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ABSTRAKT

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo stanovenie koncentracie biologicky aktivnych latok ako
st polyfenoly a flavonoidy atiez celkovu antioxida¢nu kapacitu V ¢ajovych extraktoch
shlavnym obsahom Rosa canina. Dalej bolo predmetom experimentu zistenie
antimikrobialnej aktivity a i€innej koncentracie extraktu voci vybranym baktériam.

Teoreticka Cast’ je zameranad na popis prirodnych antioxida¢nych latok aich aktivhom
ucinku proti vol'nym radikalom, popis a rozdelenie ¢aju, botanicky a chemicky popis ruze
Sipovej a zakladné informacie o baktériach. V experimentalnej Casti st popisane vybrané
metddy stanovenia polyfenolov, flavonoidov, celkovej antioxidacnej aktivity pripravenych
extraktov atiez overenie antimikrobialnej aktivity voéi grampozitivnej a bramnegativnej
baktérii.

Z vysledkov vyplyva, ze stanovené extrakty nemaju ziadny inhibi¢ny ucinok voc¢i danym
baktériam. Taktiez bolo zistené, Ze vodné extrakty maji vysoky podiel flavonoidov
a polyfenolov.

ABSTRACT

The aim of this bachelor theses was to determine the concentration of biologically active
substances such as polyphenols and flavonoids and also total antioxidant activity of tea
extract of rosehip and also research antimicrobial activity and the effective concentration of
the extracts against selected bacteria.

Theoretical part is focuses on the description of natural antioxidants and active effect
against free radicals, description and distribution of tea, botanical and chemical description od
rosehip and basic information about bacteria. There is section describe selected methods for
the determination of polyphenols, flavonoids, total antioxidant activity of these extracts, and
verification of antimicrobial activity against grampositive and gramnegative bacteria in
experimental section.

From the results is flow, that the analyzed extracts have no inhibition activity against
bacteria. Also was found that aqueous extracts has high proportion flavonoids and
polyphenols.

KEUCOVE SLOVA

antimiktobialna aktivita, antioxida¢na aktivita, Ruza Sipova, Caj, Cajové extrakty, Bacillus
cereus, Serratia marcescens
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1. UVOD

Rastliny ako byliny akoreniny sa vyuzivaji od staroveku vdaka ich aromatickym
vlastnostiam a chuti, v tradi¢nej medicine, a tieZ ako konzervacné latky. [1]

Prirodzene sa vyskytujuce molekuly, prevazne sekundarne metabolity, su zdrojom vac¢siny
liekov s antiinfekénymi tGcinkami. Prirodné produkty alebo lieky na baze prirodnych
produktov tvoria viac ako 75% z 97 schvalenych animikrobialnych chemickych latok
zavadzanych v rokoch 1981 - 2006 a s dérazom na pokracujtici vyznam prirodnych produktov
ako zaklad novych liekov pre bakterialne infekéné ochorenia. [24]

Prirodné antimikrobidlne latky moézu byt obsiahnuté v roznych zdrojoch, vratane rastlin,
zvierat, baktérii, rias a hub. Medzi vyznamné antimikrobidlne latky pritomne v rastlinach
patria polyfenolické zluceniny. Ich ucinnost’ proti patogénnym organizmom je dana vyraznou
Strukturalnou rozmanitostou a variaciou v chemickom zlozeni. Za antimikrobialnu aktivitu
rastlin teda mdze pritomnost’ polyfenolickych latok alebo ostatnych hydrofobnych zlucenin
v esencidlnych olejoch. Avsak, eSte nie je dostato¢ne preskimany vztah medzi Struktarou
a funkciou tychto zlucenin. V doésledku toho, ddlezitost’ chemickej Struktiry latky rastlinného
poévodu s ohl'adom na jej antimikrobialnu aktivitu stale nie je uplne vysvetlena. [1]

Vyuzivanie prirodnych antimikrobialnych latok v potravinach ziskava vel'ka pozornost’ zo
strany spotrebitel'ov. Je to spdsobené predovsetkym dvomi hlavnymi faktormi, a to zneuzitie
anespravne zaobchadzanie s antibiotikami, ¢o ma za nasledok dramaticky narast mikro-
organizmov, vratane patogénov, ktoré st rezistentné voci antibiotikdim. Okrem toho zvySenie
povedomia spotrebitel'ov 0 potencialny negativny dopad syntetickych konzervaénych latok na
zdravie v porovnani s vyhodami prirodnych prisad. [1]

Cielom tejto bakalarskej prace bolo overenie antimikrobidlnej aktivity cajovych vyluhov
a maceratov s hlavnym obsahom ruze Sipovej oproti vybranym mikroorganizmom Bacillus
cereus a Serratia marcescens. Dalsim cielom bolo stanovenie celkovej antioxidaénej aktivity
pripravenych extraktov a koncentracie konkrétnych zlucenin s antioxida¢nou aktivitou.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Antimikrobialne latky rastlinného povodu

Fenoly aich kyslik substituované derivaty posobia ako sekundarne metabolity, ktorych
vyhodou je prave antimikrobialna aktivita vo¢i patogénnym a hnilobnym mikroorganizmom.
Hlavné skupiny latok, ktoré su zodpovedné za antimikrobidlnu aktivitu z rastlin zahfiiaja
fenoly, fenolové kyseliny, chinony, saponiny, flavonoidy, triesloviny, kumariny, terpenoidy
a alkaloidy. [1]

Struktarna réznorodost’ rastlinnych derivatov je velmi Sirokd a vplyv antimikrobialneho
posobenia zavisi od konstrukéného usporiadania. Fenolové zluceniny maju vel’ké Strukturalne
zmeny a su jedny z najviac réznorodych skupin sekundarnych metabolitov. [1]

Predpoklada sa, ze inhibi¢ny uc¢inok fenolovych zlucenin sposobuje hydroxylova skupina
(-OH), ta dokaze integrovat’ s bunkovou membranou baktérii a tak moze dojst’ k naruseniu
membranovej Struktiry a tym dojst’ k uniku bunkovych zloziek. [1]

Aktivna skupina ako je hydroxylova podporuje premiestiiovanie elektrénov, ktoré potom
pOsobia ako protonové vymenniky a znizuji gradient cez cytoplazmaticki membranu
bakterialnych buniek, to sposobi kolaps proton hybnej sily a vycerpanie ATP, ¢o v koneénom
dosledku vedie k smrti bunky. Dalsi vyskum uvadza, Ze tieto hydroxylové skupiny mozu
lahko viazat' aktivne miesta enzymov tym, Ze menia metabolizmus buniek a mikro-
organizmov. [1]

2.2 Antioxidanty

Tymto ndzvom oznacujeme enzymy, aminokyseliny, vitaminy mineraly i vyZivové doplnky,
ktoré chrania telo pred volnymi radikalmi. To st latky, ktoré méZu vyvolat’ nekontrolovanu
oxidaciu atym poskodzovat rozmnoZovacie funkcie buniek a oslabovat’ imunitny systém.
Cast’ tychto volnych radikalov si vytvara samo telo pri uvoliovani energie, jedna sa o vel'mi
neziaduce vedlajSie produkty metabolizmu, vznikaju vacSinou pri maximalnych telesnych
zataziach. [2]

2.2.1Klasifikacia antioxidantov
Antioxidanty interferujli s procesom oxidacie lipidov a inych oxylabilnych zlu¢enin tak, Ze:

e reaguju s volnymi radikalmi (primarne antioxidanty) alebo redukuji vzniknuté
hydroperoxidy (sekundarne antioxidanty),

¢ viazu do komplexov katalyticky pdsobiace kovy,

e eliminuju pritomny kyslik. [3]



K primarnym antioxidantom patria vsSetky povolené latky: kyselina askorbova a jej
derivaty, tokoferoly, fenolové latky, gallaty ainé. K sekundarnym antioxidantom patria
napriklad cystein, lipoova kyselina, methionin a iné prirodzene sa vyskytujice zluceniny,
ktoré sa vSak ako antioxidanty nepouzivaju. [3]

Dalsia klasifikacia je podl'a povodu, kedy sa rozoznavaja antioxidanty:
e prirodné,
e syntetické.

