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ABSTRAKT

Cielom tejto diplomovej prace bolo stanovenie koncentracie bioaktivnych latok ako su celkové
polyfenoly a flavonoidy a tiez celkovt antioxida¢nt kapacitu v ¢ajovych extraktoch z RuZe Sipkove;j.
V druhej casti bolo predmetom experimentu zistenie antimikrobialnej aktivity a uc¢innej koncentracie
etanolu voéi vybranym baktériam.

Teoreticka Cast’ je zamerana na popis prirodnych antioxida¢nych latok a ich W¢inku proti volnym
radikalom, popis Caju, popis Ruze Sipkovej a moznosti spektrofotometrického stanovenia prirodnych
latok, a na zaver zakladné rozdelenie baktérii. V experimentalne;j casti boli pripravené etanolové a vodné
extrakty v ktorych boli stanovované celkové polyfenoly, flavonoidy a antioxidacna aktivita

Vysledky stanovovania polyfenolov a flavonoidov ukazujt, ze pre luhovanie kvetu je vhodnejsie
rozpustadlo s etanolom, a pri lthovani oplodia Sipku je vhodnejSie rozpustadlo voda. Pri porovnani
antioxidac¢nej aktivity maceratov nenastali ziadne vyznamné rozdiely, mierne vysSiu antioxidac¢nul
aktivitu vykazuji maceraty z kvetu $ipku.

Extrakty vykazovali antimikrobialnu aktivitu najma proti Micrococcus luteus a mierne proti Bacillus
cereus. Najvacsia antimikrobialna aktivita bola stanovena u etanolovych maceratov kvetu proti
Micrococcus luteus

ABSCTRACT

The aim of this master’s thesis was to determine the concentration of bioactive substances such as
total polyphenols and flavonoids as well as the total antioxidant capacity in tea extracts from Rosa
canina. In the second part, an experiment was found to detect antimicrobial activity and an effective
concentration of ethanol against selected bacteria.

The theoretical part is focused on description of natural antioxidants and their effect on free radicals,
description of tea, description of rose hazel and possibilities of spectrophotometric determination of
natural substances and eventually basic distribution of bacteria. In the experimental part, ethanol and
aqueous extracts were prepared in which the total number of polyphenols, flavonoids and antioxidant
effects.

The results of the determination of polyphenols and flavonoids show that the solvent with ethanol is
more suitable for flower fermentation and water is more suitable for dropping the rose. Comparison of
the antioxidant activity of macerates showed no significant differences; slightly higher antioxidant
activity showed macerates from pink flowers.

The extracts showed antimicrobial activity against Micrococcus luteus and slightly against Bacillus
cereus. The highest antimicrobial activity was determined for the micrococcus luteus

KLUCOVE SLOVA
Ruza Sipkova, bylinné extrakty, bioaktivne latky, ¢aj, polyfenoly, antioxida¢né aktivita, vol'né radikaly
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1 UVOD

Uz pred 400 milionmi rokov, ked sa rastliny vyvijali, pravdepodobne vyrdbali sekundéarne
metabolity ako prostriedok obrany proti bylinozravcom, mikrobom a konkurenc¢nym rastlinam.
Sekundarne metabolity st zvycajne bioaktivne latky, ktoré moézu interferovat’ s molekularnymi ciel'mi
u zvierat a mikroorganizmov. Preto mnohé rastliny a latky izolované z nich mézu sluzit’ ako hodnotné
lieky v medicine a farmacii [1].

Byliny sa pouzivaji v mnohych oblastiach okrem mediciny a farmacie aj v oblasti vyzivy,
dochucovadiel, napojov, farbiv, repelentov, voni, kozmetiky, fajcenia a inych priemyselnych ucelov.
Od prehistorickej doby boli bylinky zakladom takmer vsetkych lieCebnych terapii, kym sa v 19. storoci
nevytvorili syntetické lieciva [2]

Mnoheé lie€ivé rastliny obsahuju velké mnozstva antioxidantov, ako st polyfenoly, ktoré¢ mozu hrat’
dolezita ulohu pri adsorbovani a neutralizacii volnych radikalov, pri zahasovani singletného a
tripletného kyslika alebo pri rozkladani peroxidov. Mnohé z tychto fytochemikalii maji vyznamné
antioxida¢né kapacity, ktoré st spojené s nizSim vyskytom a nizSou tmrtnostou niekol’kych l'udskych
chorob. Zistilo sa, ze tieto zluCeniny z bylin, korenin a rastlinnych extraktov maju antimikrobialne
vlastnosti proti Sirokému spektru Skodlivych mikroorganizmov. [3]

Pouzitie prirodnych antimikrobialnych latok z potravin ziskalo vel'a pozornosti od spotrebitel'ov a
potravinarskeho priemyslu. Dévodom je predovsetkym, zneuzivanie a nespravne pouzivanie antibiotik,
¢o viedlo k dramatickému vzostupu skupiny mikroorganizmov, vratane patogénov, ktoré nie si odolné
voCi antibiotikdm, ale su tieZ tolerantnejSie vo¢i viacerym metdédam spracovania a uchovévania
potravin. [4]

Sipky sa pouzivaji na rozne ucely, ako je ochrana zdravia a terapia pri chripke, infekciach,
zapalovych ochoreniach a chronickych bolestiach. Okrem toho maju priaznivé dosledky na starostlivost’
o plet’ a lie¢bu proti §kodcom. Sipky sa pouZivajii aj v potravinach a napojoch, ako su ¢aj, marmelady,
zelé a dzemy, nedavno sa zacCala pouzivat’ ako prisada do probiotickych napojov, jogurtov a polievok
ako vyzivovy doplnok [5].

Cielom tejto diplomovej prace je zistenie koncentracie bioaktivnych latok ako su polyfenoly
a flavonoidy a taktiez zistenie antioxidacnej aktivity v zavislosti na ¢ase pOsobenia ¢aju Sipku a
pouzitého rozpustadla. Porovnavané boli extrakty z dvoch druhov ¢ajov, Sipku oplodia a Sipku kvetu.
DalSou Gastou prace je overovanie antimikrobialnej aktivity extraktov s najvys$Sou koncentraciou
bioaktivnych latok voéi vybranym zastupcom grampozitivnych (G*) a gramnegativnych (G°) baktérii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bioaktivne latky v rastlinach
Rastliny su cennym zdrojom chemickych zli¢enin, ktoré sa tradi¢ne pouzivaju ako zdroj zloziek
alebo napadov pri vyvoji novych liekov (napr. steroidy a alkaloidy), funkénych potravin (napr. rastlinné
steroly), potravinarskych pridavnych latok (napr. prirodna aréma a farba). Maji takmer bezlimitna
schopnost’ syntetizovat’ aromatické latky, najma polyfenoly alebo ich kyslik-substituované derivaty [6].

Tieto zluceniny sa oznacuju ako bioaktivne zlifeniny vzhladom na ich farmakologické alebo
toxikologické u€inky na I'udi a zvierata. Tieto typické bioaktivne zliiCeniny v rastlinach sa vyrabaju ako
sekundarne metabolity, ktoré sa generuju roznymi biologickymi cestami v procesoch sekundarneho
metabolizmu a hraju doleziti Glohu pri ochrane rastlin pred biotickym alebo abiotickym stresom.
V mnohych pripadoch tieto latky sluzia ako obranné mechanizmy proti napadnutiu mikroorganizmami,
hmyzom a bylinoZzravcami. Niektoré, ako napr. terpenoidy, davaju rastliny svoje pachy; iné (chinény a
triesloviny) st zodpovedné za rastlinny pigment [7].

Z biochemického hladiska moézu byt bioaktivne zluceniny rastlinného pdvodu kategorizované
do niekol’kych skupin:

e glykozidy (glykozidy srdca, cyanogénne glykozidy, glukozinolaty, saponiny a antrachindnové
glykosidy),

e fenolické zluceniny (fenolové a hydroxyskoricové kyseliny, stilbény, flavonoidy a antokyany)

e triesloviny,

e terpenoidy,

e lignany,

o alkaloidy,

e kumariny [7].

2.1.1 Fenolické zlticeniny

St Casto ulozené na strategicky dolezitych miestach, kde zohravaju signaliza¢nu rolu a ¢asto i priamu
rolu v obrane. Fenolické latky sa obvykle hromadia v centralnych vakuolach epidermalnych buniek,
rovnako ako v subepidermalnych bunkach listov a vyhonkov. Okrem toho s niektoré fenolické latky
pripojené kovalentnou vdzbou na stenu rastlinnej bunky. Ostatné sa vyskytuji vo voskoch alebo na
vonkajsom povrchu rastlinnych organov [8].

Fenolické zluceniny su najpocetnejSie a vSadepritomné skupiny sekundarnych metabolitov rastlin.
Bolo preukazané, ze svoje antioxida¢né vlastnosti maji prave vd’aka aromatickému kruhu, ktory by
mobhol stabilizovovat’ a delokalizovat’ neparovy elektron vo svojej Strukttre. VSetky polyfenolické latky
maji rovnakt zakladnt aromatickua Struktaru, ktora nesie jeden alebo viac substituentov hydroxylovej
skupiny, ¢o zabezpecuje ich rozmanitost’ [9].

Fenolické zluceniny maju vel'ké Strukturdlne zmeny a st jednou z najroznejsich skupin sekundarnych
metabolitov. Predpoklada sa, ze hydroxylové (-OH) skupiny v fenolickych zluc¢eninach spdsobuji
inhibi¢ny ucinok, pretoze tieto skupiny moézu interagovat’ s bunkovou membranou baktérii, a narusit’
membranové Struktary a spdsobili tnik bunkovych zloziek. Aktivna skupina, ako je -OH, podporuje
delokalizaciu elektronov, ktoré potom pdsobia ako protonové vymenniky a redukuji gradient cez
cytoplazmaticki membranu bakterialnych buniek. To spdsobi naruSenie protdénovej hybnej sily a
vycerpanie zasobnika ATP a v kone¢nom dosledku povedie k smrti buniek [4].



Dalsie $tadie uvadzaju, ze skupiny -OH mozu Fahko viazat aktivne miesto enzymov zmenou
bunkového metabolizmu mikroorganizmov. Tato cinnost demonstruje vyznam skupiny -OH
v antimikrobialnej aktivite. Fenolické zluCeniny tiez posobia ako antioxidanty. Pritomnost’ vol'nej -OH
skupiny vo fenolickych zluc¢eninach vedie k antioxida¢nym vlastnostiam. Zistilo sa, ze tato vlastnost’
inhibuje tvorbu reaktivnych druhov kyslika, ako aj vylucovanie volnych radikalov, ¢im sa znizuje
redox potencial rastového média. Toto zniZenie redoxného potencidlu moze d’alej obmedzovat’ rast
neziaducich mikroorganizmov [4].

Thymol je efektivnejsi

vdaka pozicii -OH Kofeinova kyselina je
skupiny efektivnejsia vdaka
Kofeinova kyselina pottu -0OH skupin

Thymol Carvacrol

p-kumarova kyselina

Carvacrol je
efektivhejsi vdaka o
pritomnosti -OH

skupiny . Gerar]‘,rl aFEtét]E
Carvacrol Carvacrol methyl ester ) EfEkjWHEJ_S' vd‘a_l-ca
Geranyl acetat acetatovej skupine
Eugenol je efektivnejsi
vdaka pozicii dvojite] - :
vazby v alifatickolm i
P Geraniol
retazci
Eugenol Isoeugenol

Obrazok ¢. 1:Strukturdlna variacia funkcnych skupin v rastlinnych zlicenindch meni ich antimikrobidlnu
aktivitu [4]

Biologicka aktivita polyfenolov zavisi od urovne ich aktivity a rozsahu, v akom su distribuované,
metabolizované, absorbované a vylucované z tela. Niektori vedci skiimali farmakokinetiku polyfenolov
u dospelych l'udi meranim koncentracie plazmy a moc¢u znamych metabolitov po jednorazovom podani
prislusnych polyfenolov. Ich $tudie preukazali velké rozdiely v kinetike a biologickej dostupnosti
réznych skiamanych polyfenolov a ako také, informacie o osude tychto zlucenin autori nepochopili.
Okrem toho v dosledku rozsiahleho metabolizmu v ¢revach a peCeni sa metabolity nachadzajice sa v
obehu, moci a cielovych organoch odliSovali od materskej zliceniny, ¢o komplikuje ich
pochopenie [10].



Polyfenoly by sa dali zaradit’ do 4 hlavnych skupin:

e Fenolové kyseliny,
e Stilbény,

e Lignany,

e Flavonoidy [10].

Jednoduché fenoly a fenolové kyseliny

Niektoré najjednoduchSie bioaktdvne fytochemikalie pozostavaju zjedného substituovaného
fenolového kruhu. Kyselina skoricova a kavové kysliny st spolo¢nymi zastupcami Sirokej skupiny
zlucenin odvedenych od fenylpropanu, ktoré su v najvyssom oxidacnom stave [6].

