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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na izolaci G¢innych latek s antioxidacnimi vlastnostmi
z lignocelulézovych odpadi. Cilem této prace bylo modifikovat bakterialni celulozu (BC)
extrakty z hroznovych vyliskl, které vykazuji vysokou antioxidacni aktivitu. Hroznové
vylisky patti do skupiny lignocelulozovych odpadi s vysokym obsahem bioaktivnich latek
napt. polyfenoli, které vyznamné ptispivaji k antioxida¢ni uc¢innosti.

V této praci byla testovana hypotéza, Ze extrakty z matolin mohou poskytnout
antioxidacni u¢innost bakteridlni celuloze. Extrakty z hroznovych vyliskii byly pfipraveny
ze zmrazenych a lyofilizovanych matolin pomoci 70% acetonového, 70% etanolového nebo
50% etanolového rozpoustédla. Nejvyssi hodnoty antioxidac¢ni aktivity byly stanoveny
pro lyofilizovany extrakt piipraveny extrakci matolin 70% acetonem. Piipravené extrakty
byly dale pouzity k modifikaci bakteridlni celulézy ve formé filma (sucha BC) a hydrogela
(vlhka BC). Ukazalo se, ze obé formy BC lze u¢inné modifikovat pomoci extraktti z matolin,
pficemz ale hydrogel BC dosahl vyssi antioxida¢ni aktivity ve srovnani se suchym filmem
BC. Takto modifikovanou bakterialni celulézu s antioxidacni aktivitou lze vyuzit v riznych

aplikacich v oboru potravin, kosmetiky a mediciny.

KLICOVA SLOVA

Lignocelul6zové odpady, vinné matoliny, extrakce, antioxida¢ni aktivita, bakterialni celuléza



ABSTRACT

This thesis focuses on isolating active substances with antioxidant properties from
lignocellulosic wastes. This work aimed to modify bacterial cellulose (BC) with extracts from
grape pomace, which show high antioxidant activity. Grape pomace belongs to the group of
lignocellulosic wastes with high content of bioactive compounds such as polyphenols, which
contribute significantly to antioxidant efficacy.

This work tested the hypothesis that grape extracts can provide antioxidative
efficiency to BC. Grape pomace extracts were prepared from grape pomace frozen and
Iyophilized using a 70% acetone, a 70% ethanol or a 50% ethanol solvent. The highest values
of antioxidant activity were determined for the lyophilized extract prepared by extracting
grape pomace with 70% acetone. The extracts were further used to modify bacterial cellulose
in the form of films (dry BC) and hydrogels (wet BC). It was shown that both forms of BC
could be effectively modified using grape pomace extracts, but BC hydrogel achieved higher
antioxidant activity compared to BC film. Furthermore, BC with antioxidant activity can be

used in various food, cosmetics, and medicine applications.

KEY WORDS

Lignocellulosic wastes, grape pomace, extraction, antioxidative activity, bacterial cellulose
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1 UvoD

Celosvétova produkce odpadii se kazdoro¢né zvySuje, a proto se hledaji mozné alternativy
jejich recyklace a opétovného vyuziti. Nejrozsifenéjsi biomasou jsou v soucasné dobé
lignocelulézové odpady (LCO). Lignocelul6zové odpady jsou obnovitelné, potencionalné
perspektivni materialy, které by mohly v budoucnosti najit Siroké uplaténi v papirenském,
chemickém ¢i petrochemickém primyslu. Neustdle se vyvijejici koncepce biorafinerie se
snazi najit vhodné feSeni, jak vyuZit 1 meziprodukty a vedlej$i produkty pii zpracovani
lignoceluldzy tak, aby bylo co nejméné zatézovano Zivotni prostiedi [1; 2].

Z lignocelulézovych odpadt je mozné izolovat fenolické slouceniny, které maji
pozitivni vliv na lidsky organismus. Inhibuji oxidaci lipoproteini o nizké hustoté, ¢imz
nebo antioxida¢ni G¢inky. Antioxida¢ni G¢inky jsou zpusobeny inhibici oxida¢nich procest,
kdy dochazi k vychytavani volnych radikali a reaktivnich forem kysliku. Diky tomuto
mechanismu lze pfedchazet mnoha onemocnénim vcéetné diabetu mellitu nebo rakoviny.
Fenolické slou¢eniny jsou z LCO extrahovany pomoci ruznych organickych rozpoustédel.
Mezi nepouzivané€js$i rozpoustédla patii etanol, metanol, etyléter a etylacetat. Pfipravené
extrakty je dale mozné vyuzit kK modifikaci bakteridlni celulézy (BC). BC je stabilni,
nezanétlivy biomaterial, ktery je vyuzivan v I¢kaiském, kosmetickém, potravinarském

¢i farmaceutickém prumyslu [3; 4; 5].



2 TEORETICKA CAST

2.1  Lignocelul6zové odpady

Lignocelul6zové odpady (LCO) pochazeji z rostlinnych zdroji a jsou to vedlejsi produkty
potravinaiského prumyslu, zeméd¢€lstvi a lesnictvi. Vyskytuji se ve velkém mnozstvi na celém
svété, kdy (Periyasamy a kol.,, 2022) uvadi, ze ro¢ni produkce LCO je odhadovéana
na 10-50 miliard tun. Mezi lignocelul6zové odpady patii naptiklad kdvova sedlina, vinné
matoliny, obilné klasy, kukuti¢na slama, bananové slupky nebo kokosova vlakna (Obr. 1) [2;
6].

Kokosova vlakna

Pivovarské mlato Vylisky z cukrové titiny

o [ ,

Lignocelulozove
odpady
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Ryzové odpady Kukuii¢né odpady

Obr. 1: Priklady lignocelulézovych odpadii [7]

V soucasné dobé nachazi vyuziti jen mala ¢ast LCO, ale vzhledem ke zvySujicimu se
trendu aplikace cirkularni ekonomiky se hledaji dal$i moznosti jejich vyuziti. Hlavnim cilem
je najit financn€ dostupné a ekologicky Setrné moZnosti zpracovani téchto odpadl tak, aby
nedochazelo k uvoliiovani vedlejSich toxickych produktd, které by zneéistovaly planetu.
Lignocelul6zové odpady nachazeji uplatnéni jako zdroj pro vyrobu bioenergie, chemikalii,



kompoziti a jsou povazovany za dostupnou alternativni formu pro vyrobu paliv.
Pti nevhodném zpracovani LCO vsak vznika riziko zneéisténi zZivotniho prostfedi oxidem
uhli¢itym, oxidem sifi¢itym a dal$imi toxickymi plyny. Problémem pfti zpracovani LCO je
rezistence vuci rozkladu na jednotlivé podjednotky napt. lignin, celulozu a hemicelulozy.
To souvisi s vysokymi finanénimi néklady a ekologickou zat&i. ReSenim by mohlo byt
vyuziti pokroc¢ilych modernich technologii za uc¢elem vyroby produktt. (Periyasamy a kol.,
2022) uvédi, ze po oddéleni hlavnich sloZzek (celuldéza, hemicelulozy, lignin), mize dojit
k rozlozeni téchto slozek pomoci kyselé nebo enzymatické hydrolyzy na monomerni jednotky
sacharidu [2; 6; 8; 9; 10; 11].
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Obr. 2: Priklad usporadani lignocelulozové biorafinerie [12]

Nejvhodné€j$imi metodami pro zpracovani lignocelulézovych odpadi jsou aktudlné
pyrolyza a zplynovani. Pyrolyza je tepelny rozklad organického materialu na plynne (plyn),
kapalné (olej) nebo pevné produkty (dievéné uhli). Olej ziskany pyrolyzou je mozné dale
zpracovavat. Vyuziva se jako palivo nebo mize byt pfeménén na teplenou ¢i elektrickou
energii. Zplynovani je termochemické proces, kdy do dochazi k pteméné organického
materidlu na syntézni plyn. Plyn je déle vyuZzivan jako zdroj energie nebo je pfeménén

na biopalivo v kapalné formé [9; 12].



2.1.1 SloZeni lignocelulézovych materiali

Lignocelulézové materialy (LCM) se skladaji zetfi zakladnich slozek, a to celuldzy,
hemiceluléz a ligninu (Obr. 3). Spolu vytvaii komplex, diky némuZ jsou vylepSeny
mechanické vlastnosti (tuhost, pruznost) bunéénych stén. Minoritné jsou zastoupeny proteiny,

lipidy nebo mineralni latky [6].

40-50 %

= Celuloza = Hemicelulézy = Lignin

Obr. 3: Procentuélni zastoupeni celul6zy, hemiceluldz a ligninu v lignocelul6zovych materiélech [13]

2.2  Hrozny

Hrozny maji dlouhou a bohatou historii, kdy byly jiz po staleti vyuzivany piedev§im
pro vyrobu vina. Vinafstvi je hojné rozSitené po celém svété. Mezi vinaiské velmoci patii
Italie, Spanélsko ¢&i Francie. V 80. letech 20. stoleti byl formulovan takzvany francouzsky
paradox, jez vychazi zfaktu, Ze u Francouzii je pozorovana nizkd mira umrtnosti
na ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS) 1 pfesto, ze jejich jidelnicek obsahuje nadmérné
mnozstvi potravin bohatych na nasycené tuky. Tento paradox je pravdépodobné zplisoben
pitim vina, kdy jeho mirna a pravidelnd konzumace poskytuje ochranny ucinek proti ICHS.
Vlivem konzumace vina dochazi ke zvySeni koncentrace lipoproteint s vysokou hustotou
(HDL), kter¢ jsou pro télo prospésné, coz v konecném diisledku vede az k 50% snizeni rizika
ICHS. Zatim neni pfesné objasnéno, pro€ tento fenomén vznikd, avSak nejvice se pfipisuje
vysokému obsahu polyfenold ve viné [14; 15; 16; 17; 18].

Péstovani vinné révy a naslednd vyroba vina ma velmi bohatou historii i v Ceské
republice. V soucasné dobé jsou vina zCech a Moravy povazovany za jedny
z nejkvalitngjsich v Evropé. V roce 2021 bylo dle dat Ceského statistického tiadu sklizeno
90 000 tun hroznti vinné révy. V Ceské republice se nachazeji dvé vinaiské oblasti, a to

Cechy a Morava. Na Moravé se nachazi 96 % vsech ¢eskych vinic a na Cechy tak piipadaji
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zbyla 4 %. Tyto dvé oblasti se dale d¢li na mensi podoblasti, jez jsou specifické vyrobou
riznych druht vina. Na Moravé jsou to Znojemska, Mikulovska, Velkopavlovicka a Slovacka
oblast. V Cechach to je Mélnicka a Litomdfickd oblast. Vina z jednotlivych oblasti jsou
charakteristicka svou specifickou chuti a vini. Roéné je v CR vyprodukovéno okolo
550 000 hl vina. S produkci vina je v8ak spjata i tvorba biologického odpadu, ktery tvofi asi
22 %. Tento odpad nachazi vyuziti pfi kompostovani nebo krmeni zvéfe. Péstuji se
tfi zakladni druhy hroznovych odrid, a to ¢erné, Cervené a bilé. Lidé je mohou konzumovat
v ruznych formach, a to nejen ve form¢ vina, ale také jako rozinky, dzus ¢i Cerstvé ovoce [14;
15; 19; 20; 21].

Hrozny jsou bohaté na diilezité ziviny, zejména vitaminy, mineralni latky, vlakninu ¢i
fytochemikalie. Nachazi se v nich vyznamné mnozstvi bioaktivnich slou¢enin, ze kterych
nejdilezitéjsi jsou polyfenoly. Tyto latky mohou mit pfiznivé ucinky na lidsky organismus pii

1é¢be kardiovaskularnich chorob a nékterych typt rakovin [14; 15; 22].