Z prirodnych antioxidantov st ako aditiva povolené iba tokoferoly, ale i dnes sa ziskavaja
prevazne synteticky. Dalsie prirodné antioxidanty st pritomné v rade olejov a inych tukov.
Nemaju vsSak obvykle konStantné zloZenie, byvajii menej ucinné a drahSie nez syntetické
antioxidanty. [3]

Podla struktary sa rozoznavaju antioxidanty:

e fenolové - Z povolenych prirodnych latok k nim patria tokoferoly, fenolové antioxidanty
a gallaty a iné,

e endioly - z povolenych latok k nim patria askorbova a erythorbova kyselina, ich soli
a derivaty,

e iné latky. [3]

2.2.2 Antioxidacna aktivita

Pritomnost’ volnej hydroxylovej skupiny vo fenolovych zluceninach tiez spOsobuje anti-
oxida¢né UCinky tym, Ze inhibuje tvorbu reaktivnych foriem kyslika, ako aj vyplavovanie
volnych radikalov tym, Zze znizi redoxny potencial bunky. Toto znizenie redoxného poten-
cialu moéze d’alej obmedzit’ rast neziaducich mikroorganizmov. VolI'né radikaly poskodzuju
organizmus a antioxidanty tieto vol'né radikaly zachytavaju a deaktivuju. Proces prebieha tak,
ze antioxidanty volnym radikalom poskytuju vlastny elektron atym sa zablokuje odber
elektronu z inych molekal v organizme. Po tejto reakcii sa z antioxidantov stavaji volné
radikaly, ktoré reaguju s d’alsimi antioxidantmi, a tak sa vracaji do povodného stavu. [1]

2.2.2.1 Volné radikaly

V poslednych rokoch boli ziskané mnohé doklady o tom, Ze v organizme bezne vznika rad
reaktivnych foriem kyslika a reaktivnych foriem dusika, a ze tieto latky maji znacny fyzio-
logicky aj patogeneticky vyznam. [2]



Tabul'ka €. 1: najdolezitejSie reaktivne formy kyslika a dusika

VoIné radikaly kyslika Volné radikaly dusika
Superoxid, Oz* Oxid dusnaty, NO»*
Hydroxylovy radikal, HO* Oxid dusicity NO*
Peroxyl, ROO*

Alkoxyl, RO*

Hydroperoxyl, HO,*

Volné radikdly sa zchemického hladiska atomy alebo skupina atdémov s volnym
(neparovym) elektronom. Tvoria sa z niektorych latok znecistujicich prostredie. Vznikaju
vplyvom radiacného i slne¢ného ziarenia (UV), ale aj pri beznych metabolickych procesoch
v l'udskom tele, ako je metabolizmus lipidov, zvySena fyzickd namaha 1 vplyv slnecného
ziarenia pri opalovani a iné. VolI'né radikaly su vel'mi nestabilné, preto substancie s vol'nymi
radikdlmi hl'adaji chemicky stabilnejSiu formu tak, Ze reaguju s inymi komponentmi alebo
volnymi radikalmi, ¢o prakticky znamend, Ze odovzdavaju svoj neparovy elektron. Pri
nadmernej tvorbe radikalov (najméd reaktivnych foriem kyslika) dochadza k chemickym
reakcidm, ktoré mézu mat na ludsky organizmus dramaticky dosah. V skutocnosti ide
0 poruSenie rovnovahy medzi oxidacnymi a antioxidaénymi reakciami, pricom dochadza
k tzv. oxidaénému stresu. Tento je dokazatel'ne pévodcom velkého poctu civilizacnych a de-
generativnych ochoreni. [4]

2.2.3 Oxidacny stres

Oxidanty a antioxidanty sa musia udrziavat’ v rovnovahe, aby sa minimalizovalo poskodenie
molekul, buniek a tkaniv. Termin oxida¢ny stres sa vyuZziva pre zameranie P0zornosti na
nerovnovahu, ktord vznika, ked’ pdsobenim oxidantov d6jde ku zmene normélnej rovnovahy
medzi oxidantmi a antioxidantmi. Antioxidanty sa nachadzaju v potravinach alebo rastlinnych
doplnkoch stravy a pomahaji chranit’ organizmus pred oxidaénym poskodenim, ktory moze
vzniknut’ jednak z vlastného metabolizmu a jednak posobenim vonkajSich stresorov Zivotného
prostredia. Najprirodzenej$im dosledkom oxida¢ného stresu je starnutie. Antioxidanty na seba
vzajomne posobia pomocou siete neenzymatickych a enzymatickych vzajomne zavislych
reakcii a preventivne tak posobia proti vzniku oxida¢ného stresu. [5]
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2.3 Charakteristika prirodnych antimikrobialnych latok

Rastlinné pletiva maju niekol’ko uclinnych mechanizmov za ucelom zmiernenia $kod
sposobenych vol'nymi radikalmi, ktoré sa generuji pri normalnom vyvoji plodu, ale aj pri
pdsobeni stresovych podmienok. Tieto mechanizmy zahffiaju prirodné nizkomolekularne
mechanizmy, ako su fenolické a karotenoidné latky, kyselina askorbova a enzymatické systé-

my. [6]

2.3.1Fenolické latky

Fenolické latky sa vyskytuji v celej rastlinnej risi. V zavislosti od druhu rastliny nachadzame
rozne zastupenie jednotlivych skupin fenolov. St casto ulozené na strategicky dolezitych
miestach, kde zohravaju signaliza¢n(i rolu a ¢asto i priamu rolu v obrane. Fenolické latky sa
obvykle hromadia v centralnych vakuolach epidermalnych buniek, rovnako ako v sub-
epidermalnych bunkach listov a vyhonkov. Okrem toho st niektoré fenolické latky pripojené
kovalentnou vizbou na stenu rastliny bunky. Ostatné sa vyskytuju vo voskoch alebo na
vonkajSom povrchu rastlinnych organov. [6]

St vel'mi heterogénnou skupinou zlti€enin, z ktorych sa niektoré uplatituju ako vonné latky
(jednoduché fenoly), ktoré vznikaju ako degradacné produkty fenolovych kyselin a derivaty
hydroxyfenolovych kyselin. Fenoly su tiez chutové latky jednoduché fenoly aj polyfenoly,
ako su napr. kondenzované triesloviny zvané flavolany, ktoré st nositelmi trpkej chuti,
prirodné farbiva (niektoré chinony, flavonoidy a iné). Vykazuju vyrazné biologické Géinky
preto sa radia medzi antioxidanty. [3]

Samotny fenol je ako antioxidant neucinny, avSak substiticia alkylovymi skupinami v o-
alebo p- polohe zvysuje konjugaénym efektom hustotu elektronov na skupine OH, a zvySuje
tak schopnost’ fenolu reagovat’ s vol'nymi radikalmi. [3]

2.3.2Flavonoidy

Flavonoidné latky st vo vode rozpustné a nachadzaji sa ako farbiva v zelenine, ovoci,
zrninach, v listoch a kére stromov. Je mnoho typov tychto latok, ktoré sa vyskytuju v roznych
koncentraciach v celej rastlinnej risi. Tie, ktoré st biologicky aktivne sa nazyvaji bio-
flavonoidy. Niektoré z nich maju az 50-krat vacSiu antioxida¢nu aktivitu ako vitamin C a E.
[2]

