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ABSTRAKT

Prace je zaméfena na stanoveni prirodnich latek obsazenych v zazvoru. Extrakty bio
zazvorového caje a oddenku zazvoru byly piipraveny do tfi rtznych rozpoustédel.
Spektrofotometrickymi metodami byla stanovena antioxida¢ni aktivita a obsah celkovych
polyfenolt a flavonoidii. Byl také zkoumén antimikrobidlni u¢inek extraktti difuzni jamkovou
metodou proti bakteriim Bacillus cereus a Serratia marcescens.

Z experimentalnich dat 1ze usoudit, Ze analyzované vzorky se v obsahu sledovanych latek
zna¢né 1isi. Nejvyssi koncentrace polyfenolickych latek byly naméfeny u zazvorového caje,
kde koncentrace dosahovala az 0,481 mg-ml™, zatimco u oddenku zazvoru jen 0,078 mg-ml™.
Caj také vykazoval vyznamné vy$si antioxidaéni aktivitu. VIiv na rist mikroorganisma
projevily pouze vodné extrakty Caje, které velice slabé inhibovaly rist bakterie Bacillus cereus.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the quantity of natural substances in ginger. Extracts
from organic ginger tea and ginger rhizome were prepared using three different solvents.
Antioxidant activity and the content of polyphenols and flavonoids were determined
spectrophotometrically. Effects on bacterial growth of the extracts were studied against
bacteria Bacillus cereus and Serratia marcescens by agar well diffusion assay.

The obtained data showed, that there is a significant amount of difference between the
contents of studied compounds in the two extract samples. The highest amount of polyphenols
was found in ginger tea with concentration of 0,481 mg-ml™, compared to 0,078 mg-ml* found
in the ginger rhizome. The tea showed a greater antioxidant activity than the rhizome. Bacterial
growth was slightly inhibited only by water extracts of the tea and this was only observed
against Bacillus cereus.
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1  UVOD

S rostoucim zajmem spole¢nosti o zdravi ¢loveéka a prevenci chorob zacinaji lidé vyhledavat
zpusoby, jak zvysit piijem télu prospésnych latek. Jako jednou z nejptirozengjsich cest se jevi
ptijem takovych sloucenin z potravin. Mezi nejstar$i zdroje tzv. fytolatek, sekundarnich
metaboliti rostlin vykazujici vliv na fyziologii savci, patii kofeni a byliny [1]. Ty se jiz pted
nékolika tisici lety pouzivaly jako 1é¢iva nebo konzervanty [2].

Velice rozsifenym kofenim je zazvor, které se ziskava z oddenku rostliny zazvoru
I¢katského (Zingiber officinale Roscoe) [3]. Diky svym rozsdhlym IéCivym ucinkim byl
ve staroveéké Indii uznavan spise jako 1€k nez jako koteni. Hojn€ byl vyuzivan v tradicni
indické, ¢inské 1 japonské medicin€. Charakteristickd ostra chut zazvoru je zpiisobena
slouceninami gingeroly a shogaoly, které jsou povazovany za puvodce farmakologickych
ucinki zazvoru [4]. Jiz fada studii se v€novala problematice vyuziti zazvoru jako 1é¢iva, kdy
byla potvrzena efektivita slozek zazvoru i proti rakoviné. Jelikoz tada chorob souvisi
s oxidativnimi procesy v téle, je vyzkum antioxida¢nich u¢inkt zazvoru spravnou cestou v boji
proti nemocem [5; 6].

Tato bakalatskd prace je zamétena na studium vyznamnych ptirodni latek v zdzvoru a jejich
stanoveni instrumentalnimi technikami v extraktech. Spolu s antioxidac¢ni aktivitou byl
studovan antimikrobialni G¢inek obsahovych latek difuzni jamkovou metodou.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Koreni

Kofeni Ize definovat jako produkt, ktery primarné obohacuje nebo upravuje senzorickou
kvalitu pozivatin. Tim je pfedev§im mysSlena uprava chuti, barvy a pfedev§im viné. Pojem
kotfeni zahrnuje vyrobky vzniklé vysuSenim c¢asti vonnych rostlin, tak i byliny ve formé
vysusenych listi vonnych rostlin. K Gpravé vyse uvedenych senzorickych charakteristik se
také pouzivaji aromatické Casti ruznych druhi zeleniny [3]. Kofeni se ziskava z rostlin
zatazenych do pestré Skaly celedi, coz podtrhuje znacnou rozmanitost této komodity.
Vyznamné ¢eledé jsou mitikovité (kopr, kmin, fenykl), hluchavkovité (bazalka, tymian, mata),
Cesnekovité (cibule, pazitka, Cesnek), myrtovité (hiebicek), zazvorovité (zazvor, kurkuma,
kardamon), vaviinovité (skofice, bobkovy list) [7]. Casti rostlin vyuZitelnych pro vyrobu
kofeni ptiblizuje Tabulka 1.

Prvni zminky o pouziti kofeni se datuji do doby starovékého Egypta. Pfi procesu
balzamovani bylo vyuzivano koteni jako je kmin, skofice, anyz nebo majoranka. Nékteré dnes
dobife znamé druhy kofeni byly pouzivany v Indii uz po tisicileti. V Ajurvédské mediciné se
pro podporu trdveni a tvorbu slin po jidle zvykal hiebicek nebo kardamon zabaleny
do betelového listu [8]. V Evropé v 15. stoleti byly uskutecniovany moieplavby do orientalnich
zemi za ucelem ziskani cenného kofeni [9].

Tabulka 1: Vyuzitelnost riznych céasti rostlin [3]

Cést rostlin Kofteni

Misek Muskatovy kvét

Kira Skofice

Bobule Nové koteni, pept

Pupeny Hiebicek

Cibule Cesnek, cibule, porek

Pestik Safran

Jadro Muskatovy ofiSek

Listy Bazalka, mata, majoranka, bobkovy list
Oddenek Zazvor, kurkuma

Pryskyfice Asafoetida

Koften Kien

Semena Anyz, fenykl, koriandr, hoic¢ice, kmin




Bézné se kofeni rozd¢luje do ¢&tyf kategorii dle chuti na: palivé kofeni, jemné kofeni,
aromatické koteni, byliny a aromaticka zelenina [3; 10]. Tuto Klasifikaci s pfiklady kofeni
shrnuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Rozdéleni koreni dle chuti [3; 10]

Kategorie Kofeni

Palivé koteni Pepft, paprika, zazvor, hoicice

Jemné kofeni Paprika, koriandr

Aromatické koreni Kardamon, skofice, kmin, fenykl, muskatovy ofisek, hiebicek
Byliny Bazalka, tymian, majoranka, estragon

Aromaticka zelenina  Cesnek, cibule, celer

Hlavnimi atributy koteni ovliviiujici celkovou organoleptickou charakteristiku je chut’ a viing.
Aroma je u vétsiny kofeni zptsobeno pfitomnosti esencialnich olejt ale i dalsich sloucenin,
jejichz chemickad struktura je riznorodd. Lze zde zaradit estery, alkoholy, aldehydy i sirné
slouCeniny. Tékavé latky stimuluji ¢ichovy epitel lokalizovany v nosnich dutinach. Za barvu
a pronikavou chut’ kofeni jsou zodpovédné latky netékavé a rozpustné ve vodé [7; 9].

Vyznam kofeni netkvi pouze ve schopnosti upravovat senzorické vlastnosti. Rtizné ¢asti
rostlin byly po dlouhou dobu vyuzivany pro medicinské ucely a jejich pozitivni Gcinek
na zdravi byl v poslednich desetiletich podrobné zkouman [11]. Kli¢ovymi vlastnostmi koteni
jsou: antioxidaéni, antimikrobialni a konzerva¢ni G¢inky [12].

Dnes lze syntetizovat fadu chemickych latek, které by mohly substituovat koteni, avSak
spotiebitelé se v dnesni dob& zaméfuji spise na produkty z ptirodnich zdroji. Mimo jiné byly
nékteré¢ umele vyrobené latky podrobeny analyze a shledany toxickymi a karcinogennimi [9].

2.2 Zazvor
Do rodu zazvor (Zingiber) se zatazuje asi 100 druhi viceletych bylin, jejichz ptivodem jsou
stinné nizinné pralesy Vv oblasti tropické Asie. Zejména v tropech se nékteré druhy péstuji jako
okrasné rostliny. Ostatni druhy jsou vyuzivany jako kofeni [13].
Zingiber zerumbet ma nahoiklou chut’ a uplatiiuje se jako kofeni i jako 1é¢ivo, Zingiber
montanum vynika vini oddenku blizké smési zazvoru, kafru a kurkumy. Zingiber spectabile
je vyuzivan v Malajsii. Zingiber mioga roste v Japonsku, Ciné i na Havaji [14]. Z druhu
Zingiber aromaticum byla izolovana bioaktivni latka s protirakovinnymi t¢inky [15]. Mladé
oddenky druhu Zingiber americanus se konzumuji na Javé a v USA je péstovan jako okrasna
rostlina. Pfi¢inou oblibenosti druhu Zingiber argenteum je jeho atraktivni vzhled [4].