Fenolové kyseliny su d’alej rozdelené do nasledujucich kategorii:

e Kyseliny hydroxybenzoové (napriklad kyselina gallova), ktoré sa nachadzaju v Caji.

e Kyseliny hydroxyskoricové. Prikladmi kyselin hydroxysSkoricovych su kyselina kavova, ktora
sa nachadza prakticky v kazdom ovoci; kyselina chlorogénna nachadzajica sa v jahodach,
ananase a inych; a kyselina p-kumarova, ktora sa nachadza v zrnach obilnin [9].

Stilbény

Stilbény su najmensou skupinou fenolickych zlicenin u ktorych bola preukazana antioxidacna
aktivita aj v nizkych koncentraciach. Stilbény ako napriklad resveratrol, st schopné zabranit
oxidaénému stresu v 'udskom tele a tiez predchadzat’ kardiovaskularnym chorobam [9].

OH

HO
OH

Resveratrol

Obrdzok ¢. 2: vzorec resveratrolu [9]
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Chinony

Chindény predstavujii skupinu asi 200 Zltych, Cervenych, hnedych az takmer ciernych farbiv
s premenlivou Struktirou. V prirode sa vyskytujuce farbiva su najcastejSie odvodené od benzochinéonu,
naftochinénu a anthrachinénu [6].

St to aromatické zluceniny s dvomi keto- skupinami v polohe para, formalne odvodené od difenolov
oxidaciou prislusnych hydroxylovych skupin. Chinény st vel'mi reaktivne latky. Okrem toho, Ze su
stalym zdrojom volnych radikalov, tak v mikrobialnej bunke tvoria iverzibilné komplexy s nukleofil-
nymi aminokyselinami v proteinoch, ¢im spdsobuji inaktivaciu proteinov a stratu ich funkcie.
Pravdepodobne tiez reaguju s povrchovymi adhezidmi, polypeptidmi bunkovej steny a enzymami
viazanymi na membranach [6].

Flavonoidy

Flavonoidné latky su vo vode rozpustné a nachadzaju sa ako farbiva v zelenine, ovoci, zrninach,
Vv listoch a kére stromov. Je mnoho typov tychto latok, ktoré sa vyskytuji v réznych koncentraciach v
celej rastlinnej risi. Niektoré z nich maju az 50-krat vac¢Siu antioxida¢nti aktivitu ako vitaminy
CaE[11].

Dalej sa rozdel'ujii do kategoérii: flavanoly, flavonoly, flavény, izoflavony, flavandny, antokyaniny,
proantokyanidiny a chalkony.

Flavanoly (napriklad epigalokatechin galat) sa nachadzaju v zelenom a ¢iernom ¢aji. Flavonoly
(priklady su kaempferol a quercetin) sa nachadzaji v cibul’ke, brokolici a cucoriedkach. Antokyany
(napriklad cyaninovy glukozid) sa nachadzaji vo vysoko pigmentovanom ovoci. Flavony (priklady
zahfhaju: apigenin, chryzin a luteolin) sa nachadzaji v zelery. Isoflavony (priklady su daidzein a
genistein) sa nachadzaji v sdji a jej spracovanych vyrobkoch. Flavanony (napriklad naringe-
nin) sa nachadzaju v grapefruitoch [10].

Najcastejsie podtriedy flavonoidov v ¢aji st flavanoly (predovsetkym katechiny) a flavanoly (ako je
kvercetin). Presné vymedzenie mozného poétu flavonov a flavonoidov nie je jednoznacné.
Flavonoidom chybaju hydoxylové skupiny v B-kruhu asu aktivnejSie voéi mikroorganizmom
V porovnani S tymi, ktoré¢ obsahuji dve hydroxylové skupiny, z toho vyplyva, ze cielom je prave
mikrobidlna membrana a naruSené su najme lipofilné zli¢eniny. V inych Stadiach autori tvrdia, ze
S0 stupiiom hydroxylacie vzrasta antimikrobialna aktivita. Z tychto tvrdeni vyplyva nejednoznacné
spojenie stupiia hydroxylacie a toxicity pre mikroorganizmy [6][12].
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A: Flavonoid skeleton

B: Flavonols
HO oL R1=R2=H, ( -) epicatechin
OH R1=0H; R2=H, ( -)epigallocatechin
o R1=H; R2=X, ( -)epicatechin gallate
"”ORz R1=0H; R2=X,( -)epigallocatechingallate

C: Flavonols

R1=R2=H, kaempherol
R1=H; R2=0H, quercetin
R1=R2=0H, myricetin

(o] galloyl group = X

HO

HO
OH

Obrazok ¢. 3: Zakladné skupiny flavonoidov

Flavan-3-oly, bezne nazyvané katechiny, tvoria bezne okolo 30 % suSiny ¢ajovych listkov. Flavan-
3-oly su pritomné najmé v zelenom c¢aji, ako hlavna zlGcenina sa uvadza prave epigalokatechin galat
(EGCG). Ostatné typy €aju, obsahuju tieto zlu¢eniny v ovela mensSich mnozstvach. Flavan-3-oly sa
absorbuju v tenkom ¢reve a podliehaju rozsiahlemu metabolizmu. Po konzumaécii zeleného Caju st
flavan-3-oly rychlo absorbované a dosahuji maximalnu koncentraciu medzi 0,5 az 2 h po konzumacii,
potom podliehaji metabolizmu a vylucujt sa d’al§ich 8 h. Podliehaju enzymovym reakciam, ¢o vedie
ku konjugacii najmd s metylom, sulfatom a glukuronylovymi skupinami. EGCG je vSak pritomny
Vv l'udskej plazme hlavne v jej povodnej forme[28].
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Obrazok ¢. 4: Chemicka struktura EGCG [68]

Zvysenie biologickej dostupnosti flavan-3-olov je tiez mozné pri podavani ¢aju v kombinacii
s ovocnymi $tavami alebo s piperinom (alkaloid v ¢iernom koreni). Iny spdsob zlepsenia absorpcie
flavan-3-lov je podavanie ¢aju nala¢no, niektoré $tadie vSak preukazali, Ze vysoké davky zeleného Caju
mozu byt’ potencionalne toxické [28].

Pocas spracovania a pri vyrobe ¢aju, dochadza k epimerizacii niektorych prirodzene sa vyskytuju-
cich flavan-3-olov, (-)-epikatechin méze byt’ konvertovany na (-)-katechin, a (+)-katechnin na (+)-
epikatechin. Rovnakym spdsobom sa (-) - EGCG moéze premenit’ na (-) - GCG (gallocatechin galat).
Predpoklada sa, Ze tato premena na epiméry spdsobuje mensiu absorpciu nez prirodzene sa vyskytujuce
formy, tento G¢inok vsak nie je uplne objasneny [28].

Flavonoly st pritomné v rastlinach ako glykozidové derivaty, napr. quercetin, kaempferol a myricetin
pripojeny k cukrom, ako je gluk6za a galaktoza. Derivaty flavanolu zaberajt iba 3 % susiny v ¢ajovych
listoch. Je zrejme, ze v porovnani s mnozstvom flavan-3-olov v zelenom ¢aji st derivaty flavanolu
menej vyznamné zluceniny, avSak mnozstvo tychto zlucenin sa na rozdiel od flavan-3-olov vyrazne
nemeni po¢as oxida¢ného spracovania na ¢ierny ¢aj [28].

Hoci st v ¢ajovych listoch flavanoly menej pritomné ako flavan-3-oly, pri porovnani ich biologicke;j
dostupnosti sa dokazalo, ze st ovel’a lepsie absorbované ako flavan-3-oly [28].

Triesloviny

Triesloviny st roznorodou skupinou polyfenolov, ktoré sa tvoria ako sekundirne metabolity
v rastlinach a zahfiaji Siroka $kalu oligomérnych a polymérnych polyfenolov. St primarnou pri¢inou
trpkej, zvieravej alebo adstringentnej chuti, ktora vznika pri reakcii s proteinmi v slinach. Tieto reakcie

vedu k denaturacii proteinu slin, tym k strate ich ochranného vplyvu, v désledku ktorého dochadza k
interakcii s proteinmi tstnej dutine.

Triesloviny sa delia na dve vel’ké skupiny latok:

e hydrolyzované triesloviny,
e kondenzované triesloviny [13][14].
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Hydrolizované triesloviny st odvodené od kyseliny galovej, zvyCajne ako jej viacnasobné estery s
D-glukézou. Kondenzované triesloviny su oligoméry alebo polyméry flavonoidovych jednotiek.
Vyskytujui sa v mnohych ovocnych napojoch, ako su ¢aj, pivo, vino a stavy, ¢o je vyznamné pre l'udska
vyZivu, ale su tiez Siroko distribuované v roznych rastlinach a niekol’kych strukovinach [6][14].

Kondenzované triesloviny st povazované za inhibitory travenia bielkovin a vlakien u T'udi a
neprezivavcov, ktoré posobia v zazivacom trakte, aby sa viazali na bielkovinu a traviace enzymy. Na
rozdiel od tohto antinutricného ucinku sa ukdzalo, ze kondenzované triesloviny vykazuju pocetné
biologické a farmakologické aktivity, ktoré su zaujimavé v humannej a veterindrnej medicine, ako je
inhibicia oxidacie lipidov, mutagenita karcinogénov a podpora nadorov [6][14].

V zelenom caji je identifikovanych asi 5 roznych poantikyanidinov avSak ich mnozstvo je
V porovnani s monomérnymi flavan-3-olmi vel'mi nizke, priCom niektoré stidie uvadzaju v Cerstvom
¢aji mnozstvo az 2 g/kg. Predpoklada sa, Ze galoylové skupiny st degradované pocas prvej hodiny
oxida¢ného spracovania, vd’aka tomu, Ze st vystavené oxida¢nej polyfenoloxidaze [28].

Pocas oxida¢ného procesu pri produkcii oolong a ¢ierneho ¢aju je vicsina flavan-3-olov oxidova-
nych na teaflaviny (dimery) a tearubiginy (oligomery/polymery). Tieto zliéeniny su zodpovedné za
farbu oolong a ¢ierneho €aju. Teaflaviny maju oranzovo-Cervenu farbu a vykazujt trpka chut. Tea-
rubiginy st najpocetnejSou skupinou fenolickych pigmentov nachadzajucich sa Vv ¢iernom caji
a povazuju sa za polymérne zliceniny vznikajuce pocas oxida¢ného spracovania. Hoci tieto latky tvoria
od 30-60 % rozpustnej susiny v Ciernom ¢aji, ich Struktira a mechanizmus ich G¢inku nie je
objasneny [28].

2.1.2 Terpenoidy

V rbéznych Castiach rastlin (kvety, listy, kora, plody) st obsiahnuté prchavé latky, intenzivne
zapachajuce silice. Z chemického hl'adiska su to zmesi obsahujuce rdzne organické zli€eniny, napr.
alkoholy, aldehydy, ketony a kyseliny. Mnozstvo silic v rastlinach nie je konstantné, kolisa od tisicin
percenta az po jednotky. Hlavnou zlozkou st terpény. Ked’ terpény obsahuju aj iné prvky, zvycajne
kyslik, su nazyvané terpenoidy [15].

Terpenoidy maju vyznamny vplyv na tvorbu kvality ¢ajovej arémy kvoli ich nizkym prahom zapachu
a prijemnym vonam. VicSina identifikovanych terpenoidov obsahuje jedno alebo viac stereogénnych
centier, ¢o vedie k rdznym stereo distribuciam ich enantiomérov a diastereoizomérov v réznych ¢ajoch.
Medzi nimi su linalool, linaloolové oxidy, citronellol, nerolidol, citronellal, a-ionén, aaspiran, o-
terpineol, a-pinén, limonén, phelandrén a 4-terpineol, st povazované za zname aromatické zlozky
s vysokym obsahom vo vié§ine ¢ajov [16].

