V Gramnegativnej
bunkovej stene je mnozstvo mureinu zna¢ne redukované (RYAN a RAY, 2004).
Gramnegativna bunkova stena je tenSia, 10 — 15 nm. Peptidoglykén tvori tenku vrstvu
bez kyseliny teichoovej. Vyznamnou zlozkou je vonkajSia membrana, ktora obsahuje
fosfolipidy, Struktirne a enzymové proteiny, lipoproteiny a lipopolysacharidy. Medzi
vonkajSou membranou a vrstvou peptidoglykdnu je periplazmovy priestor, kde sa
nachadzaju hydrolytické enzymy, ziviny a metabolity. VonkajSiu membranu prestupuju
Specidlne proteiny nazyvané poriny alebo matrix proteiny, ktoré formujt kanaliky —
pory, ktoré umoziujii aktivny transport malych molekul rozpustenych hydrofilnych
latok cez vonkajS$iu membranu do periplazmového priestoru. Tieto pdry zasahuju az do
peptidoglykanu (KALHOTKA a TESAROVA, 2014). Okrem porinu je na vonkajsej
membrane pritomny aj Braunov lipoprotein alebo murein lipoprotein, ktory je
najhojnejSie zastiipeny protein vo vonkaj$ej membrane u Escherichia coli. Predpoklada
sa, ze tento protein tvori hlavné pripojenie k vrstve mureinu na vonkajSej vrsvte
u Escherichia coli (RYAN aRAY, 2004). Na povrchu vonkajsej membrany sa
vyskytuje esSte lipopolysacharid (LPS). Ide o oligomér zlozeny =z niekolkych
monomérnych jednotiek. Tieto jednotky tvoria tri Casti: lipid A, zékladny a Specificky
polysacharid. Lipid A je toxicky pre zivoéisne bunky a zodpovedny za endotoxickou
vlastnost’ LPS. Specificky polysacharid zimunologického hladiska zodpoveda za
somaticka antigenitu gramnegativnych baktérii, oznacovany ako O-antigén. Zakladny
polysacharid je zloZeny z viac neZ desiatich linearne i bo¢ne viazanych cukrov a jeho
Struktira je pre vSetky gramnegativne baktérie priblizne rovnakd (KALHOTKA a
TESAROVA, 2014).
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Eukaryotickd bunkovi stena kvasiniek

Bunkovd stena predstavuje prva bariéru pred vplyvom Skodlivych
a nepriaznivych Cinitelov. M4 podobne ako U baktérii silnu a pevnu Struktaru. Velkymi
porami  steny moOzu samovolne prechadzat  vSetky zliceniny  okrem
vysokomolekularnych zlicenin, ako st napriklad polysacharidy a bielkoviny. Hlavnou
zlozkou bunkovej steny st polysacharidy, tie predstavuji 80 % (SILHANKOVA, 2002).
Bielkoviny tvoria 6 - 10 % a lipidy spolu s fosfolipidmi 3 - 10 %. St tu pritomné chitin,
chitozan, glukany, manany a polysacharidy zlozené =z galaktosaminu alebo 6-
deoxyhexo6z, prevazne z fukdézy aramnézy. V mnohych pripadoch sa tu vyskytuje
celuldza a latky podobné ligninu, ktoré doddvaju bunkovej stene pevnost. Bunkova
stena obsahuje lipidy a vosky, ktoré spdsobujii nizku zmacivost' hyf a konidii. Steny
konidii obsahujui rozne farbivd, ktoré chrania bunku pred UV Ziarenim (KALHOTKA,
2014). 'V mensom mnozstve sa v bunkovej stene vyskytuju fosfore¢nany, viazané
esterovymi vdzbami na polysacharidy. Tieto fosfatové zbytky spolu so skupinami -
COOH bielkovin davaji negativnhy naboj, ktory ovplyviiuje adsorpciu latok
z vonkajsiecho prostredia (SILHANKOVA, 2002).

3.2.2 Escherichia coli
E. coli zaradujeme medzi prokaryotické organizmy, to znamena mikroorganizmy
snepravym jadrom. E. coli objavil apopisal vroku 1885 nemecky bakteriolog
a pediater Theodor Escherich (Pharma-Reports, 2012). Taxonomicky podliehajt
nasledovnému zatriedeniu.
Doména: Bacteria, Kmen: Proteobacteria, Trieda: Gammaproteobacteria, Rad:
Enterobacteriales, Cel'ad’: Enterobacteriaceae, Rod: Escherichia (SEDLACEK, 2007).
Escherichia coli je gramnegativna, fakultativne anaerébna, nesporulujica
baktéria. Bunky su typicky ty¢inkovité o dizke asi 2 pm, hribke 0,5 um a objeme 0,6 -
0,7 ],Lm3. Niektoré kmene maju peritrichalne ulozené pohyblivé biciky. E. coli sa bezne
vyskytuje v prostredi mimo telo Cloveka aje taktiez sucastou crevnej mikroflory
cicavcov a vtakov (WIRTH a kol., 2006). Existuje mnoho druhov E. coli a jednotlivé
druhy mozno rozdelit' do sérovarov na zaklade detekcie povrchovych antigénov, O,
KaH (RYAN, 2004).
Vicsina kmenov E. coli st nepatogénne, dokonca prospesné. Niektoré kmene sa

pozitivne podiel’aju na traviacom procese a na tvorbe vitaminov, napr. By, K;a Kj
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a chrania zazivaci trakt pred osidlenim patogénnymi baktériami. Niektoré kmene sa
pouzivaju ako probiotika (HORKY a kol., 2014). Nadruhej strane niektoré kmene, napr.
sérovar O157:H7, ziskali Specidlne mobilné gény pdsobenim bakteriofagov alebo
plazmidov, ktoré im prepozicali nové faktory virulencie. Tieto gény st lokalizované na
tzv. ostrovoch patogenity (KOMPRDA, 2004). Prislusné kmene E. coli su potom
oznacované ako: enterotoxické E. coli (ETEC), enteroinvazivne E. coli (EIEC),
enterohemoragické E. coli (EHEC), enteroagregativne E. coli (EAEC)

Tie st zodpovedné za zavazné choroby ako su gastroenteritidy, mocové infekcie
a v mensich pripadoch dokonca aj novorodenecké meningitidy, hemolytickouremicky
syndrom (HUS), septikémie, mastitidu a gramnegativnu pneumoéniu. Niektoré
patogénne kmene E. coli, hlavne sérovary O157:H7, O121, O104:H21 a dalSie,
produkuju ¢asto toxiny. Napr. tzv shiga-toxin (STEC) alebo verocytotoxin (VTEC),
ktoré mozu byt’ az letalne (SINHA a kol., 2015; Pharma-Reports, 2012).

Escherichia coli ale aj niektoré enterobaktérie st vyznamnym rezervoarom
antibiotickej rezistencie. Rezistentna E. coli mdze $irit svoje gény pre rezistenciu aj
medzi iné druhy ako je napr. Staphylococcus aureus. Rezistencia je viazana na
plazmidoch, ktoré su pri stresovych podmienkach prenasané na iné druhy. Tento prenos
je ulahceny eSte tym, Zze E. coli casto zije v biofilmoch v kontakte s ostatnymi
baktériami a disponuje fimbriami, ¢im je prenos genetickej informacie jednoduchsi

(STEWART, 2001).

3.2.3 Enterococcus faecalis

E. faecalis sa radi medzi prokaryotické mikroorganizmy. Taxonomicky sa zatried’uje
nasledovne.

Doména: Bacteria. Kmeti: Firmicutes. Trieda: Bacilli. R4d: Lactobacillales Celad’:
Enterococcaceae. Rod: Enterococcus (DE VOS a kol., 2009).

E. faecalis je grampozitivna, fakultativne anaerdbna, nepohybliva baktéria.
Pb&vodne bola klasifikovana do skupiny D streptokokov ako stcast’ normalnej crevnej
mikroflory. E. faecalis aE. faecium st najznamej$i zastupci ¢revnej mikroflory
u teplokrvnych Zivocichov. V l'udskom organizme sl hojne zastipené a to v mnoZzstve
10? - 10%/g V nestravenych Castiach potravin (OGIER a SERROR, 2008). E. faecalis
fermentuje glukézu za vzniku plynu. Nevykazuje katalazovi reakciu s peroxidom

vodika ale pri raste na krvnom agare mdze vykazovat’ pseudokataldzovu reakciu, ktora
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je obvykle slabd. Redukuje lakmusové mlieko ale nezkvapaliiuje Zelatinu (Pharma-
Reports, 2012).

Enterokoky su dolezity rod, ktory sa radi medzi homofermentativne baktérie
mlie¢neho kvasenia. Skvasuju cukry na kyselinu mliecnu. Va¢sSina druhov enterokokov
ma schopnost’ rast’ v pritomnosti 6,5 % NaCl, pri pH 9,6 ateplote medzi 10 - 45° C
(MANERO a BLANCH, 1999).