Kofeni znamé jako zazvor se ziskava z oddenku rostliny zazvoru lékatského (Zingiber
officinale) [3]. Tato trvala bylina, zatazujici se do Celedi zazvorovitych, pochazi z tropické
Asie. Péstuje se predeviim v Indii, v Cing, Japonsku, Indonésii a Nigérii [14].



Zingider officinale. Ross

Obrazek 1: Zazvor lékarsky [16]

Do Evropy se zazvor dostal s arabskymi obchodniky a byl proto po dlouhou dobu povazovan
za arabskou plodinu [13]. Velice popularnim byl zazvor v antickém Recku a Rimu, odkud se
postupné rozsifil do ostatnich ¢asti Evropy. Podle legendy byl prvni zazvorovy chléb upecen
pekarem z ostrova Rhodos [9]. V Anglii ve 14. stoleti byl pept a zazvor nejbéznéjsi koteni.
V 16. stoleti byl dokonce zazvor dovazen do Evropy az z Karibiku [13].

Jako 1é¢k ma zazvor dlouho tradici. Pouzival se ke snizovani nadymani a poskytuje ulevu pfi
nachlazeni. Pisobi proti nevolnosti pii pohybu a také proti motské nemoci, ¢ehoz vyuzivali
Cin3ti nAmoinici dlouho pied tim, nez byly skute¢né uéinky potvrzeny lékaiskou védou. Spolu
s dalSimi bylinami se zazvor uplatioval jako konzervacni prostfedek potravin. Experimentalné
byl potvrzen G¢inek zazvoru proti kazeni vepifového masa [13]. V lidovém léCitelstvi se zazvor
vyuzival pii 1é¢b€ na anémie, nefritidy a tuberkulozy [17].

2.2.1 Botanicka charakterizace

Nejvyznamngjsim druhem rodu zazvor je zazvor 1ékarsky (Zingiber officinale Roscoe) [18].
Je to vytrvala bylina dorustajici do vysky 0,5-1 m. Rakosovité stonky jsou §tihlé a zelené
zbarvené listy az 30 cm dlouhé a 1,5-2 cm Siroké. Vzacné se tvoii plody s trojuhelnikovou
nebo ovalnou tobolkou s tmavymi semeny. Z tlustych, plazivych, duznatych a zaskrcovanych
oddenku vyrustaji tenké koteny [9; 13; 19].

Komer¢né nejdalezitéjsi Casti zazvoru lékatského a také nejvyuzivanéjsi je oddenek
rostouci vpudé [9]. Oddenek slouzi k vegetativnimu rozmnozovani rostliny a také
k uchovavani zivin. Je to modifikace stonku [4].
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2.2.2 Péstovani a zpracovani
Zazvor je péstovan v riznych castech svéta. Klimatické a geografické podminky regiont,
ve kterych se zdzvor péstuje, maji vliv na vlastnosti vypéstovaného zazvoru. Mezi tyto
vlastnosti patii velikost, tvar, obsah vlakniny, §tavnatost a piedevsim chut’ [9]. Dominantnimi
producenty zazvoru na trhu je Cina a Indie. Dal§imi vyznamnymi produkénimi oblastmi
zazvoru jsou zemé jako je Nigérie, Sierra Leone, Indonésie, Bangladés, Australie, Fidzi,
Jamajka a Nepal [3].

V mirnych oblastech lze zazvor péstovat v kvétinaci. Pozadavkem je vSak urodna ptda
tvofend kompostem, zeminou a raSelinou. Béhem faze aktivniho ristu v kvétindci je nutné
zazvor dostateéné zalévat. Umisténi by mélo byt v ¢astecném stinu [13].

2.2.2.1 Klima

Zazvor nesnese velmi nizké teploty a uptfednostiiuje teplé a vlhké podnebi. Proto se péstuje
v oblastech s tropickym nebo subtropickym typem klimatu. Optimalni nadmoiska vyska pro
péstovani je 300-900 m, ale 1ze jej péstovat v oblastech az do 1500 m n. m. Hrani¢ni teplota,
pod kterou zazvor neroste je 13 °C. Teplotni optimum pro rist zdzvoru se pohybuje v rozmezi
od 19-28 °C. Extrémné vysoké teploty mohou vést az ke spaleni rostliny. Pro plodinu jsou
idealni rovnomérné srazky od 1500-3000 mm v ¢asovém rozmezi 57 mésici. Nedostatek
srazek se kompenzuje zavlazovanim. Zazvor je citlivy na mraz, a proto se napi. v horskych
oblastech severni a severovychodni Indie sklizi jesté pred ptichodem mrazu [4].

2.2.2.2 Puda

Kvalita pidy mé4 zna¢ny dopad na prubéh rhstu, zralost zazvoru, obsah chemickych latek
a prvkového slozeni [4; 20]. Jednim ze sledovanych kvalitativnich znakt pud je objemova
hmotnost. Ta ovlivituje obsah $krobu, esencialnich oleji, proteini a aminokyselin. Na obsah
vlakniny a cukri mé minimalni vliv. Optimalni pH pldy pro zazvor je 5—7. Nejvhodné&jsi jsou
dobfe odvodnéné pudy s hloubkou 30 cm a se sypkou a drobivou texturou. K péstovani
v mélkych pidach lze vyuzit vyvysenych zahont nebo metody muldovani. V Cing, Japonsku
a na Tchaj-Wanu je bézné vyuzivani aluvialnich pud, vysuSenych ryzovych poli nebo
vysuSenych mocali ke kultivaci zazvoru. Nevhodné je péstovani v ptdach trpicich
podmacenim. Z divodu mozného vzniku pudni eroze pfi silném desti nejsou pro péstovani
vhodné ani prudké svahy. Idealni kvalitativni znaky pudy pro nejvyssi vytéZek oddenku zavoru
jsou: pis¢ita hlina s kyselosti pH 5,7, vysoky obsah organickych latek a drasliku [4].

2.2.2.3 Péstovani

Ziskavani oddenku zazvoru je divodem pro¢ se rostlina péstuje jako jednoleta [9].
Pole pro péstovani se pfipravuji podle klimatickych podminek, kvality pudy, velikosti pole
a zpusobu zavlazovani, a proto se v ruznych regionech zpracovani pudy lisi. Bez orby
a nakypfeni pidy by plodina nevyprodukovala pozadovany tvar oddenku, ktery je dilezity pro
dalsi zpracovani [4]. Rozmnozovani zazvoru je realizovano délenim duznatych oddenki
(semenné ¢asti) [13]. Velikost a hmotnost oddenkt pro sadbu se lisi od mista péstovani.
Obecné lze tici, ze ¢im vétsi oddenek pro sadbu, tim lepsi rast a vytézek. Semenné Césti se
ptfed samotnou sadbou oSettuji pro vyvolani kliceni, ochranou pted patogeny, Skidci, hnilobou
a nemocemi [4].
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Pti vysadbé se zohlednuji faktory jako rozestup semennych ¢asti, hloubka, ro¢ni obdobi a
datum zasazeni. V rtiznych zemich se ¢as sadby li§i. Hloubka zasazeni zavisi na velikosti
semenné Casti, typu pudy a obsahu vody. Pfi urovani velikosti rozestup se bere v potaz typ
pudy i klima. Spravné zvolenym rozmisténim a ¢asem vysadby Ize znacné piedejit vyskytu
plevele [4].

Podle zptisobu dal§iho zpracovani se doba sklizn¢ zazvoru lisi. Zazvor, ktery se bude
vyuzivat k vyrob¢ zavarenin, cukrovinek, nealkoholickych 1 alkoholickych napoja se sklizi
4-5 mésicu po zasazeni. Pro vyrobu suSené¢ho zazvoru a zazvorového oleje se sklizi po 8—10
mésicich. Sklizeni se provadi ru¢né nebo pomoci béznych zemédeélskych nastroji [4; 13].

