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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na studium antimikrobialnich UCinkt extraktl ze
skofice, hiebicku, zazvoru mletého a Cerstvého proti Bacillus subtilis, Aspergillus niger
a Pichia fermentans. Extrakty kofeni byly pfipraveny ve téech rozpoustédlech (ethanol, voda,
octan ethylnaty) a pro testovani inhibi¢nich u¢ink na dané mikroorganismy byly pouzity dveé
metody diskova difuzni a bujonova dilu¢ni metoda. Déle byla stanovena antioxida¢ni aktivita
a celkovy obsah polyfenolickych latek v kofeni.

Vysledky naznacuji, ze skofice i hiebi¢ek extrahované v octanu ethylnatém a ethanolu jsou
velice slibnd antimikrobialni ¢inidla proti vSem testovanym mikroorganismim. Kombinace
skofice a hiebicku vykazuje aditivni uCinek zejména po extrakci octanem ethylnatym.
Nicménég, v piipadé bujonové diluéni metody vykazoval nejvyssi inhibici bunééného ristu
zazvor Cerstvy a to pii optimalnich ristovych podminkach Bacillus subtilis (35 °C, pH 7, 250
rpm). Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla pro vSechny mikroorganismy stanovena
8,3 mg/ml.

Nejveétsi mnozstvi polyfenolickych latek bylo v ptipadé extrakt v ethanolu a to u skofice
a hiebicku, coz koreluje s vysledky antioxida¢ni aktivity.

ABSTRACT

The antimicrobial effects of cinnamon, clove and ginger (grand and fresh) extracts against
Bacillus subtilis, Aspergillus niger and Pichia fermentans were studied in this thesis. Selected
spices were extracted in three solvents (ethanol, water and ethyl acetate) and inhibition effect
on tested microorganisms was studied using two methods disc diffusion and broth dilution
methods. The antioxidant activity and total polyphenolic compounds from spices were also
determined.

The results showed that cinnamon and clove extracts in ethyl acetate and ethanol were
a promising antimicrobial substances for all tested microorganisms. Combination of cinnamon
and clove especially ethyl acetate extracts showed an aditive effect. However, in the case of
broth dilution method, fresh ginger inhibited bacterial growth under optimal growth
conditions of Bacillus subtilis (35 °C, pH 7, 250 rpm). Minimum inhibitory concentration
(MIC) values for all susceptible microorganisms was determined 8,3 mg/ml.

The highest amounts of polyphenolic substances were found in cinnamon and clove
ethanol extract and this result was in correlation with antioxidant activity.

KLICOVA SLOVA

Antimikrobialni G¢inek, kofeni, esencialni olej, antioxidaéni aktivita, polyfenoly
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1. UVOD

Rostliny, kofeni a esencidlni latky jsou latky ptirodniho ptivodu, obsahujici antimikrobialni
slozky - silice. Antimikrobialni latky se hojné vyuzivaji v potravinarském prumyslu, protoze
potlauji rust a rozmnozovani nezadoucich patogennich mikroorganismd, prodluzuji
trvanlivost potravin a zajist'uji jejich bezpecnost.

EOs a jiné rostlinné vytazky maji antibakterialni, antimykotickou a nativni aktivitu a jsou
povazovany za potencialni nové latky Géinné k 1€¢bé infekénich chorob a konzervaci potravin.

V dnesni dobé roste zajem o pripravky, které zajisti bezpecné, zdravotné nezavadné
avysoce kvalitni potraviny a to z divodu vyskytu novych patogennich mikroorganismu.
Existuji rizné techniky, které zajisti ochranu potravin napi. vakuové baleni potravin,
uchovavani pod inertni atmosférou, mirné tepelné zpracovani nebo naopak chlazeni potravin.
Tyto techniky jsou vSak nedostatecné proti  patogennim  mikroorganismim
a proti mikrobidlnimu kaZeni. V soucasné dobé existuje fada studii, které se zabyvaji
antimikrobialni aktivitou kofeni a hledanim novych alternativnich a u¢innych slozek pro
konzervaci a prodlouZeni trvanlivosti potravin. Na zakladé¢ dosud publikovanych vysledku
bylo zjisténo, ze pii pouziti esencialnich oleju jako bio konzervaénich latek doslo ke zvySeni
trvanlivosti i celkové kvality vyrobku a snizil se vyskyt patogennich mikroorganismd.

Tato diplomova prace se zamétuje na studium a ovéfeni antimikrobialnich G¢inkt extraktl
z riznych druht kofeni (skofice, hiebi¢ek, zazvor) na vybranych zéastupcich bakterii, kvasinek
a plisni za pouZziti agarove difuzni a bujonové dilu¢ni metody. Dale byla stanovena
antioxida¢ni aktivita a celkovy obsah polyfenolti obsaZzenych v esenciélnich olejich s ohledem
na druh kofeni a zptsob extrakce respektive pouziti extrakc¢niho rozpoustédla.



2. ESENCIALNI OLEJE

Silice neboli éterické (esencialni oleje) jsou tékavé, aromatické, olejové smési pFirodnich
latek, které jsou tézko rozpustné ve vodé€. Obsahuji komplexni smés vonnych a tékavych
latek. Silice maji hydrofobni charakter a vykazuji pomérmné velkou viskozitu. Vyznacuji se
optickou aktivitou a vysokym indexem lomu, které jsou dany pifitomnosti nenasycenych latek
sdvojnymi a trojnymi vazbami. Ziskavaji se pomoci vhodné metody z aromatickych
a tékavych &asti rostlin (destilace vodni parou, extrakce oxidem uhligitym).H?

Uz od stiedovéku jsou esencialni oleje znamé piedeviim pro své antimikrobialni™ a légivé
¢inky. Jejich komponenty vykazuji také antivirovou® antimykotickou™ a antitoxickoul”’
aktivitu a insekticidni vlastnosti®®, které pravdépodobn& souvisi s funkci latek v danych
rostlindch. Esencialni oleje (EOs) hraji dtlezitou roli v ochrané rostlin. Rtizné druhy rostlin
obsahuiji odli$né mnoZstvi procentuélniho zastoupeni EOs. ]

Esenciélni oleje jsou vysoce koncentrovane, proto by se mély pouzivat dostate¢né ziedéné.
Jsou nestalé a musi byt uchovavany v hermeticky uzavienych obalech v temnoté, aby se
zabranilo kompozi¢nim zménam. [11.020]

2.1. Historie esencialnich oleju

Kofeni bylo jiz od starovéku vyuzivdno pro svoji viini na vyrobu parfémt a pro své
konzervaéni uéinky. Kofeni a EOs byly pouzivany jiz pted 2000 lety v Egypté&, Ciné a Indii.
V 9. stoleti byla extrakce kofeni zdokonalena Araby. AZ do 16. stoleti nebyly v Evropé EOs
prili§ rozsiteny, avSak v prubéhu 19. a 20. stoleti narstal jejich vyznam v mediciné zejména
pro jejich vyraznou chut a aroma. V 16. stoleti doSlo k rozsifeni literatury s rostlinnym
1é¢itelstvim, kde podle predepsanych metod bylo mozné pripravit oleje a vonné vody.
V obdobi 18. a 19. stoleti zacali chemici identifikovat aktivni latky 1é¢ivych rostlin jako napf.
kofein, chinin, morfium atd. ]

Rostlinné extrakty piispivaly kromé viing a chuti také k potlaceni ristu gram-pozitivnich
bakterii. Také mohou zvySovat jeho skladovaci stabilitu prostfednictvim aktivnich prvku,
véetné fenoll, alkoholli nebo aldehydd. Prvni védecké studie byly publikovany uZ v roce
1880, kdy olej ze skotice byl ufinny v boji proti sporam antraxu. Hiebi¢ek byl tspésné
pouzivan pro konzervaci masnych vyrobku, sirupti, omacek a bonboénu. V roce 1910 byl
zjistény antimikrobialni uinek skofice a hiebidku u vyroby jablené §tavy. 2
V oblasti Ciny a Indie je vyuzZiti rostlin jako u¢inné 1é¢ebné metody znamé uz tisice let, ale
v Evropé se lé&eni vracime aZ v posledni dobs. 4

2.2. Vyskyt EOS

Silice se vyskytuji v rostlinch. Je zndmo asi 3000 druht, ale nejvyznamnéjsich je kolem
300, ty jsou komeréné vyuzivany ve farmaceutickém, potravinaiském, zemédé¢lském
a kosmetickém pramyslu. Silice se tvofi v protoplasmé sekre¢nich bun¢k, rozpadem
bunécnych blan nebo hydrolyzou urcitych glykosidi. Mohou prostupovat vSemi pletivy nebo
se koncentrovat v ur€itych organech napf. v kiie a listech skoficovniku, v Zl&znatych
trichomech listi maty apod. Syntetizuji se v riznych rostlinnych organech (kvéty, listy,
pupeny, kura, stonky). Rostliny, které obsahuji alkaloidy, silice viilbec neobsahuji nebo jen

8



vV malé mife a naopak. Obsah silic se v rostliné méni béhem jeji ontogeneze, ale i béhem 24
hodin, coZ je ditkazem jejich zapojeni do latkové vymény. [91.023].[24]

2.3. Slozeni EOS

Esencialni oleje se skladaji z velkého poctu chemickych sloucenin. Jsou zastoupeny
latkami predevsim s nizkou molekulovou hmotnosti, s mensim poétem kyslikatych skupin,
bez glykosidové vazby na cukry. Obsahuji tedy zna¢ny podil terpenovych (monoterpenovych,
diterpenovych a seskviterpenovych) uhlovodiki. Vonné a chutové vlastnosti latek
esencialnich olejii nemaji velky vyznam, protoze nositeli viin€ a chuté jsou kyslikaté latky
(alkoholy, aldehydy, ketony, estery...). P10

Podrobnou analyzu o sloZzeni EOs muzeme =zajistit pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. Jsou to pfirodni komplexy, které mohou obsahovat 20 — 60 jednotlivych
komponent v rizném koncentratnim zastoupeni. VéEtSinou se vyznaduji pfitomnosti dvou
nebo tiech hlavnich sloZzek ve vysoké koncentraci (20 — 70 %), ostatni slou¢eniny se nachazi
ve stopovém mnozstvi. Antimikrobialni G¢inek latky vSak zavisi na nékolika faktorech, napf.
zpisobu extrakce, objemu inokula, rdstové fazi mikroorganismu, vnitfnich a vné&jSich
podminkach potraviny (pH, obsah vody, konzervac¢ni latky, antioxidanty). 120131

Za antibakterialni aktivitu jsou odpovédné fenolové slouceniny. Hlavni komponenty fady
EOs vykazujici antimikrobialni aktivitu jsou uvedeny v Tabulce 1.

EOs vyrobené zrostliny sklizené ihned nebo v pribéhu odkvétu vykazuji nejsilngjsi
antimikrobidlni aktivitu. Také sloZeni EOs ze stejné rostliny, ale z riznych ¢asti se vyrazné
lisi. Napiiklad esencialni olej ziskany ze semen koriandru mé zcela odlisné sloZeni nezZ
z listkd koriandru.



Tabulka 1: Hlavni komponenty EOs vykazujici antimikrobialni aktivitu

Néazev rostliny Latinsky nézev rostliny Hlavni slozky SloZeni v %
Koriandr Coriandrum sativum Linalool ™! 70 %
(semena) E-2-decnal ™ -

Koriandr Coriandrum sativum (listy) Linalool 4 26 %
E-2-decanal ' 20 %
Skotice Cinnamomum zeylanicum Trans-cian%r]naldehyde 65 %
Oregano Origanum vulgare Carvacrol ! 80 %
Thymol 71 64 %
p-Cymen ¥ 52 %

y-terpinen [*°! 2-52%

Salvgj Salvia officinalis L. Kafr [°] 6—15 %

a-pinen ! 4-5%

B-pinen 2 2-10%

1,8-cineole 2 6—14 %

a-tujon 2% 20 — 42 %

Rozmaryn Rosmarinus officinalis a-pinen ™ 2-25%

1,8-cineole [ 3-89 %

Kafr (9 2-14%

Bornyl acetat **! 0-17 %

Hiebitek Syzygium aromaticum Eugenol %] 75 -85 %

Eugenol acetat ! 8-15%

Tymién Thymus vulgaris Thymol ] 10— 64 %

Carvacrol 1?2 2-11%

p-Cymen [ 10 - 56 %

y-terpinen #*! 2-31%

2.4. Biologické ucinky EOs

Eterické oleje jsou piirodni komplexni smési. Obecné plati, Ze hlavni komponenty
esencialniho oleje odrazi biofyzikalni a biologické vlastnosti ze zakladnich oleju, z nichz byly

izolovany. 24

Mnoho novych studii se zabyva u esencidlnich oleji biologickymi ucinky na lidské

zdravil 24 2]

a ochranu zivotniho prostredi

[24],[34]

Nékteré z EOs predstavuji urcité

alternativy nebo dopliky syntetickych sloucenin v chemickém pramyslu, které vSak
nevykazuji sekundarni t€¢inek. Silice a jejich sloZky jsou velmi G€inné proti Sirokému spektru
organismu, vcetn¢ bakterii, vir, plisni, paraziti, roztocl, larev a hmyzu. V rostliné¢ plni

funkci latek s protipatogennimi ucinky.

[91.[24]

U silic bylo prokazano, Ze vykazuji cytotoxickou aktivitu. Esenciélni oleje dokazou

proniknout pifes bunécénou

sténu, plazmatickou membranu,

polysacharidi, mastnych kyselin a fosfolipidi, které permeabilizuji.
permeabilizace spojena se ztratou iontd, snizenim membranového potencidlu a vycerpani

zasob ATP. PoSkozeni a naruseni bunécné stény vede k lyzi buriky.

[24],[25]

naru$it nékolik vrstev
U bakterii je

Cytotoxicita EOs je spojena s piitomnosti fenold, alkoholt a aldehydi. Tato vlastnost ma
velky vyznam v aplikaci EOs proti lidskym a zvifecim patogeniim a parazitim. Cytotoxické
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vlastnosti rtuznych éterickych oleju a jejich slozek jsou spojeny s antikarcinogennimi
i~ [24].[25]
ucinky.

Neékteré esencialni oleje vykazuji fytotoxicitu, z divodu piitomnosti fotoaktivnich
molekul, jako jsou napi. furokumariny. V piipadé cytotoxicity esencidlniho oleje poSkozuji
bunéénou membranu a membrany organel, kdy mohou pusobit jako prooxidanty na bilkoviny
a DNA a dochézi k produkci reaktivnich forem kysliku. Oproti tomu fytotoxické slozky
esencié[tln]ich oleji pronikaji az do bungk, aniz by doslo k poskozeni membrany, proteinu nebo
DNA.

