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ABSTRAKT

Cielom tejto bakalarskej prace je analyza antioxidacne a antimikrobidlne aktivnych latok
v drevinach. V teoretickej Casti bola spracovana resers, zaoberajuca sa charakterizaciou tychto
biologicky aktivnych latok. Okrem toho praca pontika struény prehl’ad o vybranych drevinach
a popisuje najcastejSie pouzivané extrakéné techniky. Napokon boli popisané metddy
na stanovenie antimikrobialnej akivity. V experimentélnej Casti sme pripravili extrakty
z brezovej, dubovej a vibovej kory, za pouzitia roznych rozpustadiel (voda, metanol, etanol,
DMSO), pri rozdielnych parametroch (Cas, teplota). Spektrofotometricky sme stanovovali
koncentraciu polyfenolov, flavonoidov, trieslovin a antioxida¢nej aktivity. N&sledne boli
extrakty testované z hladiska antimikrobialnej aktivity oproti trom mikroorganizmom:
Micrococcus luteus, Serratia marcescens a Candida glabrata. Z vysledkov vyplyva, Ze
najviac antioxida¢ne aktivnych latok sa nachddza vo vrbove; koére. Z hladiska
antimikrobialnej aktivity mozeme povedat’, Zze vo vybranych druhoch kéry sa prejavovala
antimikrobialna aktivita len vel'mi slabo.

ABSTRACT

The purpose of this bachelor thesis is to analyze antioxidant and antimicrobial active
substances in woody plants. The theoretical part deals with characterization of these
biologically active substances, the overview of selected types of woody plants and dividing of
extraction techniques. Moreover, methods for determination antimicrobial activity were
described. The experimental part is focused on preparation of bark extracts of birch, oak and
willow using different solvents (water, methanol, ethanol, DMSO) at various parameters
(time, temperature). The concentration of polyphenols, flavonoids, tannins and antioxidant
activity was set by using spectrophotometrical method. Subsequently antimicrobial activity of
extracts was tested against the three microorganisms: Micrococcus luteus, Serratia
marcescens and Candida glabrata. The results show that the most antioxidant active
substances are found in the willow bark and antimicrobial activity was showed very weakly in
selected bark extracts.
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antioxidanty, antimikrobialna aktivita, extrakty z kdry stromov
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1 UVOD

V poslednych rokoch sme sa stali svedkami zvySeného zdujmu o pouzivanie
liekov, potravinovych doplnkov alebo kozmetickych vyrobkov pripravenych na rastlinnej
baze. Spotrebitelia ich zacali uprednostiovat’ pred latkami syntetického povodu. Medzi také
zaujimavé prirodné materidly patri aj kora stromov. Uz naSi predkovia poznali jej lieCivé
vlastnosti a pouzivali koru z réznych drevin, ¢i uz z dubu, viby alebo brezy k prevencii alebo
lieCeniu rozliénych chordb. Tieto dreviny totiz obsahuju Siroku Skalu sekundarnych
metabolitov ako su flavonoidy, antokyany, ¢itriesloviny u ktorych boli preukéazané
antioxida¢né a antimikrobiéalne vlastnosti.

Antioxidanty st latky, ktoré obmedzuju aktivitu volnych radikalov, chrénia organizmus
pred oxidanym stresom a maji za Ulohu posiliiovat’ imunitny systém. Antimikrobidlne latky
maju schopnost’ inhibovat’ rast mikroorganizmov, dokazu Stiepit’ vizby v bunkovej stene, ¢im
im znizuju odolnost’ oproti vonkajsim vplyvom.

Taktiez sa stretdvame s faktom, Ze narastd rezistencia mikroorganizmov voc¢i dostupnym
antibiotikdm. Preto je ddlezité vynaloZit Co najvysSie Usilie, aby sme dokazali nahradit
Vv sucasnosti dostupné antibiotika. Rastlinné latky si preto vhodné kvoli ich minimalnej
toxicite, dobrej dostupnosti a takmer ziadnym vedl'aj§im u¢inkom.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Charakteristika antioxida¢nych a antimikrobialnych latok

Antioxidanty su latky, ktoré spomaluju alebo potlacaju poskodenie buniek hlavne
prostrednictvom vlastnosti zachytavania volnych radikalov. Vd’aka ich nizkej molekulovej
hmotnosti mézu bezpeéne interagovat’ s volnymi radikalmi a tym ukoncit’ retazova reakciu
pred poskodenim zivotne dolezitych molekal. V pripade antimikrobialnych latok je potrebné
si uvedomit’, ze ich hlavnou tlohou je ¢o najviac postihnit’ hostujliice patogény a o najmenej
pri tom poskodit’ hostitel'a [1,2].

V poslednych desatro¢iach vyrazne rastie zaujem o latky s biologickou aktivitou. Jedna sa
0 vyznamnu skupinu prirodnych antioxidantov s moznymi vplyvmi na zdravie ¢loveka, ako
st napriklad antioxidacné, protizapalové, protinddorové ¢i antimikrobidlne G¢inky. Mo6zu sa
podielat’ na ochrane proti Skodlivému posobeniu volnych radikalov. Volné radikaly sa tvoria
vo viacSich mnozstvach pri patologickych stavoch a su zapojené do rozvoja najCastejSich
chronickych degenerativnych ochoreni, ako su kardiovaskularne ochorenia alebo rakovina.
Vyskum sa momentidlne zameriava na nové potencidlne vyuzitie vo farmaceutickych
a poI'nohospodarskych produktoch s cielom zlepsit’ zdravie a vyzivu ¢loveka [3].

Ulohou tychto latok je teda chranit’ bunky Fudského organizmu a tkaniva pred skodlivymi
ucinkami reaktivnych foriem kyslika a d’alsimi volnymi radikalmi apomahat’ posilnit’
imunitny systém. Polyfenoly a flavonoidy patria medzi antioxidanty, ktoré samy majd aj
antimikrobialny efekt, alebo ho podporujua [2].

2.1.1. Polyfenoly

Polyfenoly tvoria jednu z najpocetnejsich skupin, ktoré sa vyskytuju v rastlinach a zaroven su
neoddelitel'nou sucast'ou potravy l'udi a zvierat. Charakteristické s pritomnost'ou fenolovych
jednotiek v molekule. VSeobecne ich mdzeme delit’ na flavonoidy a hydrolyzované taniny [4].