2.2.1 Vinné matoliny

Vinné matoliny jsou vedlej$im produktem vinaiského pramyslu, ziskané po vylisovani
hroznd. Jsou sloZzeny ze slupky, semena a stopek. Celkové tvoii asi 20-25 % hmotnosti
hroznd. Vinné matoliny se vyuzivaji na vyrobu matolinové palenky, vina ¢i vinného oleje.
Je zndmo, Ze jsou bohatym zdrojem ptirodnich antioxidantt. Jejich chemické slozeni zavisi
na mnoha faktorech (vysadba, sklizen, typ odridy). Obsahuji fenolické slouceniny, zejmeéna
antokyany, flavanoly, stilbeny (resveratrol), fenolické kyseliny a lignin (Obr. 4). Hroznové
slupky obsahuji ptedevsim barevné pigmenty antokyany. Zatimco ve stopkach a semenech se
nachazi velkém mnozstvi flavonoidi. Mimo fenolickych slouéenin obsahuji vinné matoliny

lipidy, bilkoviny, vlakninu a mineralni latky [14; 15; 23; 24].

FENOLICKE SLOUCENINY

Jednoduché Polyfenoly

Fenolické kyseliny
- Derivaty kyseliny benzoové Flavonoidy Stilbeny Taniny
- Derivaty kyseliny skoficové

Obr. 4: Nejzastoupenéjsi fenolické slouceniny ve vinnych matolindch [24]

11



2.3  Antioxidanty

Fyziologické oxidanty vznikaji pfi béznych procesech bunééného metabolismu, pfiCemz se
vyskytuji ve formé volnych radikdli. Oxidacni stres je zplsoben zvySenou hladinou
reaktivniho kysliku ¢i poklesem antioxidacni obranyschopnosti organismu. Dusledkem je
poskozeni zivotn¢ dulezitych biomolekul (proteint, lipidti, DNA). Oxida¢ni stres je spjaty
s celou fadou onemocnéni napt. diabetes, kardiovaskularni a degenerativni choroby. Z tohoto
diivodu je velmi dulezité studovat potencialni antioxidacni molekuly, které by ptisobily proti
Skodlivému ucinku stresu. Antioxidanty jsou molekuly, které zpomaluji ¢1 inhibuji oxidaéni
stres na bunécné Grovni, a proto jsou uzite¢né pii 1ébé vyse zminénych onemocnéni [10; 25].

Za jeden z dulezitych zdroju pfirodnich antioxidantd jsou povazovany rostliny.
Rostliny maji G¢inny obranny systém, ktery eliminuje toxicky ucinek volnych radikali.
Mezi hlavni rostlinné antioxidanty patii terpenoidy, kyselina skoficova, kyselina benzoova,
kyselina listova, kyselina askorbova, a-tokoferoly a tokotrienily. Kromé rostlin jsou
charakteristické vynikajicimi antioxida¢nimi ucinky také ovoce a zelenina, které obsahuji
betakaroten, antokyany, tokoferoly a dalsi antioxida¢ni latky. (Rimm a kol., 1996) uvadi, ze
lidé konzumujici velké mnoZstvi ovoce a zeleniny trpi méné chronickymi onemocnénimi.
(Conde a kol., 2011) stanovovali antioxida¢ni aktivitu v LCM. Stanovené hodnoty

antixodacni aktivity ve vybranych LCM jsou uvedeny v Tab. 1 [7; 25; 26; 27].

Tab. 1: Antioxidacni aktivita stanovend ve vybranych lignocelulézovych materialech v g Troloxu/g
extraktu pomoci ABTS [27]

. , ; » Antioxida¢ni aktivita LCM
Lignocelul6zovy material (LCM)
(g Troloxu/g extraktu)

Kukuti¢ny klas 0,53
Eukalyptové dfevo 0,79
Mandlové skotapky 0,72

Kastanové otfepy 0,85
Hroznové vylisky 0,70

Fenolické slou¢eniny
Fenolické slouceniny jsou sekundarni metabolity rostlin, které obsahuji aromaticky kruh
s jednou ¢i vice hydroxylovymi skupinami. Diky témto hydroxylovym skupinam ziskavaji

antioxida¢ni vlastnosti. Vyznacuji se také dobrymi protiz

SIS FHUPRe

anétlivymi, antimikrobilnimi,

antitrombotickymi, kardioprotektivnimi a vazodilatacnimi G¢inky. Bohatymi zdroji
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fenolickych slou¢enin jsou ovoce, zelenina, obiloviny, ¢okolada ¢i vino. (Conde a kol., 2011)
stanovovali koncentrace fenolickych slou¢enin v LCM. Stanovené koncentrace fenolickych
sloucenin ve vybranych LCM jsou uvedeny v Tab. 2. Fenolické slouceniny se déli do dvou
zékladnich skupin na jednoduché fenoly (fenolické kyseliny) a polyfenoly (flavonoidy,

karotenoidy, stilbeny, kumariny, lignany, taniny) [10; 23; 28; 29].

Tab. 2: Stanovené koncentrace fenolickych sloucenin ve vybranych lignocelulézovych materidlech v g

kyseliny gallové (GAE)/g extraktu pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla [27]

. o g Koncentrace fenolickych slou¢enin LCM
Lignocelul6zovy material (LCM)

(g GAE/g extraktu)
Kukuti¢ny klas 0,32
Eukalyptové dievo 0,38
Mandlové skotapky 0,36
Kastanové otiepy 0,43
Hroznové vylisky 0,38

Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny se vyskytuji zejména v semenech, ovocnych slupkéch, listech zeleniny
a houbach. D¢li se do dvou podtiid na derivaty kyseliny skoficové (Obr. 5) a derivaty
kyseliny benzoové (Obr. 6). Hydroxyskoficové kyseliny (pfedev§im kyselina ferulova,
kadvovd, p-kumarova a sinapova) se vyskytuji hojné v potravinach vazané ve formé
jednoduchych esteri spoleéné s kyselinou chinovou nebo glukdzou. V porovnani
s hydroxyskoficovymi kyselinami je obsah hydroxybenzoovych kyselin v potravinach velmi

nizky s vyjimkou nékterych druhti ¢erveného ovoce a cibule [30; 31].

O

N OH

Obr. 5: Vzorec kyseliny skoricové [32]
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OH

Obr. 6: Vzorec kyseliny benzoové [33]

Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejzastoupenéj$i skupinou polyfenolickych sloucenin. Jejich struktura se
sklada ze dvou aromatickych kruhd spojenych tiuhlikatym fetézcem a atomem kysliku (Obr.
7). V ptirodé se vyskytuji ve volné i vazané form¢. DEli se do sedmi podtiid na flavonoly,
flavony, flavanony, katechiny, antokyanidiny, dihydroflavonoly a chalkony. Maji
antioxida¢ni, antibakterialni a protizanétlivé ucinky, posiluji imunitni systém a chrani kuzi
pted skodlivym UV zafenim, a i proto je dale zkoumano jejich potencialni vyuziti

ve farmaceutické a lékaiském pramyslu [26; 31; 34]

Obr. 7: Vzorec flavanu [35]

Antokyany

Antokyany jsou barviva, ktera patii do skupiny polyfenolickych flavonoidl. Ve velké mife se
vyskytuji v ovoci, zelening a kvétech a ptispivaji k jejich ¢ervenému az fialovému zbarveni.
Vzhledem ke své netoxické povaze a biokompatibilité¢ s lidskym télem, jsou antokyany
pfedmétem stale vétsiho zajmu vyrobell potravin a doplikkli stravy jako zdroj pigmenti
a antioxidantd. Chemicka struktura antokyanil je tvofena glykosidovym derivatem obsahujici
antokyanidin (napf. delfinidin, kyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin nebo malvidin),

cukernou ¢ast a acyla¢ni skupiny (Obr. 8) [36; 37; 38].
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Obr. 8: Obecny vzorec antokyanii [39]

Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupina terpenoidnich Zlutych az oranZzovocervenych pigmenta
syntetizovanych fotosyntetickymi organismy, bakteriemi a plisnémi. DéEli se do dvou podtiid
na xantofyly (obsahuji kyslik, Obr. 9) a karoteny (neobsahuji kyslik, Obr. 10). Nachazeji se
v rostlinach, ovoci, zeleniné, houbdch, fasdch ¢i rybach. PfestoZe jsou v pfirodé velmi
rozsifené, Vv lidské stravé se nachazi jen mala ¢ast znich. Mezi nejvice zastoupené
karotenoidy v potravinach patii predevS§im lutein, zeaxanthin, mezoxanthin a xantofyl.
(Bungau a kol., 2019) uvadi, ze lidé, kteti konzumuji potraviny S vysokym obsahem

karotenoidi trpi méné o¢nimi onemocnénimi [40; 41; 42].

HO™

Obr. 9: Vzorec luteinu (xantofyl) [43]

NIRRT RN

Obr. 10: Vzorec betakarotenu (karoten) [44]
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Stilbeny

Stilbeny jsou substituované slouceniny se dvéma aromatickymi kruhy spojenymi alifatickym
fetézcem (Obr. 11). VétSina stilbenti v rostlinach pisobi jako antimykotické fytoalexiny.
Jedna se o slouceniny, které jsou syntetizovany pouze v reakci na infekci nebo poranéni.
Stilbeny se v poslednich letech stavaji stfedem pozornosti ve védé, jelikoz maji velmi
a antidyslipedemické ucinky. Nejzndméjsim zastupcem této skupiny je resveratrol, ktery ma
ptiznivy vliv na kardiovaskularni systém. Vyskytuje se v ¢erveném viné€, hroznech, arasidech

a bobulich [31; 45; 46].

Obr. 11: Vzorec stilbenu [47]

Kumariny

Kumariny (Obr. 12) jsou sekundarni metabolity obsazené v semenech, kofenech a listech
rostlin.  Tyto slouCeniny Vvykazuji antikoagula¢ni, protizanétlivé, protinadorové,
hepatoprotektivni, ulcerogenni a antioxida¢ni 0¢inky. Vyuziti nachazeji v kosmetickém

primyslu pii vyrobé esenci a parfému, potravinaiském pramyslu a zemédélstvi [48].

AN

O 0

Obr. 12: Vzorec kumarinu [49]

Lignany
Lignany jsou difenolové slouceniny, které obsahuji strukturu 2,3-dibenzylbutanu, kterd vznika
dimerizaci dvou zbytku kyseliny skoficové. Vyskytuji se v pomérné nizkych koncentracich

vV riznych semenech, zrnech, ovoci a zelenin€é. Nejbohat$im zdrojem lignani jsou Inéné
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seminko, sezam, Cesnek, olivovy olej nebo pivo. Piijem lignani ve stravé slouzi jako
prevence proti chronickym, kardiovaskularnim onemocnénim a také nékterym typtm
rakoviny [31; 45; 50].

Taniny (Trisloviny)

Taniny jsou piirodni, ve vodé rozpustné polyfenoly, které se nachézeji v ovoci, bylinach
a ve dfeve a kife stromd. Jednd se o svétle hnédé az tmaveé hnédé prasky. Maji ptiznivy vliv
na lidské zdravi a vyuzivaji se k 1é¢bé bakterialnich infekci, jelikoz dokazi tvofit komplexy
s bilkovinami [51; 52].