2.2.2.4 Zpracovani

Po sklizni se oddenek oddéli od kofentli a nadzemnich ¢asti a o€isti se vodou. Tim se odstrani
ulpéla hlina, zbytky pesticidi a dalSich necistot. Pro produkci zdzvoru ve vét§im méfitku se
pouziva vysokotlaky proud vody. Loupani slupky zazvoru se provadi ru¢né, chemicky i
mechanicky. K ruénimu odstranéni slupky se pouziva dievény nliiz. NejbéZznéjsi a nejstarsi
metodou chemického loupani je pomoci hydroxidu sodného. Mechanické loupani neni pro
zazvor prili§ vhodné. Po odstranéni slupky se oddenky zazvoru susi na pfimém slunci po dobu
7 az 10 dnt. Z divodu mozné kontaminace z okoli by se mé&l zazvor susit na ¢istém povrchu.
Riziko pti suSeni predstavuji také plisn€. V pribéhu suseni se v prvnich dnech oddenky
obraceji, aby doslo k rovnomérnému vysuSeni. Cilem suSeni je dosazeni vlhkosti 10 %.
Nespravné skladovani suseného zazvoru muze vést az k mikrobialni kontaminaci [4].

Oddenky zazvoru se zpracovavaji na rizné produkty, které se pouzivaji jako koteni. Témito
produkty jsou: Cerstvy zazvor, konzervovany zazvor, suseny zazvor, zazvorovy prasek, oleje a
oleoresiny ze suseného zazvoru. Cerstvy zazvor se vyznaéuje mimotadnou kofenici schopnosti
[3]. Zazvorovy prasek je vyrabén mletim suSeného zazvoru. Konzervace zazvoru se bézné
provadi pomoci cukernych roztokli nebo nélevi. Dal§imi produkty jsou krystalizovany
a kandovany zazvor, zazvorovy pyré a zazvorova pasta [4]. Zazvorovy olej se ziskava destilaci
cerstvého zazvoru a oleoresiny extrakci organickymi rozpoustédly [3].

2.2.3 VyuZiti zazvoru

Hlavnim vyuZitim zazvoru je jeho pouziti jako kofeni. V ptipravé orientdlnich jidel ma
nezastupitelné misto. Pouziva se také k vyrobé sladkych jidel, k vyrobé nealkoholickych
i alkoholickych napojt, sirupti, ¢ajii a také k vyrobé zazvorové kavy. Vyznamnymi produkty
Ze zazvoru jsou zazvorovy olej a oleoresiny. Vyhodou téchto produktli je moznost
standardizovat Giroven intenzity aroma a chuti, coz u ¢erstvého koteni neni tak snadné. Oblast
pouziti téchto produktl je Siroka. Nalézaji uplatnéni jako suroviny do kotenicich ptipravki na
maso, dribeze, plodi mofe a zeleniny, dale jako ochucovadla peciva, cukrovinek, likért
a palivych omacek. Pfipravuji se z nich sirupy proti kasli, krémy na zmirnéni bolesti kloubt a
také piipravky pro tstni hygienu [4].

Mimo vyuziti jako kofeni, se zazvor uplatiuje jako 1écivo. V tradi¢ni Cinské medicing je
cerstvy zazvor urc¢en na potlaceni pocitu na zvraceni, zmirnéni kasle. SuSeny zdzvor je naopak
pouzivan na bolesti hlavy, zvraceni a prijjem. Indicky systém mediciny Ajurvéda pouziva
zazvor jako 1é¢ivo uz od staroveku [4].
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2.2.4 Chemické sloZeni zazvoru

Relativni zastoupeni slozek zazvoru zavisi na druhu kultivaru, pidé pouzité k vypéstovani
a na klimatickych podminkach, ve kterych bylo zazvor péstovan. Hlavnimi slozkami jsou
esencidlni oleje, Skrob i jiné sacharidy, bilkoviny, vldknina, vosky, barviva, stopové prvky,
vitaminy, aminokyseliny a slou¢eniny s typickou ostrou chuti. Skrob tvoii 4060 % z celkové
hmotnosti vysuSeného zazvoru. Obsah proteint se pohybuje od 6,2 do 19,8 %, obsah lipidid od
5,7 do 14,5 % a obsah vlakniny 1,1-7,0 % [4].

Aminokyseliny pfitomné v zazvoru jsou kyselina asparagova, threonin, serin, glycin,
cystein, valin, izoleucin a arginin. Reakcemi mezi a-aminokyselinami a redukujicimi cukry
mohou vznikat latky negativné ovliviwyjici chut’ [4].

Slozky obsazené v oddenku zazvoru lze rozdélit do dvou hlavnich frakei: esencidlni oleje
slozené z tékavych sloucenin a frakci obsahujici netékavé latky, kam se zatfazuji oleoresiny
spolu s dalsimi organickymi a anorganickymi slou¢eninami [4].

2.2.4.1 Esencialni oleje
Aroma zazvoru je zpusobeno predev§im esencialnimi oleji (n€kdy téz silice, éterické oleje).
Jejich obsah v zazvoru se pohybuje od 1 % do 3 % [5]. Esencialni oleje Ize charakterizovat
jako vonné olejovité kapaliny ziskavajici se z €asti rostlin. Jsou obsazeny v kvétech, semenech,
listech, kife, plodech a v dalsich rostlinnych organech [21]. Rostlinné esencialni oleje jsou
slozitou smési sloZzenou z polarnich i nepolarnich sloucenin, z nichz jsou hlavni terpenoidy a
jejich kyslikaté derivaty. Silice mohou obsahovat navic alifatické uhlovodiky, kyseliny,
kyslikaté derivaty uhlovodikd, estery, laktony a slouc¢eniny dusiku a siry [22].

Esencialni oleje nasly vyuziti v potravinaistvi, kde se vyuzivaji jako ochucovadla,
v kosmetickém primyslu (vyroba parfémi apod.) a diky Sirokému spektru uéinkd, z nichz
hlavnim je antibakterialni G¢inek, i farmaceutickém primyslu [21].

Jelikoz je koncentrace esencialnich oleji v rostlindich nizkd, je tfeba vyuzit co
nejucinngjsich extrakénich metod. Nejbéznéjsi je parni destilace [22].
Esencidlni oleje zdzvoru se vétSinou ziskdvaji jiz zminénou parni destilaci, extrakci
superkritickym oxidem uhli¢itym nebo extrakci rozpoustédly [4].

Chemické sloZeni esencialni oleji neni jednotné a vyznamné zavisi na regionu péstovani
rostliny. Jiz bylo identifikovano vice nez 50 slozek oleje zazvoru. Charakteristickou skupinou
esencialnich oleji zazvoru jsou terpeny [4; 5]

2.2.4.2 Oleoresiny

Pii odseparovani t€kavych slozek zazvoru destilaci se ziskaji esencialni oleje. Ty vSak
neobsahuji netékavé slouceniny s pronikavou chuti, které jsou pro zazvor typické. Oleoresiny
obsahuji jak netékavou frakci, tak i ¢ast esencialnich oleji a dal$i slouceniny jako jsou
uhlovodiky a mastné kyseliny [4].

Vhodnou metodou pro ziskani oleoresinti je extrakce organickymi rozpoustédly jako je aceton,
ethanol, dichlormethan. Vytézky extrakci se pohybuji od 3—11 % [4].
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2.3 Prirodni latky

2.3.1 Terpeny
Nejvétsi podil na slozeni esencialnich oleji maji terpeny [22]. Pod tuto skupinu spada vysoky
pocet prirodnich latek. Nejjednodussimi jsou desetiuhlikaté monoterpeny, které vznikaji
kondenzaci dvou izoprenovych jednotek. Existuji v acyklické i cyklické form¢ a také tvoii
rizné kyslikaté derivaty. Mimo uhlovodikovy fetézec tedy mohou obsahovat napi. alkohol
(menthol, borneol), aldehyd (geranial, citronellal), keton (thujon), ester (bornylacetat),
ether (1,8-cineol), fenol (thymol). Seskviterpeny jsou slouceniny s patnacti uhliky v fetézci.
Zatazuje se zde uhlovodik B-bisabolen, alkoholy (farnesol, carotol), ketony (nootkaton)
tvori i tetracyklické struktury [23].

Hlavnim kompontentem esencialnich oleji zdzvoru je seskviterpen a-zingiberen, dale
B-seskvifelandren, B-bisabolen, farnesen a mnoho dalSich. Nekteré monoterpeny obsazeny
V zazvoru jsou a-pinen, myrcen, limonen, cineol a borneol.

2.3.2 Antioxidanty

Antioxidanty lze definovat jako latky, které maji schopnost zpomalit nebo zastavit oxidaci.
Vyznamnymi pfirodnimi antioxidanty jsou polyfenolické latky, jejichZ zdrojem je Cerstvé
ovoce, zelenina, kofeni a byliny [24; 25].