Polyfenoly sa v rastlindch vyskytuju ako sekundarne metabolity, ktoré sa vo vSeobecnosti
podielaju na ochrane pred ultrafialovym ziarenim a patogénnymi latkami. V rastlinach teda
maju polyfenoly rézne biologické funkcie ako dodavanie farby, chuti, zapachu, horkosti a
oxidacénej stability. Nedavne vyskumy spojené s polyfenolmi a ich antioxida¢nou aktivitou
v rastlinach a potravinach ukazuju, ze polyfenoly, ako st flavonoidy a taniny poskytujd
ochranu proti rakovine, kardiovaskularnym ochoreniam, cukrovke, osteoporéze a
neurodegenerativnym ochoreniam. O polyfenolovych latkach mézeme povedat, Ze st zname
tym, Ze sa prejavuju antioxida¢nou a antimikrobidlnou aktivitou [5,6].

2.1.2. Flavonoidy

Flavonoidy st bezné sekundarne metabolity vysSich rastlin. Chemicky st flavonoidy
polyfenoly, ktoré obsahuju 14 uhlikovych atomov. Su to latky vyskytujice sa v rastlinach.
Maju aromaticky charakter molekuly, odvodeny od 2-fenylchroménu. St schopné viazat
prechodné kovy, indukovat’ a ovplyviiovat' niektoré enzymy (aryl-a epoxid hydroxylazy,
proteinkinazu C), inhibovat’ XOD, lipoxygenazu a lipoperoxidaciu. Maju protizépalovy,
protiskleroticky a protinadorovy ucinok, pdsobiaci v hydrofilnom a aj v lipofilnom prostredi.



Flavonoidy  predstavuju  jednu  z najsledovanejSich  skupin  prirodnych  latok
s antimikrobiéalnou aktivitou [7,8,9].

Zékladom flavonoidov je heterocyklicka zlicenina flavon, ktor4 je tvorenad dvoma
benzénovymi kruhmi spojend heterocyklickym pyranom. Vo flavonoidoch mé& na ich
antioxida¢nu u¢innost’ najvacsi vplyv poloha a pocet hydroxylovych skupin v molekule [10].

Obréazok 1: Flavon-3-ol

Bolo preukazané, ze l'udska strava obsahujuca flavonoidy moéze ovplyvnit dlhodobé
zdravie a znizit' riziko chronickych a degenerativnych ochoreni. V poslednom desatroci
zaujem o flavonoidy vyrazne vzrastol ¢oho je dosledok, Ze boli zaznamenané viac ako tisicky
prirodzene sa vyskytujucich flavonoidov [11].

2.1.3. Taniny (triesloviny)

Taniny alebo tiez nazyvané triesloviny oznacuju skupinu prirodnych polyfenolov s pomerne
Sirokym roznorodym zlozenim, ktorych jednou z vlastnosti je zrazanie bielkovin. Taniny
rozdel'ujeme do dvoch velkych skupin:

a) gallotaniny a ellagotaniny (hydrolyzovatel'né triesloviny), ktorych zaklad tvori kyselina
gallovd (digallova) alebo kyselina ellagovd, esterifikujuca glukézu za tvorby
pentadigalloylglukozy. Zlic¢enina oznaCovand ako tanin (kyselina gallotanovd) vytvara
koloidny roztok kyslej reakcie,

b) katechinové triesloviny (kondenzované), ktoré vznikaju na zaklade kondenzécie
pentahydroxyflavanu[9].

Tieto latky maju dobré antimikrobidlne a antiinvazivne ucinky (roztok taninu bol
pouzivany americkou armadou pocas 2. svetovej vojny na oSetrovanie ran). Taniny sa viac
vyskytuju v dvojkli¢nolistovych ako v jednokli¢nolistovych rastlinach. NajdolezitejSie su
z kory a dreva niektorych stromov, najmé z dubu. V kmenoch stromov sa vyskytuju najviac
v aktivnych rastovych zénach a pod kérou [7,9].

Obrazok 2: Kyselina ellagova



2.2. VVybrané druhy drevin
2.2.1. Dub (Quercus)

Dub je pocetny rod zahrijuci viac nez 450 druhov. Dub letny je mohutny, az 40 m vysoky
strom s koSatou korunou. Je to opadavy a vel'mi pomaly rastici strom. K6ra mladych stromov
je hladkd, sivozelena, neskor na star§ich kmenoch rozpukana. Listy maju kratku stopku a
kozovitu perovito lalo¢nat celistvo okrajovi Cepel’, na baze srdcovito vykrojenu. Dub je
jednodoma rastlina, sam¢ie a samicie kvety si oddelené, ale vyvijaji sa na tom istom strome.
Samcie kvety su zoskupené vo visiacich zelenych jahnadach a rozkvitaji na jar zaroven
S pucanim listov. Piestikové kvety sa vyvijaji po dva az pat’ v pazuchach tohoroénych listov.
St obalené Stankovou ¢iaskou. Plodom je svetlozlta nazka — zalud’, ktora sedi v ¢iaske. Dub
zimny sa od letného odliSuje dlhostopkatymi listami, ktoré si na rube mékko, neskér
hviezdovito chlpaté. Baza ¢epele je klinovita, kym dub letny ju ma srdcovito vykrojenu. Lisi
sa aj kratkostopkatymi alebo sediacimi kvetmi a plodmi, zatial’ ¢o Zzalude duba letného rastd
na dlhych stopkach [12].

Vyskumom sa zistilo, Ze kora roznych druhov dubov obsahuje polyfenolické zlozky. Kora
obsahuje najmi katechinové triesloviny (6 az 20 %), d’alej kyselinu gallovd, Kkyselinu
ellagova, hor¢iny, flavonoidy, zivice, a d’alSie latky. Kéra dubu letného, ktord ma kvoli
obsahu kyseliny taninovej silno stahujuci u¢inok sa tradi¢ne priddvala do ¢aju proti hnacke a
dyzentérii a vo vonkajSom pouziti na$la uplatnenie pri liecbe hemoroidov, zapalenych d’asien,
ran a ekzémov. Odvar zo zalud'ov a dubovej kory byval povazovany za vynikajici protijed
priotrave. Z koéry dubu zimného bolo izolovanych viac ako 20 zla¢enin (katechinov
a oligomérnych a polymérnych proantokyanidinov [13,14,15].