Nejvetsi primyslové uplatnéni nachazeji taniny, které jsou obsazeny ve tvrdém dieve
kastanu (Castanea sativa) a kebra¢ovniku (Shinopsis lorentzii). Déli se do dvou skupin, a to
na hydrolyzovatelné a kondenzované. V kastanu jsou hojné zastoupeny predevsim
hydrolyzovatelné ellagitaniny (castalagin, izomer vescalagin, (Obr. 13)). Naopak v dievé
kebracovniku se nachazi pfevazné taniny kondenzované (profisetinidiny, (Obr. 13)). Vyuziti
nachazeji v potravinarském prumyslu jako aditiva pro zvyraznéni vini a chuti vina. Zaroven

slouzi také jako lepidla, inhibitory koroze nebo sitovadla v pénach [52].

Obr. 13: Struktura taninii-castalagin/ vescalagin (vlevo), profisetinidiny (vpravo) [52]

2.3.1 Typy extrakénich metod

Konvenc¢ni extrakce rozpoustédlem (CE)
Mezi CE patii macerace a hydrodestilace, které se vyuzivaji k extrakci fenolickych slouc¢enin
[53].
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Macerace je extrakéni metoda, kdy je tuhy vzorek louhovan v organickém
rozpoustédle ¢i vode€. NejpouzivangjSimi rozpoustédly pii extrakci fenolickych sloucenin jsou
metanol, etanol, aceton, voda nebo smés téchto rozpoustédel. Macerace probiha nejméné
tiéi dny, kdy obsah naddoby je pravidelné michan a protfepavan, aby bylo dosazeno
maximalniho vytézku. Nevyhodou této metody je spotieba velkého mnoZstvi rozpoustédla
a také dlouh4 doba extrakce [37; 54].

Hydrodestilace se vyuziva piedevS§im pro extrakci silic zrostlin.  Zahrnuje
tii fyzikalné-chemické procesy: hydrodifuzi, hydrolyzu a rozklad teplem. P#i hydrodestilaci je
rostlinny material po néjakou dobu namocen ve vodé a nasledné je smés zahtivana.
Alternativné je do rostlinného materialu vstiikovana para. Horka voda nebo para ma hlavni
vliv na uvoliovani fenolickych sloucenin. Jelikoz se hydrodestilace ¢asto provadi pii teploté
vys$i, nez je teplota varu vody mize dojit ke ztratam tékavych slozek, pfirodnich pigmenta
a tepeln¢ labilnich sloucenin. Existuji tfi druhy hydrodestilace: destilace vodou, destilace

vodou a parou a ptima destilace parou [55; 56].

Ultrazvukové extrakce (UE)

Metoda je zalozena na kavitaci vyvolané pomoci kompresnich a expanznich cykli spojenych
s prichodem ultrazvuku vzorkem o frekvenci 20 kHz az 100 MHz. Imploze kavita¢nich
bublin vyvola kolizi mezi ¢asticemi, které maji za nasledek naruseni Castic a zvySenou difuzi
extrahovanych sloucenin do rozpoustédla. Pouzitim metody UE lze snizit celkovou dobu
extrakce, spotfebu rozpoustédla. Zaroven extrakce probiha pii nizké teploté a dochazi

ke zvyseni efektivity procesu [37; 57].

Enzymaticka extrakce (EA)

Vhodnou alternativou k ziskavani bioaktivnich slou¢enin z rostlinného odpadu se jevi
enzymatickd extrakce. Jeji obrovskou vyhodou oproti konvenénim technikam je, Ze
biokatalytické procesy probihaji pii nizSich teplotaich za pouZziti mensiho mnozZstvi
rozpoustédla. Enzymy jako celuldzy, pektindzy a hemiceluldza jsou vyuzivany zejména
pro Upravu rostlinného materidlu, kdy dochazi k naruseni strukturdlni integrity bunééné stény
rostlin. Aby byla metoda co nejefektivnéjsi je potieba znat katalytické vlastnosti, zptisob
uc¢inku a optimalni provozni podminky enzymu. Enzymatickd pifeduprava suroviny ma
za nasledek zkraceni doby extrakce, minimalizaci vyuziti rozpoustédel a zajisténi vyssiho
vytézku a kvality vyextrahovanych bioaktivnich sloucenin. Limitaci EA je cena enzymu

pfi pouziti metody ve vétsim primyslovém métitku [10; 58; 59].
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Mikrovinna extrakce (ME)

Mikrovinnd extrakce (ME) je proces, kdy je vyuzivana mikrovinné energie k ohievu
rozpoustddla, které je v kontaktu se vzorkem. Ucelem této metody je extrakce fenolickych
sloucenin z matrice vzorku do rozpoustédla. Pti pouziti uzavienych nadob lze extrakci
provadét i pti zvySenych teplotach, pficemz je cely proces extrakce urychlen. ME bézné trva
15-30 minut za pouziti malych objemut rozpoustédel v rozsahu 10-30 ml. (Sun a kol., 2019)

uvadi, Ze ME je vhodnou extrakéni technikou pro ziskani ligninu z rostlinnych odpadu [60].

2.3.2 Vyuziti antioxidanti

Uplatnéni nachazeji v potravinaiském priimyslu jako konzervanty za ucelem prodlouzeni
trvanlivosti potravin. Dale v kosmetickém primyslu, kdy mohou byt soucasti krémui, tinktur,
odli¢ovacich vod, Samponti ¢i masek. Aplikace antioxidanti v kosmetice snizuje oxidacni
poskozeni, coz piedstavuje dobrou alternativu v prevenci pred€asného starnuti. Maji také
fotoprotektivni t¢inek a napomahaji pti 1é¢bé koznich onemocnéni [26; 61].

Pro postupné uvoliiovani antioxidanti je mozné vyuzit enkapsulaci nebo inkorporaci
na pevny nosi¢, napf. bakterialni celulozu (BC). BC je diky své netoxické povaze,
fyzikalné-chemickym vlastnostem a strukturni morfologii zkoumana jako potencialni material

pro rizné biomedicinské aplikace [62; 63].

2.4  Bakterialni celuloza

Bakteridlni celulézu (BC) dokaze syntetizovat jen malé mnozstvi rodi bakterii. Nejznamé;jsi
bakterii, produkujici BC je gramnegativni bakterie Komagataeibacter xylinus. Dal$imi rody,
které mohou BC produkovat jsou Agrobacterium, Acetobacter, Azotobacter, Rhizobium,
Sarcina, Alcaligenes a Pseudomonas. Bakterialni celuléza ma fadu vyhod: je netoxicka,
biokompatibilni, vyznacuje se vysokou CcCistotou a vysokou kapacitou zadrzovani vody.
Diky hydroxylovym skupinam dochazi ke zvétSeni mérného povrchu, diky ¢emuz dochazi
ke zvySeni kapacity adsorbentu. Z tohoto divodu je bakteridlni celuléza vybornym
adsorbentem. Na rozdil od jinych anorganickych adsorbentil jsou materialy na bazi bakterialni
celulozy zcela biologicky rozlozitelné. Degradace BC mize byt iniciovana vnéjSimi
nebo vnitinimi vlivy, kdy rychlost odbouravani je ovlivnéna né€kolika faktory (molekulova
hmotnost, krystalinita, pH...). VyuZiti nachadzi v mnoho riznych odvétvich primyslu at’ uz je
to  vpotravinaiském primyslu (obalové materidly), v mediciné (hojeni ran)

anebo v chemickém pramyslu (vyroba biopolymeri a nanokompozitti) [64; 65; 66; 67].
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2.4.1 Modifikace bakterialni celuldzy

Pro specifické pozadavky jednotlivych aplikaci je potieba upravovat fyzikalné-chemické
vlastnosti BC (napf. porovitost, krystalinitu nebo chemickou strukturu) riznymi
modifikacemi. VylepSeni funkcionality bakteridlni celulézy je mozno dosahnout
implementaci syntetickych ¢i piirodnich polymeri nebo materiali na bazi uhliku
(nanotrubi¢ky, grafen). Proces modifikace je délen do dvou hlavnich skupin. Do skupiny
modifikace in situ jsou fazeny metody modifikace v kultivatnim médiu béhem syntézy
bakterialni celul6zy, zatimco do skupiny ex situ jsou fazeny metody modifikace po ukonceni

syntézy bakterialni celulozy [68].

INSITU

Proces modifikace in situ je oznacovan jako piimy zpusob upravy funkcionality bakterialni
celulozy vlivem pridavku vyztuzujiciho materialu, tzv. aditiva (Obr. 14). Prubéh kultivace
anasledné 1 fyzikdlné-chemické vlastnosti BC je moZno ovlivnit napiiklad pfidavkem
chitosanu, methylcelulézy, karboxymethylceluldzy, poly-3-hydroxybutyratu ¢i siliky.
Tato aditiva jsou pfidavana piimo do kultivatniho média, zpravidla na zacatku procesu tvorby
bakterialni celulozy, pticemz neovliviiuji rist bakterii a samotnou syntézu celulézy. Vyhoda
tohoto procesu tkvi v pfimém zabudovani vyztuzujicich materialu do fibril BC, coz se projevi
ve zmeéné jejich fyzikalné-mechanickych vlastnosti. K implementaci aditiv do strukturni sité
béhem krystalizace fibril dochazi interakci s —OH skupinami piitomnymi v fetézcich

bakterialni celulozy, pti¢emz se tvoii nove vodikové vazby [64; 68; 69].

modifikovana BC

nemodifikované modifikované produkce
kultivaéni médium kultivaéni médium  modifikované BC

Obr. 14: Modifikace bakterialni celuldzy in situ [70]
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EXSITU

Modifikace ex situ jsou bud’ chemické nebo fyzikalni povahy. Principem metody byva velmi
Casto jednoduché ponoteni BC do 1azné s rozpusténym zmékcovadlem, polymerem v roztoku
nebo jinym ¢inidlem (Obr. 15). Diky porovité struktufe BC pfidavny material miize snadno
pronikat napfi¢ celou matrici, coz miize mit za nasledek snizeni pérovitosti BC. Dochazi v§ak
také kovlivnéni dalSich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Vyhodou této metody je,
7e struktura BC zlstava po celou dobu zachovana a neporusena. (Wahid a kol., 2021) uvadi,
ze Za ucelem ziskani materiald s vylepSenymi vlastnostmi byly testovany rtzné ptirodni
(chitosanu, kolagen, Zelatina...) ¢&i syntetické polymery (polyakrylamid, polyanilin,
polyakrylovéa kyselina) [68; 69; 71].

nemodifikovana BC \
+
L
- "“ > ’
%}é’.} BC/Kompozitni material

D priprava BC + material
aditivum

Obr. 15: Modifikace bakterialni celul6zy ex situ [70]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Fenolické slouceniny jsou obsazeny v rostlindch volné nebo vazang€. NejCastéji se vyskytuji
V ovoci, zelening, ¢aji, vin¢ nebo kav€é. Mohou byt extrahovany pomoci riznych extrakénich
technik jako jsou ultrazvukova extrakce, konven¢ni extrakce, mikrovinna extrakce nebo
enzymatickad extrakce. Zvolend extrakcni technika zavisi na stabilité fenolickych sloucenin
nachézejicich se v dané rostliné. Fenolické slouceniny maji velky vliv na lidské zdravi,
protoze maji antiseptické a diuretické u¢inky. Vyuziti nenachazeji jen v medicing, ale také
ve farmaceutickém ¢i kosmetickém primyslu. Diky svym antioxida¢nim vlastnostem jsou
soucasti tinktur, hydrata¢nich krému, pletovych masek, Samponti ¢i sprchovych gela [72].