Enterokoky su chemoorganotrofné mikroorganizmy, I'udské komenzaly,
adaptované na nutrine bohaté, kysliku zbavené, ekologicky komplexné prostredie
zivych organizmov. Vyskytuju sa bezne v gastrointestinalnom trakte (LOVE, 2001).
Vsetky druhy rodu Enterococcus maju teplotné optimum pri 35 - 37° C (GARDINI
a kol., 2001).

E. faecalis je typicky zastupca probiotickych baktérii, ktory potlaca vznik
rakoviny, redukuje hladinu cholesterolu v krvi. Produkuje antimikrobialne proteiny
bakteriociny ktoré su U¢inné proti grampozitivnym a gramnegativhym patogénnym
druhom baktérii. Antimikrobidlnu aktivitu vykazuju aj voci niektorym hubdm,
zahriujice rody Candida a Aspergillus (ENAN a kol., 2014).

Podobne ako ostatné enterokoky aj E. faecalis moze sposobovat zavazné
choroby, hlavne infekcie mocového traktu, prostatitidu, epididymitidu, infekcie krvného
riecist’a a vnutrobrusnej oblasti. Druhy Enterococcus st spojované s nosokomialnymi
infekciami. K patogenite Casto prispieva antibioticka rezistencia (TEIXEIRA a kol.,
2013). E. faecalis je hlavnou pri¢inou infekcii pri operaciach. V skutocnosti je rod
Enterococcus tretou najcastejSou pri¢inou nosokomidlnych infekcii v USA
Vyznamnym rizikovym faktorom kolonizacie a infekcie enterokokmi je pdsobenie
cefalosporinom (MCKANE a KANDEL, 1996).

E. faecalis je obvykle rezistentny na aminoglykosidy, aztreonam, cefalosporiny,
klindamycin, polosyntetické  peniciliny nafcilin  aoxacilin ana thoprim-
sulfamethoxazol. K lie¢be enterokokovych infekcii je oficialne medicinou casto
doporucovany prirodny vceli preparat, propolis. Jeho priaznivé U€inky uvadza aj

niekol’ko vedeckych publikacii (Pharma-Reports, 2012).
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3.2.4 Candida tropicalis

Taxonomicky patri Candida tropicalis medzi eukariotické organizmy. Doména:
Eukaryota. Skupina: Ophistokonta. Risa: Fungi. Podrisa: Dikarya. Kmen: Ascomycota.
Podkmen: Saccharomycotina. Trieda: Saccharomycetes. Rad: Saccharomycetales.
Cel'ad’: Saccharomycetaceae. Rod: Candida (Taxonomy/Browser, 2016)

Kvasinky rodu Candida patria medzi mikroskopické huby (mikromycety).
Kvasinka C. tropicalis ma gul'ovité alebo mierne elipsoidné bunky. Medzi nimi sa v§ak
mozu vyskytnat’ aj cylindrické a pretiahnuté bunky ako sucast’ ¢lankov pseudomycélia.
Rozmer buniek sa pohybuje medzi 4,3 - 7,2 x 5,8 - 10,8 um (KALHOTKA, 2014).
Kolénie su na pohl'ad mékké, krémovité az mliecne, hladké, Casto radidlne pasované,
gul’até¢ho az ovélneho tvaru. V pripade, Ze sa vytvara pravé mycélium moze sa mikky
charakter kolonii menit az na kozovity. NajcastejSie je mozno pozorovat vznik
pseudomycélia, vlaknitych buniek s pretiahnutymi  ¢ldnkami  a jednotlivymi
blastokonidiami v kratkych retiazkoch. V optimélnych podmienkach je kolonia schopna
vyrast’ rychlostou 4,7 - 5,4 mm za 100 hodin. V kvapalnom zivnom médiu vytvéra C.
tropicalis mierny zakal, na spodku az sediment, pri okraji prstenec pripadne na povrchu
mazdru (Savicka, Miniatlas mikroorganismu, 2014).

Candida tropicalis je jedna z beznych kandid spdsobujiica I'udské choroby
Vv tropickych krajinach. Frekvencia invazivnych chorob kolisa v r6znych geografickych
polohach a spdsobuje 3 — 66 % kandidoz. Taxonomicky je blizka Candida albicans a
zdiela s iou mnoho patogenickych znakov (CHAI akol.,, 2010). Velmi casto sa
kvasinka vyskytuje ako vSeobecny komenzal v Gstach, vagine, traviacom Ustroji a na
pokozke I'udi a zvierat (KWON-CHUNG a BENNETT, 1992).

Kandidy sa rozmnoZujii dominantne nepohlavne puc¢anim alebo delenim, ale je
mozné aj pohlavné rozmnoZovanie spoérami. VSeobecne mozno povedat’, ze kvasinky sa
vo forme blastokonidii rozmnozujii nepohlavne a kvasinky vo forme vlakien pohlavne
(SILHANKOVA, 2002). V ramci vegetativneho rozmnoZovania rozlisujeme niekol’ko
Stadii zivotného cyklu. Sexudalne aktivna haplofdza, sexudlne inaktivna haplofaza,
diplofaza (autodiploidizacia), pupenova meidza. Nestala diplofaza prechadza na
sexualne inaktivnu haplofazu, ktord je stila. Pucanie sa realizuje multilateralne. C.
tropicalis je anamorfnd kvasinka a pohlavné rozmnozovanie je bez schopnosti

sporulacie (SILVA a kol., 2011).
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Kvasinka sa mdze vyskytnit' aj v kvasnom priemysle. C. tropicalis je mozné
izolovat’ z mlieka a mlieénych produktov, neasimiluje dusi¢nany a ma silny redukény
potencial (GORNER a VALIK, 2004). Je schopna zkvasovat sachardzu,
maltézu, laktdozu, glukdzu, dextrozu. Kandidy st vSeobecne na kultivaéné podmienky
nenarocné (MADHAVAN a kol, 2011).

Niektori autory prirovnavaju C. tropicalis k C. albicans a za ich teleomorfné
Stadium pokladaja rod Syringospora (KALHOTKA, 2014).
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4 MATERIAL A METODIKA

V praktickej Casti diplomovej prace bola v prvej fazy experimentu priprava extraktu z
roznych mostovych odrod z hroznov révy vinnej (Vitis vinifera). Nasledne sa vyrobeny
extrakt testoval na troch odlisnych kulturach mikroorganizmov. Boli vybrané 3 druhy
s odlisnou bunkovou Struktirou. Prvy druh Candida tropicalis reprezentoval
eukaryoticky organizmus, zastupca mikomycét, konkrétne kvasiniek. Druhy zastupca
Escherichia coli predstavoval prokaryoticky organizmus s gramnegativnou bunkovou
stenou. Posledny Enterococcus faecalis, taktiez z domény Bacteria s prokaryotickou
bunkovou Strutrou, ale zatupca s grampozitivnhou bunkovou stenou zo skupiny baktérii
mlieéneho kvasenia. K testovaniu bola zvolena diskova difizna metoda a meranie
inhibi¢nych zén s ohl'adom na kontrolni vzorku. Po 24 hodinovom a 48 hodinovom
poOsobeni extraktu v kultivaénych podmienkach bolo prevedené meranie inhibi¢nych

zOon.

4.1 Priprava extraktu

Pripravu extraktu je mozné rozdelit’ do nasledujtcich krokov, ktoré maji chronologickll

postupnost’ a nie je mozné zamenit jednu fazu za druht.

4.1.1 Zber matolin

Na samotnom zaciatku je nutné nazbierat’ matoliny, najlepSie v Cerstvom stave, ktoré
neboli vystavené poveternostnym podmienkam dlhSiu dobu, hlavne dazd’u a nedoslo
k Ziadnym rozkladnym procesom alebo k poskodeniu faunou. Matoliny st odpadnym
produktom pri vyrobe vina, predstavuju vystup po filtracii hroznového rmutu.