— QT

e D -

R Obrazok 4: Koéra dubu [17] |

‘O”brézok 3: Dub zimny [16]
2.2.2. Viba (Salix)

Viba je az do 20 m vysoky strom alebo ker. Ma sivohnedu rozpukanu koru a pruzné konare.
Listy su kratkostopkaté, kopijovité, zliazkato pilkovité, na lici zelené, na rube bledozelené az
sivozelené. Mlad¢ listy su obojstranne chlpaté a celému stromu dodavaju bielosivy vzhlad.
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Jednopohlavné kvety su usporiadané v zltkastych samcich a zelenkastych sami¢ich jahnadéach.
Plody su lysé tobolky. Zbiera sa kora z dvojro¢nych az trojroénych vetvi, najlepSie skoro
na jar (marec) [15].

Vibova kora je sucastou mnohych bylinnych lie¢iv, doplnkov stravy, alebo prostriedkov
na chudnutie. Pripravky z vibovej kory pacienti toleruju lepsie ako pripravky pochadzajuce
zo syntetickych derivatov. Kéra obsahuje fenolovy glykozid, salicin, triesloviny, flavonoidy,
zivice, soli kyseliny Stavelovej a d’alSie latky. Pretoze salicin je chemicky vel'mi podobny
kyseline acetylsalicylovej, ktora je u¢innou latkou v zndmom aspirine, je aj pouzitie vibovej
kdry podobné ako pouzitie tohto lieku, t.j. zniZzuje horGcku a zmieriiuje bolest’ (najma
pri reumatizme, ale pomaha aj pri roznych bolestiach hlavy, zubov, svalov a pod.). Uziva sa
pri prechladnuti, reumatizme, dyspeptickych zapaloch traviaceho Ustrojenstva, na niektoré
choroby obli¢iek a mocového ustrojenstva, zvonka ju mozno pouzit' na hnisavé rany alebo
vyrazky. Mierneho upokojujuceho ucinku mozno vyuzit’ pri nespavosti alebo pri I'ahSich
neurasténii [15,18].

Obrazok 5: Viba biela [16] Obréazok 6: Kora viby [17]

2.2.3. Breza (Betula)

Breza je strom so Stthlym kmenom, dorastajiici do vysky asi 20 m, s vyrazne bielou korou,
ktora sa po praskani odlupuje vo forme priecnych pasikov. Previsajice mladé konare ma
pokryté bradavicnatymi zliazkami. Striedavé listy st dlhostopkaté so srdcovito vajcovitou
¢epelou, na lici syto zelenou, na rube svetlejSou [12].

Brezy boli Siroko pouZivané ako 'udové lieciva, najma vdaka schopnosti hojenia ran. Olej
z brezovej kory sa vyuziva aj na liecbu ochoreni koze, ako exémov alebo psoridzy. Okrem
toho bielu brezovu koru poznali aj nasi predkovia na pripravu €ajov a inych napojov na lieCbu
infekcii zazivacieho traktu [19].

Betulin je prirodzene sa vyskytujuci triterpén, ktory sa nachadza v podstatnych mnozstvach
vo vonkajsej kbre brezy. Betulin, hlavna zlozka brezy, bol skimany spoc¢iatku pre svoje rézne
biologické vlastnosti. Zistilo sa, Ze ma Siroké spektrum aktivit. Vyznacuje sa antiseptickymi,
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protizpalovymi a antivirusovymi vlastnostami, rovnako ako aj antimikrobidlnou,
antifungalnou a protinadorovou aktivitou. Vo farmaceutickom a a kozmetickom priemysle sa
pouziva v starostlivosti o plet’ [19].

e —

Obrézok 7: Breza bfevisnuté [16]

2.3. Extrakcia

Vsetky zivé organizmy pozostavaju z komplexnych zmesi chemickych latok. Zvycajne su
zakomponované Vv bunkovych Struktarach. Ak potrebujeme tieto chemické latky
z biologického materialu extrahovat’, ¢i uz za uc¢elom stanovenia ich Struktury alebo zistenia
ich biologickych u¢inkov, musime ich oddelit od bunkovych Struktar. Tieto Struktary st
najCastejSie tvorené proteinmi, polysacharidmi a lipidmi. Samozrejme niekedy aj tieto
bunkové Struktiry mézu byt’ samotné extrahované chemickeé latky.

Pociato¢nym krokom pre oddelenie ¢asti chemickych latok z organickej vzorky je samotny
vyber vhodnej extrakénej metddy. Volba extrakénej metddy zavisi od roznych faktorov. Su to
jednak chemicko-fyzikalne vlastnosti zlu¢enin, ktoré maju byt extrahované ako je polarita,
termostabilita, vplyv pH. Dalsim faktorom je uéel pouzitia ziskaného extraktu, vlastnosti
rozpustadla, vytaznost’, ekonomika celého procesu, bezpecnost’ atd’.[21].

Vol'ba vhodnej extrakénej techniky je preto naroc¢na, pretoze na vyber je velké mnozstvo
metdd. Findlna analyza musi byt zvazend pred vyberom metddy pripravy vzorky, aby sa
minimalizovalo zneCistenie, skreslenie alebo strata obsahovych latok. Spolo¢nym cielom
vSetkych technik je extrakcia analytu z ich matrice [22].

2.3.1. Konvenéné extrakéné metody

Bioaktivne latky z rastlinnych materialov moézu byt ziskavané rbéznymi klasickymi
extrakénymi metédami. VicSina z tychto metdd je zalozend na extrakénej sile réznych
rozpustadiel, aplikaciou tepla alebo mieSania. Za ucelom ziskania biologicky aktivnych latok
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zrastlin  existuji  klasické techniky: a) Soxhletova extrakcia, b) macerdcia ac)
hydrodestilacia [23].

a) Pri Soxhhletovej extrakcii sa najCastejSie separuju lipidy, ale da sa pouzit aj
na extrahovanie bioaktivnych latok z prirodnych zdrojov. Extrakcia je ¢asovo naro¢na (4 az
24 h) a vyzaduje vel'ké objemy extrahovadla (100 ml). Automatizacia ¢innosti Soxhletovho
pristroja ¢iasto¢ne eliminuje nedostatky povodného pristroja: ¢as extrakcie je kratsi (2 az 4 h)
a znizi sa spotreba extrahovadla (50 ml) [23, 24].

b) Najlepsie sa maceracia pouziva u prchavych a tepelne nestabilnych latkach, jedna sa
0 extrakciu surového alebo praskového rastlinného materialu v 'ubovolnom rozpustadle
za studena. Maceracia vSeobecne pozostava z niekol’kych krokov. Najprv sa rastlinny material
rozdrvi na malé Casti, aby sa zvacSila povrchova plocha a tym sa ulah¢ilo mieSanie. Potom sa
prida vhodné rozpustadlo do uzavretej nadoby. A nakoniec sa tekutina precedi a vylisuje a tak
sa ziska macerét z rastlinnej vzorky [22, 23].