2.5. Mechanismus ué¢inku EOs

Mechanismus G¢inku silic na mikroorganismy je komplexni a nebyl jesté zcela objasnén.
Antimikrobidlni u¢inky souvisi s hydrofilni a lipofilni povahou jednotlivych komponent
esencidlnich olejii. Celkovy ucinek EOs zavisi na citlivosti mikroorganismu a na druhu silice.
Chemické slozeni a Gcinek silice ovlivnuji také klimatické zmény, ristové podminky, pouzita
Cast rostliny, zpusob extrakce a jeji zplisob uchovavani. Napft. terpenoidy jsou latky
lipofilniho charakteru, které snejvétsi pravdépodobnosti pisobi na membranové enzymy
a blokuji respiraéni cyklus. Jiné silice mohou mit vliv na biochemické zmény
v mikroorganismu napf. inhibice syntézy DNA, RNA, proteinii a polysacharidd. Terpeny
s aldehydickou funkéni skupinou nebo hydroxylovou funkéni skupinou vazanou na
benzenové jadro (fenoly) rozruSuji membranu. Také potlacuji enzymatickou aktivitu nebo
uplné zastavi produkci enzymil, ¢imZz mohou zpusobit i smrt bakteridlni buiiky. 1,261

Lambert a kol (2001) provedli studii, kde byly zjistovany mechanismy G¢inku thymolu,
karvakrolu a eugenolu na Pseudomonas aueroginosa a Staphylococcus aureus. Mechanismus
jejich baktericidnich u¢inkd spocival ve zvySeni permeability bunééné membrany, kdy
slouceniny pronikaji do cytoplazmy bakterii pfes proteiny vnéj$i membrany, ¢imz dochazi
k poskozeni transportu iontd. [32]

Ultee a kol. (2001) prokazali, ze pii soucasném pusobeni karvakrolu a cymenu na Bacillus
cereus zvysuje cymen baktericidni aktivitu karvakrolu. Tento synergicky ucinek je zptisoben
naruSenim cytoplazmatické membrany gram-pozitivnich bakterii cymenem. Karvakrol pak
muze snadnéji vstoupit do buiiky a zesilit poruseni transportu iontli a zivin do bunky. [33]

Obecné plati, Ze antimikrobidlni aktivita pfirodnich latek se odviji od sloZeni bunécné
stény cytoplazmatické membrany. Gram-pozitivni bakterie jsou citlivéjsi k antimikrobialnim
latkam, protoze vnéj$i membrana obsahuje vyssi vrstvu peptidoglykanu, obsahujici fetézce
kyseliny teichové. Gram-negativni bakterie obsahuji mensi vrstvu peptidoglykanu, ale silnou
vrstvu lipoproteint a liposacharidd, které zabranuji priniku cizorodych latek dovnitt buiky.
Jsou tedy obvykle vice rezistentnf k antimikrobialnim latkam z rostlin. 2421

Esencialni oleje jsou vzhledem k jejich baktericidnim a fungicidnim vlastnostem,
farmaceutickému a potravinaiskému ucelu stale vice rozsifeny jako alternativni ekologicka
ochrana krajiny. 2!

Kuorwel a kol. (2011) studovali antimikrobialni aktivitu thymolu, karvakrolu a linalolu
proti rustu S. aureus po jejich aplikaci do biodegradovatelnych folii na bazi Skrobu. Vybrané
latky vykazovaly antimikrobialni aktivitu proti fadé mikroorganismt a inhibovaly rist hub.
Vsechny antimikrobialni folie inhibovaly rust Staphylococcus aureus. Nejvyssi ucinek byl
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zaznamenan u thymolu, nicméné uéinek folii zavisel na koncentraci antimikrobialni latky.
Folie se zabudovanym esencialnim olejem jsou vyuZitelné jako potravinaiské obalové
materialy a také mohou snizit riziko vzniku onemocnéni z potravin. [62]

2.6. Vyuziti esencialnich oleji

EOs a jiné rostlinné piirodni latky nachazeji uplatnéni zejména v kosmetickém pramyslu
pro vyrobu Sampénid, vody do koupele nebo jako soucast parfémill. V potravinaiském
prumyslu maji uplatnéni jako ptirodni ptipravky pii konzervaci a prodlouZeni trvanlivosti
potravin, potladeni rustu patogennich mikroorganismi a k celkovému zvySeni kvality
vyrobku. Také maji Siroké uplatnéni ve farmacii, kde se kromé silic pouzivaji pfimo sili¢né
drogy a téZ jednotlivé izolované slozky silic napf. znaté maty peprné (Herba menthae
piperine) se izoluje matova silice (Oleum menthae piperine) a z ni dale mentol. M3

Jednotlivé slozky esencialnich oleji jsou pouzivany jako aromatické ptisady a vonné
esence. Zakladni oleje maji vyuziti pfi masazich ve smési s rostlinnymi oleji, ale predev§im
v aromaterapii. 1124

Existuje mnoho zptisobt jak vyuzit drogy obsahujici silice. Uplatiuji se predev§im jako
desinfek¢ni a antiseptické prostfedky, stomachika, diuretika, karminativa (latky ptsobici proti
nadmérné plynatosti stfev), antiflogistika a k 163b& infek&nich chorob. ]

Navic nékteré znich vykazuji antimutagenni vlastnosti, které mohou byt propojeny
s antikarcinogennimi G¢inky. Také bylo prokazano, Ze prooxida¢ni ¢innost silic, jejich
komponent nebo nékterych polyfenoll je efektivni v medicing pfi snizovani objemu tumoru
nebo proliferace nadorovych bungk. ¥

Esenciélni oleje maji terapeutické vyuZziti také v humanni mediciné, diky svym
protizanétlivym, protinadorovym, antivirotickym, antibakteridlnim a antioxida¢nim
vlastnostem. Syntetické konzervanty - jako antioxidanty nebo antimikrobialni latky jsou
povazovany za bezpedné a bez nezadoucich G&inkd. 7!

2.7. Metody ziskavani EOs

Nejcastéji se silice izoluji z rostlinného materidlu pomoci nékolika metod jako je destilace
vodni parou (SD)®, hydrodestilace (HD)"®, organické extrakcel®, superkriticka extrakce
oxidem uhlicitym (SCE)®?¥ ultrazvukova extrakce (UE)?®!, mikrovinna extrakce bez
rozpoustédel (SFME), vysokotlakd extrakce (HPSE), mikrovinna destilace (MAD)[31].
K ziskavani EOs se vyuziva i jinych postupt jako napf. extrakce pomoci tékavych latek
(hexan, oxid uhli¢ity) nebo tukd, které rostlina absorbuje a poté vylucuje. [11]

Metoda pro ziskani cennych a G€innych latek zavisi predev§im na druhu rostliny. [t

Metody pro ziskani esencialnich oleji:

Destilace vodni parou

Lisovani za studena

Extrakce oxidem uhli¢itym
Mikrovinna extrakce bez rozpoustédel
LouzZeni (leaching)
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e Extrakce ultrazvukem (sonikace)
e Superkriticka fluidni extrakce
e Extrakce chemickymi rozpoustédly

2.7.1. Destilace vodni parou

Tato metoda je pouzivana predevSim pro farmaceutické tcely, slouzi pro destilaci méalo
t€kavych latek, které se s vodou nemisi, nebo jsou v ni nepatrné rozpustné a neni nutné je
zahtivat na jejich bod varu. Vyuzivd vodni pary, kterd vstfebava vonné silice a vynasi je
smérem vzhiru. M3

U destilace se musi klast diraz na teplotu procesu, kdy pravé spravna kvalita ziskanych
oleju je zavisla na hodnoté teploty. Vyssi teplota umoziuje vyssi vytéznost, avSak na ukor
kvality, kdy olej neni tak Cisty. Parni destilace zarucuje nejlepsi vytézek, Cistotu produktu
a navic je relativné jednoducha a levna. [t

Metoda SD byla porovndvana s metodou HD pii vyrobé esencialniho oleje z hiebicku.
Podle vysledka studie, metoda SD poskytuje nejvyssi obsah eugenolu v hiebickovém oleji

(58,2 %) a nejnizsi byl ziskan metodou hydrodestilace (48,8 %). %8
2.7.2. Lisovani za studena

Dany proces se uplatiiuje piedevs§im u citrusovych plodd, kde jsou éterické oleje obsazeny
ve slupce. Metoda lisovani je velmi jednoduchy proces, kdy na konci je vysledna smés oleje
a vody oddélena centrifugaci. [11]

2.7.3. Extrakce oxidem uhli¢itym
Extrakce pomoci kapalného oxidu uhli¢itého je metoda provadéna za nizké teploty
avysokého tlaku, ktera vytvaii ptirozengj$i organolepticky profil, ¢imz zaruCuje
plnohodnotné zachovani vonnych esenci a kvality oleje. Nevyhodou je finan¢ni a technicka
naro&nost. 1%

2.7.4. Louzeni

LouZeni neboli leaching je separace pevného materialu za ptsobeni kapaliny, v nizZ je dana
matrice rozpustna.

2.7.5. Extrakce ultrazvukem

Tradi¢ni extrakéni metoda pro pevné vzorky, ktera je ¢asové naro¢na a pracna. Vzorek se

Vv ultrazvukové 14zni intenzivné pohybuje, a piipadné shluky ¢éstic se rozpadaji. [30]
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2.7.6. Superkriticka fluidni extrakce

Metoda vyuziva superkritické fluidni kapaliny pfi kritické teploté a tlaku, které kombinuji
solvatacni silu kapalin a difuzivitu plynd. Umoziuje rychlejsi extrakci, z diivodu nizsi
viskozity a vyss§i difuzivity, rychlejsi transport hmoty a efektivnéj$i extrakéni ucinnost
kapaliny ptes vzorek matrice vlivem kontinualniho toku. [30]

SFE byla testovana u vyroby esencidlniho oleje z hiebi¢ku pod vlivem riiznych parametra,
jako je teplota, tlak a velikost ¢astic. Vysledky ukazuji, ze teplota ma nejvétsi vliv na obsah
eugenolu v extraktu a velikost Castic na maximalni vytéznost esencidlniho oleje. Bylo
dokazano, ze SFE bylo ziskano nejvétsi mnozstvi latky eugenol acetatu z hiebicku, ktera je
éinnou antioxidaéni latkou. 8

2.7.7. Extrakce chemickymi rozpoustédly

Metoda se zacala vyuzivat aZ kolem 20. stoleti, rostliny jsou smichany s rozpoustédlem
jako je napf. aceton, ethanol, petroléther nebo chloroform. Extrakce je zaloZena na
rozpustnosti silic v nizkovroucich rozpoustédlech. Extrahovadlo musi dobfe pronikat
materialem a nesmi se misit s vodou. Po extrakci se rozpoustédlo odpafi za nizké teploty
a vakua. Organickd rozpoustédla extrahuji kromé¢ silic také vosky a barviva, coz komplikuje
samotnou vyrobu. 2

Mohamed Hussain a kol (2013) testovali antioxidacni aktivitu u Salvéje, tymianu
a majoranky extrahované v methanolu, ethanolu, diethyetheru a hexanu. Nejlepsi vytéznost
extraktu byla ziskana extrakci v methanolu, nasledoval ethanol, diethylether a hexan. Vice
polarni rozpoustédla jsou ucinnéjsi pii ziskavani fenolickych latek z rostlinnych materiali nez
mén¢ polarni. [34]
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3. Mikrobiologické metody

3.1. Metody pro stanoveni antimikrobialni aktivity

Antibakterialni latky jsou schopné potlacit rist urcitého patogenniho mikroorganismu. Pro
jejich detekci slouzi nékolik metod, které jsou zalozeny na stejném principu. Z toho divodu
se vysledky lisi podle typu pouZitého mikroorganismu, slou¢enin vykazujici antimikrobialni
aktivitu, zptisobu jejich extrakce nebo rozpustnosti. ¥° Metody pro stanoveni citlivosti
k antimikrobialnim latkam délime na kvantitativni a kvalitativni.

3.1.1. Kvalitativni metody

Mezi kvalitativni metody patii pfedevSim difuzni testy, které stanovuji semikvantitativni
citlivost bakterif k antimikrobialnim latkém. 2!

Diskova difuzni metoda

Diskova metoda slouzi pro stanoveni citlivosti vybraného mikrobialniho kmene
k antibakterialnim latkdm. Agarova plotna je nao¢kovana vhodnou koncentraci testovaného
mikroorganismu. Jde o velmi jednoduchou metodu, zaloZenou na difuzi antimikrobialni latky
napusténé v papirovém disku do agarové plidy. Dochédzi k mnozeni a rlstu bakterii, ktery se
postupné v piitomnosti antimikrobidlni latky inhibuje. Absorpci vody z ptdy se latka
rozpous$ti a nasledné difunduje do média, ¢imz kolem disku vznika koncentracni gradient
ucinné latky tzv. inhibi¢ni zéna. Na jeji velikost ma vliv druh testovaného mikroorganismu,
jeho citlivost k antimikrobialnim latkam, fyzikalni vlastnosti pudy a rychlost rastu
mikroorganismu. 2°13¢]

Perianayagam a kol. (2012) testovali metodou diskového difuzniho testu antimikrobialni
aktivitu ethanolového extraktu Trichodesmy indicum a jejich izolovanych slouc¢enin. Mezi
testovanymi mikroorganismy, jejichz rast byl uspé$né inhibovan, byly bakterie Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, plisné Aspergillus niger
a Aspergillus flavus. "

Lu a kol. (2011) porovnavali antibakterialni G¢inek riznych druhti kofeni proti Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus auerus a Saccharomyces cerevisiae. Esencialni olej
z oregana vykazoval nejvyssi Gcinek vici vSem mikroorganismiim, bazalka projevovala
antimikrobidalni aktivitu u gram-pozitivnich bakterii Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis.
EOs bazalky a oregana byl podrobeny také analyze pomoci GC/MS, ktera prokazala, Ze za
antimikrobiélni aktivitu odpovidaji fenoly a terpeny.

Celiktas a kol. (2007) testovali difuzni diskovou metodou silice a methanolové extrakty
rozmarynu lékarského proti Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonie, Enterococcus feacalis, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis a Candida albicans. Methanolové extrakty vykazovaly velmi
nizkou aktivitu u S. aureus, u ostatnich MO byly neaktivni. Samotné silice byly nejvice citlivé
pro E. feacalis a P. vulgaris. %!
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Agarova difuzni metoda

Podstata metody je podobna jako u diskové difuzni metody, stim rozdilem, Ze
antimikrobialni latka se aplikuje do ptipravenych vyhloubenych jamek v agarové plotné. [36]

Dorman a Deans (2000) zjistili, Ze thymol, karvakrol a eugenol vykazuji baktericidni
a bakteriostatické ucinky. Agarovym difuznim testem potvrdili aktivitu eugenolu proti deviti
gram-pozitivnim bakteriim a Sestnacti gram-negativnim. 1!

3.1.2. Kvantitativni metody

Mezi kvantitativni metody patii diluéni metody, které stanovuji mnoZzstvi antimikrobidlni
latky a¢inné pro inhibici ristu mikroorganismu tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
nebo pro jejich usmrceni tzv. minimalni baktericidni koncentrace (MBC).

Agarova dilucni metoda

Vybrané testované kmeny se aplikuji na Mueller-Hintonovuv agar, kdy kazda plotna méa
piesné definovanou koncentraci antimikrobidlnich latek. Na jednotlivé plotn¢ se muze
soucasn¢ testovat 36 riznych kmeni. Obvykle se testuje 12 — 15 ucinnych latek, které se
dvojnasobné fedi geometrickou fadou. Na agarové plotny se aplikuje pfipravené testované
inokulum a po ukonc¢eni doby inkubace se odecita nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky,
ktera inhibovala rast testovaného kmene. %!

