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ABSTRAKT

Predlozena diplomovd prace se =zabyva vlivem pfirodnich antimikrobidlnich latek
na trvanlivost raw potravin. Raw strava se Vv posledni dobé stala velmi zadanym vyZzivovym
smérem, ktery zaina praktikovat stale vice lidi. Jedna se o stravovani vyhradné rostlinnou
syrovou stravou, ktera neprochazi tepelnou tpravou nad 4245 °C.

Cilem této diplomové prace bylo studium antioxida¢nich a antibakterialnich vlastnosti
extraktt z bylin a kofeni a jejich nasledna aplikace do raw dezertti pro prodlouzeni doby jejich
trvanlivosti. V teoretické Casti je popsana problematika raw stravy a popis mikroorganismii,
které se nejcastéji vyskytuji na rostlinnych materialech. Dale jsou zde charakterizovany
vybrané byliny a kofeni, mechanismy jejich antimikrobialnich ucinkd a metody pouzité pfi
testovani produktu.

V experimentalni Casti byla provedena charakterizace etanolovych extrakti z vybranych
13 druhti kofeni a bylin. Bylo provedeno stanoveni biologicky aktivnich latek, konkrétné
polyfenolti, flavonoidd, anthokyanil a jejich antioxida¢ni aktivity. Dale byly tyto extrakty
podrobeny testovani antimikrobidlnich ucinkG vici grampozitivnimu kmenu bakterii
Micrococcus luteus, gramnegativni bakterii Escherichia coli a kvasince Candida glabrata.
Molekularni ¢ast prace se zabyvala izolaci DNA z testovaného raw materidlu obohaceného
0 testované kombinace kofeni a bylin. Byla sledovana zména doby trvanlivosti danych vzorki
dezertl. Pfitomnost sledovanych mikroorganismu byla potvrzena metodou PCR.

KLiCOVA SLOVA
RAW strava, pfirodni antimikrobialni latky, izolace DNA, PCR



ABSTRACT

Submitted diploma thesis deals with an effect of antimicrobial substances on raw food
durability. Nowadays, the raw food has become very required style of nutrition, which is
being practised by more and more people. The issue is that this kind of alimentation,
especially vegetable raw food is not prepared in heat treatment which is higher than 42-45 °C.

The main aim of the thesis is to study antioxidant and antibacterial properties of the herbal
and spice extracts and their following implementation into raw desserts to prolong their
durability. At the beginning of the theoretical part, there is an analysis of the issue of raw food
and the description of micro-organisms, which are mostly occurred on plant materials.
Afterwards, selected herbs and spices, and mechanisms of their antimicrobial effects, and also
the methods used to test the products are characterised.

The experimental part focuses on characterization of ethanol extracts from 13 selected
kinds of spices and herbs. The determination of biologically active substance was
accomplished, specifically, polyphenols, flavonoids, anthocyanins and their antioxidant
properties. Moreover, these extracts were tested to antimicrobial effect towards gram-positive
species of germs Micrococcus luteus, gram-negative species of germs Escherichia coli and
yeast Candida glabrata. The molecular part of the thesis contains the DNA isolation from the
tested raw material, which was enriched of combination of the selected herbs and spices.
Change of expiry date of selected samples of raw desserts was monitored. The presence of
chosen micro-organisms was confirmed by the PCR method.

KEYWORDS
RAW food, nature antimicrobial agents, DNA isolation, PCR
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1 Uvod

Raw potraviny se Vv poslednich letech staly velmi zadanou soucasti trhu s potravinami.
Diky velkému z4djmu o tento typ stravovani se dnes setkavame se spoustou novych raw
restauraci a cukraren. Tento vyzivovy smér nachdzi ¢im dal vice pfiznivcl predevsim z fad
mladych lidi. Jedna se o stravovani velmi podobné veganské strave, ktera vynechava vSechny
zivoC¢i$né produkty. Zastanci tohoto stylu stravovani ho nenazyvaji vyzivovym smérem,
¢i dietou, ale navratem k pfirozenému stravovani naSich piedkd, ktefi se z velké casti
stravovali pouze syrovou stravou.

Raw strava vychdzi z myslenky, ze tepelnou Upravou nad hranici 42—45 °C dochazi
ke zniCeni veskerych zivin a enzymil a z potravy se stava tzv. mrtva strava. Tato hranice v§ak
zcela nespliuje pozadavky na tepelné opracovani, tim padem pii konzumaci hrozi vétsi
zdravotni a mikrobidlni rizika, ptedev§im vyskyt patogennich mikroorganisma zptsobujicich
alimentarni onemocnéni. Tyto typy vyrobkll zatim nejsou legislativné oSetfené, a proto je
témet nemozné urcit adekvatni dobu trvanlivosti a tim také bezpecnost potravin.

Konzumenti raw stravy se zaméfuji na vyuZitelnost vitamind, minerali a bioaktivnich latek
V co nejveétsi mite, avSak nékteré potraviny mohou byt v syrovém stavu Spatné stravitelné.
Syrova strava obsahuje velké mnoZstvi aktivnich latek a dileZitych prvka, které posiluji
imunitni systém, ma niz§i obsah tuki, sodiku a cholesterolu, coz miZze podpotit redukci
hmotnosti. Problémem u konzumentt jak veganské, tak raw stravy, je nedostatek vitaminu
B12, ktery se nachazi v zivo¢isnych produktech nebo nedostateény piijem omega 3 mastnych
kyselin, mineralnich latek nebo vitaminii rozpustnych v tucich (A, D, E, K).



2 Teoreticka cast

2.1 RAW strava — vitarianstvi

Pojem RAW food, v ¢eském jazyce RAW strava, byl pievzat z anglickych vyrazii raw —
syrovy a food — jidlo, strava. Mezi raw potraviny patii vSechny, které vyrostly v piirodé
a byly konzumovany bez tepelnych tprav. Jedna se vétSinou o veganskou vyzivu, ale existuji
1 dalsi upravené sméry tohoto stravovani napft. fruktarianstvi, kdy se lidé stravuji pouze
ovocem, ofechy a seminky nebo laktoovovegetarianstvi, kde jsou povoleny i mlééné vyrobky
a vejce. Zakladni teorii raw stravy je mysSlenka, ze pii tepelném zpracovani potravin nad
42—45 °C dochazi ke zniCeni Zivin a enzymu a Z potraviny se stava ,mrtvd strava®
Jak mtizeme vidét na obrazku 1 hlavnimi slozkami syrové stravy jsou ovoce, zelenina, byliny,
ofechy, seminka, luSténiny, obiloviny, moiské tasy, Cerstvé kokosové mléko a voda. K Gpravé
potravin se zde pouziva naklicovani seminek, obilovin a lusténin, ¢imz se zvySuje jejich
enzymaticka aktivita, a tak se potraviny stavaji biologicky hodnotn&jsimi. Dale se vyuziva
odstaviiovani ovoce a zeleniny, namaceni ofechti a seminek, mixovani a suseni ve specialnich
susarnach do 42—45 °C, kde se z potravin Setrn¢ odstranuje voda [1,2].

Pyramida RAW potravin

L
- s Af
za studena lisované oleje rﬁ
e - ,.)‘.) ]
potravinarské kvasnice il

listova zelenina

Obrdazek 1: Nejcastejsi skupiny potravin v raw stravé (upraveno dle [3])

2.2 Historie RAW stravy

Syrova strava ma své pocatky jiz v pravéku, kdy lidé konzumovali pouze teplem
neopracované potraviny, avSak pouze do t¢ doby, nez objevili ohen. Raw strava je podle
svych ptiznivca jakysi navrat ke kofeniim lidstva a také k pfirod€. Vitariani se snazi nalézt
ztracenou rovnovahu mezi ¢lovékem a ptirodou.
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Syrovou stravou se zacal zabyvat vegetariansky propagator Sylvestr Graham jiz na pocatku
19. stoleti, kdy ji v USA propagoval kvili epidemii cholery, ktera propukla v Evropé.
Ptednasel prevazné o konzumaci Cisté vody, Cerstvého ovoce, zeleniny a ofecht, jako
prevenci proti onemocnéni. Po propuknuti cholery v USA pry lidé, kteti se fidili jeho radami
nemoci nepodlehli a jejich zdravotni stav se zlepsil.

DalSim prikopnikem tohoto stylu stravovani byl Svycarsky lékatf a vynélezce miisli
Maximilian O. Bircher-Benner, ktery experimentoval s 1é¢bou pomoci zivé stravy. Pro tyto
ucely zalozil sanatorium, kde upozornioval na souziti ¢lovéka s pfirodou a také na myslenku,
Ze strava nema pouze zasytit, ale hlavn¢ udrzovat télo zdravé [1,2].

2.3 Pozitivni aspekty RAW stravy

Raw stravu tvoii pfedevSim ovoce, zelenina, ofechy, seminka nebo suSené plody. Tyto
nutricné¢ bohaté potraviny obsahuji velké mnozstvi antioxidacnich latek — fytochemikalii
(fenoly, flavonoidy, anthokyany, karotenoidy), nenasycenych mastnych kyselin, minerali
a vitamind, které chrani bunécné systémy pred oxidacnim poskozenim a maji pozitivni dopad
na lidské zdravi.

Ovoce a zelenina jsou znamé skupiny potravin, které zaujimaji misto ve vSech vyzivovych
nebo dietnich smérech. Ovoce a zelenina obsahuje velké mnozstvi vitamini, minerald,
fytochemikalii a vlakniny, kterd pomaha fidit koncentraci glukosy v krvi, snizuje hladinu
cholesterolu a zlepSuje priichodnost stiev. Zelenina je povazovana za zakladni slozku
vyvazené a pestré stravy. Jeji konzumace zajiStuje dostateCny piijem dilezitych zivin, které
pfispivaji kfeSeni mnoha vyZivovych ¢i zdravotnich problémi, které vznikaji
v disledku nezdravého zivotniho stylu. Zelenina se rozdéluje do 6 zakladnich skupin
(plodova, kotenova, listova, kostalova, cibulova, luskova), z nichz kazda obsahuje jinou
kombinaci a mnozstvi fytonutrienti. Nékteré druhy téchto latek patii do skupiny silnych
antioxidantt, které chrani t€lo pfed volnymi radikaly, nebot’ lidské buniky jsou neustale
vystavovany oxida¢nimu stresu, a proto je dilezité, aby byla v organismu stanovena
rovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty. Oxidacni stres zplsobuje chronickd onemocnéni,
ale také degradaci makromolekul, coz vede ke vzniku rakoviny nebo kardiovaskularnich
onemocnéni. Pravidelna konzumace ovoce a zeleniny mtze snizit riziko téchto onemocnéni
a Ize tak predchazet i procestim zpusobujici starnuti. Tyto potraviny obsahuji vysoka mnozstvi
bioaktivnich slozek, které poskytuji zdravotni pfinos nad ramec zakladni vyzivy a prevenci
proti chronickym onemocnénim. Ovoce a zelenina by mély byt obsazeny V kazdodenni
stravé, kviilli prevenci onemocnéni gastrointestindlniho traktu, kardiovaskuldrnich
onemocnéni, obezity nebo diabetu [4,5,6].

Ofechy jsou potraviny bohaté na duilezité bioaktivni makro a mikroziviny, obsahuji velké
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin, kvalitni rostlinné bilkoviny, vldkninu a mineraly.
Podle studie provedené ve Spanélsku je konzumace ofechii prevenci proti kardiovaskularnim
chorobam napf. ischemické chorobé srde¢ni, hypertenzi nebo kornaténi tepen. Dal§imi
benefity ofechll jsou snizovani tvorby zZlu€ovych kameni, diabetu nebo LDL cholesterolu.
Ackoliv ofechy obsahuji velké mnozstvi tukd, jejich pravidelnd konzumace v pfiméfenych
davkach, ma pozitivni vliv na hubnuti a prevenci proti obezité. Ve veganské a vegetaridnské
stravé jsou ofechy dilezitou slozkou potravy a hojn¢ se vyuzivaji jako nahrazka masa [7].
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Ptiznivci tohoto stylu stravovani uvadi, Ze pii pirechodu na RAW stravu dochazi
ke zlepseni psychického i fyzického stavu jedince a ke zvySeni pfijmu energie. Vyhodou je
pfedevSim vysoky pfijem zivin z potravin, pfevazné drasliku, kyseliny listové a vldkniny.
Naopak piijem tukl, cukri, cholesterolu a sodiku se vyrazné snizuje. Dalsi vyhodou je,
ze syrova strava neobsahuje zddna nezadouci aditiva, konzervanty, trans-mastné kyseliny
nebo mnozstvi pfidavanych cukrti a sladidel. Z hlediska zivotniho prostiedi je tento typ
stravovani, stejn¢ jako i jiné rostlinné vyzivové sméry, ekologicky Setrny [8].

2.4 Rizika konzumace RAW stravy

Nazory na konzumaci vyhradné syrové stravy se z pohledu moderni mediciny mohou znacné
rozchéazet. Na jedné strané ma RAW strava nepochybné vyhody, ale na druhé strané¢ muze
dochazet ke zna¢nym zdravotnim komplikacim.

2.4.1 Nutri¢ni a zdravotni rizika

RAW strava jako vétSina striktné orientovanych stylil stravovani ma i své nevyhody. Tim,
ze neni dostateéné tepelné upravend muze dochazet k ochlazovani organismu a metabolismus
¢lovéka neni energeticky vyrovnan.

Podle studie némeckych védcl bylo zjisténo, ze konzumace pievazné syrového ovoce
a zeleniny ma vliv na lipidicky profil krve, a tak mlze vést k mirnému zvySeni LDL
cholesterolu, a naopak ke snizeni HDL cholesterolu. U konzumentl striktni RAW stravy byl
dale zjiStén nedostatek kobalaminu (vitamin B12), coz ma za nasledek zvySeni tzv. MCV
objemu (mean cell volume), stfedni objem erythrocyti v krvi. Tento parametr se ziskava
Z krevniho obrazu a je indikatorem ke zjisténi vzniku anémie nedostatkem vitaminu B12.
Dal$im ukazatelem deficitu vitaminu B12 byl zjistén zvySeny obsah homocysteinu, ktery
muze zpusobit psychické poruchy, vznik kardiovaskularnich onemocnéni, komplikace
Vv t€hotenstvi nebo defekty pii narozeni [9].

Dals§im negativnim aspektem raw stravovani se zabyvala némecka studie, ktera pracovala
na vyzkumu frekvenci a zdvaznosti zubnich erozi u konzumentti syrové stravy. Bylo zjisténo,
ze 60 % konzumentli mélo minimalné jeden zub napadeny zavaznou dentalni erozi. Dentalni
eroze je postupny ubytek tvrdych zubnich tkani vznikajici plisobenim kyselin vnéjSiho nebo
vnitiniho piivodu na povrch zubii zbavenych zubniho plaku bez ucasti bakterialni mikroflory.
Za kyseliny vnéjsiho ptivodu jsou povazovany kyseliny v potravindch a napojich (Cerstvé
ovoce, zelenina, ovocné dZusy, sycené ndpoje obsahujici CO2). Vysledky prokazaly,
7e nadmérna konzumace ovoce a zeleniny, oproti konvencni vyzive, zvySuje riziko zubnich
erozi [10,11].

V dalsi studii némeckych védct bylo zjisténo, ze dlouhodobd konzumace pouze syrové
stravy zplsobuje vysokou ztratu télesné hmotnosti, index t€lesné hmotnosti u nékterych
konzumenttl byl vyhodnocen pod normalnim hmotnostnim rozsahem (<18.5 kg/m?). U Zen
do 45 let doprovazela podvyzivu i amenorea [12].

12



2.5 Mikrobialni kontaminace potravin

Mikrobialni kontaminace potravin Ize rozdélit na primarni a sekundarni.

Primérni kontaminace potravin je zpiisobena choroboplodnymi nebo saprofytickymi
mikroorganismy, které se nachédzeji v surovinach jesté pred zpracovanim. U rostlin dochézi
k této kontaminaci pted sklizni trody nebo béhem sklizné, diky pidnim mikroorganismum,
mezi které patii napi. rody bakterii Bacillus a Clostridium a plisné produkujici mykotoxiny.
Dalsim zdrojem primarni kontaminace mize byt zalévani plodin kontaminovanou vodou.

Sekundarni kontaminace potravin vyvolavaji piedevSim saprofytické mikroorganismy
pii jejich zpracovani a finalizaci produktd. Jde pfedevS§im o kontakt se zneciSténym nebo
nedostatecné¢ dezinfikovanym zafizenim a nafadim. DalSim zpisobem kontaminace jsou
nemocni lidé pracujici ve vyrobnim zavod¢, nakazeny ¢lovék muze produkt kontaminovat
piimo nebo nepfimo bakteriemi, které se nachazi ve fekaliich, vlasech nebo hnisavych ranach.
Sekundarni kontaminace se nevyskytuje pouze ve fazi vyroby, ale také 1 béhem skladovani,
pii kterém mohou nastat nevhodné podminky a v polotovarech nebo hotovych pokrmech
se za¢nou mnozit kontaminujici mikroorganismy [13].

2.5.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické mikroorganismy, od eukaryotickych bunék se lisi tim, ze nemaji
jadro oddélené od cytoplasmy jadernou membranou. Maji malo diferencovanou morfologii,
rozd€luji se na 2 zakladni skupiny: ty€inky a koky. Bakteridlni buniky maji malé rozméry,
ale velky specificky povrch, ktery ptispiva k intenzivni kvantitativni a kvalitativni pfeméné
latek a diky tomu se bakterie rychle rozmnozuji. Mezi nejcastéjsi ptivodce onemocnéni
Z potravin patii patogenni bakterie, ale také bakterie zplsobujici kazeni potravin. Tyto
mikroorganismy rostou pii optimalnim nebo slab¢ alkalickém pH [14].

2.5.1.1 Rod Bacillus

Bacillus je rod grampozitivnich bakterii ty¢inkovitého tvaru. Vyznamnym zastupcem tohoto
rodu je Bacillus cereus, ktery se piirozen¢ vyskytuje v pidé a vodé. Patii mezi vyznamné
kontaminanty potravin rostlinného i zivo¢isného ptvodu. Optimalni teplota rastu je 10-48 °C.
Ve formé odolnych spor se dostava do surovin (zelenina, cukr, kofeni, ryze, syrové maso,
ryby) a je schopen piezit v suchém prostiedi, ale i béhem béZnych tepelnych Uprav
(pasterace). Bacillus cereus produkuje 2 druhy toxint enterotoxin a emeticky toxin.

Enterotoxin je produkovan v tenkém stievé po konzumaci kontaminované potraviny. Tento
typ toxinu vyvolava prijmova onemocnéni a nevolnosti. Inkuba¢ni doba toxinu je 8—16 hodin
a doba onemocnéni trva 12—24 hodin. Toxin je velmi termolabilni a 1ze ho inaktivovat jiZ pii
teploté 60 °C. Castym problémem je, Ze spory tuto teplotu piekonaji a po opé&tovném
zchlazeni potraviny mohou znovu vykli€it a rozmnozit se. Zdrojem onemocnéni jSou vétSinou
masné produkty, polévky, zelenina a mlécné vyrobky.

Emeticky toxin je produkovan jiz v kontaminované potravingé. Tento toxin zpusobuje
nevolnost, zvraceni a malatnost. Inkubac¢ni doba toxinu je 1-5 hodin, chorobné pfiznaky
onemocnéni vétSinou odeznivaji 6-24 hodin po jejich vzniku. Na rozdil od enterotoxinu
je emeticky toxin velmi termostabilni a dokaZe piezit sterilizaéni teplotu 120 °C. Castym
zdrojem onemocnéni jsou vyrobky z ryze, sladkosti a téstoviny [13].
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2.5.1.2 Rod Escherichia

Bakterie z rodu Escherichia jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni a maji ty¢inkovity
tvar. Nejvyznamnéj$§im zastupcem je Escherichia coli, ktera fermentuje ve stfevech
teplokrevnych zivocichii laktozu za tvorby organickych kyselin (kyselina mlécna, octova)
a plyna (CO2, H2). Tyto bakterie se rozd€luji na patogenni a nepatogenni. Nepatogenni patii
mezi indikatory fekalniho znecisténi ve vod¢ nebo potravindch, tyto bézné kmeny jsou pro
zdravého ¢loveka neskodné.