¢) Hydrodestilacia patri medzi tradi¢né extrakéné metody, pri ktorej dochadza k extrakcii
bioaktivnych latok a esencidlnych olejov z rastlin. Existuja tri typy hydrodestilacie: vodna
destilacia a destilacia vodou a parou a priama parna destilacia. Pri hydrodestilacii su najprv
rastlinné materidly umiestnené do destilacnej nadoby, potom sa pridd dostatocné mnoZstvo
vody a privedie sa do varu. Pésobenie horicej vody a pary sa povazuje za hlavny faktor
na ziskavanie bioaktivnych zloziek z rastlin [23].

2.3.2. Nekonvencné extrakéné metody

Hlavnymi nevyhodami konven¢nych extrakcii su dlhsi Cas extrakcie, vyrazné poziadavky
na vysoko c¢isté rozpustadlo, odparenie velkého mnozstva rozpustadla, nizka selektivita
extrakcie atepelny rozklad termolabilnych latok. Na prekonanie tychto obmedzeni
pribeznych extrakénych metdédach boli zavedené nové, slubné extrakéné techniky. Su
oznacované ako nekonvencné extrakéné metody [22].

Medzi najvyznamnejSie patria napriklad extrakcia podporovana ultrazvukom, extrakcia
podporena mikrovinovym Ziarenim, superkritickd fluidna extrakcia, extrakcia pulznym
elektrickym pdlom, ale aj tlakova extrakcia rozpustadlom. Niektoré ztychto metod sd
povazované za tzv. zelené metody, Gize splfiajii isté environmentalne kritéria. Ide hlavne
0 menej nebezpetné chemické syntézy, navrhovanie bezpecnejSich chemikalii, navrh
pre energeticki u¢innost, vyuZivanie obnovitelnych surovin, zniZenie derivatov a katalyz,
doba analyzy pre prevenciu zneCistenia. Vo svojej podstate ide o bezpe¢nejSiu chémiu
kvoli prevencii pred pripadnymi nehodami [23].

2.3.2.1. Extrakcia podporena ultrazvukom (UAE)

Pri extrakcii podporenej ultrazvukom (Ultrasound Assisted Extraction; UAE) su vzorka a
rozpustadlo vystavené poOsobeniu ultrazvuku (US), ¢o st mechanick¢ viny
s frekvenciami 20-40 kHz. Pri prechode ultrazvuku nasledne dochddza k expanzii a
stlaGovaniu molekul média. V kvapalinach dochadza k vzniku, rastu a zaniku bublin a dutin.
Pritomnost’ tuhej latky v kvapaline sposobuje, Ze je rozpad bublin asymetricky a v kvapaline
vznika pradenie. Narazmi pradov do tuhej latky dochadza k prieniku rozpustadla do vzorky.
Rychlost’ prieniku kvapaliny méze byt’ az 400 km/h, a preto je u¢inok vel'mi silny. V praxi st
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pouzivané dva typy zariadeni pre extrakciu podporenu ultrazvukom, a to ultrazvukové vane
alebo ultrazvukové sondy [25].

Hlavné faktory, ktoré ovplyviiuji vysledok extrakcie ultrazvukom su teplota, tlak,
frekvencia a dizka posobenia ultrazvuku. Pri pouziti s niektorymi konvenénymi metédami sa
zistilo, ze zvySuju ich ¢innost’, preto sa spajaju pri pouzivani [23].

2.3.2.2. Extrakcia podporena mikrovinovym Ziarenim (MAE)

Princip extrakcie podporenej mikrovlnovym ziarenim (Microwave-Assisted Extraction;
MAE) spoc¢iva vo vyuziti mikrovlnového ziarenia pri ohrievani vzorky a extraktu pocas
extrakcie [25].

Princip je zhruba taky, ze vzorka a vhodné rozpustadlo (alebo zmes rozpustadiel) sa vlozi
do nédoby, ktord je pod tlakom a zahrievana mikrovinami. Po zvy¢ajne 5 az 20 minutach je
extrakcia dokonCend anadoby sa nechaju vychladnit' pred odstranenim zmesi vzorky
arozpustadla. Rozpustadlo musi byt filtrované, aby sa odstranili Castice vzorky este
pred analyzou extrahovanych latok [26].

Dalsim znakom MAE je, Ze zahrievanie rozpustadla je rychle. Ide od vnitra vzorky
smerom von a schopnost’ zahrievania zavisi od mikrovinnych a absorbujicich vlastnosti
rozpustadla. Polarne rozpustadla, medzi ktoré patri aceton, budi absorbovat’” mikrovinna
energiu efektivne, pretoZze maju molekuly s trvalym dipélovym momentom, ktory moze mat’
interakcie s mikrovlnami. Nepolarne rozpustadla, ako je napriklad hexan, nebuda ohriate,
ked’ buda vystavené mikrovinam, ale mozu byt pouzité v zmesi S polarnym rozptstadlom,
aby sa dosiahlo ziadanych ohrievacich vlastnosti. Mikrovinna extrakcia bola pouzita
pri stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikov v kdre borovice primorskej
a borovice piniovej [26,27].

2.3.2.3. Superkritickéa fluidna extrakcia (SFE)

Superkriticka (nadkriticka) fluidnd extrakcia (Supercritical Fluid Extraction; SFE) je
extrak¢nd metdda, ktora vyuziva na extrakciu analytu z tuhej matrice nadkritickou kvapalinu.
Nadkriticka kvapalina (tekutina, fluidum) nie je plyn a nie je kvapalina. Méa fyzikalne (difGzne
vlastnosti plynu a chemickeé (rozptstacie) vlastnosti kvapaliny[24,25].