Pro pfteziti pottebuje vétSina organismu kyslik pro aerobni respiraci, kdy se kyslik chova

jako akceptor elektronti. Problémem je vSak tvorba ¢aste¢né€ redukovanych kyslikovych forem,
které se oznacuji jako volné radikaly (ROS). Ty mohou oxidovat sacharidy, DNA,
lipidy a bilkoviny, coZ se projevi ve zméné struktury téchto biomolekul, a dojde k ovlivnéni
jejich funkce. Lidské t€lo mé své mechanismy, které mu pomahaji branit se proti volnym
radikalim, ale tato ochrana je nedostaCujici. Jelikoz si €lovék neumi syntetizovat dva
dilezité antioxidanty: vitamin C a vitamin E, musi je spolu s dal§imi antioxidanty pfijimat
V potraveé [24].
Poskozujici oxidacni zmény zplisobené ROS vyvolavaji tzv. oxidacni stres. K nému dochazi
pfi zahlceni lokéalnich antioxida¢nich systému volnymi radikaly. To ma za nasledek poSkozeni
az smrt bunck. Oxida¢ni stres je svym mechanismem puasobeni davan do souvislosti
S onemocnénim cév, rakoviny, Sedého zdkalu, demence a mozkové mrtvice a je také asociovan
S projevy starnuti [24].

2.3.3 Polyfenoly

Polyfenoly jsou rozsahlou skupinou chemickych latek zahrnujici vice nez 8000 unikatnich
chemickych struktur. Jsou obsazeny ve vSech rostlinnych organech, a proto jsou
neodlucitelnou slozkou lidské potravy. V posledni dobé se tato skupina sekundarnich
metabolith rostlin dostala do pozornosti védcii a potravindiského primyslu z divodu, které
predevSim souviseji s pozitivnimi G¢inky na zdravi. V minulosti byly polyfenoly dokonce
povazovany za antinutrienty, jelikoZ nékteré polyfenolické latky jsou schopny véazat a srazet
bilkoviny a tim snizovat stravitelnost potraviny [25; 26; 27; 28].
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Tyto latky jsou produkovany vyS$imi rostlinami a hraji vyznamnou roli pii jejich ochrané
pied patogeny, UV zéienim, reaktivnimi formami kysliku a dusiku, parazity a rostlinnymi
predatory [25; 29].

Polyfenoly jsou takové slouCeniny, které obsahuji jednu nebo vice hydroxylovych
funk¢nich skupin vazanych na benzenovém jadie. Mohou to byt jednoduché slouceniny jako
jsou fenolové kyseliny nebo mohou mit komplexni strukturu jako slouc¢eniny zvané taniny, coz
jsou oligomery a polymery flavonoidu [28].

Polyfenolické slouceniny lze rozdélit do ¢tyi zakladnich skupin: flavonoidy, fenolové
kyseliny (kyselina gallova, kyselina ferulova), stilbeny (resveratrol) a lignany (pinoresinol,
matairesinol) [26]. Jejich struktura je zobrazena na Obrazek 2.
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Obrazek 2: Zakladni struktura polyfenolickych sloucenin

V soucasnosti je vyuziti polyfenolii sméfovano do oblasti jako je medicina a farmacie, kde se
protirakovinotvornymi, antihypertenzivnimi a antimikrobialnimi u¢inky. Do budoucna mohou
polyfenoly hrat vyznamnou roli v 1é¢bé nemoci jako je tuberkuléza. Kvuli rychlé mutaci
bakterie Mycobacterium tuberculosis klesa uc¢innost dostupnych 1é¢iv, a pravé polyfenolické
latky by mohly byt pii 1é¢bé takovych nemoci vyuzity [27].

Charakteristickd chut' zdzvoru je dana zejména ptitomnosti polyfenolickych sloucenin
zvanych gingeroly. Ty pfedevS§im ovliviuji chut’ cerstvého zazvoru. U suSeného zdzvoru
prevazuji shogaoly, které se z gingeroli preménuji dehydrataci pii tepelném zpracovani.
Pievladajicim homologem je [6]-gingerol, ktery disponuje silnymi antioxida¢nimi

7 w1

Zaludku, slinivky bfisni a dal$ich nadorovych onemocnéni traviciho traktu [6].
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Obrazek 3: Struktura [6]-gingerolu a [6]-shogaolu

2.3.4 Flavonoidy

Nejrozsitengjsi skupinou rostlinnych polyfenolt jsou flavonoidy. Ve vysokych mnozstvich
jsou pritomny v pokozce listli a slupkach ovoce. Zakladni strukturou flavonoidi jsou dvé
benzenova jadra propojena tiiuhlikatym fetézcem.

Obrazek 4: Struktura flavonoidii

Na tento uhlikaty skelet se mohou vazat rizné substituenty. Do poloh 4¢, 5 a 7 se obvykle
vazou hydroxyly. VétSina flavonoida existuje ve formé glykosidi. Rozdé€luji se na flavonoly,
flavony, flavanony, isoflavony, anthokyanidiny a flavanoly [1; 26]. Tuto klasifikaci popisuje
Tabulka 3.

Tabulka 3: Rozdéleni flavonoidii [1]

Typ flavonoidu Nazev slouceniny

Flavonoly Kaempferol, kvercetin, myricetin
Flavanoly Katechin, epikatechin

Flavony Luteolin, apigenin
Anthokyanidiny Kyanidin, delphinidin

Flavanony Naringenin, hesperidin
Isoflavony Genistein, daidzein
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Pravdépodobné nejrozsifenéjSimi flavonoidy jsou flavonoly, kam se zafazuje kaempferol,
quercetin a myricetin. Flavanoly jsou také velice rozsifené. Jednoduchymi flavonoly jsou
znamé jako kondenzované taniny, které mohou byt slozeny az z 50 monomernich jednotek.
Vybornymi zdroji flavonoll je napi. Cervené vino, zeleny ¢aj, cokoldda. Flavonolim jsou
podobné flavony, které nejsou tak rozsifené a jejich zdroji jsou rostliny jako celer a petrzel.
Za modrou, cervenou barvu kvétin a ovoce jsou zodpovédné ve vodé rozpustné rostlinné
pigmenty zvané anthokyanidiny. Chrani rostliny pfed nadmérnym slune¢nim zafenim a také
se uplatnuji pti vabeni hmyzich opylovaci. Flavanony nemaji dvojnou vazbu mezi C2 a C3
uhlikem a jsou typické pfitomnosti chiralniho centra na uhliku C2. Jsou velice reaktivni
a podléhaji reakcim jako je hydroxylace a glykosylace. Vysoké koncentrace flavonont jsou
v citrusovych plodech. Isoflavony vykazuji estrogenni aktivitu, a proto se jim také fika
fytoestrogeny [1; 29]. Nejhojnéjsimi flavonoidy v zazvoru jsou kvercetin, naringenin, rutin,
kaempferol a katechin [30].

2.3.5 Metody extrakce p¥irodnich latek

Pro analyzu pfirodnich latek je kliCova metoda extrakce, ktera mize vyznamné ovlivnit
vysledky méfeni. V poslednich 50 letech bylo cilem vytvofit metody, které by spliovaly
parametry jako je ekologi¢nost, rychlost, kvalita a vysoky vytézek. Mezi n¢které nekonvenéni
metody patii ultrazvukova extrakce nebo extrakce pulznim elektrickym polem. Klasickymi
extrakénimi metodami jsou macerace, Soxhletova extrakce a hydrodestilace [31].

2.3.5.1 Macerace

Levna metoda, pouzivana pro extrakci esencialnich oleji a bioaktivnich latek z rostlin,
zahrnuje nékolik krokii. Nejprve je rostlinny materidl rozdrcen na malé Céstice, aby se
rozpoustédlo dobfe promichalo s materidlem. V dal$im kroku je pfidano rozpoustédlo a smés
se micha. Kapalina se odstrani a z pevného podilu se tlakem ziskd koncentrovany roztok.
Ziskané kapaliny se smichaji a nezadouci necistoty se odstrani filtraci [31].

2.3.5.2 Hydrodestilace

Metoda je vhodna pro izolaci esencialnich oleji z rostlin. Voda s rostlinnym materidlem je
vpravena do destila¢ni aparatury a smés je uvedena k varu. Uvoliiované pary jsou v chladic¢i
ochlazovany. Frakce zachyceného kondenzatu se poté odseparuji [31].

Jednim z typl hydrodestilace je parni destilace. Pfi ni je para vytvafena mimo destilacni
aparaturu a poté je vhanéna pies dno nddoby piepazkou, kde dochazi ke kontaktu s rostlinnym
materialem [4; 31].