Vyznamnou skupinou tetraterpénov st farbiva karotenoidy, zlozené¢ z 6smich izoprenovych
jednotiek, na rozdiel od inych terpénov je v ich molekulach rozsiahly systém konjugovanych dvojnych
vézieb, ¢im je podmienend ich farebnost’. Karotenoidy sa vyskytuju v listoch vSetkych zelenych rastlin,
kde v membranach chloroplastov odprevadzaju chlorofyl. Najvyznamnejs$im je B-karotén. Posobi ako
prirodzeny antioxidant spoloc¢ne s tokoferolmi. Vo vSeobecnosti rastlinné karotenoidy st C40 izo-
prenoidy (tetraterpenoidy), ktoré maji polyénovy skelet pozostavajici z dlhého konjugovaného systému
dvojitych vézieb. Volné a esterifikované karotenoidové zluceniny sa nachadzaju v prirodnom svete a
volné karotenoidy sa daju rozdelit’ ako xantofyly a karotény. V dozretom ovoci a zelenine sa urcité
mnozstvo xantofylov esterifikuje mastnymi kyselinami a vytvaraju xantofylové estery. Existuje
priblizne 750 prirodnych karotenoidov a ich pocet stale rastie [17][32].
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Karotenoidy st vel'mi nestabilné, pretoze su vysoko nenasytené, I'ahko sa zhorSuju oxidacnymi
procesmi a vykazuju tiez izomerizaciu. Antioxidacné vlastnosti karotenoidov s spojené so svojimi
radikalnymi zachytavajicimi vlastnostami dvoch reaktivnych druhov kyslika: singletovy molekularny
kyslik a peroxylové radikaly. Predpoklada sa, Ze karotenoidy ako vysoko lipofilné molekuly st obzvlast
ucinné zachytavace reaktiveho kyslika v hydrofobnych astiach bunkovych membran a lipoproteinov,
ich hlavnych transportérov, o znizuje moznost oxidacie membranovych Struktir a celkové riziko
vzniku choroby. Rozpustnost’ karotenoidov je ovplyvnend pritomnostou a povahou polarnych
substitu¢nych skupin a izomerizaciou cis/trans [17][32].

2.1.3 Alkaloidy
Alkaloidy st heterocyklické zluceniny dusika. Prvym medicinsky prikladom alkaloidu bol morfin,
izolovany v roku 1805 z maku Papuver somniferum. Zname derivaty morfinu st odein a heroin.
Diterpenoidné alkaloidy, bezne izolované z rastliny ¢elade Ranunculaceae, maja silné antimikrobialne
vlastnosti, iné mézu byt uc¢inné napriklad proti HIV [6].

Alkaloidy st produktom metabolizmu rastlin. Rastliny obsahujuce alkaloidy sa vyskytuju pomerne
Casto. V rastlinach st alkaloidy takmer vzdy v podobe soli s organickymi a mineralnymi kyselinami.
Medzi alkaloidy patri kyslina nikotinova a jej amid niktorinamid. Spolo¢ne sa radia do skupiny
vitaminov B [17].

Methylxantiny (napriklad kofein, teofylin a teobromin) su alkaloidy pritomné v potravinovych
zdrojoch, ako je kava, kakao a ¢aj. V ¢ajovych vyrobkoch predstavuje kofein hlavny metylxantin
nasleduje teobromin v ovel'a mensich mnozstvach. Kofein je najcastejSie uzivanym stimulantom na
svete a denna spotreba tohto metylxantinu v kave, ¢aji a nealkoholickych napojoch je priblizne 200 mg
na osobu, ¢o podla niektorych autorov poskytuje farmakologicky aktivnu koncentraciu v krvi [28].

Prijem kofeinu ma znac¢ny ucinok na spanok, ndladu, krvny tlak a vykon. Hoci ma ¢aj znacné
mnozstvo kofeinu, v porovnani s kavou, su jeho ucinky spojené hlavne s pritomnost'ou L-theaninu,
ktory pdsobi ako antagonista G¢inku kofeinu najmé na krvny tlak [28].

2.1.4 Vitaminy, mineraly a stopové latky
Vitamin C

Vitamin C ma vyrazné antioxidacné vlastnosti, teda zasahuje do oxidacno-redukénych reakcii
organizmu, posiliiluje imunitny systém a zlepSuje prijimanie a vyuzitie Zeleza a vapnika, pomaha pri
strese aje prospeSny pre zdravie sliznic a pokozky. Vitamin C je nevyhnutny pre metabolizmus
cholesterolu v peceni. Vitamin C je odolny voci varu, ale je citlivy na vzdusny kyslik. V ¢iernom ¢aji je
90 % obsahu vitaminu C zni¢enych fermentaciou [29].

Je vysoko biologicky dostupny a je najdolezitej$im vo vode rozpustnym antioxidantom v bunkach,
ako aj uCinnym zachytavacom reaktivnych druhov kyslika s dvoma biologicky aktivnymi formami:
kyselina askorbova a kyselina dehydroaskorbova. Antioxida¢na funkcia vitaminu C je zalozena na jeho
schopnosti ako donoru vodika, ktory umoziuje deaktivovat’ vol'né radikaly, ktoré zabranuju poskodeniu
bielkovin, lipidov a DNA. Vitamin C suvisi aj s tvorbou kolagénu ako sucasti spojivového tkaniva [30].
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Ostatné vitaminy

V menSom obsahu sa v ¢aji vyskytuju tiez vitaminy skupiny B a K. Vitaminy skupiny B st
nevyhnutné pre spravne enzymatické reakcie, sluzia ako koenzymi vyznamnych enzymov. Vitamin K je
dolezity pri procese zrazania krvi [29].

Mineraly a stopové prvky

Niektori autori uvadzaja ze draslik, vapnik, horéik a hlinik st prevladajuce mineraly zistené v popole
(10-15 %) vo vode rozpustnych pevnych latok ¢aju. Okrem toho mézu byt aj zdroj fluéru v davke
1 mg/porcia, v zavislosti od pociatoénej davky fluoridu pritomného vo vode pouzivanej na varenie.
Vseobecne plati, ze ¢aj nezabezpe€uje denny prijem vitaminov a mineralov [28].

2.2 Antioxidanty
Antioxidanty zohravajui dblezita ulohu v udrziavani I'udského zdravia, pretoze st schopné vyrovnat’
nadprodukciu volnych radikédlov, o ktorych sa predpokladd, ze st vyznamnou pri¢inou starnutia,
karcinogenézy a inych civiliza¢nych chordéb. Za dobry zdroj antioxidantov sa povazuje prave ¢aj, ale aj
iné druhy potravin ako ovocie, najmé bobul'ové, zelenina, obilniny a iné [18].

2.1.1 Klasifikacia antioxidantov
Antioxidanty interferuju s procesom oxidacie lipidov a inych oxylabilnych zlucenin tak, ze:
e reaguju s vol'nymi radikalmi (primarne antioxidanty) alebo redukuju vzniknuté hydroperoxidy
(sekundarne antioxidanty),
e viazu do komplexov katalyticky pdsobiace kovy,
e climinuju pritomny kyslik [12].

K primarnym antioxidantom patria vSetky povolené latky: kyselina askorbovd a jej derivaty,
tokoferoly, fenolové latky, galaty a iné. K sekundarnym antioxidantom patria napriklad cystein, lipoova
kyselina, methionin a iné prirodzene sa vyskytujice zluceniny, ktoré sa vSak ako antioxidanty
nepouzivaju [12].

Dalsia klasifikacia je podla povodu, kedy sa rozoznavaju antioxidanty:
e prirodné,
e syntetické.

Z prirodnych antioxidantov si ako aditivna povolene iba tokoferoly, ale i dnes sa ziskavaja
prevazne synteticky. DalSie prirodné antioxidanty su pritomné v rade olejov a inych tukov. Nemaju
vsak obvykle konstantné zlozenie, byvaji menej G¢inné a drahs$ie nez syntetické antioxidanty [12].
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Tabulka ¢.1: Triedy antioxidantov a priklad funkcie [19]

Trieda antioxidantov Priklady Funkcia
Priméarne antioxidanty Propyl gallat Blokuju vol'né radikaly,
Tokoferoly poskytuju atém vodika.

redukcia hyperoxidov

BHA (butylovany hydoxyanizol)

BHT (butylovany hydoxytoluen)

Vychytavace voI'ného kyslika Kyselina askorbova, askorbaty Rekcia so singletovym
kyslikom

Kyselina erytorbova

Chelacni Cinitelia Kyselina citrénova Viazu kovové ionty, ktoré
EDTA katalyzuju oxidaciu
Fosfaty

Vo vSeobecnosti boli antioxidanty klasifikované ako vitaminy (kyselina askorbova, tokoferoly),
karotenoidy (kondenzované triesloviny, xantofyly a karoteny), flavonoidy (flavony, izoflaviny,
flavonoly, flavanoly, flavanény), fenolové kyseliny (kyselina hydroxybenzoova a kyselina
hydroxyskoricova), fenolové alkoholy, stilbény, lignany, taniny, antioxidanty obsahujuce siru
aneoformované zli¢eniny (melanoidiny) [19].

2.1.2 Vol'né radikaly a oxidacény stres
Chémia volnych radikalov a antioxidantov je zalozena na ich vzajomnej rovnovahe. VolI'né radikaly
su reaktivne zliCeniny, ktoré maju tendenciu zachytavat’ elektrony zo stabilnych biologickych zlucenin
atak sa stabilizovat’. V patgologickych podmienkach dochadza k nadprodukcii volnych radikalov
a v dosledku pritomnosti prooxidujicich zli¢enin alebo réznych inych rizikovych faktorov, ako je
fajCenie, nadmerna fyzicka Ginava, stres a iné, vedu prave k oxida¢nému stresu [20].

Zluceniny, ktoré vznikaju pocas procesu oxidacie, si nielen kontraproduktivne, ale mézu byt
Skodlivé pre organizmus, pretoze zli¢eniny ako peroxidy su prooxidanty, ktoré vytvaraji oxidaény stres
pri vstupe do organizmu. Ak v tele neexistuje dostatok antioxidantov, tieto zlucCeniny spdsobia
poskodenie tkaniv, ktoré mézu spdsobit’ muticie DNA alebo napadnut’ akukol'vek makromolekulu, ¢o
spOsobi napriklad stratu enzymatickej aktivity alebo ovplyvnenie membranovych lipidov ako
v §truktire, tak vo funkcii [20].

Tento proces ma tri definované kroky; prvy, inicidcia, v ktorej sa vytvaraju radikaly, ktoré su
v druhom kroku rozmnozované, kde reaguju s inymi molekulami a nakoniec v tretom kroku ukoncenie,
ked’ sa transformuju na iné produkty [21].
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Obradzok ¢.5: Priebeh oxidacnej reakcie [21]

Existuju tri hlavné druhy vol'nych radikalov:

i.  reaktivny kyslik (ROS)
ii.  reaktivne druhy siry (RSS)
iii.  reaktivne druhy dusika (RNS)

Oxida¢ny stres uprednostiiuje vznik vysoko reaktivnych radikalov ako je ako je superoxid (O2),
hydroxylovy radikal (OH), oxid dusny (NO), alkyloxy radikal (RO) a iné druhy ako peroxid vodika
(H20) a singletovy kyslik (O) [21].

LCudské telo ma komplexné antioxida¢né obranné systémy, ktoré pouzivaji antioxidaéné enzymy
(napr. glutationperoxiddzu, superoxiddismutdzu a kataldzu) a neenzymatické antioxidanty (napr.
glutation, vitaminy E a C, tiolové antioxidanty, melatonin a karotenoidy). Takmer vSetky organizmy
maji antioxida¢né a opravné systémy na ochranu pred oxidaénym poskodenim, ale tieto systémy
nemozu uplne zabranit’ poskodeniu. Tento nedostatok moze spdsobit’ oxidaény stres [22].

Oxidacny stres sposobeny vol'nymi radikalmi stivisi s vyvojom viacerych ochoreni, pri ktorych hraja
vyznamnu Glohu zapaly, ako su kardiovaskularne ochorenia, reumatoidna artritida, astma, chronicka
obstrukéna choroba pltic, neurodegenerativne a autoimunitné ochorenia a niektoré¢ druhy rakoviny.
VolIné radikaly mézu stimulovat’ alebo udrziavat’ zapalové procesy a ich neutralizacia antioxidantmi
moze zabranit’ zapalu. Syntetické antioxidanty, ktoré st v sti€asnosti na trhu, ako napriklad butylovany
hydroxylanizol, butylovany hydroxyltoluén, tercidrny butylovany hydrochindén a estery kyseliny
galovej, udajne sposobuji niekol’ko vedlajsich téinkov [22].
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2.2 Caj
Podl'a vyhlasky 330/1997 Sb. sa ¢ajom rozumie vyrobok rastlinného pdvodu slaziaci k priprave
napoja urc¢eného k priamej spotrebe alebo napoj pripraveny z toho vyrobku [23].

Cajom pravym sa rozumie &aj vyrobeny z vyhonkov listov, listov alebo lupetiov alebo jemnych &asti
zdrevnatenych Casti stonky ¢ajovniku Camellia sinensis [24].

Caj je najviac rozsireny napoj na svete hned’ po vode. Je pestovany a konzumovany uz viac nez 2 000
rokov. Caj méa komplexni §truktiru, obsahuje polyfenoly, aminokyseliny, proteiny, alkaloidy, minerély,
uhlovodiky, prchavé zluceniny a stopové prvky. Prave vd’aka pritomnosti polyfenolov, mnohé stadie
poukazuju na zdravotné benefity ako st antikarcinogénne, antioxida¢né, antimutagénne, antiviroticke,
antibakterialne vlastnosti [25].