Nadkritickd fluidna extrakcia je extrakcia, pri ktorej plynné extrahovadlo méa vlastnosti
kvapaliny, pretoze sa nachadza pri nadkritickej teplote a nadkritickom tlaku. NajcastejSie
pouzivané extrahovadlo je vysokocisty oxid uhli¢ity, ktory ma nizku kriticku teplotu (31 °C)
anizky kriticky tlak (7,38 MPa). Oxid uhli¢ity je netoxicky, nehorlavy a malo reaktivny.
Polarita aextrakéna sila nadkritického oxidu uhli¢itého je porovnatelna s n-hexanom
a podstatné zvySenie rozpustnosti analytov sa mdze dosiahnut’ pridavkom modifikétora
do CO». Modifikator je polarne rozpustadlo, ktoré sa prida k extrakénému fluidu na zvySenie
jeho rozpustacej sily. Ako modifikétor sa ¢asto pouziva voda alebo iné polarne rozpustadlo
(etanol, metanol, acetonitril, aceton, toluén, kyselina octova) [24].
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2.3.2.4. Tlakové extrakcia rozpustadlom (PLE)

Pri tlakovej extrakcii rozpistadlom (Pressurized Liquid Extraction; PLE) sa vyuziva vysoky
tlak pocas extrakcie, ktory udrzuje rozpustadlo pri vysokej teplote, ale v kvapalnom stave
[23].

Je teda zalozena na extrakcii rozpustadlom pri zvySenych teplotach (asi do 200 °C
na urychlenie extrakcie) avysokych tlakoch (do 20 MPa na udrzanie rozptstadla
vV kvapalnom stave. ZvySena extrak¢na teplota vplyva na rozpustnost vody v organickom
rozpustadle, ale znizi sa viskozita extrahovadla. Tato skutocnost’ dovol'uje lepSie preniknutie
extrahovadla do matrice, a pretoze sa znizi povrchové napitie roztokov, analyt sa rozptsta
rychlejSie. ZvySena teplota extrakcie pomaha prekonat silné interakcie roztok-matrica
a na udrzanie extrahovadla v kvapalnom stave musi byt pouzity zvySeny pracovny tlak.
Zvyseny pracovny tlak ulah¢i extrakciu analytu z matrice tym, ze extrahovadlo sa natlaci
do pérov matrice [24,28].

2.3.3. Faktory ovplyviiujice extrakciu
2.3.3.1. Teplota

Teplota je jednoznacne jednym z najddlezitejSich parametrov ovplyviujucich priebeh
extrakcie. Je zname, Ze vySSia teplota vyrazne zvacSuje ucinnost’ a rychlost’ extrakéného
procesu. Zvysenie teploty ovplyviiuje interakcie medzi analytom a matricou, taktiez ma vplyv
na Vlastnosti rozpustadla. Srastucou teplotou, sa zvySuje rozpustnost' latky, pretoze sa
zvySuje aj hodnota tepelnej kinetickej energie. Tato energia ulahCuje roztrhnutie intra-
a intermolekularnych sil, ako st napriklad van der Waalsove sily, vodikove vézby a dipélova
pritazlivost’, existujica medzi matricou a analytom. Vysoka teplota ovplyviiuje fyzikalne
vlastnosti rozpustadiel, vo vyzname znizenia viskozity a povrchového napitia, ¢o umozni
lepsi kontakt a infiltraciu rozpustadla do matrice vzorky. [21,29].

Tieto vlastnosti pre zmenu zlepsuju difizny koeficient rozpastadla a tym zvysSuju ucinnost’
extrakcie. Okrem toho ,,zmacanie matrice je tieZ zlepSené nizkou viskozitou a povrchovym
napétim rozpustadla. Stru¢ne povedané, vyssie teploty vedu k zlepSeniu desorpcie analytov
z aktivnych miest v matrici [21,29].

2.3.3.2. Vyber vhodného rozpust’adla

Vyber vhodného rozptstadla je jednym zhlavnych faktorov pri procese extrakcie.
Rozpustadlo musi mat’ spravne chemické vlastnosti, ako je polarita a pH, na rozbitie intra-
a intermolekularnych sil medzi matricou a analytom. Vhodné rozpustadlo by malo zvlh¢ovat
matricu dokladne, byt selektivne pre cielovy analyt a vhodné pre kone¢nu analyzu alebo
produkt. Niekedy aj malé mnozstvo vody Vv rozpustadle rapidne zvySuje ucinnost’ extrakcie.
Voda v extrakénom rozpustadle interaguje s molekulami vody v okoli analytu a tak umoziuje
extrakciu rozpustenej latky do rozpustadla. NajbeznejSie extrakéné rozpustadla pre latky
polyfenolového charakteru su metanol, aceton a dietyléter. Tieto rozptstadla sa zvycajné
pouzivaju pri extrakcii latok z rastlinnych materidlov. S ohl'adom na dne$ny stav zivotného
prostredia je vhodné uvedené rozpustadla vymenit za Cistu vodu alebo superkritcky oxid
uhlic¢ity (SC-COz) [21,30].
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2.4. Metody na stanovenie antimikrobialnej aktivity

Antimikrobidlnymi latkami sa oznaCuju lie¢iva pouzivané pri profylaxii alebo terapii
infekénych ochoreni. Tieto latky mozu byt v podstate dva druhy — antibiotika, ktoré su
prirodného pévodu (dnes casto chemicky modifikované alebo synteticky vyrabané)
a chemoterapeutika, ktoré su pripravené iba chemicky. P6sobenie antimikrobialnych latok
moéze byt mikrobistatické (reverzibilné zastavenie rastu a mnozenie mikroorganizmov), alebo
mikrobicidne (schopnost’ usmrcovania mikroorganizmov) [31].

Na stanovenie antibakterialnej aktivity rastlinnych extraktov aich zmesi sa vyuzivaju
metddy, ktoré delime na diflzne a dilu¢né [31,32].

2.4.1. Diflizne metddy

Zékladom diflznej metddy je fenomén inhibi¢nej zOny: antibiotikum sa kvapne na agar,
na ktorom je husto naockovany citlivy mikrob, nasledne po inkubécii sa vytvori okolo tejto
kvapky kruhovéa zdna, aby zabrénila rastu, tzv. inhibi¢na zéna. V praxi sa namiesto kvapkania
na Petriho misku polozi na nao¢kovany agar papierovy disk napusteny zvolenym mnozstvom
antibiotika. Antibiotikum tak méZeme davkovat’ a tak zaistit’ rovnomernt difiziu.

Tieto metdody nachadzaji uplatnenie zvdc¢Sa pri rutinnom skriningu citlivosti
mikroorganizmov k antimikrobidlnym latkam. V praxi sa najviac pouziva diskovy test
[31,33].

2.4.1.1. Diskova difizna metéda

Diskovy test je typicky experiment pre zistenie antibakterialnych vlastnosti materialov.
Antibakterialny uc¢inok sa hodnoti podl'a inhibi¢nej zony (zony s nulovym rastom baktérii)
vzniknutej okolo materialu poc¢as kultivacie baktérii [34].