Podminéné patogenni kmeny Escherichia coli se rozdé€luji do Ctyi skupin:

e Enteroinvazivni E. coli (EIEC) — zplsobuje potravinové nakazy, u ¢lovéka miize
vyvolat infekce mocovych cest, zanét zlu¢niku, zapal plic atd.

e Enteropatogenni E. coli (EPEC) — u lidi s oslabenou imunitou mize zpusobit
gastroenteritidu a t€¢zka prijmova onemocnéni az epidemii.

e Enterotoxinogenni E. coli (ETEC) — u lidi i zvifat zptisobuje toxikoinfekce. Tento typ
produkuje termostabilni nebo termolabilni enterotoxiny.

e Enterohemoragicka E. coli (EHEC) — je nejnebezpecnéjsim kmenem E. coli, tento
kmen produkuje verotoxin a muze kromé krvacivych prijmi zplsobit vazna
onemocnéni ledvin vedouci az k smrti. Inkubacni doba byva 3-8 dni, coz je ze vSech
patogennich kment nejdéle.

Nejcastéj$imi zdroji nakazy patogennimi kmeny E. coli jsou kontaminovana voda, syrové
nebo nedostatecné tepelné opracované maso a mléko, ale také zelenina, ovoce a nakli¢ena
semena. Konzumace naklicenych semen se stavd v posledni dobé velmi oblibenou nejen
U zastancl raw stravy, problémem vSak mlze byt kontaminace jest¢ pred sklizni nebo béhem
skladovani bakteriemi EHEC, salmonelami nebo lysteriemi. Béhem kliceni se poté vytvori
idealni podminky (vlhkost, teplota, dostatek Zivin) pro rist téchto bakterii a dochazi k jejich
pomnozeni. Ztoho divodu je nutné dodrzovat vysokou uroven hygieny pii produkei,
manipulaci a skladovani semen pfi sklizni i béhem prodeje [13,15,16].

2.5.1.3 Rod Micrococcus

Rod Micrococcus patii do ¢eledi Micrococcaceae, tyto bakterie jsou aerobni, grampozitivni
amaji kulovity tvar. Vyskytuji se ve shlucich nebo péarech a netvoii spory. Vyznamnym
zastupcem tohoto rodu je Micrococcus luteus, ktery se vyskytuje ve vodé€, ptidé nebo na lidské
kazi, sliznicich dutiny Gstni a dychacich cestich. VSeobecné je tento druh povazovan
za neskodny, avsak u jedincl s oslabenou imunitou mize vyvolat rizna infekéni onemocnéni
[15].

2.5.2 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy patfici mezi houby (Fungi). Tvar bun¢k je
elipsovity az kulovity a souvisi s vegetativnim rozmnoZovadnim pucenim nebo délenim.
Kvasinky pro svlij rist vyzaduji, stejné¢ jako plisn€é, vzdusny kyslik. Pfi anaerobnich
podminkach jsou schopné preménit svlij metabolismus na fermentacni a diky omezeni rastu
bunkové hmoty produkovat z monosacharidii a nékterych di a trisacharidi etanol a oxid
uhlicity [14,17].

14



2.5.2.1 Rod Candida

Kvasinky rodu Candida se piirozen¢ nachazi na lidské kizi, ve stfevni mikroflofe, v dutiné
ustni nebo v zenském pohlavnim systému. V piipadé, Ze dojde k naruseni rovnovahy
piirozené mikroflory (napt. pouziti antibiotik), mohou se tyto kvasinky stat nebezpecnymi
patogeny. Vyznamnym zastupcem tohoto rodu je kvasinka Candida glabrata, ktera byla
puvodné nazyvana jako Torulopsis glabrata. Vyskyt této kvasinky je zpuisoben uzivanim
Sirokospektralnich antibiotik, k pfenosu muize dochdzet také z rukou nebo plasth zaméstnanch
na oddéleni JIP v nemocnicich. Pro sviij rist vyuziva jako vsechny kvasinky zdroj glukozy, ktery
zkvasSuje za tvorby CO; a diky tomu se lehce pfizpusobuje niz§imu pH. Tato kvasinka byla
povazovana za méné virulentni nez Candida albicans, avSak poté byla zjisténa jeji vysoka
rezistence vuci nékterym antibiotikim ataké vysS$i umrtnost v porovnadni s jinymi zastupci
Candida. Nachazi se v prostiedi zenského pohlavniho systému, kde vytvati biofilm, ale muze
zpusobovat také plicni infekce a dentalni problémy [18,19].

2.5.3 Plisné

Plisn¢ jsou mikroskopické, eukaryotni mikroorganismy patiici do fiSe hub (Fungi). Jsou
to aerobni organismy, které napadaji poruSené nebo kazici se potraviny. Zavislost na kysliku
pii rastu se odviji od slozeni cytoplazmatické membrany, ktera obsahuje steroidy, k jejichz
syntéze je kyslik potieba. Plisn€ se od bakterii a kvasinek li§i svoji pfizpisobivosti na rizné
zmény rustovych podminek (sniZeni hodnoty pH, snizeni teploty nebo aktivity vody).
Z potravinafského hlediska se mezi tyto organismy fadi ty, které¢ vytvaii na povrchu potravin
viditelné mycelium sloZené z jednotlivych vlaken (hyf). Systematicky se plisné rozdéluji
do Sesti skupin: Myxomycota, Chytridiomycota, Oomycota, Zygomycota, Ascomycota
a Basidiomycota [14].

2.5.3.1 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus je plisen, ktera vytvari na potravinach plstovité — vatové mycelium cerné,
hnédé, zluté az bilé barvy. Je to Casty ptivodce kazeni potravin — ovoce, zeleniny a produkti
z nich vyrobenych, jedlych olejii a potravin bohatych na tuky. Je to plisen, ktera nema vysoké
naroky pro rust, vyskytuje se také na obili, pekdrenskych a mlynskych vyrobcich. Néekteré
druhy téchto plisni se diky svym specifickym fyziologickym vlastnostem vyuzivaji pro
prumyslové zpracovani. Mezi tyto druhy patii A. niger pro vyrobu kyseliny citronové,
amylaz, lipaz a pektinaz nebo A. terreus pro vyrobu kyseliny itakonové. AvSak ne vSechny
druhy téchto plisni jsou uzite¢né, vétsina produkuje nebezpecné aflatoxiny napi. A. flavus,
A. parasiticus nebo A. nominus. Plisn¢ rodu Aspergillus rostou pii optimalnich teplotach 25
termorezistentni, Ize je ¢aste¢né inaktivovat dlouhodobym pusobenim teplot nad 100 °C.
Nebezpeci aflatoxinti spociva predevsim pii vdechovani prachu ze zplesnivnélych potravin,
ty se poté akumuluji v jatrech nebo svaloviné, coz zvySuje jejich toxicitu. Akutni otravy
aflatoxiny vsak nejsou pfili§ znamé, vyznamnéjsi je jejich teratogenita (poskozeni nebo
odumfeni plodu) a kancerogenita [13,14].
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2.5.3.2 Rod Fusarium

Rod Fusarium je plisen vytvarejici fidké, vzdusné mycelium nepravidelné barvy (Zluté,
hnédé, Cerné, fialové). VétSina druhii parazituje na rostlinnych materidlech a zplsobuje
na nich velké Skody pii rastu (vadnuti polnich plodin), ale také pti skladovani (plesnivéni
kukufice, kazeni ovoce a ovocnych st'av). Dale se zacastiiuji kazeni potravin bohatych na tuky
(ofechy, tu¢né pecivo, oleje, tuky) a hnilobé brambor (F. solani). Tento rod plisni
se vyznaCuje tvorbou mykotoxini predev§im T—2—toxin, nivalenol, trichotheceny,
zearalenon napadajici kukufici a diacetoxyscirpenol (F. graminearum), ktery zpisobuje
nemoc alimentarni toxickou aleukii (ATA — vyznaCuje se oslabenim krevniho systému).
Plisn¢ rodu Fusarium rostou pii optimalnich teplotach 25 az 30 °C, ale toxiny produkuji jiz
Vv rozmezi teplot 8 az 12 °C [13,14].

2.5.3.3 Rod Mucor

Rod Mucor vytvari na potravinach vzdusné, vatovité mycelium, které ma bilou az Sedou
barvu a velmi rychle se rozrista. Nékteré druhy jsou choroboplodné a zpisobuji hloubkové
mykozy. Tato plisen je velmi rozsifena na rostlinnych materialech, ovoci nebo obilninach, je
znamo asi 50 druht. Nejcastéji se jedna o M. plumebus, ktery se vyskytuje na pekarenskych
kvasnicich a mlynskych vyrobcich. Dal§im zastupcem zplsobujici kazeni potravin je
M. racemosus, tento druh se nachdzi v mléku, syrech a na zralych sladkych plodech.
Zaneptitomnosti kysliku zplsobuje kazeni ovocnych §tdav a mokrou hnilobu rajcat.
Pro praimyslové vyuziti se pouzivaji druhy M. mucedo na vyrobu proteolytickych enzymi
nebo M. rouxianus na hydrolyzu Skrobu [13,14].

2.5.3.4 Rod Rhizopus

Rod Rhizopus vytvati kolonie podobné rodu Mucor. Jedna se o parazitarni, saprofytickou
pliseni, je znamo asi 10 druhli. NejCastéji se vyskytuje na rostlinnych materidlech — ovoce,
zelenina, obili, mlynské vyrobky nebo slad. Nejcast&jsimi zastupci jsou R. oryzae, ktery
zpusobuje hloubkové mykozy u teplokrevnych Zzivoéichti a R. stolonifer, ktery zpisobuje
na ovoci a zelenin€ mokrou hnilobu. Tito zéstupci se vyuzivaji také v primyslové vyrobé
kyseliny fumarové (R. stolonifer) a vyrobé¢ alkoholického napoje arak (R. oryzae) [13,14].

2.6 Mikrobialni riziko u vybranych potravin

2.6.1 Ofrechy

Ofechy jsou nachylné ke kontaminacim plisnémi, piedevs§im Aspergillus flavus, ktera
dominuje na slupkach podzemnice olejné. Pokud je slupka porusend, ve vyloupanych jadrech,
ale také v produktech z podzemnice vyrobené (arasidové maslo), se obvykle vyskytuji
aflatoxiny. Dalsi ofechy nachylné k plisni Aspergillus flavus jsou pistacie a para ofechy [13].

2.6.2 Cerealie

V obili se mohou tvofit aflatoxiny plisni Aspergillus flavus, ktera je produkuje v teplejsich
klimatickych podminkach nebo mykotoxiny (zearalenon, trichoteceny nebo ochratoxin A).
Mnozstvi tvorby toxinll v obilnych zrnech je zdvislé na agronomickych podminkéach a na
vlivu pocasi. Mnozeni plisni (Aspergillus, Fusarium, Penicillium) podporuje také hnojeni
syntetickymi dusikatymi hnojivy. Plisen Fusarium napada obilna zrna jiz pted sklizni,
ke svému ristu potiebuje vysoky obsah vody, proto se po sklizni a nasledném schnuti obili
rast vyrazné zpomaluje [13].

16



2.6.3 Ovoce a zelenina

Nejcastéjsimi mykotoxiny, které se vyskytuji na ovoci, zelenin€ nebo v ovocnych produktech
je patulin nebo kyselina byssochlamova produkovana rodem Byssochlamys. Patulin
je produkovan plisnémi rostoucimi na ovoci (Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys),
zpomaleni rustu plisni a redukce tvorby patulinu je mozna skladovanim ovoce v chladirnach

s kontrolovanou atmosférou (snizeny obsah kysliku a mirné zvySeny obsah oxidu uhli¢itého)
[13].

2.6.4 Koreni

Kofeni mize obsahovat az 10° KTJ.g? spér plisni, aviak velmi zaleZi na zpiisobu opracovani
ataké druhu koteni. Pokud je kotfeni spravné skladovano v suchém prostiedi, nedochazi
k ristu plisni a tvorbé mykotoxind. V piipade€, Ze je kotfeni ptidano do tepelné neupravené
potraviny nebo je ve vlhkém prostiedi, mize byt vyznamnym zdrojem kontaminace
mykotoxickymi plisnémi [13].

2.7 Charakteristika vybranych skupin prirodnich latek

Sekundarni metabolity rostlin jsou pfedmétem mnoha vyzkumnych studii, protoZe tyto
slouCeniny vykazuji mnoho biologickych aktivit. Patfi sem napf. antimikrobidlni,
antimykotické, antikarcinogenni a protizanétlivé ucinky.

2.7.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou molekuly, které omezuji aktivitu volnych radikali a zabranuji jejich
oxidacni destrukci v organismu. Volné radikaly vznikaji v organismu vlivem oxida¢niho
stresu, maji fadu fyziologickych funkei napt. ucast v protizanétlivych reakcich, avsak z vétsi
casti negativné puasobi na funkci organismu. Jedna se predevSim o reaktivni kyslikové
a dusikové radikaly, které puisobi na biologicky vyznamné slouceniny (lipidy, bilkoviny,
nukleové kyseliny) a jejich piisobenim dochazi k modifikaci a zméné struktury téchto latek
[20].

2.7.2 Polyfenoly

Polyfenoly ptedstavuji jednu z nejpocetnéjsich a nejrozsifenéjSich skupin latek v rostlinné
fi81. Je znamo vice nez 8000 latek s fenolickymi strukturami, které 1ze rozdélit do 10 rGznych
tiid v zavislosti na jejich zakladni chemické struktute, ta také ovliviiuje mechanizmy u¢inku
téchto latek. Tyto latky vznikaji jako produkty sekunddrniho metabolismu rostlin, vychazeji
ze dvou hlavnich syntetickych cest, a to bud’ cestou Sikimatu nebo acetatovou cestou. Rostliny
si je vytvaii pro svoji ochranu pted volnymi radikaly, riznymi patogeny a ultrafialovym
zafenim. Polyfenoly jsou lehce dostupnym zdrojem antioxidantli, nachazi se v pestré stravé
bohaté na ovoce a zeleninu, déale se vyskytuji v napojich rostlinného plivodu (¢aj, kdva, vino).
Tyto latky jsou z potravy piijimény ve vysokych koncentracich, avSak nedochézi u nich
k aplnému  vstiebavani stfevni mikroflorou do organismu. Polyfenoly maji vliv
na metabolismus lipidd, glukoézy, a proto sniZuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni nebo
cukrovky. Jejich nevyhodou je vysoka nestabilnost a nasledna degradace V nepiiznivych
podminkach — vyssi teplota, ptistup kysliku, svétla, enzymu [21].
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2.7.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou fenolické struktury, které se nachazeji hojné ve fotosyntetizujicich burnikach.
Flavonoidni slouceniny maji strukturni znak 2—fenylbenzopyranu nebo flavinového jadra,
ktery se sklada ze dvou benzenovych kruhi spojenych pres heterocyklicky pyranovy kruh.
Je znamo 14 tiid flavonoidu, které se od sebe lisi chemické strukturou a polohou substituentt
na riznych kruzich. Obvykle se vyskytuji v mnoha bézn¢ konzumovanych potravinach, jako
jsou: ovoce, zelenina, ofechy a semena. Mnoho flavonoidii ma antioxidac¢ni, protizdnétlivou
a antikarcinogenni aktivitu, proto jsou tyto slouceniny pouzivany ve farmaceutickém nebo
kosmetickém pramyslu [21,22].

2.7.3.1 Anthokyany

Anthokyany jsou fenolové slouCeniny patiici do skupiny flavonoida. Tyto biologicky aktivni
latky jsou znamy piedev§im jako piirodni barviva v rostlinich, ovoci nebo zelening.
Anthokyany jsou ve vodé¢ rozpustné pigmenty, které maji Cervenou, modrou az fialovou
barvu. Diky svym antioxida¢nim a biologickym vlastnostem maji prospé$né ucinky na lidské
zdravi. Pouziti t€chto pigmentl v potravindistvi je omezeno nestabilni strukturou téchto latek
vuci pH, teploté, obsahu kysliku nebo enzymu [21].

2.8 Charakterizace vybranych bylin a koreni

Byliny a kofeni jsou v potravindiském a farmaceutickém primyslu vyuzivany
pro své antibakterialni, antioxida¢ni a antimykotické ucinky jiz po staleti. Tyto rostliny
a jejich slozky byly Siroce pouzivany jako latky urcené k upraveé organoleptickych vlastnosti
potravin a je dobie znamo, Zze mnoho z nich ma §iroké spektrum antimikrobialnich G¢inkd.
Tyto slouceniny mohou byt smrtelné pro mikrobialni buniky nebo mohou inhibovat tvorbu
sekundarnich metabolitd (napf. mykotoxintl). Vlastnosti bylin a kofeni a jejich intenzita
mohou byt ovlivnény piivodem rostlin, podnebim nebo dobou sklizn¢.

2.8.1 Aloe kapska

Aloe kapska (Aloe capensis) je vytrvala sukulentni rostlina, ktera pochazi z Jizni Afriky.
Tato rostlina méa diky svému dievnatému kofenu tvar kefe nebo stromu. Stava, ktera vytvafi
v listech gel obsahuje velké mnozstvi polysacharidi jako je napf. acemannan (latka majici
vliv na imunitni systém). Tyto polysacharidy obsazené v gelu maji antibiotické 0cinky
a inhibuji rast bakterialnich kment napt. Bacillus subtilis, Citrobacter species, Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus a Streptococcus. Aloe obsahuje také
vysoké mnozstvi aminokyselin, vitamini A, B, C, E, enzymil (amyldzy, lipazy), esencialnich
mastnych kyselin, vapniku, zinku, manganu, hoi¢iku a Zeleza. Tento druh aloe je uzivan
ve farmacii, kosmetice, kde se vyuziva predevsim k regeneraci poSkozenych tkani, k hojeni
ran, zklidnéni pokozky, proti ekzémum, lupénce nebo proti koznim  zanétim.
V potravinaiském primyslu se vyuziva napt. pii vyrobé napoju [23].
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2.8.2 Andélika lékarska

And¢lika 1ékaiska (Angelica archangelica) je bylina z ¢eledi mitikovitych. Pochazi
ze severo — vychodni Evropy (Skandinavie, Gronsko, Island). Jiz od stfedovéku se pouziva
k 1é¢ebnym ucelim, a to predev§im pii problémech s trdvenim, bolestmi hlavy, zahlenénim
nebo pii koznich vyrazkach. Hlavnimi slozkami oleje z oddenkii a kofene jsou a — pinen,
jehoz struktura je uvedena na obrazku 2, 6 —3 —Kkatein, limonen a a-phellandren. Olej
vykazuje dobrou antimikrobialni uc¢innost proti Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Enterococcus faecalis, Eubacterium limosum, Peptostreptococcus anaerobius a Candida
albicans [25,26].

CHs;

CHs
CHs

Obrdzek 2: a — pinen

2.8.3 Badyan

Badyan je suSeny plod zbadyaniku pravého (lllicium verum), ktery roste predevSim
ve Vietnamu a jizni Cing, kde se pouziva v tradiéni medicing. Je to jehliénaty strom
s Cervenymi kvéty a plody hvézdicového tvaru, které se bézné pouzivaji jako kofeni. Studie
ukdzaly, ze badyan lze povazovat za dobry zdroj pfirodnich latek s vyznamnymi
antioxida¢nimi a antimikrobidlnimi ucinky. Pfedev§im se jednd o antimykotické ucinky, coz
lze ptipsat vysokému procentu hlavnich slozek (trans—anethol, jehoz struktura je znazornéna
na obrazku 3, karyofylen a limonen). Synergicky ucinek mezi riznymi slozkami oleje
vyvolava biocidni u€inky proti patogennim houbdm a produkci mykotoxinu. Diky témto
ucinkim by badyanovy esencidlni olej mohl byt pouzivan v rliznych primyslovych odvétvich
jako je kosmeticky, farmaceuticky nebo potravinaisky primysl, kde by mohl byt vhodnou
nahradou pro synteticky antioxidant pouzivany v soucasné dob¢ [27].

CHs
O/

CHj

Obrazek 3: trans-anethol
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2.8.4 Citronova kiira

Citrony jsou plody citronovniku (Citrus lemon), ktery pochazi z jihovychodni Asie. Citrony
obsahuji velké mnozstvi kyseliny askorbové (vitamin C) a kyseliny citronové. Kira
citrusovych ploda je bohatym zdrojem flavanonii a mnoha polymethoxylovanych flavont,
které jsou v jinych rostlindch velmi vzacné. Tyto slouceniny hraji dalezitou fyziologickou
a ekologickou roli, a proto jsou také komercné zajimavé pro potravinaisky a farmaceuticky
prumysl. Vytazky z citrusové kiiry obsahuji rizné esencialni oleje, protopin, limonen, jehoz
struktura je znazornéna na obrazku 4, korydalinové alkaloidy, laktony a dalsi latky, které
vykazuji silnou antimikrobialni aktivitu proti mikroorganismiim, jako je Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium nebo Micrococcus aureus. Citrusové flavonoidy mayji
také antifungdlni, antidiabetické, protinadorové ucinky a také snizuji hladinu LDL
cholesterolu [28].