Flavonoidné latky st vel'mi rozsiahlou skupinou rastlinnych fenolov obsahujucich v mo-
lekule 2 benzénové kruhy spojené trojuhlikatym retazcom. Jedna sa o usporiadanie Cg-Cs-Ce.
Flavonoidy st odvodené od kyslikatej heterocyklickej zlu¢eniny 2H-chroménu, substituova-
ného v polohe C-2 fenylovou skupinou, ktory sa nazyva flavan. [7]
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Obrazok €. 1 struktara flavanu [7]

Z flavonoidnych latok vykazuji najvy$Siu antioxida¢nt aktivitu zlaceniny s dvomi
hydroxidovymi skupinami v polohach C-3" a C-4’, karboxylovi skupinou Vv polohe C-4
a vol'nou hydroxidovou skupinou v polohe C-3 alebo dvomi hydroxidmi v polohach C-3a C -
5.[7]

2.3.3 Chinény

V rastlinnych latkach sa nachddza velké mnozstvo farebnych fenolov, atiez od fenolov
odvodené chindny. Chinény predstavuju skupinu asi 200 Zltych, Cervenych, hnedych az
takmer Ciernych farbiv s premenlivou Struktirou. V prirode sa vyskytujuce farbiva su naj-
Castejsie odvodené od benzochinénu, naftochindnu a anthrachinénu. [7]

Su to aromatické zli¢eniny s dvomi 0xo skupinami v polohe para, formalne odvodené od
difenolov oxidaciou prislusnych hydroxylovych skupin. Chinény st vel'mi reaktivne latky.
V mikrobidlnej bunke tvoria iverzibilné komplexy s nukleofilnymi aminokyselinami, ¢im
spOsobuju enaktivaciu proteinov a stratu ich funkcie. Pravdepodobne tiez reaguju s po-
vrchovymi adhezidmi, polypeptidmi bunkovej steny a enzymami viazanymi na membranach.

[8]

2.3.4Triesloviny

Primérnou pri¢inou trpkej, zvieravej alebo adstringentnej chuti s interakcie proteinov slin
s niektorymi fenolovymi zli¢eninami pritomnymi v potravinach rastlinného pdvodu. Tieto
reakcie vedt k denaturacii proteinu slin, tym k strate ich ochranného vplyvu, v désledku
ktorého dochadza k interakcii s proteinmi Ustnej dutine. Fenolové zlGceniny interagujuce
S proteinmi sa sthrne nazyvaju triesloviny. Triesloviny sa delia na dve vel’ké skupiny latok:

¢ hydrolyzované triesloviny,

e kondenzované triesloviny. [7]
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2.3.5 Silice

V roznych Castiach rastlin (kvety, listy, kora, plody) st obsiahnuté prchavé latky, intenzivne
zapachajlce silice. Z chemického hl'adiska su to zmesi obsahujlice r6zne organické zluceniny,
napr. alkoholy, aldehydy, ketony a kyseliny. Mnozstvo silic v rastlinach nie je konstantné,
kolisa od tisicin percenta az po jednotky. Hlavnou zlozkou st terpény. [9]

2.3.5.1 Terpény, terpenoidy

Terpény (isoprenoidy) su rozsiahlou skupinou zlu¢enin mnohordznych Struktarnych typov,
prevazne rastlinného povodu. Ich spoloénym znakom je uhlikaty skelet molekuly, zloZzeny
z patuhlikatych vetvenych stavebnych jednotiek.

Vyznamnou skupinou tetraterpénov su farbiva karotenoidy, zlozené z 6smich izopre-
novych jednotiek, na rozdiel od inych terpénov je Vich molekulach rozsiahly systém
konjugovanych dvojnych vizieb, ¢im je podmienena ich farebnost’. Karotenoidy sa vyskytuju
v listoch vsetkych zelenych rastlin, kde v membranach chloroplastov doprevadzaja chlorofyl.
NajvyznamnejSim je B-karoten. Pdsobi ako prirodzeny antioxidant spolo¢ne s tokoferolmi.
[10]

2.3.6 Alkaloidy

Vsetky alkaloidy obsahuju dusik, ktorého pritomnost podmieniuje ich zéasadité vlastnosti.
Alkaloidy si produktom metabolizmu rastlin. Rastliny obsahujuce alkaloidy sa vyskytuju
pomerne casto. V rastlindch su alkaloidy takmer vzdy v podobe soli s organickymi a
mineralnymi kyselinami. Medzi alkaloidy patri kyslina nikotinova a jej amid niktorinamid.
Spolo¢ne sa radia do skupiny vitaminov B. [9][10]

2.4 Spektralne met6dy stanovenia antioxida¢nej aktivity

Oxida¢ny stres moze nastat’ oslabenim antioxida¢nej ochrany organizmu. A naopak dlho
trvajice a intenzivne oxida¢né zataZenie mdze vycerpat alebo oslabit’ antioxida¢ny systém.
Preto je meranie jednotlivych zloziek a testovanie kapacity systému prakticky vyznamné. Pre
stanovenie obsahu antimikrobialnych latok sa pouzivaji najcastejSie spektrofotometrické
metody, pri ktorych sa vyuziva reakcia latky s niektorymi ¢inidlami za vzniku farebnych
zlG¢enin. [17] [18]
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2.4.1Celkova antioxida¢na kapacita

Sucastou metody je arteficialna tvorba radikalov v testovanom biologickom materiali. Meria
sa teda schopnost’ systému radikélove reakcie zastavit’ alebo spomalit’. Pouziva sa metoda
ABTS, zalozena na inhibicii vzniku radikalového kationu 2,2-azinobis (3-etylbenzothiazolin-
6-sulfonat) ABTS® antioxidantmi obsiahnutym v biologickom materiali. Tento radikal je
tvoreny interakciou ABTS™ s metmyoglobinom (Zelezo). [17]

2.4.2 Spektralne stanovenie polyfenolov

Jednou z najpouzivanej$ich metdd je Folin-Ciocalteuho spektrofotometricka metoda, ktora je
zalozena na reakcii Folin-Ciocalteuho ¢inidla a fosfomolybdenanu a fosfowolframu s fenolmi
obsiahnutymi v rastlinnej vzorke. Principom je redukcia fenolov za vzniku chromogénov,
modrych produktov, ktoré sa stanovuji spektrofotometricky. [28]

2.4.3 Spektralne stanovenie flavonoidov

Jednou z najpouzivanejSich metod stanovenia je Christ-Mullerova metdda. Principom tejto
metddy je spektrofotometrickd detekcia farebnych komplexov AI** s hydroxylovou a karbo-
nylovou skupinou v alkalickom prostredi. Vysledny roztok sa v pritomnosti flavonoidov
zafarbi nazlto a stanovi sa spektrofotometricky. [6]

2.5Mikrobiologické metédy

e Zried'ovacia — v rade riedeni skumanej latky sa stanovuje minimalna koncentracia
ucinnej latky pre dany organizmus,
¢ nefelometrickda —hodnoti sa odpoved’ testovacieho organizmu na rad koncentracii

ucinnej latky meranim intenzity rastu v tekutom prostredi,

o titrimetrické — hodnoti sa intenzita rastu pomocou fyzikalno-chemickych zmien
prostredia,

e difizna — vyZadujii tuhé agarové médium, v ktorom je naoCkovany citlivy mikro-
organizmus a testovacia latka difunduje médiom, ¢im sposobuje vznik inhibi¢nych
z6n. Velkost’ zon je zavisla na koncentracii testovacej latky, na zloZeni pody, vlhkosti
pody, hrubky vrstvy kultivaénej pody, pH pody a doby inkubacie. [25]