Klan¢nik a kol. (2010) pouZili diskovou difuzni a diluéni metodu pro stanoveni
antimikrobialniho u¢inku ethanolového extraktu rozmarynu u gram-pozitivnich bakterii
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes) a gram-negativnich
bakterii (Salmonella infantis, Escherichia coli 0157: H7, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli). ¥

Lu a kol. (2011) testovali antibakterialni aktivitu synergického ucinku skofice a hiebicku
proti tfem gram-pozitivnim bakteriim (Bacillus subtilis, Bacillus cereus a Staphylococcus
aureus) a dvéma gram-negativnim bakteriim (Escherichia coli a Salmonella typhimurium).
Aditivni u¢inek byl nejvy3si u Bacillus subtilis a Bacillus cereus. [*!

Bujonova dilucni metoda

Metoda se testuje ve zkumavkach s objemem vétsim nez 1 ml, které obsahuji sestupnou
koncentraci antimikrobialni latky pii pouZiti rastového média Mueller-Hintonova bujonu
s upravenou koncentraci hof¢iku a véapniku. Testované inokulum se pfipravuje o optické
hustot¢ 0,5 dle McFarlanda. Danou metodou mizeme hodnotit citlivost jednoho druhu
koncentrace antimikrobialni latky, kde nevznikl Zzadny zakal, tedy nedoslo k rastu
mikroorganismu. %!

Becerill a kol. (2007) pouzili dilu¢ni metodu pii testovani antimikrobidlnich Géinkt
obalovych materialit obsahujicich skofici nebo oregano proti Escherichia coli
a Staphylococcus aureus. Antimikrobialni obal mél vysokou u¢innost, coz podporuje jejich
potencialni vyuziti jako materialu pro baleni potravinovych vyrobki. [*4
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Mikrodilucni metoda

Mikrodilu¢ni metoda se provadi v mikrotitra¢nich desti¢kach o objemu 0,5 ml. Pro kazdou
jamku desti¢ky se piipravi zasobni roztoky o rtuzné koncentraci antimikrobialni latky. Tuto
metodu lze provadét manudlné nebo automaticky pomoci jehlového inokulatoru. Naockované
desticky se inkubuji 16 — 24 hodin pfti teploté 37 °C. Rust bakterii se projevi zdkalem jamky
nebo sedimentem. Opét se stanovi MIC, tedy takovd koncentrace, kterd zabrani rdstu
mikroorganismu a nedochazi k vytvoreni zakalu v jamce. (26112

Skocibusis a kol. (2004) testovali aktivitu thymolu a karvakrolu, tedy ucinnych latek
tymidnu na bakteriich Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus auerus. Inhibi¢ni G¢inek byl prokazan u vsech
testovanych mikroorganismi, kromé Pseudomonas aeruginosa. %!

Perianayagam a kol. (2012) vyuzili tuto metodu pro stanoveni antimikrobialni aktivity
rostliny Trichodesma indicum. Vyrazna inhibice rustu byla prokazana u bakterie
Staphylococcus epidermis a Escherichia coli a plisni Aspergillus niger a Aspergillus flavus,
kde se MIC pohybovala kolem 38 pg/ml. Nejvyssi vsak byla u Pseudomonas aeruginosa -
76 pg/ml. Nejnizsi antimikrobialni ucinek byl zaznamenan u Bacillus subtilis a Candida

albicans. &7

Al-Bayati a kol. (2008) mikrodilu¢ni metodou testovali synergicky ti¢inek methanolovych
extraktt Thymus vulgaris a Pimpinella anisum proti deviti patogennim bakteriim. Samotny
tymian vykazoval inhibici u vSech mikroorganismt, nejvice u Bacillus cereus s MIC
15,6 ng/ml a Staphylococcus aureus. Synergicky ucinek byl nejvys$si u Proteus vulgaris
a Proteus mirabilis. Celkové vykazoval vyssi antibakterialni aktivitu tymian, ackoliv obé
rostliny jsou velice bohaté na obsah fenolickych sloucenin. 1

3.2. Stanoveni rustové krivky

Optimalni rtst mikroorganismt charakterizuje ristova kiivka, ktera ma sigmoidni tvar. Na
Obr. 1 je znadzornéna rustova kiivka, kde na osu X se vynasi doba kultivace a na
osu Yy logaritmus po¢tu zivych bunék. Na pocatku dochazi k nartistu bunék mikroorganismu,
ktery po dosdhnuti vrcholu opét klesa. Prirstek ani tbytek neni rovnomérny. V nékterych
usecich mize byt vyssi, jinde nizsi, tyto useky vymezuji na kiivce ristové faze. [45).[4]

Primérna genera¢ni doba bakterii je pfiblizn¢ 30 minut, u kvasinek se pohybuje od 3 - 3,5
hodiny. Pro rist bunék je nezbytny piisun dostatecného mnozstvi zivin a to Vv podobé
biogennich (P, S, C, H, N) a stopovych prvkd. [45].[46]

Lag-faze ristu

Prvni faze rustu zacind pii zahajeni kultivace a jeji doba se odviji od druhu
mikroorganismu a jeho fyziologického stavu. V dané fazi mikroorganismus neroste, pouze se
adaptuje na nové podminky, proto je tato faze nevyznamna pro primyslovou vyrobu. 4511461

Pokud tedy bunka lag-fazi pfekona, nezalezi jiz na tom, jak dlouho tato faze trvala, ale
v exponencidlni fazi se populace chové stejné¢ jako u populace, u které lag-faze témét
nenastala. °!
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Faze zrychleného riistu

V této fazi se mikroorganismy plné adaptuji na podminky, ve kterych se kultivuji.
Obvykle se faze zrychleného riistu spojuje s exponencialni fazi ristu. M

Exponencialni faze riastu

V dané fazi dochazi k intenzivnimu rtstu bunék za piitomnosti dostate¢ného mnozstvi
Zivin v médiu. V této fazi jsou produkovany primarni metabolity napi. ethanol produkovany
kvasinkami nebo kyselina mlé¢na produkovana bakteriemi. Jelikoz je rychlost ristu vétsi nez
rychlost mnoZzeni, buniky jsou velké a maji protahly tvar. Mérna riistova rychlost zavisi na
druhu mikroorganismu, sloZzeni média, zdroji uhliku, energie, zdroji dusiku, pfitomnosti ¢i
absenci kysliku, teploté a pH zivného média. Nezavisi vSak na koncentraci limitujici Ziviny.
Na konci této faze pak dosahuje rychlost riistu bun€k své maximalni hodnoty. [451.(46]

Faze zpomaleného ristu

Béhem faze dochazi K postupnému vyerpavani zivin a v systému se objevuje vliv
limitujiciho substratu. Také dochazi k hromadéni inhibi¢nich metabolickych produkti
a mikroorganismy ztradceji postupné¢ schopnost udrzovat vysokou mérnou riastovou
rychlost. [°114¢]

Stacionarni faze rastu

V této fazi dochdzi k vycCerpani zivin a nastava zastaveni rastu bunééné populace.
Z prumyslového hlediska je faze velmi vyznamna, jelikoZ dochazi k produkci sekundarnich
metabolitli, kterymi jsou napf. antibiotika, enzymy nebo vitaminy. Pravé vliv limitace
nekterého ze substratu zde hraje dilezitou roli a imysIné dodani mensiho mnozstvi mize
produkci sekundéarniho produktu urychlit. B34

Faze odumirani bunék
Po stacionarni fazi rstu nastava faze odumirani bunék. Dochazi k lyzi bunék a poklesu

jejich poctu. [45]

.

Inx 3
4 | ]

b

t

Obrazek 1: Rustovad kiivka bunék mikroorganismu (1-lag-faze; 2-fize zrychleného ristu; 3-
exponencialni faze; 4-stacionarni faze; 5-fize zpomaleného riistu; 6-faze odumirani)
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3.3. Denzitometrie

Denzitometrie je optickd metoda, ktera je urCena k méfeni turbidity roztokd v rozmezi
McFarlandovy stupnice. Principem je méfeni absorpce prochazejiciho svétla, které je
zeslabené rozptylem ¢éstic. Vyuzivd se pro stanoveni citlivosti mikroorganismt vici
antibiotikiim, pro uréeni koncentrace bun¢k bakterii nebo kvasinek béhem fermentace, pro
méteni optické denzitometrie pti zvolené vinové délce.

Obrazek 2: Denzitometr
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4. Fenolické slouceniny

Fenoly jsou organické tékavé slouceniny obsahujici OH skupinu, kterd je vézana na
aromatickém jadru. Tvofi oxoniové soli, fenolaty a estery. Jsou to aromatickeé hydroxylované
slouceniny, které vykazuji antioxida¢ni a biologickou aktivitu. Polyfenolické slouceniny se
vyskytuji bézné v piirozené formé, kdy jsou produkovany rostlinami a zivo€ichy nebo jsou
vyrabény synteticky. Surové vytaZzky z rostlin a kofeni jsou velice bohaté na rostlinné fenoly.
Fenolické latky jsou sekundarni metabolity, které jsou derivaty pentafosfatu
a fenylpropanoidii u rostlin. Tyto slouCeniny se fadi mezi fytochemikalie a maji znacny
fyziologicky a fytochemicky vyznam v rostlinach. Jsou velmi dulezité v reprodukci a ristu
rostlin a ochrané pied predatory a patogeny. [47]. [48.[4]

Jsou také dilezitou soucasti lidské stravy, nejvice se vyskytuji v ovoci, zeleniné a napojich.
Fenolické slouCeniny koteni jsou primarné¢ zodpovédné za baktericidni a bakteriostatické
ucinky. Také vykazuji celou ftadu fyziologickych ucinkd jako napf. antialergické,
antimikrobialni, antioxida¢ni a antitrombotické. Maji velké vyuZiti v potravinarském
prumyslu, protoze dokazou zpomalit oxidacni degradaci lipidi a tim zajistit zlepSeni kvality
nutri¢ni hodnoty potravin. [12],[48].[49]

4.1. Antioxidaéni aktivita

Antioxidant je latka, jejiz molekuly omezuji aktivitu kyslikovych radikala.
Nejvyznamnéjsi antioxidanty jsou vitamin C, tokoferoly, fenolove latky (flavonoidy, fenolové
kyseliny, stilbeny). Antioxida¢ni aktivita je schopnost slouceniny nebo smési latek inhibovat
oxidacni degradaci riznych sloucenin. Dllezita je také ptitomnost jinych latek ve smési, které
mohou pusobit synergicky nebo antagonisticky. Antioxidacni efekt latky vyplyva z jeji
specifické struktury. U fenolickych sloucenin zavisi antioxida¢ni U¢inek na poctu a poloze
hydroxylovych skupin. Fenoly s jednou hydroxylovou skupinou jsou stabilngjsi vici oxidaci.
Fenoly obsahujici dvé hydroxylové skupiny v poloze ortho a para se oxiduji, dochazi
K poruseni aromatického kruhu a vznikaji chinony. Antioxida¢ni aktivitu ovliviiuje také
pfitomnost dalSich substituentl, pH systému a stabilita slouceniny. Funkéni skupiny
v molekule antioxidantu maji vliv na lipofilné-hydrofilni vlastnost a polaritu molekuly. Z toho
divodu se mize liSit ucinek antioxidanti v riznych dispergovanych potravinovych
systtmech. Obecn¢ jsou lipofilni antioxidanty ucinnéjsi v emulzich olej ve vodé
a v samotném oleji nez antioxidanty hydrofilni povahy. (47 501 (511.[52]

Antioxidanty by mély byt zdravotné nezavadné, bez chuti a zapachu, ucinné v nizkych
koncentracich. Vyznamné uplatnéni nachéazi v potravinafstvi i 1ékafstvi pro jejich pozitivni
ucinky na lidské zdravi, predevsim pti prodlouzeni trvanlivosti potravin, zabranéni vzniku
nezadoucich vini a chuti, ¢imz se dosahuje vyssi nutricni hodnoty potraviny. Antioxida¢ni
vlastnosti fenolickych slouceniny hraji dilezitou roli i ve stabilité potravinatskych vyrobku.
Dal§im vyznamem je prevence proti koronarnim onemocnénim - sniZuji riziko nadorovych
onemocnéni. &5

Pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity biologického materialu byly vypracovany nékteré
metody a postupem casu i jejich modifikace. Principem je charakterizace jejich antioxida¢ni
uéinnosti, jako souhrnné vlastnosti potraviny, v podminkach blizkych fyziologickému
prostiedi. Mezi nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi metody patii ABTS a DPPH, které se vyznacuji
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vynikajici reprodukovatelnosti za urcitych podminek, citlivosti a rychlosti. Volny radikal
DPPH nevyzaduje Zadnou piipravu, ale radikalovy kationt ABTS" musi byt generovan za
ucasti enzymu nebo chemickych reakci. [511.[53].(54]

Pro identifikaci fenolickych latek v rostlinach slouzi metody chromatografie na tenké
vrstvé (TLC) a kolonova chromatografie (CC). Pro kvantitativni ¢i kvalitativni stanoveni
volime elektromigraéni a chromatografické metody jako vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC-MS) a kapilarni elektroforéza, ktera
identifikuje fenolické latky a dalsich 20 aromatickych latek. !

4.2. Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Metody, které umoziluji stanoveni celkové antioxidacni aktivity TAC (total antioxidant
capacity):

Metoda TEAC - (Trolox equivalent antioxidant capacity)

Jde o metodu vyuzivajici Cinidla, ktera za ucasti iniciace jiné latky ptfechazi ve svou
radikdlovou formu, ktera je barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti antioxida¢né aktivnich
sloZzek extrahovanych ze vzorku potraviny se ¢inidlo redukuje, a tim odbarvuje. Rychlost
a mira odbarveni jsou umérné antioxidacéni aktivité vzorku. Jako standart se pouziva askorbat,
trolox, galat nebo epikatechin. !

Metoda FRAP - (Ferric reduction ability of plasma)

Metoda je zaloZena na redukci Zelezitych komplext ze vzorku antioxidanty TPTZ 2,4,6-
tri-(2-pyridyl-1,3,5-triazin) s hexokyanatanem draselnym nebo chloridem draselnym, které
jsou téméf bezbarvé. Po redukei a reakci s dal$im ¢inidlem vyvaii barevné produkty modrého
zbarveni, napt. berlinska modft. (52]

Metoda ORAC - (Oxygen radical absorbance kapacity)

DalSi metoda spociva ve vytvofeni peroxylového radikalu fykoeritrinu, pomoci jeho
oxidace za ucasti ¢inidla ABAP (2,2"- azobis-2-methyl- propionamidin). Radikal se urcuje
kvantitativné fluorimetricky. Vyhodnoceni je na zakladé rychlosti ubytku signalu po pfidani
testovaného vzorku. 1!