CHjy

HoC CHs,

Obrdzek 4: Limonen

2.8.5 Hrebicek vonny

Hiebicek pochazi ze stalezeleného stromu hiebickovce vonného (Syzygium aromaticum),
ktery pochazi z Moluckych ostrovii v Indonésii. Zndmé koteni tvoii nerozvinutd, susena
poupata, ktera obsahuji velky podil aromatickych latek. Hiebicek se vyznacuje
antiseptickymi, antimikrobidlnimi, antimykotickymi, antioxidacnimi a analgetickymi
vlastnostmi. VyuZiva se pfedevS§im v gastronomii, ale také ve stomatologii pro preventivni
opatfeni nebo jako pfidavek do zubnich past a Gstnich vod. Antimikrobidlni G€inky jsou dany
diky latkam obsazenym v éterickém oleji hiebi¢ku jako jsou fenylpropanoidy eugenol, jehoz
struktura je znazornéna na obrazku 5, B-karyofylen, ahumulen, a eugenyl acetat. Pisobi proti
patogenum véetné Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pyogenes, Corynebacterium, Salmonella, Bacteroides a Candida albicans [29].

CHs;
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Obrdzek 5: Eugenol
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2.8.6 Kardamom

Kardamom je kofeni ziskavané ze semen rostliny kardamovnik obecny (Ellettaria
cardamomum) a (Amomum subulantum). Tato bylina se péstuje komeréné v Indii, na Sri
Lance, v Guatemale a Tanzanii. Semena kardamomu maji mirn¢ pal¢ivou chut’ a jsou velmi
aromatickd. Pouzivaji se proto jako kofeni v pikantnich nebo sladkych jidlech, ptevazné
vindické kuchyni. Kardamomovy olej se pouzivd v potravinaiském a farmaceutickém
prumyslu, pfi vyrobé parfémt nebo likéri. M4 silné aromatické, antiseptické, stimulujici
a antibakteridlni vlastnosti, které plisobi proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim
napt. Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, Enterobacter spp., Acinetobacter, Escherichia coli, Serratia spp., a Salmonella
typhi [30].

2.8.7 Lékorice

Lékotice (Glycyrrhiza glabra) z feckého glykos (sladky) rhiza (kofen). Je vytrvala bylina
z Celedi bobovitych rozsitena predevsim v Evropé a Asii. Tato rostlina je pouzivana v tradi¢ni
mediciné po celém svété, kvili obsahu biologicky aktivnich latek jako napt. glycyrrhizin
(ptisobi proti volnym radikaltim, zabranuje oxidaci lipidi, md chemopreventivni ucinky),
kyselina glycyrhizinovd, glabrin A, B a isoflavony. Lékofice ma protizanétlive,
antidiabetické, antivirové, antifungalni a antimikrobialni u¢inky, inhibuji rist Staphylococcus
aureus a Streptococcus pyogenes. Vyuziva se k lécbeé zalude¢nich viedl, kasle, dn€ a pii
koznich onemocnénich. Diky nadmérné sladivosti glycyrrhizinu (50x sladsi nez sachardza) se
vyuzivé také v potravinafském pramyslu k vyrobé cukrovinek, av§ak nadmérnd konzumace
muze vést ke zvySeni krevniho tlaku [26,31,32].

2.8.8 LichoreriSnice

Lichofefisnice vetsi (Tropoeolum mojus) je vytrvala bylina pochazejici z Jizni Ameriky. Jedlé
Casti lichofetiSnice (listy, kvéty, semena) obsahuji vysoky obsah vitaminu C, olej
Z lichofefiSnice mastné kyseliny, steroly, flavonoidy a karotenoidy. Tyto latky maji
za nasledek antimikrobidlni, antifungalni a protizanétlivy ucinek byliny. Pisobi proti
gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim Staphylococcus, Streptococcus, Proteus,
Escherichia coli a proti kvasinkam Candida, proto se hojné vyuziva v lécCitelstvi, jak pii
respirac¢nich, tak i pfi urologickych onemocnénich [26,33].

2.8.9 Skorice

Skoftice je kofeni ziskavané z klry skoticovnikii (Cinnamomum), stalezelenych tropickych
stromi rostoucich v tropickém a subtropickém pasmu jihovychodni Asie. Obsahuje velké
mnozstvi polyfenolti a tékavych fenoll, v esencidlnim oleji z kiiry je nejvice zastoupen
cinnamaldehyd, jehoz struktura je znazornéna na obrazku 6 a eugenol, tyto slouceniny jsou
pfi¢inou typického aroma skofice. Cinnamaldehyd mé svij hlavni Gc¢inek na bakteridlni
bunéénou membranu a je vhodny jako pfirodni konzervacni latka k potlaceni ristu
patogennich bakterii, ¢imZ prodluzuje trvanlivost potravin. Skofice je kofeni, které se vyuziva
pfedevSim v potravinaiském primyslu, a to pfi vyrobé cukraiskych vyrobku, likéri nebo
napoji. Esencidlni skoficové oleje se vyuzivaji v kosmetickém a farmaceutickém primyslu.
Skofice byla vyuzivdna jiz v tradiéni Ccinské medicing, diky svym dezinfekénim
a antimikrobidlnim vlastnostem, kdy se pouzivala k 1é¢bé neuroprotektivnich onemocnéni,
lécbe diabetu a gastrointestinalnich poruch [34].
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Obrazek 6: Cinnamaldehyd

2.8.10 Smetanka lékarska

Smetanka lékaiska (Taraxacum officinale) je rostlina rostouci pfevazné v mirném pasmu
severni polokoule (Evropa, Amerika, Asie), bézn¢ se dnes vyskytuje na loukach a polich jako
plevel. Rostlina obsahuje velké mnozstvi flavonoida, kumarini a také kyselinu skoficovou,
tyto latky maji léCebny a terapeuticky vyznam. Extrakty ze smetanky vykazuji dobry
antimikrobialni ucinek proti bakteriim Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumonia, Streptococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Koien
je primarné uzivan jako gastrointestinalni 1ék podporujici traveni a funkci jater, zatimco list
je pouzivan jako diuretikum k 1é¢bé zanéti mocovych cest a ledvin [26,35].

2.8.11 Safran

Safran sety (Crocus sativus) je velmi stara kulturni rostlina, kterd pochazi ze zapadni Asie.
V kvétech rostliny se nachéazi tzv. ¢nélky, které se sbiraji ru¢né odstipnutim a poté
se pouzivaji jako kofeni. Diky malému mnozstvi ¢nélek a narocnosti sbéru je Safran
nejdraz§im kofenim na svétd. Safran obsahuje vice nez 150 t&kavych aromatickych slougenin
napf. crocin, picrocrocin a safranal, jehoz struktura je znazornéna na obrazku 7. Tyto latky
jsou hlavni chemické slouceniny Safranu, které jsou odpovédné za typickou barvu, chut
a vuni Safranu. Tato rostlina vykazuje antimikrobialni, antidepresivni, mirné afrodiziakalni,
antioxidac¢ni, protinadorové, diuretické a protizanétlivé vlastnosti. V tradi¢ni ¢inské mediciné
byl Safran pouzivany ve form¢ infuze a odvaru k 1é¢bé patologickych stavli jako je astma,
artritida, kasel, akné, kozni onemocnéni, a dokonce 1 neplodnost. Krom¢ mediciny se vyuziva
i v orientalni ¢i latinskoamerické kuchyni [36].

H3C_ CHj
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Obrazek 7: Safranal
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2.8.12 Trapatka nachova

Trapatka nachova (Echinacea purpurea) je vytrvala bylina se vzpifimenymi vétvenymi stonky
pochézejici ze Severni Ameriky, kde byla pouzivana v tradi¢ni medicin€ ptivodnich obyvatel.
Péstuje se predevsim jako okrasnd rostlina, avSak vytazky zni maji 1é¢ivé ucinky.
Pouzivanymi ¢astmi rostliny jsou kofeny nebo nat, které obsahuji velké mnoZzstvi
specifickych polysacharidd, terpend, derivaty kyseliny kavové, kyselinu cichorovou fadu
alkylamidu a flavonoidd. Tiapatka byva uzivana vnitiné pii nachlazenich a infekcich
dychacich cest nebo povrchové na $patné se hojici poranéni [32].

2.8.13 Zazvor

Zazvor (Zingiber oficinale) je vytrvala rostlina s hustymi kofeny, ktera pochazi z Asie.
Po celém svété se zluté oddenky této rostliny pouzivaji jako kotfeni pro svou typickou vini,
kterou zptsobuji aromatické latky zingiberen a bisabolen a také vyraznou, ostrou chut’, kterou
zpusobuje obsah gingerolu, jehoz struktura je zndzornéna na obrazku 8. Dalsi vyuziti zazvor
nasel také v 1écCitelstvi pro své antibakterialni, antimykotické a protizanétlivé ucinky. Zazvor
stimuluje krevni ob¢h, snizuje horecku, tlumi prijem a zaludecni kiece. Antimikrobialni
aktivita byla zkoumana u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii. Nejvyssi inhibicni
ucinky zazvoru na bakterie byly zjistény u rodt Bacillus sp., Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa, naopak nejniz§i inhibiéni zonu mél zazvor na rody Klebsiella a Enterobacter.
V dalsi studii bylo zjisténo, ze zazvor vykazuje reduk¢ni uéinky na krevni lipidy, proto muze
byt do budoucna povazovan za cennou piisadu do 1é¢iv napf. u diabetickych pacientl
[32,37,38].
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Obrdzek 8: Gingerol

23



2.9 Mechanismy antimikrobidlniho ucinku aktivnich latek na
mikroorganismy

Antimikrobidlni latky jsou takové, které maji schopnost inhibovat nebo potlacovat rust
mikroorganismi Vv davkach, které neposkozuji makroorganismus. Antimikrobidlni latky
mohou pUsobit riiznym zptisobem a V riznych mistech bakterialni bunky [14].

2.9.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Antimikrobidlni latky ptisobici timto mechanismem se vazou na specifickd vazebna mista
a tim inhibuji enzymy (transpeptidazy), jejichz ptfitomnost je nutna ke tvorbé peptidoglykanti
Vv bakteridlni bunécné sténé. Latky plisobi pouze v dobé ristu mikroorganismil, ale maji
baktericidni ucinek. Béhem rustu vznikaji bunky, které maji defektni bunécnou sténou,
a proto nejsou schopné odolavat vysokému osmotickému tlaku. Oslabené buiky podléhaji
lyzi nebo jsou zniCeny bufikami hostitele. Bunééna sténa gramnegativnich bakterii je vaci
antimikrobialnim latkdm odolné&jsi nez u grampozitivnich bakterii, protoze kromé tenké vrstvy
peptidoglykanii ~ obsahuje  také  fosfolipidovou  dvouvrstvu a  beta-laktamazy
V periplazmatickém prostoru. Beta-laktamdzy jsou schopné rozkladat n¢které antimikrobialni
latky, a proto jsou gramnegativni bakterie viéi jejich uc¢inku odolnéjsi [39,40,41].

2.9.2 Poskozeni syntézy cytoplasmatické membrany

Antimikrobidlni latky obsahuji lipofilni i lipofobni skupiny, tim se umoziuje jejich prinik
do plazmatickych membran mikroorganismu. Pfitomnosti téchto latek v buice se narusi jeji
struktura, dochazi k porucham permeability cytoplasmatické membrany to zpusobi naruSeni
iontové rovnovahy a K tniku dulezitych slozek buiky (aminokyseliny, puriny, pyrimidiny),
které vede k zaniku bunky [39,40,41].

2.9.3 Inhibice proteosyntézy
Antimikrobidlni latky, které blokuji syntézu bunécnych proteini tim, ze se specificky vazou
na ribozomalni podjednotky bakterii [39,40,41].

2.9.4 Porucha syntézy nukleovych kyselin

Do této skupiny patii antimikrobidlni latky, které naruSuji spravné prostorové uspoiadani
DNA nebo brani zahajeni tvorby fetézce. Replikace DNA vyzaduje aktivitu tiidy enzymui
nazyvanych topoizomerazy. Topoizomeraza II (DNA gyrdza) uvoliiuje molekuly DNA,
iniciuje prechodné zlomky a opétovné propojuje fosfodiesterové vazby v superhelidlnich
zavitech uzaviené kruhové DNA bakterii. To umoziuje DNA fetézci replikovat DNA nebo
RNA polymerazy. Inhibici topoizomerazy dochazi k poruse zfetézovani DNA nebo
rozvolnéni DNA a replikace nemuze probihat [39,40,41].

2.1 Metody pro stanoveni antimikrobialni aktivity

K testovani antimikrobidlnich nebo antifungalnich u¢ink vybranych extraktii se vyuzivaji
konvenc¢ni metody kvalitativni (difazni) a kvantitativni (dilucni).

2.1.1 Kvalitativni metody
Mezi kvalitativni metody stanoveni antimikrobidlni aktivity latek patii prevazné difuzni
metody, které urcuji citlivost mikroorganismi k antimikrobialnim latkdm.
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2.1.1.1 Diskova difuzni metoda

Diskovéa diftizni metoda stanovuje citlivost vybraného mikrobidlniho kmene k pouzité
antibakterialni latce. Pevné zivné médium je zaoCkovéano testovanym mikroorganismem
0 vhodném fedéni. Na povrch média jsou piiloZzeny papirové disky napusténé antimikrobialni
latkou. Poté dochazi ke kultivaci mikroorganismti, které se postupné v pfitomnosti
antimikrobialni latky inhibuji, protoze antimikrobidlni latka se pomalu rozpousti a difunduje
do média. Vytvafi se tzv. inhibi¢ni zo6na, jeji velikost je zavisla na druhu mikroorganismu,
jeho citlivosti k dané antimikrobialni latce a na vlastnostech Zivného média. Podle velikosti
vzniklé inhibi¢ni zony se mikroorganismy rozd€luji na citlivé, intermedialné rezistentni
a rezistentni [42].

2.1.1.2 Agarova difuzni metoda

Obdobny princip jako u diskové difizni metody, avSak misto papirovych diskt, jakozto
nosicl antimikrobialni latky se do pevného média vyhloubi jamky, do kterych se aplikuje
antimikrobialni latka [42].

2.1.2 Kvantitativni metody

Mezi kvantitativni metody stanoveni antimikrobidlni aktivity latek patti dilu¢ni metody, které
stanovuji tzv. minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz znamena nejnizsi koncentrace
antimikrobialni latky G¢inné pro inhibici ristu mikroorganismu. Dale uréuji mnozstvi latky
potiebné pro usmrceni mikroorganismu tzv. minimalni baktericidni koncentrace (MBC).

2.1.2.1 Adgarova dilucni metoda

Agarova diluéni metodou je nejpouzivangj$i kvantitativni metodou pro stanoveni
antimikrobialni aktivity latek. Do Petriho misek s pevnym zivnym médiem jsou piidavana
rizna fedéni antimikrobidlni latky o presnych koncentracich. Obvykle se pfipravuje 12-15
koncentraci jedné antimikrobialni latky ve dvou az tfech opakovénich. Inokulum vybranych
bakterii se aplikuje na povrch agaru a po piislusné dob¢ inkubace se odecte pro kazdy
testovany bakterialni kmen hodnota MIC [42].

2.1.2.2 Mikrodiluéni metoda

Antimikrobidlni latka je stejné jako u agarové dilucni metody fedéna dvojnasobnou tadou,
ale v tekuté zivné puadé. Tekuta puida s obsahem antimikrobialni latky se davkuje do jamek
mikrotitraéni desticky s 96 jamkami, které maji kulaté nebo konické dno. Jedna jamka
vétSinou slouzi jako kontrola ristu testovaného mikroorganismu, kdy se se do zaockovaného
média nepiida antimikrobialni latka. K jednotlivym fedénym koncentracim média se poté
piidavéa standardni inokulum testovaného kmene. Po inkubaci se odecitaji hodnoty MIC.
Vyhodnoceni probihd, bud’ vizualné¢ nebo za pouziti tzv. readeru, ktery zméti hodnoty
absorbanci v jamkach [42].
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2.2 Metody identifikace mikrobialnich vlastnosti potravin

Stanoveni po¢tu mikroorganismit ve vzorku patii k nejzakladnéjSim  metodam
v mikrobiologick¢ laboratofi. Stanoveni probihd béhem ristu a rozmnozovani
mikroorganismi v ur¢itém objemu, ktery je poté piepocitdn na 1 ml testovaného vzorku.
Nejcastéji vyuzivanymi metodami jsou pfimé metody — mikroskopické a nepfimé metody —
kultivacni.

2.2.1 Primé kvantitativni stanoveni mikroorganismii

Piimé metody jsou zalozené na principu pocitani bun€k v mikroskopickém preparatu, jejichz
vyhodou je rychlost ziskani vysledki, které¢ zahrnuji mrtvé i zivé bunky v preparatu. Mezi
pfimé metody stanoveni patii pocitani v Biirkerové komurce znazornéné na obrazku 9,
na fixovanych, barvenych preparatech nebo na membranovych filtrech [43].

Obrdzek 9: Biirkerova pocitaci komirka (upraveno dle [43])

2.2.2 Neprimé kvantitativni stanoveni mikroorganismu

Nejcastéji vyuzivanou kultivaéni metodou je pocitani kolonii na agarovych plotnach.
Principem metody je ptedpoklad, Ze z jedné Zivotaschopné buriky vyroste jedna kolonie, ktera
je na agarové plotné viditelnd. Ockovani mikroorganismi na agarové plotny lze provést
dvéma zplisoby, a to bud’ pfimym zaockovanim inokula (max. 0,5 ml) na agarovou plotnu,
které se poté rozetie sterilni hokejkou, nebo zalitim inokula (max. 1 ml) agarem. Pfi kultivaci
mikroorganismi je nutné zajistit dostatecné pomnoZeni v podminkéch laboratofe, proto
se musi zajistit vhodné podminky pro riist mikroorganismi (dostatek vody, Zivin, pH, sloZeni
atmosféry, optimalni teplota, osmoticky tlak). Kazdy mikroorganismus mé jiné naroky
k rozmnozovani, proto se ke kultivacim vyuZzivaji vhodna zivna média, ktera spliuji
podminky jednotlivych mikroorganismu [43].

Podle ptivodu délime kultiva¢ni pidy na:

e prirozené — jsou chemicky nedefinované, jejich zaklad tvoti zivny bujon
e syntetické — jejich zaklad tvoti chemicky definované slouc¢enin

Podle konzistence délime kultiva¢ni ptidy na:

e pudy tekuté — tzv. bujony, neobsahuji pridavek agaru
e pudy pevné — obsahuji asi 1-2 % agaru
e pidy polotuhé — semisolidni, obsahuji asi 0,5 % agaru
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Podle slozeni délime pidy na:

o zakladni, obohacené — napf. krevni agar (mohou se na ném projevit hemolytické
vlastnosti bakterii)

e elektivni — pouzivaji se pro kultivace tizké taxonomické skupiny mikroorganismu

o selektivni — pouzivaji se pro kultivace urcité¢ skupiny mikroorganismii, obsahuji inhibitor
rustu nezadoucich mikroorganismu

e diagnostické — obsahuji indikator biochemické aktivity, ktery méni barvu na zakladé
zmény vnéjSich podminek okoli

o selektivné diagnostické — tato ptida je kombinaci selektivnich a diagnostickych ptd

e chromogenni — pida obsahuje chromogen, tyto pudy dokazou odlisit jednotlivé
mikroorganismy na zakladé specifické barvy jejich kolonii

o fluorogenni pidy — na substrat je navazano fluorescenéni barvivo K detekci
mikroorganismil

2.3 Molekularné — biologické metody

Molekularné — biologické metody se zabyvaji studiem bunécnych a biologickych procest
na molekularni Grovni. Studuji strukturu biomakromolekul (DNA, RNA), jejich interakce
aregulace funkci v zavislosti na vlastnostech bunky. K hlavnim metoddm molekuldrni
biologie patii zejména purifikace a separace nukleovych kyselin, sekvenovani DNA nebo
genové exprese. Tyto metody se Siroce vyuzivaji v genetickém vyzkumu a genovém
inzenyrstvi, ale také v zoologii, botanice, klinické medicin€ nebo v soudnim lékaistvi.