Podrl'a sposobu nanasania testovacej latky rozliSujeme metodu:
e kvapkovu — testovacia latka sa kvapne na povrch naockovaného tuhého agarového
média,
e diskovu — testovacou latkou su nasytené disky z filtraéného papieru o priemere 6 mm,
ktoré sa klad na povrch naockovanej agarovej platne,
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e kominkovu — do naockovanej agarovej vrstvy sa vtlacaju kominky zo skla, porcelanu
alebo nehrdzavejucej ocele s vnutornym priemerom 5 mm a do nich sa pipetuju
testovacie roztoky,

e jamkovu — testovacie latky sa pipetuju do jamiek vyhibenych korkovitom priamo do
naockovanej agarovej platne.[25]

2.6 Caj

Podl'a vyhlasky 330/1997 Sb. sa cCajom rozumie vyrobok rastlinného pdvodu sluziaci
K priprave napoja uréeného k priamej spotrebe alebo napoj pripraveny z toho vyrobku. [11]

Cajom pravym sa rozumie ¢aj vyrobeny z vyhonkov listov, listov alebo lupetiov alebo
jemnych ¢asti zdrevnatenych Casti stonky ¢ajovniku Camellia sinensis. [12]

2.6.1 Clenenie ¢aju a vyrobkov z ¢ajov

Podla druhu technologického spracovania ¢ajovych listov, ktorého zédkladom je fermentacia
(rada chemickych a fyzikdlnych reakcii, pri ktorych sa menia triesloviny enzymov
katalytickou oxidaciou a chlorofyl), pri ktorej ¢aj ziskava charakteristick( farbu, chut’ a vonu,
¢lenime ¢aj na tieto skupiny:

e zeleny Caj (Caj pravy, v ktorom neprebieha fermentécia),

¢ polofermentovany ¢aj, zZltozeleny alebo Cerveny (¢aj pravy, v ktorom prebehla ¢iasto¢na
fermentacia),

Cierny ¢aj (Caj pravy, v ktorom prebehla Giplna fermentacia),

ochuteny ¢aj: zmes Caju pravého S ochucujucimi ¢astami rastlin uvedenych vo vy-
hlaske, ktorych obsah nepresahuje 50% hmotnosti zmesi,
bylinny ¢aj: €aj z Casti bylin alebo ich zmesi uvedenych vo vyhlaske alebo bylin

S pravym c¢ajom, alebo ich zmesi s ovocim, pricom obsah bylin musi byt najmenej
50% hmotnosti,

e Ovocny €aj: ¢aj zo suSen€¢ho ovocia a Casti suSenych rastlin uvedenych vo vyhléaske, kde
podiel suseného ovocia je vyssi nez 50% hmotnosti. [11]

Vyrobky z €aju zahfnaju:

e Cajovy extrakt — vyrobok ziskany extrakciou c¢aju, sliziaci po rozpusteni vo vode
K priprave napoja,

e instantny ¢aj — instantny vyrobok, obsahujaci €ajovy extrakt ainé zlozky, urCeny
K priprave napojov rozpustenim vo vode. [11]
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2.6.2 Suroviny

Na pripravu bylinnych a ovocnych ¢ajov sa pouzivaju korene, listy, kora, kvety, plody,
semena i celé rastliny. Na pripravu bylinnych a ovocnych ¢ajov sa daji pouzit' len niektoré
Casti rastlin, ktoré st uvedené vo vyhlaske. Niektor¢ Casti rastlin (kategdria A) sa daja pouzit
bez obmedzeni, iné (kategéria B) do vysky 30% hmotnosti a niektoré (kategdria C) len do
vysky 5% hmotnosti. Dévodom obmedzeni pouzivania rastlin su toxické latky, ktoré sa
Vv niektorych bylinach obsiahnuté v mnozstvach, ktoré by mohli ohrozit’ 'udské zdravie. [13]

2.6.3 Technolégia spracovania

Zakladom technologie vyroby bylinnych a ovocnych ¢ajov je suSenie a triedenie suroviny za
podmienok $pecifickych pre dany druh, konec¢na uprava a balenie. Bylinne a ovocné ¢aje sa
vyrabaju bud’ jednodruhovo alebo zmesi, sypané alebo porciované. [13]

2.7Ruza Sipova

Sipky sa zbierali uz v prehistorickom obdobi, ich zvysky sa nali v blizkosti kolovych stavieb.
Zbieraju sa aj dnes a susia sa v tenkych vrstvach v teplotach do 35°C. Ususen¢ Sipky (Fructus
cynosbati) sa wuskladfiuji Vv suchu, nie vSak dlhsie ako jeden rok. Najznamej$im
a najpouzivanej$im lie¢ivym prostriedkom je Sipkovy ¢aj. Mal by sa pit’ uz preventivne,
pretoze zvysuje odolnost’ proti chorobam a epidémiam, posiliiuje enzymatické procesy v tele,
podporuje tvorbu krvi a ma slaby mo¢opudny Gcinok. [14]

2.7.1Botanicky popis

Ker s previsnutymi, ostnatymi konarmi, na ktorych rastu striedavé, neparovito zlozené listy.
Kvety su vel'ké a ruzovo-biele. Plody st nazky uzavreté v duzinatom ¢ervenom suplodi, ktoré
sa nazyva Sipky. Ruza Sipova je udomacnena v Eurdpe arastie na suchych svahoch a na
okrajoch lesov a hajov. Termin kvitnutia je jun-jul a termin zberu $ipok je september-oktober.
[14]

2.7.2 Chemické zloZenie

Fyziologické funkcie plodu §ipky mdZeme ciastocne pripisat’ skuto€nosti, ze obsahuju velké
mnozstvo zlicenin zahfiajuce fenoly, B-kKarotén, lykopén, kyselinu askorbovu, tokoferol,
bioflavonoidy, ovocné kyseliny, triesloviny, pektin, cukry, organické kyseliny, aminokyseliny
a esencialne oleje. [15]
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Tabul’ka ¢. 2: zakladné zlozky Sipky [16]

Zakladné .. . . .. . . .
y voda susina bielkoviny lipidy sacharidy | popoloviny | vlaknina
zlozky
Obsah
490 510 36 4,4 220 30 224
lorkg]
Tabul’ka ¢. 3: mineralne latky obsiahnuté v Sipke [16]
Mineralne Ca- Fe - . Mg - , K-
. o 5 Na - sodik . P - fosfor Cl - chlor .
latky vapnik zelezo hor¢ik draslik
Obsah
1800 180 140 550 540 63 3200
[ma/kg]
Tabul’ka ¢. 4: Vitaminy obsiahnuté v Sipke [16]
B9 C - kyselina
A- B1 - B2 - B6 - : } -
Vitaminy ) _ ) .6 kyselina E
karotén | thiamin | riboflavin | pyridoxin askorbova | tokoferol
listova
Obsah
40 0,46 0,50 0,05 0,02 3500 10
[ma/kg]

2.8 Baktérie

Najmensou stavebnou jednotkou organizmu je bunka. Je to d’alej nedelitelna jednotka
schopnd samostatného vykonu Zivotnych funkcii. Metodické pokroky biologie poslednych
desatro¢i vyustili v jednoznaény zaver, ze bunky tvoriace organizmy su zretene dvojitého
konstituéného typu. Pretoze snad’ najdolezitej$i rozdiel medzi dvomi typmi buniek je
Struktira a organizacia jadra, vzilo sa oznaenie ,,prokaryoticka bunka“ a ,.eukaryoticka

bunka“. [19]

Baktérie tvoria samostatnl nadriSu Procaryotae zrete'ne oddelent od vSetkych ostatnych
organizmov tvoriacich druht nadri$u Eucaryotae. [19]
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2.8.1Prokaryotické organizmy

Su tri kI'aCové charakteristiky, ktoré bez vynimky platia pre vsetky pokaryotické bunky
a odlisuju sa od vsetkych eukaryotickych buniek.