Pomoci fenolickych extraktti mize byt modifikovana BC, kterd narozdil od rostlinné
celul6zy neobsahuje hemiceluldzy, pektin nebo lignin. Oproti rostlinné celuloze se vyznacuje
lep§imi mechanickymi, fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi. VyuZziti nachdzi pfevazné
V biomediciné nebo kosmetickém pramyslu pii vyrobé pletovych masek [63; 73].

(Kamal a kol., 2022) se zabyvali modifikaci BC ve formé& hydrogelu pro potencialni
vyuziti v biomedicinskych aplikacich. Hlavnim cilem byla modifikace BC pomoci rostlinného
extraktu, ktery byl pfipraven z listi rostliny Dracaena serrulata pomoci Soxhletova
extraktoru. BC byla modifikovana ex-situ, kdy byl extrakt navazan do matrice pomoci
vodikovych interakci. Pomoci MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) a MBC (minimalni
bakteriocidni koncentrace) testti bylo zjisténo, Ze extrakt vykazoval antibakterialni aktivitu.
| diky vysoké schopnosti zadrzovat vodu je BC vhodna jako nosi¢ 1éCiv ¢i obvazovy material
pii poranéni [73].

(Amorin a kol., 2021) se vénovali modifikaci BC ve formé hydrogelu za téelem
vytvofit prototyp pletové masky. Cilem této studie byla modifikace BC in situ a ex situ
pomoci propolisového extraktu, ktery byl ziskan zifedénim komeréné dostupného vodného
roztoku extraktu vyrobeného spole¢nosti Bee PropolisBrazil™. Propolisovy extrakt je ¢asto
soucasti kosmetiky (krémy, pletové masky), jelikoz mé protizdnétlivé Gcinky a slouzi jako
prevence proti vzniku akné. Z vysledkd bylo zjisténo, ze modifikace BC in-situ nebude
moznd, jelikoz dochazi K inhibici ristu bakterie Gluconacetobacter Hansenii. Tento fakt
muze byt zpisoben vysokou antimikrobialni aktivitou propolisového extraktu. Naopak
u modifikace ex-situ bylo dosazeno pfijatelnych vysledkd, jelikoz byla zachovana

antioxida¢ni aktivita [63].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Prvnim krokem experimentalni c¢asti této diplomové prace byla piiprava etanolovych
a acetonovych extrakt z hroznovych vyliski. Nasledné byl Vv ptipravenych extraktech
stanoven obsah celkovych polyfenold, flavonoidli, antokyani a antioxida¢ni aktivita. Dal§im
krokem experimentalni ¢asti bylo stanoveni stupné bobtnani a modifikace BC vybranymi
extrakty vykazujici nejvyss$i antioxida¢ni aktivitu. Nakonec byl stanoven obsah celkovych

polyfenolt a antioxidaéni aktivita modifikované BC.

4.1 Pouzité chemikalie

ABTS (Sigma Aldrich)

Acetat sodny trihydrat, ¢. (Lachema)
Aceton, p.a. (Lach:Ner)

Celluclast (Novozymes A/S)

Citronan sodny dihydrat, p.a. (LaChema)
Dusitan sodny, p.a. (Lach:Ner)

Etanol absolutni, p.a. (Penta)

Etanol UV-VIS (Penta)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta)
Hydroxid sodny, p.a. (Lach:Ner)

Chlorid draselny, p. a. (Lach:Ner)

Chlorid hlinity bezvody, ¢. (Penta)

Katechin (Sigma Aldrich)

Kyselina citronova bezvoda, p.a. (Lach:Ner)
Kyselina gallova (Loba Chemie)

Kyselina chlorovodikova 37% (VWR Chemicals)
Kyselina octova 99,8%, p.a. (Lach:Ner)
Trolox (Sigma Aldrich)

Uhli¢itan sodny bezvody, p.a. (Lach:Ner)
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4.2  Pouiité p¥istroje

Analytické vahy (Pioneer)
Elektronické vahy (Kern 440)
Inkubator 1000 (Heidolph)

Lyofilizator (Labconco Freezone 4.5)
Rotaéni vakuova odparka (IKA, RV06-ML)
UV-VIS spektrofotometr (SPEKOL 1300)
Ultrazvukova lazen S 30 (Elma)

Vortex (Heidolph)

4.3  Priprava vzorki

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly k ptipravé etanolovych a acetonovych

extraktt pouzity vzorky zmrazenych a lyofilizovanych hroznovych vyliska odridy Rulandské

Sedé z vinafstvi Vaviicek Bfezi u Mikulova. Hroznové vylisky byly sklizeny na ptelomu

srpna a zati vroce 2018. Vychozimi metodami ptipravy extraktti byla extrakce pomoci

ultrazvuku (UE) a konvenéni extrakce (CE) pomoci inkubatoru za podminek uvedenych v

Tab. 3 a Tab. 4. Extrakty byly zhotoveny ve dvou paralelnich opakovanich. Rozpoustédlo

bylo odpaieno na rota¢ni vakuové odparce a vzorky byly nafedény demineralizovanou vodou

na vysledny objem 25 ml.

Tab. 3: Extrakty pripravené z hroznovych vyliskii — prvni sada

Néazev Typ Mnozstvi
Metoda )
vzorku hroznovych Navazka (g)  Rozpoustédlo  rozpoustédla
ptipravy _
extraktu vyliskl (ml)
Extrakt 1 UE Zmrazené 5 70% etanol 60
Extrakt 2 UE Lyofilizované 5 70% etanol 60
Extrakt 3 UE Zmrazené 5 70% aceton 60
Extrakt 4 UE Lyofilizované 5 70% aceton 60
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Tab. 4: Extrakty pripravené z hroznovych vyliskii — druha sada

Néazev Typ Mnozstvi
Metoda i
vzorku » hroznovych Navazka (g)  Rozpoustédlo rozpoustédla
pripravy .
extraktu vyliskl (ml)
Extrakt_5 CE Zmrazené 6 50% etanol 60
Extrakt_6 CE Lyofilizované 6 50% etanol 60
Extrakt_7 UE Zmrazené 6 50% etanol 60
Extrakt_8 UE Lyofilizované 6 50% etanol 60

Ultrazvukova extrakce (UE)

Do Erlenmayerovy banky byl navazen vzorek hroznovych vyliski, ke kterému bylo piidano
piislusné rozpoustédlo. Vzorky byly sonifikovany pii teploté 30 °C, frekvenci 37 kHz,
vykonu 80 W po dobu 1 hodiny. Konkrétni metodika pfipravy extraktd je uvedena v Tab. 3
a Tab. 4 [37].

Obr. 16: Priprava extraktii pomoci UE

Konvenéni extrakce (CE) pomoci inkubéatoru

Do Erlenmayerovy baiiky byl navazen vzorek hroznovych vyliski, ke kterému bylo pfidano
ptislusné rozpoustédlo. Extrakce probihala pii 30 °C a 200 rpm po dobu 1 hodiny. Konkrétni
metodika piipravy extrakti je uvedena v Tab. 4 [74].

25



Obr. 17: Priprava extraktit konvencni extrakei (CE) pomoci
inkubatoru

4.4  Charakterizace vzorku

Stanoveni celkovych polyfenolu
Stanoveni celkovych polyfenoli bylo provedeno pomoci Folin-Ciocalteuova C¢inidla.
Principem této metody stanoveni je redukce smési fosfowolframanu a fosfomolybdenanu
fenolickymi slouc¢eninami za vzniku komplexu modrého zbarveni. Intenzita modrého
komplexu je stanovena spektrofotometricky pfi vinové délce 750 nm [75].

Pro stanoveni celkovych polyfenolt byl vyuzit postup, ktery uvadi (Marova a kol.,
2016). Do sklenéné zkumavky bylo napipetovano 100 pl vhodné nafedéného analyzovaného
vzorku. Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo bylo nafedéno demineralizovanou vodou v poméru 1:9.
K analyzovanému vzorku byl napipetovdn 1 ml demineralizované vody a 1 ml zfedéného
Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Roztok byl promichdn na vortexu a ponechdn stat 5 minut
pii laboratorni teploté. Nésledné byl k roztoku pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu
sodného. Roztok byl opét promichan na vortexu a poté ponechan stat 15 minut pii laboratorni
teploté. Nakonec byla zmétena absorbance analyzovaného roztoku pii vinové délce 750 nm

proti slepému vzorku, ktery byl ptipraven stejnym zplisobem jako analyzovany roztok, avsak
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namisto 100 pl analyzovaného vzorku bylo pouzito 100 ul demineralizované vody. Pro kazdy
analyzovany vzorek byla absorbance zméfena ve tfech paralelnich stanovenich [76].

Pro stanoveni kalibra¢ni zavislosti byl jako standard zvolen roztok kyseliny gallové
(GAE) o koncentraci 18,5-200,0 mg/I.

Koncentrace celkovych polyfenoli v extraktu byly vypoditany  z regresni
rovnice kalibra¢ni zavislosti uvedené na Obr. 21. Vysledky byly vyjadieny jako mg GAE
na | vzorku. Tato hodnota byla piepo¢tena na mnozstvi celkovych polyfenold, které bylo
vyjadieno jako mg GAE na 100 g vzorku dle vzorce:

V-x (4.4.1)
c= (?) - 100 (mg GAE/100 g vzorku),

kde V je objem extraktu (l), x je koncentrace celkovych polyfenolt (mg GAE/l vzorku) a m je

navazka vzorku (g).

Stanoveni flavonoidi
Principem této metody stanoveni je nitrace aromatického kruhu, kdy po ptidani roztoku
chloridu hlinitého vznika zluty komplex. Nasledné po ptidani roztoku hydroxidu sodného
vznika vysledny Cerveny komplex, ktery je méfen spektrofotometricky pii vinové délce
510 nm [76; 77].

Pro stanoveni flavonoidd byl zvolen postup popsany (Marova a kol., 2016).
Do sklenéné zkumavky bylo napipetovano 500 pl vhodné nafedéného analyzovaného vzorku.
Nasledn¢ bylo piidano 1,5 ml demineralizované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodného.
Vysledny roztok byl promichan na vortexu a ponechan stat 5 minut. Po 5 minutach bylo
pridano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého. Roztok byl opét promichan na vortexu
a ponechan stat dalsich 5 minut. Déle bylo pfidano 1,5 ml 1M hydroxidu sodného a 1 ml
demineralizované vody. Roztok byl promichan na vortexu a ponechan stat 15 minut
pii laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla zméfena absorbance pii vinové délce
510 nm proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym zplisobem jako analyzovany
roztok, avSak namisto 500 pl analyzovaného vzorku bylo pouzito 500 pl demineralizované
vody. Pro kazdy analyzovany vzorek byla absorbance zméfena ve tiech paralelnich
stanovenich.

Pro stanoveni kalibra¢ni zavislosti byl jako standard zvolen roztok katechinu (CAE)
0 koncentraci 38,0—246,4 mg/I.

Koncentrace flavonoidi v extraktu byly vypocitany z regresni rovnice kalibracni

zavislosti uvedené Obr. 22. VVysledky byly vyjadieny jako mg CAE na | vzorku.
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Mnozstvi flavonoidt v extraktu bylo vypoéitino dle vzorce (4.4.1) stim rozdilem,
ze koncentrace  celkovych  polyfenolii  byla nahrazena  koncentraci  flavonoida

(mg CAE/l vzorku). Vysledky byly vyjadieny jako mg CAE na 100 g vzorku.

Stanoveni antokyanii
Stanoveni antokyani bylo provedeno spektrofotometricky za pouziti pH-diferencialni
metody. Principem této metody je zména absorp¢niho spektra antokyant v zavislosti na pH
[78].