Metoda ABTS (2,29-azinobis-(3-etylbenzotiazoline- 6-sulfonova kyselina))

Je to nejpouzivanéjsi metoda pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity. Vyuziva ¢inidla,
Které za tUcasti iniciace jiné latky piechazi ve svou radikalovou formu, ktera je barevna
arelativné stabilni. V pfitomnosti antioxidacné aktivnich slozek extrahovanych ze vzorku
potraviny se redukuje, a tim odbarvuje. VVzorek je testovan na schopnosti zhasSet kation radikal
ABTS" (2,2 -azinobis (3-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Zhaseni radikalu ABTS®
antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, méfime spektrofotometricky pii vinové
délce 734 nm na zékladé zmény absorpéniho spektra ABTS®. Metoda je velmi rychla,
jednodu([:h]él[ a] umoznuje Siroké hodnoceni antioxida¢ni aktivity riznych latek i smésnych
vzorkd. P31

Lu and kol. (2011) studovali metodou ABTS antioxida¢ni G¢innost 19 druhd kofeni.
Nejlepsi antioxidacni kapacitu mél galangal (u nas znamy jako zazvor), ktery také obsahoval
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nejvice fenolickych sloucenin. Dale nasledovala skofice a bobkovy list. Nejnizsi antioxidacni
ucinnost naopak vykazoval bily pepf. [48]

Metoda DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazylu)

Slouzi pro stanoveni antiradikalové aktivity Cistych latek, izolovanych pfirodnich latek,
rostlinnych latek a potravin. Pfitomnost antioxidantli reaguje s barevnym stabilnim radikalem
1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu, ktery se redukuje na bezbarvou neutrdlni formu. Rychlost
a pokles absorbance jsou umérné antioxidacni ucinnosti testované latky. Pro stanoveni lze
vyuZivat spektrofotometrii, spinovou elektronovou rezonanci nebo HPLC, kterd se pouziva
hlavné u barevnych vzorka. [56]

Mohamed Hussain a kol (2013) testovali antioxidacni aktivitu metodou DPPH u Salvéje,
tymianu a majoranky extrahované v methanolu, ethanolu, diethyetheru a hexanu. Na zakladé
vysledkl antioxida¢ni aktivity maji v§echny methanolové extrakty potencialni vyuziti jako
piirodni antioxidanty. Methanolovy extrakt tymidnu vSak vykazoval nejvyssi antioxidacni
¢inek. B4

Antioxida¢ni kapacitu kury skofice pomoci DPPH testovali Mathew a kol. (2006).
Vysledky ukdzaly vysokou ucinnost likvidace volnych radikali ve vSech zvolenych
koncentracich u methanolovych extraktu. [54]

HPLC (vysokoucinnd kapalinova chromatografie)

Pii pouziti analyzy HPLC s elektrochemickou detekci lze piesné a citlivé detekovat
elektroaktivni latky. Principem je vloZeni potencialu na pracovni elektrodu detektoru
a oxidace latky pii daném potencialu. Objevi se pik, podle kterého mizeme v reten¢nim Case
charakterizovat latku. Metoda miize identifikovat komplexni smési a jejich jednotlivé u¢inné
antioxida¢ni komponenty na zékladé¢ hodnoty potencidlu vlozené na elektrodu. HPLC-ECD
muze k[mielovat pfi stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity i1 sjinymi metodami napf.
DPPH. P

4.3. Metody pro stanoveni celkového obsahu fenola
Metoda PBM (Price and Buthler method)

Principem metody je oxidace anion fenolatu na radikél fenolatu, ¢imz dochazi soucasné
k redukci hexakyanozelezitanu na hexakyanozeleznatan. Vznikd modry komplex napf.
berlinska modt. ']

Rovnice:
Ks[Fe*(CN)g] + Ph-OH — Kx(Fe,>* [Fe** (CN)g]s) + Ph-Os + H*
Stanoventi za ucasti Folin-Ciocalteho &inidla

Tato spektrofotometrickd metoda se vyuziva pro celkové stanoveni antioxidacni aktivity.
Je zalozZena na oxidaci fenolickych latek v alkalickém prostiedi, kdy ze Zluté fosfowolframové
heteropolykyseliny vznika modry komplex, jehoZz maximalni absorpce je zavisla na
kvantitativnim a kvalitativnim slozeni fenolickych smési. Folin-Ciocalteho ¢inidlo neobsahuje
fenol, ale obsahuje slouceniny, které jsou schopny reagovat s fenolickymi slou¢eninami. Pti
reakci dochazi k redukci latky na chromogeny, které jsou méfeny pii absorbanci v rozmezi
vinovych délek 700 — 760 nm. Velmi dilezitd je vSak koncentrace alkoholu pfitomna
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v reakéni smési. Pouziti jiného rozpoustédla nez je voda, miize mit vliv na vysledné modré
zabarveni smé&si. Jako standart slouZzi kyselina gallova. Vyslednd hodnota se prepocitdva na
ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. 71[5]

O~_-OH

HO OH
OH

Obréazek 3: kyselina gallova

Stratil a kol (2008) studovali metodou FCM obsah fenolickych sloucenin v nékolika
odriidach bilého a cerveného vina. Primérné hodnoty fenold u bilych vin se pohybovaly
kolem 103 — 125 mg/l GAE. Hodnoty u ¢ervenych vin obsahovaly 10 — 15 krat vysSi obsah
fenolii. Tento rozdil naznacuje, Ze antokyany tvoii nejdilezitéjsi cast fenolickych sloucenin
u ¢ervenych vin. [57]

Mohamed Hussain a kol (2013) testovali extrakty Salvéje, tymidnu a majoranky na obsah
fenolickych sloucenin. Vysledky ukézaly, ze methanolové extrakty vSech kotfeni vykazuji
dostatecnou antioxida¢ni aktivitu a maji potencidlni vyuziti jako pfirodni antioxidanty.
Nejvyssi obsah fenolickych sloucenin byl zjistén u methanolového extraktu tymianu
8,1 mg GAE/g suché rostliny. B4

V dalsi studii Lu a kol. (2011) zjistovali obsah fenolickych latek u 19 druht koteni, které
se pohybovaly v rozmezi 3,5 — 58,3 mg GAE/g susené rostliny. Nejvyssi Groven fenolt byla

v v

i u skofice a bobkového listu. %
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5. Charakteristika vybranych druhi koieni
5.1. SKORICE MLETA — Cinnamomum zeylanicum

5.1.1. Historie, ptivod, rozSifeni

Cinnamomum zeylanicum pochazi z ostrova Sri Lanka (dfive nazyvany Ceylon). Kultura se
také rozsifila na indicky poloostrov a do jihozapadni Asie, Ciny, Vietnamu a pozdéji do
Ameriky, zejména Brazilie. !

5.1.2. Botanicky popis

Skoticovnik cejlonsky je stalezeleny tropicky strom s aromatickou ktirou, ktery doriista
vysky az 15 metrt. V kultufe dortistd vzhledem k sefezdvani listi, pouze do vysky 2,5 —3
metri. Vyznacuje se ovalnymi fapikatymi listy, svrchu lesklé, zespodu Sedozelené, celokrajné
s délkou az 15 cm. Viditelné jsou vyrazné Zilky, které vychazeji ze spodiny a sbihaji se na
vrcholu. Skotficovnik se vyznacuje drobnymi, vonnymi, bilymi kvéty, které jsou sestavené do
vrcholikli. Plodem je vejcitd bobule. V dobé zralosti jsou modrocerné a obsahuji hnédé
semeno. %

Skoficovnik vyZaduje lehké a vyzivné pidy. Musi mit dostatek deStovych srazek
a prumérné ro¢ni teploty kolem 27 — 30°C. [60]

5.1.3. Vyuziti

Cejlonska skofice se pouzivd hlavné v potravinafstvi, vyhradné¢ do sladkych pokrmi,
moucnikd nebo jako ingredience do svafeného vina. UZiti naSla téZ v likérnictvi, vinafstvi
a v medicin€ zejména jako Zaludecni 1ék. Podporuje traveni, 1€¢i prijjem a zvysuje apetit. Olej
z kliry skoficovniku ma silné antiseptické tc€inky. Skotficovy olej ma jemnou vini, kterd se
vyuZiva k aromatizaci zubnich a farmaceutickych vyrobki. Kira skofice také snizuje hladinu
cholesterolu v krvi. Hlavni pouZiti tohoto oleje jsou aromatické latky v koieni, viné
v mydlech a insekticidech, £

5.1.4. Prehled ucinnych latek

Chemické slozeni oleju se 1isi v zavislosti na ¢asti rostliny, ktera je pouzita pro destilaci.
Vétsinou jde o monoterpeny, seskviterpeny a jejich kyslikaté derivaty. Hlavni soucasti
skoficového oleje jsou z63 % cinnamaldehyd, 8 % limonen, 7 % eugenol, 55 %
cinnamaldehyd propylen a 1 — 2 % terpenoidni slouc¢eniny (a-Pinen, kamfen). Trans-
cinnamaldehyd tzv. (2E) -3-fenylprop-2-enal je organicka sloucenina, ktera dodava skofici
vini a chut. Pfirozené se vyskytuje v kulfe skotficovniku cejlonského a dalSich druzich
skoficovniku  (Cinnamomum). Esencialni olej skoficové kury obsahuje okolo
90 % cinnamaldehydu. 1?64
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Obréazek 4: vzorec trans—cinnamaldehydu ™

5.1.5. Antimikrobialni piisobeni extrakti ze skofice

Skoftice je kofeni velmi bohaté na esencialni oleje a ma silnou antimikrobialni aktivitu.

Chao a kol. (2000) testovali antimikrobialni aktivitu 45 esencialnich olej, z nichz
skoficova kiira vykazovala velmi Siroké spektrum antimikrobidlnich vlastnosti proti
bakteriim, kvasinkdm a plisnim. Esencialni oleje véetné skofice byly testovany proti ¢tyfem
gram-pozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis
a Listeria monocytogenes), ¢tyfem gram-negativnim bakteriim (Escherichia coli, Yersinia
enterocolitica, Salmonella choleraesuis a Pseudomonas aeruginosa), dvéma plisnim
(Penicillium islandicum a Aspergillus flavus) a kvasince (Candida albicans). %

Kombinace ruznych extraktt EOs ma potencial pro zvySeni celkové antimikrobialni
aktivity. " Je vsak malo studii, které se tykaji synergického ucinku skoftice a jinych EOs.

Vliv skofice a hiebicku byl zkouman pomoci agarové metody proti tfem gram-pozitivnim
bakteriim (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus) a dvéma gram-
negativnim bakteriim (Escherichia coli a Salmonella typhimurium). Skoiice v kombinaci
s hiebickem ukazala aditivni Gcinek proti B. subtilis, B.cereus a S. aureus a nevyrazny vliv
proti E. coli a S. typhimurium. Samotny skoficovy olej ukazal nejsilngj$i antibakterialni
ucinek proti B. subtilis, B. cereus, S. aureus a E. coli. Tymianovy olej mél vétsi
antibakterialni aktivitu nez olej z hiebic¢ku proti B. subtilis, B. cereus, a S. aureus. Kombinace
skofice a[t}]/miénu ukazuje aditivni u€inky proti bakteriim B. subtilis, B. cereus, S. aureus
aE. coli.

Skofice byla testovana difuznim testem proti 21 bakteriim a Ctyfem kvasinkam rodu
Candida. Velmi slibné ucinky vykazovala proti Staphylococcus sp., Enterococcus sp.,
Streptococcus sp. a Pseudomonas auruginosa. Dale bylo prokézano, Ze cinnamaldehyd
vykazuje nejsilnéjsi antimykotickou aktivitu oproti ostatnim slozkdm skoficového oleje.
A jako hlavni sloZka je cinnamaldehyd také velice G¢inny proti bakteriim Clostridium sp.,
Pseudomonas sp. a kvasinkam rodu Candida. ¢!

Burt a kol. (2005) potvrdili antimikrobialni aktivitu synergického pusobeni eugenolu
s aldehydem kyseliny skoficové. Jako testované mikroorganismy byly pouzity Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimorium, Escherichia coli O157:H7, Shigella hyicus,
Staphylococcus aureus a Bacillus cereus. ™

Dosavadni studie naznacuji, Ze skofice patii mezi silné antibakterialni latky a v kombinaci
s jinou EOs vykazuje aditivni nebo indiferentni ucinek proti riznym bakterialnim kmentm.
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To méa za nasledek zvySeni konzervac¢niho ucinku, tedy zvySeni kvality a bezpecnosti
potravin. [*!

5.2. HREBICEK VONNY - Syzygium aromaticum

5.2.1. Historie, ptiivod, rozSifeni

Hiebi¢ek pochazi pivodné ze Severnich Moluk v Indonésii. Dnes je hojné péstovan na
ostrové Pemba, ktery se Zanzibarem tvoii ¢ast statu Tanzanie. [60]

5.2.2. Botanicky popis

Hiebickovec vonny je tropicky, stalezeleny strom, jehoz kmen je pokryt Sedavou kurou.
Listy jsou celokrajné, po vyraSeni svétle zlutozelené barvy, postupem casu vSak zkozovati
a ziskavaji tmavozelenou barvu. Kvéty jsou CcCtyfcetné, uspotadany ve vrcholi¢natych
kvétenstvich. Maji nachové Cervené zbarveni. Kalich je srostly a sklada se ze ¢tyi okvétnich
platkd. Plodem jsou jedno az dvé semenné bobule eliptického tvaru. Ma intenzivni sladkou
vini a silng palivou chut’. Z kvéti se lisuje hiebickova silice - étericky olej. %

Hiebickovec vyzaduje pro svij optimalni rist slunce, vlhkost, humozni piidy a vysokou
vzdusnou vihkost. %1

5.2.3. Vyuziti

Hlavni vyuZiti najdeme v gastronomickém pramyslu. Kofeni ma uplatnéni téz ve
farmaceutickém pramyslu, zvlasté pak ve stomatologii, kde se pouziva jako ptisada do
zubnich past a ustnich vod. Napoméaha lepSimu traveni a podporuje funkci dychacich cest.
Slouzi k1ébé revmatismu a plisnovych onemocnéni. Ma vyrazné antiseptické
a antibakteridlni G¢inky. Kromé antimikrobialni, antioxida¢ni, protiplisnové a protivirové
aktivity, ma hrebicek i protizanétlivé, cytotoxické, insekticidni a anestetické vlastnosti. (21113

5.2.4. Prehled ucinnych latek

Aromatické chemikalie pfitomné v listech, kvétech a pupenech hiebicku maji velmi
prospésné ucinky na zdravi ¢lovéka. Lécivé vlastnosti téchto aromati, jako je antioxidacni
aktivita, byly zjiStény v posledni dob¢. [3]

Hlavnimi slou¢eninami hiebickového oleje jsou fenylpropanoidy jako eugenol (76,8 %),
B-karyofylen (17,4 %), ahumulen (2,1 %), a eugenyl acetat (1,2 %). %!