Caj sa pouziva ako napoj po celom svete, hoci spotrebitelia menia preferencie pre stupen fermentécie,
chut, a farbu. Caj je vieobecne konzumovany vo forme zeleného, oolongového, puerhového a ¢ierneho
&aju, ktoré pochadzaju z rastliny Camiellia sinensis L. Oolonng ¢aj je bezny v mnohych krajinach, Cina
a Japonsko uprednostiiuje zeleny &aj. Cierny ¢aj je bezny najme v zapadnych krajinach. Pu-ehr je
konzumovany najmi v Azii [26].

2.2.1 Vyroba a Kklasifikacia ¢aju
Na pripravu bylinnych a ovocnych ¢ajov sa pouzivaju korene, listy, kora, kvety, plody, semena
i celé rastliny. Na pripravu bylinnych a ovocnych ¢ajov sa daju pouzit’ len niektoré Casti rastlin,
ktoré st uvedené vo vyhlaske. Niektoré Casti rastlin sa daju pouzit’ bez obmedzeni, iné¢ do vysky
30 % hmotnosti a niektoré len do vysky 5% hmotnosti. Dévodom obmedzeni pouzivania rastlin su
toxické latky, ktoré st v niektorych bylinach obsiahnuté v mnozstvach, ktoré¢ by mohli ohrozit
Pudské zdravie [27].

Zéakladom technoldgie vyroby bylinnych a ovocnych ¢ajov je susenie a triedenie suroviny za
podmienok Specifickych pre dany druh, kone¢na uprava a balenie. Bylinne a ovocné Caje sa
vyrabaju bud’ jednodruhovo alebo zmesi, sypané alebo porciované [27].

V zavislosti od vyrobného procesu, ¢aj je rozdeleny na tri hlavné typy:

e nefermentovany zeleny ¢aj (vyrabany susSenim a parenim cerstvych listov, tym sa inaktivuje
polyfenoloxidaza ¢im sa zabrani oxidacii);
e polofermentovany ¢aj oolong (Cerstvé listy su podrobené ¢iastoénej fermentacii pred suSenim);
o fermentovany Cierny ¢aj a pu-ehr ¢aj, ktoré st podrobené fermentacii po zbere pred suSenim
a parenim. Fermentacia ¢ierneho ¢aju je kvoli oxidacii katalyzovana polyfenoloxidazou v pu-
erh ¢aji, je to dosiahnuté pouzitim mikroorganizmov [26].
Rozdiely medzi réznymi procesmi vyroby vedd k rozdielom v polyfenolickom profile medzi
zelenym, oolong, ¢iernym a pu-erh ¢ajom [26].
Dalsie delenie ¢aju:
e ochuteny ¢aj: zmes ¢aju pravého s ochucujucimi ¢astami rastlin uvedenych vo vyhlaske,
ktorych obsah nepresahuje 50 % hmotnosti zmesi,
e bylinny ¢aj: ¢aj z Casti bylin alebo ich zmesi uvedenych vo vyhlaske alebo bylin s pravym
¢ajom, alebo ich zmesi s ovocim, pricom obsah bylin musi byt’ najmenej 50 % hmotnosti,

e ovocny ¢aj: ¢aj zo suSen¢ho ovocia a Casti suSenych rastlin uvedenych vo vyhlaske, kde
podiel suseného ovocia je vyssi nez 50 % hmotnosti [23].
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2.3 Ruza Sipkova

Rosa canina je ¢lenom rodu Rosa a ¢el'ade Rosaceae. Rod Rosa obsahuje viac ako 100 druhov Siroko
roz§irenych v Azii, Eurépe, na Strednom vychode a v Severnej Amerike. Priblizne 25 % druhov rastie
v Turecku, najmé v regionoch strednej a severovychodnej Anatdlie a Vv studenych mestach. Plody
réznych druhov sa liSia svojim chemickym zlozenim, ako aj vzhl'adom. Na konci leta a na zaciatku
jesene rastliny ¢asto nest ovocie a kvety sucasne [31][32].

Ovocie sa sklada z 30-35 % semien a 65-70 % perikarpu. Si zname, Ze maji najvyssi obsah vitaminu
C medzi zahradnickymi plodinami, ovocim a zeleninou [33]

Tento listnaty trvaly ker ma vySku priblizne 2-3 m. Jeho stonky st malé, ostré, maju zahnuté ryhy,
ktoré pomahaju rastline vyliezt. Listy su striedavé, neparovito zlozené. Kvety Rosa canina su svetlo
ruzové, ale prilezitostne sa farba moéze pohybovat’ medzi hlboko ruZzovou a bielou. Kvetina pozostava
z piatich okvetnych listkov, ktoré pokryvaju priemer 4-6 cm a nakoniec tvoria ¢erveno-oranzové ovocie
(Sipky). Rastliny vykazuju silni odolnost’ vo¢i nepriaznivym podmienkam prostredia (chudobna poda,
skalnaté miesta a obmedzovanie vody atd’.). Kvety st hermafroditné a mézu byt opelované veelami,
muchami, chrobakmi [33][34].

Obrazok ¢. 4: Kvet (vlavo) a plody (vpravo) Ruze Sipkovej vlavo (R.canina) [33]

Plody ruze st uz dlho pouzivané ako bylinny ¢aj a vitaminovy doplnok, ako aj zlozky v pripravkoch
niekol’kych potravinovych vyrobkov, ako su polievky, dzemy, Zel¢, sirupy, vino, napoje a nealkoholické
napoje. Plody Sipku st popularne v Eurépe ako bylinny ¢aj. V Tokatskej oblasti Anatélie v Turecku sa
Sipky spotrebuvaju ako dzem a ovocna $tava [32][33].

V poslednych desatrociach sa plody Sipku ¢oraz viac skimali na svoje lieCebné vlastnosti. Zistilo sa,
ze Sipky obsahuju niekol'ko biologicky aktivnych zli€enin, ako st flavonoidy, taniny, karotenoidy,
mastné kyseliny a vitaminy (najmé vitamin C, E a provitamin A). Extrakt zo Sipku bol schopny
zachytavat reaktivne druhy kyslika (ROS) [32].
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2.3.1 Bioaktivne latky v Ruzi Sipkovej
Rézne druhy Ruze Sipkovej sa v mnohych kultirach dlhodobo pouzivajii na potravinarske a
medicinske uéely. Sipky sa pouzivaju v mnohych potravinach a napojoch vratane ¢ajov, zelé, dzemov a
alkoholickych ndpojov Ako bylinny prostriedok sa Sipky pouzivaju pri oSetrovani pokozky, ako aj pri
lie¢be r6znych ochoreni vratane nachladnutia, chripky, zapalu, chronickej bolesti a vredov [36].

Kvety Ruze Sipkovej sa pouzivaju v tradi¢nej ¢inskej medicine, s ucinné pri rozsirovani krvnych
ciev a zlepSovani mikrocirkulacie a pouZivaji sa ako lie¢ivé a jedlé potraviny po stovky rokov v Cine.
Etanolové extrakty z kvetov su u¢inné pri regulécii funkcie pecene a zlepSovani krvného obehu. Prchavé
oleje v ruzovych kvetoch (ruzovy olej) obsahuju citronellol, geraniol, nerol, eugenol, fenetylalkohol atd’.
Okrem kvapalnych olejov kvety obsahuju aj quercitrin, horkll latku, tanin, mastny olej, organické
kyseliny ¢erveny pigment, ZIty pigment, vosk a B-karotén. [71][37][38].

V plodoch Rosaceae st vel'mi hojne zastipené flavonoidy ako quercetin a kyselina ellagova.
Galaktolipidy, menovite monogalaktosyldiaklyglycerol a digalaktosyldiakoylglycerol sa hromadia
Vv rastlinnych membréanach. Niektoré galaktolipidy st protizapalové a protinadorové. Plody Sipku
obsahuju tiez vel'’ké mnozstvo tokoferolov. Lipofilné antioxidanty ako tokoferoly a celkovo karotenoidy
maju obrovské prinosy pre zdravie. Plody ruze obsahuju karotenoidy ako chlorofyl a lykopén. Plody
Ruze Sipkovej su bohaté na folaty (vitamin B), ktoré su nevyhnutné pre I'udské zdravie, sluzia ako
kofaktor mnoho enzymatickych reakcii. Tilirozid, glykozidovy flavonoid je obsiahnuty pocetne
v plodoch Ruze $ipkovej, ale aj v malinach alebo jahodach. Proantikyanidany, koncové produkty
biosyntetickej drahy flavonoidov, dodavaja rastlinam trpka chut. Flavan-3-oly, katechin a epikatechin.
sa podlichaju na doleZitych biologickych funkciach. Dalej su plody Ruze $ipkovej bohaté na pektin,
vitamin A, vitamin B komplex, vitamin E, tiez mineraly ako Ca, Mg, K, S, Si, Fe, Se a Mn [37][38].

Tabul'ka ¢. 2: Zakladné zloZky Sipku [35]

Z:lkol;l((l;e Voda Susina | Bielkoviny | Lipidy | Sacharidy | Popoloviny | Vlaknina
Obsah 490 510 36 4.4 220 30 224
[9/kg]

Mineralne
litky Ca Fe Na Mg P Cl K
Obsah | g5 180 140 550 540 63 3200
[mg/kg]

Vitami A- B1- B2- B6- « f{j}na C-kyselina E-
1AMy | yarotén | thiamin | riboflavin pyridoxin l)ilstové askorbova | tokoferol
Obsah 40 0.46 0,50 0,05 0,02 3500 10
[mg/kg]
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2.4 Metody spetrofotometrického stanovenia bioaktivnych latok

Oxidacny stres moze nastat’ oslabenim antioxidacnej ochrany organizmu a dlho trvajtice a intenzivne
oxidacné zatazenie moze vycCerpat alebo oslabit’ antioxidacny systém. Preto je meranie jednotlivych
zloziek a testovanie kapacity systému prakticky vyznamné. Pre stanovenie obsahu antimikrobidlnych
latok sa pouzivaju najcastejSie spektrofotometrické metddy, pri ktorych sa vyuziva reakcia latky
s niektorymi ¢inidlami za vzniku farebnych zluc¢enin [41][42].

Na kvantifik4ciu rastlinnych fenolov bolo vyvinutych mnozstvo spektrofotometrickych metdd. Tieto
testy st zalozené na roznych principoch a pouzivaju sa na urCenie roznych Struktarnych skupin
pritomnych vo fenolickych zluceninach. Komplexacia fenolickych zlucenin s Al (II) je princip
spektrofotometrickych testov pouzivanych na kvantifikdciu celkovej kyseliny kdvovej a celkovych
flavonoidov [39].

N3ajst’ Specificky Standard pre kvantifikaciu fenolov je narocné. Je to spdsobené zlozitost'ou
rastlinnych fenolov, ako aj existujucimi rozdielmi v reaktivite fenolov vo¢i €inidlam pouzitym na ich
kvantifikaciu. Okrem toho by sa mala zvazit' moznost’ interferencie latkami absorbujucimi UV ziarenie,
ako st proteiny, nukleové kyseliny a aminokyseliny [39].

Bezne pouzivané metody pre stanovenie celkovych polyfenolov su: Metdda s pouzitim Pruskej
modrej (Prussian Blue test), Folin-Denisova metdda, ktord bola neskér modifikovana Folinom
a Ciocalteuom. St zaloZené na oxidacno-redukénych reakciach, v ktorych fenolatovy ion je oxidovany,
zatial ¢o Fe(CN)g* 16n (Pruska modré) alebo fosfomolybdén-fosfowolframové zlugeniny (Folin-Denis)
st redukované. Reagencie Folin-Denis a Folin-Ciocalteu nie su $pecifické a deteguju vsetky fenolové
skupiny nachadzajice sa v extraktoch, vratane tych, ktoré sa vyskytuji v extrahovatelnych proteinoch
[44][45].

Test Folin-Denis (FD) je najrozsirenej$im postupom pre kvantifikaciu celkovych fenolickych latok
v rastlinnych materialoch. V pritomnosti fenolovych zluc¢enin v alkalickom roztoku nastava redukcia
¢inidla fosfomolybdén-fosfowolframovej kyseliny (Folin-Denis) na modro zafarbenu [44].

