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Abstrakt

Cielom tejto bakalarskej prace bolo stanovenie koncentracie bioaktivnychlatok ako sa
polyfenoly a flavonoidy a tiez celkovu antioxida¢nu kapacitu v extraktoch z kvetov Ciernej
bazy. Vdruhej Casti bolo predmetom experimentu zistenie antimikrobialnej aktivity.

Teoreticka Cast’ sa venuje popisu jednotlivych bioaktivnych latok, popisu Ciernej bazy
a pouzitych baktérii. V experimentalnej Casti boli pripravené vodné extrakty, v ktorych boli
stanovované celkové polyfenoly, flavonoidy a antioxida¢na aktivita.

Vysledky stanovovania polyfenolov a flavonoidov ukazuju, ze pre dosiahnutie v§Sieho
obsahu flavonoidov aj polyfenolov ja na lthovanie kvetu bazy je vhodnejSie pouzit ¢o
najvyssiu pociatocnu teplotu. Pri porovnani antioxidacnej aktivity roztokov z priemernych
hodnét neboli zistené ziadne vyznamné rozdiely. Extrakty nevykazovali vyraznu
antimikrobialnu aktivitu.

Abstract

The aim of this bachelor thesis was to determine the concentration of bioactive
substances such as polyphenols and flavonoids and also the total antioxidant capacity in
extracts from flowers of elder. The second part was the subject of an experiment to determine
the antimicrobial activity.

The theoretical part deals with the description of individual bioactive substances, the
description of the elder and the bacteria used. In the experimental part, aqueous extracts were
prepared, in which total polyphenols, flavonoids and oxidizing activity were determined.

The results of the determination of polyphenols and flavonoids show that in order to
achieve a higher content of flavonoids and polyphenols, it is more appropriate to use the
highest possible initial temperature for leaching the base flower. No significant differences
were found when comparing the antioxidant activity of solutions from the average values. The
extracts did not show significant antimicrobial activity.
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1 Uvod

Ziskavanie zdraviu prospeSnych latok =z prirodnych zdrojov je v sicasnosti
kazdodennou napliiou l'udstva. Prirodzene sa drzime tradicii a vyuzivame prave to, ¢o nas
naucili naSe staré mamy.

Byliny sa pouzivaja v mnohych oblastiach okrem medicinya farmacie aj v
oblastivyzivy, 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 [31]

Mnohé liecivé rastliny obsahuji velké mnozstva antioxidantov, ako si polyfenoly,
ktoré mézu hrat’ dolezita ulohu pri adsorbovani a neutralizacii volnych radikéalov, pri
zahasovani singletného a tripletného kyslika alebo pri rozkladani peroxidov. Mnohé z tychto
fytochemikalii maju vyznamné antioxida¢né kapacity, ktoré su spojené s niz§im vyskytom a
niz§ou umrtnost’ou niekol'kych l'udskych chorob. Zistilo sa, ze tieto zlu€eniny z bylin, korenin
a rastlinnych extraktov maju antimikrobidlnevlastnosti proti Sirokému spektru Skodlivych
mikroorganizmov.[32]

Pouzitie prirodnych antimikrobialnych latok zpotravin ziskalo vela pozornosti od
spotrebitelov a potravinarskeho priemyslu. Dovodom je predovSetkym, zneuzivanie a
nespravne pouzivanie antibiotik, C¢o viedlo k dramatickému vzostupu = skupiny
mikroorganizmov, vratane patogénov, ktoré nie su odolné voci antibiotikam, ale su tiez
tolerantnejsSie voci viacerym metddam spracovania a uchovavania potravin.[33]

Cielom tejto bakalarskej prace je zistenie koncentracie bioaktivnych latok ako su
polyfenoly a flavonoidy a taktiez zistenie antioxidacnej aktivity v zavislosti na ¢ase pdsobenia
kvetov a listov susenej Ciernej bazy vo vode. Porovnavané boli extrakty vytvorené luhovanim
pri roznych teplotich a rozne &asové intervaly. Dalou &astou prace je overovanie
antimikrobialnej aktivity extraktov snajvy$Sou koncentraciou bioaktivnych latok voci
vybranym zastupcom grampozitivnych (G+) a gramnegativnych (G-) baktérii.



2 Teoreticka ¢ast’

2.1 Baza Cierna (Sambucusnigra)

Baza Cierna je ker Celade pizmovkovitej, ktory rastie do vysky 1,5 -10 metrov.
Vyskytuje sa v Eurdpe ale aj v Azii na okrajoch lesov, na pasienkach, v svetlych listnatych a
luznych lesoch, pozdiz ciest, pri Tudskych sidlach, na podach vlhsich, dusikatych,
humoznych.[1]

Ma protistojné, stopkaté, striedavé listy, ktoré su kopijovité alebo vajcovito kopijovité.
Na okrajoch su pilkovité, vrchol maju zaSpicateny a najméd zrubu su pokryté jemnymi
chipkami. Pohmozdené listy st pachnuce, ¢o ma byt odradzujuce pre vagsinu hmyzu.
Obsahujuzivicu, glykozidy, sambunigrin, sambucin a velké mnozstvo vapnika. Su teda
jedovaté. Otrava sa prejavuje prudkym zvracanim, nechutenstvom a celkovou slabostou.
Rovnaké priznaky sa mozu objavit’ aj pri predavkovani bazovymi plodmi. Listy mozno pouzit
vo forme zabalu napr. pri reumatizme, podl'a niektorych autorov posobi aj protinadorovo na z
vonku pristupné nadory, kaSovity obklad z listov udajne dokaze ,vytiahnut vodu
z kolena™ [1]