Prvykrat bola tato metdda pouzita v roku 1954. Napriek svojej jednoduchosti je diskova
difazna metdda zalozena na sofistikovanych fyzikalno-chemickych principoch, ktoré upravuju
dynamiku $irenia antibiotika vo vzt'ahu k rastom baktérii v agarovom systéme. Po kontakte
disku napusteného antibiotikom s povrchom inokulovaného agaru, za¢ni molekuly antibiotika
okamzite difundovat do agaru a vytvoria dynamicky sa meniaci gradient koncentracie
antimikrobidlnej latky. Mikroorganizmy sa zac¢inaju delit, ich pocet narasta az do kritického
mnozstva. Okraj inhibi¢nej zény vznikd v okamihu, ked je koncentracia antibiotika eSte
schopna inhibovat’ mikroorganizmus narastajici do velkej masy buniek. Stucasne je hustota
buniek dostato¢ne vyssia ako absorbovatel'né mnozstva antibiotika v bezprostrednej blizkosti.
Subinhibi¢né mnoZstvo antibiotika dovoluje mikroorganizmu rast. Tento test je kvalitativny,
zist'uje iba ¢i je izolat rezistentny alebo citlivy [31].

2.4.2. Diluéné metédy

Dilu¢na metoda je kvantitativna, sliZi na zistenie miery citlivosti alebo rezistencie. Je urcena
na stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC), teda najnizSej testovanej
koncentracie daného antibiotika, ktora inhibuje viditeny rast mikroorganizmov. Stanovenie
hodnoty MIC je dolezit¢é pre urcenie terapeutickej davky antimikrobidlnej latky.
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Medzi najpouzivanejSie metddy patri agarova diluéna metdda, diluénd mikrometdda a Etest
[31, 33].

2.4.2.1. Agarova diluéna metoda

Agarova diluéna metoda je referencna metdda na stanovenie citlivosti mikroorganizmov
k antibakterialnym latkam, pouziva sa tiez na overenie spolahlivosti ostatnych metod.

Ako Zivné médium sa pouziva agar, ktory je obohateny 0 testovanu antimikrobialnu latku.
Tato latka sa potom nariedi a jednotlivé riedenia sa pridavaju Kk rozpustenému
a vytemperovanému agaru, ktory sa po premie$ani rozlieva do Petriho misiek tak, aby
vysledna vrstvy agaru bola 3-4 mm. Obyc¢ajne sa pripravuje 12-15 koncentracii.

Vyhodou agarovej dilu¢nej metddy je vysokéd Standardizovanost’ prevedenia (referenna
metoda). Mozeme fiou vySetrit’ vel'ky subor kmetov za Standardnych podmienok. Vyuziva sa
tiez k hodnoteniu Gi¢inku novych antibiotik [31].

2.4.2.2. Bujénova dilu¢na metoda

Pri tejto dilucnej metdde sa roztok antibiotika zndmeho koncentratu postupne riedi bujonom.
Bujonovy test sa uskutoctiuje v polystyrénovych mikrotitraénych dostickach s dvanastimi
stipcami a 6smymi radami jamiek. Vy3etri sa tak naraz 12 izolatov. Pre jedno antibiotikum sa
vacSinou pouziva osem koncentracii. V jamkach je pre kazdé antibiotikum rada rovnomerne
klesajucich koncentracii. Kazda jamka sa naoCkuje baktériami a po inkubacii sa bujon
v niektorych jamkach nezakali, pretoZe antibiotikum inhibuje v danej koncentracii rast
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inhibi¢na koncentracia [33].

2.4.2.3. Etest

Etest je moderna gradientova metdda kombinujuca principy diskovej difuznej a agarovej
dilu¢nej metddy. Pre vysoky stupen zhody s vysledkami MIC ziskanymi agarovou dilu¢nou
metodou je Etest vhodny na stanovenie MIC u via¢siny mikroorganizmov, vratane naro¢nych
baktérii a anaerébov [31].

Vlastny Etest je plastovy prazok, ktory ma na spodnej strane imobilizovany
preddefinovany koncentracny gradient dan¢ho antibiotika vo vysuSenom stave. Koncentracny
gradient je kalibrovany ako odpovedajuca hodnota MIC, jedna sa o stupnicu najmenej 15-tich
dvojnasobnych geometrickych riedeni, ktoré su umiestnené na hornej strane Etestu. Tato
metdda je pre rutinné pouzivanie pomerne nakladnd, aj samotnd patentovand metdda pripravy
gradientu na prazku papiera je pracna [31,33].

2.5. Charakteristika pouzitych mikroorganizmov

Mikroorganizmy st jednobunkové organizmy, viditelné iba pod mikroskopom a moézu byt
rastlinného alebo Zivocisneho povodu. Maju vel'mi $pecificky metabolizmus, ktory spdsobuje
ich rychly rast a rozmnozovanie. Kazda mikrobialna bunka je od vonkajSicho prostredia
oddelena silnou, pevnou vacsinou neohybnou Struktarou, ktord sa nazyva bunkova stena.
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Na zé&klade metody Gramovho farbenia rozliSujeme dva typy baktérii — grampozitivne
baktérie, ktoré pri tomto teste nestrdcaju svoje modrofialové farbivo, pésobenim etanolu
a zostavaju modré a druhé su — gramnegativne baktérie, ktoré sa etanolom odfarbuju, a ktoré
je mozné po odfarbeni znova zafarbit’ [35,36].

2.5.1. Serratia marcescens

Serratia marcescens je primarnym patogénnym druhom radu Serratia. Tento druh mdzeme
zaradit medzi gramnegativne nefermentujice baktérie. Najdeme ju skdr vo vonkajSom
prostredi ako v potrave. Druh Serratia marcescens dokaze produkovat’ pigment nazyvany
prodigiozin, ktorého farebna $kala je od tmavo Cervenej aZz po svetlo ruzovia, v zavislosti
od veku kol6nii. Tento pigment je dobre rozpustny v tukovych rozpastadlach, ale velmi malo
az vOobec rozpustny vo vode.

Tato baktéria bola pred ¢asom znama aj pod menom Bacillus prodigiosus. Mikrob
sposobuje infekcie mocového systému. A taktiez predstavuje nebezpecného podvodcu
nozokomialnych nakaz. LieCba je vel'mi naro¢na, nakol’ko je Serratia rezistentna na vac¢Sinu
antibiotik a chemoterapeutik. V oblasti potravinarstva moze sposobit’ znehodnotenie mésa
z ryb a hydiny [37,38].