Kvantitativne stanovenie fenolovych zlucenin pomocou Folin-Ciocalteu (FC) je rozsirenad metdda.
Toto stanovenie sa tiez nazyva FC polyfenolovy index. Metdda je zaloZena na redukcii ¢inidla FC,
pozostavajuceho zo zmesi fosfomolybdénanu a fosfowolframanu (6 + valenéného stavu kovu),
polyfenolmi a merania absorbancie pri 700-760 nm. Predpoklada sa, Ze vzniknuta modra farba je
sposobena redukénymi produktmi wolframu a molybdénu (5-valenény stav kovu). Reduk¢na reakcia sa
zvysi za alkalickych podmienok, poskytnutych roztokom uhlic¢itanu sodného. Celkovy obsah fenolov sa
zvyc¢ajne vyjadruje ako ekvivalenty kyseliny galovej (GAE), aj ked’ sa na tento ucel pouZiva aj kyselina
kavova a (+) - katechin. Pouzitim tejto metodiky sa kvantifikuje celkova hmotnost’ fenolovych zluc¢enin
vo vzorke. Polymerizacia tychto zlicenin teda neovplyviiuje celkovy fenolicky obsah. Naopak, je
potrebné vziat’ do tivahy, Ze analyza FC neumoziiuje len meranie celkovych fenolov, ale FC tieZ reaguje
s inymi redukénymi latkami. Medzi moznych prispievatel'ov uvedenych v literatire patria aldehydy,
ketony, aminy, aminokyseliny, nukleotidy proteiny, sacharidy a vitaminy. Z tohto dovodu by sa analyza
nemala povazovat’ za ukazovatel’ celkového fenolového obsahu, ale za meradlo celkovej antioxidacnej
kapacity. Nedavne stidie ukazali, ze fenolicky obsah stanoveny metédou FC moéze korelovat
s antioxida¢nou aktivitou uréenou niekol'’kymi spdsobmi [40][43].

Jednou z najpouzivanejSich metdd stanovenia flavonoidov je Christ-Mullerova metoda. Principom
tejto metddy je spektrofotometricka detekcia farebnych komplexov A1 s hydroxylovou a karbonylovou
skupinou v alkalickom prostredi. Vysledny roztok sa v pritomnosti flavonoidov zafarbi nazlto a stanovi
sa spektrofotometricky [8].
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V poslednych rokoch bola prijata Siroka Skala spektrofotometrickych testov na meranie antioxida¢nej
kapacity potravin, z ktorych najpopularnejsie su kyselina 2,2'-azino-bis-3-etylbenztiazolin-6-sulfonova
(ABTS) a 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovyu radikal (DPPH), okrem iného tiez kapacita absorpcie
kyslikovych radikalov (ORAC) a redukéna schopnost’ plazmy (FRAP) [46].

Vicsina testov vyuziva rovnaky princip: generuje sa synteticky farebny radikal alebo redoxaktivna
zlicenina a schopnost’ biologického vzorku zachytavat radikal alebo redukovat redox-aktivnu
zliceninu sa monitoruje spektrofotometrom, pricom sa aplikuje vhodny Standard na kvantifikaciu
antioxidaénej kapacity, napr. ako Trolox ekvivalentna antioxida¢na kapacita (TEAC) tiez ABTS
metdda, alebo vitamin C ekvivalentna antioxida¢na kapacita (VCEAC). Okrem toho existuji dva typy
testov. Jeden je zaloZeny na prenose elektronov a zahina redukciu farebného oxidaéného ¢inidla, napr.
v testoch ABTS (TEAC), DPPH a FRAP. Druhy pristup zahfia prenos atdmov vodika, ako je ORAC
test, pri ktorom antioxidanty a substrat sut'azia o tepelne vytvorené peroxylové radikaly[46][47].

Vytvorenie ABTS [2,29-azinobis-(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonovej kyselina)] kationu tvori zaklad
jednej zo spektrofotometrickych metdd ktoré boli pouzité na meranie celkovej antioxidacnej aktivity
roztokov ¢istych latok, vodnych zmesi a napojov. Radikal je generovany v stabilnej forme a pri reakcii
s antioxidantom sa odfarbi. Tato technika popisuje priamu produkciu zelenomodrého ABTSe
chromoféru medzi ABTS a presulfatom draselnym. Bezné absorpcné maxima st pri 645 nm, 734 nm,
815 nm a 415 nm. Pridanim vzorku s antioxidantmi do vopred pripraveného ABST radikalového
kationtu sa obsah ABTS znizuje v zavislosti od ¢asového rozsahu, antioxidacnej aktivity vzorku
a trvania reakcie. TakZe rozsah odfarbenia ABTS sa urcuje ako funkcia koncentracie a casu prepocitanu
vzhladom na reaktivitu Troloxu za rovnakych podmienok. Metoda je aplikovatena na Stidium
antioxidantov rozpustnych vo vode a v lipidoch [41][46][47][50].

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovyu radikal sa odporuca pre zluc¢eniny obsahujuce skupiny SH,
NH- a -OH. V literatire sa opisuju dva zname mechanizmy posobenia:

1) Mechanizmus prenosu atomov vodika (HAT) [48]
RHX + DPPH --» RX - +YH,
kde X je bud’ atom O, S, N alebo C a'Y je DPPH.

2) Prenos jedného elektronu s naslednym mechanizmom prenosu proténov (SET-PT) [48].
Druhy mechanizmus ma tri kroky:
RXH + DPPH — RXH* + DPPH™
RXH* > RX +H*
DPPH™ + H* - DPPHH

Reakcia.je najcastejSie sledovana spektrofotometricky pri 517 nm, bud’ po uplynuti konstantného
Casu, alebo sa meranie vykonava v kinetickom rezime. Aktivita vzoriek sa vyjadruje v ekvivalentoch
kyseliny askorbovej alebo jednotkach $tandardu troloxu [49].
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2.5 Mikrobiologické metody stanovenia antimikrobidlnej aktivity

Zvysujucu sa odolnost’ mikroorganizmov proti dostupnym antimikrobiadlnym latkam pozoruju vedci
a lekari na celom svete. Vo vSeobecnosti sa vypozorovalo, ze patogénne virusy, baktérie, huby a prvoky
su Coraz tazSie lieCitelné existujucimi liekmi. Testovanie antimikrobidlnej citlivosti anaerobnych
baktérii s pouzitim zried'ovacich metdd, ako je mikrodilucia pody a riedenie agaru bolo a stale je zlatym
Standardom. Po mnoho rokov sa tieto metddy pouzivali predovSetkym na vyskum a sledovanie
narodnych a lokalnych vzorcov citlivosti s cielom vybrat’ vhodné antimikrobialne latky na empiricka
lie¢bu. Avsak vzhl'adom na rastlicu rezistenciu, ktord sa vyskytuje u mnohych castych anaerdbnych
baktérii, narastla potreba jednoduchs$ich metéd v rutinnom klinickom mikrobiologickom laboratoriu
[51][52].

Najcastejsie sa vykonava testovanie citlivosti na antimikrobiélne latky pouzitim mikrodilicie pody
alebo testovanim difuzie agaru a uréenie minimalnej koncentracie antimikrobialnej latky, ktora inhibuje
rast organizmu in vitro (minimalna inhibi¢na koncentracia alebo MIC). Laboratoria pouzivaji hrani¢né
hodnoty MIC, ktoré sa pravidelne stanovuju a reviduju nadrodnymi agentirami pre normaliziciu, aby
posudili nachylnost’ organizmu k ur¢itému antimikrobidlnemu lieku [53].

MIC pre kazdé antimikrobialne lieCivo testované proti organizmu je hlasené. Ide o najnizSiu
koncentraciu antibiotika (zvy¢ajne v pg/ml), ktora inhibuje rast organizmu in vitro. Cim je MIC niZsia,
tym silnej$ia je antimikrobidlna latka pri inhibicii rastu baktérii [53].

Alternativnou metédou na stanovenie MIC je pouzitie metdody Etest. Pouzije sa pruzok, impreg-
novany antibiotikom v ré6znych koncentraciach, ktory je umiestneny na doposial’ zaockovanej agarove;j
platni, o vedie k okamzitému uvolneniu antibiotika do média. Po inkubécii cez noc sa uréuje MIC, kde
elipsa prechadza pasom. Toto je vel'mi uzitoéna metdda na testovanie jednotlivych kmenov, ale je tiez
uzitoé¢na na potvrdenie MIC stanovenych metédou riedenia agaru [54].

Metody stanovenia antimikrobialnej aktivity:

e Zried'ovacia — v rade riedeni skimanej latky sa stanovuje minimalna koncentracia ucinnej latky
pre dany organizmus,

e nefelometrickd —hodnoti sa odpoved’ testovacieho organizmu na radu koncentracii uc¢innej latky
meranim intenzity rastu v tekutom prostredi,

e titrimetrické — hodnoti sa intenzita rastu pomocou fyzikalne-chemickych zmien prostredia,

e diftizna — vyzadujt tuhé agarové médium, v ktorom je naockovany citlivy mikro-organizmus a
testovacia latka difunduje médiom, ¢im spdsobuje vznik inhibi¢nych zén. Velkost’ zén je
zavisla na koncentracii testovacej latky, na zlozeni pddy, vlhkosti pody, hribky vrstvy
kultivaénej pédy, pH pody a doby inkubacie [56].

Podrla sposobu nanésania testovacej latky rozliSujeme metodu:

e kvapkovu — testovacia latka sa kvapne na povrch naockovaného tuhého agarového média,

e diskovu — testovacou latkou st nasytené disky z filtracného papieru o priemere 6 mm, ktoré sa
kladu na povrch naockovanej agarovej platne,

e kominkovi — do naockovanej agarovej vrstvy sa vtla¢aju kominky zo skla, porcelanu alebo
nehrdzavejucej ocele s vnutornym priemerom 5 mm a do nich sa pipetuju testovacie roztoky,

e jamkovi — testovacie latky sa pipetuji do jamiek vyhibenych korkovitom priamo do
naockovanej agarovej platne [56].
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Zriedovacia (dilu¢na) metoda sa javi ako vhodnejSia pri skimani aktivity rastlinnych latok.
V skutoc¢nosti mé tato metdda niekol’ko vyhod v porovnani s metédou diftizie agaru. Metdda riedenia je
kvantitativna, umoznuje pouzitie malych mnozstiev zlucenin alebo rastlinnych extraktov, ako aj
kultivaénych médii a je dobre prispdsobena na lie¢ivo urcené na systémové pouzitie [55].

Diftizne metddy su atraktivne kvoli ich jednoduchosti a nizkym ndkladom, ale st rovnako ako vsetky
agarové metddy narocné na pracu a ¢as. Mozu byt tiez prisposobené na stanovenie MIC pomocou
zriedenia vzorky. Vyssie hodnoty MIC sa vSak dosiahnu pri pouziti metddy difazie disku, ¢o nie je
spolahlivé na skrining antimikrobialnej aktivity rastlinnych extraktov [55].

Pri agarovej diskovitej alebo difuznej metdde absencia nepritomnosti inhibi¢nej zony nevyhnutne
neznamena, ze zlucenina je neaktivna, najma pre menej polarne zliceniny, ktoré difunduju pomalSie do
kultivaéného média. Z tohto dévodu difizny test nie je vhodny pre prirodné antimikrobidlne zluceniny,
ktoré st tazko rozpustné alebo nerozpustné vo vode, a preto ich hydrofobna povaha zabranuje
rovnomernej difzii cez agarové médium [55].

2.6 Delenie mikroorganizmov podla bunkovej steny
Typickym znakom domény Bacteria je esterova vizba medzi glycerolom a mastnymi kyselinami
a pritomnost’ kyseliny muramovej v mureine. Z praktickych dévodov je doména Bacteria bezne
¢lenend podla charakteru bunkovej steny do troch fenotypovych oddeleni:

1. Gramnegativne baktérie (G') maju bunkovi stenu zloZenu z vonkajSej liposacharidovej membrany a
vnutornej tenkej vrstvy peptidoglykanu. Ich bunky su gul'até, ovalne, tyckovité, mézu tvorit’ Srobovice
¢i vlakna. Niektoré druhy tvoria po$vy ¢i puzdra. Reprodukuju sa prieénym delenim, vzacne pucanim,
mnohonasobnym delenim alebo tvorbou myxospér a plodic. G'moézu byt fototrofné ¢i nefototrofné,
litotrofné alebo heterotrofné; aerobne, anaerobne, fakultativne anaerdbne ¢i mikroaerofilné [57].

2. Gramporzitivne bakterie (G*) maji bunkovi stenu, ktord nema vnutorni membranu a obsahuje
pomerne silni vrstvu peptidoglykanu s retazcom teichoovych kyselin. Tvar buniek je gulaty, tyckovity
¢i vlaknity, ty¢ky aj vldkna sa mézu vetvit. Reprodukuju sa obvykle prie¢cnym delenim, mozu tvorit
spory. Niektoré gram-pozitivne baktérie tvoria endospory. G*baktérie st obvykle heterotrofné; aerdbne,
anaerobne, fakultativne anaerdbne ¢i mikroaerofilné [57].