Do plastovych nadob boli ru¢ne lopatou pozbierané matoliny v celkovom objeme cca
300 1. Nadoby maju charakter vinarskej bedne, ktora ma SirSie steny a nie moc hlboké
dno, ¢o znazornuje obr. ¢. 1. Pre tento experiment su vinarske bedne vhodnou volbou,
aby doslo k lepsiemu prestupu vlhkosti z materialu a rychlejsiemu presuseniu. Cerstvé
matoliny sa po zbere nechali pri teplote asi 18 °C po dobu 2, 3 dni v suchom prostredi
preschnut. Mokry material spdsobuje upchévanie porov v sitdch vibraéného separatoru

a tak znizuju efektivitu prace.
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Obr. ¢. 1: Matoliny v nadobach na privesnom voziku pripravené k separacii

4.1.2 Separacia hroznovych semien

Preschnuté matoliny bolo v d’alsSom kroku nutné odseparovat’ a ziskat' len samotné
hroznové semend. Stroj na ktorom sa realizovala separacia hroznov sa nazyva rovinné
vibra¢né sita. Principom separacie je postupny, posuvny pohyb vrstiev materialu po
rovinnej ploche sita. Pri plynulom pohybe vibraciou sit dochddza k prepadu Castic cez
otvory v site o kalibrovanej vel'kosti. Pre zlepSenie pohybu materialu sa sita naklonené
05 - 10°. Kmitavy vibracny pohyb sit zaist'uje elektromotor. Separator odfoteny na obr.
¢. 2 pozostava z troch sit ktoré su horizontalne umiestnené v miernych rozostupoch.
Separovana zmes Semien aSupiek sa pohybuje po vrchnom site apri pohybe
prepadavaju do nizSieho sita cez kruhové otvory semend, zatial' co Supky a primesy
S vacsimi rozmermi odchadzaji zadnou ¢astou vrchného sita von. Najvrchnejsie sito ma
st v matolinach zastipené v najva¢Som mnozstve. Po prechode cez sito sa zmes semien
na strednom site s mensimi otvormi rozdeli na dve frakcie: prva tvorena semenami
odchadza po site a je zhromazdena do zbernej nadoby, druhd tvorena ilomkami semien
a zbytkami Supiek s rozmermi menSimi nez su otvory dolného sita, prepadévaji cez sito.
Stredné sito ma otvory, ktoré umoznuju prepad len samotnych semien na posledné
najnizsie umiestené sito a na konci stredného sita je umiestneny otvor s kanalom ktory
odvadza nepotrebny material z vrchného a stredného sita. Spodné sito zachycuje
prepadnuté semend z prostredného sita az na koniec kde je taktieZ kruhovy otvor

s napojenym kanalom, ktory odvadza semena do zbernej nadoby vid’ obr. ¢. 3. Prvy
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kanal umiestneny na konci stredného sita odvadza vacsi odpad, ktory predstavuje Supky
z hroznov, pripadne kusky strapiny alebo listov. Kanal umiestneny na konci spodného
sita odvadza samotné odseparované semena. Na konci tejto operacie ostanu tri
produkty. Jednym su samotné semena, druhy produkt predstavuku zvy$sky matolin,
ktoré sa nasledne kompostovali a posledny produkt su drobné ¢iastocky ktoré prepadli
na spodnom site. Vytaznost' Cerstvych odseparovanych semien od zvys$nych matolin

ktoré sa kompostovali predstavuje priblizne 23 %. Z 300 1 ¢erstvych matolin sa zisklalo

cca 70 1 €erstvych semien.

Obr. ¢. 3: Schéma separacie semien révy na rovinnych vibra¢nych sitach (BURG a kol.,

2013).
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4.1.3 Cistenie a suSenie semien

Semena ziskané Vv procese separacie maju prili§ vysoku vlhkost. Niektoré semend st
tzv. ,,vyslepené su prazdne a chyba im vnltorna cast, dreni, ktord néas z obsahového
hladiska najviac zaujima, kedZe obalové vrstvy semena st zvdéSa tvorené len
polysacharidmi a proteinmi, ktoré nevykazuji ziadny antimikrobidlny uc¢inok, je nutné
Cerstvé semena premyt’ v nadobe s vodou. Odseparované Cerstvé semena sa nasypali do
cca tretiny nadoby a zaliali do 3/4 vodou. Po chvili prazdne semena s nizsou hustotou
vyplavali na povrch a oddelili sa vid’. Obr. ¢. 4. Semena ktoré ostali na spodku sa
pouzili na experiment. Vysoky podiel vlhkosti a vody v semenach bolo pred mletim
nutné odstranit’. Dalii krok bolo susenie semien v suickach. Cerstvé semend oddelené
od vyslepenych sa ulozili na plech a pri teplote 60 °C po dobu 24 hodin sa susili v
suSicke. Po vystupe zo suSicky bola vlhkost” semien 8 %, ktoré stale obsahovali drobné
Ciastocky necistot. Rozne organické primesi a drobné Ulomky z matolin a strapin
hroznov, ktoré sa fénom oddelili. Semena vystavené pradu vzduchu od féna sa precistili
na zaklade odli$nej hmotnosti. Suché semena s vyS$Sou hmotnost'ou spadli hned’ do
zbernej nadoby a l'ahSie Glomky boli odfuknuté ako nevyuzity odpad. Boli ziskané
oddelené Cisté suché semena, pripravené na d’alSiu operaciu. Nasledne boli semena
pomleté mlyncekom na kavu. Mletie bolo nastavené na nizSiu zrnitost’ aby sa ¢o
najefektivnejSie extrahovali ucinné latky do methanolu. Takto pomleté semena

a ziskany jemnozrnny prasok bol pripraveny na extrakciu. K extrakcii bol pouZity 75 %

methanol.

Obr. ¢. 4: Premyvanie odseparovanych semien a odstranenie vyslepenych semien na

hladine vody.
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4.1.4 Extrakcia a odparovanie

Z hroznového prasku je nutné ziskat obsahové latky wvyuzité pri testovani
Vv homogénnom stave a vhodnom skupenstve. K tomu posluzil technicky 99,6 %
methanol, ktory bol zriedeny destilovanou vodou. Empiricky bolo zistené, ze najviac
obsahovych latok sa vyextrahuje pouzitim 75 % koncentrovaného methanolu. Riedenie
bolo prevedené s destilovanou vodou. Pomleté hroznové semena boli prevedené do
sklenenej nadoby a zaliate 75 % methanolom ako je mozno vidiet' na obr. &. 5. Cas
potrebny k vyextrahovaniu ucinnych latok je priblizne 168 hodin. Cely obsah je
Vv priebehu extrahovania potrebné raz alebo dvakrat za denn premieSat, lebo tazsie
hroznové semena na dne nadoby nie st v dostatocnom kontakte s methanolom. Po cca
tyzdni extrakcie bol extrakt pripraveny k odparovaniu. Na experiment sa pouzil
methanolovy a bezmethanolovy extrakt. Methanol sa odparuje pri teplote okolo 55 °C .
V poslednom kroku bol z methanolového extraktu na odparke vid’ na obr. ¢. odpareny
methanol a ziskal sa Cisty vodny extrakt hroznovych semien pripraveny k vlastnému
testovaniu.

Priprava extraktu:

Na analytickych vahach bolo navazené 100 g praSku z pomletych semien, ktoré sa
previedli do skleneného demizonu. Néasledne sa pripravil 75 % roztok methanolu a ten
sa zmieSal s pomletym praSkom v pomere 1:10. 225 ml destilovanej vody sa zmiesalo s
675 ml methanolu (99,6 %). 75 % roztok methanolu sa previedol do demizénu s
pomletym hroznovym praskom, uzavrel a nechal extrahovat’ v temne pri teplote 21 °C
po dobu 168 hodin (1 tyzden). Po tyzdni sa z extraktu na odparke odparil methanol

a ziskal Cisty bezmethanolovy extrakt v tekutom skupenstve vid’ obr. €. 6.
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Obr. €. 5: Extrakcia pomletého praSku z hroznovych semien v sklenenom demizone.

Obr. ¢. 6: Odparovanie methanolu z methanolového extraktu semien.
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4.2 Spektrofotometrické stanovenie obsahu polyfenolickych zlicenin

4.2.1 Stanovenie celkovych polyfenolickych zli¢enin v éerstvom extrakte zo semien
révy vinnej
K stanoveniu celkovych polyfenolickych zltéenin bola pouzita Folin - Ciocaltelova
metdda. Principom spektrofotometrickej metddy je reakcia hydroxilovych skupin a
fenolickych zlicenin s Folin — Ciocalteovym  ¢inidlom, kde je redukovany
fosfosphotungsten-fosfosphomolydatovy komplex fenolmi na modré reakéné produkty.
Vzorka extraktu bola zmerana trikrat a vysledna hodnota bola ziskana ako priemer z
tychto merani. Testoval sa celkovy obsah polyfenolickych zlicenin u Cerstvom extrakte.
Vzorka o objemu 40 ul bola napipetovana do kyvety (3 ml) a zriedena 1960 pl
destilovanej vody. Nasledne bolo do kyvety pridanych 50 pl Folin-ciocalteova ¢inidla a
zmes bola dokladne zhomogenizovana. Po 3 minutach bolo pridané 300 ul 20 %
roztoku dekahydratu NaCOs. Reakéna zmes bola opit’ zhomogenizovand a inkubovana
pri 22 °C po dobu 120 minut. Po tejto dobe bola zmerana absorbancia na pristroji
(SPECORD 210, Carl-Zeiss Jena, Germany) pri A = 750 nm proti slepému vzorku.
Vysledok je vyjadreny ako ekvivalent kyseliny gallovej v mg/l.

4.2.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity extraktu vystaveného oxidicii metodou
DPPH.