. .
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Obrazok 9: Farbemﬁ;e boéi’a Gmhaa - Serratia ﬁarcescens[39]
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2.5.2. Micrococcus luteus

Micrococcus je prisne aerébny druh, ktory tvori nepravidelné zhluky buniek, rastice
v pritomnosti 5% NaCl. Niektoré druhy Micrococcus produkuju farbivo. M. luteus vytvara
zIty karotenoidny pigment, ktory chrani bunky pred letalnymi ucinkami ultrafialovej zlozky
slne¢ného svetla. Vyskytuje sa ako ¢astd vzdusna kontaminacia. Baktérie rodu Micrococcus
st vyhradne saprofytické mikroorganizmy vyskytujuce sa aj na povrchu potravinarskych
vyrobkov a surovin. Je to baktéria, ktord je takmer pritomna vSade. Mézeme ju najst
vo vzduchu, v pode aj na l'udskej kozi [38,40].
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Obrézok 10: Farbenie podla Grama — Micrococcus luteus[39]

2.5.3. Candida glabrata

Candida glabrata patri medzi 8 druhov rodu Candida spdsobujdcich ochorenia ¢loveka. Rod
Candida sa vyznaCuje tvorenim ovalnych blastospor o0 velkosti 4-6 pum typickeho
kvasinkového vzhladu s puciacimi novymi bunkami. Pokial' sa vypufend bunka neoddeli,
pretahuje sa do dizky a vznika pseudomycélium alebo pseudohyfa, ktord méze byt dlha
niekol’ko desiatok mikrometrov. Kvasinky rodu Candida su pritomné u zdravého ¢loveka
normalne v Ustnej dutine a v stolici. Preto je infekcia najéastejSie endogénna [33].

Candida glabrata je druhym najéastej$im povodcom kandidozy u T'udi po Candida
albicans. Donedavna bola tato kvasinka povazovana za relativne nepatogénny komenzalny
organizmus tkaniv Tudskych sliznic. AvSak v ddsledku zvySeného pouZivania
imunosupresivnych latok, sa zvysili slizni¢né infekcie spdsobené touto kvasinkou.
Od ostatnych druhov sa odliSuje tym, Ze nie je dimorfna, teda vyznaCuje sa svojou
blastokonidickou morfolégiou a haploidnym genémom. Je vniatorne rezistentna
na flukonazol, triazolovy fungicid ktory sa ¢asto pouZiva na kontrolu infekcii spdsobenych
rodom Candida [41].

Candida parapsilosis Candida glabrata Candida aibicans

Obréazok 11: Gramovo farbenie roznych druhov Candida[42]
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3 CIELE PRACE

1.

Literd&rna reSer§ zamerand na prehlad aktivnych latok s antioxidaénym
a antimikrobialnym G¢inkom pritomnych v r6znych typoch beznych a vzacnych drevin
Optimalizacia metod stanovenia aktivnych latok, antioxida¢nej a antimikrobidlnej
aktivity

Analyza a charakterizacia aktivnych latok z vybranych typoch drevin a porovnanie ich
ucinkov

Vyhodnotenie vysledkov a diskusia
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Pouzité chemikalie

4.1.1. Chemikalie pouZzité na pripravu extraktov

Metanol — p.a., Lach-Ner s.r.o , (CR)
Etanol — p.a., Lach-Ner s.r.o, (CR)
Dimetylsulfoxid — p.a., Lach-Ner, s.r.o (CR)

4.1.2. Chemikalie pouzité na stanovenie polyfenolov

Folin-Ciocalteau ¢inidlo — p.a., Lach-Ner, s.r.0. (CR)
Uhli¢itan sodny — p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)
Kyselina gallova — Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.1.3. Chemikalie pouzité na stanovenie flavonoidov

= Dusitan sodny — p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

= Chlorid hlinity — p.a., Lach-Ner, s.r.0. (CR)
= Hydroxid sodny — p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)
= Katechin — Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.1.4. Chemikalie pouzité na stanovenie antioxida¢nej aktivity

= ABTS (2,2-azino-bis-[3-etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina]) — Sigma-Aldrich
(Nemecko)

= Peroxodisiran draselny — Sigma-Aldrich (Nemecko)

= Trolox — Sigma-Aldrich (Nemecko)

= FEtanol — p.a., Lach-Ner s.r.o, (CR)

4.1.5. Chemikalie pouzité na stanovenie trieslovin

= Kyselina octova — p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

= Chlorid sodny — p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

= Albumin zo slepacieho vaje¢ného bielka — Sigma-Aldrich (Nemecko)
= Trietanolamin — Sigma-Aldrich (Nemecko)

= Dodecylsulfat sodny — Sigma-Aldrich (Nemecko)

= Chlorid Zelezity — p.a., Lach-Ner, s.r.o. (CR)

= Kyselina chlorovodikova — p.a., Lach.Ner, s.r.o. (CR)

= Kyselina taninova — Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.1.6. Chemikalie pouZzité na kultivaciu mikroorganizmov
= Glukdza —p.a., Lach-Ner s.r.o, (CR)
= Pepton — HiMedia, (India)
= Kvasni¢ny autokatalyzat — HiMedia, (India)
= Agar — HiMedia, (India)
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= Nutrient Broth w/1% Pepton — HiMedia, (India)

4.2. PouZité pristroje a pomocky

= Analytické vahy, Boecco, (Nemecko)

= Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

= Spektrofotometer — Helios y Unicam (V. Britania)

= Vysokorychlostna centrifiga Boecco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko)
= Laminarny box Aura mini, BioAir

= Temperovana trepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CR)

= ELISA Reader BioTek ELx808, BioTek, (Nemecko)

4.3. Pouzité prirodné materialy

= Breza— kora rezana, Yzop LTD, Ceska republika, 100 g
= Dubova kédra (Cortex quercus), Rosa Canina, Ceska republika, 50 g
=  Vtbova kora (Cortex salicis), Rosa Canina, Ceské republika, 50 g

Obrazok 12: Pouzité prirodné materialy
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Obrézok 13: Vzorky vybranych druhov kér

4.4. Pouzité mikroorganizmy

V experimentalnej cCasti prace sme pouzivali na zistovanie antimikrobidlnej aktivity
bakterialne kultdry Micrococcus luteus CCM 1569 a Serratia marcescens CCM 8587
ataktiez kvasinku Candida glabrata CCM 8270, ktoré pochadzali z Ceskej zbierky
mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne.