Po tepelnej uprave si konzumaciu vhodné aj jej plody- tmavofialové az Cierne
kostkovice, ktoré dozrievaju koncom augusta.V minulosti sa pouzivali aj pre ich diuretické
ucinky. Obsahuju cukry, organické kyseliny napr. kyselinu jabl¢nu, triesloviny, anthokyanové
farbiva, silice, pektin a vitaminy (najméd A a B). Plody bazy posobia analgeticky, osvedcili sa
najmi pri migrénach, pri bolestiach trojklaného nervu, chrbtice & kibov (to pdsobia aj
protizapalovo), priaznivo posobia aj pri kf€och traviaceho ustrojenstva a pri plynatosti. Z
plodov bazy sa pripravuje bazové vino, zavaraniny, stavy ¢i likéry, niekedy sapouzivaju aj na
dofarbovanie vina a inych potravinarskych vyrobkov. V minulosti sapouzivali ajna farbenie
latok. Najvhodnejsie je pouzit Cerstva §tavu (Stava sa prevari, zmieSa sa v pomere 6:1 so
40% liehovinou (napr. vodka), prida sa trocha kyseliny citronovej a 15 minut sa sterilizuje -
podava sa potom 8 az 10 polievkovych lyzic denne po dobu 2 az 3 tyzdiiov), pripadne sa z
ususenych plodov pripravuje odvar.[1]

Od ma3ja do jula kvitne baza bielymi az bledo zltymi kvetmi.Extrakt z kvetov pdsobi
potopudne, mocCopudne, znizuje horacku a priaznivo pdsobi na steny ciev. Podava sa preto
najmé pri prechladnuti a pri chorobach ciev. Obsahuju silice, slizy, triesloviny, glykozidy (
sambunigrin a rutin). [1]

2.2 Polyfenoly

Polyfenoly tvoria jednu z najrozSirenejSich a najrozmanitejSich skupin latok v
rastlinnej risi, pricom v sucasnosti je znamych viac ako 8000 fenolickych Struktar. Mézu byt
rozdelené na najmenej 10 roznych tried na zéklade ich chemickej Struktury, od jednoduchych
molekul, ako st fenolové kyseliny, az po vysoko polymerizované zlu¢eniny, ako su napriklad
taniny. Maju vo svojej Struktire spolo¢ne benzénovym kruh substituovani hydroxyskupinu.



Hlavné skupiny rastlinnych polyfenolov zahffiaju flavonoly, flavony, flavanony, izoflavony,
anthokyany, polyanthokyanidiny a flavanoly.[2]

2.2.1 Metody stanovovania polyfenolov

Postupy stanovovania polyfenolov mozno rozdelit na metody stanovenia vSetkych
polyfenolov a metody pre detekciu a stanovenie urcitej skupiny, pripadne jednotlivych
fenolickych latok. Prikladom postupu pre stanovenie vSetkych polyfenolov su
spektrofotometrické metody s Folin-Ciocalteuovym, Folin-Denisovym cinidlom a test s
Pruskou modrou. Na stanovenie urCitych skupin alebo druhov fenolickych latok sa
najCastejSie vyuzivaju rozne varianty chromatografickych metod (HPLC, GC/MS) alebo
napriklad upraveny vanilinovy test pre stanovenie katechinu. [8]

Dalej sa na analyzu polyfenolov pouZivaju titrainé a elektrochemické metody alebo
spektrometria nuklearnou magnetickou rezonanciou. [8]

2.2.1.1 Spektrofotometrickémetody

Spektrofotometrickymi metodami je mozné urcit mnozstvo vSetkych polyfenolov vo
vzorke, Specifické fenolické latky ako je sinapin[9]sinapinova kyselina [10] alebo urcité
skupiny fenolickych latok ako st napriklad fenolové kyseliny a proanthokyanidiny. [8]

NajcCastejSie  pouzivané spektrofotometrické metddy si  stanovenie  Folin-
Ciocalteuovym, Folin-Denisovym c¢inidlom, test Pruskou modrou, upraveny vanilinovy test,
spektralna analyza UV. [8]

Metoda Folin-Denis je zalozena na reduk¢nej reakcii fenolickych zlacenim s Folin-
Denisovym c¢inidlom (fosfomolybdén-fosforecna kyselina), pri ktorej vznikaja v zasaditom
prostredi modro sfarbené komplexy. Spektrofotometrické stanovovanie pri vinovej dizke 725
nm pouzivané pri stanovovani vel'kého poctu vzoriek bolo navrhnuté Swainom a Hillisom
(1959). [8]

Metoda Folin-Ciocalteu je Casto pouzivana pre stanovovanie vSetkych polyfenolov
v potravinach. (Bruneet al., 1991) a s Upravou podla Singletona (Singletonet al., 1999)
predovSetkym pre vino. Princip je podobny Folin-Denisovmupostupu. Ako ¢inidlo sa
pouzivaFolin-Ciocalteauov roztok. Redukéné reakcie Cinidla s polyfenolmi vytvaraju modro
sfarbené produkty s maximalnou absorpciou pri vlnovej dizke 765 nm (Waterhouse, 2002).
Cinidlo Folin-Ciocalteau je nespecifické a detekuje vietky fenolové skupiny v skumanych
vzorkach. Cinidlo viak tiez reaguje s l'ahko oxidovatelnymi latkami ako je napriklad kyselina
askorbova, oxid siriCity alebo aromatické aminy, ¢o vedie ku skresleniu vysledkov[8][11]

Stanovenie spektralnou analyzou v UV spektre je zalozené na roznych absorpénych
maximach v ultrafialovej Casti svetelného spektra réznych skupin fenolickych latok. [8]

Maximum jednoduchych fenolov sa pohybuje v intervale vinovych dizok od 220 do 280
nm (Owadeset al., 1958b). Hodnoty absorpcie moze ovplyviiovat' pH vzorky, a tiez niektoré
latky (napr. bielkoviny, nukleové kyseliny a aminokyseliny). [8]

Spektrofotometrické meranie v UV a viditelnom spektre sa tiez Casto vyuziva na
stanovenie urcitych fenolickych latok, ako su napriklad flavonoidy.[12]



2.2.1.2 Chromatografické metody

Pre analyzu fenolickych latok bolo navrhnutych niekol'ko postupov zalozenych na
chromatografickych metodach. Tieto techniky sa vyuzivaju na pripravu, izolaciu, Cistenie a
identifikaciu polyfenolov. [8]

Chromatografické metddy su pouzivané na Stadium interakcii fenolickych latok s
d’als$imi zlozkami potravin.