1.

2.

3.

Organizacia bunkového jadra. Jadro prokaryot je utvar morfologicky zretelny,
neoddelitelny vsak od cytoplazmy membrénou a tvoreny jedinou, vel'mi dlhou,
zlozito poskladanou a do kruhu uzavretou dvojzavitnicovou DNA, na ktorej nie st
viazané ziadne histony, ani iné bazické bielkoviny. Geneticky je jadro haploidné
a Vv suvislosti s tym neexistuje u baktérii ani mitdza, ani meidza, ani sexualita. [19]

Nepritomnost’ bunkovych organel. V prokaryotickej bunke nie st ani mitochondrie,
ani chloroplasty, ani endoplazmatické retikulum, ani ziadne iné membranou obalené
organely. Jedinou membranou je cytoplazmatickda membrana na povrchu cyto-
plazmy. To sucasne znamend, ze prokaryotickd bunka je jedinym, d’alej uz mem-
branami nedelenym priestorom. [19]

Vlastnosti ribozomov. Ribozémy prokayotickych buniek sa v rade vlastnosti lisia od
ribozomov eukaryotickych buniek, mimo inych aj velkostou a hmotnost'ou.[19]

Prokaryoticky typ bunky zdielaju dve rozdielne skupiny organizmov: doména Archaea
a doména Bacteria. [19]

2.8.2 Doména Bacteria

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

1.

Gramnegativne baktérie (G) maju bunkovi stenu zlozenu z vonkajsej lipopoly-
sacharidovej membrany a vnutornej tenkej vrstvy peptidoglykanu. Ich bunky st
gulaté, ovalne, tyCkovité, mozu tvorit’ Srobovice €i vldkna. Niektoré druhy tvoria
posvy ¢i puzdra. Reprodukuju sa priecnym delenim, vzacne pucanim, mnoho-
nasobnym delenim alebo tvorbou myxospér aplodic. G- mozu byt fototrofné c¢i
nefoto-trofné, litotrofné alebo heterotrofné; aerdbne, anaerdbne, fakultativne
anaerobne ¢i mikroaerofilng. [19]

Grampozitivne bakterie (G*) maju bunkovu stenu, ktord nema vnitorni membranu
a obsahuje pomerne silni vrstvu peptidoglykdnu s retazcom teichoovych kyselin.
Tvar buniek je gulaty, tyCkovity ¢i vlaknity, tycky aj vldkna sa moZzu vetvit.
Reprodukuju sa obvykle priecnym delenim, mézu tvorit’ spoéry. Niektoré gram-
pozitivne baktérie tvoria endospory. G* baktérie st obvykle heterotrofné; aerdbne,
anaerobne, fakultativne anaerobne ¢i mikroaerofilné. [19]

18



3. Mykoplazmaty su baktérie bez bunkovej steny, nie st schopné syntetizovat
prekurzory peptidoglykanu asu preto rezistentné K inhibitorom syntézy bunkovej
steny. Bunka mykoplazmatov je obklopena iba cytoplazmatickou membranou a preto
su morfologicky pleomorfné. Rozmnozuji sa pucanim, fragmentaciou alebo
priecnym delenim. Az na vynimKy su nepohyblivé a netvoria kl'udové stadia. [19]
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1Zoznam pouzitych pristrojov
Spektrofotometer — UV/VIS HELIOS DELTA — Thermospectronic, Anglicko
Vortex — Reax Top, Heidoplh, Nemecko
Laboratorne vahy — KERN, EMB, spol. s. r. 0., Kyjov
Mikropipety Biohit Proline
Autoklav — Vaposteri BMT, Brno
Biologicky inkubator P 100-U, Biotech Praha

3.2Zoznam pouZzitych chemikalii
Destilovana voda
Ethanol 96% (VWR)
Folin-Ciocalteho ¢inidlo (Sigma—Aldrich Chemie GmbH)
Uhli¢itan sodny (LACHEMA)
Kyselina gallova (PENTA)
Dusitan sodny (PENTA)
Katechin (LACHEMA)
Chlorid hlinity (PENTA)
Hydroxid sodny (LACHEMA)
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3.3 Analyzované vzorky ¢ajov

Na analyzu fenolickych latok a overovanie inhibi¢nych u¢inkov proti G aG"
mikroorganizmu boli pouzité dve vzorky ¢ajov.

1. Cajova zmes Aronie & Sipek & Cerny rybiz.
e Zlozenie: Sipka oplodie 50%, aronia plod 40%, &ierna ribezla plod 10%.
e Firma: Valdemar Gresik-Natura s.r.o.

RES|
VALDEMAKK

ARONIE ¢ Siprk A
& CERNY Rygjz

Obrazok ¢. 2: ¢ajova zmes pouzita pri analyze [26]

2. Sipky drvené
e ZlozZenie: Sipka drvena.

e Firma: ROSA CANINA.

Obrazok ¢. 3: Sipkovy €aj pouzity pri analyze [27]
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3.4 Charakteristika pouzitych mikroorganizmov

Pouzité mikroorganizmy Bacillus cereus (CCM 2010) a Serratia marcescens (CCM 303) boli
dodané z Ceskej zbierky mikroorganizmov v Brne.

3.4.1Bacillus cereus

Rod Bacillus je vel'mi rozsiahly a v prirode vel'mi rozsireny. Jeho druhy tvoria vaéSinou G*
peritrichné tycinky, ktoré maju bohaté enzymové vybavenie, takze mozu rozkladat
najréznejsie organické zluceniny. [21]

Bunky tvoria nepohyblivé ty¢inky velkosti az 1,2x3 - 5 um, ktoré sa zvycajne zoskupuju
za sebou a vytvaraju rozli¢né retiazky, ¢asto rozlicne zamotané. Spory st elipsoidné, centralne
az subcentralne a nerozsiruju bunky. [21]

Bunky sa rozmnozuju delenim. Su aerébne, optimalna teplota ich rastu je 30 °C, no spory
st voci teplote velmi odolné. Bacillus cereus (BC) skvasuje glukozu, sacharozu, glycerol
a salicin, pricom tvori kyseliny, ale netvori plyn. Ma silné proteolytické vlastnosti. Pri
rozklade bielkovin tvori amoniak. Z dusi¢nanov tvori dusitany, hydrolyzuje $krob a tvori
acetylmetylkarbinol. V lakmusovom mlieku zapri¢ifiuje rychlu peptonizaciu. [22]

Na agarove] pdde tvori nepravidelné, sivobiele kolonie, zelatinové pddy skvapalituje.
Skvapaliuje aj krvné sérum a tvori hemolyzu na krvnom agare. Pri mikrobiologickej kontrole
sa Bacillus cereus najlepsie odpocitava na agarovej pode s vajeénym zltom. Na tejto pode
tvori pri teplote 37°C za 24 hodin az 48 hodin vel'ké, belavé az bezfarebné, ploché koldnie
S priemerom 7 aj viac mm, s nizkymi nerovnomernymi a nepravidelnymi okrajmi, z ktorych
Casto vyrastaju ploché, skratené pomerne hrubé vybezky. Povrch kolonii je zrnity.
Konzistencia koldnii je kasovitad. Okolo kolonii sa vytvara po 24 hodinach v doésledku silnej
tvorby lecitinazy rozli¢ne Siroky dvorec precipitacie a niekedy v tesnom susedstve kolonii aj
z6na vyjasnenia. VeI'mi vhodna diagnosticko-selektivna poda na odpocitanie Bacillus cereus
je polymyxinovy agar s fenolovou &ervenou a so zitkom. Na tejto pojde su kolonie Bacillus
cereus obklopené hustou zoénou precipitatu (aktivita lecitindzy) so svetlofialovym az
¢ervenym pozadim. [22]