2.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (Polymerase chain reaction) je metoda vyuZzivana
v molekuldrni biologii, kterd jiz ¢astecné nahrazuje klasické biochemické a mikrobiologické
metody. V roce 1984 ji vynalezl americky biochemik Kary Mullis a v roce 1993 za tento
objev dostal Nobelovu cenu [44].

Principem metody je replikace nukleovych kyselin, kdy zjedné molekuly DNA lze
amplifikovat mnoho milioni exaktnich kopii. Diky termostabilnimu enzymu DNA
polymeraze dochazi k syntéze novych fetézcti vybranych tisekli dvouietézcové DNA ve sméru
5'—3". Jednotlivé tuseky nukleotidové sekvence jsou vymezeny piipojenim tzv. primert
(syntetickych oligonuklidl), které se navaZou na komplementarni tseky fetézce DNA. Tyto
primery slouzi K ohrani¢eni mista o specifické velikosti na DNA matrici, které ma byt
amplifikovano. Pro vytvéafeni novych fetézcli. Syntéza novych vldken probihd po ptidani
DNA — polymerazy a nukleotidii adeninu (A), thyminu (T), cytosinu (C) a guaninu (G)
na obou matricovych fetézcich protismérne.

V molekularni metodé PCR se pravidelné stiidaji tii kroky, u kterych ma kazdy odlisné
podminky a teploty a to:

I.  denaturace dvoufetézcovych molekul DNA (90-97 °C)
Il.  pfipojeni primerd k oddélenym konctlim fetézci DNA (30-65 °C)
I1l.  syntéza novych fetézcli DNA prostfednictvim DNA — polymerazy (65—75 °C)

Prabéh polymerazové fetézové reakce je zndzornén na obrazku 10.
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Polymerizova retézovia reakce - PCR
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© Denaturace DNA pii 94 - 95 °C
i© Pfipojeni primern k oddélenym koncim DNA - 30 - 68 °C
© Syntéza novich Fetézed DNA - 65 - 75 °C

Obrdzek 10: Schéma priibéhu polymerdzové retézové reakce (upraveno dle [45])

Tento postup se opakuje 25-45x, podle koncentrace nebo kvality pivodni templatové DNA.
Reakce probihaji v tzv. termocykléru zndzornéném na obrazku 11 ve kterém se teploty méni
automaticky Vv jednotlivych Casovych intervalech. Vysledkem jsou tzv. amplikony (aseky
DNA analogické restrik¢énim fragmentim) a jejich velikost v reakéni smési se stanovuje
elektroforézou v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Pro vizualizaci amplikond

se pouziva barvivo interkalujici do DNA.

Obrazek 11: Termocykler

Vyhodou této metody je rychlost provedeni, jednoduchost, finan¢ni dostupnost,
a predev§im umoznéni ziskat specifickou sekvenci genomové DNA bez ptedchoziho
klonovani ve vektorech, a to i z velmi malého mnoZstvi materiadlu. Tato metoda se vyuziva
Vv chemickych, 1ékaiskych, forenznich laboratofich napt. k detekci mikroorganisma, lidskych
genu, ke kontrole potravin, zjistovani GMO nebo k identifikaci gend zptisobujicich rakovinu

[44,46].
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3 Cile prace

Cilem prace je studium mikrobidlni jakosti ,,raw* potravin a nasledné potravin s piidavkem
antimikrobialnich latek, které by mohly prodlouzit bezpecnou trvanlivost dané potraviny.

V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1. Literarni reSerSe zabyvajici se charakterizaci ,raw* potravin, moznostmi nejcastéjsi
mikrobialni kontaminace v danych typech potravin a pfehledem antimikrobidlnich ucinki
aktivnich latek ziskanych z riznych piirodnich materiala

2. Testovani vybranych piirodnich materiald na antimikrobialni G¢inek

3. Izolace DNA z komplexni ,,raw* potravinové matrice s naslednou identifikaci obsazenych
mikroorganismu

4. Navrh a testovani prodlouzené trvanlivosti nového ,,raw* produktu s ptidavkem aktivnich
latek s antimikrobidlnim uc¢inkem
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5 Experimentalni ¢ast

Vsechna méfeni a postupy byly provedeny dle upravenych postupt ze skript doktorky Veselé
[43], docentky Spanové a docenta Ritticha [47], a profesorky Mérové a docenta Obrudi [48].

5.1 Pouzité pristroje a pomiicky

e Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e Bakteriologické klicky a hokejky

¢ Bunicita vata

e Bunsentv kahan

e (Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Némecko)

e Elektroforeticka vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.0., CR)

o ELISA ReaderBio Tek ELx808

e Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Laboratorni sklo

e Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New jersey, USA)

e Laminarni box Aura mini, Bioair

e Lednice a mrazdk k uchovani vzorki DNA

e Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o0., CR)

e Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)

e Mikrovinna trouba ETA 1195 (CR)

e Mikrozkumavky Eppendorf

e Minicentrifuga National LABNET C-1200 (Biotech s.r.o., CR)

e NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

e Parafilm (American Nacional CanTM, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

e Plastové Petriho misky

e Predvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e SuSarna (Binder, Némecko)

e Spektrofotometr HeAios Delta (Spectronic Unicam, UK)

e Sterilni box pro mikrobiologickou praci

e Spicky z umélé hmoty

e Temperovana tiepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CR)

e Thermal cycler DNA Engine (BIO—RAD Lab., USA)

e Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA)

e Vortex, TK3S, Kartel spa (USA)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

e Dalsi laboratorni pomitcky (Spachtle, 1zi¢ka, buni€ina...)
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5.1.1 Chemikalie pouzité na spektrofotometricka stanoveni

e ABTS (2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfuric acid)diammonium salt) (Sigma-
Aldrich (SRN)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e Dusi¢nan sodny (LachNer, CR)

e Etanol (p.a., LachNer, CR)

¢ Folin-Ciocalteau ¢inidlo (p.a., LachNer, CR)

e Hydroxid sodny (LachNer, CR)

e Chlorid hlinity (LachNer, CR)

e Katechin (Sigma-Aldrich, SRN)

e Kiyselina gallova (Sigma-Aldrich, SRN)

e Peroxodisiran draselny (Sigma-Aldrich, SRN)

e Uhligitan sodny (LachNer, CR)

e Trolox (Sigma-Aldrich, SRN)

5.1.2 Chemikalie pouzité na kultivaci mikroorganismu

e Agar (HiMedia Laboratories Limited Mumbai Indie)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e Glukéza (LachNer, CR)

e Kuvasni¢ny autokatalyzat (HiMedia Laboratories Limited Mumbai Indie)

e LB médium (Luria — Bertani Broth) (HiMedia Laboratories Limited Mumbai Indie)
e NB médium (Nutrient Broth) (HiMedia Laboratories Limited Mumbai Indie)

e Pepton (HiMedia Laboratories Limited Mumbai Indie)

e TSA médium (Trypton soya agar) (HiMedia Laboratories Limited Mumbai Indie)

5.1.3 Komponenty pro PCR a elektroforézu

e Agardza pro elektroforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.0., CR)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e DNA-polymerasa (Taq DNA pol. 1.1, 500 U, 1 U-pl) (Top-Bio, Praha, CR)

e DNA standard (Malamité, Moravské Prusy, CR)

e Etanol (Penta, Chrudim, CR)

e Ethidium bromid (5 mg:ml™) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e FEthylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Fenol:chloroform:isoamylalkohol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Fluorescen¢ni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e Lyzac¢ni pufr — CelLytic Y Cell Lysis Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

e PCR voda (PCR Ultra H,0) (Top-Bio, Praha, CR)

e PCR pufr s Mg" ionty (10x PCR blue buffer complete (750 mM Tris-HCI; pH 8,8; 200
mM (NH4)2S04, 1 % Tween 20; 25 mM MgCl,)) (Top-Bio, Praha, CR)

e smé&s dNTP (PCR dNTP mix, 10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery specifické pro doménu Bacteria (Feub, Reub) [49]
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e Primery specifické pro doménu kvasinky (OliF, OliR) [50]

e Primery specifické pro rod Escherichia (coneaeAF, conenaeAR) [51]
e Primery specifické pro rod Bacillus (BK1F, BK1R) [52]

e Primery specifické pro rod Aspergillus (ASAP1, ASAP2) [53]

e Primery specifické pro rod Fusarium (TEF-Fu3f, TEF-Fu3r) [54]

5.1.4 Roztoky

e 0,5mMEDTA, pH 8,0

e Tris-HCI (1M, Tris-baze (121 g-1), destilovana voda, koncentrovana HCI pro tipravu pH)

e TE pufr (0,01M Tris-HCI (pH 7,8), 0,001M EDTA (pH 8))

e CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)

e 5 x TBE pufr (Tris-base (54 g-1?), kyselina borita (27,5 g-1?), 0,5 M EDTA (20 ml) a
destilovana voda do 1 1)

5.1.5 Pouzité mikroorganismy pro kultivace

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pouzity na testovani antimikrobidlni aktivity
kultury Micrococcus luteus CCM 1569, Escherichia coli CCM 2024 a Candida glabrata
CCM 8270. Tyto kultury byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity
v Brné.

5.1.6 DNA pouZzita pro pozitivni kontroly

Pouzita bakteridlni, kvasinkova a DNA z plisni pro pozitivni kontroly byly poskytnuté pani
Ing. Andreou Haronikovou, Ph.D. DNA ze vSech kultur kromé& Escherichia coli byla
vyizolovéana ze sbirkovych kmenti z Ceské sbirky mikororganismti (CCM). DNA Escherichia
coli byla komer¢né zakoupena z firmy Sigma-Aldrich. Bakterialni a kvasinkova DNA byla
izolovana komerc¢nim Ultra Clean kitem, DNA z plisni byla izolovana fenolovou extrakci.

e Aspergillus niger CCM 8155

e Bacillus subtilis CCM 1999

e Escherichia coli strain B (ultra pure, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Fusarium avenaceum CCM 8015

e Lactobacillus pentosus CCM 4619

e Saccharomyces cerevisiae CCM 8191

5.1.7 Pouzité byliny a koreni

e Aloe kapska — Valdemar Gresik

e Andélika kofen — Lécivé rostliny
e Badyan — Valdemar Gresik

e Citronova kiira — Avokado

e Hfebicek — Avokado

e Kardamom — Valdemar Gresik

e Lékofice kofen — Lécive rostliny
e LichoftefiSnice semeno — Lécivé rostliny
e Skorice — Kotanyi

e Smetanka kofen — LéCivé rostliny
e Safran — Valdemar Gresik
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e Ttapatka nat' — LéCive rostliny
e Zazvor — Valdemar Gresik

5.1.8 Analyzované potraviny
K analyze byly pouzity dva typy RAW dezerti zakoupené v obchodé My Kitchen.

5.1.8.1 RAW pernik
Slozeni: jablka, mandle bio, slune¢nice bio, kokosovy olej bio, datle, chia seminka, kokos
strouhany bio, kakaovy praSek, kokosovy cukr bio, pernikové koteni (3%), skofice

Hmotnost: 60 g

Trvanlivost: 5 dni

Obrdzek 12: RAW pernik

5.1.8.2 RAW hrabénciny rezy
SlozZeni: jablka, kokos strouhany bio, mandle bio, datle, kokosovy olej bio, voda, citronova

Stava, skoftice, kokosovy cukr
Hmotnost: 145 g

Trvanlivost: 5 dni

Obrdazek 13: RAW hrabénciny rezy
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5.2 Metody a postupy

5.2.1 Priprava kultiva¢nich médii

Na piipravu kapalnych médii pro kultivaci bakteridlnich kmenti bylo pouzito TS médium
(Trypton soya broth), jehoZ sloZeni je uvedeno v tabulce 1. Pro pfipravu pevného média byl
pouzito médium TSA (Trypton soya agar), béhem piipravy bylo postupovano podle pokynt
vyrobce. Na 100 ml kapalného média bylo navazeno 4,15 g TSA média.

Tabulka 1: SlozZeni Zivného média pro bakterialni kmeny

Slozka Mnozstvi
destilovana voda 100 ml
bakteriologicky pepton 1,79
sO6jovy pepton 0,39
chlorid sodny 0549
hydrogenfosforecCnan draselny 0,259
kvasni¢ni extrakt 0,69
glukosa 0,259

Pro kultivaci kvasinky Candida glabrata a ostatnich kvasinkovych kmenu a plisni bylo
pouzito Yeast pepton dextrose médium (YPD), jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 2.
Na ptipravu tuhého média bylo k navazce YPD média pfidano 2 g agaru.

Tabulka 2: SloZeni Zivného média pro kvasinku Candida glabrata

Slozka Mnozstvi
destilovana voda 100 ml
bakteriologicky pepton 24
kvasni¢ni extrakt 1g
glukoza 29

Na ptipravu kapalnych médii pro kultivaci Escherichia coli bylo pouzito médium Luria-
Bertani Broth (LB), béhem pfipravy bylo postupovano podle pokynt vyrobce. Na 100 ml
kapalného média bylo navazeno 2,5 g LB média. Na ptipravu tuhého média bylo k navazce
LB média ptidéno 2 g agaru.

Na piipravu kapalnych médii pro kmen Microccocus luteus bylo pouzito médium Nutrient
Broth (NB), béhem pfipravy bylo postupovano podle pokynil vyrobce. Na 100 ml kapalného
média bylo navaZeno 2,5 g NB média. Na ptipravu tuhého média bylo k navdzce LB média
ptidéno 2 g agaru.

VSechna média byla pfed kultivacemi mikroorganismi vysterilovana v tlakovém hrnci
pti 120 °C po dobu 60 minut. Pevna média byla poté jesté za horka rozlita do Petriho misek
a uchovana v lednici po dobu max. 1 tydne.

5.2.2 Priprava etanolovych extraktu

Alkoholové extrakty byly pfipraveny ze 2 g rostlinné latky, navazka byla louhovana tyden
v 40 ml 40 % etanolu u vzorku Safranu 0,1 g/20 ml. Extrakty byly nasledné zfiltrovany ptes
textilni gazu.
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5.2.3 Priprava vzorkid z RAW potravin

Na zéklad¢ vysledka antimikrobialnich testli a ostatnich stanoveni pro charakterizaci bylin
a kofeni, byly do testovanych RAW vyrobku pro prodlouZeni trvanlivosti zvoleny kombinace
bylin a kofeni, které vykazovaly nejlepsi vysledky.

Podle receptu na RAW pernik, kde se uvadi obsah pernikového kofeni (skofice bio,
hiebi¢ek bio, anyz bio, kardamon bio, koriandr bio) 30 g/1000 g vysledného produktu, byly
zvoleny kombinace a mnozstvi piidanych bylin a kotfeni. Testované produkty byly rozdéleny
na 7 dilt, 1 dil byl testovan bez pfidavku antimikrobialnich latek a k Sesti z nich byla ptidana
navazka kofeni a bylin o celkové hmotnosti 1 g/20 g produktu. Mnozstvi bylin a kofeni bylo
voleno tak, aby pfili§ neovliviiovalo organoleptické vlastnosti produktu.

5.2.4 Charakterizace extraktua

5.2.4.1 Stanoveni celkového mnoZstvi polyfenolit
Tato metoda je zalozena na reakci, kdy dochazi k redukci Folin-Ciocaltauova ¢inidla
za vzniku modrého zbarveni, proto je mozné ji sledovat pomoci spektrofotometru pii A=750
nm. Intenzita zbarveni roztoku zavisi na koncentraci polyfenold nachazejicich se ve vzorku.
Jako standard byla pouzivana kyselina gallova [55].

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml zfedéného Folin-Ciocaltauova ¢inidla (1:9) a 1 ml
destilované vody. Nasledné bylo ptfidano 50 ul ptfipravené¢ho vzorku, smés byla promichéna
a ponechana 5 minut stat. Poté byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku Na>COs (29,5 g Na.CO3
v 95 ml destilované vody), zkumavka byla promichidna a ponechiana 15 minut stit. Obsah
ptitomnych polyfenolll byl zméten spektrofotometricky, kdy byla zaznamendvéana absorbance
pti A=750 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym zplsobem, ale misto vzorku byla pouzita
destilovana voda. Pro kalibraci byla jako standard pouzita kyselina gallova v koncentraénim
rozmezi 0—0,6 mg/ml.

5.2.4.2 Stanoveni celkového mnoZstvi flavonoidii

Tato kalorimetrickd metoda je zalozena na reakci hlinité soli a flavonoidi pfitomnych
Vv roztoku, pfi které vznikaji oranzovo—zluté komplexy, které se spektrofotometricky detekuji
pii vinové délce A=510 nm [56].

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml pfipraveného vzorku, 1,5 ml destilované vody
a0,2ml 5 % NaNO2 (5 g NaNOz do 100 ml odmérné banky doplnéné po rysku destilovanou
vodou). Smés byla promichana a ponechdna 5 minut stat. Poté bylo pfidano 0,2 ml 10 %
AICl3 (10 g AICIz do 100 ml odmérné banky doplnéné po rysku destilovanou vodou),
promichano a ponechdno 5 minut stat. Nakonec bylo pfidano 1,5 ml 1M NaOH (4 g NaOH do
100 ml odmérné banky doplnéné po rysku destilovanou vodou) a 1 ml destilované vody. Tato
smes byla jeSté jednou promichana a ponechdna 15 minut stat. Nasledné byla zméfena
absorbance pti A=510 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym zptisobem, ale misto vzorku
byla pouzita destilovana voda. Jako standard byl pouzit katechin v koncentratnim rozmezi
0—0,3 mg/ml.

5.2.4.3 Stanoveni celkového mnoZstvi anthokyanii

Tato spektrofotometricka metoda vyuziva ptirozeného zbarveni anthokyanti po dosihnuti
kyselého pH. MnozZstvi celkovych anthokyanli se méti pfi vinové délce A = 528 nm, jako
standard je vyuzivan kyanidinchlorid [48].
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Ptipravené roztoky vzorkil byly desetkrat zfedéné (1 ml extrahovaného roztoku vzorku + 9 ml
etanolu). Takto ptfipraveny roztok byl okyselen 35 % kyselinou cholorovodikovou do ziskani
hodnoty pH = 3. Absorbance vzorkll byla zméfena pomoci spektrofotometru pti vinové délce
A= 528 nm, jako slepy vzorek byla pouzita okyselend destilovand voda. Jako standard byl
pouzit roztok kyanidinchloridu v koncentraénim rozmezi 1-20 pg/ml.

5.2.4.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Tato metoda patii mezi zakladni a nejpouzivanéj$i metody stanoveni antioxidacni aktivity.
Principem metody je schopnost vzorku nebo latek zhaSet kationt-radikdl ABTS™ (2,2-
azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat). Zhaseni radikalu antioxidanty se méfi
spektrofotometricky, a to na zdkladé zmén absorpéniho spektra ABTS™ pii A=734 nm.
Vysledné mnozstvi antioxidacnich latek je srovnavéano s antioxidacni aktivitou syntetické
latky Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina), proto se tato
metoda nékdy oznacuje jako TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity).

Do 10 ml odmérné baiky byl pfipraven kationt-radikal ABTS™" (2,2 - azinobis(3 — ethyl -2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat) tak, ze ABTS bylo rozpusténo v destilované vod¢é na
koncentraci ¢c=7 mM. Poté byl pfidan peroxodisiran draselny o koncentraci ¢ = 2,45 mM,
ktery generuje v reakéni smési oxidaci ABTS na kationt-radikal ABTS™ a bafika byla po
rysku doplnéna destilovanou vodou. Takto pfipravend odmérna baika byla obalena alobalem
a ponechana stat ve tme pti pokojové teploté minimaln¢ 12 hodin.

Pted analyzou vzorkil byl roztok ABTS™ ziedén ethanolem pro UV — VIS na absorbanci
A = 0,700 pti vinové délce A=734 nm. Jako slepy vzorek byl pouZit etanol.