Stale S§irSie uplatnenie pri separacii, identifikacii a kvantifikacii polyfenolov v
potravinach nachadza vysoko vykonnd kvapalinova chromatografia, tzv. HPLC
(HighPerformanceLiquidChromatography). Je dostupné mnozstvo stacionarnych a mobilnych
faz urCenych pre analyzu anthokyanov, flavononov a flavonolov, flavan-3-olov, flavonov a
fenolickych kyselin.[13] Na detekciu fenolovych zlucenin v potravinach s pomocou HPLC sa
najCastejSie vyuziva meranie v ultrafialovom az viditelnom spektre ziarenia (UV-Vis),
fotodiodové pole (DAD) alebo elektrochemicky coulometricky detektor (EC)[13].

2.3 Flavonoidy

Flavonoidy st triedy fenolickych zlucenin, ktoré su vo velkej] miere distribuované v
rastlinach. Kvercetin a rutin patria medzi najznamejSie flavonoidy vyskytujuce sa vo velkom
mnozstve ovocia a zeleniny vratane €aju, kavy a inych zfn. Ako sa pozorovalo pri inych
biologicky aktivnych nezivych zlozkéach, flavonoidy mézu podporovat ziaduce a neziaduce
fyziologické ucinky u Tudi. Pozitivne vlastnosti flavonoidovmozu byt odvodené od ich
antioxidaCnych vlastnosti ako neutralizatory volnych radikalov. Boli vSak zistené niektoré
d’alsie ucinkyako napriklad prevencia rakoviny, protizapalova a protivirusova aktivita. [3]

2.3.1 Chemicka Struktiara flavonoidov

Zakladom Struktury flavonoidov je flavanovy cyklicky skelet skladajici sa z dvoch
substituovanych benzénovych kruhov (A a B) a pyranového kruhu C, napojeného na kruh A v
polohe C-2 (obrazok 1). VSetky 3 kruhy byvaju obycajne substituované hydroxyskupinami
alebo methoxyskupinami. Hydroxyskupiny mézu d’alej podliehat’ O-glykozidacii, najCastejsie
v polohe C-3 nebo C-7, alebo moze ddjst’ k priamej C-glykozylacii atdému uhliku flavanového
skeletu, obvykle C-6 nebo C-8. Najbeznejsim cukernymsubstituentom je gluko6za, thamnoza,
galaktoza nebo arabindza. [4]



Obrazok 1:Flavonovy skelet[1]

Podla stupna oxidacie pyranového kruhu C sa rozoznavaji nasledujuce skupiny
flavonoidov, a to flavony (napr. apigenin, luteolin), flavonoly (napr. kvercetin, myricetin,
kaempferol, rutin), flavanény (napr. naringenin, hesperidin), isoflavanony (napr. genistein,
daidezin), anthokyany (napr. kyanidin, pelargonidin) a katechiny (napr. epikatechin).[4]

2.3.2 Metody stanovenia flavonoidov

Fenolické latky v rastlinnych materidloch sa orientacne stanovuju pomocou techniky
chromatografia na tenkej vrstve (TLC — ThinLayerChromatography) pripadne na koldnach.
Na kvantitativne a kvalitativne stanovenie tychto latok sa pouzivaju predovSetkym metddy
chromatografické, a to plynova a vysokoucinna kvapalinova chromatografia (GC -
GasChromatography, HPLC — HighPerformanceLiquidChromatography), elektromigracné
metoédy — kapilarna elektroforéza (CE — CapillaryElectrophoresis) a spektrofotometrické
v UV/VIS oblasti.[14]

2.3.2.1 Molekularna absorpéna spektrofotometria v UV/VIS oblasti

Jedna sa o jednu znajpouzivanejSich analytickych metdd pre stanovovanie latok
v roztokoch. Podstatou je meranie absorpcie vhodného ziarenia molekulami latok
v ultrafialovej a viditelnej oblasti spektra. Latky absorbujiice Ziarenie s vlnovou dizkou pod
380 nm (ultrafialové Ziarenie) sa prejavuji ako bezfarebné, a tie, ktoré absorbujti vinové dizky
v rozsahu 380 — 770 nm sa prejavuja ako farebné. [15]

Absorpcia ziarenia suvisi s prechodom elektronu medzi dvoma a viacerymi
energetickymi hladinami v molekule. Excitovana molekula savracia spat’ do zakladného stavu
bez radiacie, ziariva energia sa meni na tepelnu a zvySuje sa kineticka energia molekul.[16]
Pri merani absorpcie je Cast’ zo vstupujuceho toku ziarenia @0 absorbovana vzorkou ako tzv.
absorbovany ziarivy tok ®A. V idealnom pripade zostatok ziarenia prejde a je zaznamenany
ako vystupujuci ziarivy tok @. [17] Téato skutoCnost je schematicky zndzornena na obrazku ¢.
2.
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Obrazok 2 Schéma absorbancie[2]

Podiel vystupujuceho ziarivého toku @ a vstupujiiceho ziarivého toku ®0 sa oznacuje
ako priepustnost’ alebo transmitancia, ktord je dand vztahom 1 = ® / ®0 [17]. Mnozstvo
absorbovaného Ziarenia urditej vinovej dizky sa vyjadruje v jednotkach absorbancie, o je
zaporny logaritmus transmitancie. Absorbancia je definovana vztahom

= - log T = log (®0 / ®) [15]. Kvantitativna analyza absorb¢nych metod je zalozena na
Lambert-Beerovom zakone, podl'a ktorého plati, ze hodnota absorbancie A pri vinovej dizke A
je priamo umerna sucinu molarneho absorpéného koeficientu & (I.mol™! .cm™), hrubky vrstvy
kyvety (1cm) a molarnej koncentracie absorbujucej latky ¢ (mol.1 ™) [18].