DPPH test je zaloZzeny na schopnosti stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl 1-
pykrylhydrazylu reagovat’ s donormi vodika. DPPH vykazuje silnt absorpciu v UV —
VIS spektru. K analyze bol pouzity extrakt zo semien révy vinnej vystaveny oxidacii po
dobu 72 hodin.

Priprava roztoku

Bola navazena m = 9,35 mg radikalu DPPHe. Toto mnozstvo bylo prevedené do 250 ml
odmernej banky a nasledne doplnené methanolom.

Spektrometricka analyza

Do kyvety (3 ml) bolo napipetované 2000 pl roztoku DPPHe a nasledne bolo pridané 40
ul vzorku (extrakt z semien vystaveny oxidacii). Zmes bola inkubovana pri teplote 21
°C po dobu 25 minut. Potom bola zmerana absorbancia pri A = 505 nm. Antioxida¢na
aktivita bola vypocitana z kalibra¢nej krivky za pouzitia kyseliny gallovej ako Standardu

(10 - 200 mg/l). Vysledok je vyjadreny ako ekvivalent kyseliny gallovej v mg/I.
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4.3. Postup vlastného testovania antimikrobidalneho ucinku extraktu.

4.3.1 Priprava laboratérnych pomécok

Pred vlastnym testovanim bolo potreba vysterilizovat' laboratorne pomocky.
K experimentu boli pouzité sterilné skumavky, sterilnd pinzeta, sterilné sklenené
ty¢inky. Sklo sa sterilizovalo v horkovzdusnom sterilizatore za teploty 165° C po dobu
60 minat. Erlenmayerove banky s zivaymi pddami boli sterilizované v parnom
sterilizatore pri teplote 121 °C po dobu 20 minut. So vSetkymi pomockami a nastrojmi
sa zachadzalo po dobu pouzivania sterilne a priebezne boli pri moznej kontaminacii
dezinfikované nad lichovym kahanom. Dalej boli pouzité sterilné jednorazové $picky na
mikropipety a plastové, sterilné, jednorazové Petriho misky.

Testované mikroorganizmy

Candida tropicalis
Escherichia coli

Enterococcus faecalis

4.3.2 ZloZenie a priprava Zivnych pod

Agarova pdda s tryptonom, kvasniénym extraktom a glukdzou, Plate count agar (PCA)

Zlozenie (g/l): trypton 5 g, kvasni¢ny extrakt 2,5 g, gluk6za 19, bakteriologicky agar
129

Priprava: Navazka 20,5 g pody sa prevedie do 1000 ml destilovanej pody. Pomaly sa
privedie Kk varu a za staleho miesanie sa uplne rozpusti. pH pddy sa upravy na 7 +/- 0,2
a teplotu 25 °C a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C po dobu 15 minut.

Vyrobca: Biokar Diagnostics, Francuzko.

Agarova pdda s kvasniénym extraktom, olukozou a chloramfenikolom,

Chloramphenicol glucose agar (CHL)

Zlozenie (g/l): kvasni¢ny extrakt 5 ¢, glukoza 20 g, chloramfenikol 0,1 g,
bakteriologicky agar 15 g.

Piprava: Navazka 40,1 g navazky pody sa prevedie do 1000 ml destilovanej vody.
Pomaly sa privedie k varu a za staleho mieSanie sa tiplne rozpusti. pH pddy sa upravi na
6,6 +/- 0,2 ateplotu 25 °C a sterillizuje sa v autoklave pri 121 °C.

Vyrobca: Biokar Diagnostics, Francuzko.
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Poda so séjovym bujdénom a triptonom (Bouillon caseine — soja tryptone soy broth)

Zlozenie (g/l): trypton 17 g, enzymaticky natrdvend sdjova mucka 3 g, glukoéza 2,5 g,
hydrogénfosfore¢nan draselny 2,5 g, chlorid sodny 5 g.

Piprava: Navazka 30 g pdody sa prevedie do 1000 ml destilovanej vody. Pomaly sa
privedie k varu a a za staleho mieSania sa rozpusti. pH pddy sa upravy na 7,3 +/- 0,2 a
teplotu 25 °C a sterilizuje sa v autoklave pri 121 °C po dobu 15 minnt.

Vyrobca: Biokar Diagnostics, Francuzko.

4.3.3 Priprava inokula

Do sterilného tekutého Zivného média, ktoré bolo pripravené podl'a navodu, ktory udava
vyrobca, vlozime zelatinovy disk s prislusnym mikroorganizmom. Candida tropicalis sa
kultivuje pri 23 - 25° C v trepacke a Escherichia coli spolu s Enterococcus faecalis pri
teplote 37 °C za staleho premieSavanie v temperovanej trepacke. Doba kultivacie bola

18 hodin. Otacky trepacky boli u vsetkych mikroorgnizmov 200 rpm vid’ obr. €. 7.

Obr. €. 7: Kultivacia mikroorganizmov na trepacke

4.3.4 Diskova difuzna metéda

Pomocou tejto metody sa stanovoval antimikrobidlny efekt semien révy vinnej. Testoval
sa methanolovy extrakt, zmrazeny Cerstvy bezmethanolovy extrakt a bezmethanolovy
extrakt zmrazeny a vystaveny oxidacii po dobu 72 hodin. Boli pouzité 3 rdzne
koncentracie extraktu. Neriedeny koncentrovany 100 % extrakt, 50 % extrakt riedeny

s destilovanou vodou 1:1 a 10 % extrakt nariedeny v pomere 1:9 (1 diel extraktu a9
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dielov destilovanej vody). Paralelne sa s extraktom testoval kontrolny test s Cistym 75
% methanolom a samotna kultira mikroorganizmov bez pridaného extraktu.

Na zaciatku metddy sa pripravil extrakt do sterilnych skiimaviek a jeho prislusné
riedenie s destilovanou vodou. Dalej sa podla navodu pripravili zivné pody a schladili

na potrebnu teplotu a pripravili sa oznacené petriho misky vid’ obr. €. 8.

Obr. €. 8: Oznacené petriho misky s Zivnou podou

Sterilné jednorazové petriho misky boli naplnené zivnou pddou, PCA agar u E. faecalis
aE. coli aCHL agar uC. tropicalis. Chloramfenikol potla¢a rast ostatnych
mikroorganizmov. Do misky bolo naliate 10 - 15 ml zivnej pddy o teplote cca 45 °C,
ktora bola nasledne kriZivym pohybom kontinualne rozmiestend po celom povrchu
dna Petriho misky a nechala sa zatuhntt'. Po zatuhnuti agaru bola na povrch zivnej pody
inokulovana v objeme 0,1 ml 18 hodinova bujonova kultira s prislusSnym
mikroorganizmom. Vzapiti sa kultura rozotrela po povrchu sterilnou sklenenou
ty¢inkou anechala asi 15 mintt vsiaknut. Papierové disky boli napustené 30 pl
prislusnych koncentracii extraktu alebo rozptstadla a pomocou pinzety prenesené na
Petrino misky s mikrobialnym inokulom. Pre kazdu koncetraciu sa pouzili dve Petriho
misky ana kazdua Petriho misku pripadali 3 papierové disky. Misky sa nechali
inkubovat’ v termostate, C. tropicalis pri 25 °C a E. facealis a E. coli pri 37 °C, vSetky
druhy po dobu 24 a 48 hodin. Po kultivacii boli od¢itané vysledky - zmerané inhibi¢né

zony v mm a vyhodnotend ti¢innost’ extraktu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIE

5.1 Stanovenie celkovych polyfenolickych zli¢enin a antioxidacnej
aktivity

Pre meranie celkovych polyfenolickych latok bola pouzitai metéoda s Folin-
Ciocalteauovym cinidlom, kde sa nameral celkovy obsah polyfenolickych zlucenin
u Cerstvého extraktu. Antioxida¢na aktivita bola zmerand metodou DPPH u extraktu
vystaveného oxidacii po dobu 72 hodin.VSetky hodnoty st uvedené v GAE (ekvivalenty
kyseliny gallové) v mg/l vid’. obr. ¢. 9. Priemerna hodnota celkovych polyfenolickych

latok u Cerstvom extrakte bola 2819 mg a U extrakte vystavenom oxidacii bola hodnota
2364 mg/l GAE.

3000

2500

2000 -+

mg/l GAE

1500 -+

1000

extrakt vystaveny oxidacii Cerstvy extrakt

Obr. ¢. 9: Graf s priemernymi hodnotami polyfenolickych zluc¢enin vyjadrenych v mg/l
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5.2 Vyhodnotenie inhibi¢ného ucinku extraktu semien diskovou

difaznou metodou

Inhibiény ucinok bol sledovany diskovou difiznou metédou, meranim priemeru
inhibi¢nych zé6n v mm. Diskova difizna metéda je jednou z najstarSich zpdsobov
vySetrovania citlivosti mikroorganizmov a inhibi¢ného G¢inku danej testovanej latky.