Pro vypocet vysledné absorbance byl ptipraven vzorek (Ag) smisenim 1 ml upraveného
ABTS™ a 10 pl ethanolu a ihned po promichani byla zaznamenéana absorbance. Pro zjisténi
antioxidacni aktivity vzorku (A1) byl do zizené kyvety napipetovan 1 ml upraveného ABTS™
a 10 ul ptipraveného vzorku, tato smés byla dostatecné promichana a ponechana 10 minut stat
ve tme€. Po deseti minutach byl zméfen pokles absorbance. Vyslednd absorbance byla
vypocitana pomoci vztahu: A = Ao — A1. Pro kalibraci byl jako standard pouZit zdsobni roztok
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina) v koncentraénim
rozmezi 0—400 pg/ml [57].

5.2.5 Antimikrobialni testy

Pripravené etanolové extrakty byly testovany dvéma typy testl: agarovym difuznim testem
a bujonovym diluénim testem proti dv€éma kmentim bakteridlnich kmenli a jednomu
kvasinkovému kmenu.

5.2.5.1 Agarovy difuzni test

Na piipravené¢ Petriho misky stuhym agarem byla naoCkovdna 24 hodinova kultura
bakteridlnich nebo kvasinkovych bunék pfipravenych podle kapitoly 5.2.8, tak ze bylo
napipetovano 100 pl média s narostlou kulturou, které bylo peclivé rozetieno sterilni
hokejkou. Misky se poté nechali cca 5 minut stat. Poté byly pomoci plastové $pi¢ky od pipety
vyhloubeny jamky, do kterych bylo napipetovano po 50 ul extraktu. Jako blank byl pouzit
40 % etanol. Experiment byl proveden dvakrat a po 24 hodinach kultivace byla stanovena
priamérnd hodnota inhibiéni zony.
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5.2.5.2 Bujonovy dilucni test

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 150 ul média s narostlou kulturou, které
bylo nafedéno sterilnim médiem tak, aby absorbance pii 630 nm byla 0,1. K médiu s kulturou
bylo dale pfidano 50 ul extraktu, jako blank byla pouzita kultura s pfidavkem 50 ul 40 %
etanolu. Absorbance byla méfena v Case 0 a po 24 hodinach kultivace.

5.2.6 Kultivace mikroorganismi pro stanoveni mikrobidlni kontaminace
potravin

Pro stanoveni mikrobialni kontaminace potravin byla zvolena kultivace na pevnych

selektivnich médiich (na agarovych plotnach), jejichZ piiprava je uvedena v kapitole 5.2.

Vyrobce udava dobu trvanlivosti potravin 5 dni od zakoupeni produktu, v tomto ¢asovém
rozsahu by méla byt konzumace produktu bezpecnd. Pro potvrzeni nebo vylouceni
pritomnosti mikroorganismu v produktech, které neprosly tepelnou upravou nad 42 °C byla
zvolena metoda oc¢kovani vzorkl na pevna selektivni média, a to po dobu trvanlivosti (5 dni).
Kontrola Petriho misek se provadé€la u bakterialnich kmenti po 1 dni, u kvasinek a plisni po
2 dnech po zaockovani. Veskera prace se vzorky (ptiprava médii, fedéni a ockovani vzorek,
uchovavani vzorku) byla provadéla ve sterilnim boxu, aby se zamezilo kontaminaci
mikroorganismy z vngjsiho prostiedi.

5.2.6.1 Redéni a ockovdni vzorkii na pevnd média

Do sterilni zkumavky byl navazeno 0,1 g vzorku a k tomuto mnozstvi bylo napipetovano
0,9 ml sterilni destilované vody. Poté bylo provedeno desitkové fedéni az po hodnotu 107
Pro stanoveni mikrobidlni kontaminace bylo zvoleno fedéni 102 a 10°. Na agarové plotny
s TSA a YPD médiem bylo rozetfeno 100 pl vzorku sterilni hokejkou ve tfech paralelnich
stanoveni. Poté byly misky uzavieny parafilmem a ponechany kultivovat 24 hodin pfi teploté
37 °C (TSA médium) a 48 hodin pti 25 °C (YPD médium). Po ukonceni kultivace byl
zaznamenan pocet narostlych kolonii.

5.2.7 Kaultivace mikroorganismi pro izolaci DNA

Pro kultivaci mikroorganismi na izolaci DNA byla pfipravena 2 tekutd média (TS a YPD
médium), postup piipravy je uveden v kapitole 5.2. Pro zabranéni mozného rastu bakterii
VYPD médiu do n& bylo pfidino 1 pg/ml ampicilinu. Na kazdy vzorek bylo
do Erlenmeyerovych ban¢k ptipraveno 20 ml TS a YPD média. Do takto pfipravenych ban¢k
bylo sterilné odvazeno 1 g vzorku, 1. a 5. den trvanlivosti produktu. Poté se banky s TS
médiem nechaly kultivovat po dobu 24 hodin pfi teploté¢ 37 °C a banky s YPD médiem
48 hodin pfi teploté¢ 25 °C. Banky s TS médiem s jiZz narostlou bakteridlni kulturou byly
pfeockovany po 24 hodindch do nové pfipraveného média. Banky s YPD médiem byly
preoCkovany po 48 hodinach. Tento postup se opakoval min. 2x, dokud nebylo dosazeno
dostatecné Cistoty média.

5.2.8 Kaultivace mikroorganismii pro antimikrobialni testy

Ke kultivacim byl pouzit kmen gramnegativni bakterie Escherichia coli, kmen grampozitivni
bakterie Microccocus luteus a kvasinka Candida glabarata. Prace s témito mikroorganismy
byla provadéna ve sterilnim boxu. Inokula kultur byla zao¢kovana sterilni klickou z Petriho
misek. Tyto kultury byly kultivovany v tekutych médiich v Erlenmeyerovych bankach
za stalého tifepani na tfepacce, kterd byla vytemperovana na teplotu 37 °C. Takto pfipravena
inokula se nechala kultivovat 24 hodin.
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5.2.9 lzolace bakterialni a kvasinkové DNA

Tato metoda byla provedena pomoci komeréniho setu UltraCleanTM Microbial DNA
Isolation Kit. V prvnim kroku bylo do mikrozkumavky napipetovano 1,8 ml média s kulturou,
takto pfipravend mikrozkumavka byla centrifugovana pii 14 000 otackach 30 sekund.
Po centrifugaci byl opatrné slit supernatant a mikrozkumavka byla znovu centrifugovana.
Vznikly supernatant byl odpipetovan sterilni Spickou. Bylo ptidano 300 ul rozbijeciho pufru
asedlina v ném byla rozsuspendovana a mirné zvortexovana. Takto pfipraveny roztok byl
ptrenesen do rozbijeci zkumavky, bylo pfidano 50 pl roztoku MD1 a nasledné byla rozbijeci
zkumavka 10 minut vortexovana pii maximalni rychlosti na horizontalnim vortexu. Poté byly
rozbijeci zkumavky umistény do centrifugy na 30 sekund pii maximalni rychlosti
14 000 otacek. Supernatant zrozbijeci zkumavky (asi 350 pl) byl prenesen do Cisté
mikrozkumavky, a bylo k nému piidano 100 ul MD2. Tato smés byla jemné zvortexovana
a inkubovana 5 minut pfi teploté 4 °C. Po inkubaci byla mikrozkumavka opét centrifugovana
a supernatant (asi 450 ul) byl opét prenesen do Cisté mikrozkumavky. Do takto pripravené
mikrozkumavky bylo pfidano 900 pl roztoku MD3 a smés byla zvortexovana. Poté bylo
preneseno do kolonky 700 ul takto vzniklého roztoku a kolonka byla centrifugovana.
Piefiltrovany roztok byl odstranén a zbytek z ptivodni smési byl pfenesen do kolonky, ktera
byla znovu centrifugovéana. Prefiltrovany roztok byl opét odstranén, do kolonky bylo ptiddno
300 ul roztoku MD4 a kolonka byla opét centrifugovana 30 spii 14 000 otackach.
Ptefiltrovany roztok byl odstranén a kolonka byla znovu centrifugovdna po dobu 1 minuty pfi
14 0000 otackach. Po centrifugaci byla kolonka opatrné pienesena do ¢isté mikrozkumavky,
do stfedu bilé membrany uvnitt kolonky bylo napipetovano 50 ul roztoku MDS5 a nasledné
znovu centrifugovano 30 s pii 14 000 otackach. Poslednim krokem bylo odstranéni kolonky
a DNA v mikrozkumavce byla pripraven pro dalsi aplikace. Vzorky DNA byly uchovany
pii teplot¢ - 20 °C.

5.2.10 Lyze plisnovych bunék ziskanych kultivaci v tekutém médiu

Kolonie plisni narostlé na tekutém YPD médiu byly steriln¢ odebrany do Eppendorfovy
zkumavky a nésledné k nim bylo pfidano 500 pl lyzacniho pufru. Takto pfipravené zkumavky
byly vortexovany na horizontadlnim vortexu po dobu 20 minut a poté byly zcentrifugovany
pii 14 000 otackach po dobu 10 minut. Poté byl supernatant odebran do €isté Eppendorfovy
zkumavky. Takto pfipravené lyzaty byly pfipraveny pro naslednou izolaci DNA.

5.2.11 Izolace DNA fenolovou extrakei

K 500 pl lyzatu bunék bylo piidano 500 ul smési fenol:isoamylalkohol:chloroform. Smés byla
kyvavym pohybem michana 4 minuty. Poté byla smés centrifugovana 5 minut pfi
14 000 otackach. Po centrifugaci byla do ¢isté Eppendorfovy zkumavky odebrana vodna faze
obsahujici DNA a postup byl opakovan. Po centrifugaci byla opét odebrana vodna faze a byla
doplnéna TE pufrem na objem 500 pl.

5.2.12 Srazeni DNA ethanolem

Do zkumavky s vodnou fazi a TE pufrem z fenolové extrakce bylo piidano 20 pl 3 M octanu
sodného a roztok byl lehce promichan. Ke vzorku byl ptidan 1 ml 96 % ethanolu, ktery byl
vychlazen na — 20 °C. Sm¢s byla promichana a ponechana 20 minut pii — 20 °C. Poté byly
zkumavky zcentrifugovany pii 14 000 ot-min™ po dobu 15 minut. Po centrifugaci byl odlit
supernatant a vznikly sediment DNA byl ponechan na vysuSeni v exsikatoru 15 minut.
Po vysuseni byl rozpustén ve 100 pl TE pufru. DNA byla uchovana pro dalsi pouZiti pii 4 °C.
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5.2.13 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Stanoveni bylo provedeno pfistrojem NanoDrop 2000, kde byla proméiena absorbance
izolované DNA v TE pufru oproti ¢istému pufru. Pouzity objem byl 2 ul a opticka délka byla
1 nm. Absorbance byla proméfena pro vlnové délky 230 nm — minimum absorbance pro
DNA, 260 nm — maximum absorbance pro DNA. Z hodnot absorbanci pro vlnovou délku 260
nm byla urcena koncentrace DNA ve vzorku.

5.2.14 PCR

Komponenty pro PCR, jejichz postup ptipravy je uveden v kapitole 5.1.3 byly rozmrazeny,
zvortexovany a mirn¢ zcentrifugovany. Poté byla pfipravena smés o objemu 25 pl podle
postupu uvedeném Vv tabulce 3.

Tabulka 3: Postup pripravy smési pro PCR

Krok Komponenty Objem [ul]
1. PCR voda 18,0
2. 10x reakéni pufr kompletni 2,5
3. Smés ANTP (10 mM) 0,5
4. Primer ¢. 1 (10 uM) 1,0
5. Primer ¢. 2 (10 uM) 1,0
6. Tag — DNA polymeraza (1 U-ul-1) 1,0
7. Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

Jako matrice DNA byla pouzita purifikovand DNA z jednotlivych vzorkt, ktera byla zfedéna
na jednotnou koncentraci 10 ng-ul™. Poté se pfipravila také negativni kontrola (kontrola
kontaminace komponent), u které se misto DNA ptidala PCR voda. Stejnym zpusobem byla
pfipravena pozitivni kontrola (kontrola peclivosti prace), kde bylo misto matrice DNA
pridano stejné mnozstvi DNA izolované z Cistych kultur. Pro doménu Bacteria byla pouzita
DNA z Lactobacillus pentosus CCM 4619, pro kvasinky Saccharomyces cerevisiae CCM
8191 a pro plisné Aspergillus niger CCM 8155 a Fusarium avenaceum CCM 8015.
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5.2.14.1 Primery

Pro ptipravu smési pro PCR byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub,
R_eub), primery specifické pro kvasinky (Oli-F, Oli-R), specifické primery pro bakterie rodu
Escherichia (coneaeAF, coneaeAR), Bacillus (B-K1F, B-K1R) a plisn¢ Aspergillus (ASAP1,
ASAP2) a Fusarium (TEF-fu3F, TEF-fu3R). Primery s uvedenymi sekvencemi a velikostmi
produktu jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Primery specifické pro doménu Bacteria, kvasinky, plisné a rodové specifické PCR

Velikost
Primery Sekvence primeru (5’ - 3%) produkti PCR
[bp]
Doména Bacteria [49]
F_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466
R_eub GGA CTACCA GGG TATCTAATCCTGTT
Doména kvasinky [50]
Oli-F CGT CAT AGA GGG TGA GAATCC 152
Oli-R ACT TGT TCGCTATCG GTCTC
Rod Escherichia [51]
coneaeAF GAC CCG GCACAAGCATAAGC 384
coneaeAR CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG
Rod Bacillus [52]
BK1F TCACCAAGGCRACGATGCG 1100
BK1R CGTATTCACCGCGGCATG
Rod Aspergillus [53]
ASAP1 CAGCGAGTACATCACCTTGG 521
ASAP2 CCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATT
Rod Fusarium [54]
TEF-Fu3f GGTATCGACAAGCGAACCAT 420
TEF-Fu3r TAGTAGCGGGGAGTCTCGAA
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5.2.14.2 Programy pro amplifikaci DNA

Byla provedena amplifikace izolované DNA. Programy pro amplifikaci DNA uvedené
v tabulce 5 byly zvoleny podle vybranych primeru, které jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 5: Teplotni programy pro jednotlivé primery

Inciace

Denaturace
DNA

Hybridizace primeri

Syntéza DNA

Terminace

Doména Bacteria

95 °C/300 s

95 °C/30 s

55°C/30 s

72 °C/60 s

30 cykli

72 °C/300 s

Doména kvasinky

94 °C/300 s

94 °C/60 s

51°C/30s

72 °C/60 s

35 cykli

72 °C/300 s

Rod Escherichia

94 °C/300 s

94 °C/60 s

51°C/30s

72 °C/60 s

35 cykla

72 °C/300 s

Rod Bacillus

95 °C/300s

95 °C/60 s

63 °C/60 s

72 °C/60 s

30 cykla

72 °C/300 s

Rod Aspergillus

94 °C/240 s

94 °C/60 s

55 °C/60 s

72°C/90 s

30 cykli

72 °C/600 s

Rod Fusarium

94 °C/300 s

94 °C/60 s

58 °C/60 s

72 °C/60 s

40 cykli

72 °C/300 s

5.2.15 Elektroforeticka detekce PCR produkti

Byl ptipraven 1,6 % agarosovy gel pro detekci amplikonli navdZenim 1,6 g agarosy a jejim
rozpu$ténim ve 100 ml 0,5 x TBE pufru. Suspenze byla rozvafena v mikrovinné troubé.
Po vychladnuti na teplotu cca 60 °C byla pfipravena suspenze promichana a bylo do ni
ptidéno fluorescenéni barvivo GoldView (1 pl barviva/100 ml), poté byla nalita do pfipravené
formy. Gel se nechal tuhnout po dobu 1 hodiny. Do komurek vzniklych po vyjmuti hiebinku
byly napipetovany produkty zPCR smichané snanasecim pufrem Yeallow load (6x
koncentrovanym) v pomé&ru 5:1. Do jedné komurky byl napipetovan DNA standard (100 bp)
0 objemu 5 pl. Takto ptipraveny gel byl pfenesen do elektroforetické vany a ptelit 0,5 x TBE
pufrem do vysky cca 0,5 cm nad gel. Elektroforéza probihala po dobu 1,5 hodiny
pti konstantnim napéti 65 V. Po skonceni elektroforézy byl gel vyhodnocen v transluminéatoru
pod UV svétlem pii vinove délce 305 nm.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Stanoveni aktivnich latek v extraktech z bylin a koreni

Byla provedena stanoveni k charakterizaci aktivnich latek v extraktech z bylin a kofeni
konkrétné stanoveni polyfenolt, flavonoidi, anthokyant a jejich antioxidacni aktivity.

6.1.1 Spektrofotometrické stanoveni polyfenoli

Podle postupu 5.2.4.1 bylo provedeno celkové stanoveni polyfenolti ve 13 ethanolovych
vzorcich pfipravenych podle postupu 5.2.2. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat. Z priiméru
vyslednych absorbanci byla pomoci kalibracni kfivky na obrazku 38 vypocitana celkova
koncentrace polyfenoli na 1 g vzorku. Vysledky stanoveni s vypoctenymi smérodatnymi
odchylkami jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6: Obsah polyfenolu v testovanych extraktech

Vzorek [mg/o] Vzorek [mg/g]
Aloe kapska 85,70+1,64 Lichofefisnice 6,50+0,16
Andélika 13,05+047 Skofice 68,76+1,93
Badyan 24,85+1,39 Smetanka 10,20+0,74
Citronova kiira 21,04+0,39 Safran 62,27+0,36
Hiebicek 74,70+1,17 Ttesavka 14,32+2,09
Kardamom 3,63+0,19 Zazvor 21,68+0,30

Lékoftice 21,58+0,77

100 r

¢ [mg/g]

Obrdzek 14: Mnozstvi polyfenolu v ethanolovych extraktech
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Z vyslednych hodnot znédzornénych na obrazku 14 je viditelné, Ze nejmensi obsah polyfenoli
byl ve vzorku kardamomu a lichofefiSnice, kde byl obsah polyfenold nizsi nez 10 mg/g.
Naopak nejvyssi obsah polyfenolti vykazovaly extrakty z aloe, hiebicku, skofice a Safranu,
kde byl obsah polyfenolli vyssi nez 60 mg/g.

Obsahem polyfenold Vv kofeni se zabyvala studie védct z Hong Kongu, ktefi zjistili, ze
hiebi¢ek vykazuje silnou antioxidacni aktivitu a obsahuje velké mnozstvi polyfenoli.
Analyzou na HPLC zjistili, Ze hiebi¢ek obsahuje predevsim fenolové kyseliny, flavonolové
glykosidy, taniny a fenolové tékavé oleje (eugenol) a oznaCili ho jako vyznamny zdroj
polyfenolt pro dalsi aplikace [58].

6.1.2 Spektrofotometrické stanoveni flavonoidi

Podle postupu 5.2.4.2 bylo provedeno celkové stanoveni flavonoidi ve vzorcich. Kazdy
vzorek byl prométen ttikrat. Z primeéru vyslednych absorbanci byla pomoci kalibra¢ni kiivky
na obrazku 39 vypocitana celkova koncentrace polyfenoli na 1 g vzorku. Vysledky stanoveni
s vypoctenymi smérodatnymi odchylkami jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7: Obsah flavonoidii v testovanych extraktech

Vzorek [mg/o] Vzorek [mg/g]
Aloe kapska 70,41+4.,06 LichofefiSnice 1,73+0,02
Andé¢lika 4,04+0,03 Skofice 54,19+1,37
Badyan 6,75+0,17 Smetanka 2,00+0,08
Citronova kura 3,20+0,01 Safran 3,10+0,38
Hiebicek 9,10+0,43 Tresavka 10,92+0,81
Kardamom 0,76+0,11 Zazvor 4,45+0,06
Lékoftice 3,86+0,12

80 r

¢ [mg/g]

Obrdazek 15: Mnozstvi flavonoidii V ethanolovych extraktech
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stanoven v extraktech z kardamomu, lichofefisnice a smetanky, kde byla koncentrace nizsi
nez 2 mg/g. Naopak nejvyssi obsah flavonoidi vykazovaly extrakty z aloe a skofice, kde
koncentrace piesahla hodnotu 50 mg/g.

6.1.3 Spektrofotometrické stanoveni anthokyanii

Podle postupu 5.2.4.3 bylo provedeno celkové stanoveni anthokyani ve vzorcich. Kazdy
vzorek byl proméfen trikrat. Z priméru vyslednych absorbanci byla pomoci rovnice linearni
regrese kalibracni kiivky (A = 60,3368 x [ug/ml]), vypocitana celkova koncentrace
anthokyanti na 1 g vzorku. Kalibra¢ni kiivka byla pievzata z pracovniho seSitu ze skript
Praktikum z biochemie. Vysledky stanoveni s vypoétenymi smérodatnymi odchylkami jsou
shrnuty v tabulce 8.