Ay=¢.1.l.c

Neznamu koncentraciu absorbujuceho analytu mozno vyhodnotit metdédou kalibracnej
krivky alebo metodou §tandardného pridavku. [19]

Shen Et al. merali spektrofotometricky celkovy obsah flavonoidov v bielej, Cervenej a
Ciernej ryzi pouzitim kolorimetrickej metody. Najskor bola spravena extrakcia 1g vzorky
v prostredimethanolu s obsahom 1% HCI po dobu 24h pri teplote 24°C. Tento postup bol
dvakrat opakovany. Ziskané extrakty boli odstredené pri 4000 otaCkach 15 minut. 0,5 ml
vhodne zriedeného extraktu bolo odpipetovanych do 15 ml skimaviek s2 ml dvakrat
destilovanej vody a 0,15 ml 5% NaNO:. Po 5 minutach bolo pridané 0,15 ml 10%
AlCI3.6H20 a za dalsich 5 minat bol pridany 1 ml 1 mol.dm™ NaOH. Reakéna zmes bola
dobre premieSand, nechana 15 minut stat’ a nasledne bola zmerana absorbancia pri vinovej
dizke 415 nm. Celkovy obsah flavonoidov bol vypocitany s pouzitim kalibraénej krivky
Standardu rutinu a vyjadreny v mg RE na 100g suchej hmotnosti. Obsah flavonoidov sa vo
vSetkych troch druhoch ryze pohyboval v rozmedzi od 88,6 mg do 286,3 mg RE.mg™.
Hodnota priemerného obsahu flavonoidov v bielej ryzi bola 131,6; v Cervenej ryzi 147,2 a
v Ciernej ryzi 240,6 mg.100g™. [20]

2.4 Antioxidac¢na aktivita

Antioxida¢na aktivita potravin je bezprostredne spojena s ochranou biologickych
systémov proti Skodlivému ucinku reakcii zahriajacich reaktivne formy kyslika a dusika.
Tieto radikaly posobia na biologicky vyznamné zluceniny, predovsetkym lipidy, bielkoviny a
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nukleové kyseliny, a menia tym ich §trukturu a funkciu. Ich pdsobenim moéze dochadzat’ k
zmenam v Struktire buniek a k poskodeniu celych tkaniv a organov. Jedna z moznosti
ochrany organizmu proti volnym radikdlom je pdsobeni antioxidantov. Antioxidanty
zabranuju alebo obmedzujii oxidacnej destrukcii tychto latok. Mnoho latok prirodného
povodu, ktoré Clovek prijima v potrave, ma tieto vlastnosti: najma to su antioxida¢névitaminy,
polyfenolické latky, karotenoidy a flavonoidy.Prirodné antioxidanty su prijimané vac§inou
ako sucast’ zlozitych zmesti, ktorych zlozky reaguju s radikalmi odliSnymi mechanizmami. [5]

241 Metody stanovenia antioxidacnej aktivity

Pre charakterizaciu suhrnnej koncentracie vSetkych latok s antioxidaénymi ucinkami vo
vzorke sa pouziva termin celkova antioxidacna kapacita (TAA) [21]. V literatare je
popisanych viacero metdd, ktoré sa pouzivaju na stanovenie celkove] antioxidacnej aktivity.
Tieto metody byvajd  rozmanité  kvoli  posobeniu  réoznych  mechanizmov
nizkomolekularnychantioxidantov. VSeobecne mozu byt postupy stanovenia TAA rozdelené
do dvoch skupin. Na metdédy hodnotiace schopnost eliminovat radikaly a metody
posudzujuce redoxné vlastnosti latok [22]. V tejto praci bola vyuzitda metdoda zalozena na
eliminacii radikalov (ABTS).

24.1.1 Metody zaloZené na eliminacii radikalov

Tieto metédy vyuzivaju schopnost vzorky zastavit alebo aspont spomalit’ tvorbu
volnych radikalov [21]. Z chemického hladiska sa jedna o kyslikové radikaly (hydroxyl,
peroxyl, superoxidovy anion - radikal) alebo syntetické stabilné radikaly (DPPH, e+ ABTS,
galvinoxyl), ktoré su generované priamo v reakénej zmesi alebo su do reakénej zmesi
pridavané [22].