3. Mykoplazmaty st baktérie bez bunkovej steny, nie su schopné syntetizovat’ prekurzory
peptidoglykanu a st preto rezistentné k inhibitorom syntézy bunkovej steny. Bunka mykoplazmatov je
obklopena iba cytoplazmatickou membranou a preto su morfologicky pleomorfné. Rozmnozuji sa
pucanim, fragmentaciou alebo priecnym delenim. Az na vynimky st nepohyblivé a netvoria kl'udové
Stadia [57].
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Obrazok ¢.5: Bunkova stena grampozitivnych baktérii [58]
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Obrazok ¢.5: struktira gramnegativnych baktérii [58]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Zoznam pouzitych pristrojov
Spektrofotometer — UV/VIS HELIOS DELTA — Thermospectronic, Anglicko

Vortex — Reax Top, Heidoplh, Nemecko

Laboratorne vahy — KERN, EMB, spol. s. r. 0., Kyjov
Mikropipety Biohit Proline

Autoklav — Vaposteri BMT, Brno

Biologicky inkubator P 100-U, Biotech Praha

3.2 Zoznam pouZzitych chemikalii
Destilovana voda

Ethanol 96% (VWR)

Folin-Ciocalteho ¢inidlo (Sigma—Aldrich Chemie GmbH)
Uhli¢itan sodny (LACHEMA)

Kyselina gallova (PENTA)

Dusitan sodny (PENTA)

Katechin (LACHEMA)

Chlorid hlinity (PENTA)

Hydroxid sodny (LACHEMA)

3.3 Analyzované vzorky ¢ajov
V tejto diplomovej praci boli pouzité dve vzorky ¢ajov Ruza kvet, BIO od Firmy Sonnentor a Sipok
oplodie, zbaveny semien od firmy Valdemar Gresik-Natura s.r.o. Obe ¢ajové vzorky boli pripravené
podla tradicnych metéd na meranie antioxidacnej aktivity, celkovej koncentracie polyfenolov
a flavonoidov a stanovenie inhibi¢ného t¢inku.

RUZE KVET
(POUPATA), bio

N DV R

Obradzok ¢. 6 Analyzované vzorky ¢ajov Pouzity ¢aj z kvetu firmy Sonnentor [69] Pouczity Sipkovy caj firmy
Valdemar Gresik —Naturas. r. 0. [70]
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3.4 Charakteristika pouZzitych mikroorganizmov
V tejto diplomovej praci boli testované 4 mikroorganizmy. Jedna gramnegativna baktéria Serratia
marcescens, atri grampozitivne baktérie Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus.
Baktérie pochadzali z Ceskej zbierky mikroorganizmov v Brne. Baktérie boli kultivované na
univerzalnom agare Nutrient Agar No. 2 (HIMEDIA) 24 hodin pri 27 °C.

3.4.1 Charakteristika pouzitych gramnegativnych baktérii
Bunkové steny gramnegativnych baktérii (G°) st komplexnejsie, obsahuju relativne malé mnozstva
peptidoglykanu a vel’ké mnozstvo proteinov, lipidov a lipopolysacharidov [59].

Vo vSeobecnosti su gramnegativne baktérie menej citlivé na antimikrobialne latky z dévodu
lipopolysacharidovej vonkajSej membrany tejto skupiny, ktord obmedzuje difuziu hydrofébnych
zltcenin. To vSak neznamend, Ze grampozitivne baktérie su vzdy nachylnejsie. Gram-negativne baktérie
st zvy€ajne odolnejsie voéi antimikrobialnym latkam rastlinného pévodu a dokonca nemajti takmer
Ziadny G¢inok v porovnani s grampozitivnymi baktériami [72].

Serratia marcescens

Serratia marcescens patri do ¢el'ade Enterobacteriaceae, zahriiujtica gramnegativne ¢revné ty¢inky,
ma velky vyznam z hygienického hl'adiska. Jedna sa o nesporotvorné tyc¢inky, peritrichné alebo bez
bi¢ikov, ktoré maju respiraény aj kvasny metabolizmus [60].

Moze byt sticast'ou 'udskej mikroflory, ale nachadza sa aj v nezivych nadrziach s nizkym obsahom
Zivin, V nemocniciach, ako st umyvadla, intravendzne tekutiny a detsky Sampon. Tieto zasobniky mozu
byt’ niekedy zdrojom nosokomialneho prepuknutia. Rod Serratia je podmienene patogénny, ¢o znamena
7e moze sposobit’ ochorenie iba vo vyssich koncentraciach [61][62].

Bunky Serratia marcescens, podobne ako vSetky ostatné bunky rodu Serratia, maju tvar vel'mi
kratkych ty¢iniek, niekedy az kokovitého tvaru, s priemerom ani nie 1 um. Vyskytuju sa jednotlivo
alebo v kratkych retiazkach [60].

Bunky sa rozmnozuj delenim. Optimalna teplota ich rastu je okolo 25°C pri 37°C prestanti rast’. St
fakultativne aerdbne. Z glukodzy a z inych cukrov tvoria COz a Ha, takisto kyselinu octovl, mrav¢iu,
jantarova, acetylmetylkarbinol a 2,3-butylénglykol. Z dusi¢nanov tvoria dusitany. Ich vyznamnou
vlastnostou je tvorba cerveného pigmentu — prodigizinu. VyznaCuju sa aj amylolytickou
a proteolytickou enzymovou ¢innost'ou [60].

Serratia marcescens dobre rastie na vSetkych zakladnych beznych pédach a vel'mi dobre, ak pridame
k tymto podam Skrob. Na agare tvori okrtihle kolonie s priemerom 1 az 3 mm, riedke, hladké a ¢erveno
sfarbené. Kolonie na misovopeptidovej Zelatine st riedke, Cerveno sfarbené, s vinivym okrajom. Pri
vpichu do zelatiny skvapaliiuje Zelatinu a povrchovy prirast je Cerveny. Bujon kali diftizne s Cervenym
okrajom a usadeninou [60].

3.4.2 Charakteristika pouzitych grampozitivnych baktérii
Grampozitivne baktérie nemaji vonkajSiu membranu, ale proteiny, lipoproteiny a d’alSie makro-
molekuly st spojené s cytoplazmovou membranou a peptidoglykanom. Teichoové a lipoteichoové
kyseliny su kyslé polyméry glycerolu alebo ribitolu a viazu sa na peptidoglykan a cytoplazmaticku
membranu [63].
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Bacillus subtilis

Rod Bacillus je vel'mi rozsiahly a v prirode vel'mi rozsireny. Jeho druhy tvoria vaésinou
peritrichné tyCinky, ktoré maju bohaté enzymové vybavenie, takze mozu rozkladat’ najroznejsie
organické zluceniny [60].

Grampozitivne baktérie (G) vo vieobecnosti maji komplexné obaly obsahujiice jednu dvojvrstvovi
lipidovu membranu, ktord oddel'uje cytoplazmu od vonkajsej Casti bunky. Membrana je sucastou vel'mi
komplexnej Struktury, ktora obsahuje mnoho vrstiev (az 40 v pripade B. subtilis) mureinu alebo
peptidoglykanu, komplex peptidov obsahujucich D-aminokyseliny (najmd mezodiaminopimelova
kyselinu) a aminokyseliny cukru. Obal buniek ma tiez niekol'ko vrstiev kyseliny teikovej [64].

Bacillus subtilis (BS) je baktéria tvoriaca endospory. Tvorba biofilmu je rysom Bacillus subtilis,

ktory vytvara rezistenciu tejto baktérie proti antimikrobialnym ¢inidlam a environmentalnym rozdielom
[65].

Bacillus cereus

Bacillus cereus (BC) je grampozitivna, ty¢inkova, sporotvorna baktéria, ktora ma schopnost’ rast’ pri
roznych teplotach a pH. Z dévodu konzumécie potravin kontaminovanych baktériou B. cereus, hnacky
vznikaju dva typy chordb. Emeticky syndrom je zvycajne spojeny so Skrobovitymi potravinami, ako je
vyprazana ryza, cestoviny atd. Ochorenie je spdsobené pozitim vopred vytvoreného toxinu
V potravinach (t.j. intoxikacia). Hnackovy syndrom je na druhej strane spojeny s inymi typmi potravin,
ako je mlieko, Salaty a méso. Na rozdiel od emetického syndromu je hnackové ochorenie sposobené
pozitim velkého mnozstva bakteridlnych buniek (t.j. toxikologickych infekcii). Zdravi jedinci sa
zvycCajne zotavia z choroby Bacllus cereus pocas jedného alebo dvoch dni, ale pacienti, ktori maju iné
zdravotné problémy, moézu utrpiet’ vazne komplikacie. Na kontrolu tejto baktérie v potravinach je
potrebné spravne varenie a rychle ochladenie, aby sa zabranilo kliceniu spor. [60][66].

Micrococus luteus

Micrococus luteus (ML) je aerdbny, zlto-pigmentovany, aerdbny mikrokok, ktory patri do rodu
Micrococcus. Vsetky sledované kmene su grampozitivne koky vel'kosti 0,9 az 1,8 um, usporiadané do
nepravidelnych zhlukov tetradov. Kolonie su kruhové a hladké s lesklym alebo matnym povrchom.
Vsetky kmene tvoria zIty alebo zltkasty vo vode nerozpustny pigment. VSetky kmene hydrolyzuju
Zelatinu a su citlivé na lysozym [67].

Bunkova stena tejto baktérie pozostava z peptidoglykanu s anionovym mukopolysacharidom, ktory
sa nazyva kyselina teichurénova. Teichuronova kyselina je tvorena opakujicimi sa jednotkami D-
glukozy a N-acetyl-d-mannosaminurénovej kyseliny, ktora sa kovalentne viaze na peptidoglykan
baktérie cez fosfodiesterovi vizbu [67].
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3.5 Priprava kultiva¢ného média
Na pripravu kultivaéného média bol pouzity Nutrient agar No.2 od firmy HIMEDIA. Na 1000 ml
destilovanej vody bolo pouzitych 40 g pripravku, nasledne bol roztok sterilizovany v autoklave pri
121 °C po dobu 15 minnt.

Tabulka ¢.3: ZloZenie kultivaéného média

zlozka Obsah (g/l)
Misovy pepton 10,0
Hovidzi extrakt 10,0

Chlorid sodny 5,0
agar 15,0
Misovy pepton 10,0
Hovidzi extrakt 10,0

3.6 Priprava ¢ajovych extraktov
3.6.1 Priprava vyluhov
Priprava vodného vyluhu
Do sterilnej flasky so skrutkovacim uzaverom bola navdzené vzorka ¢aju o hmotnosti 10 g. Obsah

bol zaliaty 100 ml destilovanej vody o teplote 100 °C. Z takto pripraveného vyluhu boli odoberané
vzorky v ¢ase 0, 5, 10, 15, 20, 25 a 30 minat minut, ktoré boli podrobené meraniu.

Priprava etanolového vyluhu

Do sterilnej flasky so skrutkovacim uzéverom bola navdZend vzorka ¢aju o hmotnosti 10g. Obsah
bol zaliaty 100 ml 96% etanolu. Z takto pripraveného vyluhu boli odoberané vzorky v ¢ase 0, 5, 10, 15,
20, 25 a 30 minut, ktoré boli podrobené meraniu.

3.6.2 Priprava maceratov
Priprava etanolového macerdtu
V sterilnych fTasiach so skrutkovacim uzaverom boli pripravené etanolové maceraty o koncentracii
0, 20, 60, 80 a 96 %. Navazka 10 g vzorku bola zaliata 100 ml roztoku etanolu o réznej koncentracii,
a vzorky boli macerované 5 dni bez pristupu svetla a pri laboratornej teplote. Vzorky na analyzu boli
odoberané v 24 hodinovych intervaloch 0, 24, 48, 72, 98 a 120 hodin uchované v mraznicke pri - 4°C
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3.7 Stanovenie celkovych polyfenolov
Priprava kalibracnej krivky:

Kalibra¢na krivka bola zostrojena pre roztok kyseliny gallovej v rozmedzi 100 az 500 mg/ml.
Absorbancia ziskanych roztokov bola merand pri 750 nm.
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Obrazok ¢. 1: Kalibracna krivka kyseliny gallovej

Tabul’ka ¢.4: Objem pouzitych roztokov

roztok Objem V [ml]
Folin-Ciocaltauovo 1
Vzorka ¢aju 0,1
Uhli¢itan sodny 1
Destilovana voda 1

Priprava vzoriek:

Stanovenie obsahu celkovych polyfeolov sa prevadza spektrofotometrickou metédou s Folin-
Ciocaltauovym cinidlom. Najskor bol pripravny roztok nasyteného uhli¢itanu sodného (29,4 g
uhli¢itanu sodného v 100 ml vody) a zriedeny roztok Folin-Ciocaltauvho ¢inidla v pomere 1:9.