Tabulka 8: Obsah anthokyanii v testovanych extraktech

Vzorek [ma/g] Vzorek [ma/g]
Aloe kapska 0,22+0,01 LichofefiS$nice 0,02+0,00
Andélika 0,06+0,01 Skofice 0,08+0,00
Badyan 0,02+0,02 Smetanka 0,02+0,00
Citronova kira 0,02+0,00 Safran 0,19+0,01
Hiebicek 0,07+0,01 Tresavka 0,02+0,00
Kardamom 0,02+0,00 Zazvor 0,16+0,01
Lékoftice 0,02+0,00
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Obrdzek 16: Mnozstvi anthokyanii v ethanolovych extraktech

Anthokyany jsou rostlinna barviva, ktera se nachazeji predevsim v Cerstvém, barevném ovoci
a zeleniné, avSak v niz8ich koncentracich se mohou nachazet i v suSenych plodech nebo
kofeni. Jejich zbarveni se pohybuje od Zluté, oranzové po modrou az fialovou barvu.
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v extraktech z citronové kiry, kde byla koncentrace anthokyant niz$i nez 0,02 mg/g. Naopak
nejvyssi obsah anthokyant vykazovaly extrakty zaloe, jehoz extrakt byl velmi silné
zabarveny, Safrdnu a zdzvoru, jejichz extrakty vykazovaly jasné zlutou az oranzovou barvu.
Koncentrace u téchto vzorka se pohybovaly v koncentra¢nim rozmezi 0,1 — 0,3 mg/g.

6.1.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Podle postupu 5.2.4.4 bylo provedeno celkové stanoveni antioxidacni aktivity ve vzorcich.
Kazdy vzorek byl proméfen ttikrat. Z priméru vyslednych absorbanci byla pomoci kalibra¢ni
ktivky na obrazku 40 vypocitana celkova antioxidac¢ni aktivita na 1 g vzorku. Vysledna
antioxidacni aktivita je vyjadiena v ekvivalentech Troloxu, ktery byl pouzit jako standard.
Vysledky stanoveni s vypoctenymi smérodatnymi odchylkami jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 9: Antioxidacni aktivita testovanych extraktii

Vzorek [ma/g] Vzorek [ma/g]
Aloe kapska 11,38+0,07 LichofefiS$nice 5,82+0,44
Andé¢lika 8,06+0,28 Skoftice 11,82+0,07
Badyan 117,91£20,52 Smetanka 7,68+0,55
Citronova kura 11,35+0,02 Safran 32,34+0,73
Hiebicek 264,43+17,77 Tresavka 48,45+4,41
Kardamom 5,87+0,44 Zazvor 11,90+0,04
Lékoftice 29,77+6,84
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Obrdzek 17: Antioxidacni aktivita ethanolovych extraktii
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vykazovaly extrakty z kardamomu a lichofefi$nice, kde byla stanovena hodnota antioxidaéni
aktivity nizsi nez 0,6 mg/g. Naopak nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval extrakt
z hiebicku, kde byla stanovena koncentrace 264 mg/g vzorku.

Antioxidacni aktivitou hiebi¢ku a kardamomu se zabyvala studie védct ze Saudské Arabie,
kteti porovnavali jejich u¢inky. Kardamom a hiebicek byly extrahovany v diethyletheru,
destilované vod¢ a ethanolu. Bylo zjisténo, Ze ethanolovy extrakt z hiebicku ma vyznamné
vyS$8i antioxidaéni aktivitu nez ethanolovy extrakt z kardamomu. Ethanolovy extrakt hiebicku
také vykazoval vyssi ubytek volnych radikalti neZ ostatni testované extrakty [59].

6.2 Antimikrobialni testy

Pro stanoveni antimikrobialni ti€innosti ethanolovych extraktl z kofeni a bylin byly pouzity
dva druhy antimikrobidlnich testti — diftizni a dilu¢ni metoda, jejichz postupy jsou popsany
v kapitolach 5.25.1 a 5.2.5.2. Antimikrobidlni vlastnosti extrakti byly testovany
na gramnegativni kmen bakterii Escherichia coli, grampozitivni kmen bakterii Micrococcus
luteus a na kvasinku Candida glabrata. Vysledky byly pro piehlednost zpracovany pro kazdy
mikroorganismus zvIast’.

6.2.1 Antimikrobialni ucinek extrakti na Escherichia coli

Gramnegativni bakterie Escherichia coli byla podrobena testovani ethanolovych extrakti
Z bylin a kofeni na antimikrobialni u¢inky. Jako blank byl pouzit 40 % etanol. Vysledky
jamkového testu jsou shrnuty v tabulce 10. V piipadé, Zze doslo k vytvofeni inhibi¢ni zony,
zona byla zmétena a fotograficky zdokumentovana. Na obrazku 18 je znazornén ptiklad
inhibic¢ni zony hiebicku.

Tabulka 10: Velikosti inhibicnich zén extraktii — Escherichia coli

Extrakt Inhibi¢ni zéna [mm] Extrakt Inhibi¢ni zéna [mm]
Aloe kapska 0 Lichoftefti$nice 0
Andélika 0 Skoftice 0
Badyan 0 Smetanka 0
Citronova kiira 0 Safran 0
Hiebicek 2 Trapatka 0
Kardamom 0 Zézvor 0
Lékoftice 0 Blank 0

Obrézek 18: Inhibicni zona hiebicku

Ze ziskanych vysledkt v tabulce 10 bylo zjisténo, Ze inhibi¢ni zona se vytvofila pouze
u extraktu z hiebi¢ku. Studiem antimikrobialnich vlastnosti hiebic¢ku a kardamomu proti
gramnegativnim 1 grampozitivnim bakteriim se zabyvala studie védcl ze Saudské Ardbie.
Bylo zjisténo, ze ethanolovy extrakt hiebicku vykazuje vysokou antimikrobialni aktivitu proti
gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim [59].
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Dale byla antimikrobialni u¢innost testovana diluéni metodou méfenim zakalu pii 630 nm
podle postupu v kapitole 5.2.5.2. Na obrazku 19 jsou zobrazeny vysledky testovani extrakti
na gramnegativni kmen Escherichia coli. Modra vodorovna ¢ara na obrazku znazoriuje
pocatecni koncentraci bakterii (100 %), z toho vyplyva, ze hodnoty absorbanci, které dosahuji
nejnize pod tuto hranici maji nejvyssi antimikrobialni U¢innost a naopak. Bylo zjisténo,
Ze nejvyssi antimikrobialni ucinnost proti Escherichia coli ma extrakt z hfebicku (G¢innost
65%), dale extrakt z citronové kury, 1ékofice a lichofefisnice (G€innost 20—30%) a také
kardamomu (12%).

06 r
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0,4

0,3

Absorbance

Obrdzek 19: Antimikrobidlni dilucni test — Escherichia coli

6.2.2 Antimikrobiilni u¢inek extraktii na Micrococcus luteus

Grampozitivni bakterie Micrococcus luteus byla podrobena testovani ethanolovych extraktd
z bylin a kofeni na antimikrobialni ucinky. Jako blank byl pouzit 40 % etanol. Vysledky
jamkového testu jsou shrnuty v tabulce 11. V piipadé, ze doslo k vytvoreni inhibi¢ni zony,
zona byla zmé&fena a fotograficky zdokumentovana. Na obrazku 20 je zndzornén piiklad
inhibiénich zon 1ékofice a andéliky.

Tabulka 11: Velikosti inhibicnich zon extraktii — Micrococcus luteus

Extrakt Inhibi¢ni zéna [mm] Extrakt Inhibi¢ni zéna [mm]
Aloe kapska 7 LichoftefiSnice 4
Andg¢lika 2,5 Skotice 3
Badyan 3 Smetanka 0
Citronova kiira 0 Safran 3
Hiebicek 5 Trapatka 1

Kardamom 1 Zézvor 0,5

Lékoftice 7 Blank 0
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Obrdzek 20: Inhibicni zony IékoFice a andéliky

Ze ziskanych vysledkt v tabulce 11 bylo zjisténo, ze nejvétsi inhibi¢ni zony se vytvofily
u extrakti z aloe, 1ékofice, hiebicku, lichofefisnice, skotice, Safranu, tfapatky, kardamomu,
badyanu a zazvoru. U extrakti z citronové kliry a smetanky nebyla inhibi¢ni zoéna detekovana.
Studiem antimikrobidlnich u¢inkd gelovych extrakti z aloe proti gramnegativnim
a grampozitivnim bakteriim se zabyvala studie védcli z Malajsie a Bangladése. Bylo zjiSténo,
7e aloe ma velmi dobré antimikrobidlni u€inky proti grampozitivnim patogennim bakteriim
rodu Staphylococcus [60].

Dale byla antimikrobidlni u¢innost testovana dilu¢ni metodou méfenim zakalu pii 630 nm
podle postupu v kapitole 5.2.5.2. Na obrazku 21 jsou zobrazeny vysledky testovani extraktd
na grampozitivni kmen Micrococcus luteus. Modra vodorovna ¢ara na obrazku opét
znazoriuje pocatecni koncentraci bakterii (100%), z toho vyplyva, ze hodnoty absorbanci,
které dosahuji nejniZze pod tuto hranici maji nejvyssi antimikrobidlni u¢innost a naopak. Bylo
zjisténo, Ze vSechny extrakty vykazovaly antimikrobidlni U¢inky. Nejvyssi antimikrobialni
ucinnost proti Micrococcus luteus byla zjisténa u extraktu z aloe, hiebicku a 1ékofice
a zazvoru (u¢innost 70—90%).
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Obrdzek 21: Antimikrobialni dilucni test — Micrococcus luteus
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6.2.3 Antimikrobialni u¢inek extrakti na kvasinku Candida glabrata

Kvasinka Candida glabrata byla podrobena testovani ethanolovych extraktt z bylin a kofeni
na antimikrobialni u¢inky. Jako blank byl pouzit 40 % etanol. Vysledky jamkového testu jsou
shrnuty v tabulce 12. V piipadé, ze doslo Kk vytvofeni inhibi¢ni zony, zéna byla zméfena
a fotograficky zdokumentovana. Na obrazku 22 je znazornén piiklad inhibi¢nich z6n Iékoftice
a hiebicku.

Tabulka 12: Velikosti inhibic¢nich zon extraktii — Candida glabrata

Extrakt Inhibi¢ni zéna [mm] Extrakt Inhibi¢ni zéna [mm]
Aloe kapska 4 Lichofeti$nice 2
And¢lika 0 Skorice 0
Badyan 1 Smetanka 2
Citronova ktira 0 Safran 0
Hiebicek 4 Trapatka 0

Kardamom 1 Zazvor 15

Lékofice 2 Blank 0

Obrdazek 22; Inhibicni zony hifebicku a lékorice

Ze ziskanych vysledki v tabulce 12 bylo zjisténo, Ze nejvétsi inhibi¢ni zony se vytvotily opét
u extraktu z hiebicku, dale u aloe, 1ékofice, lichofefisnice, smetanky, kardamomu, badyanu
a zézvoru. U extraktd z citronové kiiry, and¢liky, skofice, Safranu a tfapatky nebyla inhibic¢ni
zo6na detekovana.

Dale byla antimikrobidlni u¢innost testovana dilu¢ni metodou métenim zakalu pfi 630 nm
podle postupu v kapitole 5.2.5.2. Na obrazku 23 jsou zobrazeny vysledky testovani extrakti
na kvasinku Candida glabrata. Modra vodorovna ¢ara na obrazku opét znazornuje pocateéni
koncentraci bakterii (100%), z toho vyplyva, Ze hodnoty absorbanci, které dosahuji nejnize
pod tuto hranici maji nejvyssi antimikrobialni G€innost a naopak. Bylo zjisténo, ze vSechny
extrakty kromé safranu vykazovaly antimikrobialni u¢inky. Nejvys$si antimikrobialni u¢innost
byla zjisténa u extraktu z aloe, hiebi¢ku (¢innost 70—90%), dale u lékofice, lichofetisnice
a zazvoru (40%).
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Obrdzek 23: Antimikrobidlni dilucni test — Candida glabrata

6.3 Stanoveni mikrobialni kontaminace potravin

Na zakladé vysledki z predchozich stanoveni byly podle postupu v kapitole 5.2.3 ptipraveny
vzorky RAW produkti s pridavkem bylin a koteni. Pouzité kombinace a mnozstvi zndzorfiuje
tabulka 13.

Tabulka 13: Navrh kombinaci bylin a koreni pridanych do RAW vyrobkii

Mnozstvi Mnozstvi
Vzorek 1. vzorku | Vzorek 2. vzorku
[d] [9]
P1 RAW pernik 20 H1l RAW hrabénciny fezy 20

P2 + lékofice/lichorefisnice | 0,2:0,8 H2 + badyan/lichotefisnice | 0,2:0,8

P3 + l1ékofice/lichorefisnice | 0,8:0,2 H3 + badyan/lichotefisnice | 0,8:0,2

P4 + 1ékortice/aloe 0,2:0,8 H4 + hiebicek/aloe 0,2:0,8
P5 + 1ékortice/aloe 0,8:0,2 H5 + hiebicek/aloe 0,8:0,2
P6 + zazvor/andélika 0,2:0,8 H6 + 1ékofice/zazvor 0,2:0,8
pP7 + zazvor/andélika 0,8:0,2 H7 + 1ékoftice/zazvor 0,8:0,2
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6.3.1 Testovani doby mikrobiidlni nezavadnosti vyrobku

Podle postupu v kapitole 5.2.6.1 byla provedena kultivace z nafedénych vzorki po dobu péti
dnii na dva druhy pevnych médii. O¢kovani byla provedena ve dvou fedénich 102 a 10,
kazdé po tiech opakovanich. Vyhodnocené misky byly zprimérovany a vysledky jsou
uvedeny v tabulkach 16 a 17.

Pii sledovani mikrobialni kontaminace vzorka bylo zjisténo, ze tyto typy vyrobki mohou byt
potencionaln¢ rizikové, ztoho divodu, ze jiz druhy den po zakoupeni vyrobku byl
zaznamenan mirny rGst mikroorganismit na TSA 1 YPD médiu. Rychlejsi rust
mikroorganismi miize byt zplisoben vy$$im obsahem sacharidii obsazenych ve vyrobcich,
které jsou vhodnym substratem pro rist bakterii, kvasinek i plisni. DalSim potencidlnim
faktorem, ktery mohl zapfi¢init zrychleny narGst mikroorganismt, byl, ze zakoupené dezerty
byly skladovany ve vétranych chlazenych vitrinach a nebyly baleny v Zadném ochranném
obalu, ktery by zamezil kontaminaci z okoli. Raw vyrobky v dneSni dobé zatim nejsou
osetfeny legislativnimi piedpisy, proto je slozité urcit limit poctu mikroorganismd, které se ve
vyrobcich mohou nachdzet a tim stanovit dobu trvanlivosti. Limitni hodnoty pro obsah
mikroorganisml v potravinach urcuje Vyhlaska ¢. 132/2004 Sb. o mikrobiologickych
pozadavcich na potraviny, zptsobu jejich kontroly a hodnoceni. Pro nase ucely testovani tato
vyhlaSka uvadi pouze limitni hodnoty celkového poctu mikroorganismii pro tepelné
neoSetfené ovocné a zeleninové S§tavy a cukrarské vyrobky, které jsou uvedeny v tabulkach
14 a 15 Pro semena a skofapkové plody uvadi legislativa pouze limity na obsah plisni (10°)
a bakterii Escherichia coli (5-10%). Pro susené a proslazené ovoce jsou limitni hodnoty pro
koliformni bakterie (10%) a pro plisn& (10%).

Tabulka 14: Limitni hodnoty poctu mikroorganismil v tepelné neosetrenych ovocnych a zeleninovych stavich

[61]
Limitni hodnota
Celkovy pocet mikroorganismi 106
Escherichia coli 102
Kvasinky 5-10%

Tabulka 15: Limitni hodnoty pro pocet mikroorganismii v cukrarskych vyrobcich [61]

Limitni hodnota
Celkovy pocéet mikroorganismu 10°
Koliformni bakterie 103
Koaguldzopozitivni stafylokoky 10?
Kvasinky 5-10%

Vzhledem k tomu, Ze Vv testovanych dezertech jsou obsazena syrova jablka, skofapkové plody
a semena, lze se orienta¢né fidit limitnimi hodnotami, jez udava legislativa, avSak pouze
hodnotou celkového poctu mikroorganisml. Kvantitativni stanoveni vyskytu koliformnich
bakterii, Escherichia coli nebo koagulazopozitivich stafylokokii by mohlo byt pfedmétem
dalSiho testovani na specifickych agarovych ptidach.

Bylo zjisténo, ze u obou testovanych raw dezertll bez piimési kombinaci antimikrobialnich
latek doslo k mirnému nartstu mikroorganismu jiz druhy den po zakoupeni. Dezerty byly
mikrobialné sledovany po dobu péti dnti, pokud bychom vztahli vysledné hodnoty na limity
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uvedené v legislative, jiz Ctvrty den vykazovaly oba dezerty limitni hodnoty pro obsah
mikroorganismi. Zrychleny rst mikroorganismu u téchto produktii mohl byt také zpiisoben
ptitomnosti syrovych jablek, ktera se fadi mezi neudrzné potraviny a snadno podléhaji kazeni.
Dutlezitou roli hraje také absence tepelného oSetfeni, které by znaéné zpomalilo rist
mikroorganismu v téchto potravinach.

Potencidlni antimikrobialni ucinky ve vzorcich raw perniku byly zjistény u vzorka P2, P5
aP7, kde se rust mikroorganismii prokazateln¢ zpomalil na TSA i YPD médiu, coz je
uvedeno v tabulce 16. Slabsi G¢inky byly zjistény u vzorka P3, P4 a P6. U vzorkt P2 a P3
bylo zjisténo, ze kombinace s vy$Sim obsahem lichofefiSnice byla u¢innéjsi pro potlaceni
rastu bakterii, kvasinek a plisni neZ kombinace s vy$§im obsahem lékofice. Naopak u vzorku
P4 a P5 byla vyhodnéjsi kombinace s vySSim obsahem lékofice a niz§im obsahem aloe.
Domnivam se, Ze lékofice v kombinaci s aloe, mohla mit, v tomto piipadé, lepsi synergisticky
ucinek, nez tatdz kombinace s lichofefiSnici. U vzorki P6 a P7 bylo zjisténo, Ze kombinace
S vyS$§im obsahem zazvoru ma lepsi antimikrobidlni vlastnosti na bakterie, kvasinky 1 plisné
nez kombinace s vy$§im obsahem andéliky.