Eugenol je odpovédny za viini pupenti hiebicku, byla u néj zjisténa antimykoticka aktivita,
antiseptické a mirné omamujici ucinky. Eugenol jako hlavni slozka hiebicku z Eugenia
aromatica je dlouho znamy pro své analgetické, protizanétlivé ucinky a jako lokalni
anestetikum. Je zndmym antibakterialnim prosttedkem proti patogenim, vetné Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Staphylococcus
aureus, Lactobacillus sakei a Helicobacter pyroli. Tato fenolova slou¢enina mize denaturovat
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bilkoviny a reaguje s fosfolipidy bunéénych membran, coz méa za nasledek zménu jejich
propustnosti. (2312811601

CH30 =

HO

Obrazek 5: eugenol ™

5.2.5. Antimikrobialni piisobeni extraktii z hiebi¢ku

Hriebicek je zdrojem antimikrobialnich latek, které uspésné bojuji proti bakteriim ustni
dutiny, které jsou spojeny se vznikem zubniho kazu nebo paradontozy. V této studii, byla
dilu¢ni metodou stanovena antioxidacni aktivita hiebicku a jeho hlavnich sloucenin, eugenolu
a B-karyofylenu. Nejsilngjsi aktivitu proti bakteriim zubniho kazu a paradontdzy vykazoval
hiebickovy olej a eugenol. [2]

Goni a kol. (2008) zjist'ovali citlivost riznych mikroorganismi proti EOs skofice, hiebi¢ku
a jejich smési. Byly testovany bakterialni kmeny nachazejici se v potravinaiském primyslu.
Z gram-negativnich bakterii byly vybrany Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Salmonella choleraesuis a Pseudomonas aeruginosa, z gram-pozitivnich to byly bakterie
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus. 4

K testovani antimikrobidlni aktivity byly pouZity agarové difuzni testy a testy difuze par.
Esencialni olej byl ziedén v ethyléteru k ziskani sériového fedéni a aplikovan na sterilni
disky. Petriho misky se pak utésnily sterilni lepici paskou, protoze experimenty byly navrzeny
tak, aby simulovaly nejhorsi situaci, kdy unik aktivnich slozek mtze pravdépodobné zpusobit
zvysujici kontaminaci mikroorganismtl. Kontrola byla pfipravena aplikaci 10 ul ethylétheru
na papirovy disk v Petriho misce, kde bylo ovéfeno, ze pFitomnost ethylétheru nijak
neovliviluje zivotaschopnost nékteré bakterialni kultury. [64]

Agarovou difuzni metodou byl testovan synergicky uc¢inek skotfice a hiebiCku. Nejvetsi
inhibi¢ni G¢inek byl viditelny u Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica a Enterococcus
faecalis. Naopak nejmensi uc¢inek se projevil proti Pseudomonas aeruginosa. U testu
difuznich par mél nejvétsi antimikrobidlni puisobeni hiebicek u Escherichia coli a Listeria
monocytogenes. 4!

V dalSi studii Ali a kol. (2005) posuzovali in vitro u¢inky eugenolu a cinnamaldehydu,
proti Heliocobacter pylori pii riznych hodnotach pH. Agar dilu¢ni metodou byla stanovena
citlivost jednotlivych izolati. Eugenol a cinnamaldehyd inhibovaly vSech 30 kmenti H. pylori.
Izolaty H. pylori v dané studii ptezili pii pH 4, v jiném experimentu i pfi pH 3. To je
zpusobeno jejich adaptaci na riizny stupenn kyselého prosttedi zaludku pomoci syntézy ureazy,
ktera kolem nich vytvafi neutralni pH. Baktericidni €inky testovanych latek mély tedy vyssi
aktivitu v kyselém prostredi. [*°!
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Sanla-Ead a kol. (2011) studovali potencidlni vyuZiti eugenolu a cinnamaldehydu pro
ptipravu potravinovych obalovych materialti. MIC obou sloucenin byla testovana agarovou
dilu¢ni metodou. Cinnamaldehyd a eugenol byly zaclenény do obalového filmu na bazi
celulozy a byla testovana jejich antimikrobialni aktivita proti 10 patogennim MO
a kvasinkam. Obé latky v koncentraci 0,78 — 50 pl/ml inhibovaly vSechny testované MO.
Nejvice citlivé na testované slouceniny byly Aeromonas hydrophila a Enterococcus faecalis.

Celkové cinnamaldehyd ukazal niz&i MIC nez eugenol. ¢!

5.3. ZAZVOR OBECNY - Zingiber ofiicinalis

5.3.1. Historie, piivod rozsireni

Zazvor pochazi pravdépodobné z Indie a od 16. stoleti se rozsifil i do karibské oblasti
a zapadni Afriky, kde se péstuje. Ve volné piirod¢ se nenachazi. [64]

5.3.2. Botanicky popis

Zazvor se fadi mezi Celed” Zingiberaceae. Je to vysoka vytrvala rostlina, doristajici do
vysky 3 — 4 metrd. Ma duznaty, hlizovity, ¢lenovity oddenek, ze kterého kazdoro¢né vyrustaji
piimé, §tihlé a prisedlé listy. Kratka, husta kvétenstvi ve formé klasu vyristaji na koncich asi
tiiceticentimetrovych stvolll, které jsou bezlisté, objaté blanitymi pochvami. Okvéti je srostlé
a svétle fialové barvy. Plodem je trojpouzdra mnohosemennd tobolka, ktera nikdy
nedozrava. 417

Pro optimalni rast vyzaduje teplé podnebi a vihkou ptdu. [67]

5.3.3. Vyuziti

Od starovéku je hojné vyuzivan proti Sirokému spektru onemocnéni, jako je revmatismus,
onemocnéni kloubil, poruchy traveni, zvraceni, horecka, hypertenze a infekéni nemoci. [67]

rrrrr

zalude¢nim nevolnostem a bolesti hlavy. Gingerol pozitivné ovliviiuje nddorové onemocnéni
(rakovina stfev, vajeCniku a slinivky bfisni). Zazvor je hojné vyuzivan v kosmetickém
pramyslu, pro vyrobu parfému, Samponil a koupelovych olejt, které maji dezinfekéni G€inky
a efektivné prokrvuji pokozku. Je velice bohaty na draslik, hot¢ik, méd’, mangan a vitamin Be.
Pfiznivé pilisobi proti potlaceni rakoviny, pii Zaludecnich a téhotenskych nevolnostech.
Z oddenkt zazvoru se vaii pivo, ¢aj i limonada. ©°®!

5.3.4. Prehled ucinnych latek

Obsahuje predevsim terpeny (aromatické a organické latky). Za vini je zodpoveédna silice
zingiberen. Aktivni slozkou zdzvoru je gingerol, organicka sloucenina, kterd dodavé ostrou
a vyraznou chut’ a je zodpovédna za terapeutické a antikarcinogenni vlastnosti. Pii vysoké
teplot¢ se gingerol méni na zingeron, coZ je aromaticka latka, ktera nachazi uplatnéni
V potravinatském pramyslu. [68]

28



6-gingerol je izolovan z oddenkti nebo kofent zézvoru pomoci ethanolu a jinych
organickych rozpoustédlech. [67]

O OH

HO
OCHj

Obrazek 6: gingerol [

5.3.5. Antimikrobialni piisobeni extrakti ze zazvoru

Podle tady studii vykazuje gingerol antimikrobialni, farmaceutické a fungicidni vlastnosti.
Bylo déle prokéazano, Ze extrakty zazvoru v ethanolu a n-hexanu spésné inhibuji 3 gram-
negativni bakterie Porphyromonas gingivali, Porphyromonas endodontalis a Prevotella
intermedia, které zptisobuji onemocnéni parodontu. [

V dalsi studii bylo zjisténo, Zze nékteré slozky zazvoru (6-, 8- a 10- gingerol) inhibuji
funkci anti-serotoninu, coZz ma za nasledek zmény pisobeni Vv gastrointestindlni a centralni
nervové soustave. [?

Pozitivni G¢inek zazvoru potvrdili i Mahady a kol. (2003) testovanim in vitro proti
Helicobacter pylori. Methanolovy extrakt zazvoru a zn¢j izolované slozky (6-, 8-, 10-
gingerol) inhibovaly viech 19 kmend H. pylori. ['®

Auta a kol. (2011) studovali antimikrobidlni uc¢inek zazvoru agarovou difuzni metodou
proti Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. P. aureginosa byla mnohem citlivéjsi
k ethanolovému extraktu zazvoru, proto zde byly zaznamenany v&tsi inhibi¢ni G&inky. [
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1. Pouzité pristroje

Autoklav PS 50V BMT - Vaposperi

Biologicky termostat IP 100-U

Automaticka pipeta 100-1000 ul - HTL, Labmate
Automaticka pipeta 20-200 pl - HTL, Labmate
Laboratorni vahy - SPO 61 SCALTEC, USA
Analyticke vahy AND GR-202-EC, Japonsko
Laboratorni ttepatka UNIMAX, Heidolph, Némecko
Digitalni fotoaparat - Olympus C-5060 widezoom
Vakuova odparka

Vortex - Reax Top, Heidolph, Némecko

Centrifuga- Ependorf 5417-R

McFarland denzitometr DEN-1B - BIOSAN

Ockovaci box AURA mini - BIOAIR

Laboratorni pH metr Inolab pH 720, Merci s.r.o., Brno
Spektrofotometr - UV/VIS HELIOS DELTA - Thermospectronic, Anglie
Su8arna - Binder

6.2. Pouzité chemikalie

Destilovana voda

Octan ethylnaty (Lachema, Neratovice)

Ethanol 99,8 % (Riedel-de Haen)

Sladina (STAROBRNO, Brno)

Kyselina gallova (Loba-chemie, Rakousko)
Peroxidisiran draselny (Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, Ceskoslovensko)
ABTS diamonna stl (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina octova (Lachema, Neratovice)

Octan sodny (Lachema, Neratovice)

Chlorid sodny (Lachema, Neratovice)

Hydrogen uhli¢itan sodny (Lachema, Neratovice)
Pepton (Himedia Lab. Limited, Indie)

Kvasni¢ny extrakt (Himedia Lab. Limited, Indie)
D-glukdza (Lachema, Brno)

Folin-Ciocalteho ¢inidlo (Vyrobni divize, Chrudim)
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6.3. Pouzity material

Kofeni
— Skofice mleta (Thymos, spol. s.r.0., Slovenska republika)
— Hrebic¢ek mlety (Thymaos, spol. s.r.o., Slovenska republika)
— Zazvor Cerstvy (zemé€ pivodu Cina)
— Zazvor mlety (Vitana, Ceska republika)

6.4. PouZité mikroorganismy

— Bacillus subtilis CCM 1999 pouzita bakterialni kultura je ze sbirky Ceska sbirka
mikroorganismi (CCM), Masarykova Univerzita Brno, Ptfirodovédeckéd fakulta,
Ceska republika.

— Pichia fermentans CCY 39-4-2 Shirka kvasinkovych kultur, SAV, Slovensko

— Aspergillus niger CCM-F-8189 pouzitd kultura je ze sbirky Ceska sbirka
mikroorganismi (CCM), Masarykova Univerzita Brno, Ptfirodovédeckéd fakulta,
Ceska republika
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6.5. Kultiva¢ni média a jejich priprava

Médium pro kultivaci a uchovavani kvasinek a plisni
M-5: Sladinovy agar:
Slozeni a priprava:

pivovarska sladina fedéna na 7 ° dle Ballinga.................. 1000 ml
2 0 T2 | 24 O N O o

Po kratkém rozvateni agaru se sterilizuje autoklavovanim pii teploté 121 °C po dobu
15 minut. Hodnota pH piipravovaného média méa byt 4,0 + 0,2. Uprava pH se provadi 0,1 M
NaOH nebo0,1 M HCI.

M-21: Sladinové médium:

Sladina ziskana z pivovaru obsahuje asi 16 hmot. % extraktu. Ziedi se na 7 az 8
hmot. % extraktu vodou. Obsah extraktu se méfi sacharometrem.

Médium pro kultivaci a uchovani bakterii
M-2 Masopeptonovy agar (MPA)

Slozeni a priprava:.

MAasoVY eXtrakl.........ccoirii e 10,09
pepton (VYrobeny Z masa)..........cveeeuveiiiniiiiiieiiiee s 10,09
chlorid sodny (NaCl).........cooii i e, 500

agar (dle viskozity)..........coceviiiii i 15,0-20,0 g
destilovand voda.............ccooviiiiiiiii . 1000 mi

] PP 72-173

Ptedepsané ingredience se postupné rozpusti v destilované vodé za soucasného zahiivani
bud’ ve vodni lazni, nebo v Kochové parnim hrnci. Potom se upravi pH na hodnotu 7,2 - 7,3
pomoci 0,1 M NaOH nebo 0,1 M HCI. Sterilizuje se v autoklavu po dobu 30 minut za
pretlaku 0,1 MPa a pii teploté 121 °C.

Zivné médium s piidavkem glukézy (NBG)

Slozeni a priprava:

05T 0] (0] 30g/l
kvasniCny eXtrakt.........o.ovuiiiiiiiiii e 10 g/l
chlorid sodny (NaCl).........cooviiiiii e e, 549/l
D-gIUKOZA. .. .cee e, 20 g/l

Ptedepsané ingredience se rozpusti v daném mnozstvi destilované vody a vysledna smés se
sterilizuje v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 30 minut.
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6.6. PouZité metody a postupy prace

6.6.1. Stanoveni antimikrobidlniho uéinku

V daném experimentu byly k testovani vybranych mikroorganisma (Bacillus subtilis,
Pichia fermentans a Aspergillus niger) pouzity pfipravené extrakty zkofeni. Na
mikroorganismech (MO) byl testovan antimikrobialni ucinek extraktti a jejich antioxidacni
aktivita. Kofeni bylo extrahovano ve tfech riznych rozpoustédlech (destilovana voda, ethanol,
octan ethylnaty).

Extrakty byly pfipraveny z:

» Skotice mleta (S)

» Hiebicek mlety (H)
» Zazvor mlety (ZM)
> Zazvor &erstvy (ZC)

6.6.2. Priprava extraktu

10 g kofteni bylo zalito 100 ml destilované vody a extrahovéano na tfepacce pfi laboratorni
teploté po dobu 24 hod. Extrakt kofeni byl poté centrifugovan pti 8 000 rpm. Supernatant byl
slit, prefiltrovan pfes Biichnerovu nalevku a odpaten na vakuové odparce pii teploté 45°C.
Zahustény extrakt byl opét rozpustén v takovém mnozstvi rozpoustédla, aby vysledny zésobni
roztok mél koncentraci 0,5 g/ml a ten byl uchovan v lednici pro dalsi aplikaci. Stejnym
zpusobem byly piipraveny i extrakty v ethanolu a octanu ethylnatém.

6.6.3. Priprava inokula

Byla vytvofena suspenze, kdy 0,5 ml fyziologického roztoku bylo sterilné ptevedeno do
zkumavky s kulturou MO, ktera byla inkubovéna v termostatu po dobu 48 hodin. Buiiky byly
preneseny do roztoku otiranim klicky o pudu pod hladinou kapaliny. Obsah zkumavek byl
zhomogenizovan na vortexu a sterilné pteveden do Erlenmayerovy bariky, ktera obsahovala
100 ml média NBG v ptipad¢ Bacillus subtilis. Pripravené inokulum se nechalo tiepat 3 dny
pti 160 rpm pfi laboratorni teploté. Poté bylo pouZito pro dalSi experimenty.

6.6.4. Stanoveni rustové kirivky

Pro stanoveni rastové kiivky Bacillus subtilis bylo pouzito 6 ml sterilniho NBG média
a 0,6 ml ptipraven¢ho inokula B. subtilis. L-zkumavky byly dany na tfepacku pfi testovanych
otackach (100, 150, 200 a 250 rpm), optimalni teploté rastu (30, 35 a 40 °C) apH (6,5; 7; 7,5
a 8). V riznych casovych intervalech byly odecitany hodnoty optické hustoty na denzitometru
a byla vyhodnocena riistova kiivka.
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6.6.5. Testovani antimikrobialnich uéinku extrakti z kofeni

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity jednotlivych extraktli z kofeni pfi testovani na
vybranych mikroorganismech byly pouzity dvé metody - diskovy difuzni test a bujonovy
diluéni test. Uginnost esencialniho oleje byla vypogitana na zakladé méfeni priméru (v mm)
zony inhibice rastu mikroorganismii na disku 1 kolem vzniklé inhibi¢ni zény. U dilu¢ni
metody byla hodnocena minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera je definovana jako

v v

mikroorganismu.