Do skumaviek bolo napipetovanych vzdy 1 ml zriedeného Folin-Ciocaltauovho ¢inidla, 1ml
destilovanej vody a 100 pl extraktu vzorku. Kazda vzorka bola analyzovana v troch paralelnych
stanoveniach. Roztok v skimavkach bol premiesSany a nechany stat’. Po piatich mintitach bolo do kazdej
skimavky k roztoku pridané po 1 ml nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného a opit’ bolo vsetko
premiesané. Po 15 minttach bola zmerana absorbancia pomocou UV/VIS spektrofotomeru pri =750 nm
proti slepej vzorke, kde bolo miesto 100 ul extraktu vzorky pouzitych 100 ul destilovanej vody. Pre
vypocet obsahu celkovych polyfenolov vo vzorke bola zostrojena kalibracia pre roztok kyseliny gallovej
o koncentraciach 0,1 az 0,5 mg/ml
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3.8 Stanovenie celkovych flavonoidov
Chemikdlie: dusi¢nan sodny 5%, chlorid hlinity 10%, hydroxid sodny 1 mol/dm?, 1 mol katechin
Priprava kalibracnej krivky

Kalibra¢na krivka bola zostrojena pre roztok katechinu o koncentraciach 100, 150, 200, 250,
300 mg/ml. Absorbancia ziskanych roztokov bola merana pri 510 nm.
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Obrazok ¢. 8: Kalibracna krivka katechinu

Tabul’ka ¢. 5: Objem pouzitych roztokov pre stanovenie flavonoidov

roztok Objem V [ml]
Vzorka ¢aju 0,5
Destilovana voda 2,5
Dusi¢nan sodny 0,2
5%
Chlorid hlinity 0,2
10%
Hydroxid sodny 15

Priprava vzoriek:

Do skimavky bolo vzdy napipetované 0,5 ml extraktu, 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml 5% roztoku
dusi¢nanu sodného. Roztok v skimavkach bol dokladne premiesany a nechany stat’ 5 minut. Potom sa
do skamaviek pridal 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, opat’ sa premiesal a ponechal stat’ 5 minut.
Nakoniec sa pridalo 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilovanej vody. Po 15 minutach boli
vzorky analyzované pomocou UV/VIS spektrofotometru pri vinovej dizke =510 nm.

Slepa vzorka bola pripravena z 0,5 ml extraktu a 4,4 ml destilovanej vody. Pomocou zostavenej
kalibra¢nej krivky katechinu bolo vypocitané mnozZstvo celkovych flavonoidov vo vzorke.
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3.9 Stanovenie antioxida¢nej aktivity
Radikal kationu ABTS bol pripraveny reakciou ABTS diamonnej soli s peroxodisiranom draselnym.
Bol pripraveny roztok ABTS o koncentracii 7 mM, rozpustenim ABTS v destilované vode. Radikalovy
kation z ABTS bol potom ziskany reakciou s 2,45 mM peroxodisiranom draselnym. Vzniknuty roztok
bol ponechany stat’ v tme pri laboratornej teplote 12 hodin.

Pred pouzitim bol ABTSe+ zriedeny etanolom na absorbanciu 0,70 pri 734 nm oproti etanolu. Do
zuzenej kyvety bol napipetovany 1 ml ABTSe+ a 10 pl pouzitého extrakéného rozpustadla (destilovana
voda alebo etanol) a bola zmeran4 absorbancia Ag v €ase t = 0. Potom bol do d’alsej kyvety napipetovany
1 ml ABTSe+ a 10 pl extraktu vzorky. Kyveta bola na 10 minat ulozena do tmy a potom bol zmerany
pokles absorbancie Aao.

Kalibra¢na rovnica troloxu bola pripravena v rozmedzi koncentracii 50-400 pg/ml.
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Obrazok ¢. 9: Kalibracna krivka troloxu

3.100verenie antimikrobidlnej aktivity

Pre overenie antimikrobialnej aktivity extraktov bola pouzita jamkova difuzna metdéda. Do 150 ml
sterilizovaného kultivacného média bol pridany 1 ml bujoénu s 24 hodinovou kultirou baktérie. Toto
inokulum bolo vnesené do sterilnych petriho misiek do pozadovanej vysky. Po stuhnuti agaru boli
korkovrtom o priemere 1 cm vytvorené 4 jamky v kazdej miske. Do jamiek bolo napipetovanych 100 pl
sledovaného extraktu, priCom jedna jamka bola zvolena ako kontrolna, naplnena danym rozpustadlom.
Vzorky boli kultivované 72 hodin pri 27 °C. Po dokonceni kultivacie boli sledované inhibi¢né zony v
okoli jamiek.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto diplomovej prace bolo, stanovenie koncentracie biologicky aktivnych latok ako si
polyfenoly a flavonoidy a posudit’ celkovil antioxida¢nu kapacitu v extraktoch ¢ajov s obsahom Sipky.
A za druhé, pozorovat’ vplyv réznych faktorov ako su druh ¢aju, spdsob pripravy extraktu, rozpustadlo,
koncentracia na G* a G™ baktérie.

Pripravenych bolo 16 extraktov, z ktorych boli postupne v uréenom case odoberané vzorky na
analyzu. Celkovo bolo analyzovanych 88 vzoriek, vodné a etanolové vyluhy s ¢asom luhovania 0, 5, 10,
15, 20, 25 a30 minat, a etanolové maceraty s koncentraciou 0, 20, 40, 60, 80 a 96 % etanolu,
vzorky maceratov boli odoberané kazdych 24 hodin po dobu 5 dni. Analyzované boli dve vzorky ¢ajov:
Sipok oplodie od firmy Vlademar Gresik Natura s.r.0 a Riize poupata, od firmy Sonnentor.

4.1 Stanovenie celkovych polyfenolov

Celkovy obsah polyfenolov v ¢ajovych extraktov bol stanoveny spetrofotometricky pomocou Follin-
Ciocaltauho ¢inidla pri vlnovej dizke 750 nm. Tato metdda je zalozena na redukcii fenolickych latok
obsiahnutych v extraktoch za pozorovania farebnych zmien. Kazda vzorka bola premerana trikrat a z
priemernej hodnoty absorbancie bol pomocou kalibra¢nej regresnej rovnice kyseliny gallovej
vypocitany celkovy obsah polyfenolov (obrazok ¢.7). Regresnd rovnica kyseliny gallovej bola stanovena
na: A =0,0016 - ¢ — 0,0066.

Vypocitana koncentracia je vztiahnuta na mg kyseliny gallovej v dm?®vzorku (mg GA/dm?®).

Celkovy obsah polyfenolov v jednotlivych testovanych vzorkach je zobrazeny na obrazkoch ¢. 10 az
¢. 12, Obrazok ¢. 13 zobrazuje porovnanie obsahu celkovych polyfenolov vo vsetkych testovanych
vzorkach.

Z obrazku ¢. 10 vyplyva, ze najvacsi obsah polyfenolov vo vodnych a etanolovych vyluhov mal
prave etanolovy vyluh z kvetu, najniz$i obsah mal etanolovy vyluh z oplodia.
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Obrazok ¢. 10: Graf zavislosti narastu koncentrdcie polyfenolov vo vyluhoch na case
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Na obrazku ¢. 11 je vyobrazeny priebeh maceracie jednotlivych extraktov z kvetu Sipku o roznej
koncentracii v roznom c¢ase. Z tohto obrazku je zjavné, ze polyfenoly obsiahnuté v kvete Sipku sa
najlepsie vylucuju do etanolu o koncentracii 60 a 80 % etanolu, najhorsie do 96% etanolu.
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Obrazok ¢. 11: Graf zavislosti narastu koncentracie polyfenolov v etanolovych macerdtov kvetov na case

Na obrazku ¢. 12 je vyobrazeny priebeh maceracie jednotlivych extraktov z oplodia Sipku o roznej
koncentracii v réznom cCase. Z tohto obrazku je zjavné, Ze polyfenoly obsiahnuté v oplodi Sipku sa
najlepSie vylucuju do vody a najhorsie do etanolu so stipajucou koncentraciou. Do 96% etanolu sa
polyfenoly vylucili len vo vel'mi malom mnozstve po celil dobu maceracie. M6zeme si povsimnut’, ze
vysoka koncentracia etanolu nie je vhodna na maceraciu Sipku, a polyfenoly sa najlep$ie extrahuji prave
do nizsich koncentrécii etanolu alebo vody.
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Obrazok ¢. 12: Graf zavislosti narastu koncentracie polyfenolov v etanolovych maceratov oplodia na case
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Pri porovnani obrazku ¢. 11 a ¢. 12 je vidiet’, Ze obsah polyfenolov je znacne vys§i v maceratoch
oplodia Sipku. Pri porovnani metody ziskavania polyfenolov si mézeme povSimnit, Ze pri kratkom
luhovani sme namerali najvyssiu hodnotu poyfenolov prave v kvete Sipku etanole, no pri dlh§om

o

zvySoval len vel'mi malo.

Z obrazku ¢. 13 vidime, Ze najvyssi obsah polyfenolov v oplodi bol stanoveny v maceratoch oplodia
s koncentraciou 40, 60, a 80 % etanolu. Najmensi obsah bol stanoveny vo vodnych a etanolovych
vyluhov, aj ked’ ¢as lthovania (30 mintit) a maceracie (5 dni) bol zna¢ne odlisny.
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Obrazok ¢. 13: Porovanie obsahu celkovych polyfenolov v sledovanych extraktoch oplodia a kvetu

Najvyssia koncentracia polyfenolov bola stanovend vo vodnom macerate oplodia. Celkovo boli
koncentracie polyfenolov v oplodi vacsie ako v kvete Sipky. Najvyssia koncentracia polyfenolov v kvete
bola stanovena v 80 % macerate, o nieco nizSia v 60 % macerate. Z toho vyplyva, ze pri ziskavani
polyfenolov z oplodia je vhodnejsia voda, pri ziskavani polyfenolov z kvetu Sipku, etanol.

36



4.2 Stanovenie flavonoidov

Obsah flavonoidov v cajovych extraktoch bol stanoveny spetrofotometricky pomocou reakcie
hlinitej soli s dusitanom za vzniku farebnych komplexov a merani pri vinovej dizke 510 nm. Kazda
vzorka bola premerana trikrat a z priemernej hodnoty absorbancie sa za pomoci kalibracnej regresne;j
rovnice katechinu vypocital obsah flavonoidov.

Regresna rovnica katechinu bola stanovena na A = 0,0014 - ¢ — 0,0026 (obrdzok ¢. 8). Vypoéitana
koncentracia je vztiahnutd na mg katechinu v dm?®vzorky (mg K/dm?).

Celkovy obsah flavonoidov v jednotlivych testovanych vzorkach je zobrazeny na obrazkoch ¢. 14 az
¢. 16, obrazok ¢. 17 zobrazuje porovnanie obsahu celkovych flavonoidov vo vSetkych vzorkach.

Z obrazku ¢. 14 vyplyva, Ze najvacsi obsah flavonoidov vo vodnych a etanolovych vyluhov mal
podobne ako pri stanoveni polyfenolv, etanolovy vyluh z kvetu, najmensi etanolovy vyluh z oplodia.
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Obrazok ¢. 14: Graf zavislosti ndarastu koncentracie flavonoidov vo vyluhoch na case
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Pri sledovani obsahu flavonoidov v macerate kvetu, obrazok ¢. 15, vidime, Ze situdcia je prave
opacna, vicsie mnozstvo flavonoidov sa vylucilo do vyssich koncetracii etanolu, 96 % etanol vSak uz
na macerovanie kvetov Sipku nieje vhodny. Najviacésia koncentracia flavonoidov bola stanovena v 60%
etanole a v 80 % etanole, najmensia v 20% etanole a v 96% etanole.
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Obrazok ¢. 15: Graf zavislosti narastu koncentracie flavonoidov v etanolovych maceratov kvetu na case

Na obrazku ¢. 16 je zobrazeny priebeh maceracie Sipku oplodia v réznych koncentraciach etanolu.
Z tohto obrazku vyplyva, Ze najviac flavonoidov obsahoval vodny macerat, hned’ za nim 20% etanolovy

macerat, najmenej flavonoidov obsahoval 96% a80% etanolovy macerat. Obsah flavonoidov
v macerate klesa so stupajucou koncentraciou etanolu.
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Obrazok ¢. 16: Graf zavislosti narastu koncentracie flavonoidov v etanolovych maceratov oplodia na case

38



Porovnanie koncentracii flavonoidov vo vSetkych testovanych vzorkach je vyobrazené na obrazku
¢. 17. Na tomto obrazku je dobre pozorovatel'ny rozdiel medzi obsahom flavonoidov v oplodi a kvete
v zavislosti na koncentracii rozpustadla, koncentracia flavonoidov v oplodi klesa so stapajucou
koncentraciou etanolu a koncentracia flavonoidov v kvete maceratu stupa so stupajlicou koncentraciou
etanolu, az na mensie vychylky.
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Obrdzok ¢ 17: Porovanie obsahu flavonoidov v sledovanych extraktoch oplodia a kvetu
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4.3 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Pre stanovenie celkovej antioxidacne;j aktivity ¢ajovych extraktov bola pouzita metoda ABTS, ktorej
princip spoc¢iva v merani schopnosti vzorky zahasovat’ radikdl ABTSe+. Vysledna antiradikalova
aktivita vzorky bola porovnavana s antimikrobialnou aktivitou syntetickej Standardnej latky-derivatu
vitaminu E s ndzvom trolox. Zahasenie radikalu ABTSe+ antioxidantami, ktoré sa spravaju ako donory

vodika, bolo sledované spektrofotometricky na zakladne zmien absorpéného spektra ABTSe+.
Vysledna absorbancia vzorky bola vypocitana podla vzt'ahu:
Ag—A
q=20 10
Ago

kde A, je absorbancia ABTS.+ v Gase to, Ajpje absorbancia vzorku s roztokom ABTS.+ zmerana
10 mintt po pridani vzorky. Kazda vzorka bola premerana trikrat a z priemernej hodnoty absorbancie
bola vypocitana celkova antioxidacna aktivita vzorky pomocou regresnej rovnice kalibracnej krivky
troloxu. Regresna rovnica troloxu bola stanovend na A =0,0014-c. Vypocitanad koncentracia je
vztiahnuta na pg troloxu v ml vzorky (ug T/ml).