2.3.5.3 Soxhletova extrakce

Pivodné byla tato metoda urCena pro extrakci lipida, ale dnes se uz vyuziva i na extrakci
ptirodnich latek. Vzorek je vlozen do extrakcni patrony, ktera je umisténa do Soxhletova
extrakéniho nastavce. Nastavec je pfipevnén na destila¢ni baiiku s extrakénim rozpoustédlem.
Pary rozpoustédla jsou ochlazovany v chladici, které kondenzuji do patrony se vzorkem. Po
naplnéni patrony po urcitou hladinu dojde k vyprazdnéni a roztok s extrahovanymi latkami
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vyteCe zpét do destila¢ni baiky. Smés je dale zahiivana, proces se opakuje, a tak dochazi
k zakoncentrovani roztoku [31].

2.3.6 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity

Metody stanoveni antioxidacni aktivity jsou zalozeny na dvou principech. Prvnim je zhaseni
radikalt antioxidanty, u kterého se pfimo méfi piesun elektronu nebo vodikového atomu
z antioxidantd k volnym radikalim. Druhym je schopnost antioxidanti redukovat kovy [32].

2.3.6.1 Metoda TEAC

Metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) vyuziva schopnost antioxidanti zhaset
stabilni kationradikal ABTS®* modrozelené barvy s maximem absorpce pfi vlnové délce
734 nm. Vpavodni metodé¢ TEAC se kationradikal ABTS®* generoval v reakci
s ferrylmyoglobinovym radikalem, ktery se ziskal reakci mezi metmyoglobinem a peroxidem
vodiku. Tvorba ABTS®** pfes ferrylmyoglobinovy radikal byla nahrazena peroxodisiranem
draselnym. ZhaSeni radikalu je uskutecniovano pienosem vodikovych atomti nebo piimou
redukci elektrony z antioxidantii. Na to, jaky mechanismus bude pifevladat, ma vliv pH
i struktura antioxidantd. Vysledky jsou vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu [32; 33].

2.3.6.2 Metoda ORAC

Principem metody ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) je sledovani inhibice oxidace
zpusobené peroxylovym radikdlem. Peroxylové radikdly jsou pfevladajici volné radikaly
vyvolavajici oxidaci lipidi a biologickych systému. Peroxylovy radikal, vygenerovany
vétsinou azoslouceninami (AIBN, ABAP, AMVN, AAPH), interaguje s fluorescen¢ni sondou,
pticemz dochazi k poklesu fluorescence. Tato zména je detekovana fluorimetrem. Tvorba
radikalu je vysoce citliva na teplotu, a proto je kli¢ové teplotu pii méfeni kontrolovat [32].

Standardnim antioxidantem pifi méfeni se vyuZivd Trolox a vysledky se vyjadiuji
v ekvivalentnim mnozstvi Troloxu. Pivodné byla metoda ORAC ur¢ena pro hydrofilni
antioxidanty, ale jeji ipravy jiz umoznuji i detekci lipofilnich antioxidantt [32].

2.3.6.3 Chemiluminiscence

Oxidaci luminolu peroxidem vodiku dochéazi ke vzniku slouceniny zvané 3-aminoftalat
Vv excitované formé, ktera pii chemiluminiscenci vyzatuje svétlo [32].

Jako donory vodikového atomu, mohou antioxidanty potlacit reakci mezi luminolem
a peroxidem vodiku, coz se projevi na intenzité vyzafovaného svétla [32].

2.3.6.4 Metoda DPPH

DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) je stabilni radikal fialové barvy. Je snadno dostupny
a neni potfeba ho predem piipravovat. Metoda spociva v neutralizaci DPPH radikéalu dodanim
elektronu z antioxidanti. Zména je doprovazena zménou barvy, jejiz intenzitu lze méfit
spektrofotometricky pifi vinové délce 517 nm. Metoda je casto vyuzivana kvili své
jednoduchosti a nenaro¢nosti na vybaveni [32].
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2.3.6.5 Metoda FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Tato metoda je zaloZena na méfeni intenzity zbarveni modrého Zeleznatého (Fe?") komplexu,
ktery byl vyprodukovén redukei zelezitého (Fe**) komplexu antioxidanty v kyselém prostiedi.
Reakci popisuje rovnice:

Antioxidant + Fe’" < Fe?" + Oxidovany antioxidant

Ptirtstek absorbance je zaznamenan pii vinové délce 593 nm. Metoda je jednoducha, rychla a
nevyzaduje specialni vybaveni [32].

2.3.7 Metody stanoveni celkovych polyfenolii a flavonoidu

2.3.7.1 Stanoveni polyfenolit Folin-Ciocalteuovym Cinidlem

Principem metody je pienos elektronit z polyfenoli na FC ¢inidlo za vzniku modrého
komplexu, jehoz intenzita zbarveni je meéfena spektrofotometricky. Reakce probiha
v zasaditém prostfedi. Vysledky méfeni mohou ovliviiovat oxidac¢ni cinidla pfitomné
ve vzorku nebo vzdusny kyslik poté, co je pH roztoku zvyseno ptidanim zasady. Praveé kvili
mozné reakci se vzdusnym kyslikem se zasada pridava do roztoku az po FC ¢inidlu. Jako
standardni latka se vyuziva kyselina gallova [34].

2.3.7.2 Kolorimetricka metoda s chloridem hlinitym

Metoda je urcena pro stanoveni celkovych flavonoidi. V kyselém prostiedi reaguje chlorid
hlinity spolu s flavony a flavonoly na stabilni komplexni molekuly. Reakce probihaji na C-4
ketoskupiné a C-3 nebo C-5 hydroxylové skupiné [35].

Modifikace této metody zahrnuje piidavek dusitanu sodného Vv alkalickém prostiedi, kdy
dochdazi k nitraci aromatickych kruhti nesouci katecholovou skupinu s nesubstituovanymi nebo
stéricky nebranénymi polohami. Méfeni se provadi pfi vinové délce 510 nm a jako standard je
preferovan katechin [36].

2.3.8 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni aktivitu rostlinnych extraktd lze stanovit Sirokou $kalou metod. Metody jsou
zalozeny na rdznych principech. Existuji metody difuzni, dilu¢ni nebo metody, jejichz
podstatou je bioluminiscence. Dale se pouziva prutokova cytometrie nebo bioautografie
v kombinaci s tenkovrstvou chromatografii [37].

2.3.8.1 Difuzni jamkova metoda

Metoda je Siroce vyuZivana ke stanoveni antimikrobialni aktivity rostlinnych extrakti.
Principem je difuze antimikrobidlnich latek z extraktli do Zivného média a inhibice rlstu
testovanych mikroorganismu. V inokulovaného Zivném médiu se vytvofii sterilnim korkovrtem
jamky o priméru 6 az 8 mm. Do nich se pifidd 20-100 pl extraktu s potencidlnimi
antimikrobidlnim u¢inkem. Po inkubaci zivného média se sleduje inhibice rastu testovanych
mikroorganismu [37].
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitého vybaveni a softwaru

e Spektrofotometr UV/VIS Helios € (Massachusetts, USA)
e Laboratorni vahy 440-43 (KERN, Ceska republika)
e Ttepacka Vortex MS 3 Basic (IKA, Némecko)

e Mikropipety (Biohit Proline, Némecko)

e Centrifuga MIKRO 120 (Hettich, Némecko)

e Mobilni telefon (Xiaomi, Cina)

e PARAFILM® M (Bemis, USA)

e Bézné laboratorni sklo

e Pienosny pocita¢ (Acer, Tchaj-wan)

e Autoklav Vaposteri (BMT, Ceska republika)

e ACD/ChemSketch (ACD/Labs, Kanada)

e Operac¢ni systém Windows 10

e MS Office

3.2 Pouzité chemikalie

e Ethanol 96% (PENTA s.r.0.)

e Ethanol pro UV/VIS (VWR Chemicals)

e Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (SIGMA-ALDRICH, s.r.0.)
e Uhlic¢itan sodny (Lach-Ner, s.r.0.)

e Kyseliny gallova (SIGMA-ALDRICH, s.r.0.)
e Dusitan sodny (PENTA s.r.0.)

e Katechin (SIGMA-ALDRICH, s.r.0.)

e Chlorid hlinity (PENTA s.r.0.)

e Hydroxid sodny (Lach-Ner, s.r.0.)

e Peroxodisiran draselny (Lach-Ner, s.r.0.)

e ABTS (SIGMA-ALDRICH, s.r.0.)

e Nutri¢ni agar (HiMedia Laboratories)

e Sterilni voda

e Destilovana voda
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3.3 Vzorky

Pro pfipravu extrakti byl v obchodnim fetézci zakoupen zazvorovy ¢aj bio kvality a oddenek
cerstvého zazvoru (Zingiber officinale).

Obrazek 5: Zdzvorovy ¢aj porcovany [38]

Obrazek 6: Analyzovany oddenek zazvoru

3.4 Priprava extraktii ¢aje a oddenku zazvoru

Extrakce sledované skupiny analyt byla provedena do tii rozpoustédel: 96% ethanol, sterilni
voda o laboratorni teploté a vafici sterilni voda.