6.6.5.1. Diskovy difuzni test

Mikroorganismy byly oZiveny za zasobnich kultur na Sikmém agaru. Narostlé bunky byly
rozsuspendovany v5 ml sterilniho fyziologického roztoku a vysledna suspenze byla
promichana na vortexu. Suspenze byla aplikovana na ptipravené Petriho misky v objemu
0,5 ml a rozetiena hokejkou. Na naockované agarové plotny byly postupné nanaseny vzdy
4 vysterilizované papirové disky o praméru 0,5 cm, které byly postupné namaceny
v piipravenych extraktech kotfeni. Experiment byl proveden dvakrat a byla stanovena
primérna hodnota inhibi¢ni zény a smérodatnd odchylka. Kultury Bacillus subtilis
a Aspergillus niger byly inkubovény v termostatu pii teplot¢ 30 °C a kultura Pichia
fermentans pii teploté 28 °C po dobu 24 hod. Po prvnim dnu inkubace byly viditelné inhibi¢ni
z6ny rustu zméteny a fotograficky zdokumentovany.

6.6.5.2. Bujonovy dilucni test

Do L-zkumavek bylo nepipetovano vzdy 6 ml sterilniho NBG média. Poté byl aplikovan
extrakt z kofeni o vysledné koncentraci 8,3; 12,5 a 17 mg/ml. Nakonec bylo pfidano
ptipravené inokulum B. subtilis 0 objemu 0,6 ml. L-zkumavky byly dany na tfepacku pii 250
rpm a teploté 35 °C. Pii zvolenych Casovych intervalech po dobu 5 dni byla méfena opticka
hustota pomoci denzitometru v kapalném médiu. Byla vyhodnocena rtstova ktivka a MIC,

cvwr

6.6.6. Stanoveni celkové obsahu fenolickych sloucenin

Priprava standardu

Byla pfipravena kalibrac¢ni kiivka kyseliny gallové o koncentracich 50, 100, 200, 400, 600
a 800 mg-I". Pro jeji stanoveni byl pouzit stejny postup jako u extraktu, kdy byly k reakéni
smési pridavany piipravené koncentrace kyseliny gallové. Absorbance jednotlivych
koncentraci byla méfena pii vinové délce A=735 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
v zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové (mg:1™).

Tabulka 2: Jednotlivé objemy pouzitych cinidel pro metodu FCM

Cinidlo V [ml]
Folin-Ciocalteho 0,5
Extrakt kofeni 0,5
Uhli¢itan sodny (20%) 1,5
Destilovana voda 7,5
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Graf 1: Vyjadreni zavislosti zmény absorbance na mnozstvi kyseliny gallové

Celkovy obsah fenolli u extraktt koteni byl stanoven pomoci Folin-Ciocalteho ¢inidla. Do
10 ml odmérné baiiky bylo nepipetovano 0,5 ml extraktu, dale 0,5 ml Folin-Ciocalteho ¢inidla
a po tfech minutach bylo ptidano 1,5 ml 20 % uhli¢itanu sodného (Tab. 2). Celkovy objem
banky byl doplnén destilovanou vodou po rysku. Reakci fenolickych sloucenin s ¢inidlem
vzniklo modré zbarveni, jehoZ intenzita byla po dvou hodinach zméfena na spektrofotometru
pii vinové délce 735 nm proti slepému vzorku (misto extraktu bylo pouzito 0,5 ml destilované
vody).

Celkové mnozstvi fenolickych latek bylo vypocteno pomoci kalibracni kiivky, kterd byla
sestrojena pro standardni roztok kyseliny gallové. Vysledna absorbance analyzovaného
vzorku byla vyjadfena jako GAE-kg™ (Gallic Acid Equivalents), ekvivalentni mnoZstvi
kyseliny gallové na 1 kg vzorku.

6.6.7. Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Radikal kationtu ABTS byl ptipraven reakci ABTS diamonné soli s peroxodisiranem
draselnym. Byl p¥ipraven roztok ABTS o ¢ = 3,5 mmol.dm™ navaZenim 0,096 g ABTS, které
bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody. Roztok K,S;0g 0 ¢ = 0,06 mol.dm™ byl piipraven
navazenim 0,405 g K;S,;0g a rozpustén v 25 ml destilované vody. Vysledné roztoky byly
smichany v poméru 50:1 (ABTS:K;S,0s). Vznikly roztok byl ponechan 16 hodin reagovat bez
pritomnosti svétla pii laboratorni teploté. Po uplynulé dobé byl roztok smichan s cerstve
pfipravenym octanovym pufrem o pH 4,3 v poméru 39:1 (pufr:ABTS).

Do zkumavky byly pipetovany 2 ml reakéni smési a 25 pl extraktu. Roztok byl ponechan
reagovat po dobu 30 minut a poté byl zméfen tbytek absorbance pii vinové délce A=734 nm.
Absorbance reak¢ni smési byla méiena spektrofotometricky, jako blank byl pouZit octanovy
pufr. Ubytek absorbance byl vyjadien v % a stanovenim kalibra¢ni kiivky piepoéten na
ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
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Priprava pufru o pH 4,3
Octanovy pufr o pH 4,2 byl pfipraven smichanim 36,8 ml Kkyseliny octové

(11,55 ml/1000 ml) a 13,2 ml octanu sodného (16,4 g C,H30O,Na/1000 ml). Potfebna hodnota
pH 4,3 se ziskala Upravou pomoci octanu sodného.

Priprava standardu

Postup pro sestrojeni kalibracni kiivky byl stejny jako pfi pfipravé reakéniho
roztoku s analyzovanym vzorkem. Redénim kyseliny gallové byly pfipraveny koncentrace
0,01 — 0,06 pmol‘l™, které byly pridavany k reakéni smési misto analyzovaného vzorku
a nasledné byla méfena jejich absorbance.
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Graf 2: Vyjadreni zavislosti Ubytku absorbance na mnozstvi kyseliny gallové
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo zkoumani vlivu extrakti zvybranych druhi kofeni na rist
a rozmnozovani testovanych mikroorganismii pomoci dvou metod - kvalitativniho diskového
difuzniho testu a kvantitativni bujonové dilu¢ni metody. DalSim krokem bylo stanoveni
celkového obsahu polyfenolickych latek a ureni antioxidacni aktivity pfipravenych extraktt
skofice, hiebicku a zazvoru.

7.1. Stanoveni celkové obsahu polyfenoli

7.1.1. Metoda FCM

Celkovy obsah polyfenolt byl stanoven za pouziti Folin-Ciocalteho ¢inidla. Principem
metody je redukce fenolickych sloucenin obsazenych v extraktech skofice, hiebicku, zazvoru
mletého i Cerstvého v destilované vodé, ethanolu a octanu ethylnatém. Kazdy vzorek byl
zméfen tiikrat a vysledna hodnota obsahu polyfenolickych latek byla zprimérovana a byla
stanovena smérodatna odchylka. Namétené vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 3. Z rovnice
linearni regrese kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové (Graf 1) byl vypocitan obsah polyfenolt.
Vysledky jsou vyjadieny v g kyseliny gallové/1 kg vzorkd (g GAE-kg™).

Nejvyssi mnozstvi polyfenolti bylo stanoveno v extraktu hiebi¢ku a skofice v ethanolu
(Graf 3). Celkov¢ koteni extrahované v ethanolu vykazovalo nejvyssi obsah polyfenold, na
rozdil od octanu ethylnatého, kde vzorky skofice, hiebi¢ku i zdzvoru mletého obsahovaly
témet stejné mnozstvi polyfenoll. To je dano pravdépodobné tim, ze vice polarni
rozpoustédla jsou ucinngjsi pii ziskavani fenolickych sloucenin z rostlinného materialu nez
méné polarni. Tento zavér je v Korelaci se studii Hossain a kol. (2011), kde methanolové
extrakty vykazovaly vy3sSi koncentraci polyfenolickych latek neZ extrakty v octanu
ve vodé. Obecné vSak kotfeni extrahované ve vod¢ vykazovalo nejnizs$i obsah fenolickych
latek. Tyto vysledky mohou byt ovlivnény tim, Ze extrakty z riznych kofeni mohou obsahovat
rizné typy a mnozstvi fenolickych latek.

Tabulka 3: Priimérné hodnoty celkového obsahu polyfenolit promérenych extraktii

Extrakt Absorbance | FCM (g GAE.kg?) +S.D
Hiebicek (et) 3,951 1058,6 £ 0,5
Hiebicek (oe) 1,898 5240+0,1
Hiebicek (voda) 2,180 597,5+0,3
Skofice (et) 3,870 1037,5+£0,1
Skoftice (oe) 1,837 508,2 + 0,3
Skocice (voda) 1,387 391,0+0,2
Zéazvor mlety (et) 3,048 8235+0,1
Zazvor mlety (oe) 1,708 474,6 +0,8
Zéazvor mlety (voda) 1,221 347,7+0,3
Zazvor Cerstvy (et) 2,348 641,2+0,1
Zazvor Cerstvy (0€) 1,755 486,8 £ 0,5
Zazvor Cerstvy (voda) 1,732 480,8 £ 0,2

S.D. - smérodatna odchylka, et (ethanol), oe (octan ethylnaty)
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Graf 3: Stanoveni polyfenolii v jednotlivych extraktech metodou FCM

7.2. Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Radikal kation ABTS byl ziskdn smichanim peroxodisiranu draselného s diamonovou soli.
Ubytek absorbance A byl vypoéten podle vzorce:

A (%) = Ag-(A1/A0) 100

kde A je absorbance reakéni smési a A je absorbance extraktu zmétena po 30 minutach.
Vysledna zavislost Ubytku absorbance Ay na koncentraci kyseliny gallové je znazornéna
pomoci kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové (Graf 2).

Celkem bylo proméfeno metodou ABTS 12 vzorkt extrakti skotice, hiebicku, zazvoru
mletého i Cerstvého. Kazdy vzorek byl zméten tiikrat a byl vypocitdn primér antioxidacni
aktivity a smérodatna odchylka. Vysledné hodnoty absorbance a antioxida¢ni aktivity jsou
uvedeny v Tabulce 4. Na zaklad¢ regresni rovnice ziskané z kalibra¢ni kiivky byl zjistén
ubytek absorbance extraktu, ktery byl piepocitan na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
Podle grafického znazornéni (Graf 4) mizeme posoudit, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu
vykazoval extrakt zazvoru cerstvého ve vodé a skofice v ethanolu. Zhruba stejnou
antioxidacni aktivitu vykazovaly extrakty hiebicek (oe), hiebicek (voda), skofice (voda),
zazvor mlety (et) a zazvor mlety (voda).

V porovnéni s metodou FCM, kde obsah fenolickych latek u zazvoru Eerstvého (voda)
nebyl nijak vyrazny je antioxidacni aktivita stanovena metodou ABTS nejvyssi. Podle
nékterych studii byla zjist€éna pozitivni korelace mezi antioxida¢ni aktivitou a obsahem
polyfenold napf. u antokyanti brambor s tim, ze pfedevsim tyto latky maji podstatny vyznam
Vv antioxidacni kapacité (73] \/ nagem ptipad¢é doslo ke korelaci téchto parametri u extraktl
skofice a hiebicku. OdliSnost vysledki u zazvoru muze byt zpisobena odliSnym charakterem
polyfenolickych latek v tomto koteni. Srovnani vysledkt s dosud publikovanymi studiemi je
pomérné obtizné z diivodu pouziti riznych rozpoustédel, metod extrakce i metod pro
stanoveni antioxidac¢ni aktivity.
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Tabulka 4: primérné hodnoty antioxidacni aktivity namérené u jednotlivych extraktit metodou

ABTS

Extrakt Absorbance | ABTS (mmol.kg™) + S.D.
Hiebicek (et) 0,657 0,655 + 0,005
Hiebicek (oe) 0,310 0,308 + 0,008
Hiebicek (voda) 0,316 0,314 + 0,002
Skofice (et) 0,956 0,954 + 0,003
Skoftice (oe) 0,465 0,463 + 0,001
Skotice (voda) 0,290 0,288 + 0,002
Zéazvor mlety (et) 0,267 0,262 + 0,001
Zéazvor mlety (oe) 0,387 0,382 + 0,001
Zazvor mlety (voda) 0,311 0,308 = 0,001
Zazvor Cerstvy (et) 0,490 0,485 + 0,002
Zazvor Cerstvy (oe) 0,412 0,411 + 0,003
Zazvor Cerstvy (voda) 1,059 1,054 + 0,001

1,2 1

0,4 -

0,2

=
=
=
=

extrakty koreni

Graf 4: Antioxidacni aktivita jednotlivych extraktii koreni metodou ABTS

7.3. Antimikrobialni u¢inky extraktu z kofeni diskovou difuzni metodou

Pro stanoveni inhibi¢nich u¢inka a antimikrobialni aktivity byly testovany tyto extrakty:
e skofice, hiebicek, zazvor Cerstvy a zazvor mlety v ethanolu
e skofice, hiebic¢ek, zazvor Cerstvy a zazvor mlety v octanu ethylnatém
e skofice, hiebicek, zazvor Cerstvy a zazvor mlety ve vodé

Pomoci diskového difuzniho testu byl testovan jejich inhibi¢ni G¢inek proti Bacillus
subtilis, Pichia fermentans a Aspergillus niger v zavislosti na druhu kofeni a rozpoustédla, ve
kterém bylo extrahovano. Uvedené mikroorganismy byly zvoleny pro jejich negativni dopad
V potravinaiském prumyslu, kdy napadaji potraviny a zptsobuji jejich kazivost, ¢imz snizuji

39



jejich kvalitu. Kvasinky se uplatiuji pfedev§im ve fermentacnich procesech (vyroba vina,
piva, lihu), kde Pichia fermentans zpisobuje tzv. kiisovaténi vina, coz vyrazné méni chut
a vuni odridového vina a muze dochazet k poklesu extraktu vina. Plisné rodu Aspergillus se
vyuZzivaji pro prumyslovou vyrobu enzymu (pektindzy, lipazy, amylazy) pro potravinaiské
ucely (aplikace pii zpracovani ovoce a zeleniny), vyrobu kyseliny citronové a itakonové.
Zpusobuji onemocnéni dychacich cest, usni infekce (Otomyko6za) plesnivéni dZzemi a chleba,
nékteré druhy produkuji mykotoxiny. Bakterie rodu Bacillus obsahuje fadu patogennich
zastupct, ktefi patii mezi puvodce enterotoxikdz. Antimikrobidlni G¢inky jednotlivych
extraktt byly zhodnoceny s ohledem na velikost vzniklych inhibi¢nich zon, které byly jednak
zméfeny (Tabulka 5, 6, 7) a jednak fotograficky zdokumentovéany (Obr. 7 - 9).