V tabulke ¢. 3 st vyhodnotené vysledky pdsobenia naoxidovaného extraktu po 24
hodinovej kultivacii a v tabulke ¢. 4 st vysledky inhibi¢nych zon rovnakého extraktu po
48 hodinovej kultivacii. Tabulka ¢. 5 prezentuje vysledky merania inhibiénych z6n
pouzitim cCerstvého methanolového a Cerstvého bezmethanolového extraktu po 24
hodinovej kultivacii a v tabulke ¢. 6 st priemery inhibi¢nych zén po 48 hodinovej
kultivacii. Prehladny stubor vysledkov, aritmeticky priemer inhibi¢nych zon vsetkych
testovanych extraktov voci vSetkym mikroorganizmom znazoriiuje tabul’ka €. 7.

Pri hodnoteni sa inhibi¢né zoény porovnavali s kontrolnym pokusom. U vzorkov kde
nebol preukdzany inhibi¢ny Gc¢inok extraktu, sa do priemeru inhibi¢nej zony zapocital
priemer jedného disku, ktory ma priemer 9 mm. U methanolového extraktu mozno
porovnat’ vysledky s paralelne testovananym 75 % methanolom a u ostatnych extraktov

sa ako kontrola testuje cista kultira mikroorganizmov Kkultivovanych paralelne

s testovanym extraktom vid’ obr ¢. 10.

Obr. ¢. 10: Kontrolné vzorky mikroorganizmov (C. tropicalis vl'avo hore, E. faecalis

dole uprostred a E. coli vpravo hore) po 24 hodinovej kultivacii.
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5.2.1 Antimikrobidlny efekt extraktu vystaveného oxidacii

Escherichia coli

Vzhladom k tomu Ze ma E. coli gramnegativnhu bunkova stenu, ktora je vSeobecne
odolnejSia nez grampozitivna, mozno dopredu predpokladat’, ze inhibicny ucinok
extraktu bude niz$i nez u Enterococcus faecalis. Po 24 hodinovej kultivacii nebol
preukazany ziadny inhibi¢ny G¢inok voci E. coli. U vsetkych koncetraciach bol priemer
inhibi¢nej zény 9 mm €o odpoveda len priemeru papierového disku vid’ tab. €. 3. Po 48
hodinach bol zaznamenany naznak inhibi¢nej zony u niektorych diskov a to 9,5 mm vid’
tab. ¢. 4, ¢o mozno konstatovat’ ako zanedbatelny efekt.

Enterococcus faecalis

U E. faecalis bola v G¢inku extraktu rozhodujiica koncentracia. Koncentrovany 100 %
extrakt mal priemer inhibi¢nych zén po 24 a 48 hodindch kultivacie priemer 9 mm.
V porovnani s niz§imi koncentraciami mozno tvrdit, ze koncentrovany extrakt mal
naopak stimula¢ny efekt a podporoval v raste rozvoj E. faecalis, vid’ obr. ¢. 11. Riedeny
extrakt v pomere 1:1 vykazoval najvicsiu antimikrobialnu aktivitu. Aritmeticky priemer
inhibi¢nej zoény po 24 hodinovej kultivécii bol 12,2 mm a po 48 hodinovej kultivacii
11,1 mm. Riedenie v pomere 1:9 vykazovalo rovnaky inhibi¢ny efekt. Aritmeticky
priemer bol 10,2 mm po 24 hodinovej kultivacii a po 48 hodinovej kultivacii bol

inhibi¢ny efekt silnejsi a to s priemerom inhibi¢nej zony 11,4 mm.

Obr. ¢. 11: Vplyv naoxidovaného extraktu na Enterococcus faecalis po 24 hodinovej

kultivacii (vlavo koncetrovany extrakt, uprostred riedenie 1:1 a napravo riedenie 1:9)
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Candida tropicalis

UC. tropicalis malo vplyv na inhibi¢ny efekt extraktu riedenie. Najvacsi
antimikrobialny efekt vykazoval koncentrovany extrakt s priemerom inhibi¢nej zony
12,0 mm po 24 hodinovej kultivacii a zvySeny antimikrobialny efekt po 48 hodinove;j
kultivécii s priemerom 12,9 mm. Cim niZ§ia bola koncentracia extraktu, inhibicny efekt

klesal vid’ obr. ¢. 12. U C. tropicalis bol zaznamenany vyssi inhibiény efekt po 48

hodinovej kultivacii nez po 24 hodinovej vid’. tab. ¢. 3 a 4.

Obr. ¢. 12: Vplyv naoxidovaného extraktu na Candida tropicalis po 48 hodinovej

kultivacii (vl'avo koncetrovany extrakt, uprostred riedenie 1:1 a napravo riedenie 1:9)
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Tab. ¢. 3: Antimikrobidlny uc¢inok extraktu vystaveného oxidécii, vyhodnoteny

pomocou inhibiénych zon po 24 hodinovej kultivacii (zony ihibicie su uvedené v mm).

Riedenie koncentrovany : X
1 9 9 9 9 9 9 9 9 9
2 9 9 9 9 9 9 9 9 9
3 9 9 9 9 9 9 9 9 9
E. faecalis
1 9 9 9 18 12 12 12 12 12
2 9 9 9 14 16 16 11 11 11
3 9 9 9 9 9 9 12 12 11
C. tropicalis
1 13 11 11 9,5 9 9 9 9,5 9
2 12 12 11 11 11 10 9 95 95
3 13 13 12 10 11 10 10 10 9,5
Legenda: a, b, ¢ - jednotlivé papirové disky na Petriho miske

1, 2, 3 — c¢iselné oznacenie Petriho misiek
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Tab. ¢. 4: Antimikrobialny ucinok extraktu vystaveny oxidacii, vyhodnoteny pomocou

inhibi¢nych zon po 48 hodinovej kultivacii (zony ihibicie st uvedené v mm).

Riedenie koncentrovany
1 9 9 9 9 95 95 9 9 9
2 9 9 9 9,5 9 9 9 9,5 9
3 9 9 9 9 9 9 9 9 9,5
E. faecalis
1 9 9 9 9 12 9 12 11 12
2 9 9 9 13 14 16 11 11 11
3 9 9 9,5 9 9 9 12 12 11
C. tropicalis
1 14 15 12 10 10 95 9 9,5 9
2 12 12 13 12 12 11 10 10 10
3 13 12 13 12 12 11 11 11 10
Legenda: a, b, ¢ - jednotlivé papirové disky na Petriho miske

1, 2, 3 — c¢iselné oznacenie Petriho misiek

5.2.2 Antimikrobialny efekt cerstvého bezmethanolového a methanolového
extraktu
Escherichia coli
U methanolového extraktu bolo doélezité previest kontrolny test s cistym 75 %
methanolom a porovnat’ priemery inhibi¢nych zon s methanolovym extraktom. Po 24
hodinovej kultivacii s ¢istym 75 % methanolom neboli pozorované inhibiéné ucinky ale
po 48 hodinovej kultivacii bola namerana inhibi¢na zéna 10 mm. Vo¢i E. coli mal
methanolovy extrakt zo vSetkych troch extraktov najvacsi inhibicny Ucinok.
U koncentrovaného extraktu bol priemer inhibi¢nej zény po 24 hodinovej kultivacii
10,2 mm.

Cerstvy extrakt nemal podobne ako naoxidovany extrakt Ziadny antimikrobialny

efekt vid’ obr. ¢. 13.
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Obr. ¢. 13: Vplyv Ccerstvého, koncentrovaného, bezmethanolového extraktu na

Escherichia coli po 48 hodinove;j kultivacii

Enterococcus faecalis

U E. faecalis mal ¢isty 75% methanol znaény inhibiény efekt po 48 hodinovej
kultivacii, dokonca v porovnani s 24 hodinovou kultivaciou vykazoval methanol vys$si
inhibiény efekt. Koncentrovany methanolovy extrakt mal najvac¢si inhibi¢ny efekt.
Extrakt riedeny v pomere 1:1 0 nieCo niz§i a minimalny efekt mal extrakt riedeny
v pomere 1:9 s hodnotou 9,3 mm vid’. obr. ¢. 15.

Cerstvy bezmethanolovy extrakt vykazoval podobné twdinky ako naoxidovany. To
znamena, koncentrovany extrakt stimuloval rast baktérii a najvyssi efekt bol u riedenia
1:1 s priemerom inhibi¢nej zoény 13,7 mm po 24 hodinovej kultivacii vid’ obr. ¢. 14.
Inhibi¢ny efekt u riedenia 1:9 u Cerstvého bezmethanolového extraktu bolo u 24 a 48
hodinovej kultivacii priblizne podobné s priemerom inhibi¢nej zény 10,5 a 10,7 mm vid’
tab. €. 6.