Do odmérnych banék o objemu 250 ml byl ptipraven acetatovy (pH =4,5) a KCI
(pH = 1) pufr. Acetatovy pufr byl ptipraven smichanim trihydratu acetatu sodného (6,670 g)
a kyseliny octové (4,370ml). KCI pufr byl piipraven smichanim 36% kyseliny
chlorovodikové (0,164 ml) a chloridu draselného (1,863 g). Nasledn¢ byly odmérné banky
doplnény demineralizovanou vodou po rysku a pH bylo upraveno pomoci 36% Kkyseliny
chlorovodikové.

Do sklenéné zkumavky bylo napipetovano 100 pl vzorku a 3 ml pfislusného pufru.
Poté byla zméfena absorbance pii vinové délce 520 nm a 700 nm proti slepému vzorku
(demineralizovana voda). Pro kazdy analyzovany vzorek byla absorbance zméfena ve tfech
paralelnich stanovenich.

Pomoci namétenych absorbanci byla vypocitana vyslednéa absorbance dle vzorce:

A= (ASZOnm - A700nm)KCl - (ASZOnm - A700nm)ac.pufr (_)' (4-4-2)

kde A je absorbance vzorku pii dané vinové délce a pH roztoku (—).
Koncentrace antokyanti byla vypocitana dle vzorce:
_A-M-F-1000 (mg Kyanidinu 3 — glukosidu) (4.4.3)

C =
A -1

1 vzorku

kde A je vyslednd absorbance extraktu (—), M je molekulovd hmotnost kyanidinu
3-glukosidu (M =449,2 g/mol), F je faktor zifedéni, € je molarni absorp¢ni koeficient
pro kyanidin (e = 26 900 I/cm/mol) a | je délka optické drahy kyvety (cm).

Mnozstvi antokyant bylo vypocitano dle vzorce (4.4.1) s tim rozdilem, ze koncentrace
celkovych polyfenoli byla nahrazena koncentraci antokyani (mg kyanidinu-3-glukosidu/I
vzorku). Vysledky byly vyjadieny jako mg kyanidinu 3-glukosidu na 100 g vzorku.
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Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS je jednou z nejvice vyuzivanych metod.
Metoda je zaloZena na schopnosti vzorku zhaSet kationovy radikdl ABTS™. Tento jev je
sledovan spektrofotometricky pti vinové délce 734 nm. [76; 79]

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena postupem dle (Méarova a kol., 2016). Navazka
ABTS byla rozpusténa v demineralizované vod¢é na koncentraci 7 mM. Radikalovy kation
ABTS"™ byl ziskan reakci s 2,45mM roztokem peroxodisiranu draselného. Pfipraveny roztok
byl ponechan stat ve tmé pii pokojové teploté nejméné 12 hodin. Pfed pouZitim byl roztok
ABTS™ zfedén ethanolem UV-VIS na absorbanci 0,7 + 0,02 pii vlnové délce 734 nm.
Do zkumavky bylo napipetovano 10 pl vhodné nafedéného vzorku a nasledné byl ptidan 1 ml
ABTS™". Roztok byl ponechan stat 10 minut ve tmé a nasledné byla zméfena absorbance (A1)
proti slepému vzorku pii vinové délce 734 nm. Slepym vzorkem byl 60% UV-VIS etanol.
Absorbance substratu (Ao) byla méfena ihned po namichani roztoku (10 ul demineralizované
vody a 1 ml ABTS™) proti blanku (UV-VIS ethanol). Pro kazdy analyzovany vzorek byla
absorbance zmétena ve tfech paralelnich stanovenich.

Vysledna absorbance byla vypocitana dle vzorce:

A=A,—A; (0 (4.4.4)

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byl jako standard zvolen roztok Troloxu (TE)
0 koncentraci 0,2—1,6 mmol/l (50-400 mg/l).

Antioxida¢ni aktivita byla vypocitana z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti uvedené
na Obr. 23 a Obr. 27. Vysledky byly vyjadfeny jako mmol TE na | vzorku (mg TE na |

vzorku).

Stupei bobtnani bakterialni celulozy (BC)
Z bakterialni celulozy ve formé hydrogelu byl vykrojen vzorek o praméru 10,25 mm, ktery
byl vysuSen a nasledné zvazen. Vzorek byl vlozen do Cisté demineralizované vody a byl
inkubovan pfi pokojové teploté (23 °C) po dobu 24 hodin. V prubéhu experimentu byl vzorek
opakované vazen a nasledné byla sestavena rostouci kiivka zavislosti stupné bobtnani na ¢ase
[80].

Stupeni bobtnani byl vypocitan dle vzorce:

Q = Mylhka BC — Msucha BC 100 (%)
= - 0 )
Mgy cha BC

(4.4.5)

kde m je hmotnost suché BC ve formé filmu ¢i vlhké BC ve formé hydrogelu (g).
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Modifikace BC vybranymi fenolickymi extrakty

Pro modifikaci bakteridlni celulozy byly vybrany tii extrakty, které vykazovaly nejvyssi
hodnoty antioxida¢ni aktivity. Vzorek bakteridlni celulézy (vlhkd ve formé hydrogelu
(Obr. 18) nebo sucha ve form¢ filmu (Obr. 19)) o praméru 10,25 mm byl vloZen do sklenéné
lahvicky. Nasledné bylo ptidano 5 ml extraktu a smés byla inkubovana pii laboratorni teploté
(23 °C) po dobu 24 hodin.

Obr. 18: Vzorek vihké BC ve formé hydrogelu

Obr. 19: Vzorek suché BC ve formé filmu
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Enzymaticka hydrolyza

Do bariky bylo ptipraveno 400 ml citratového pufru (pH = 3,88). Citratovy pufr byl pfipraven
smichanim 2,4 g kyseliny citronové a 2,21 g dihydratu citronanu sodného. Po inkubaci bylo
ke vzorku pfidano 10 ml citdtového pufru a 0,2 ml enzymu (celuldza). Vzorky byly

ponechéany na tfepacce pii 30 °C a 150 rpm pies noc.

Stanoveni celkovych polyfenoli modifikované BC
Stanoveni celkovych polyfenoli probéhlo spektrofotometricky pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla. Mnozstvi celkovych polyfenolti bylo vypoc¢itano dle vzorce:

V-c (4.4.6)
q="—— (mg GAE/g BC),

kde V je objem roztoku (1), ¢ je koncentrace celkovych polyfenold (mg GAE/I vzorku) a m je
vaha adsorbentu (BC) (g).

Stanoveni antioxida¢ni aktivity modifikované BC

Stanoveni antioxidacni aktivity bylo provedeno spektrofotometricky pomoci metody ABTS.
Vysledné hodnoty antioxida¢ni aktivity byly vypocéitany dle vzorce (4.4.6) s tim rozdilem, Ze
koncentrace celkovych polyfenoli byly nahrazeny hodnotami antioxida¢ni aktivity (mg TE/I

vzorku). Vysledky byly vyjadieny jako mg TE na g BC.
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3) VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace vzorku

Ze vzorkl hroznovych vyliskii bylo prostfednictvim UE a CE ptipraveno celkem osm druhi
extraktli ve dvou paralelnich provedenich. Metodika a podminky piipravy extraktd jsou
uvedeny v Tab. 3 a Tab. 4. U vsech ptipravenych extrakti byla stanovena koncentrace
celkovych polyfenold, flavonoidi, antokyant a antioxidaéni aktivita.

Piipravené extrakty mély zIluté az zelenohnédé zbarveni (Obr. 20). Toto zbarveni bylo
zpusobeno pritomnosti fenolickych latek. V hroznovych vyliscich jsou zastoupeny pievazné
flavanoly, flavonoly, antokyany a resveratrol. Tyto fenolické slouceniny ptisobi jako
antioxidanty, ale vyznacuji se také protirakovinnymi, protizanétlivymi, protistarnoucimi

a antimikrobidlnimi u¢inky [14].

Obr. 20: Ukdzka pripravenych extraktii Z hroznovych vyliskii

Stanoveni celkovych polyfenoli

Obsah celkovych polyfenolii v extraktech ptipravenych z hroznovych vyliski byl stanoven
spektrofotometricky za pouziti Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Postup stanoveni celkovych
polyfenolt je popsan v kapitole 4.4. Z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti uvedené na Obr.
21 byly vypocitany koncentrace celkovych polyfenolu pro jednotlivé vzorky. Vysledky jsou
uvedeny jako mg kyseliny gallové (GAE) na | vzorku. Mnozstvi celkovych polyfenoli bylo
vypo¢itano dle vzorce (4.4.1) a je vyjadieno jako mg GAE na 100 g vzorku. Vysledky vSech

stanoveni v¢etné smérodatnych odchylek jsou zaznamenany v Tab. 5 a Tab. 6.
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Obr. 21: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci GAE v mg/l pro stanoveni celkovych

polyfenolit pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla

Tab. 5: Stanovené koncentrace (v mg GAE/I vzorku) a mnozZstvi (v mg GAE/100 g vzorku) celkovych

polyfenolii  véetné smérodatnych odchylek ziskané metodou s Folin-Ciocalteuovym Cinidlem

V etanolovych a acetonovych extraktech hroznovych vyliskii

i Mnozstvi celkovych
Koncentrace celkovych

) Specifikace ptipravy polyfenolil v extraktu
Néazev vzorku extraktu polyfenoli v extraktu
extraktu (mg GAE/100 g
(mg GAE/I vzorku)
vzorku)

70% etanol,

Extrakt 1 zmrazené hroznové 102,90 + 5,28 51,46 + 3,70
vylisky, UE
70% etanol,

Extrakt 2 lyofilizované 267,26 + 7,13 133,63+ 5,72

hroznové vylisky, UE

70% aceton,

Extrakt 3 zmrazené hroznové 257,31 +2,86 130,29 + 6,59
vylisky, UE
70% aceton,

Extrakt_4 lyofilizované 810,22 £ 11,15 405,11 £ 71,74

hroznové vylisky, UE
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V prvni sadé stanoveni se mnozstvi celkovych polyfenoli u extrakti pfipravenych
z hroznovych vyliski pohybovalo vrozmezi 51,46-405,11 mg GAE/100g vzorku.
Ze ziskanych vysledki uvedenych v Tab. 5 je patrné, ze nejvyssi mnozstvi celkovych
polyfenolti vykazoval extrakt 4 (405,11 +71,74 mg GAE/100 g vzorku). Naopak nejnizsi
mnozstvi celkovych polyfenoli bylo stanoveno u extraktu 1 (46,68 = 3,51 mg GAE/100 g
vzorku). Z naméfenych vysledkd vyplyva, Ze vysSi obsah celkovych polyfenola byl
detekovdn v etanolovych a acetonovych extraktech pftipravenych z lyofilizovanych

hroznovych vyliski.

Tab. 6: Stanovené koncentrace (v mg GAE/l vzorku) a mnozstvi (v mg GAE/100 g vzorku) celkovych
polyfenoliz vcetné smérodatnych odchylek ziskané metodou s Folin-Ciocalteuovym cinidlem

Vv etanolovych extraktech hroznovych vyliskii

) Mnozstvi celkovych
Koncentrace celkovych
. Specifikace pfipravy polyfenolt v extraktu
Néazev vzorku extraktu polyfenolt v extraktu
extraktu (mg GAE/100 g
(mg GAE/I vzorku)
vzorku)

50% etanol, zmrazené
Extrakt 5 S 140,11 £ 4,14 58,38 +1,76
hroznové vylisky, CE
50% etanol,
Extrakt 6 lyofilizované hroznové 414,52 + 18,45 172,72 + 9,95
vylisky, CE
50% etanol, zmrazené
Extrakt_7 o 151,83 + 2,87 63,26 £ 3,24
hroznové vylisky, UE
50% etanol,
Extrakt 8 lyofilizované hroznové 348,66 + 27,78 145,27 + 15,09

vylisky, UE

V druhé sad¢ stanoveni byla naméfena mnozstvi celkovych polyfenold v rozmezi
58,38-172,72 mg GAE/100 g vzorku. Nejvyssi obsah celkovych polyfenold byl stanoven
u extraktu 6 (172,72 +9,95mg GAE/100 g vzorku) a u extraktu 8 (145,27 + 15,09 mg
GAE/100 g vzorku). Tyto extrakty byly pfipraveny z lyofilizovanych hroznovych vyliskd.
GAE/100 g vzorku).

Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli v extraktech piipravenych z hroznovych

vyliskit bylo jiz v minulosti predmétem nékolika studii. K izolaci bioaktivnich fenolickych
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sloucenin bylo vyuzito riznych extrakénich technik ¢i typt rozpoustédel. (Caldas a kol.,
2018)  stanovovali  obsah  celkovych  polyfenoli v etanolovych  extraktech
z ¢ervenych susenych hroznovych slupek. Extrakty byly ptipraveny konvenéni extrakci
mechanickym michanim, kdy jako extrakéni ¢inidlo byl pouzit etanol v riznych
koncentracich a pomérech vii¢i navazce vzorku. Obsah celkovych polyfenolid byl stanoven
pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Kalibratnim standardem byl zvolen roztok kyseliny
gallové. Dle naméfenych dat (Caldas a kol., 2018) se stanoveny obsah celkovych polyfenold
pohyboval vrozmezi 5,7-48,6 mg GAE/g vzorku. Nejvy$si mnozstvi polyfenoli bylo
stanoveno v 50% etanolovém extraktu (48 £ 2,2 mg GAE/g vzorku), kdy pomér navazky vici
rozpoustédlu byl 1:10. Za totoznych podminek CE (200 rpm, 30 °C, 1h) byl pfipraven
extrakt 5 a extrakt_6. U extraktu_5 bylo detekovdno mnozstvi celkovych polyfenoli
58,38+1,76 mg GAE/100g tj. 0,58+0,02mgGAE/g vzorku a u extraktu 6
172,72 + 9,95 mg GAE/100 g vzorku tj. 1,73 + 0,01 mg GAE/g vzorku. Z vysledkt je patrné,
ze stanovene mnozstvi celkovych polyfenoli, které uvadi (Caldas a kol., 2018) je vyssi.
Rozdilné hodnoty obsahu celkovych polyfenoltit mohou byt zapti¢inény zptisobem skladovani
(vliv teploty na stabilitu fenolickych sloucenin), terminem sklizné nebo typem vzorku,
priCemz v nasem piipad¢ byly pouzity vzorky bilych hroznt, kdezto (Caldas a kol., 2018)

vyuzivali vzorky z hrozna ¢ervenych [74].

Stanoveni flavonoidu

Obsah flavonoidti Vv extraktech pfipravenych z hroznovych vyliski byl stanoven
spektrofotometricky pomoci chloridu hlinitého. Princip stanoveni je detailné popsan
v kapitole 4.4. Z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti uvedené na Obr. 22 byly vypodéitany
koncentrace flavonoidu pro jednotlivé vzorky a jsou uvedeny jako mg katechinu (CAE) na |
vzorku. Mnozstvi flavonoida bylo vypocitano dle vzorce (4.4.1) a je vyjadieno jako mg CAE
na 100 g vzorku. Vysledky vSech stanoveni véetné smérodatnych odchylek jsou uvedeny
v Tab. 7 a Tab. 8.
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Obr. 22: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci CAE v mg/I pro stanoveni flavonoidit pomoci

chloridu hlinitého

Tab. 7: Stanovené koncentrace (v mg CAE/ vzorku) a mnozstvi (v mg CAE/100 g vzorku) flavonoidii
véetné smérodatnych odchylek ziskané metodou s chloridem hlinitym v etanolovych a acetonovych

extraktech hroznovych vyliskii

Mnozstvi flavonoidu v
Koncentrace
. Specifikace piipravy _ extraktu
Nazev vzorku extraktu flavonoida v extraktu
extraktu (mg CAE/100 g
(mg CAE /I vzorku)
vzorku)

70% etanol, zmrazené
Extrakt 1 o 61,94 + 0,60 30,97 +£2,48
hroznové vylisky, UE
70% etanol,
Extrakt 2 lyofilizované hroznové 131,22 + 2,37 65,61 2,22
vylisky, UE
70% aceton, zmrazené
Extrakt 3 o 143,50 + 3,47 71,75+ 5,38
hroznové vylisky, UE
70% aceton,
Extrakt 4 lyofilizované hroznové 444 28 + 10,28 222,14 + 78,80

vylisky, UE

V prvni sadé méfeni byla stanovena mnozstvi flavonoidu v rozmezi 30,97—-222,14 mg

CAE/100 g vzorku. Nejvyssi mnozstvi flavonoidi bylo kvantifikovano dle ocekavani
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u extraktu_4 (222,14 + 78,80 mg CAE/100 g vzorku). Naopak nejnizs§i mnozstvi flavonoidi
bylo detekovano u extraktu 1 (30,97 £ 2,48 mg CAE/100 g vzorku). V porovnani s ostatnimi
analyzovanymi vzorky je stanovené mnozstvi flavonoidu v extraktu_4 podstatné vyssi nez

u ostatnich analyzovanych vzorku.

Tab. 8: Stanovené koncentrace (v mg CAE/I vzorku) a mnozstvi (v mg CAE/100 g vzorku) flavonoidii
véetné smerodatnych odchylek ziskané metodou s chloridem hlinitym v etanolovych extraktech
hroznovych vyliskii

Mnozstvi flavonoidi v
. Koncentrace
) Specifikace piipravy . extraktu
Néazev vzorku extraktu flavonoidu v extraktu
extraktu (mg CAE/100 g
(mg CAE/I vzorku)
vzorku)

50% etanol, zmrazené
Extrakt_5 ) 51,39 +£1,79 21,41 £1,22
hroznové vylisky, CE
50% etanol,
Extrakt 6 lyofilizované hroznové 180,56 * 3,68 75,23 £ 5,27
vylisky, CE
50% etanol, zmrazené
Extrakt 7 ) 60,06 + 1,35 25,02 +0,81
hroznové vylisky, UE
50% etanol,
Extrakt 8 lyofilizované hroznové 220,28 + 8,17 91,78 + 15,58

vylisky, UE

V druhé sadé méfeni byla stanovena mnozstvi flavonoidt v rozmezi 21,41-91,78 mg
CAE/100 g vzorku. Ze ziskanych vysledkt uvedenych v Tab. 8 vyplyva, Ze nejvyssi mnozstvi
flavonoidi bylo stanoveno u extraktu 8 (91,78 + 15,58 mg CAE/100 g vzorku). Naproti tomu

Hroznové vylisky jsou bohatym zdrojem polyfenolickych sloucenin (zejména
flavonoida). (Negro a kol., 2003) detekovali obsah flavonoidli v extraktech pfipravenych
z hroznovych vyliski  z odrdd c&ervenych a bilych hrozni (ve formé prasku),
za pouziti 80% etanolu jako extrakéniho rozpoustédla okyseleného 1% kyselinou mravenéi.
Vychozi metodou piipravy extrakti byla UE. Kalibra¢nim standardem byl zvolen rutin.
Zuvedenych vysledki (Negro a kol., 2003) vyplyva, Zze u extraktu pfipraveného
z prasku Cervenych hroznti byl obsah flavonoidt vyssi (43,89 £ 1,22 mg RE/g vzorku) nez
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u extraktu z prasku z bilych hrozni (14,32 £ 1,67 mg RE/g vzorku). Tento rozdil byl
pravdépodobné zpusoben pouzitim jiného typu odrid hrozni. Vzhledem K pouziti
rozpoustédla o jiné koncentraci a jiného standardu, je obtizné¢ porovnat vysledky stanoveni
flavonoidu, které uvadi (Negro a kol., 2003) s vysledky uvedenymi v této diplomové préci.
[81].

Stanoveni antokyani

Stanoveni antokyani bylo provedeno pomoci pH-diferencialni metody spektrofotometricky
za pouziti acetatového a KCI pufru. Postup stanoveni antokyant je popsan v kapitole 4.4.
Koncentrace a celkové mnozstvi antokyani bylo vypo¢itdno dle vzorcu (4.4.1) a (4.4.2).
Koncentrace antokyand jsou uvedeny jako mg kyanidinu 3-glukosidu na | vzorku. MnozZstvi
antokyand je vyjadieno jako mg kyanidinu 3-glukosidu na 100 g vzorku. Vysledky vsech
stanoveni v¢etné smérodatnych odchylek jsou uvedeny v Tab. 9 a Tab. 10.

Tab. 9: Stanovené koncentrace (vmg kyanidinu 3-glukosidu/l vzorku) a mnozZstvi antokyanii
(v mg kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku vcetné smérodatnych odchylek ziskané pH-diferencialni

metodou v etanolovych a acetonovych extraktech hroznovych vyliskii

Mnozstvi antokyanti
Koncentrace antokyant
v extraktu
. Specifikace piipravy v extraktu o
Néazev vzorku extraktu o (mg kyanidinu
extraktu (mg kyanidinu )
3-glukosidu/100 g

3-glukosidu/l vzorku)
vzorku)

70% etanol, zmrazené
Extrakt 1 o 0,08 +£ 0,09 0,04 £0,05
hroznové vylisky, UE
70% etanol,
Extrakt 2 lyofilizované hroznové 0,05 + 0,08 0,02 + 0,04
vylisky, UE
70% aceton, zmrazené
Extrakt 3 o 0,39 +£0,43 0,20+0,21
hroznové vylisky, UE
70% aceton,
Extrakt 4 lyofilizované hroznové 0,02 +0,21 0,01 £0,10

vylisky, UE
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Tab. 10: Stanovené koncentrace (vmg kyanidinu 3-glukosidu/l vzorku) a mnoZstvi antokyanii
(v mg kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku vcetné smérodatnych odchylek ziskané pH-diferencialni

metodou v etanolovych extraktech hroznovych vyliskii

MnozZstvi antokyani
Koncentrace antokyanti
N v extraktu
) Specifikace pripravy v extraktu o
Néazev vzorku extraktu o (mg kyanidinu
extraktu (mg kyanidinu )
3-glukosidu /100 g

3-glukosidu/l vzorku)
vzorku)

50% etanol, zmrazené
Extrakt 5 o 0,03 £0,03 0,01+£0,01
hroznové vylisky, CE
50% etanol,
Extrakt_6 lyofilizované hroznoveé 0,04 £ 0,07 0,02 + 0,03
vylisky, CE
50% etanol, zmrazené
Extrakt_7 ) 0,05 £ 0,03 0,02 £0,01
hroznové vylisky, UE
50% etanol,
Extrakt 8 lyofilizované hroznové 0,04 £0,03 0,02 +0,01

vylisky, UE

Z namétenych hodnot vyplyva, Ze obsah antokyant v hroznovych vyliscich je velmi
nizky. Tento fakt mtize byt zpusoben tim, Ze antokyany jsou ¢ervena az modra barviva rostlin
a analyzované vzorky (hroznové vylisky) byly odrida bilych hroznti. Vsechny vysledky
stanoveni se pohybovaly v rozmezi 0,01-0,20 mg kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku.
Nejvy$§i mnozstvi antokyant bylo naméfeno u extraktu 3 (0,20 £ 0,21 mg kyanidinu
(0,01 £0,01 mg kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku.) a u extraktu 4 (0,01+0,10 mg
kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku).