Pichia fermentans

Vyhodnoceni inhibi¢nich G¢ink kvasinky Pichia fermentans bylo provedeno na zaklade¢
vizualniho posouzeni agarového dilu¢niho testu (Obr. 7). Potlaceni rustu daného
mikroorganismu je vidét po aplikaci extraktu skofice a hiebicku v octanu ethylnatém.
U zadzvoru mletého (oe) i zazvoru Cerstvého (oe) jsou sice inhibi¢ni zony malé, ale i zde byla
prokazana antimikrobialni aktivita danych extrakti. U ethanolovych extrakti vykazoval
nejvyssi inhibici hiebiCek a zdzvor mlety. Co se tyka vodnych extrakti, tak ty prokazaly
antimikrobialni G¢inek pouze u zdzvoru cerstvého. Celkové kofeni extrahované v octanu

Vv

ethylnatém vykazovalo nejvyssi antimikrobialni aktivitu (Tabulka 5).

Tabulka 5: Velikost namérenych inhibicnich zon po aplikaci jednotlivych extraktii
u P. fermentans

Kofeni Ethanol Octan ethylnaty Voda

Inhibiéni zony [mm]

Skoftice 8,4+0,1 15+0,1 n.d.
Hrebicek 14+0,1 125+0,1 n.d.
Zazvor mlety 11,1+0,1 75%0,1 n.d.
Zazvor Cerstvy 6,5+0,1 7+0,1 7+0,1

n.d. - inhibi¢ni zona nebyla detekovana
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Obrazek 2: Viditelné inhibicni zény u riistu Pichia fermentans po aplikaci extraktii v octanu
ethylnatém

Bacillus subtilis

Z vysledki pii testovani antimikrobialnich u¢inkt kotfeni proti bakterii Bacillus subtilis
vyplyva, ze v8echny extrakty pfipravené v octanu ethylnatém inhibovaly rast sledovaného
MO (Tab. 6), z toho nejvyssi stupeni inhibice se projevil u extraktu skofice. Na (Obr. 8) je
prokazan vznik inhibi¢ni zony kolem sterilniho disku s obsahem extraktu hiebicku, kde doslo
k u¢innému potlaceni rastu testovaného mikroorganismu. V pfipadé zkoumani ethanolovych
extraktl mél nejvyssi antimikrobidlni G¢innost extrakt hiebicku oproti extraktim zazvoru
mletého i zazvoru Eerstvého. Po aplikaci extraktu skofice v ethanolu nedoSlo K inhibici
B. subtilis. Z vysledka dale vyplyva, Ze antimikrobialni aktivita nebyla prokazana v piipadé
extraktl skofice, hiebicku a zdzvoru mletého ve vodé. Zazvor Cerstvy extrahovany ve vode
vykazoval jen slabou antimikrobidlni aktivitu. Celkové lze fici, ze extrakty pfipravené
v ethanolu a octanu ethylnatém Gspésné potlacily rust bakterie B. subtilis.

Tabulka 6: Velikost namérenych inhibicnich zon po aplikaci jednotlivych extraktii u B. subtilis

Kofeni Ethanol Octan ethylnaty Voda
Inhibi¢ni zony [mm]
Skofice n.d. 11+0,1 n.d.
Hiebicek 115+0,1 9+01 n.d.
Zazvor mlety 9+0,1 6,5+0,1 n.d.
Zazvor Cerstvy 8+0,1 6,5+0,1 2+0,1
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Obrazek 3: Viditelné inhibicni zony u Bacillus subtilis po aplikaci extraktii v octanu
ethylnatém

Aspergillus niger

V ptipadé plisné Aspergillus niger doslo ke vzniku nejvyraznéjsich inhibi¢nich zon a byla
zde prokéazana nejvyssi antimikrobialni aktivita u extrakti skofice a hfebi¢ku. Velice dobré
vysledky vykazovaly extrakty kofeni jak v ethanolu, tak v octanu ethylnatém, zatimco vodné
extrakty neprokazaly zadny inhibi¢ni u¢inek (Tab. 7). Nejvyssi antimikrobidlni aktivita byla
viditelna u ethanolového extraktu hiebicku, ktery je zobrazen na Obr. 9. Téméf stejnou
aktivitu vykazoval i extrakt skofice v octanu ethylnatém. Celkové byl hiebi¢ek nejucinngjsi
Vv potlaceni rastu A. niger, pravdépodobné kvili obsahu eugenolu, ktery ma velmi vysoke
antimikrobialni G¢inky.

Tabulka 7: Velikost namérenych inhibicnich zon po aplikaci extraktii u A. niger

Kofeni Ethanol Octan ethylnaty Voda
Inhibi¢ni zény [mm]
Skofice 15+0,1 30+0,1 n.d.
Hiebitek 32+0,1 25+0,1 n.d.
Zazvor mlety 18+0,1 6,7+0,1 n.d.
Zazvor Cerstvy 7+0,1 98+0,1 n.d.
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Obrazek 4: Viditelné inhibicni zony u ristu Aspergillus niger po aplikaci ethanolového
extraktu

7.4. Antimikrobialni aktivita synergického ucinku skorice a hirebicku

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity synergického G¢inku byly vybrany extrakty, Které
vykazovaly velkou uspésnost u vSech testovanych MO. Jednalo se o:

e skofice + hiebidek v ethanolu

e skofice + hiebi¢ek v octanu ethylnatém

Pro studium inhibi¢niho ucinku koteni byl pouZit diskovy difuzni test. Extrakty skofice
a extrakt hebicku byly smichany v rizném objemovém poméru (Tabulka 8).

Tabulka 8: Prehled pripravenych extraktii skorice a hiebicku v ethanolu a octanu ethylnatém

Extrakt V [ml]
Skotice + hiebicek (1) 0,75 ml + 0,25 ml
Skotice + hiebicek (2) 0,25 mi+ 0,75 ml
Skofice + hiebicek (3) 0,5ml+0,5ml

7.4.1. Octan ethylnaty

Ze ziskanych vysledkd (Tab. 9) miizeme fici, Ze pfipravené extrakty octanu ethylnatého ze
skofice a hiebicku vykazovaly antimikrobidlni aktivitu u vSech testovanych MO.

Porovnanim hodnot bylo zjiSténo, ze nejvétsi inhibi€ni Gcinky vykazovala plisen
Aspergillus niger, kde nejvétsi inhibi¢ni zony byly viditelné po aplikaci samostatného
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hiebi¢ku nebo skofice v octanu ethylnatém. Jejich synergické pusobeni zaznamenalo také
vyrazny inhibiéni u¢inek.

Tabulka 9: Namérené velikosti inhibicnich zon po aplikaci extraktu octanu ethylnatého

Extrakt OE Bacillus subtilis \ Pichia fermentans | Aspergillus niger
Inhibi¢ni z6ny [mm]

Skofice 6,501 12+0,1 30+0,1
Hiebicek 15+£0,1 9+£0,1 31+0,1
S+H(1) 135+£0,1 15+£0,1 24+0,1
S+H(2) 13+0,1 13+£0,1 235%0,1
S+H(3) 12+£0,1 12+0,1 22+0,1

Odlidné vysledky byly zaznamenany u bakterie Bacillus subtilis, kde extrakt skofice

vykazoval velmi nizkou inhibici. Nejvétsi inhibicni G€inek byl zaznamenan u extraktu
Z hiebicku, pricemz nepatrné€ nizsi hodnoty inhibi¢nich zén byly pozorovany v piipadé studie
synergického ucinki skoftice a hiebicku.

U kvasinky Pichia fermentans mélo synergické pusobeni skofice a hiebi¢ku (1) nejvyssi
inhibic¢ni u€inek. Naopak nejmensi vliv byl viditelny u extraktu z hiebicku.

Celkove lze tici, ze synergické plsobeni hiebicku a skofice bylo prokdzano u vsSech
testovanych mikroorganismut. Z (Tab. 9) vyplyva, Zze vyssi obsah hiebi¢ku ve smési prokazal
nepatrné vyssi inhibi¢ni ucinek, ale celkové se objemové rizné zastoupeni hiebicku a skotice
ve smési ve vysledcich vyraznéji neprojevilo.

7.4.2. Extrakty v ethanolu

U ethanolovych extrakti byl synergicky ucinek skofice a hiebic¢ku pozitivni pouze
u P. fermentans (Tab. 10).

Tabulka 10: Namérené velikosti inhibicnich zon po aplikaci ethanolového extraktu

Extrakt (et) Bacillus subtilis \ Pichia fermentans | Aspergillus niger
Inhibi¢ni z6ny [mm
S+H(1) 55+0,1 125+0,1 n.d.
S+H(2) n.d. 95+£0,1 12+£0,1
S+H®) n.d. 11 +0,1 n.d.
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Obréazek 6: Inhibicni zéna po aplikaci ethanolového extraktu u Pichia fermentans

Nejvyssi inhibici prokazala smés s vy$$im obsahem hiebicku (Obr. 11).

U bakterie B. subtilis se projevil nepatrny inhibi¢ni G¢inek pouze u smési s vy$Sim podilem
hiebicku, ktery vykazoval vyrazng&jsi antimikrobialni aktivitu i proti A. niger (Obr. 10).

U smési S+H (1) a S+H (2) nedoslo k potlaceni ristu u A. niger ani u B. subtilis. Podle
studie Lu a kol. (2011) mé&lo synergické plsobeni hiebicku a skofice aditivni Uc¢inek proti
B. subtilis, zde viak byly extrakty ziskany pomoci destilace vodni parou. [*!
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Ze ziskanych vysledkt testované antimikrobialni aktivity extraktt kofeni lze celkové
shrnout, ze kvasinky jsou velmi citlivé na pasobeni esencialnich oleji a bakterie jsou
odoln¢jsi nez plisné. Jednim z davodt mize byt odliSné sloZeni a struktura bunééné stény
U jednotlivych mikroorganismti. Pfitomnost lipidi v bunécné sténé sniZzuje UCinnost
esencialnich olejii, jelikoz plisobi jako pfirozena bariéra a zabranuje EOs narusit bunécnou
sténu a proniknout dovniti bunky. Hlavni slozky bunécné stény kvasinek jsou polysacharidy
(glukan, manan, chitin a protein), které tvoii 90 % bunééné stény, naopak zastoupeni lipida je
minimalni. Plisné maji podobné sloZeni jako kvasinky, kdy buné¢na sténa obsahuje predevsim
polysacharidy. B.subtilis patii mezi gram-pozitivhi  bakterie, které obsahuji
peptidoglykanovou vrstvu, ktera je vyztuzena kyselinou teichovou. Na povrchu

rrrr

negativni bakterie, které jsou tedy vice rezistentni k ptisobeni EOs.

7.5. Antimikrobialni u¢inky extrakta koieni stanovené bujonovou dilu¢ni
metodou

Pro stanoveni antimikrobidlnich G¢inkl pfipravenych extraktii kofeni bujonovou dilu¢ni
metodou byl pouzit mikroorganismus B. subtilis. Nejdiive byly stanoveny optimalni
podminky pro rust B. subtilis. Testovani jednotlivych extraktti kofeni bylo provedeno pfi
nejoptimalnéjsich podminkach rastu B. subtilis pfi tfech riznych koncentracich extrakti - 8,3;
12,5; 17 mg/ml. U jednotlivych druhti kofeni a mikroorganisma byla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC).

7.5.1. Stanoveni optimalnich podminek rastu Bacillus subtilis

Optimalni podminky jsou nutné pro rist a rozmnozovani mikroorganismu (pH, teplota,
rychlost tfepani, mnozstvi zivin), kdy dochazi k exponencialnimu rastu bunék. V prib¢hu
experimentt byl sledovan vliv pH, teploty a rychlosti tfepani na optimalni rast B. subtilis.

7.5.1.1. Stanoveni pH optima bunééného ristu

Hodnota pH ma vyrazny vliv na metabolismus, ale ovliviiuje 1 teplotni odolnost
mikroorganismd. B. subtilis roste v rozmezi pH 5,5 — 8,5. Pro testovani optimalnich podminek
rustu byly tedy zvoleny ¢tyfi hodnoty pH 6,5; 7; 7,5 a 8. Pfi teploté 30 °C a danych hodnotach
pH byla zméfena ristova kiivka, na zdklad¢é niz bylo stanoveno pH optimum bakteridlniho
rustu.
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Graf 5: Riistova krivka B. subtilis pri zvolenych hodnotach pH

Z grafického znazornéni (Graf 5) je patrné, ze nejvyssi rust B. subtilis nastal pii pH 7,

v v

cvwr

koreluji s jiz publikovanymi studiemi, které uvadi za nejvhodngjsi pH pro optimalni
rist B. subtilis 7 - 7,5. )

7.5.1.2. Stanoveni teplotniho optima pro bunéény rist

Teplota, je dulezitym faktorem pro rust mikroorganismu, ovliviiuje jeho schopnost preziti.
Zavislost ristové rychlosti na teploté je obvykle nesymetricka. Nizsi teploty déleni pouze
zpomaluji, ale nebrani mu. Naopak vyssi teploty plisobi na mikroorganismy destruktivné.
B. subtilis patii mezi mezofilni mikroorganismy dokaZe piezit od 18 °C az po 43 °C, pii
teploté 55 °C dochézi k zastavent ristu. ™ Pro stanoveni teplotniho optima bun&ného riistu
B. subtilis byly zvoleny hodnoty 30, 35 a 40 °C. Rust mikroorganismu byl sledovan pfi tiech
hodnotach pH (7; 7,5 a 8).
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Graf 6: Rustova krivka B. subtilis pri pH 7 a jednotlivych teplotach
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Graf 7: Rustova krivka B. subtilis pri pH 7,5 a jednotlivych teplotach
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Graf 8: Ruistova krivka B. subtilis pri pH 8 a jednotlivych teplotach

V grafickém znazornéni (Graf 6, 7, 8) jsou porovhdvané hodnoty pH (7; 7,5 a 8) pii
jednotlivych teplotach (30, 35 a 40 °C). Z hodnot viditelnych na Grafu 6 je patrné, Ze
nejlepSich vysledki je dosazeno pti pH 7 a teploté 35 °C. Podobny rist byl zaznamenan pfi
teploté 30 °C pii pH 7 a 7,5. Optimalni teplota rtstu B. subtilis se podle literatury pohybuje
od 30 — 37 °C. "I Nejvice studii je provadéno pii teplots 37 °C. [’®

7.5.1.3. Stanoveni optimalni rychlosti tfepani

Co se tyké vztahu B. subtilis ke kysliku, 1ze tento MO oznacit jako anaerobni, i kdyz se
objevily i studie, které naznacuji, ze tato bakteric mize v pfitomnosti nitratu rust i anaerobngé.
71 pi optimalni teploté riistu 35 °C a pH 7 byla testovana nejvhodnéjsi rychlost tfepéni.
Testované rychlosti tiepani byly 100, 150, 200 a 250 rpm.
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Graf 9: Riistova krivka B. subtilis pri teploté 35 °C, pH 7 a riizné rychlosti trepani

Nejvyssi intenzita rastu B. subtilis byla zaznamenana pii rychlosti 250 rpm (Graf 9).
Naopak nejnizsi rast byl prokazan pii rychlosti otacek 100 rpm. Zejména v exponencialni fazi
ristu je patrné, ze se zvysujici se rychlosti tiepani roste i intenzita bunécného ristu, oz
souvisi s mnozstvim kysliku v médiu a také s lepsi dostupnosti Zivin.