Metoda TEAC (metdda vyuzivajuca ABTS) je jednou z najpouzivanejSich metod pre
stanovenie celkovej antioxidacnej kapacity [22]. ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-
6-sulfonova kyselina)) je peroxidazovy substrat, ktory reakciou s peroxylovymi radikalmi
alebo inymi oxidantmi vytvara v pritomnosti H2O2metastabilny radikal kation e+ ABTS,
ktory je intenzivne modro-zeleno zafarbeny a moze byt spektrofotometricky sledovany
vrozmedzi vinovych dizok 600 — 750 nm [23], najéastejsie pri 734 nm [22].
Antioxidac¢naaktivita latky, ktora sa chova ako donor vodikov, je merand ako schopnost
znizit’ intenzitu zafarbenia priamou reakciou s e+ ABTS [23], [24]. Pre stanovenie celkovej
antioxidacnej aktivity svyuzitim ABTS sa vyuziva systém ABTS/H202/peroxidaza,
ABTS/methmyoglobin/ H202 , popripade sa vyuziva chemicka oxidacia ABTS pomocou
poroxodisiranu draselného alebo oxidu manganicitého. Pri vlastnom merani sa antioxidant
pridava do reakCnej zmesi, v ktorej bol vytvorenyradikal kation e+ ABTS, alebo je v reakéne;j
zmesi obsiahnuty pri generovani radikal — kation e+ ABTS [22]. Na hodnotenie celkovej
antioxidacne] aktivity vzoriek sa vyuziva parameter TEAC
(TroloxEquivalentAntioxidantCapacity). TEAC oznaCuje antioxidacni aktivitu vzorky
ekvivalentnou definovanému mnozstvu syntetického derivatu Troloxu[22]. Trolox je
analégom k vitaminu E, ktory je rozpustny vo vode [25].
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2.5 Antimikrobialna aktivita

Antimikrobialnou  aktivitou sa  rozumie, testovanie rdznych  prirodnych,
polosyntetickych, ¢i syntetickych latok a ich vplyv na mikrobialne populacie. Testovanie
antimikrobialnej aktivity vieme zabezpecCit v roznych formach, resp. za pomoci vyuzitia
roznych metodik. K samotnému testovaniu potrebujeme latku, ktoru chcete nechat’ otestovat’.
Ak sa nejedna o Cista latku, ale o extrakt (tzn. komplex latok) potrebujeme tento extrakt.[6]

Antimikrobialne podsobiace latky eliminuju alebo brzdia rast mikroorganizmov
inhibiciou syntézy bunkovej steny, funkcie vonkajSej membrany, syntézy proteinov alebo
nukleovych kyselin. Podl'a toho, ¢i bakterialnu bunku dokazu usmrtit’ alebo len zastavit’ jej
rast a mnozenie, sa delia na primarne baktériocidne a primarne baktériostatické. Medzi oboma
skupinami vSak nie je zasadny rozdiel, pretoze baktériostatické zluCeniny modzu vo vysokych
koncentraciach bunku usmrtit’ a naopak baktériocidne moézu mat’ pri nizSich koncentraciach
len ucinky baktériostatické. Prakticky vyznam tohto delenia tkvie v tom, ze baktériocidne
latky, spdsobujuce smrt posobia ireverzibilne a pomerne rychlo, zatial ¢o baktériostatické
ucinkuju reverzibilne, preto je potrebné dokladne dodrziavat' intervaly ich aplikacie, aby
nedoslo k relapsu.[7]

Hlavnym cielom v klinickej mikrobiologii a pri vyvoji antimikrobialne posobiacich
latok je urcCit citlivost konkrétneho mikroorganizmu voci antibakterialnej latke. Kazda
antibakterialna latka ucinkuje len na niektoré bakteridlne druhy, tzv. antibakteriadlne spektrum,
ostatné kmene su rezistentné. Rezistencia je schopnost’ mikroorganizmu odolavat’ u¢inkom
tychto latok a je prirodzena alebo ziskana (chromozomalne alebo extrachromozomalne gény
rezistencie), pricom sa gény rezistencie mozu S§irit bud’ vertikdlne z materskej bunky na
dcérske, alebo horizontdlne konjugaciou plazmidom, transdukcioufagom, alebo
transformaciou prijatim fragmentu DNA, na ktorom je gén rezistencie [26].

Mechanizmus rezistencie voci antimikrobialnej latke moze prebiehat’ roznymi sposobmi
ako napr. zmenou povrchovych Struktar bakteridlnej bunky, braniacich vazbe antibiotika na
mikroba a jeho prieniku dovnutra, nahradenie niektorej zivotne dolezitej metabolickej reakcie
inou, ktora nie je citliva voci u¢inkom antibakterialnej latky (tzv. nevnimavy metabolizmus),
pripadne produkciou enzymov, ktoré inaktivuji antibiotikum eSte skor ako dokaze
zaucinkovat’ na mikroorganizmus [26][27].

2.5.1 Charakteristika pouzitych mikroorganizmov

Serratia marcescens (Kmen: Proteobacteria, Trieda: Gammaproteobacteria;, Rad:
Enterobacteriales, Celad’: Enterobacteriaceae; Rod: Serratia)
Baktérie rodu Serratia su gramnegativne pohyblivé, peritrichalneobrvené rovné tycinky
(Obrazok 3), chemoorganotrofné s fermentativnym i respiracnym typom metabolizmu. Bezne
sa vyskytuyja v pdde, vo vode, na rastlinach a v zazivacom trakte zivoCichov (najmi
hlodavcov a hmyzu). Serratia marcescens vyvolava u Cloveka meningitidu a infekcie
dychacich a mocovych ciest. Pritomné pigmentujuce kmene modzu vizualne pdsobit ako
krvacanie (pigment prodigiozin je Cerveny). Niektoré kmene vyvolavaji mastitidy[28].
Napriek tomu, ze tato baktéria patri ku enterobaktériam, vyznamne sa od nich 1i§i najma



sekréciou extracelularnejchitinazy, niekolkych druhov protedz, nukledzy, lipazy a
DNAazy[29].