Candida tropicalis

Kontrolny test s ¢istym 75 % methanolom nevykazoval ziadny inhibi¢ny ucinok.
Taktiez methanolovy extrakt po 48 hodinach kultivacie nepreukazal ziadny inhibi¢ny
efekt. Po 24 hodinovej kultivacii bol najvacsi inhibiény efekt zaznamenany
u koncetrovanom methanolovom extrakte a so zvySujicim sa riedenim antifungalna
aktivita extraktu klesala.

extrakt. U koncentrovanom bezmethanolovom extrakte a riedenom v pomere 1:1 bola

zmerana inhibi¢na zéna po 24 hodinovej kultivacii s priemerom 10 mm. Ostatné
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merania u cerstvom bezmethanolovom extrakte nepotvrdili ziadnu antifungalnu aktivitu

po 48 hodinovej kultivacii.

Obr. ¢. 14: Vplyv Cerstvého, bezmethanolového extraktu na Enterococcus faecalis po
24 hodinovej kultivacii (vlavo hore riedenie 1:1, vpravo hore riedenie 1:9, dole

uprostred koncentrovany extrakt)

Obr. ¢. 15: Vplyv methanolového extraktu na Enterococcus faecalis po 48 hodinovej

kultivacii (dole koncentrovany extrakt, vlavo hore riedenie 1:1, vpravo hore riedenie

1:9)
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Tab. €. 5: Antimikrobidlny ucinok Ccerstvého extraktu (oznaceny cislom 1)

a methanolového extraktu (oznaceny Cislom 2 a 3) vyhodnoteny pomocou inhibi¢nych

z6n po 24 hodinovej kultivacii (zony ihibicie su uvedené v. mm).

1 9 9 9 9 9 9 9 9 9
2 10,5 9 9 10,5 9 9 9 9 9
3 11 105 11 9 9 9 11 11 11
E. faecalis
1 9 9 9 14 14 13 10,5 11 10,5
2 12 12 12 12 11 11 9 9 10,5
3 12 125 12 11 11 11 9 9 9
C. tropicalis
1 10 9 11 10,5 9 105 9 9 9
2 11 12 12 9 10,5 105 9 9 10
3 12 11 11 10,5 105 9 9 9 9
Kontrola (75% methanol)
E. coli 9 9 9
E. faecalis 13 12 12
C. tropicalis 9 9 9
Legenda: a, b, ¢ - jednotlivé papirové disky na Petriho miske

1, 2, 3 — c¢iselné oznadenie Petriho misiek,

1- bezmethanolovy extrakt, 2,3 — methanolovy extrakt
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Tab. ¢. 6: Antimikrobidlny Uuc¢inok cerstvého extraktu (oznaceny cislom 1)

a methanolového extraktu (oznaceny ¢islom 2 a 3) vyhodnoteny pomocou inhibi¢nych

z6n po 48 hodinovej kultivacii (zony ihibicie su uvedené v. mm).

Riedenie koncentrovany
1 9 9 9 9 9 9 9 9 9
2 9 9 9 10,5 10,5 10,5 9 9 9
3 105 105 9 9 9 9 9 9 9
E. faecalis
1 9 9 9 12 11 11 105 10,5 10,5
2 12 12 13 12 11 11 10,5 9 9
3 12 12 12 12 11 11 9 9 9
C. tropicalis
1 9 9 9 9 9 9 9 9 9
2 9 9 9 9 9 9 9 9 9
3 9 9 9 9 9 9 9 9 9
Kontrola (75% methanol)
E. coli 105 105 9
E. faecalis 13 12 13
C. tropicalis 9 9 9
Legenda: a, b, ¢ - jednotlivé papirové disky na Petriho miske

1, 2, 3 — c¢iselné oznacenie Petriho misiek

1- bezmethanolovy extrakt, 2,3 — methanolovy extrakt
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Tab. ¢. 7: Aritmeticky priemer inhibi¢nych z6n u vsSetkych pouzitych extraktoch voci

vSetkym testovanym mikroorganizmom

Riedenie koncentrovany | 1:1 1:9 kontrola

Doba kultivacie (hodiny) 24 48 24 |48 |24 |48 |24 |48
Aritmeticky priemer inhibi¢nych zon (mm)

E. coli

Naoxidovany extrakt 9,0 9,0 90 (92 |90 |91

Methanolovy extrakt 10,2 9,5 93 198 |[10,0|9,0 (9,0 |10,0

Cerstvy extrakt 9,0 9,0 90 190 |90 |90

E. faecalis

Naoxidovany extrakt 9,0 9,1 12,2111,1|10,2 11,4

Methanolovy extrakt 12,1 122 (11,211,393 |93 |[11,7|12,7

Cerstvy extrakt 9,0 9,0 13,7 | 11,3 | 10,7 | 10,5

C. tropicalis

Naoxidovany extrakt 12,0 129 |10,1(11,1(94 |10,0

Methanolovy extrakt 11,5 9,0 100190 (9,2 (90 |90 |90

Cerstvy extrakt 10,0 9,0 10,090 ({90 |9,0
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5.3 Statistické spracovanie vysledkov
Testovala sa kazd4a skupina mikroorganizmov proti 9 mm, Co predstavuje nulovy
inhibi¢ny ucinok. Pokial’ je rozdiel vyznamne vys$si, tak mozno tvrdit, Ze extrakt mal
preukazané inhibi¢né Gcinky.

K testovniu inhibi¢ného ucinku sa pouzili jednovyberové testy. V pripad¢, ze
testovany vyber mal normalne rozdelenie, pouzil sa t-test, pokial nemal normalne
rozdelenie, tak jednovyberovy Wilcoxonov test.

Na zéaver bolo prevedené viacndsobné porovnanie vSetkych troch extraktov.

5.3.1 Extrakt vystaveny oxidacii

Tab. ¢. 8: Normalne rozdelenie testované Shapiro-Wilkovym testom

Druh MO, riedenie, doba kultivacie p-hodnota Normalne
rozdelenie
E. faecalis, 1:9, 24 hod 0 nie
E. faecalis, 1:1, 24 hod 0,22 ano
E. faecalis, koncentrovany, 24 hod - nie
C. tropicalis, 1:9, 24 hod 0,055 ano
C. tropicalis, 1:1, 24 hod 0,10 ano
C. tropicalis, koncentrovany, 24 hod 0,04 nie
E. coli, 1:9, 24 hod - nie
E. coli, 1:1, 24 hod - nie
E. coli, koncentrovany, 24 hod - nie
E. faecalis, 1:9, 48 hod 0,02 nie
E. faecalis, 1:1, 48 hod 0 nie
E. faecalis, koncentrovany, 48 hod 0 nie
C. tropicalis, 1:9, 48 hod 0,15 ano
C. tropicalis, 1:1, 48 hod 0,04 nie
C. tropicalis, koncentrovany, 48 hod 0,04 nie
E. coli, 1:9, 48 hod 0 nie
E. coli, 1:1, 48 hod 0 nie
E. coli, koncentrovany, 48 hod - nie

Legenda: Tam kde nie je p-hodnota vyplnena, boli vSetky hodnoty rovnaké a nebolo mozné testovat’.

Pokial su vSak vSetky hodnoty vo vybere rovnaké, nejedna sa o normalne rozdé¢lenie.
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Tab. ¢. 9: Testovanie Wilcoxonovym testom a t-testom a rozhodnutie ¢i ma extrakt

inhibi¢ny G¢inok

Druh MO, riedenie, doba | Pouzity test p-hodnota | Inhibi¢ny
kultivacie ucinok
E. faecalis, 1:9, 24 hod wilcoxonov 0,01 ano
E. faecalis, 1:1, 24 hod t-test 0,01 ano
E. faecalis, koncentrovany, 24 hod | wilcoxonov - nie
C. tropicalis, 1:9, 24 hod t-test 0,01 ano
C. tropicalis, 1:1, 24 hod t-test 0 ano
C. tropicalis, koncentrovany, 24 | wilcoxonov 0,01 ano
hod

E. coli, 1:9, 24 hod wilcoxonov - nie
E. coli, 1:1, 24 hod wilcoxonov - nie
E. coli, koncentrovany, 24 hod wilcoxonov - nie
E. faecalis, 1:9, 48 hod wilcoxonov 0,01 ano
E. faecalis, 1:1, 48 hod wilcoxonov 0,07 nie
E. faecalis, koncentrovany, 48 hod | wilcoxonov - nie
C. tropicalis, 1:9, 48 hod t-test 0 ano
C. tropicalis, 1:1, 48 hod wilcoxonov 0,01 ano
C. tropicalis, koncentrovany, 48 | wilcoxonov 0,01 ano
hod

E. coli, 1:9, 48 hod wilcoxonov 0,18 nie
E. coli, 1:1, 48 hod wilcoxonov 0,11 nie
E. coli, koncentrovany, 48 hod wilcoxonov - nie

Legenda: Tam kde nie je p-hodnota vyplnena, boli vSetky hodnoty rovné 9 a nebolo mozné testovat’.