Antokyany jsou bioaktivni latky, které jsou charakteristické velmi dobrou antioxidaéni
aktivitou. V soucasné dob¢ jsou antokyany stale castéjsim piedmétem zajmu veédch
ve vyzkumech zaméfenych na prevenci chronickych onemocnéni. (Wang a kol., 2016)
studovali obsah antokyant Vv extraktech ptipravenych z Cerstvych borivek, tfesni a hrusek.
Byly porovnavany dvé metody extrakce, a to UE a CE. Jako extrakéni rozpoustédlo byl
zvolen etanol, aceton a metanol v riznych koncentracich. Mnozstvi antokyani bylo stanoveno

pH diferencialni metodou. Z uvedenych vysledkta (Wang a kol., 2016) vyplyva, ze pro kazdy
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typ ovoce je vhodné jiné rozpoustédlo o jiné koncentraci. Jednou z pouzitych metod, kterou
(Wang a kol., 2016) uvadi je UE, kdy jako rozpoustédlo byl pouzit 70% aceton a 70% etanol.
Tento postup pfipravy byl zvolen i u ndmi pfipravenych extraktd 1-4. Pfi pouziti
70% acetonu bylo stanoveno mnozstvi antokyani u bortuvek 48,70 mg kyanidinu
3-glukosidu/100 g vzorku, u tiesni 5,4 mg kyanidinu 3-glukosidu/100 g vzorku a u hrusek
0,79 mg kyanidinu 3-glukosidu/100 g vzorku. Pfi pouziti 70% etanolu bylo kvantifikovano
mnozstvi antokyani U bortuvek 45,83 mg kyanidinu 3-glukosidu/100 g vzorku, u tfesni
5,18 mg kyanidinu 3-glukosidu/100 g vzorku a u hrusek 0,78 mg kyanidinu
3-glukosidu/100 g vzorku. Narozdil od (Wang a kol., 2016) bylo v ramci této diplomové
prace stanoveno mnozstvi antokyani v extraktech pftipravenych z lyofilizovanych
a zmrazenych hroznovych vyliska. Nejvy$si mnozstvi antokyant bylo stanoveno Vv extraktu_3
(0,20 £ 0,21 mg kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku). Rozdil stanoveného mnozstvi
antokyanu je v porovnani z vySe zminénou literaturou zna¢ny. (Wang a kol., 2016) namétili
podstatn¢ vySS$i obsah antokyanii u testovanych extrakti. Tento fakt je pravdépodobné

zpusoben pouzitim jiného druhu vzorku [37].

Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena spektrofotometricky pomoci ABTS. Podrobny popis
stanoveni je popsan v kapitole 4.4. Z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti uvedené na Obr. 23
byla stanovena antioxida¢ni aktivita pro jednotlivé vzorky. Antioxida¢ni aktivita jednotlivych
vzorkl je vyjadiena jako mmol Troloxu (TE) na | vzorku. Vysledky vSech stanoveni jsou
uvedeny v Tab. 11 a Tab. 12.
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Obr. 23: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci TE v mmmo/l pro stanoveni antioxidacni

aktivity pomoci ABTS

Tab. 11: Stanovené hodnoty antioxidacni aktivity v mmol TE na | vzorku véetné smérodatnych
odchylek ziskané metodou s kation-radikalem ABTS v etanolovych a acetonovych extraktech

hroznovych vyliskii

. - Antioxidac¢ni aktivita extraktu
Néazev vzorku extraktu Specifikace piipravy extraktu
(mmol TE/I vzorku)

70% etanol, zmrazené hroznové
Extrakt 1 ) 0,67 £0,12
vylisky, UE

70% etanol, lyofilizované
Extrakt_2 ) 1,41+0,74
hroznové vylisky, UE

70% aceton, zmrazené hroznové
Extrakt_3 . 2,94 +0,62
vylisky, UE

70% aceton, lyofilizované
Extrakt_4 ) 6,12 +0,70
hroznové vylisky, UE

V prvni sérii méfeni se celkova antioxidacni aktivita pohybovala v rozmezi
0,67—6,12 mmol TE/l vzorku. Z naméfenych vysledki uvedenych v Tab. 11 vyplyvd, ze
nejvyssi antioxidaéni aktivita byla stanovena u extraktu_4 (6,12 £ 0,70 mmol TE/I vzorku).
Z naméfenych vysledkl lze vypozorovat, ze u extraktu_4 byly naméfeny signifikantné vyssi

A4
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detekovéna u extraktu_1 (0,67 £ 0,12 mmol TE/I vzorku). Z uvedenych vysledkd vyplyva, ze
vys§i hodnoty antioxida¢ni aktivity vykazuji extrakty vyrobené z lyofilizovanych hroznovych

vylisk.

Tab. 12: Stanovené hodnoty antioxidacni aktivity v mmol TE na | vzorku véetné smérodatnych

odchylek ziskané metodou s kation-radikalem ABTS v etanolovych extraktech hroznovych vyliskii

. . Antioxidac¢ni aktivita extraktu
Néazev vzorku extraktu Specifikace pfipravy extraktu
(mmol TE/I vzorku)

50% etanol, zmrazené hroznové
Extrakt_5 . 1,33+0,10
vylisky, CE

50% etanol, lyofilizované
Extrakt_6 ] 3,18 £0,53
hroznové vylisky, CE

50% etanol, zmrazené hroznové
Extrakt_7 ] 1,50 £ 0,08
vylisky, UE

50% etanol, lyofilizované
Extrakt_8 ] 4,23 £0,15
hroznové vylisky, UE

Pii druhé sérii méfeni se celkova antioxidacni aktivita u vSech analyzovanych vzorku
pohybovala v rozmezi 1,33—4,23 mmol TE/l vzorku. Z vysledkt uvedenych v Tab. 12 je
patrné, Ze nejvy$si hodnoty antioxida¢ni aktivity byly naméfeny u extraktu 6
(3,18 £ 0,53 mmol TE/I vzorku) a u extraktu 8 (4,23 + 0,15 mmol TE/l vzorku). Naopak
Vysledky stanoveni antioxidac¢ni aktivity extraktii piipravenych z hroznovych vyliska

odpovidaji trendu, ktery byl pozorovan jiz u stanoveni celkovych polyfenoli a flavonoidu.

5.2  Modifikace BC vybranymi extrakty

BC nesouci antioxidacni vlastnosti nachazi uplatnéni v kosmetickém pramyslu (pletové
masky), v biomedicin¢ (obvazy na rany) a Vv potravinaiském prumyslu (aktivni baleni). V této
diplomové praci bylo cilem ovéfit, je-li mozné modifikovat BC extrakty z hroznovych vyliskd
a ziskat tak BC s antioxida¢nimi vlastnostmi. Modifikace BC byla realizovana ve vzorcich
suché BC ve form¢ filmu a vlhké BC ve formé hydrogelu [82].

Sucha BC ve formé filmu a vlhkda BC ve formé hydrogelu byla modifikovana
zvolenymi extrakty vykazujici nejvyssi antioxidaéni aktivitu (extrakt 4, extrakt 6, extrakt_8)

po dobu 24 hodin. Podrobna metodika modifikace BC je popsana v kapitole 4.4.
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U modifikované BC byla pozorovana vizualni barevna zména (Obr. 24 a Obr. 25). BC,
jak suchd ve formé filmu, tak vlhkd BC ve formé¢ hydrogelu se zabarvila dozluta.

Toto zbarveni je zpisobeno pritomnosti fenolickych sloucenin v pouzitych extraktech.

Obr. 25: Vzorek modifikované suché BC ve formé
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Stupeii bobtnani bakterialni celulozy (BC)

Stupen bobtnani BC byl stanoven ve ¢tyfech opakovanich. Z BC ve formé hydrogelu byly
vykrojeny vzorky o pruméru 10,25 mm, které byly vysuseny a zvazeny. Tyto vzorky BC byly
nasledné ponofeny do ¢isté demineralizované vody a ve stanovenych ¢asovych intervalech
po dobu 8 hodin pribézné vazeny. Ze ziskanych hodnot byla stanovena zavislost stupné
bobtnani BC na case, ktera je znazornéna na Obr. 26 véetné smérodatnych odchylek, které

jsou znazornény jako chybové usecky. Stupen bobtnani byl vypo¢itan dle vzorce (4.4.5).

700 A

Stupen bobtnani (%)

O rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrn

5 20 35 50 65 80 95 120150 180 235270 330 400 490
Cas (min)

Obr. 26. Zavislost stupné bobtndni BC na case

Stanoveni celkovych polyfenoli modifikované BC

Obsah celkovych polyfenold modifikované BC byl stanoven pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla. Postup stanoveni celkovych polyfenoli je podrobnéji popsan v kapitole 4.4.
Z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti uvedené na Obr. 21 byl stanoven obsah celkovych
polyfenoli véetné smérodatnych odchylek pro jednotliveé vzorky vyjadieny jako mg kyseliny
gallové (GAE) na | vzorku. Mnozstvi celkovych polyfenolti v¢etné smérodatnych odchylek
bylo vypoc¢itano pro modifikovanou BC dle vzorce (4.4.6) a je vyjadieno jako mg GAE
na g BC. Stanovené vysledky jsou uvedeny v Tab. 13 a Tab. 14.
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Tab. 13: Stanovené mnozstvi celkovych polyfenolii v mg GAE/g suché BC vcetné smérodatnych
odchylek ziskané metodou s Folin-Ciocalteuovym cinidlem v etanolovych a acetonovych extraktech
hroznovych vyliskii (sucha BC ve formé filmu)

Mnozstvi celkovych polyfenolt

Vzorek BC Modifikace BC )
(mg GAE/g suché BC)
Nemodifikovana BC film - 0
] Adsorpce extraktu_4, 24 h,
BC film extrakt_4 392,52 £ 68,21
23°C
] Adsorpce extraktu_6, 24 h,
BC film extrakt_6 464,43 £ 64,52
23°C
] Adsorpce extraktu_8, 24 h,
BC film extrakt_8 23°C 420,74 £ 72,27

U modifikované suché BC ve formé filmu se obsah celkovych polyfenolti pohyboval
v rozmezi 392,52—-464,43 mg GAE/g suché BC. Nejvyssi mnozstvi celkovych polyfenola
bylo naméieno u suché BC modifikované extraktem 6 (464,43 + 64,52 mg GEA/g suché BC).

Naopak nejniz§i mnozstvi celkovych polyfenolt bylo stanoveno u suché BC modifikované
extraktem_4 (392,52 + 68,21 mg GAE/g suché BC).

Tab. 14: Stanovené mnozstvi celkovych polyfenolii vmg GAE/g vihké BC vcetné smérodatnych
odchylek ziskané metodou s Folin-Ciocalteuovym cinidlem v etanolovych a acetonovych extraktech

hroznovych vyliskii (vlhka BC ve formé hydrogelu)

Mnozstvi celkovych polyfenoli

Vzorek BC Modifikace BC .
(mg GAE/g vihké BC)
Nemodifikovana BC hydrogel - 0
Adsorpce extraktu_4, 24 h,
BC hydrogel extrakt_4 755,82 + 100,71
23°C
Adsorpce extraktu 6, 24 h,
BC hydrogel extrakt_6 618,61 + 87,41
23°C
Adsorpce extraktu_8, 24 h,
BC hydrogel extrakt_8 23°C 743,40 + 91,88

U modifikované vlhké BC ve formé hydrogelu byl detekovan obsah celkovych
polyfenolt v rozmezi 618,61-755,82 mg GAE/g vihké BC. Po modifikaci vihké BC bylo

nejvyssi mnozstvi celkovych polyfenold detekovano u vihké BC modifikované extraktem_4
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(755,82 £ 100,71 mg GAE/g vihké BC). Naopak nejnizs$i mnozstvi celkovych polyfenoli bylo
stanoveno u vlhké BC modifikované extraktem_6 (618,61 + 87,41 mg GAE/g vihké BC).