Bacillus  cereus(Kmen:  Firmicutes;  Trieda:  Bacilli; Rad:  Bacillales;
Celad’: Bacillaceae; Rod: Bacillus)
Grampozitivnane opuzdrena pohybliva sporotvorné ty¢inka (Obrazok 4). Je to fakultativny
anaerob s pomerne velkymi vegetativnymi bunkami (1 x 3 az 5). Patri medzi saprofytické
baktérie. Rastie v teplotnom rozmedzi 8 — 55°C, optimalne pri 28 — 35°C. Rozpétie hodnot
pH, ktoré eSte umoziiuju rast je priblizne 4,9 — 9,3.Mo6ze sposobovat’ ochorenia z potravin.
Ochorenie vznikd po poziti kontaminovanych potravin enterotoxinogénnym kmefiom a z
kontaminovanych kozmetickych pripravkov, ¢i o¢nych kvapiek [30].
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Obrizok 4 Serratia marcescens|3]

Obrazok 3 Bacillus cereus|[4]

3 Ciel’ prace

Cielom experimentalnej casti tejto prace bolo stanovit mnozstvo polyfenolov a
flavonoidov pomocou UV-VIS spektrofotometrie. Pre tento ucel boli pripravené vodné
bylinné extrakty pri roznych teplotach a vzorky boli odoberané v rdoznych casovych
intervaloch. Nasledne bola stanovena antioxidacna aktivita vSetkych odobranych vzoriek a
antimikrobialna aktivita pre vzorky s najvys$sou koncentraciou polyfenolov a flavonoidov.
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4 Experimentalna cast’

4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a mikroorganizmy

Kyselina gallova, Folin-Ciocaltauovo ¢inidlo, Na2COs, katechin, 5% NaNO2, 10% AICls,
7mmol/dm*ABTS**, K2S20s8, NaOH, univerzalny agar, ethanol pre UV/VIS, UV/VIS Helios,
autoklav, vortex, Serratia marcescens, Bacilluscereus (ziskané z Ceskej zbierky
mikroorganizmov PFFMU v Brne)

4.2 Priprava vzoriek

Celkovo bolo pripravenych 42 vzoriek vodnou extrakciou polyfenolov a flavonoidov
zkvetu cCiernej bazy. Bol pouzity suSeny kvet Ciernej bazy zakupeny od firmy ROSA
CANINA.

4.2.1 Vodné extrakty bylin

Pre experiment bolo pripravenych 6 typov vodnych extraktov, zktorych kazdy
obsahoval 10 g suSeného kvetu bazy a 100 ml destilovanej vody. Prvy extrakt bol
temperovany pri 80°C. Druhy extrakt bol temperovany pri 100°C. Z prvého a druhého vyluhu
boli po 1,5,10,15,20 a 25 minutach boli odoberané vzorky.

Treti extrakt bol zahriaty na 80°C a §tvrty na 100°C. Tieto dva extrakty boli uchovavané
pri laboratornej teplote a po 1,5,10,15,20 a 25 minutach boli z nich odoberané vzorky.

Piaty vyluh bol zahriaty na 80°C, Siesty na 100°C aoba boli uchovavané pri
laboratornej teplote. Vzorky z tychto vyluhov boli odoberané po dosiahnuti teplot: 100°, 90°C,
80°C, 70°C, 60°C, 50°C, 40°C a 30°C.

4.2.2 Stanovenie celkovych polyfenolovspektrofotometricky
Meranie kalibracnej zavislosti

Bolo pripravenych 5 kalibraénych roztokov kyseliny gallovej s koncentraciami 0,1-
0,5mg/ml. Kazdy z tychto roztokov bol pripraveny do suchej skimavky, ktora obsahovala
ImlFolin-Ciocaltauovho €inidla predom zriedeného destilovanou vodou v pomere 1: 9, 1ml
destilovanej vody 0,1 ml kalibracnihoroztoku. Takto pripravené roztoky boli nechané stat. Po
5 minatach bol pridany 1 ml predom pripraveného nasyteného roztoku Na2COs. Roztoky boli
premiesané a nechané stat’. Po 15 minutach bolo pridanych este 12 ml destilovanej vody pre
dostato¢né nariedenie roztoku a pre kazdy roztok bola trikratspektrofotometricky zmerana
absorbancia pomocou UV/VIS spektrofotometra pri vinovej dizke 750 nm proti slepej vzorke,
ktora bola pripravena rovnakym spdsobom ako kalibra¢né roztoky a namiesto 0,1 ml kyseliny
gallovej bola pouzita destilovana voda.

Vlastné stanovenie

Roztoky pre vlastné stanovenie boli pripravované analogicky ku kalibraCnym
roztokom, kde boli namiesto kyseliny gallovej pouzité odobrané vzorky vodnych bylinnych

15



extraktov. Absorbancia bola pre kazdu vzorku zmerana trikrat pre minimalizovanie chyb
merania. Obsah celkovych polyfenolov bol vypocitany zo zostrojenej kalibracnej zavislosti.

4.2.3 Stanovenie celkovych flavonoidovspektrofotometricky

Meranie kalibracnej zavislosti

Bolo pripravenych 6 kalibra¢nych roztokov katechinu s rozmedzim koncentracii 0,05-
0,3 mg/ml. Do 6 skamaviek bolo napipetovanych 1,5 ml destilovanej vody, 0,5 ml roztoku
katechinu a 0,2 ml 5% NaNQO.. Takto pripraveny roztok bol premiesany a nechal sa stat’. Po 5
minutach bolo pridanych 0,2 ml 10% roztoku AICls. Skimavky boli opat premieSané a
nechali sa stat’ d’alSich 5 minut. Nasledne bolo pridanych 1,5 ml NaOH a pre dostato¢né
nariedenie roztoku bolo pridanych 13ml destilovanej vody. Obsah skumaviek bol dokladne
premieSany, ponechany stat a po 15 minutach bola spektrofotometricky trikrat zmerana
absorbancia pri vlnovej dizke 510 nm. Ako slepa vzorka bol pouzity roztok katechinu
s destilovanou vodou.