Pokial’ su v8ak vSetky hodnoty vo vybere rovné 9, znamena to, ze sa nejednd o inhibi¢ny u¢inok.

Najvyraznejsi inhibiény G¢inok ma kvasinka C. tropicalis. Ma Statisticky vyznamny

vysledok pre doby kultivacie 24 i 48 hodin. Baktéria E. faecalis vykazala inhibi¢ny

ucinok v 3 zo 6 pripadov. U baktérie E. coli nebol preukazany ziadny inhibi¢ny ucinok.
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5.3.2 Cerstvy methanolovy extrakt

Tab. €. 10: Porovnanie methanolového extraktu s kontrolou pomocou Mann-Whitneyho

testu

Druh MO, riedenie, doba kultivacie p- Vyznamny rozdiel
hodnota

E. faecalis, 1:9, 24 hod 0,03 ano, v prospech kontroly

E. faecalis, 1:1, 24 hod 0,053 nie

E. faecalis, koncentrovany, 24 hod 0,70 nie

C. tropicalis, 1:9, 24 hod 0,80 nie

C. tropicalis, 1:1, 24 hod 0,16 nie

C. tropicalis, koncentrovany, 24 hod 0,03 ano, Vv  prospech  meth.

extraktu

E. coli, 1:9, 24 hod 0,30 nie

E. coli, 1:1, 24 hod 0,80 nie

E. coli, koncentrovany, 24 hod 0,16 nie

E. faecalis, 1:9, 48 hod 0,03 ano, v prospech kontroly

E. faecalis, 1:1, 48 hod 0,053 nie

E. faecalis, koncentrovany, 48 hod 0,30 nie

C. tropicalis, 1:9, 48 hod - nie

C. tropicalis, 1:1, 48 hod - nie

C. tropicalis, koncentrovany, 48 hod - nie

E. coli, 1:9, 48 hod 0,16 nie

E. coli, 1:1, 48 hod 0,80 nie

E. coli, koncentrovany, 48 hod 0,52 nie

Legenda: Pokial’ nastal vyznamny rozdiel, tak je oznacené, ktora skupina mala vy$sie hodnoty, bud’

methanolovy extrakt alebo kontrola. V pripade nevyplnenej p-hodnoty boli vSetky hodnoty obidvoch

vyberov rovnaké, ¢o znamena, Ze sa nejedné o vyznamny rozdiel.

Methanolovy extrakt az na vynimky nevykazuje oproti kontrolnému vzorku Statisticky

vyznamny rozdiel.
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5.3.3 Utinky extraktov (naoxidovany, &erstvy bezmethanolovy a methanolovy

extrakt) porovnané Kruskal — Wallisovym testom

V pripade Ze bol preukazany rozdiel medzi uc€inkami jednotlivych extraktov, previedlo

sa viacnasbné porovnanie pre jednotlivé dvojice. V prilohe st uvedené grafy

znéazornujlice porovnanie extraktov.

Tab. ¢. 11: Porovnanie G¢inku extraktov Kruskal — Wallisovym testom

Skupina mikroorganizmov, riedenie, | p- Interpretacia
doba kultivacie hodnota
naoxidovany  extrakt ma
E. faecalis, 1:9, 24 hod 0 \,/%].Znamne V yssi inhibién},,[
ucinok nez  methanolovy
extrakt
E. faecalis, 1:1, 24 hod 0,18 medzi 3 extrakimi nie  je
rozdiel
methanolovy  extrakt ma
E. faecalis, koncentrovany, 24 hod 0 vyznamne vy§§i ucinok nez
ostatné extrakty
C. tropicalis, 1:9, 24 hod 0,10 med_2| 3 extrakimi nie  je
rozdiel
C. tropicalis, 1:1, 24 hod 0,99 med.2| 3 extrakimi nie je
rozdiel
naoxidovany  extrakt —ma
C. tropicalis, koncentrovany, 24 hod 0,03 vyznamne vy$$i ucinok nez
bezmethanolovy
methanolovy  extrakt ma
E. coli, 1:9, 24 hod 0,03 vyznamné vys§i U¢inok nez
ostatné extrakty
E. coli, 1:1, 24 hod 0,37 medzi 3 extrakimi nie  je
rozdiel
methanolovy  extrakt ma
E. coli, koncentrovany, 24 hod 0,01 vyznamne vys$i ucinok nez
ostatné extrakty
naoxidovany  extrakt —ma
E. faecalis, 1:9, 48 hod 0 vyznamne vys§i 0¢inoOk nez
methanolovy extrakt
. medzi 3 extraktmi nie je
E. faecalis, 1:1, 48 hod 0,86 .
rozdiel
methanolovy  extrakt ma
E. faecalis, koncentrovany, 48 hod 0 vyznamne vys§i inhibi¢ny
uc¢inok nez ostatné dva
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extrakty
naoxidovany  extrakt —ma
o , & inhibiens
C. tropicalis, 1:9, 48 hod 0,01 \’ly'znamne VVySSI m,l ey
u¢inok nez ostatné dva
extrakty
naoxidovany  extrakt ma
o , & inhibicny
C. tropicalis, 1:1, 48 hod 0 Y%I.Znamne ny$51 m,l 1eny
u¢inok nez ostatné dva
extrakty
naoxidovany  extrakt ma
o , & inhibiéns
C. tropicalis, koncentrovany, 48 hod 0 \’lgl'znamne vvyss1 1n’1 eny
u¢inok nez ostatné dva
extrakty
. medzi 3 extraktmi nie je
E. coli, 1:9, 48 hod 0,35 ; )
rozdiel
. medzi raktmi nie |
E. coli, 1:1, 48 hod 0,22 edzi 3 extrakimi nie je
rozdiel
. medzi 3 extraktmi nie je
E. coli, koncentrovany, 48 hod 0,12 rozdiel J

Celkovo mal najCastejSie vyznamne najvy$s$i inhibi¢ny G¢inok naoxidovany
extrakt, konkrétne v 5 pripadoch. V 4 pripadoch mal Statisticky vyznamne najvyssi
inhibi¢ny uginok ¢erstvy methanolovy extrakt. Cerstvy bezmethanolovy extrakt nemal
v ziadnom pripade Statisticky vyznamne vyssSi inhibi¢ny G¢inok nez ostavajiice dva
extrakty. Celkovo mézeme zhrntt, Ze Cerstvy methanolovy a naoxidovany extrakt majt
vy$$§i inhibi¢ny G€inok nez Cerstvy bezmethanolovy extrakt.

Dalej z tabulky vyplyva, Ze koncentrovany extrakt mal vyznamné vysledky
v piatich zo Siestich testov. Extrakty riedené v pomere 1:1 mali vyznamny vysledok len
V jednom pripade a roztok 1:9 mal vyznamny vysledok v Styroch zo Siestich pripadov.
Z toho je mozné odvodit, ze extrakty riedené v pomere 1:1 maji najmensie rozdiely
V inhibi¢nom u¢inku jednotlivych extraktov.

Jediny mikroorganizmus, pre ktory sme dostali $tatisticky vyznamny vysledok
pre vsetky 3 koncentracie roztoku, bola C. tropicalis s dobou kultivace 48 hodin.

Vo vsetkych 3 pripadoch vySiel najvy$si inhibiény uU¢inok v prospech

naoxidovaného extraktu.
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Mnoho vedeckych praci sa venuje testovaniu antimikrobidlneho ucinku extraktov zo
semien révy vinnej.

JAYPARAKASHA akol. (2003) testovali antibakteridlnu aktivitu extraktu
z hroznovych semien. Zistili Ze aktivnou zlozkou ktora inhibuje Escherichia coli je
kyselina gallova. Taktiez preukazali Ze extrakcia pomocou acetoénu a Kyseliny octovej
vyextrahuje viac fenolickych latok z hroznovych semien nez extrakcia pomocou
methanolu a kyseliny octovej. Testovali acetonovy aj methanolovy extrakt a preukazali,
ze oba extrakty maju vyssi inhibi¢ny G¢inok voci grampozitivnym baktériam nez voci
gramnegativnym batériam.

BAYDAR akol. (2004) stanovovali antibakterialnu aktivitu a celkovy obsah
polyfenolickych zliéenin v extrakte zo semien révy vinnej. Bol zisteny celkovy obsah
polyfenolickych zlucenin 627,98 mg GAE/g v acetonovom extrakte a 667,87 mg GAE/g
v methanolovom extrakte. Testovali sa extrakty voci Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, kde nebol preukazany uobidvoch baktériach ziadny inhibi¢ny efekt
Vv koncentraciach 1 % a 2 %. Za pouzitia vySSej koncentracie nez 4 %, extrakty
Z hroznovych semien voc¢i baktériam vykazovali inhibiény ucinok. Methanolovy
extrakt vykazoval priemer inhibi¢nej zony 28,36 mm pii 20 % koncentracii a pii 4 %
koncentracii bol nizs§i S priemerom inhibi¢nej zoény 16,89 mm. K testovaniu pouzili
semenny extrakt sethyl acetatom, methanolom a destilovanou vodou v pomere
60:30:10.