BC je v prirode vel'mi rozsireny mikroorganizmus. Vyskytuje sa v prachu, v pdde a v naj-
rozli¢nejSom rozkladajicom sa materidli. Preto sa snim tak casto stretdvame pri
najrozli¢nejSich  mikrobiologickych  kontrolach v celom potravinarskom priemysle.
Zapricinuje tu vel'mi neziadtice kontaminacie. [22]

Pri raste produkuje na polysacharidovych substratoch toxiny, ktoré moézu byt pricinou otrav.
K otravam dochadza pri premnoZeni tejto baktérie v potravine na koncentraciu buniek 107 g
potraviny. NajcastejSou pricinou tychto otrav s potraviny obsahujice obilniny alebo Skrob.
Otrava sa prejavuje za 12 hodin po pouziti potraviny a K jej priznakom patri nevolnost,
brusné ki¢e, hnacka a zvracanie. [22]

22



teichoova kyselina
lipoteichoova kyselina
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Obrazok ¢. 4: bunkova stena G* baktérie [22]

3.4.2Serratia marcescens

Seratia marcescens (SM) patri do ¢elade Enterobacteriaceae, zahfnajuica G~ ¢revné
ty¢inky, ma velky vyznam z hygienického hladiska. Jedna sa o nesporotvorné tycinky,
peritrichné alebo bez bicikov, ktoré maju respiracny aj kvasny metabolizmus.

Rod Serrtia je podmienene patogénny, ¢o znamena ze moze spOsobit’ ochorenie iba vo
vyssich koncentraciach. [21]

Bunky SM, podobne ako vSetky ostatné bunky rodu Serratia, maji tvar velmi kratkych
tyCiniek, niekedy az kokovitého tvaru, S priemerom ani nie 1 pm. Vyskytuju sa jednotlivo
alebo v kratkych retiazkach. [22]

Bunky sa rozmnoZzuju delenim. Optimalna teplota ich rastu je okolo 25°C. Pri 37°C prestant
rast. Su fakultativne aerdbne. Z glukozy a z inych cukrov tvoria CO2 a Hz, takisto kyselinu
octovl, mravc€iu, jantarovl, acetylmetylkarbinol a 2,3-butylénglykol. Z dusi¢nanov tvoria
dusitany. Ich vyznamnou vlastnost'ou je tvorba cervené¢ho pigmentu — prodigizinu. Vyznacuju
sa aj amylolytickou a proteolytickou enzymovou ¢innost'ou. [22]

Serratia marcescens dobre rastie na vsetkych zakladnych beznych pddach a vel'mi dobre, ak
pridame k tymto pddam Skrob. Vel'mi dobre sa diagnostikuje na Skrobovom agare. Na agare
tvori okruhle kolonie s priemerom 1 az 3 mm, riedke, hladké a cerveno sfarbené. Kolonie na
mésovopeptidovej Zelatine s riedke, Cerveno sfarbené, s vinivym okrajom. Pri vpichu do
zelatiny skvapaliiuje Zelatinu a povrchovy prirast je ¢erveny. Bujon kali diftizne s ervenym
okrajom a usadeninou. [22]

Vsetky baktérie rodu Serratia st v prirode vel'mi rozsirené, vyskytuju sa v pode, vo vode,
Vv pol'nohospodarskych produktoch ainde, stretdivame Sa Snimi velmi casto v mikro-
biologickej kontrole v potravinarskom priemysle. Kontaminuju najme skrobové latky, skrob
scukoriiuju (Stiepia) a skvasuju. Byvaji hlavnym pdvodcom cervenych skvin, na potravinéch,
ktoré obsahujt skrob. [22]
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Obrazok ¢. 5: struktura G™ baktérii [22]

3.5Priprava kultiva¢ného média
Na pripravu kultivacného média bol pouzity Nutrient agar No.2 od firmy HIMEDIA

Tabulka ¢. 5: zlozenie kultivaéného média

zlozka Obsah [g/l]
Mméasovy pepton 10,0
hovédzi extrakt 10,0
chlorid sodny 5,0
agar 15,0

Priprava: Na 1000ml destilovanej vody bolo pouZitych 40g Zivného média. Zivné médium
bolo sterilizované v autoklave pri 120 °C po dobu 20 mint.

3.6 Priprava ¢ajovych extraktov
3.6.1Priprava vyluhov
Priprava vodného vyluhu

Do sterilnej flasky so skrutkovacim uzaverom bola navazena vzorka ¢aju o hmotnosti 10g.
Obsah bol zaliaty 100 ml destilovanej vody o teplote 100 °C a flaska sa extrahovala
vo vodnom kupeli 30 mindt pri 100 °C. Cajovy vyluh bol potom prefiltrovany a uchovany
pri 4 °C.
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Priprava etanolového vyluhu

Do sterilnej fTasky so skrutkovacim uzaverom bola navazena vzorka ¢aju 0 hmotnosti 10g.
Obsah bol zaliaty 100 ml 99,8% etanolom o teplote 50 °C a fl'aska sa extrahovala vo vodnom
kupeli 30 minat pri 50 °C. Cajovy vyluh bol potom prefiltrovany a uchovany pri 4 °C.

3.6.2Priprava maceratov
Priprava vodného maceratu

Do sterilnej flasky so skrutkovacim uzaverom bola navazena vzorka ¢aju o hmotnosti 10g.
Obsah bol zaliaty 100 ml destilovanej vody o laboratornej teplote a macerovany 7 dni bez
pristupu svetla pri laboratornej teplote. Cajovy macerat bol potom prefiltrovany a uchovany
pri 4 °C.

Priprava etanolového maceratu

Do sterilnej flasky so skrutkovacim uzaverom bola navazena vzorka ¢aju o hmotnosti 10g.
Obsah bol zaliaty 100 ml 99,8% etanolom o laboratornej teplote a macerovany 7 dni bez
pristupu svetla pri laboratornej teplote. Cajovy macerat bol potom prefiltrovany a uchovany
pri 4 °C.

3.70verenie antimikrobialnej aktivity extraktov

Pre overenie antimikrobidlnych extraktov bola pouzitd jamkova difizna metéda. Do
200 ml sterilizovaného kultivaéného média boli vnesené 2 ml bujonu s 24 hodinovou kultirou
baktérie. Toto inokulum bolo vnesené do sterilnych petriho misiek do pozadovanej vysky. Po
stuhnuti agaru bolo korkovitom o priemere 1 cm vytvorenych 6 jamiek v kazdej miske. Do
jamiek bolo napipetovanych 100 pl sledovaného extraktu, pricom jedna jamka bola zvolena
ako kontrolnd, naplnend danym rozpustadlom. Vzorky boli kultivované 72 hodin pri 27 °C.
Po dokonceni kultivacie boli sledované inhibi¢né zony v okoli jamiek.

3.8 Antioxidacné systémy
3.8.1Stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity ¢aju pomocou ABTS*

Radikal kationu ABTS bol pripraveny reakciou ABTS diamoénnej soli s peroxodisiranom
draselnym. Bol pripraveny roztok ABTS o koncentracii 7 mM, rozpustenim ABTS v
destilované vode. Radikdlovy kation z ABTS bol potom ziskany reakciou s 2,45 mM
peroxodisiranom draselnym. Vzniknuty roztok bol ponechany stat’ v tme pri laboratdrne;
teplote 12 hodin.

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

Kalibra¢n4 rovnica troloxu bola pripravena v rozmedzi koncentracii 50400 ng-ml™.