V ptipadé vzorkl z raw hrabénc¢inych fezl bylo zaznamenano, ze potencialni antimikrobialni
ucinky vykazovaly vzorky H3, H4, HS5, H6 a H7, a to ptedevsim proti bakteriim. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 17. U téchto vzorkti doSlo na druhy den po zakoupeni k mirnému
naruistu bakterii, avSak dalsi dny kultivaci doslo k potlaceni riistu nebo tplné inhibici vlivem
obsazenych antibakteridlnich latek. VétSina piirodnich antimikrobiadlnich latek pulsobi
mechanismem, ktery poskozuje bunéénou sténu viz. kapitola 2.9.1. a antimikrobialni t¢inek
neni okamzity jako napf. u syntetickych antibiotik. Domnivam se, Ze zpomaleny nebo zcela
inhibovany rist mikroorganismii u téchto vzorkt v dal§ich dnech kultivace, mohl byt
zpisoben opozdénym antimikrobidlnim ucinkem latek. Jedinym vzorkem, ktery nevykazoval
prokazatelny antimikrobidlni uc¢inek byl vzorek H2, ktery obsahoval kombinaci badyanu
a lichofefisnice viz. Tabulka 13.
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Tabulka 16: Shrnuti rustu bunek naredeénych vzorkii z RAW perniku na selektivnich pevnych médiich TSA a YPD

Den Den Den
1. Vzorek Redéni TSA YPD 2. Vzorek Redéni TSA YPD 3. Vzorek Redéni TSA YPD
103 - —_ 103 ++ ++ 103 +++ +++
P1 10° — — P1 105 — — P1 105 - —
103 — — 103 ++ ++ 103 ++ +
103 — — 103 ++ — 103 +++ +
P3 10° — — P3 10° — — P3 10° — —
103 — — 103 ++ ++ 103 ++ +
P4 10° — — P4 10° — — P4 105 "
103 — — 103 — — 103 ++ +
P5 10° — — P5 10° — P5 10° — —
103 — — 103 ++ + 103 +++ +
P6 10° — — P6 10° " — P6 105 " —
103 — — 103 — + 103 ++ +
P7 10° — — P7 10° — — P7 105 " —
4. S.
Vzorek Redéni TSA YPD Vzorek Redéni TSA YPD
103 +4+++ +++ 103 C C
Pl 103 +++ ++ P1 10° ++++ +++
P2 103 ++ ++ (Pozn. Symbol — odpovidd <100 KTJ - ml* (bez riistu P2 1073 C +++
10° ++ + mikroorganismii), + odpovida 10°> KTJ - mI* (nepatrny 10° ++++ +
P3 103 bt ++ riist mikroorganismii), ++ odpovida 10* KTJ - mi* P3 103 C C
10° ++ - (mirny riist mikroorganismii), +++ odpovida 10° KTJ - 10° +++ +
P4 103 ++ + ml-! (silny riist mikroorganismii), ++++ odpovida 10° P4 10° +H++ ++
10° ++ - KTJ - mIt (masivni riist mikroorganismii), symbol C 10° +t +
PS5 10’: tt t+ odpovida  10® KTJ - ml* (povrch  pokryty PS5 10° tt tHt
10 + — | mikroorganismy)) 10° ++ +
PG 103 +++ +++ PG 10 C C
103 ++ + 10 ++++ +++
103 ++ +++ 103 C +++
P7 10° + + P7 10° ++4++ ++
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Tabulka 17: Shrnuti ristu bunék naredénych vzorkii z RAW hrabéncinych rezii na selektivnich pevnych médiich TSA a YPD

Den Den Den
1. Vzorek Redéni TSA YPD 2. Vzorek Redéni TSA YPD 3. Vzorek Redéni TSA YPD
103 — —_ 103 ++ ++ 103 +++ +++
H1 10° — — H1 10° — — H1 10° — T
103 — — 103 ++ — 103 ++ +
H2 105 — — H2 105 — — H2 10% — —
103 — — 103 ++ — 103 + +
H3 10° — — H3 10° — H3 105 — —
103 — — 103 ++ + 103 ++ —
H4 10° — — H4 10° " — H4 10° — —
103 — — 103 — + 103 + +
H5 10° — — H5 10° — — H5 105 — —
103 — — 103 ++ — 103 + +
H6 10° — — H6 105 " — H6 105 — —
103 — — 103 ++ + 103 + ++
H7 10° — — H7 10° — — H7 10° — —
4, 5.
Vzorek Redéni TSA YPD Vzorek Redéni TSA YPD
103 ++++ +4+++ 103 C C
H1 105 ++ ++ H1 10° ++++ ++++
Ho 103 ++++ +++ (Pozn. Symbol — odpovidd <100 KTJ - ml* (bez riistu Ho 103 C C
10°° ++ + mikroorganismii), + odpovida 10°> KTJ - mI* (nepatrny 10°® ++++ +++
H3 103 — ++ riist mikroorganismii), ++ odpovida 10* KTJ - mi* 43 103 — +++
10° — — (mirny riist mikroorganismii), +++ odpovida 10° KTJ - 10° — —
Ha 107 — ++ ml-! (silny riist mikroorganismii), ++++ odpovida 10° H4 10° + ++
10° — - KTJ - mIt (masivni riist mikroorganismii), symbol C 10° - -
H5 10:: — *+ | odpovidd I ® KTJ - mlt (povrch  pokryty H5 10:2 - ++
10 — — | mikroorganismy)) 10 - —
HE 103 + +++ HE 103 + C
10 — — 10 — +++
10 — +++ 103 — C
H7 10° — + H7 10° — ++4++
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6.4 lzolace DNA

Podle postupu v kapitole 5.2.9 byla komer¢nim kitem izolovana bakterialni a kvasinkova
DNA. Dale byly ptipraveny hrubé lyzaty ze vzorki plisni podle postupu v kapitole 5.2.10,
DNA z nich byla izolovana fenolovou extrakci dle postupu 5.2.11 a nasledné ptesrazena
ethanolem podle 5.2.12. Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena spektrofotometricky.

6.4.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované bakterialni
DNA

K méfeni koncentrace a Cistoty DNA byl pouzit piistroj NanoDrop 2000, na kterém byla
proméiena absorbance vsech vzorkiit DNA v rozsahu 220-320 nm. Pom¢ér absorbanci A260/280
nm znazornuje mozna znecisténi proteiny piipadné jinymi latkami a mél by idealn¢ splnovat
optimalni rozmezi 1,8 — 2,0. U vzorku jejichz hodnoty absorbanci se nachazeji pod touto
hranici je velkd pravdépodobnost, ze byly znecistény proteiny. Naopak hodnoty vyssi, nez je
optiméalni rozmezi naznacuji, Ze byl vzorek znecistén RNA.

Naméfené hodnoty absorbanci a koncentrace DNA ze vzorkd odebranych z 1. dne jsou
uvedeny v tabulce 18. Spektrofotometrické kiivky absorbanci béhem méteni jsou uvedeny
na obrazcich 24 a 25. Hodnoty absorbanci a koncentrace DNA ze vzorkd odebranych z 5. dne
znazornuje tabulka 19. Spektrofotometrické kiivky absorbanci v pribéhu méfeni jsou
uvedeny na obrazcich 26 a 27. Pomér absorbanci A2so2s0 NM Se u vétSiny vzorkt pohyboval
mezi optimalnimi hodnotami (1,8-2,0), to naznacuje, ze izolace komerénim kitem poskytla
velmi Cisté vzorky DNA.

Tabulka 18: Spektrofotometrické stanoveni bakterialni DNA izolované komercnim kitem ze vzorkit odebranych z

1. dne
Vzorek A260 nm A280 nm A260/280 nm conA [ng-pl ]
P1/B1 0,366 0,184 1,98 18,3
P2/B1 0,267 0,139 1,93 13,4
P3/B1 0,231 0,120 1,93 11,5
P4/B1 0,299 0,161 1,85 14,9
P5/B1 0,287 0,160 1,79 14,4
P6/B1 0,246 0,131 1,88 12,3
P7/B1 0,240 0,129 1,86 12,0
H1/B1 0,366 0,194 1,88 18,3
H2/B1 0,257 0,138 1,87 12,9
H3/B1 0,337 0,182 1,85 16,9
H4/B1 0,227 0,125 1,82 11,3
H5/B1 0,183 0,090 2,02 9,1
H6/B1 0,272 0,142 1,92 13,6
H7/B1 0,226 0,110 2,05 11,3
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Pozn. P1 — raw pernik bez primési, P2 — lékorice/lichorerisnice (0,2:0,8 g), P3 —
lékorice/lichorerisnice (0,8:0,2 g), P4 — lékorice/aloe (0,2:0,8 g), PS5 — lékorice/aloe
(0,8:0,2 9), P6 — zazvor/andélika (0,2:0,8 g), P7 — zdzvor/andélika (0,8:0,2 g), HI — raw
hrabénciny Fezy bez primési, H2 — badyan/lichorerisnice (0,2:0,8 @), H3 -
badyan/lichorerisnice (0,8:0,2 g), H4 — hrebicek/aloe (0,2:0,8 g), H5— hrebicek/aloe
(0,8:0,2 9), H6 — lékorice/zdzvor (0,2:0,8 g), H7 — lékorice/zazvor (0,8:0,2 Q)

Obrdazek 24: Absorpcni spektrum bakteridlni DNA vzorkii raw perniku odebranych z 1. dne
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Bakterialni DNA ze vzorkti raw perniku odebranych z 1. dne byla izolovana v rtznych
koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zméfena u raw perniku bez piimési (vzorek
P1), stanovena koncentrace byla 18,3 ng-ul?. Hodnoty koncentraci ostatnich vzorki
s pridanymi kombinacemi bylin se pohybovali v rozmezi 12,0—14,9 ng-ul™.
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Obrdzek 25: Absorpcni spektrum bakteridlni DNA vzorkii yaw hrabéncinych rezii odebranych z 1. dne
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Bakteridlni DNA ze vzorkli raw hrabéncinych fezli odebranych z 1. dne byla izolovana
v riiznych koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zméfena u raw hrabéncinych fez
bez pfimési (vzorek H1), stanovena koncentrace byla 18,3 ng-ul. Hodnoty koncentraci
ostatnich vzork s pfidanymi kombinacemi bylin se pohybovali v rozmezi 9,1—16,9 ng-pl™.

Tabulka 19: Spektrofotometrické stanoveni bakteridalni DNA izolované komercnim kitem ze vzorkii odebranych

z5. dne
Vzorek A260 nm A280 nm A260/280 nm CDNA [ng-pl-1]
P1/B5 0,715 0,400 1,79 35,7
P2/B5 0,693 0,391 1,77 34,7
P3/B5 0,293 0,156 1,88 14,6
P4/B5 0,684 0,393 1,74 34,2
P5/B5 0,666 0,384 1,74 33,3
P6/B5 0,186 0,107 1,74 9,3
P7/B5 0,268 0,145 1,85 13,4
H1/B5 0,282 0,157 1,79 14,1
H2/B5 0,309 0,175 1,77 15,5
H3/B5 0,853 0,473 1,80 426
H4/B5 0,259 0,141 1,84 13,0
H5/B5 0,310 0,176 1,76 15,5
H6/B5 0,291 0,151 1,93 14,5
H7/B5 0,224 0,122 1,83 11,2
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Pozn. P1 — raw pernik bez primési, P2 — lékorice/lichorerisnice (0,2:0,8 g), P3 —
lékorice/lichorerisnice (0,8:0,2 @), P4 — lékorice/aloe (0,2:0,8 g), P5 — Iékorice/aloe
(0,8:0,2 9), P6 — zazvor/andélika (0,2:0,8 g), P7 — zdzvor/andélika (0,8:0,2 g), HI — raw
hrabénciny rezy bez primési, H2 —  badyan/lichorerisnice (0,2:0,89), H3 -
badyan/lichorerisnice (0,8:0,2 g), H4 — hrebicek/aloe (0,2:0,8 g), H5— hrebicek/aloe
(0,8:0,2 9), H6 — lékorice/zazvor (0,2:0,8 g), H7 — lékoFice/zazvor (0,8:0,2 g)

Obrdzek 26: Absorpcni spektrum bakteridlni DNA vzorkii raw perniku odebranych z 5. dne
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Bakterialni DNA ze vzorkli raw perniku odebranych z 5. dne byla izolovand v rtiznych
koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zméfena u raw perniku bez pifimési (vzorek
P1), stanovend koncentrace byla 35,7 ng-ull. Hodnoty koncentraci ostatnich vzorkd
s pfidanymi kombinacemi bylin se pohybovali v rozmezi 9,3—34,7 ng-pul™.
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Obrdzek 27: Absorpcni spektrum bakterialni DNA vzorkii raw hrabéncinych rezii odebranych z 5. dne
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Bakterialni DNA ze vzorkli raw hrabéncinych fezii odebranych z 5. dne byla izolovana
v riznych koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zméfena u raw hrabéncinych fezt
s kombinaci bylin a kofeni badyan/lichofefisnice (0,8:0,2 g), (vzorek H3), stanovena
koncentrace byla 42,6 ngpll. Hodnoty koncentraci ostatnich vzorkii s piidanymi

kombinacemi bylin a vzorku bez ptimési se pohybovali v rozmezi 11,2—15,5 ng-ul™.
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6.4.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované kvasinkové
DNA

K méfeni koncentrace a Cistoty DNA byl pouzit pfistroj NanoDrop 2000, na kterém byla
prométena absorbance DNA v rozsahu 220-320 nm. Pomér vinovych délek A260280 nm
znazoriiuje mozna znecisténi proteiny piipadné jinymi latkami.

Namétené hodnoty absorbanci a koncentrace DNA ze vzork(l odebranych z 1. dne jsou
uvedeny v tabulce 20. Spektrofotometrické kiivky absorbanci béhem méfeni jsou uvedeny na
obrazcich 28 a 29. Hodnoty absorbanci a koncentrace DNA ze vzorkd odebranych z 5. dne
znazornuje tabulka 21. Spektrofotometrické kiivky absorbanci v pribéhu méfeni jsou
uvedeny na obrazcich 30 a 31. Pomér absorbanci Azeor2s0 NM se u vEtSiny vzorkid odebranych
z1. dne pohyboval mezi optimalnimi hodnotami (1,8-2,0), to naznaluje, Ze izolace
komercnim kitem poskytla velmi ¢isté vzorky DNA. Pomér absorbanci vzorkli odebranych
z 5. dne se pohyboval mirn¢ pod optimalnimi hodnotami.

Tabulka 20: Spektrofotometrické stanoveni kvasinkové DNA izolované komercnim kitem ze vzorkii odebranych

z1.dne
Vzorek A260 nm A280 nm A260/280 nm CDNA [ng-pl-1]
P1/K1 0,456 0,264 1,73 22,8
P2/K1 0,196 0,117 1,68 9,8
P3/K1 0,242 0,128 1,89 12,1
P4/K1 0,382 0,202 1,89 19,1
P5/K1 0,421 0,219 1,92 21,0
P6/K1 0,171 0,099 1,72 8,5
P7/K1 0,685 0,418 1,64 34,2
H1/K1 0,445 0,237 1,88 22,3
H2/K1 0,349 0,191 1,83 17,5
H3/K1 0,448 0,242 1,85 22,4
H4/K1 0,348 0,186 1,88 17,4
H5/K1 0,975 0,543 1,80 48,8
H6/K1 0,13 0,125 1,54 9,6
H7/K1 0,216 0,122 1,77 10,8

Pozn. P1 — raw pernik bez primési, P2 — lékorice/lichorerisnice (0,2:0,8 g), P3 —
lékoFice/lichorerisnice (0,8:0,2 g), P4 — lékorice/aloe (0,2:0,8 g), P5 — IékoFice/aloe
(0,8:0,2 9), P6 — zdzvor/andelika (0,2:0,8 @), P7 — zdzvor/andélika (0,8:0,2 g), HI — raw
hrabénciny rezy bez primési, H2 —  badyan/lichorerisnice (0,2:0,89), H3 -
badyan/lichorerisnice (0,8:0,2 g), H4 — hrebicek/aloe (0,2:0,8 g), H5 — hiebicek/aloe
(0,8:0,2 9), H6 — lékorice/zazvor (0,2:0,8 g), H7 — lékoFice/zazvor (0,8:0,2 g)
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Obrazek 28: Absorpéni spektrum kvasinkové DNA ze vzorkii raw perniku odebranych z 1. dne
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Kvasinkovda DNA ze vzorkli raw perniku odebranych z 1. dne byla izolovana v riznych

A4

koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zméfena uraw perniku S pfimési
z4zvor/andélika (0,8:0,2 g), (vzorek P7), stanovena koncentrace byla 34,2 ng-ul™t. Hodnoty
koncentraci ostatnich vzorkd s pfidanymi kombinacemi bylin i bez ptimési se pohybovali
V rozmezi 8,5—22,8 ng-ul'l.

Obrdzek 29: Absorpcni spektrum kvasinkové DNA ze vzorkii raw hrabéncinych rezii odebranych z 1. dne
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Kvasinkovd DNA ze vzorkii raw hrabénCinych fezii odebranych z 1. dne byla izolovana
v riiznych koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zmétena u raw hrabéncéinych fezl
s piimési hiebicek/aloe (0,8:0,2 g), (vzorek HS5), stanovena koncentrace byla 48,8 ng-ul™.
Hodnoty koncentraci ostatnich vzorkd s pfidanymi kombinacemi bylin se pohybovali
V rozmezi 9,6—22,4 ng-ul™.

Tabulka 21: Spektrofotometrické stanoveni kvasinkové DNA izolované komercnim kitem ze vzorkii odebranych

z5.dne
Vzorek A260 nm A280 nm A260/280 nm CDNA [ng-pl-1]
P1/K5 0,124 0,076 1,63 6,2
P2/K5 0,117 0,074 1,59 59
P3/K5 0,148 0,081 1,83 7,4
P4/K5 0,145 0,083 1,74 7,3
P5/K5 0,606 0,357 1,70 30,3
P6/K5 0,449 0,259 1,73 22,4
P7/K5 0,177 0,104 1,70 8,8
H1/K5 0,561 0,327 1,72 28,0
H2/K5 0,151 0,087 1,73 7,6
H3/K5 0,257 0,148 1,73 12,9
H4/K5 0,466 0,286 1,63 23,3
H5/K5 0,176 0,109 1,62 8,8
H6/K5 0,140 0,089 1,58 7,0
H7/K5 0,404 0,242 1,67 20,2

Pozn. Pl — raw pernik bez primeési, P2 — lékorice/lichorerisnice (0,2:0,8 g), P3 —
lékorice/lichorerisnice (0,8:0,2 g), P4 — lékorice/aloe (0,2:0,8 g), P5 — lékorice/aloe (0,8:0,2
9), P6 — zdazvor/andeélika (0,2:0,8 g), P7 — zazvor/andélika (0,8:0,2 g), HI — raw hrabénciny
Fezy bez primeési, H2 — badydn/lichorerisnice (0,2:0,8 Q), H3 — badydn/lichorerisnice (0,8:0,2
9), H4 — hrebicek/aloe (0,2:0,8 g), H5 — hrebicek/aloe (0,8:0,2 g), H6 — lékorice/zdzvor
(0,2:0,8 9), H7 — lékorice/zazvor (0,8:0,2 g)
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Obrazek 30: Absorpéni spektrum kvasinkové DNA ze vzorkii raw perniku odebranych z 5. dne
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Kvasinkovd DNA ze vzorkli raw perniku odebranych z 5. dne byla izolovana v rliznych
koncentracich. Nejvyss§i koncentrace DNA byla zméfena uraw perniku S pfimési
lékotice/aloe (0,8:0,2 g), (vzorek P5), stanovend koncentrace byla 30,3 ng-ul. Hodnoty
koncentraci ostatnich vzorkd s pfidanymi kombinacemi ibez piimési bylin a kofeni se
pohybovali v rozmezi 5,9—22,4 ng-ul™.

Obrdzek 31: Absorpcéni spektrum kvasinkové DNA ze vzorkii raw hrabéncinych rezit odebranych z 5. dne
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Kvasinkovda DNA ze vzorka raw hrabéncinych fezi odebranych z 5. dne byla izolovana
v riznych koncentracich. Nejvyssi koncentrace DNA byla zmétena u raw hrabéncinych fezl
bez pfimési (vzorek H1), stanovena koncentrace byla 28,0 ng-ul. Hodnoty koncentraci
ostatnich vzork s ptidanymi kombinacemi bylin se pohybovali v rozmezi 7,0—23,3 ng-ul™.

6.5 Prokazani pritomnosti DNA domény Bacteria metodou PCR

Podle postupu v kapitole 5.2.14 byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena konven¢ni
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana ze sbirkového kmene Lactobacillus
pentosus CCM 4619. Pro prokazani piitomnosti bakterialni DNA, byly pouzité primery
specifické pro doménu Bacteria (Feub, Reub), jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 4
a teplotni program je uveden v tabulce 5. PCR byla provedena se vzorky DNA natedénymi na
koncentraci 10 ng-ul?. Velikost specifickych produktii byla 466 bp. Vyslednd detekce PCR
produkti je uvedena na obrazku 32, kde byly ve vSech vzorcich kromé vzorku P4/B5
detekovany specifické PCR produkty silné intenzity, tudiz byla potvrzena pfitomnost
bakterialni DNA. U vzorku P4/B5 mohlo dojit k chybé pii pipetovani DNA, je velmi
nepravdépodobné, ze by se v tomto vzorku nenachazela ani nizkd koncentrace bakterialni
DNA.