Vlastné stanovenie

Roztoky pre vlastné stanovenie boli pripravené analogicky ku kalibraénym roztokom,
pricom namiesto katechinu boli pouzité odobrané vzorky =z pripravenych  extraktov.
Absorbancia bola pre kazdi vzorku zmerana trikrat pre minimalizovanie chyb. Obsah
celkovych flavonoidov bol vypocitany zo zostrojenej kalibracnej zavislosti.

4.2.4 Stanovenie celkovej antioxidan¢nej aktivity pomocou ABTS**

Roztok ABTS*® bol pripraveny rozpustenim ABTS*" v destilovanej vode na
koncentraciu 7mmol/dm®. Nasledne bol pridavany K2S:0s do vyslednej koncentracie 2,45
mmol/dm’. Roztok bol nechany stat’ pri izbovej teplote a v tme po dobu minimélne 12 hodin.
Pred pouzitim bolo nutné ABTS*" elte zriedit ethanolom na UV/VIS absorbanciu
A=0,70+0,02 pri vinovej dizke 734 nm. Roztok bol merany oproti ethanolu.

Vlastné stanovenie

Najskor bol do zzenej kyvety napipetovany 1 ml &istého ABTS*" a bola zmerana jeho
absorbancia Ao. Do ABTS*" bolo napipetovanych 10 pl vzorky extraktu. Takto pripraveny
roztok bol nechany 10 minut stat’ a nasledne bola zmerany pokles absorbancie Aio pri vinove;j
dizke 734 nm. Pre vypodet celkovej antioxidatnej aktivity bola pouzita kalibraéna krivka
A=0,00137. c.

4.2.5 Stanovenie antimikrobialnej aktivity

Oba pouzité organizmy Serratia marcescens aj Bacillus cereus boli ockovacou kl'uckou
naockované zo Sikmého agaru do 4 skiamaviek s predom pripravenym sterilnym tekutym
kultivaénym médiom. Inkubécia prebiehala v termostate po dobu 4 dni.

Nasledne bolo pripravené tuhé kultivaéné médium podla navodu od vyrobcu. Do
Erlenmeyerovej banky boli navazené 4 g resp. 8g agaru a zaliate 100 ml resp. 200 ml
destilovanej vody. Takto pripravené tuhé kultivatné médium bolo sterilované v autoklave po
dobu 20 minut.Banka s médiom bola mierne ochladena a do jej objemu bolo napipetovné 1,5

16



ml resp. 3 ml tekutého média s inokulom. Obsah skiumaviek s mikroorganizmami bol tesne
pred odpipetovanim premieSany na vortexe.

Pripraveny agar s mikroorganizmami bol sterilne rozliaty do 12 Petriho misiek, pricom
6 misiek obsahovalo Serratiu marcescensa zvy$nych 6 misiek obsahovalo Bacillus cereus.
Médium sa ponechalo stat’ pri laboratornej teplote do doby, kym nebolo uplne tuhé. Do
stuhnutého agaru v Petriho miskach boli korkovitom spravené 4 otvory s priemerom 1 cm. Do
otvorov boli pomocou mikropipety napipetované vzorky. Kazda Petriho miska obsahovala
vjednom otvore destilovani vodu ako referenénu vzorku a vo zvySnych troch jednu
z odobranych vzoriek bylinného extraktu. Pre stanovenie antimikrobialnej aktivity boli
pouzité len vzorky s najvys§sim obsahom polyfenolov a flavonoidov.
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5 Vysledky a diskusia

5.1 Stanovenie celkovych polyfenolov

Koncentracia celkovych polyfenolov bola stanovend pomocou linearnej regresnej
priamky, ktord vyjadruje kalibracnii zavislost kalibraénich roztokov kyseliny
gallovej. (Graf €.1)Absorbancia kazdého roztoku bola zmerana trikrat a z nameranych hodnot
bol pouzity ich aritmeticky priemer.
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Graf ¢. 1Kalibra¢na krivka Kkysleiny gallov
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Z kazdého typu merania bol vybrany vysledok s najvy$Sou hodnotou koncentracie

polyfenolov, ktory bol vypocitany pomoocu absorbancie. Vysledky su zapisané v tabul'ke ¢.1

a porovnané v grafe €. 1

Extrakt

Koncentracia polyfenolov [mg/ml]

Vzorka ochladena z 80°C (po 25 min)

0,078275

Vzorka ochladena zo 100°C ( po 10 min ) 0,077609
Vzorka ochladena z 80°C (30°C) 0,076043
Vzorka ochladena zo 100°C (30°C) 0,078075
Vzorka temperovana na 80°C (po 10 min) —bez | 0,07661
luhovanicho sacku

Vzorka temperovana na 100°C (po 20 min) 0,070353
Vzorka temperovana na 80°C (po 15 min) — 0,076177

s luhovacim sackom

0.08 -

0.078 -

0.076 -

0.074 -

¢ (mg/ml)

0.072 -

0.07 -

0.068 -

0.066 -

M Vyluh chladeny z 80°C (vzorka
odobrana po 25 min)

B Vyluh chladeny zo 100°C (vzorka
odobrand po 15 min)

® Vyluh chladeny z 80°C (vzorka
odobrana pri 30°C)

M Vyluh chladeny zo 100°C (vzorka
odobrana pri 30°C)

B Temperdacia vyluhu pri 80°C (vzorka
odobrana po 10 min) bez sacku

m Temperdcia vyluhu pri 80°C (vzorka
odobrand po 15 min) so sackom

1 Temperdcia vyluhu pri 100°C
(vzorka odobrana po 20 min)

Vzorky s najvy$sou dosiahnutou koncentraciou polyfenolov

Graf ¢. 2: Grafické porovnanie najvyssich koncentricii polyfenolov
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Z grafu ¢. 2 vyplyva, Ze najvyssiu koncentraciu polyfenolov dosiahla vzorka z vyluhu
chladeného z 80°C odobrana po 25 minutach a vzorka z vyluhu chladena zo 100°C odobrana po
dosiahnuti teploty 30°C. Naopak najnizsiu koncentaciu polyfenolov dosiahla vzorka z vyluhu
temperovaného pri 100°C odobrana po 20 minutach. Touto metodou pripravy vyluhu sa nepodarilo

dosiahnut’ vyssiu koncentraciu polyfenolov.