Casti vyluhu uréené k analyze byly odebirany v ¢asech extrakce 0, 5, 10, 20, 40, 80 minut
a objem odebraného vyluhu v kazdém ¢ase ¢inil 4 ml. Vzorky byly skladovany v mrazni¢ce
Vv plastovych zkumavkach s vickem. Pfed méfenim byly vzorky pozvolna rozmrazeny pfii
laboratorni teploté¢ a nasledné centrifugovany. Takto upraveny material byl pfipraven
k samotné analyze.
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Obrazek 7: Vzorky extrakti

3.4.1 Priprava extraktii ¢aje

Do kadinky na 400 ml bylo vlozeno 10 g zazvorového ¢aje a zalito 100 ml rozpoustédla.
Ve stanovenych ¢asech macerace, uvedenych v kapitole 3.4, byly odebirany vzorky k analyze.

3.4.2 Priprava extrakti oddenku zazvoru

Cast oddenku zazvoru byla nozem zbavena slupky a oplachnuta destilovanou vodou. Oloupany
zazvor byl nastrouhan na kuchyiiském struhadle. Nasledné bylo navazeno 10 g nastrouhaného
zazvoru a vloZzeno do sklenéné kadinky na 400 ml. Do kéadinky se vpravilo extrakéni
rozpoustédlo a v danych intervalech byly odebirany vzorky smési.

3.5 Stanoveni obsahu celkovych polyfenola

Obsah celkovych polyfenoli ve vzorcich byl stanoven spektrofotometricky pomoci
FC ¢inidla.

3.5.1 Priprava roztoki

Byl ptipraven roztok FC ¢inidla zfedény v poméru 1 : 9 a uchovavan ve sklenéné odmérné
bance zakryté alobalem. Byl pfipraven nasyceny roztok uhli¢itanu sodného, 24,9 g uhli¢itanu
sodného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.

3.5.2 Vlastni stanoveni obsahu celkovych polyfenolii

Do sklenéné zkumavky byl napipetovan 1 ml ziedéného FC c¢inidla. Nasledné byl ptidan 1 ml
destilované vody a 50 ul extraktu. Roztok byl dikkladné promichan na ttepacce a ponechan stat
5 minut. Nasledné byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a vSe bylo opé&t
dikladné promichano. Po 15 minutach byla zmétena absorbance roztoku na spektrofotometru
Helios € Vv plastovych kyvetach oproti slepému vzorku pii vinové délce 750 nm. Slepy vzorek
byl pfipraven obdobnym zplisobem, kdy se namisto 50 pl extraktu vzorku pouzilo 50 pl
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extrak¢niho rozpoustédla. Méteni ethanolovych extraktl se provadélo ve sklenénych kyvetach.
Ziskané absorbance byly dosazeny do kalibracni rovnice a koncentrace celkovych polyfenola
byla vyjadifena jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.

3.5.3 Priprava kalibrac¢ni kiivky

Pro vytvoieni kalibracni zavislosti byly sestaveny dvé¢ sady standardi ve dvou rGznych
rozmezich koncentraci: 0,1-0,5 mg-ml'1 a0,02-0,1 mg-ml'l_

Jako standardni latka pro vytvofeni kalibra¢nich roztokli byla pouzita krystalickd kyselina
gallova. Byl piipraven zasobni roztok kyseliny gallové o koncentraci 5,045 mg:ml? a to
takovym zpusobem, kdy byla navazka standardni latky kvantitativné prevedena do sklenéné
odmérné banky na 100 ml a doplnéna po rysku destilovanou vodou. Z tohoto roztoku bylo
pipetovano do zkumavek takové mnozstvi, aby vznikly standardy o koncentraci
0,1-0,5 mg-ml?* a 0,02-0,1 mg-ml™. Standardni roztoky byly proméfeny stejnym zptisobem
jako extrakty. Zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové v roztoku byla vynesena
do grafu.

0,8

0,7

0.6 y =1,6163x + 0,0095
R?=0,9976

0,5

0,4

Al

0,3

0,2

0,1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

¢ [mg-ml?]

Obrazek 8: Kalibracni kifivka kyseliny gallové pro vyssi koncentrace
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Obrazek 9: Kalibracni kifivka kyseliny gallové pro nizsi koncentrace

3.6 Stanoveni obsahu celkovych flavonoidi

Obsah celkovych flavonoidi byl stanoven spektrofotometrickou metodou pomoci AIClz a
NaNO:..

3.6.1 Priprava roztoku

Do sklenénych odmérnych banék byly ptipraveny tyto roztoky: 5% roztok dusitanu sodného,
IM roztok hydroxidu sodného a 10% roztok chloridu hlinitého.

3.6.2 Vlastni stanoveni obsahu celkovych flavonoidi

Do sklenénych zkumavek bylo napipetovano 0,5 ml extraktu vzorku, 1 ml destilované vody a
0,2 ml dusitanu sodného. VSe bylo diikladn¢ promichdno na tfepacce. Po 5 minutach se
ke smési ptidalo 0,2 ml chloridu hlinitého a roztok byl opét dikladné promichéan. Po dalSich 5
minutach byl pfidan 1 ml hydroxidu sodného a 1,5 ml destilované vody a vSe bylo opét
promichdno a ponechano stit. Po 15 minutach byla zméfena absorbance roztokl
na spektrofotometru Helios & oproti slepému vzorku pfi vinové délce 510 nm. Slepy vzorek
byl pfipraven obdobnym zptisobem, kdy se misto 0,5 ml extraktu vzorku pouzilo 0,5 ml
extrakéniho rozpoustédla. Ethanolovy extrakt c¢aje byl prfed méfenim absorbance
centrifugovan, aby nedoslo K ruseni vzniklou srazeninou.

Ziskané absorbance byly dosazeny do kalibra¢ni rovnice a obsah celkovych flavonoidi byl
vyjadfen jako ekvivalentni mnozstvi katechinu.
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3.6.3 Priprava kalibrac¢ni kiivky

Pro vytvoieni kalibracni zavislosti byly sestaveny dvé sady standardi ve dvou rtznych
rozmezich koncentraci: 0,05-0,3 mg-mlta 0,01-0,06 mg-ml™?,

Pro vypracovani kalibra¢ni zavislosti byl pouzit katechin. Navazka 0,1072 g katechinu byla
kvantitativné prevedena do sklenéné odmérné banky na 100 ml a doplnéna po znacku
destilovanou vodou. Z tohoto zasobniho roztoku bylo do zkumavek pipetovano takové
mnozstvi, aby vznikly standardni roztoky v rozmezi koncentraci od 0,05-0,3 mgml?
a 0,01-0,06 mg-ml™. Standardy byly zméfeny stejnym zptisobem jako extrakty a zavislost
absorbance na koncentraci byla vynesena do grafu.

1,2
1
y = 3,5498x - 0,0014
2 _
08 R2=0,9998
=06
<
0,4
0,2
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
¢ [mg-ml?]

Obrazek 10: Kalibracni kiivka katechinu pro vyssi koncentrace
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Obrazek 11: Kalibracni krivka katechinu pro nizsi koncentrace

3.7 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity pomoci ABTS®**

Antioxidacni aktivita byla stanovena metodou TEAC.

Roztok ABTS byl rozpustén v destilované vodé na koncentraci 7 mmol-dm™. Kationradikal
ABTS byl ziskan reakci s peroxodisiranem draselnym o molarni koncentraci 2,45 mol-dm™=.
Roztok byl poté ponechan ve tmé pii pokojové teploté nejméné 12 hodin.

Pied méfenim byl roztok ABTS®" zfedén na absorbanci 0,70+0,02 oproti UV/VIS ethanolu
pii vinové délce 734 nm. Poté bylo do zizené plastové kyvety napipetovano 1 ml ABTS®**
a ptidano 10 pl rozpoustédla pouzitého pti extrakei. Poté byla zaznamenana absorbance v ¢ase
0 (At = 0). Do jiné z(zené kyvety byl napipetovan 1 ml ABTS®*" a pfidano 10 ul extraktu
vzorku. Obsah kyvety byl promichan a ponechan ve tmé. Po 10 minutach byl zméten pokles
absorbance (At = 10).

Vysledné absorbance byly dosazeny do kalibraéni rovnice, ktera byla ziskana z kalibra¢ni
kiivky Troloxu v rozmezich koncentraci 50-400 pg-ml™t. Antioxidadni aktivita byla poté
vyjadrena jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

y = 0,00138913 « ¢ [39]

3.8 Ovéreni antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni aktivita extraktl byla testovana na bakteriich Serratia marcescens CCM 301
a Bacillus cereus CCM 2010 pomoci difuzni jamkové metody. Mikroorganismy byl ziskany
z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brng.