7.5.2. Stanoveni antimikrobialni aktivity bujonovou dilu¢ni metodou

Pii optimalnich podminkach bunééného rustu B. subtilis (35 °C, pH 7, 250 rpm) byla
stanovena antimikrobidlni aktivita extraktti Kofeni bujonovou diluéni metodou. Byly pouzity
extrakty:

e skofice, hiebicek, zazvor Cerstvy a zazvor mlety v ethanolu
e skofice, hiebicek, zazvor Cerstvy a zazvor mlety v octanu ethylnatém

e skofice, hiebicek, zazvor Cerstvy a zazvor mlety ve vodé

V prubéhu experimentu byl sledovan vliv riizné koncentrace extraktd (8,3; 12,5; 17 mg/ml)
na bunéény rist B. subtilis po dobu 5 dnd (Graf 10 — 21).

Vliv skorice

V piitomnosti extraktu skofice v octanu ethylnatém (Graf 10) doslo k Gspésnému potlaceni
rastu B. subtilis u vdech pouZitych koncentraci extrakta, vyjimkou byla koncentrace extraktu
17 mg/ml. V piipadé¢ pouziti ethanolového extraktu skofice (Graf 11) byl zaznamenan
K poklesu naristu o0 120 % po 5 dnech kultivace. Dalsi dvé koncentrace (12,5 a 17 mg/ml)
extraktu nedokézaly potlacit riist bakterie. Z divodu vyssich hodnot, které prekrocily rozsah
denzitometru, nejsou hodnoty graficky zpracovany. Vodny extrakt skofice 0 koncentraci 8,3
a 12,5 mg/ml vykazoval mirné inhibi¢ni ucinky (Graf 12). Na zaklad¢ uvedenych vysledka
muzeme shrnout, Ze u extraktt skofice je MIC 8,3 mg/ml.
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Graf 10: Rustova krivka B. subtilis v pritomnosti extraktii skorice v octanu ethylnatém
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Graf 11: Rustova krivka B. subtilis v pritomnosti etanolovych extraktii skorice
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Graf 12: Rustova krivka B. subtilis v pritomnosti vodnych extraktii ze skorice
Vliv hiebicku

Pii porovnani extraktd z hfebickti bylo zjisténo, Ze nejvyssi antimikrobidlni ucinek
zaznamenal extrakt hiebi¢ku v octanu ethylnatém (Graf 13), kde doslo k inhibici po aplikaci
vSech tfech zvolenych koncentraci. U ethanolového extraktu (Graf 14) nedoSlo sice
Kk potlaceni rastu B. subtilis, ale extrakt o koncentraci 8,3 mg/ml vykazoval neju¢inné;si
aktivitu. Mirné potlaceni rastu B. subtilis vSak bylo zaznamen&no u vodného extraktu
hiebicku u koncentrace 8,3 mg/ml (Graf 15). Lze tedy fici, ze v pfipadé pouziti extraktl
hiebicku nebyl tak patrny vliv koncentrace extrakti, ale spiSe pouzitého rozpoustédla a to
nejvyrazngji v pfipad€¢ octanu ethylnatého. I zde vSak muzeme stanovit MIC a to opét
8,3 mg/ml.
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Graf 13: Ruistova krivka B. subtilis v pritomnosti extraktii hiebicku v octanu ethylnatém
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Graf 14: Rustova kifivka B. subtilis v pritomnosti etanolovych extraktit hiebicku
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Graf 15: Rustova krivka B. subtilis v pritomnosti vodnych extraktit hiebicku

Vliv zazvoru mletého

Zézvor mlety extrahovany v octanu ethylnatém dokézal v koncentraci 8,3 a 12,5 mg/ml
inhibovat rust B. subtilis vexponencialni fazi rastu (Graf 16). V ptipadé testovani
ethanolového extraktu (Graf 17) je patrné, Ze inhibi¢ni Géinek proti testovanému MO
vykazovala pouze koncentrace 8,3 mg/ml. Co se tykd vodného extraktu, tak ten prokazal
antimikrobidlni aktivitu ve v3ech zvolenych koncentracich a dokazal potlacit rast B. subtilis
béhem exponencialni faze rastu (Graf 18). Na zaklad¢ téchto vysledkti mizeme fici, Ze stejné
jako u ptedchozich testovanych kofeni i zde prokazaly vySSi antimikrobiélni aktivitu nizsi
koncentrace a to u vsech pouzitych extraktd z&zvoru mletého. Minimalni inhibiéni
koncentrace, kterd inhibovala rast B. subtilis byla stanovena na hodnotu 8,3 mg/ml.
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Graf 16: Rustova krivka B. subtilis v pritomnosti extraktit ZM octanu ethylnatého
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Graf 17: Rustova krivka B. subtilis v pritomnosti etanolovych extrakti ZM
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Graf 18: Riistova krivka B. subtilis v pritomnosti vodnych extraktii ZM

Vliv zazvoru Cerstvého

Naopak zazvor Cerstvy extrahovany v ethanolu a octanu ethylnatém vykazoval velice
uéinny antimikrobialni vliv (Graf 19, 20) a to u vSech zvolenych koncentraci extraktu. Dobré
vysledky byly také zaznamenany v piipadé vodného extraktu zazvoru Cerstvého (Graf 21),
kde nejlepsi inhibiéni ucinky vykazovaly koncentrace extraktd (8,3 a 12,5 mg/ml). Extrakty
zazvoru Cerstvého dokazaly ucinné potlacit rast B. subtilis ve vSech zvolenych
rozpoustédlech.
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Graf 19: Rustovd kifivka B. subtilis v piitomnosti extraktit ZC octanu ethylnatého
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Graf 20: Riistova kiivka B. subtilis v pritomnosti etanolovych extraktii ZC
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Graf 21: Riistova kiivka B. subtilis v pritomnosti vodnych extraktii ZC

Na zaklad¢ vySe uvedenych vysledkti mizeme zhodnotit, ze pti pouZiti extraktu o nizsi
koncentraci dochazi k u¢inngjsi inhibici bakterie B. subtilis nez pti vyssich koncentracich.
Antimikrobialni ucinek jednotlivych extraktd kofeni byl testovan pomoci bujonové dilu¢ni
metody. Jako nejucinnéjsi antimikrobidlni ¢inidlo se projevil zdzvor Cerstvy a to po extrakci
ve vSech zvolenych rozpoustédlech. Minimalni inhibi¢ni koncentrace, tedy nejniz§i G¢inna
koncentrace EOs, kdy dochéazi k potla¢eni ristu mikroorganismu, byla stanovena na
8,3 mg/ml.
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8. ZAVER

Cilem diplomové préace bylo prostudovat antimikrobiélni u¢inky vybranych druht kofeni
na zastupce mikroorganismi z fad bakterii, kvasinek a plisni a soucasné stanovit celkovy
obsah fenolickych latek a antioxidacni aktivitu téchto kofeni. Byl sledovan vliv extrakti
skofice, hiebicku a zazvoru mletého i Cerstvého proti Bacillus subtilis, Pichia fermentans
a Aspergillus niger. Extrakty kofeni byly pfipraveny ve tfech rozpoustédlech - voda, ethanol
a octan ethylnaty a jejich antimikrobialni aktivita byla otestovana diskovym difuznim testem
abujonou diluéni metodou. U téchto extraktii bylo také stanoveno celkové mnozstvi
polyfenolickych latek a antioxida¢ni aktivita. Nejvyssi obsah polyfenolti obsahovalo kofeni
extrahované v ethanolu a to zejména hiebicek a skofice. U téchto dvou kofeni Se navic
projevila korelace s antioxida¢ni aktivitou, ktera ale dosahovala nejvyssich hodnot u vodného
extraktu zazvoru Cerstvého.

Diskovym difuznim testem byl prokdzan nejvysSi antimikrobialni ucinek u kofeni
extrahovanych v octanu ethylnatém a ethanolu proti B. subtilis, P. fermentans a A. niger.
Naopak vodné extrakty nemély na testované MO témét zadny vliv. Nejucinnéjsi ze vSech
extraktu byl hiebicek, ktery vykazoval nejvétsi inhibiéni zOny a to zejmena v piipadé extrakce
ethanolem. To je pravdépodobné zplsobeno vysokym obsahem eugenolu v hiebic¢ku, ktery
ma vysoce antimikrobialni aktivitu. V pfipadé¢ extrakti skofice byl jako nejucinnéjsi
rozpoustédlo stanoven octan ethylnaty. Pfi testovdni synergického pilisobeni skofice
a hiebicku v octanu ethylnatém byl uspé$né potlacen rist u vsech testovanych MO. Oproti
tomu smés hiebiku a skotice v ethanolu inhibovala jen rast P. fermentans. Take se ukazalo,
ze ucinngjsi proti rastu A. niger je pouziti hiebi¢ku a skofice samostatné nez ve smési.

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity bujonovou diluéni metodou, kterd doposud neni
optimalizovana byl vybran mikroorganismus B. subtilis, u kterého byly stanoveny optimalni
podminky bunécného rastu (35 °C, pH 7, 250 rpm). Jako nejucinnéjsi rozpoustédlo se jevil
octan ethylnaty, nicméné nejvyraznéjsi inhibi¢ni ufinek byl pozorovan u zazvoru cerstvého
ato ve vsech tfech rozpoustédlech. U extraktd hiebicku nebylo prokazano tak vyrazné
potlaceni riistu jako u diskové difuzni metody. Na zakladé vysledkti také miazeme zhodnotit,
7e minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla ve vétsiné piipadi 8,3 mg/ml. Rozdily ve
vysledcich diskové difuzni a bujonové dilu¢ni metody pro inhibici rastu B. subtilis mohou byt
zpusobeny rozdilnym zplisobem rlstu testovaného MO (kultivace na pevném povrchu

vs. V tekutém médiu) a odliSnym mechanismem ptisobeni fenolickych latek.

Srovnani s jinym studiemi je pomérné komplikované, protoze ucinnost jednotlivych
extraktt se muaze lisit v zavislosti na pouZité koncentraci, rozpoustédle, pavodu koteni, obdobi
sklizn¢ nebo zvolené metod¢ testovani.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

MO Mikroorganismus

EOs Esencialni, éterické oleje

SD Destilace vodni parou

HD Hydrodestilace

SCE Superkriticka fluidni extrakce oxidem uhli¢itym
UE Ultrazvukové extrakce

SFME MikrovInnd extrakce bez rozpoustédel
HPSE Vysokotlaka extrakce

MAD MikrovInnd extrakce

SFE Superkriticka fluidni extrakce

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Et Ethanol

Oe Octan ethylnaty

zC Zazvor Cerstvy

ZM Zazvor mlety

S Skoftice

H Hrebicek

S.D. Smérodatna odchylka

n.d. Nebyla detekovana
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11. SEZNAM PRILOH

Piiloha ¢&. 1:

Ptiloha ¢&. 2:

Pfiloha ¢&. 3:

Piiloha ¢&. 4:

Piiloha ¢&. 5:

Priimérné hodnoty rustové kiivky B. subtilis a smérodatna odchylka pfi zvolenych
hodnotach pH

Primérné hodnoty ristové kiivky B. subtilis a smérodatna odchylka pii teploté 30 °C
a zvolenych hodnotéach pH

Primérné hodnoty ristové kiivky B. subtilis a smérodatna odchylka pii teploté 35 °C
a zvolenych hodnotéach pH

Primérné hodnoty ristové kiivky B. subtilis a smérodatna odchylka pii teploté 40 °C
a zvolenych hodnotach pH

Priimérné hodnoty rustové kiivky B. subtilis a smérodatna odchylka pfi zvolenych
rychlostech tfepani
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Priloha ¢. 1. Prumérné hodnoty rustové krivky B. subtilis a smérodatna odchylka pri
zvolenych hodnotach pH

pH
t [hod] 6,5 7 75 8
3 44+0,3 41+£0,1 38+0,1 2,83+0,08
6 8,50 + 0,03 8,66 + 0,08 9,41 + 0,05 9,7+0,1
9 9,6+0,3 99+04 10,7+£0,2 111+0,3
24 105+0,2 143+0,2 13,50 + 0,08 12,4 +0,4
48 110+£0,2 115+£04 10,47 £ 0,05 9,9+0,3
72 100+£0,5 111+04 9,57 £ 0,05 9,20 +£0,03
96 9,8+04 11,2+0,8 9,0+£0,1 8,74 £ 0,02

Priloha ¢. 2: Priumérné hodnoty rustové kiivky B. subtilis a smérodatnd odchylka pri teploté
30 °C a zvolenych hodnotach pH

30 °C

t [hod] 7 75 8
3 41201 3,8+0,1 2,83 + 0,08
6 8,66 + 0,08 9,42 + 0,05 9,7+0,1
9 9,9+0,4 10,7 +0,2 11,1£0,3
24 14,3+0,2 13,50 + 0,08 12,4 +0,4
48 11,5+ 0,4 10,47 + 0,05 9,9+0,3
72 11,1+ 0,4 9,57 + 0,05 9,20 + 0,03
96 11,2+0,8 9,0+0,1 8,74 % 0,02
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Priloha ¢. 3: Prumérné hodnoty ristové kiiivky B. subtilis a smérodatna odchylka pri teplote

35 °C a zvolenych hodnotach pH

35 °C

t [hod] 7 7.5 8
3 41205 2,7+0,1 2,48 + 0,07
6 9,75 + 0,06 9,5+0,2 8,0+ 1,0
9 11,5+0,3 10,9 + 0,4 11,0 £0,3
24 14,4 +0,8 12,23 + 0,09 11,8 £ 0,3
48 13,6 + 0,9 10,1+0,2 9,98 + 0,09
72 14,4 +0,1 9,92 + 0,07 9,9+0,3
96 14,1+0,2 9,6 £0,3 9,9 +0,2

Priloha ¢. 4. Priumérné hodnoty rustové kiivky B. subtilis a smérodatnd odchylka pri teplote

40 °C a zvolenych hodnotach pH

40 °C

t [hod] 7 75 8
3 7,50 + 0,03 6,3+05 3,4+05
6 10,2 + 0,1 10,1+ 0,5 10,2 +0,2
9 11,5+0,1 10,6 + 0,4 10,63 + 0,09
24 12,1+0,3 10,47 + 0,05 10,4 +0,2
48 11,6 + 0,3 10,6 + 0,2 10,4 +0,2
72 11,6 + 0,5 9,3+0,9 9,240,
96 11,4+0,1 9,6 £0,9 9,5+0,2
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Priloha ¢. 5: Prumérné hodnoty rustové krivky B. subtilis a smérodatna odchylka pri
zvolenych rychlostech trepani

Rychlost tfepani [rpm]

t [hod] 100 150 200 250
3 56+0,3 6,5+0,1 7,4+0,2 7,41 +0,05
6 8,9+0,2 9,50 + 0,09 105+05 11,10 + 0,08
9 94+04 10,6 +0,1 11,6 +0,8 12,7+0,2
24 125+0,3 13,10 + 0,08 12,3407 14,60 + 0,09
48 12,4+0,1 12,4+0,2 10,5+ 0,4 14,80 + 0,09
72 12,0+0,2 12,2+0,3 11,3+0,9 14,9+05
96 11,7+0,2 12,2+0,2 11,1+0,9 14,9 + 0,4
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