Obrazek 32: Agarosova gelova elekiroforéza produktii specifické PCR pro doménu Bacteria (466 bp), DNA byla
izolovana komercnim kitem ((- nedetekovino, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++
silné intenzity)

12345678 910111213141516 17

—> 1500 bp

—> 1000 bp

— 500 bp
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Beh €. Vzorek ng;kt Beh ¢. Vzorek Pg)ggkt
1 P1/B1 +++ 18. P1/B5 +++
2. P2/B1 +++ 19. P2/B5 +++
3. P3/B1 +++ 20. P3/B5 +++
4, P4/B1 +++ 21. P4/B5 -
S. P5/B1 +++ 22. P5/B5 +++
6. P6/B1 +++ 23. P6/B5 +++
1. P7/B1 +++ 24. P7/B5 +++
8. H1/B1 +++ 25. H1/B5 +++
9. H2/B1 +++ 26. H2/B5 +++
10. H3/B1 +++ 27. H3/B5 4+
11. H4/B1 +++ 28. H4/B5 4+
12. H5/B1 +++ 29. H5/B5 4+
13. H6/B1 +++ 30. H6/B5 4+
14. H7/B1 +++ 31. H7/B5 +++
15. DNA standard (100 bp) - 32. DNA standard (100 bp) -
16. NK -

17. PK [10 ng-pl™] +++
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6.6 Prokazani pritomnosti DNA rodu Bacillus metodou PCR

Podle postupu v kapitole 5.2.14 byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena konven¢ni
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana ze sbirkového kmene Bacillus
subtilis CCM 1999. Pro prokazani pfitomnosti bakteridlni DNA, byly pouzité primery
specifické pro rod Bacillus (BK1F, BK1R), jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 4
a teplotni program je uveden v tabulce 5. PCR byla provedena se vzorky DNA nafedénymi na
koncentraci 10 ng-ul™. Velikost specifickych produkti byla 1100 bp. Vysledna detekce PCR
produktti je uvedena na obrazku 33, kde byly ve vzorcich P2/B1, P7/B1 a H6/B5 detekovany
specifické PCR produkty silné intenzity, tudiz byla potvrzena ptitomnost bakteridlni DNA
rodu Bacillus. Nepfitomnost DNA u vzorki P2/B5 a P7/BS, které byly izolované z 5. dne,
mohla byt zptisobena pomnozenim jinych konkuren¢nich bakterii, které mohly inhibovat nebo
potlacovat rust bakterii rodu Bacillus.

Obrazek 33: Agarosova gelova elektroforéza produktii specifické PCR pro rod Bacillus (1100 bp), DNA byla
izolovana komercnim kitem ((- nedetekovdano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné

intenzity)

12345678 9101112131415161718

| — 1100bp

192021222324252627282930313233

66



Beh ¢. Vzorek Pg)ggkt Beéh ¢. Vzorek Pg)gékt
1. P1/B1 - 19. P1/B5 -
2. P2/B1 +++ 20. P2/B5 -
3. P3/B1 - 21. P3/B5 -
4, P4/B1 - 22. P4/B5 -
5. P5/B1 - 23. P5/B5 -
6. P6/B1 - 24. P6/B5 -
7. P7/B1 ++ 25. P7/B5 -
8. H1/B1 - 26. H1/B5 -
9. H2/B1 - 217. H2/B5 -
10. H3/B1 - 28. H3/B5 -
11. H4/B1 - 29. H4/B5 -
12. H5/B1 - 30. H5/B5 -
13. H6/B1 - 31. H6/B5 +
14. H7/B1 - 32. H7/B5 -
15. DNA standard (100 bp) - 33. DNA standard (100 bp) -
16. NK -

17. PK1[10 ng-ul™] o+
18. PK1[10 ng-ul?] +++
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6.7 Prokazani pritomnosti DNA rodu Escherichia metodou PCR

Podle postupu v kapitole 5.2.14 byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena konven¢ni
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana z kmene Escherichia coli strain B
(ultra pure, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Pro prokazani pfitomnosti bakterialni DNA,
byly pouzité primery specifické pro rod Escherichia coli (coneaeAF, coneaeAR), jejichz
sekvence jsou uvedeny v tabulce 4 a teplotni program je uveden v tabulce 5. PCR byla
provedena se vzorky DNA nafedénymi na koncentraci 10 ng-ul™. Velikost specifickych
produktti byla 384 bp. Vysledna detekce PCR produktii je znazornéna na obrazku 34, kde
byly ve vsech vzorcich kromé& vzorki P6/B1, H5/B1, P1/B5, P2/B5, P5/BS5, H6/B5
detekovany specifické PCR produkty, ve vSech vzorcich byly detekovany také nespecifické
PCR produkty. Ztoho divodu by bylo tiecba PCR optimalizovat bud’ zménou teplotniho
programu, nebo zménou mnozstvi Mg" iontd v PCR smési, které ovliviiuji ¢innost DNA
polymerézy.

Obrazek 34: Agarosova gelova elektroforéza produktii specifické PCR pro rod Escherichia (384 bp), DNA byla

izolovana komercnim kitem ((- nedetekovdano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné
intenzity)

1.2 03 24 B S s a1 08118121 381401 516,17

384 bp
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B;h Vzorek Pg)ggkt Béh ¢. Vzorek Pg)gékt
1. P1/B1 + 18. P1/B5 -
2. P2/B1 +++ 19. P2/B5 -
3. P3/B1 +++ 20. P3/B5 +
4. P4/B1 + 21. P4/B5 ++
5. P5/B1 + 22. P5/B5 -
6. P6/B1 - 23. P6/B5 +
7. P7/B1 +++ 24, P7/B5 +++
8. H1/B1 ++ 25. H1/B5 4+
9. H2/B1 +++ 26. H2/B5 F++
10. H3/B1 + 27. H3/B5 +
11. H4/B1 +++ 28. H4/B5 +++
12. H5/B1 - 29. H5/B5 +++
13. H6/B1 ++ 30. H6/B5 -
14. H7/B1 + 31. H7/B5 +
15. DNA standard (100 bp) - 32. DNA standard (100 bp) -
16. NK -

17. PK [10 ng-pl™] +++
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6.8 Prokazani pritomnosti DNA domény kvasinky metodou PCR

Podle postupu v kapitole 5.2.14 byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena konven¢ni
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana ze sbirkového kmene
Saccharomyces cerevisiae CCM 8191. Pro prokazani ptitomnosti kvasinkové DNA, byly
pouzity primery specifické pro doménu kvasinky (OliF, OliR), jejichz sekvence jsou uvedeny
v tabulce 4 a teplotni program je uveden v tabulce 5.. PCR byla provedena se vzorky DNA
nafedénymi na koncentraci 10 ng-ul™. Velikost specifickych produktil byla 152 bp. Vysledna
detekce PCR produkti je uvedena na obrazku 35, kde byly ve vSech vzorcich detekovany
specifické PCR produkty silné intenzity, tudiz byla potvrzena pfitomnost kvasinkové DNA.

Obrazek 35: Agarosova gelova elektroforéza produktii specifické PCR pro doménu kvasinky (152 bp), DNA byla
izolovana komercnim kitem ((- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné
intenzity)

123456 7 8910111213141516 17

—152 bp
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B¢h ¢. Vzorek Pg)ggkt B¢h ¢. Vzorek Pg)gékt
1 P1/B1 +++ 18. P1/B5 +++
2. P2/B1 +++ 19. P2/B5 +++
3. P3/B1 +++ 20. P3/B5 +++
4. P4/B1 +++ 21. P4/B5 e
S P5/B1 +++ 22. P5/B5 +++
6. P6/B1 +++ 23. P6/B5 F++
7. P7/B1 +++ 24, P7/B5 +
8. H1/B1 +++ 25. H1/B5 +++
9. H2/B1 +++ 26. H2/B5 +
10. H3/B1 +++ 27. H3/B5 4
11. H4/B1 +++ 28. H4/B5 +++
12. H5/B1 +++ 29. H5/B5 +++
13. H6/B1 +++ 30. H6/B5 F++
14. H7/B1 +++ 31. H7/B5 +++
15. | DNA Stab”p‘iard (100 32, | DNA standard (100 bp) :
16. NK -

17. PK [10 ng-ul] t
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6.9 Prokazani pritomnosti DNA rodu Aspergillus metodou PCR

Podle postupu v kapitole 5.2.14 byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena konven¢ni
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana ze sbirkového kmene Aspergillus
niger CCM 8155. Pro prokazani pritomnosti plisnové DNA, byly pouzité primery specifické
pro rod Aspergillus (ASAP1, ASAP2), jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 4 a teplotni
program je uveden vtabulce 5. PCR byla provedena se vzorky DNA nafedénymi na
koncentraci 10 ng-ul. Velikost specifickych produkti byla 521 bp. Vysledna detekce PCR
produktti je uvedena na obrazku 36, kde byl detekovan specificky PCR produkt silné intenzity
u vzorku H7/K5, tudiz zde byla potvrzena ptitomnost plisiové DNA rodu Aspergillus.

Obrazek 36: Agarosova gelova elektroforéza produkni specifické PCR pro rod Aspergillus (521 bp), DNA byla
izolovdna fenolovou extrakct ((- nedetekovano, PCR produkt: + slabé, ++ stiedni, +++ silné
intenzity)

vy
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Vzorek Produkt PCR

e : 18293 @567 8

P5/K5 - .

H3/K5 -

H6/K5 -

H7/K5 +++

DNA standard (100 bp) -

NK -

® N~ w N E

PK [10 ng-ul™] +++
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6.10 Prokazani pritomnosti DNA rodu Fusarium metodou PCR

Podle postupu v kapitole 5.2.14 byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena konven¢ni
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana ze sbirkového kmene Fusarium
CCM 8015. Pro prokéazani pritomnosti plisniové DNA, byly pouzité primery specifické pro
rod Fusarium (TEF-Fu3f, TEF-Fu3r), jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 4 a teplotni
program je uveden vtabulce 5. PCR byla provedena se vzorky DNA nafedénymi na
koncentraci 10 ng-ul. Velikost specifickych produkti byla 420 bp. Vysledna detekce PCR
produktt je uvedena na obrazku 37, kde byly ve vsech vzorcich detekovany nespecifické PCR
produkty. Specifické produkty nebyly prokazany, proto nebyla potvrzena piitomnost plisfiové
DNA rodu Fusarium.

Obrazek 37: Agarosova gelova elektroforéza produktii specifické PCR pro rod Fusairum (420 bp), DNA byla
izolovdna fenolovou extrakci ((- nedetekovino, PCR produkt: + slabé, ++ stredni, +++ silné
intenzity)
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Vzorek Produkt PCR L2345 6 7 8

P3/K5 -

P5/K5 -

H3/K5 -

H6/K5 -

H7/K5 -

DNA standard (100 bp) -

NK -

® Nk~ w N E

PK [10 ng-pl ] +++
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7 Zavér

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla zaméiena na charakterizaci extraktii z riznych
kofeni a bylin a jejich naslednou aplikaci do raw dezerti pro prodlouzeni jejich trvanlivosti.
K charakterizaci bylo vybrano 13 druhti bylin a koteni, ze kterych byly pfipraveny ethanolové
extrakty. U extraktd byly sledovany antioxida¢ni a antimikrobialni u¢inky. Bylo provedeno
stanoveni celkovych polyfenoll, flavonoida, anthokyanti a celkové antioxidacni aktivity.
Nejvyssi mnozstvi polyfenolti obsahovaly extrakty z aloe, hiebicku, skofice a $afranu, kde byl
obsah polyfenolii vyssi nez 60 mg/g. Nejvyssi mnozstvi flavonoidi vykazovaly extrakty
z aloe a skofice, kde koncentrace ptesahla hodnotu 50 mg/g. Nejvy$si mnozstvi anthokyani
vykazovaly extrakty zaloe, S$afranu a zazvoru, kde se koncentrace pohybovaly
v koncentraénim rozmezi 0,1 — 0,3 mg/g. Jako posledni bylo provedeno stanoveni

antioxidacni aktivity, kde nejvyssi hodnoty vykazoval extrakt z hiebicku 264 mg/g a badyanu
118 mg/g.

V dalsi ¢asti této prace byly provedeny antimikrobialni testy (difuzni a dilu¢ni) extrakti
proti gramnegativni bakterii Escherichia coli, grampozitivni bakterii Micrococcus luteus
a kvasince Candida glabrata. Bylo zjisténo, ze silny antimikrobialni G¢inek proti Escherichia
coli vykazuje pouze extrakt z hiebicku (G¢innost 65%). Slabsi antimikrobialni efekt
vykazovaly extrakty z citronové kiry, 1ékofice a lichofetisnice. Nejvyssi antimikrobialni
ucinnost proti Micrococcus luteus byla zjisténa u extraktu z aloe, hiebicku a lékofice
a zazvoru (G¢innost 70—90 %). Nejvyssi antimikrobialni G¢innost proti kvasince Candida
glabrata byla zjisténa u extraktt z aloe a hiebicku (G¢innost 70—90 %), dale pak u lékofice,
lichofeti$nice a zazvoru (40 %).

Na zaklad¢ vysledkii charakterizace bylin a kofeni byly vybrany vhodné kombinace, které
byly aplikovany do raw dezertii za Gc¢elem prodlouzeni trvanlivosti a byla sledovana jejich
mikrobialni kontaminace po dobu péti dni.

Bylo zjisténo, ze u raw perniku bez pfimési kombinaci antimikrobialnich latek doSlo
K mirnému nartGstu mikroorganismi jiz druhy den od zakoupeni produktu. Pokud bychom
vysledné hodnoty testovani porovnavali s limity uvedenymi v legislativé pro cukraiské
vyrobky nebo tepelné neupravené ovocné a zeleninové $tavy, jiz ¢tvrty den by tento dezert
vykazoval limitni hodnoty. Z toho vyplyva, Ze bezpecna konzumace tohoto dezertu by zde
méla byt zajiSténa pouze do ttetiho, nikoliv patého dne od zakoupeni.

Mozné antimikrobidlni ucinky byly zjistény u vzorku raw perniku P2, ktery obsahoval
kombinaci bylin 1ékofice a lichofetisnice v poméru 0,8:0,2 g. Tato kombinace byla G¢innéjsi
nez tatdaz kombinace s vys$sim obsahem lékofice u vzorku P3. Dal§im vzorkem, ktery
vykazoval ur€ité antimikrobialni Géinky byl vzorek PS5, ktery obsahoval kombinaci bylin
lékofice a aloe v poméru 0,8:0,2 g. V tomto pfipadé mohla mit 1ékotice lepSi synergisticky
ucinek neZz kombinace s lichofefiSnici. Tretim vzorkem, byl vzorek P7, ktery obsahoval
kombinaci zédzvoru a andéliky v poméru 0,8:0,2 g. V tomto piipad€ byla kombinace s vy$§im
obsahem zézvoru G¢innéjsi nez kombinace u vzorku P6 s vy$S§im obsahem andéliky.

U vzorku raw hrabéncinych fezli bez piimési kombinaci antimikrobidlnich latek byly
zjistény témef identické vysledky jako u raw perniku bez pfimési. Mirny narist
mikroorganisml byl zjiStén jiz ve druhy den od zakoupeni a ¢tvrty a paty den uz dezert
vykazoval limitni hodnoty po¢tu mikroorganismii.

Potencialni antimikrobialni uc¢inky u vzorkt z raw hrabéncinych fezti vykazovaly vzorky H3,
ktery obsahoval kombinaci badyanu a lichofefisnice v poméru 0,8:0,2 g. Tato kombinace byla
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vyhodnocena jako U¢innéjsi nez kombinace s niz§im obsahem badyanu u vzorku H2. Béhem
druhého dne testovani doslo k mirnému nartstu mikroorganismi na TSA i YPD médiu, ale
béhem dalsich dnti byl riist mikroorganismi vyrazné potlacen. Pozitivni vysledky vykazovaly
také vzorky H4 a HS5, které oba obsahovaly kombinaci hiebicku a aloe ve dvou rtznych
pomérech. U vzorku svyssim obsahem aloe doSlo druhy den k mirnému naristu
mikroorganismti na TSA médiu, béhem dalSich dnti byl rist potlacen az zcela eliminovan.
Dalsi kladné vysledky poskytly vzorky H6, H7, které obsahovaly lékofici a zazvor také
ve dvou riznych pomérech. U téchto vzorku doslo druhy den k mirnému nartstu bakterii, ale
béhem dalsich dnt byl rtist potlacen az zcela eliminovan, avSak rust kvasinek a plisni potlacen
nebyl.

V dalsim kroku této prace byla provedena izolace DNA ze vzorkil raw potravin a jejich
nasledna identifikace. lzolace bakterialni a kvasinkové DNA byla provedena komerénim
kitem, DNA ze vzorku plisni byla provedena fenolovou extrakei.

Bylo zjisténo, Ze vSechny testované vzorky obsahovaly bakteridlni a kvasinkovou DNA. U
vzorku P2, ktery obsahoval piimé&s lékotice a lichofetisnice v poméru 0,2:0,8 g odebraného
z 1. dne testovani byla rodové specifickou PCR zjisténa pfitomnost bakteridlni DNA rodu
Bacillus. Dalsim vzorkem, kde byla tato DNA prokazana byl vzorek P7, ktery obsahoval
kombinaci zazvoru a andéliky v poméru 0,8:0,2 g. Avsak u téchto vzorkt odebranych z 5. dne
tato pfitomnost DNA potvrzena nebyla. Domnivam se, Ze toto zjiSténi mohlo byt zplisobeno
ptitomnosti konkuren¢niho mikroorganismu, ktery potlacil nebo zamezil riistu bakterii rodu
Bacillus nebo rast ovlivnily piidané antimikrobialni latky. Dale byla provedena rodoveé
specificki PCR prokazujici pfitomnost bakterie rodu Escherichia coli. Bylo zjisténo,
ze krom¢ vzorku izolovanych z 1. dne P6, ktery obsahoval kombinaci zazvoru a andéliky
v poméru 0,2:0,8 g a vzorku HS5, ktery obsahoval kombinaci hiebi¢ku a aloe v poméru 0,8:0,2
g, dale u vzorkl izolovanych z 5. dne P2 obsahujici kombinaci 1ékofice a lichofefiSnice
v poméru 0,2:0,8 g, PS5 obsahujici kombinaci lékofice a aloe v poméru 0,8:0,2 g a vzorku H6
obsahujici kombinaci 1ékofice a zadzvor v poméru 0,2:0,8 g byly detekovany specifické PCR
produkty. AvSak ve vSech vzorcich byly detekovany také nespecifické PCR produkty. Proto
by bylo tfeba PCR optimalizovat zménou teplotniho programu nebo zménou slozeni PCR
smési. Déle byla provedena rodové specifickda PCR pro dokadzani ptitomnosti DNA plisné
Aspergillus. Bylo zjisténo, ze se tato DNA nachazela ve vzorku H7/K5, ktery obsahoval
kombinaci 1ékoftice a zazvoru v poméru 0,8:0,2 g a byl odebran 5. den kultivace. Pfitomnost
DNA plisn¢ Fusarium nebyla prokazana v zadném vzorku. U vSech testovanych vzorkd byly
detekovany pouze nespecifické PCR produkty. Z toho divodu by bylo tfeba optimalizovat
izolaci DNA z plisni nebo zménit teplotni program pribéhu PCR.

Ze ziskanych vysledkl prace je patrné, Ze vétSina testovanych bylin a kofeni obsahuje
velké mnozstvi aktivnich latek, které mohou pusobit antimikrobialng. Bylo zjisténo, ze byliny
a kofeni aloe, and¢lika, badyan, hiebicek, lékofice, lichofetiSnice, zdzvor, maji v riznych
kombinacich urcité antimikrobialni u¢inky a mohou ovlivnit mikrobidlni GdrZznost raw
potravin, proto by mély byt do budoucna predmétem dalsiho testovani.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABTS

bp

CCM
DNA
dNTP
EDTA
HDL
KTJ (CFU)
LB

LDL

MO

NB

NK

PCR

PK

RNA
TBE pufr
TE pufr
YPD

2,2-azinobis (3—ethylbenzothioazolin—6—sulfonoova kyselina)
par bazi (base pair)

Ceska sbirka mikroorganismil (Czech Collection of Microorganisms)
deoxyribonukleova kyselina

2'-deoxynukleotid-5'-trifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

high density lipoprotein

kolonie tvofici jednotku (colony—forming unit)

Luria — Bertani broth

low density lipoprotein

mikroorganismy

Nutrient Broth

negativni kontrola

polymeréazova fetézova reakce

pozitivni kontrola

ribonukleova kyselina

tris-borat-EDTA pufr

tris-EDTA pufr

Yeast pepton dextrose
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Obrdazek 38: Kalibracni kiivka pro stanoveni polyfenolii — kyselina gallova
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Obrdzek 39: Kalibracni kiivka pro stanoveni flavonoidii — katechin
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Obrazek 40: Kalibracni kiivka pro stanoveni antioxidacni aktivity — Trolox