26



3.8.1 Charakteristika pouZitych mikroorganismu

3.8.1.1 Serratia marcescens

Gramnegativni bakterie rodu Serratia, pattici do ¢eledi Enterobacteriaecae, jsou vyznacovany
tyCinkovym tvarem se zakulacenymi konci, primérem bunék 0,5-0,8 um a délkou 0,9-2 pm.
Jsou pfitomny ve vodé, v pudé, vzduchu, rostlindch, zviratech, hmyzu a v potravinach
bohatych na skrob. Optimalni podminky ristu t€chto bakterii jsou pti pH 9 a teploté v rozmezi
od 20-37 °C. Jako mozné patogeny mohou zpusobovat onemocnéni ¢lovéka i zvifat, u kterych
je mozna nasledna kontaminace napt. mléka nebo masa [40; 41].

Prvni popsanou enterobakterii je Serratia marcescens. Jeji ¢ervené zbarveni je zpisobeno
pigmentem prodigiosinem, ale jeho tvorba je zavisld na podminkach a kmeni bakterie.
Je produkovan jen za aerobnich podminek pii definovanych teplotach. Serratia marcescens
dokaze ptezit a rust i za extrémnich podminek, a to i V pfitomnosti antiseptickych
a dezinfekénich c¢inidel. U této bakterie byla také hlaSena odolnost vuci
riznym antibiotikam [40; 41].

Obrazek 12: Serratia marcescens [42]

3.8.1.2 Bacillus cereus

Do rodu Bacillus (¢eled Bacillaceae) se zatazuje vice nez 60 druhu, které jsou Siroce
distribuovany v ptirodé. Mohou byt nalezeny ve vodé, v ptidé, v potravinach a lze je izolovat
I z eukaryotickych organismu. Tyto grampozitivni bakterie ty¢inkovitého tvaru mohou rist za
aerobnich 1 fakultativné anaerobnich podminek. V potravinafském pramyslu se vyuZzivaji
enzymy produkované nepatogennimi kmeny rodu Bacillus [40; 41].

Hlavnim pivodcem onemocnéni z potravin je druh Bacillus cereus. Snadno kontaminuje
potraviny rostlinného plivodu, na které se dostal zpldy, ale Casto kontaminuje maso,
vejce nebo mlééné produkty. Otravy jidlem projevujici se prijmem jsou pravdépodobné
zpusobeny enterotoxiny, které tato bakterie produkuje pfi logaritmické fazi ristu. Typ této
otravy jidlem je témé&f identicky jako u bakterie Clostridium perfringens. Druhym typem
intoxikace je tzv. emeticky syndrom. Ten je zplisobovan emetickym toxinem, a prvni piipady
byly asociovany s konzumaci ryze v ¢inskych restauracich. Projevuje se nevolnosti, zvracenim
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doprovazenym prijmem. Bacillus cereus_tvoii spory, které dokazi ptezit i tepelné zpracovani
potravin [40; 41].

Obrazek 13: Bacillus cereus [43]

3.8.2 Priprava kultur mikroorganismi a kultiva¢niho média

Vybrané mikroorganismy byly naoCkovany ze Sikmého agaru do tekutého média
ve sklenénych zkumavkach, které byly po inokulaci inkubovany pii teploté 26 °C po dobu
24 hodin v termostatu.

Do Erlenmeyerovych ban¢k bylo navazeno 6 g nutriéniho agaru a smichano se 150 ml
destilované vody. Zivné médium bylo sterilovano v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20
minut.

3.8.3 Vlastni ovéreni antimikrobialni aktivity
Do mirné ochlazenych sterilovanych Zivnych médii bylo pfidano 1,5 ml promichané
24hodinové suspenze mikroorganismt a zivné médium s mikroorganismy bylo nalito
do Petriho misek. Do ztuhlych Zivnych médii byly sterilnim sklenénym korkovrtem vykrojeny
Ctyfi jamky. Jedna z jamek vzdy reprezentovala slepy vzorek, do kterého se ptidalo 100 pl
rozpoustédla pouzitého pii extrakei, a do zbylych tii bylo pipetovano 100 pl extraktu vzorku.
Vyhodnoceni antimikrobialni aktivity prob&hlo po 72hodinoveé inkubaci pfi teploté 26 °C.

Po inkubaci byla vyhodnocena mira inhibice bakterialniho rtstu zazvorovych extrakti.
Sledovana byla pfitomnost a piipadna velikost inhibi¢nich zon.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Néplni prace byla analyza extraktl z oddenku zdzvoru a zdzvorového Caje. Konkrétné se
jednalo o spektrofotometrické stanoveni celkovych polyfenolit a flavonoidi spolu se
stanovenim celkové antioxidacni aktivity. Dale byla sledovdna antimikrobidlni aktivita
extrakti proti bakteriim Serratia marcescens a Bacillus cereus. V neposledni tadé byl
zkouman vliv extrak¢nich rozpoustédel a doby extrakce na mnozstvi uvolnénych latek.

4.1 Obsah celkovych polyfenoli

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.5 byla stanovena koncentrace celkovych polyfenold
ve vzorcich. Vypocitané koncentrace polyfenold vyjadieny jako obsah kyseliny gallové jsou
uvedeny v Tabulce 4 a Tabulce 5. Koncentrace polyfenolt v ¢aji byly vypocitany z kalibra¢ni
rovnice, ktera byla ziskana postupem v kapitole 3.5.3:

y=1,6163 « c +0,0095

Tabulka 4: Koncentrace polyfenolii v caji

c [mg-ml?]

ET SVLT SVV
t [min] ¢ [mg'ml?] | ¢ [mgml!] | ¢c[mgml?’]

0 0,011 0,000 0,087
5 0,023 0,143 0,303
10 0,129 0,264 0,358
20 0,204 0,333 0,410
40 0,308 0,378 0,462
80 0,384 0,441 0,481

0,600 ~

0,500 -+

0,400 -+

0,300 A

0,200 A

0,100 A

0,000 -

10 20
t [min]

40

t — C¢as odbéru, ET — ethanol, SVLT — sterilni voda o laboratorni teploté, SVV — sterilni voda vatici

80

WET mSVLT mSvV

Obrazek 14: Grafické znazornéni obsahu polyfenolii v cajovych extraktech
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Koncentrace polyfenolt v extraktech oddenku zazvoru byla vypocitana z kalibra¢ni rovnice
ziskané podle postupu z kapitoly 3.5.3:

y = 1,745« ¢ + 0,0036

Tabulka 5: Koncentrace polyfenolii v extraktu oddenku zdazvoru

ET SVLT SVV
t [min] ¢ [mg'ml?] | ¢ [mgml'] | ¢[mgml?!]

0 0,038 0,028 0,041
5 0,043 0,037 0,046
10 0,042 0,040 0,048
20 0,061 0,041 0,050
40 0,071 0,044 0,052
80 0,078 0,046 0,054

t — ¢as odbéru, ET — ethanol, SVLT — sterilni voda o laboratorni teploté, SVV — sterilni voda vafici

0,090 -
0,080 A
0,070 A
0,060 -
0,050 H
0,040 -

0,030 H

¢ [mg-ml1]

0,020 A

0,010 A

0,000 -
0 5 10 20 40 80
t [mm] W ET mSVLT mSVV

Obrazek 15: Grafické znazornéni obsahu polyfenolii v extraktech oddenku zazvoru

Z namétenych vysledkll muizeme vypozorovat, ze se koncentrace polyfenoli zvySuje s dobou
extrakce. Nejvyssi koncentrace polyfenoli byla stanovena na 0,481 mg'ml™? v extraktu ¢aje
ve vafici vod¢ v 80 minutach luhovani. Naopak u extrakth oddenku zézvoru byly nejvyssi
koncentrace zjistény u ethanolového extraktu s koncentraci 0,078 mg:ml? v 80 minutach
macerace. Koncentrace polyfenolii u zazvorového extraktu jsou nékolikanasobné nizsi nez
u ¢ajovych vyluhii. Divodem muze byt fakt, Ze ¢aj je vysusend forma oddenku zazvoru, a proto
je ¢ajovy extrakt koncentrovanéj$i nez extrakt z oddenku.
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4.2 Obsah celkovych flavonoidii