Pii porovnani stanoveného mnozstvi celkovych polyfenoli bylo zjisténo,
ze po modifikaci BC bylo vy$si mnozstvi celkovych polyfenold naméteno u vihké BC

ve form¢ hydrogelu.

Stanoveni antioxida¢ni aktivity modifikované BC

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena spektrofotometricky pomoci ABTS. Postup stanoveni
antioxida¢ni aktivity je uveden v kapitole 4.4. Z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti
uvedené na Obr. 27 byly stanoveny antioxida¢ni aktivity pro jednotlivé vzorky v mg Troloxu
(TE) na | vzorku. Nasledné byly hodnoty antioxidaéni aktivity piepocitany dle vzorce (4.4.6)
a jsou uvedeny jako mg TE na g BC. Vysledky vSech stanoveni jsou zaznamenany v Tab. 15

a Tab. 16.

0.4 -
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Obr. 27: Kalibracni zavislost absorbance na TE vV mg/l pro stanoveni antioxidacni aktivity pomoci
ABTS
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Tab. 15: Stanovené hodnoty antioxidacni aktivity v mg TE/g suché BC vcetné smérodatnych odchylek
ziskané pomoci ABTS Vv etanolovych a acetonovych extraktech hroznovych vyliskii (sucha BC ve formé

filmu)
. Antioxidaéni aktivita (mg TE/g
Vzorek BC Modifikace BC )
suché BC)
Nemodifikovana BC film - 0
] Adsorpce extraktu_4, 24 h,
BC film extrakt_4 1690,75 + 1115,85
23°C
) Adsorpce extraktu_6, 24 h,
BC film extrakt_6 2025,28 + 537,96
23°C
] Adsorpce extraktu_8, 24 h,
BC film extrakt_8 23°C 1665,61 + 969,36

Stanovené hodnoty antioxidac¢ni aktivity se u modifikované suché¢ BC pohybovaly
v rozmezi 1665,61—-2025,28 mg TE/g suche BC. Nejvyssi hodnota antioxida¢ni aktivity byla
naméfena po modifikaci suché BC extraktem 6 (2025,28 + 537,96 mg TE/g suché BC)
a nejnizsi po modifikaci BC extraktem 8 (2025,28 + 537,96 mg TE/g suché BC).

Tab. 16: Stanovené hodnoty antioxidacni aktivity v mg TE/g vihké BC véetné smérodatnych odchylek

ziskané pomoci ABTS v etanolovych a acetonovych extraktech hroznovych vyliskii (vinka BC ve formé

hydrogelu)
- Antioxidaéni aktivita (mg TE/g
Vzorek BC Modifikace BC
vihké BC)
Nemodifikovana BC hydrogel - 0
Adsorpce extraktu_4, 24 h,
BC hydrogel extrakt_4 2941,50 £ 822,06
23°C
Adsorpce extraktu 6, 24 h,
BC hydrogel extrakt_6 2542,52 £ 533,00
23°C
Adsorpce extraktu_8, 24 h,
BC hydrogel extrakt_8 230G 1660,81 + 893,53

Celkova antioxidacni aktivita se po modifikaci vlhké BC ve formé hydrogelu
pohybovala vrozmezi 1660,81-2941,50 mg TE/g vihké BC. Ze ziskanych vysledki
uvedenych v Tab. 16 je mozné pozorovat, Ze nejvyssi antioxidacni aktivita byla stanovena
po modifikaci vihké BC extraktem 4 (2941,50 + 822,06 mg TE/g vihké BC). Naproti tomu

47



nejniz§i antioxidaéni aktivita byla kvantifikovana po modifikaci BC extraktem_8
(1660,81 + 893,53 mg TE/g vihké BC).

Pii porovnani stanovenych hodnot antioxidac¢ni aktivity, bylo zjiSténo, ze vyssi
hodnoty antioxida¢ni aktivity byly naméfeny u modifikované vlhké BC ve formé hydrogelu
oproti suché BC ve formé filmu.

Modifikovand BC je v soucasné dobé stéale Castéji predmétem védeckého zkoumani.
Vzhledem ke své netoxické povaze a biokompatibilité je hojné vyuzivana v kosmetickém,
potravinafském a biomedicinském pramyslu. (Hodel a kol., 2022) se zabyvali vyvojem
obvazi pro podporu lécby koZnich onemocnéni. Vychozim zkoumanym materidl byla zvolena
BC ve formé hydrogelu, kterd byla modifikovana etanolovymi extrakty obsahujici vytazky
ze zeleného a cCerveného propolisu. Propolis je bohatym zdrojem fenolickych latek
(ptedevsim kyseliny p-kumarové a biochaninu). Antioxida¢ni aktivita byla stanovena
spektrofotometricky ~ metodou  vyuzivajici  radikal DPPH  ((1,1-difenyl-2-(2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazyl). Principem této metody je redukce DPPH za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). Dle uvedenych vysledkd (Hodel a kol., 2022) bylo prokazano,
ze vzorky modifikované BC vykazuji antioxida¢ni aktivitu, pfi¢emz hodnoty antioxida¢ni
aktivity se pohybovaly v rozmezi 21,23—86,76 pg/ml. Nicmén¢ vzhledem Kk rozdilné metod¢
stanoveni je obtizné porovnat vysledné hodnoty antioxida¢ni aktivity s hodnotami
stanovenymi v této diplomové praci. Lze vSak ptredpokladat, ze nami pfipravené extrakty
Z hroznovych vyliski by bylo mozné taktéZz pouzit pro modifikaci BC pi#i vyrob¢é obvazi,
nebot” obsahuji celou fadu fenolickych slouéenin, které vykazuji vysoké hodnoty antioxidaéni

aktivity [79; 83].
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla ptiprava etanolovych a acetonovych extrakti
z lyofilizovanych a zmrazenych hroznovych vyliski. Extrakty byly pfipraveny pomoci
ultrazvukové extrakce (UE) a konven¢ni extrakce (CE) pomoci inkubéatoru. U takto
ptipravenych extrakti byl stanoven celkovy obsah polyfenola, flavonoidt, antokyant
a antioxida¢ni aktivita. Pomoci extraktu, které vykazovaly nejvyssi hodnoty antioxidaéni
aktivity byla modifikovana sucha BC ve form¢ filmu a vlhk&d BC ve formé hydrogelu.
Poslednim krokem bylo stanoveni stupné bobtnani BC, mnozstvi celkovych polyfenola
a antioxida¢ni aktivita modifikované BC.

Obsah celkovych polyfenoli byl stanoven spektrofotometricky pomoci Folin-
Ciocalteuova ¢inidla. Mnozstvi celkovych polyfenoli se pohybovalo Vv rozmezi
51,46-405,11 mg GAE/100g vzorku. Nejvyssi mnozstvi celkovych polyfenoli bylo
stanoveno u acetonoveho extraktu 4 (405,11 +71,74 mg GAE/100 g vzorku), ktery byl
ptipraven z lyofilizovanych hroznovych vyliskd pomoci UE.

Pomoci metody s chloridem hlinitym byly v extraktech kvantifikovany flavonoidy.
Stanovené mnozstvi flavonoidi se pohybovalo vrozmezi 21,41-222,14 mg CAE/100 g
vzorku. Nejvy$si mnozstvi flavonoidi bylo zjisténo u extraktu 4 (222,14 +£78,80 mg
CAE/100 g vzorku).

Mnozstvi celkovych antokyanu bylo stanoveno pH-diferencialni metodou. Stanovené
mnozstvi antokyant bylo v ptipravenych extraktech zanedbatelné a pohybovalo se v rozmezi
0,01-0,20 mg kyanidinu 3-glukosidu /100 g vzorku. Nejvyssi obsah antokyand byl stanoven
u acetonového extraktu_3 (0,20 £ 0,21 mg kyanidinu 3-glukosidu/100 g vzorku) pfipraveného
ze zmrazenych hroznovych vyliski pomoci UE.

Polyfenoly, antokyany i flavonidy patii mezi latky s dobrymi antioxidacnimi
vlastnostmi. Antioxida¢ni aktivita byla stanovena pomoci ABTS, kdy dochazi ke zhaSeni
kation-radikalu ABTS. Nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity byly stanoveny u acetonového
extraktu_4 (6,12 + 0,70 mmol TE/I vzorku) a etanolového extraktu_6 (3,18 + 0,53 mmol TE/I
vzorku) a etanolového extraktu_8 (4,23 £ 0,15 mmol TE/I vzorku), kdy vSechny tyto extrakty
byly ptipraveny z lyofilizovanych hroznovych vyliski. Z uvedenych vysledku vyplyva,
7e vy$8i hodnoty, jak polyfenold, flavonoidt, tak antioxidacni aktivity byly kvantifikovany
u extraktd pfipravenych z lyofilizovanych hroznovych vyliskd. Vhodnéj$im zpisobem

ptipravy extraktii byla stanovena UE pomoci, které byl pfipraven extrakt 4 a extrakt 8.
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BC mé vysokou schopnost zadrzovani vody, coz bylo prokazano stanovenim stupné
bobtnani. Diky této jeji vlastnosti je mozné BC modifikovat. Sucha BC ve formé filmu
avlhka BC ve formé hydrogelu byla modifikovana pomoci extraktu_4, extraktu_6
a extraktu_8. U modifikované BC bylo stanoveno celkové mnozstvi polyfenoltl a antioxida¢ni
aktivita. Vyss§i hodnoty, jak celkovych polyfenold, tak antioxidacni aktivity byly stanoveny
u modifikované vlhké BC ve form& hydrogelu. Nejvyssi obsah polyfenoli byl stanoven
u modifikované vihké BC extraktem 4 (755,82 + 100,71 mg GAE/g vlhké BC). Nejvyssi
hodnota antioxida¢ni aktivity byla kvantifikovana u modifikované vihké BC extraktem 6
(2 941,50 £ 822,06 mg TE/g vihké BC).

Tato diplomova prace potvrdila, Ze z hroznovych vyliski je mozné pomoci UE a CE
pfipravit etanolové a acetonové extrakty s vysokym obsahem bioaktivnich fenolickych
slouenin s vysokou antioxida¢ni aktivitou. Dale se podafilo tspé€sné modifikovat BC
ve form¢ suchych filmid a hydrogeli a dokazat tak jejyi vysokou antioxidacni UcCinnost.
Moznosti aplikace takto modifikované BC jsou stale pfedmétem zkoumani. V soucasné dobé
modifikovand BC nachazi vyuziti pfedev§im v potravinaiském pramyslu, v kosmetickém

priamyslu pii vyrobé pletovych hydrata¢nich masek nebo v mediciné pti 1é¢be popalenin.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ABTS -2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

BC — bakterialni celul6za

CAE — katechin

CE — konven¢ni extrakce

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DPPH - 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)
DPPH-H — difenylpikrylhydrazin

EA — enzymatickd extrakce

GAE - kyselina gallova

HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou
ICHS — ischemicka choroba srde¢ni

LCM — lignocelul6zovy material

LCO - lignocelul6zovy odpad

ME — mikrovinna extrakce

MBC — minimalni bakteriocidni koncentrace
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

RE — rutin

TE — Trolox

Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovéa kyselina

UE — ultrazvukova extrakce
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