5.2 Stanovenie celkovych flavonoidov

Koncentracia celkovych flavonoidov bola stanovena pomocou linearnej regresne;
priamky, ktora vyjadruje kalibra¢nu zavislost’ kalibracnich roztokov katechinu. (Graf €.
2)Absorbancia kazdého roztoku bola zmerana trikrat a z nameranych hodnét bol pouzityich
aritmeticky priemer.
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Graf ¢. 3 : Kalibracna krivka katechinu

Stanovenie prebichalo kolorimetrickou metédoupomocou katechinu, ktoré obsahuje rozne
zastupenie molybdenanov a wolframov, kterych redukciouv znikaji modro sfarbené oxidy
spdésobujuce farebnostroztokov. Intenzita zafarbenia roztoku odpovedamnozstvu oxidovanych
polyfenolov vo vzorke, ktoré bolo d’alej stanovené spektrofotometricky privinovejdizke 750 nm.

A=13679-c.
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Extrakt Koncentracia flavonoidov [mg/ml]

Vzorka ochladena z 80°C (po 25 min) 0,041083
Vzorka ochladena zo 100°C ( po 20 min ) 0,040814
Vzorka ochladena z 80°C (30°C) 0,028986
Vzorka ochladena zo 100°C (30°C) 0,040787

Vzorka temperovana na 80°C (po 15 min) —bez | 0,037523

Iahovanieho sacku

Vzorka temperovana na 100°C (po 10 min) 0,039357

Vzorka temperovana na 80°C (po 15 min) — 0,036826

s luhovacim sackom

0.045 -
0.04 - m Vyluh chladeny z 80°C (Vzorka
odobrand po 25 min)"
0.035 -
B Vyluh chladeny zo 100°C (Vzorka
odobrand po 20 min)"
0.03 -
H Vyluh chladeny z 80°C (Vzorka
0.025 - odobrana pri 30°C)"
0.02 - m Vyluh chladeny z 100°C (Vzorka
odobrana pri 30°C)"
0.015 -
H Vyluh temperovany pri 80°C
0.01 (Vzorka odobrana po 15 min)
el bez sacku
m Vyluh temperovany pri 80°C
0.005 - (Vzorka odobrana po 15 min) so
sackom"
O .

Vzorky s najvyssou dosiahnutou koncentraciou flavonoidov

Graf ¢.4 : Grafické porovnanie najvyssSich koncentracii flavonoidov

Z grafu ¢. 4 vyplyva, Ze vzorka z vyluhu chladen¢ho z80°C odobrana pri 30°C dosiahla
najniz§iu koncentaciu flavonoidov.Uvedena koncentracia bola zarovein najvyssia, aka sa podarilo touto

metddou dosiahnat’. Ostatné vzorky nedosiahli vyrazné rozdiely v koncentacii flavonoidov.
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5.3 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Antioxida¢na aktivita bola stanovena podla vysSie uvedeného postupu Vysledné
namerané hodnoty antioxida¢nej aktivity extraktov su zobrazené v grafoch ¢. 5. VicSina
roztokov ma koneénu antioxida¢nu aktivitu v bizkej hodnote.
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Graf &.5 : Pridebeh antioxidacnej aktivity v zavislosti na Case
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5.4 Stanovenie antimiktobialnej aktivity

Antimikrobidlna aktivita testovanych vzoriek bola prevadzana difiznou jamkovou
metédou. Vybrana bola jedna gramnegativha baktéria Serratia marcescens a jedna
grampozitivna baktéria Bacillus cereus.Tieto baktérie boli kultivované na univerzalnom agare
72 hodin pri 27°C. Analyzované vyluhy nemali ziaden zjavny antimikrobialny t¢inok.

Obrizok 6 Bacillus cereus ( Polyfenoly- chladenie zo 100°C, vzorka po 15 min) 23



Obrazok 7 Serratia marcescens ( Polyfenoly- Chladenie z 80°C, vzorka po 20 min)

Obrazok 8 Serratia marcescens ( Flavonoidy- chladenie z 80°C, vzorka po 25 min)

24



6 Zaver

Porovnanim r6znych metdd pripravy vyluhov bolo zistené, ze:

Relevantné je porovnavanie vzoriek odoberanych v rovnakych casovych intervaloch.
Nie je relevantné porovnavanie Casovych a teplotnych intervalov. Po dosiahnuti najvyssieho
bodu koncentracie polyfenolov a flavonoidov boli tieto koncentracie pri vSetkych pouzitych
metddach priblizne rovnaké. Za najkrat§$i Cas sa vSak podarilo dosiahnut najvyssiu
koncentraciu temperaciou pri 80°C. Pri porovnani antioxidacnej aktivity pri vacSine vzoriek
nenastali vyznamné rozdiely. Najacsiu antioxida¢ni aktivitu vykazovali vSak wvzorky
temperované pri 100°C a 80°C.

Antimikrobalna aktivita bola testovana voCi Bacillus cereus a Serratia marcescens.
Mikroorganizmy boli vybrané tak, aby testovanie prebehlo voci grampozitivne) aj
gramnegativnej baktérii. Testované boli iba vzorky snajvy§§imi koncentraciami polyfenolov a
flavonoidov. Ziadny z testovanych vyluhov nevykazoval pozorovatelni antimikrobialnu
aktivitu. Vyluh z bazového kvetu teda nie je u€inny proti mikroorganizmom Bacillus cereus

a Serratia marcescens.
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