V praci BAYDAR akol. (2006) sa taktiez stanovoval antibakterialny efekt
extraktu z hroznovych semien. K extrakcii pouzili aceton, destilovanti vodu a kyselinu
octovii v pomere 90:9,5:0,5. Testovali 10 % extrakt proti Escherichia coli
a Enterococcus faecalis. Pouzili kultivaciu na bujéonovom agare pri teplote 37 °C po
dobu 22 hodin. Ako metdda testovania inhibicného efektu bola diskova difuzna za
pouzitia papierovych diskov o priemere 4 mm. Po 22 hodinovej kultivacii zmerali
priemery inhibi¢nych zén, ktoré c¢itali priemer 22,67 mm u Enterococcus faecalis
a u Escherichia coli 24,67 mm.

Vysledky  testovania  antimikrobidlneho  efektu v diplomovej  préci
nekoreSponduju s vysledkami preukazanymi v spominanych publikaciach. Dévodom je
pouZzitie in¢ho materidlu v testovani antimikrobialnej aktivity a pouZitim inej metodiky

vyroby extraktu.
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6 ZAVER

Hrozna révy vinnej st vyznamnou ovocnou plodinou vyuzivanou vo vinarskej
produkecii, ¢o vedie ku vzniku velkého mnozstva semien, ktoré maju potencial vyuzitia
okrem vyroby oleja aj vinych odvetviach. Napriklad vo farmaceutickom priemysle
alebo vyrobe potravinovych doplnkov aVv neposlednej rade aj Vv potravinarskom
priemysle ako antimikrobialny agens alebo konzervant. V mnohych  vedeckych
publikéciach bol preukazany antimikrobidlny efekt z extraku semien révy vinnej ale
Vv praxy doposial’ nenasiel uplatnenie. V sti¢asnej praxy sa semend vo vi¢Som mnozstve
vyuzivaju prevazne na vyrobu oleja. Samotnd separdcia semien z matolin a vyroba
extraktu je ¢asovo a finan¢ne naroc¢na.

Obsahove¢ latky semien, fenolické zluceniny, vitamin E  maju vysokua
antioxidacn kapacitu, ktora ma vyznam pri zniZzovani rizika vzniku karcindému
a znizuje obsah LDL v krvi. Biologicky aktivne komponenty semien otestované
v praktickej Casti prace mali inhibi¢ny efekt najmé voci Enterococcus faecalis a bol
preukazany aj inhibi¢ny efekt proti Candida tropicalis. U Escherichia coli bol inhibi¢ny
efekt extraktu minimalny. Najvy$Siu antimikrobialnu aktivitu vo¢i E. coli mal
methanolovy extrakt. Bezmethanolovy extrakt nemal na E. coli takmer ziadny efekt.

Najvacsi priemer inhibi¢nej zony bol u C. tropicalis po 24 hodinovej kultivacii.
S postupujucim casom po 48 hodinovej kultivacii inhibi¢ny efekt extraktu vyrazne
klesol. O E. faeacils neplati, ze by po 48 hodinovej kultivacii klesol antimikrobialny
ucinok vyrazne. Antifungalny ucinok ztychto vysledkov po dlh§iu dobu nie je
vyznamny. V potravinarskej praxy extrakt ako konzervant nemozno doporucit’ proti
kvasinkam. U E. faecalis bola pri testovani antimikrobialnej aktivity dolezita aj
koncentracia extraktu. Koncentrovany bezmethanolovy extrakt nevykazoval ziadnu
aktivitu z ¢oho mozno usudit’ Ze mal prave opacny, stimulujuci efekt. Najvyssiu
antibakteridlnu  aktivitu malo riedenie 1:1 zcoho moZno vyvodit, Ze extrakt
Z hroznovych semien aj v niZSich koncentraciach ma preukdzané antimikrobidlne
ucinky a moze byt’ pre potravinarske odvetvie realizovatelné ako antibakterialny agens
a konzervant proti bakterialnemu kazeniu potravin a uzitocné aj z dietetického
hl'adiska. So zvySujiicim sa dopytom po zdravych, ,,raw*, ,,bio* potravinach je pouzitie
hroznového extraktu atraktivne ako konzervant a ma potenciadl aj zo zdravotného

hladiska.
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kvapalinovy chromatograf, hmotnostny spektrometer
oligomérne proantokyanidinové komplexy
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11 PRILOHY

Krabicové grafy znazornuji porovnanie jednotlivych extraktov v prisluSnych
koncentraciach riedenia, po 24 alebo 48 hodinovej kultivacii voci vSetkym
mikroorganizmom. V krabicovom grafe mozno sledovat’ na zvislej osy priemery
inhibiénych zé6n vmm. Dalej graf zobrazuje median, stredny kvartil, minimum

a maximum oznacené v legende.

bakterie=E. coli, koncentrace=konc., doba=24
Krabicovy graf dle skupin
Proménna: primér
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Priloha ¢. 1: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych 100 % koncentrovanych
extraktov proti E. coli, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na zvislej
osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy extrakt

a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).

69



bakterie=E. coli, koncentrace=1:1 (50%), doba=24
Krabicovy graf dle skupin

Proménna: primeér
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Priloha ¢. 2: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:1 proti E. coli, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo cerstvy methanolovy extrakt).

bakterie=E. coli, koncentrace=1:9 (10%), doba=24
Krabicovy graf dle skupin
Proménna: primér
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Priloha ¢. 3: Graf porovnania inhibicného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:9 proti E. coli, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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bakterie=E. faecalis, koncentrace=konc., doba=24
Krabicovy graf dle skupin

Proménna: primeér
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Priloha €. 4: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych 100 % koncentrovanych
extraktov proti E. faecalis, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo ¢erstvy methanolovy extrakt).

bakterie=E. faecalis, koncentrace=1:1 (50%), doba=24
Krabicovy graf dle skupin

Proménna: primér
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Priloha €. 5: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:1 proti E. faecalis, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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bakterie=E. faecalis, koncentrace=1:9 (10%), doba=24
Krabicovy graf dle skupin
Proménna: primeér
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Priloha ¢. 6: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:9 proti E. faecalis, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo ¢erstvy methanolovy extrakt).
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Priloha ¢. 7: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych 100 % koncentrovanych
extraktov proti C. tropicalis, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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Priloha ¢. 8: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:1 proti C. tropicalis, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony
na zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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Priloha ¢. 9: Graf porovnania inhibicného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:9 proti C. tropicalis, po 24 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony
na zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo ¢erstvy methanolovy extrakt).
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bakterie=E. coli, koncentrace=konc., doba=48
Krabicovy graf dle skupin
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Priloha ¢. 10: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych 100 % koncentrovanych
extraktov proti E. coli, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zény na zvislej
0sy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred cerstvy bezmethanolovy extrakt

a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).

bakterie=E. coli, koncentrace=1:1 (50%), doba=48
Krabicovy graf dle skupin
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Priloha ¢. 11: Graf porovnania inhibicného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:1 proti E. coli, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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bakterie=E. coli, koncentrace=1:9 (10%), doba=48
Krabicovy graf dle skupin
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Priloha ¢. 12: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:9 proti E. coli, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo ¢erstvy methanolovy extrakt).

bakterie=E. faecalis, koncentrace=konc., doba=48
Krabicovy graf dle skupin
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Priloha €. 13: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych 100 % koncentrovanych
extraktov proti E. faecalis, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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bakterie=E. faecalis, koncentrace=1:1 (50%), doba=48
Krabicovy graf dle skupin
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Priloha ¢. 14: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:1 proti E. faecalis, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo ¢erstvy methanolovy extrakt).

bakterie=E. faecalis, koncentrace=1:9 (10%), doba=48
Krabicovy graf dle skupin
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Priloha ¢. 15: Graf porovnania inhibicného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:9 proti E. faecalis, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo cerstvy methanolovy extrakt).
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Priloha ¢. 16: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych 100 % koncentrovanych
extraktov proti C. tropicalis, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony na
zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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Priloha ¢. 17: Graf porovnania inhibicného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:1 proti C. tropicalis, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony
na zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo ¢erstvy methanolovy extrakt).
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Priloha ¢. 18: Graf porovnania inhibi¢ného efektu pouzitych riedenych extraktov
v pomere 1:9 proti C. tropicalis, po 48 hodinovej kultivacii ( priemery inhibi¢nej zony
na zvislej osy v mm, nalavo naoxidovany extrakt, uprostred Cerstvy bezmethanolovy

extrakt a napravo Cerstvy methanolovy extrakt).
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