Vysledné namerané hodnoty antioxida¢nej aktivity extraktov st zobrazené na obrazkoch ¢. 18 az 20,
obrazok €. 21 zobrazuje porovnanie antioxida¢nej aktivity u vSetkych stanovovanych extraktov.

Obrazok ¢. 18 zobrazuje antioxidacnu aktivitu vyluhov, najvyssiu antioxida¢nu aktivitu vykazuje
vyluh kvetu vo vode v 30 minutach, porovnatelny s antioxida¢nou aktivitou kvetu v etanole v 30.
minutach. Najniz$iu antioxida¢n aktivitu vykazoval etanolovy vyluh oplodia.
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Obrazok ¢. 18: Graf zavislosti narastu antioxidacnej aktivity vo vyluhoch na case

40



Priebeh maceracie oplodia $ipku v etanole zobrazuje obrazok ¢. 19. Najvyssiu antioxidacni aktivitu
vykazoval 40% macerat z oplodia, 0 nie¢o mensiu 60% a vodny macerat. Najniz$iu antioxidacnt
aktivitu vykazoval 96% etanolovy macerat.
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Obrazok ¢. 19: Graf zavislosti narastu antioxidacnej aktivity v etanolovych maceratov oplodia na case

Pri porovnani priebehu maceracie kvetu Sipku, obrazok ¢. 20 je vysledok podobny vysledkom
oplodia. Najvyssiu antioxida¢nt aktivitu vykazuje 40% macerat kvetu, najniz§iu 96% etanolovy
macerat.
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Obrazok ¢. 20: Graf zavislosti ndarastu antioxidacnej aktivity v etanolovych maceratov kvetu na case
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Obrazok ¢. 21 zobrazuje vSetky vysledky antioxidacnej aktivity extraktov. Z tychto vysledkov
vyplyva, ze v Sipku a kvete nie su vyrazné odchylky v antioxidacnej aktivite, o nieco vyssiu aktivitu ma
kvet Sipku. Najvécsia antioxidacna aktivita oplodia a kvetu bola stanovena v 40% etanole. Najnizsia,
ked’ neberieme do tvahy vyluhy, ktorych cas Ithovania bol podstatne niz$i ako maceracie, bola
stanovena v 96% etanole.
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Obrazok ¢. 21: Porovanie antioxidacnej aktivity v sledovanych extraktoch oplodia a kvetu
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4.4 Overenie antimikrobialnej aktivity

Antimikrobialna aktivita testovanych vzoriek bola prevdadzana difuznou jamkovou metddou.
Vybrana bola jedna gramnegativna baktéria Serratia marcescens, a tri grampozitivne baktérie Bacillus
cereus, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus. Tieto baktérie boli kultivované na univerzalnom agare
24 hodin pri 27°C apotom prenesené do bujonu na 24 hodin pri 27°C. Testované boli vzorky
S najvy§$im antioxidaénym téinkom: 30 minutové vyluhy oplodia a kvetu, odber z maceratu v 5. dni
Sipku a oplodia.

V tabul’ke €. 6 st vyobrazené velkosti inhibi¢nych zon ucinnych extraktov.

Tabul'ka ¢.6: Prehlad velkosti inhibiénych zon G¢innych maceratov Sipku kvetu a oplodia proti
vybranych mikroorganizmom

> Maceraty Vyluhy

4

©

2

n Sipok kvet Sipok oplodie Sipok kvet Sipok oplodie
MO 20 40 60 0 20 40 \Y% E \Y E
BC X 0,7 +£0,1 X X X X X X X X
ML 1,9+0,1 22+0,3 2,0+0,2 1,1 £0,1 0,6 £0,1 09 +0,1 X X 06 +0,1 X
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Na obrazku ¢. 22 st zobrazené vybrané vysledky z testovania antimikrobidlnej aktivity vyluhov.
Okrem vodného vyluhu Sipku oplodia proti ML, vyluhy nevykazovali ziadny pozorovatelny
antimikrobialny ucinok proti testovanym mikroorganizmom.

Obrazok ¢. 22 Porovnanie inhibicnych zon etanolovych vyluhov kvetu 30 minut (viavo) proti ML, oplodia
(vpravo) proti BC, a vodného vyluhu oplodia voci (30 miniut) ML (vlavo dole)
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Na obrazkoch ¢. 23 az 29 st pozorovatelné inhibi¢né zény maceratov. Z toho vyplyva, ze tieto
maceraty maju urcity inhibi¢ny ucinok na testované mikroorganizmy. Z vysledkov testovania
vybranych maceratov vyplyva, ze u¢inné boli maceraty z Sipku kvetu proti Micrococcus luteus,
Vv koncentraciach 20, 40 a 60 % etanolu. Taktiez je pozorovateI'ny mierny uc¢inok maceratu z Sipku
kvetu pri 40 % etanole voci Bacillus cereus. Z testovanych extraktov oplodia boli G¢inné 0, 20 a 40 %
etanolové maceraty.

Proti Serratia marcescens a Bacillus subtilis neboli G¢inné Ziadne z testovanych maceratov, naopak,
Z obrazkov €. vyplyva, Ze mierne podporujt rast Bacillus subtilis .

Najvyssiu antimikrobidlnu aktivitu vykazuju teda maceraty Sipku kvetu pri koncentracii 40 %
etanolu pri vel’kosti inhibi¢nej zony 2,2 = 0,3 cm.

Obrdazok ¢. 23 Porovnanie inhibicnych zon 20, 40 a 60% macerdtov Sipku kvetu proti ML
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Obrdzok ¢. 24 Porovnanie inhibicnych zon maceratov oplodia 40% etanolu (viavo) a kvetu 40% etanolu
(vpravo) proti ML

Obrdzok ¢. 25 Porovnanie inhibi¢nych zon 20% macerdtov oplodia (vlavo) a kvetu (vpravo)

proti ML
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Obrdzok ¢. 27 Porovnanie inhibicnych zén macerdtov oplodia 0 % etanolu (vlavo) a oplodia 80% etanolu
(vpravo) proti ML
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Obrazok ¢. 28 Porovnanie inhibicnych zon 40% macerdtov oplodia (vpravo) a kvetu (viavo)

proti BS

Obrdzok ¢. 29 Porovnanie inhibicnych zon macerdtov kvetu 60% etanolu (vlavo) a kvetu 80% etanolu (vpravo)
proti SM
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5 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo stanovenie koncentracie celkovych polyfenolov, flavonoidov,
antioxida¢nej aktivity a antimikrobidlneho Uc¢inku vybranych druhov ¢ajov Ruze Sipkovej. Ako
testované vzory ¢ajov boli vybrané dva druhy: Sipok oplodie a Sipok kvet. Testovanych bolo 88 vzoriek
s rozli¢nou koncentraciou etanolu a rozlicnym ¢asom lthovania alebo maceracie. Boli pripravené vodné
a etanolové vyluhy s ¢asom lthovania od 0 do 30 minut, pricom odber vzorky bol kazdych 5 mintt.
Maceraty boli pripravené o réznej koncentracii etanolu: 0, 20, 40, 60, 80 a 96 %. Maceracia prebichala
5 dni, pricom vzorky boli odoberané kazdych 24 hodin.

Porovnavanie koncentracii bioaktavnych latok a antioxida¢nej aktivity vyluhov a maceratov nie je
relevantné vzhladom k rozdielnym casom pdsobenia ¢aju Vrozpustadle. Vysledky stanovovania
vyluhov potvrdzuju tvrdenie, Ze pre lthovanie kvetu je vhodnejSie rozptstadlo s etanolom, a pri
lthovani oplodia $ipku je vhodnejsie rozpustadlo voda. Najvacési obsah polyfenolov a flavnodoidov vo
vyluhoch bol stanoveny V etanolovom vyluhu kvetu, najmensi v etanolovom vyluhu oplodia. Vicsia
antioxida¢na aktivita vyluhov bola stanovena prave v kvete Sipku.

Vysledky stanovenia polyfenolov a flavonoidov maceatov kvetu a oplodia vykazujii rovnaky
charakter. Obsah polyfenolov a flavonoidov v macerate kvetu je najvyssi v etanolovych maceratoch
0 koncentracii 60 a 80 % etanolu a najmens$i vo vodnych, 20% a 96% maceratoch. V maceratoch
oplodia je situdcia opacna, najvyssi obsah polyfenolov a flavonoidov je vo vodnych maceratoch
maceratoch. Pri porovnani antioxidacnej aktivity nenastali ziadne vyznamné rozdiely, mierne vysSiu
antioxida¢nu aktivitu vykazuji maceraty z kvetu Sipku. NajvhodnejSia koncetracia pre macerovanie
Sipku kvetu aj oplodia bola stanovena na 40 % etanolu.

Antimikrobalna aktivita bola testovana vo¢i Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Serratia marcescens
a Micrococcus luteus. Mikroorganizmy boli vybrané tak, aby testovanie prebehlo aj vo¢i grampozitivnej
aj gramnegativne] baktérii. Testované boli iba vzorky s najvyssimi koncentraciami predoslych
testovanych latok teda 30 minutové vyluhy a maceraty z 5. dia.

Z testovanych vyluhov vykazoval antimikrobialnu aktivitu iba vodny vyluh oplodia vo¢i Micrococcus
luteus. Ostatné vyluhy nemali ziadny pozorovatelny u¢inok proti vybranym mikroorganizmom.
Najvicsia antimikrobialna aktivita bola stanovena u 20, 40, a 60 % maceratov kvetu proti Micrococcus
luteus, miera tieZ u 40% maceratu kvetu proti Bacillus cereus. Maceraty oplodia boli taktiez i¢inné proti
Micrococcus luteus, ale v koncentraciach 0, 20 a 40 % etanolu, inhibi¢né zony boli podstatne mensie
ako u maceratok kvetu.

Proti Bacillus subtilis a Serratia marcescens neboli pozorované Ziadne inhibi¢né zony, z ¢oho vyplyva,
ze $ipkovy €aj nie je €inny proti tymto mikroorganizmom.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

EGCG — epigalokatechin galat

ABTS — 2,2-azinobis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
GA — kyselina galova

K — katechin

T — trolox

FD — Folin-Denis

FC — Folin-Ciocalteu

GAE — ekvivalenty kyseliny galovej

DPPH — 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovyu radikal
TEAC — Trolox ekvivalentna antioxida¢na kapacita
ORAC — kapacita absorpcie kyslikovych radikalov
FRAP — reduk¢na schopnost’ plazmy

MIC — minimalna inhibi¢na koncentréacia

G-— gramnegativna baktéria

G+—grampozitivna baktéria

BC — Bacillus cereus

SM — Serracia marcescens

ML — Micrococcus luteus

BS — Bacillus subtilis

V-0 — vodny vyluh oblodie Sipku

V-K — vodny vyluh kvetu Sipku

20 % O — 20% etanolovy vyluh oplodia

40 % O — 40% etanolovy vyluh oplodia

60 % O — 60% etanolovy vyluh oplodia

80 % O — 80% etanolovy vyluh oplodia

96 % O — 96% etanolovy vyluh oplodia

20 % O — 20% etanolovy vyluh kvetu

40 % O — 40% etanolovy vyluh kvetu

60 % O — 60% etanolovy vyluh kvetu

80 % O — 80% etanolovy vyluh kvetu

96 % O — 96% etanolovy vyluh kvetu
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