0,6 -

y =0,0014x
R?=0,9981

0 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

cug/mi]
Obrazok ¢. 6: Kalibra¢na krivka troloxu
3.9 Stanovenie celkovych polyfenolov

Priprava kalibracnej krivky:

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

Tabul’ka €. 6: objem pouzitych roztokov

roztok Objem V [ml]
Folin-Ciocaltauovo 1
vzorka Caju 0,1
uhli¢itan sodny 1
uestilovana voda 1
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Obrazok ¢. 7: kalibra¢na krivka kysliny galllove;j
Priprava vzoriek:

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

Do skumaviek bolo napipetovanych vzdy 1 ml zriedeného Folin-Ciocaltauovho ¢inidla,
Iml destilovanej vody a 100 pl extraktu vzorku. Kazda vzorka bola analyzovana v troch
paralelnych stanoveniach. Roztok v skimavkach bol premieSany a nechany stat. Po piatich
minutach bolo do kazdej skimavky K roztoku pridané po 1 ml nasyteného roztoku uhli¢itanu
sodného a opat’ bolo vSetko premiesané. Po 15 minutach bola zmerana absorbancia pomocou
UV/VIS spektrofotomeru pri A=750 nm proti slepej vzorke, kde bolo miesto 100 pl extraktu
vzorky pouzitych 100 pl destilovanej vody. Pre vypocet obsahu celkovych polyfenolov
vo vzorke bola zostrojena kalibracia pre roztok kyseliny gallovej o koncentraciach 0,1 az 0,5
mg/ml.

3.9.1Stanovenie celkovych flavonoidov
Chemikalie: dusi¢nan sodny 5%, chlorid hlinity 10%, hydroxid sodny 1 mol/l, 1 mol katechin
Priprava kalibracnej krivky

Kalibra¢na krivka bola zostrojena pre roztok katechinu o koncentraciach 100, 150, 200, 250,
300 mg/ml. Absorbancia ziskanych roztokov bola merana pri 510 nm.
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Tabul'ka €. 7: objem pouZitych roztokov pre stanovenie flavonoidov

roztok Objem V [ml]
vzorka Caju 0,5
destilovana voda 2,5
dusi¢nan sodny 5% 0,2
chlorid hlinity 10% 0,2
hydroxid sodny 15
0,45
0,4
0,35
0,3
o 0,25
LM
[
<< 0,2

0,15
0,1
0,05

y =0,0014x+ 0,0026

R?=0,9852

50

100

Obrazok ¢. 8: kalibra¢na krivka katechinu

Priprava vzoriek:

150

200

c (mg/1)

250

300

350

Do skimavky bolo vzdy napipetované 0,5 ml extraktu, 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml
5% roztoku dusi¢nanu sodného. Roztok v skimavkach bol dokladne premieSany a nechany

stat’ 5 minut. Potom sa do skimaviek pridal 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinit¢ho, opét’ sa
premiesal a ponechal stat’ 5 minat. Nakoniec sa pridalo 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného

a1lml destilovanej vody. Po 15 minttach boli vzorky analyzované pomocou UV/VIS

spektrofotometru pri vinovej dizke A=510 nm.

Slepa vzorka bola pripravena z 0,5 ml extraktu a 4,4 ml destilovanej vody. Pomocou
zostavenej kalibra¢nej krivky katechinu bolo vypocitané mnoZstvo celkovych flavonoidov

VO vzorke.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto bakalarskej prace bolo, za prvé, stanovenie koncentracie biologicky
aktivnych latok ako su polyfenoly a flavonidy a postdit’ celkovii antioxida¢ni kapacitu
v extraktoch ¢ajov s obsahom Sipky. A za druhé, pozorovat’ vplyv réznych faktorov ako su
druh ¢aju, sposob pripravy extraktu, rozpustadlo, koncentracia na G* a G~ baktériu.

4.1 Overenie antimikrobialnej aktivity extraktov

Pre zistenie antimikrobidlnej aktivity cajovych extraktov boli pripravené extrakty z Caju
drvenych $ipiek azmesi Ardnie, Sipky, Ribezle. Pre sledovanie boli pripravené vodné a
etanolové vyluhy $ipky a zmesi snavazkou 10 g ¢aju na 100 ml rozptstadla. Dalej boli
pripravené vodné a etanolové maceraty z 10 g navazky zmesi na 100 ml rozptstadla. Aktivita
pripravenych extraktov v koncentraciach 10; 5 a 2 g bola sledovana vo¢i G* baktérii Bacillus
cereus a G~ baktérii Serratia marcescens. Po 72 hodinovej kultivacii pri 27 °C boli sledované
inhibi¢né ucinky extraktov voc¢i mikroorganizmom.

4.1.1Inhibiény ucinok vyluhov

Pre zistenie inhibi¢nych ucinkov ¢ajovych vyluhov boli pripravené vodné a etanolové
vyluhy z vybranych cajovych vzoriek. U kazdého stanovenia bolo vzdy prevedené aj
paralelne stanovenie. Experiment bol pre overenie vysledkov s koncentraciou 10 g prevedeny
dvakrat.

Z vysledkov vyplyva ze pripravené vyluhy: §ipka vo vode, zmes vo vode, $ipka v etanole,
zmes V etanole nie st u¢inné v ziadnej koncentracii vo¢i pouzitym mikroorganizmom Bacillus
cereus a Serratia marcescens. Niektoré Stadie ukazuju, Ze gramnegativne baktérie su
odolnejsie vo¢i posobeniu prirodnych zlicenin nez grampozitivne baktérie, iné udavaju ze
inhibi¢né u¢inky nesuvisia s t¢inkami prirodnych latok s delenim baktérii na grampozitivne
a gramnegativne. [23]
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Obrazok ¢. 9: vodny vyluh zmesi vo¢i BC (vl'avo) a etanolovy vyluh zmesi vo¢i BC

Obrazok €. 10: vodny vyluh Sipky vo¢i SM (vlavo) a vodny vyluh zmesi vo¢i SM
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4.1.1Inhibi¢ny ucinok maceratov

Meranie aktivity maceratov bolo prevedené tym istym spOsobom ako meranie ucinku
vyluhov. Na meranie boli pouzité maceraty: Sipka vo vode, zmes vo vode, $ipka v etanole,
zmes v etanole v koncentraciach 10; 5 a2 g na 100 ml rozpustadla. Na prislusnych
ukazkovych obrazkoch €. 11 az ¢. 13 nie st zjavné ziadne meratel'né inhibi¢né zony, z ¢oho
vyplyva, Ze analyzované macerdty nemaju ziadny inhibi¢ény uc€inok proti pouzitym
mikroorganizmom.
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*
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Obrazok €. 12: vodny macerat zmes (vl'avo) a etanolovy macerat zmes (vpravo) proti BC
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Obrazok ¢. 13: vodny macerat Sipky 2g (vlavo) proti etanolovému maceratu zmesi S5g
(vpravo) proti SM

4.1.2 Stanovenie celkovej antioxida¢nej aktivity

Pre stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity ¢ajovych extraktov bola pouZitd metoda ABTS,
ktorej princip spoéiva v merani schopnosti vzorky zahasovat' radikdal ABTS**. Vysledna
antiradikalova aktivita vzorky bola porovnavand s antimikrobidlnou aktivitou syntetickej
Standardnej latky-derivatu vitaminu E sndzvom trolox. Zahasenie radikalu ABTS"*
antioxidantami, ktoré sa spravaju ako donory vodika, bolo sledované spektrofotometricky na
zékladne zmien absorpéného spektra ABTS*™.

Vysledna absorbancia vzorky bola vypocitana podl'a vzt'ahu:

A=A0_A10,
A

kde Ao je absorbancia ABTS** v ¢ase to, Ao je absorbancia vzorku sroztokom ABTS:*
zmerand 10 minat po pridani vzorky. Kazda vzorka bola premerana trikrat a z priemernej
hodnoty absorbancie bola vypocitand celkova antioxida¢nd aktivita vzorky pomocou
regresnej rovnice kalibracnej krivky troloxu. Regresnd rovnica troloxu bola stanovend na
A=0,0014-c. Vypocitana koncentracia je vztiahnuta na pg troloxu v dm? vzorky.