Stanoveni celkovych flavonoidi bylo provedeno podle postupu uvedeném v kapitole 3.6.
Vypocitané koncentrace vyjadiené jako obsah katechinu jsou uvedeny v Tabulce 6
a Tabulce 7. Obsah flavonoidi v ¢aji byl vypocitan z kalibraéni rovnice ziskané postupem
v kapitole 3.6.3:

y =3,5498 « ¢ — 0,0014

Tabulka 6: Koncentrace flavonoidii v ¢aji

ET SVLT S\AY
t [min] ¢ [mg'-ml?!] | ¢[mgml?] | ¢[mgml]

0 0,031 0,001 0,048
5 0,036 0,060 0,119
10 0,071 0,091 0,132
20 0,099 0,117 0,136
40 0,130 0,124 0,151
80 0,147 0,147 0,158

t — ¢as odbéru, ET — ethanol, SVLT — sterilni voda o laboratorni teploté, SVV — sterilni voda vafici

0,180 ~
0,160 A
0,140 -
0,120 A
0,100 H
0,080 A

0,060 -

¢ [mg-ml1]

0,040 -

0,020 H

0,000 -
0 5 10 20 40 80
t [mln] W ET mSVLT mSVV

Obrazek 16: Grafické znazornéni koncentrace flavonoidii v caji

Koncentrace flavonoidi v oddenku zazvoru byla vypocitdna z kalibracni rovnice ziskané
postupem v kapitole 3.6.3:

y =3,4182 ¢ ¢ +0,0024
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Tabulka 7: Koncentrace flavonoidii v oddenku zazvoru

ET SVLT SV
t [min] ¢ [mg'ml?] | ¢ [mgml'] | ¢[mgml?!]

0 0,012 0,014 0,021
5 0,014 0,018 0,025
10 0,015 0,020 0,026
20 0,022 0,020 0,028
40 0,022 0,022 0,030
80 0,023 0,024 0,028

t — ¢as odbéru, ET — ethanol, SVLT — sterilni voda o laboratorni teploté, SVV — sterilni voda vafici

0,035 4
0,030 -+
0,025
0,020

0,015

¢ [mg-ml1]

0,010

0,005

0,000
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Obrazek 17: Grafické znazornéni obsahu flavonoidii v extraktu oddenku zazvoru

Stejné jako u polyfenoll, mizeme i zde pozorovat stoupajici tendenci koncentraci.
Nejkoncentrovanéjsi roztoky byly opét u Cajovych extraktl, kde se jako nejvhodnéjSim
rozpoustédlem uplatnila opét vatici voda. Nejvyssi koncentrace byla stanovena ve vzorku ¢aje
Vv dase extrakce 80 minut na hodnotu 0,158 mg-ml™. Koncentrace flavonoidi u extraktl
oddenku zazvoru byla nejvyssi ve vaiici vodé shodnotou 0,030 mg-ml?t v &ase extrakce
40 minut.
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4.3 Antioxidac¢ni aktivita

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena podle postupu v kapitole 3.7. Namétena data jsou
zaznamenana v Tabulce 8 a Tabulce 9.

Tabulka 8: Antioxidacni aktivita caje

ET SVLT SVV
t [min] C[pgml'] | c[pgml’] | c[pgml’]
0 1756 14,4 2127
5 160,5 3128 583,1
10 604,7 691,1 817,1
20 647,9 647,9 831,5
40 986,2 601,1 849,5
80 1011,4 921,4 1036,6

t — ¢as odbéru, ET — ethanol, SVLT — sterilni voda o laboratorni teploté, SVV — sterilni voda vafici
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Obrazek 18: Grafické znazornéni antioxidacni aktivity caje
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Tabulka 9: Antioxidacni aktivita extraktu oddenku zdzvoru

ET SVLT SVV
t [min] ¢ [pgml’] | c[pgml’] | c[pgml’]
0 1325 174,2 124,5
5 134,3 150,8 147,2
10 133,2 1494 150,1
20 192,9 148,3 176,7
40 209,1 162,0 1753
80 206,2 162,3 1634

t — ¢as odbéru, ET — ethanol, SVLT — sterilni voda o laboratorni teploté, SVV — sterilni voda vafici
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Obrazek 19: Grafické znazornéni antioxidacni aktivity extraktu oddenku zazvoru
Z namétenych dat vyplyva, ze nejintenzivngjsi antioxidacni aktivitou disponuji extrakty Caje.
Muzeme si povSimnout, ze antioxida¢ni aktivita se v €aji vyrazné zvySuje s dobou extrakce.
To je pravdépodobné dano tim, ze se jako antioxidacni latky uplatiuji polyfenoly, jejichz
koncentrace se také zvysovala s dobou extrakce [28]. Podobnou analogii miizeme pozorovat
u vyluhti oddenku zazvoru, kde se nejvice polyfenolti uvolnilo do ethanolu, a pravé ethanolovy
extrakt vykazuje nejvyssi antioxidaéni aktivitu.
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4.4 Antimikrobialni aktivita

Test antimikrobialnich €¢inkl zazvorovych extrakti byl proveden podle postupu uveden¢ho
v kapitole 3.8. Testovany byl pouze extrakty s nejvyssi koncentraci polyfenold. Vysledky
ovéteni antimikrobidlni aktivity jsou zachyceny na obrazcich 20-22.

Obrazek 20: Bacillus cereus, ethanolovy extrakt caje vilevo, extrakt caje ve variCi vodée vpravo, cervené
Jsou naznaceny inhibic¢ni zony

TR

Obrazek 21: Extrakty caje ve varici vode s Bacillus cereus (vlevo) a Serratia marcescens (vpravo)
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Obrazek 22: Bacillus cereus, extrakt oddenku zdazvoru ve varici vode (vlevo), ¢aj ve varici vode (vpravo)
Jako antibakterialni latky se uplatiuji terpeny a polyfenolické latky [4; 21]. Nepatrné inhibi¢ni
zOny byly pozorovany u vzorkll snejvySSimi koncentracemi polyfenola ze vsech
testovanych. Jedna se o vodné extrakty ¢aje. Oba dva vzorky obsahovaly bakterii Bacillus
cereus. Je mozné, Ze antimikrobidlni latky nebyly v dostate¢né koncentraci, aby inhibovaly
rist mikroorganismutl. Navic je Serratia marcescens zna¢né odolna bakterie Schopna piezit
I v extrémnich podminkach [41].

Podle literatury vykazovaly extrakty zazvoru inhibi¢ni u¢inky proti mikroorganismum E. coli,
Y. enterocolitica i B. cereus [44].
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5 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo prostudovani a analyza ptirodnich latek v zazvoru. Sledovany
byly antioxida¢ni uCinky a také antimikrobidlni aktivita vi¢i mikroorganismim Bacillus
cereus a Serratia marcescens. Zazvorové extrakty byly piipraveny ze zazvorového Caje

a oddenku zézvoru a vyluhovani aktivnich latek bylo provedeno do ethanolu, vody o
laboratorni teploté a do vody vafici.

Spektrofotometrickymi metodami byl stanoven obsah celkovych polyfenolu a flavonoidi
v extraktech. Nejvyssi koncentrace polyfenold byla zaznamenana v extraktu ¢aje ve vafici
vodé v ¢ase extrakce 80 minut. Tato hodnota odpovida 0,481 mgml? kyseliny gallové.
Nejnizsi hodnota byla naméfena u extraktu vody o laboratorni teploté v ¢ase 0 minut, kdy se
V porovndni s ostatnimi vzorky neuvolnilo ani detekovatelné mnozstvi polyfenoltl. Do vafici
vody, se stejné jako u polyfenolt, uvolnilo nejvice flavonoidi v ¢ase extrakce 80 minut. Jejich
koncentrace, vyjadfena jako mnozstvi katechinu, se rovna 0,158 mg-ml™. Nejnizsi obsah byl
stanoven u vody o laboratorni teploté v ¢ase 0 minut: 0,001 mg-ml™. Antioxidaéni aktivita aje
byla nejintenzivnéjsi v ¢ase extrakce 80 minut pro vSechny tfi rozpoustédla. Velice slaby
inhibi¢ni ¢inek obsazenych latek na mikroorganismy byl pozorovan u vodnych extrakti Caje,
a to pouze proti bakterii Bacillus cereus.

Z vysledku 1ze odvodit, Ze €aj je lepSim zdrojem aktivnich latek nez Cerstvy oddenek
zazvoru. Vyznamnym faktorem muze byt fakt, Ze na rozdil od Cerstvého oddenku, je ¢aj bio
kvality.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABTS
TEAC
AIBN
ABAP
AMVN
AAPH
ROS
DPPH
FRAP
FC
ORAC

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
Trolox equivalent antioxidant capacity
a,0-azobisisobutyronitrile
2,2-azobis(2-amidinopropane)
2,2'-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)
2,2'-azobis(2-amidinopropane)
reactive oxygen species
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Feric reducing antioxidant power
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

Oxygen radical absorbance capacity
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