Vysledky koncentracie troloxu v tabul’ke ¢. 8.

Z tabulky ¢. 8 a obrazku ¢. 14 vyplyva, ze najvacésiu celkovt antioxida¢nu aktivitu vykazoval
etanolovy vyluh &ajovej zmesi Aronie & Sipek & Cerny rybiz, vysoka koncentricia
antioxida¢nych latok bola stanovena aj vo vodnych vyluhoch zmesi a Sipku a etanolovom

macerate zmesi. NizSia koncentracia antioxida¢nych latok bola stanovena v etanolovom
vyluhu a maceréate Sipky.
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Tabul’ka €. 8: vysledna antioxida¢na aktivita vzoriek

extrakt A+SD ¢ 7 (ug /dm?®) + SD
voda-zmes 0,912+0,006 651,3+£3.9
, voda-sipka 0,919+0,059 656,8+41,9
macerat
etanol-zmes 0,979+0,02 698,914
etanol-sipka 0,397+0,079 283,8+56.4
voda-zmes 0,941+0,056 672,1+£39,7
vyluh voda-sipka 0,979+0,022 699,2+15,9
etanol-zmes 1,004+0,001 717,1+£0,6
etanol- Sipka 0,249+0,044 178,1+£31,5
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Obrazok ¢. 14: celkova antioxida¢na aktivita v extraktoch

4.1.1Stanovenie polyfenolov

Celkovy obsah polyfenoloch v ¢ajovych extraktov bol stanoveny spetrofotometricky po-
mocou Follin-Ciocaltauho ¢inidla pri vinovej dizke 750 nm. Tato metéda je zalozena na
redukcii fenolickych latok obsiahnutych v extraktoch za pozorovania farebnych zmien. Kazda
vzorka bola premerana trikrat a z priemernej hodnoty absorbancie sa za pomoci kalibraénej
regresnej rovnice kyseliny gallovej vypocitany celkovy obsah polyfenolov. Vsetky vodné
vyluhy boli zriedené desat’krat. Regresna rovnica troloxu bola stanovena na:

A=0,0016-c-0,0066. Vypocitana koncentracia je vztiahnuta na mg kyseliny gallovej v dm?
vzorku.
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Z tabulky ¢.9 aobrazku €. 15 vyplyva, Ze najvicsiu koncentraciu polyfenolickych latok
obsahoval vodny vyluh ¢ajovej zmesi. Asi 0 polovicu mensia koncentracia bola stanovena vo
vodnom vyluhu Sipky. Zvys$né extrakty mali len nizku koncentraciu polyfenolickych latok.

v

Ve

Tabul’ka ¢. 9: koncentrécia celkovych polyfenolov

extrakt A £SD Coa (mg/dm™®) + SD
etanol- Sipka 0,806+0,021 507,7£12,9
.. | etanol-zmes 0,879+0,053 553,9+32,9
macerat
voda-sipka 0,145+0,032 1033,3+202,5
voda-zmes 0,141+0,053 885,4+328.8
etanol-sipka 0,041 +0,003 29.8+1,7
v{luh etanol-zmes 0,512 +0,034 325,4+21,3
voda-§ipka 0,351 +0,073 2091,6+456,3
voda-zmes 0,591 +0,006 3713,5+36,6
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Obrazok ¢. 15: celkova koncentracia polyfenolov v extraktoch

4.1.1Stanovenie celkovych flavonoidov

Obsah flavonoidov v ¢ajovych extraktoch bol stanoveny spetrofotometricky pomocou reakcie
hlinitej soli s dusitanom za vzniku farebnych komplexov pri vinovej dizke 510 nm. Kazda
vzorka bola premerana trikrat a z priemernej hodnoty absorbancie sa za pomoci kalibra¢nej
regresnej rovnice katechinu vypocital obsah flavonoidov. Vsetky vodné vyluhy boli zriedené
desat’krat. Regresna rovnica katechinu bola stanovena na 4=0,0014-c-0,0026. Vypocitana
koncentracia je vztiahnuta na mg katechinu v dm?® vzorky.
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Z tabul’ky ¢. 10 a obrazku ¢. 16 vyplyva, ze najvacsiu koncentraciu flavonoidov obsahoval
vodny macerat ¢ajovej zmesi. O nie€o niz§iu koncentraciu obsahoval vodny macerat Sipky.

evwv e

stanovena v etanolovom macerate a etanolovom vyluhu §ipky.

Tabul’ka ¢. 10: stanovenie flavonoidov

extrakt A+ SD Ck+SD
voda-sipka 0,199+0,041 1326,2+295,8
, voda-zmes 0,241+0,011 1620+75
macerat
etanol-sipka 0,081+0,005 1,45+3,5
etanol-zmes 0,421+0,101 190,1+72
voda-sipka 0,057+0,006 3443 +39,3
, voda-zmes 0,054+0,011 3477 £76,4
vyluh
etanol-sipka 0,064+0,007 36,5 +4,8
etanol-zmes 0,849 +0,057 464,8+40.4
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Obrazok ¢. 16: celkova koncentracia flavonoidov v extraktoch
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5. ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo stanovit' antimikrobidlne ucinky cajovych extraktov
z Ruze Sipovej oproti vybranym zastupcom gramnegativnych a grampozitivych baktérii
Bacillus cereus a Serratia marcescens. Dal§im cielom bolo stanovenie celkovej antioxidaénej
aktivity extraktov a konkrétne stanovenie koncentracie latok s antioxidaénymi ucinkami.
Analyzované boli extrakty z dvoch druhov ¢ajov, extrahované dvomi sposobmi a dvomi
roznymi rozptstadlami. Boli vytvorené ¢ajové vyluhy v prostredi destilovanej vody a etanolu
a ¢ajové maceraty v prostredi destilovanej vody a etanolu.

Celkova antioxidacna aktivita extraktov bola stanovovand pomocou zahasovania radikalu
ABTS*". Znameranych a vyhodnotenych vysledkov vyplyva, Ze podobnid, vysok( anti-
oxida¢nu aktivitu maju vsetky vodné extrakty oboch testovanych cajov. NizSiu aktivitu
vykazuje etanolovy vyluh Sipky a etanolovy macerat Sipky. NajvysSiu koncentraciu
polyfenolov vykazoval vodny vyluh ¢ajovej zmesi a vodny vyluh Sipky, naopak, takmer
ziadna koncentracia polyfenolov bola zistena v etanolovych vyluhoch Sipky azmesi.
Najvyssia koncentricia flavonoidov bola stanovena vo vodnom macerate zmesi a 0 nieco
menSia vo vodnom macerate Sipky. Z vysledkov vyplyva, Ze vacsiu antioxida¢nt aktivitu
vykazuju prave vodné vyluhy a vodné maceraty. Etanolové extrakty vykazovali podstatne
niz8iu koncentraciu polyfenolov a flavonoidov.

Antimikrobidlna aktivita bola stanovovand difiznou jamkovou metédou. Z nameranych
vysledkov vyplyva, Ze pripravené extrakty nemaji v stanovovanych koncentraciach ziadne
ucinky voci vybranym baktériam.
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7. ZOZNAM SKRATIEK

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

K — katechin

T — trolox

G™— gramnegativna baktéria

G* —grampozitivna baktéria

BC — Bacillus cereus

SM — Serracia marcescens
VVS — vodny vyluh Sipky

VVZ — vodny vyluh zmesi

VES — etanolovy vyluh Sipky
VEZ — etanolovy vyluh zmesi
MVS — vodny macerat Sipky
MVZ — vodny macerat zmesi
MES — etanolovy macerat Sipky

MEZ — etanolovy macerat zmesi
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