4.5. Metody pre stanovenie antioxida¢ne aktivnych latok

V tvodnej Casti experimentdlnej prace sme sa zamerali na vSeobecnil charakteristiku
prirodnych latok vo vybranych vzorkach stromovej kory. Stanovovali sme koncentraciu
celkovych polyfenolov, flavonoidov, antioxida¢nej aktivity ana zaver aj trieslovin.
Vseobecn( charakteristiku sme vykonavali spektrofotometrickou met6dou. Najprv bolo nutné
zostrojit’ kalibracné krivky, ktoré popisuji zavislost meranej absorbancie pri istej vinovej
dizke roztokov so znamou koncentraciou stanovovanej zlozky. Oproti ktorym sme nasledne
prepocitavali zmerané hodnoty jednotlivych roztokov na uniformné obsahy stanovovanych
latok.

4.5.1. Priprava extraktov z kory

Pre vSeobecnu charakteristiku, bolo nutné si najprv pripravit’ extrakty. Na pripravu prirodnych
extraktov sme navazili 1 g kéry, ktory sme zaliali 15 ml rozpustadla. Ako rozpustadlo sme
zvolili vodu pri teplote 20 °C a 100 °C, metanol, etanol a DMSO. Okrem vplyvu teploty na
vytazok z extrakcie, ktory sme pozorovali pri vodnych extraktoch, sme sa zamerali aj na Cas.
Vsetky vzorky sa lihovali po dobu 15 min a 24 h.
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Obrazok 14: Vzorky vybranych druhov kOr v réznych rozpustadlach, obr. A — extrakty
z brezovej kory, obr. B — extrakty z dubovej kory, obr. C — extrakty z vibovej kory

4.5.2. Spektrofotometrické stanovenie polyfenolov

Kalibraénym roztokom pri stanoveni celkovych polyfenolov je kyselina gallova. Z jej roztoku
0 koncentracii 1 mg/ml sme pripravili sedem kalibraénych roztokov s koncentréciou 0,1 —
0,7 mg/ml. Z kazdého z tychto roztokov sme do pripravenych skimaviek odpipetovali 50 pl.
K nim sme pridali 1 ml 10x zriedeného Folin-Ciocalteauovho ¢inidla a 1 ml destilovanej
vody. Nasledne sme skiimavky premiesali na zariadeni Vortex a ponechali sme ich v pokoji
stat’ 5 min pri laboratérnej teplote. Po uplynuti 5 min sme napipetovali do skumaviek 1,5 ml
nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného aznova premiesali. Po 15 min sme zmerali
absorbanciu nasich roztokov pri A =750 nm. Ako blank sme pouzili destilovani vodu.
Pri vlastnom stanoveni sme pouzili miesto kalibra¢ného roztoku 50 pl vzorky extraktu.

4.5.3. Spektrofotometrické stanovenie flavonoidov

Kalibraénym roztokom pri stanoveni flavonoidov je katechin. Rozptstame ho v etanole.
Z jeho roztoku o koncentracii 1 mg/ml bolo pripravenych Sest’ kalibraénych roztokov, ktorych
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koncentrécie boli v rozmedzi 0,05 - 0,3 mg/ml. Z kazdého ztychto pripravenych roztokov
sme do skumaviek odpipetovali 0,5 ml a nasledne pridali 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 mi
5 % roztoku dusitanu sodného. Roztok sme premiesali pomocou zariadenia Vortex a nechali
stat’ pri laboratornej teplote. Po 5 min sme pridali 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého a
znova premiesali. Nasledne opat’ po 5 minttach sme k roztoku pridali 1,5 ml 1 M roztoku
hydroxidu sodného a 1 ml destilovanej vody. Roztok sme premiesali a nechali stat’. Po 15 min
sme merali absorbanciu pripravenych roztokov pri A =510 nm. Ako blank sme pouzili
rovnako pripraveny roztok, kde sme miesto vzorky pouzili destilovanu vodu. Privlastnom
stanoveni sme pouzili miesto kalibraéného roztoku 0,5 ml vzorky extraktu.

4.5.4. Stanovenie antioxida¢nej aktivity pomocou ABTS

V prvom rade bol pripraveny roztok ABTS, ktory bol v destilovanej vode rozpusteny
na koncentraciu 7 mmol/l. K nemu bol pridany peroxodisiran draselny o koncentrécii
2,45 mmol/l. Reakciou oboch latok sme ziskali radikalovy kation ABTS™. Roztok bol
ponechany vtme pri laboratdrnej teplote minimalne 12 hodin. Pred meranim bolo nutné
roztok zriedit’ UV-VIS etanolom na absorbanciu A = 0,700 £ 0,020 pri A = 734 nm. Blankom
je UV-VIS etanol. Nasledne sme stanovili vychodiskovl absorbanciu roztoku Ao a to tak, ze
do zaZenej kyvety bolo napipetované 1 ml zriedeného ABTS™ a 10 ul vzorky.

4.5.5. Spektrofotometrické stanovenie trieslovin

Najprv sme si pripravili timivy roztok (pufer), obsahujici 0,20 M Tadovej kyseliny octovej
a 0,17 M chloridu sodného. pH roztoku bolo upravené na hodnotu 4,9. Dalsim pripravenym
¢inidlom bol ALB (albumin zo slepacicho vaje¢ného biclka) o0 koncentracii 1 mg/ml,
rozpusteny v timivom roztoku. Do centrifuga¢nych skimaviek boli napipetované 2 ml ALB.
Ku nemu sme pridali 1 ml vzorky. V tomto pripade $lo o 50 % metanolové extrakty. Roztok
bol ponechany 24 hodin v chladni¢ke pri teplote 4 °C. Po uplynuti tejto doby boli vzorky
scentrifugované. Supernatant sme vyliali. V skimavkach nam zostal pevny podiel, ktory sme
rozpustili v 4 ml SDS/TEA, nasledne pridali 1 ml chloridu Zelezitého. Roztok sme premiesali
na zariadeni Vortex a roztok nechali stat’ 15 mindat pri laboratornej teplote. Po uplynuti tejto
doby sme zmerali absorbanciu pripravenych roztokov pri A = 510 nm. Ako blank sme pouzili
chlorid Zelezity v SDS/TEA.

4.6. Antimikrobialne testy

Na testovanie pripravenych extraktov z hladiska antimikrobialnej aktivity, sme vybrali
po jednom zastupcovi z grampozitivnych baktérii — Micrococcus luteus, z gramnegativnych
baktérii — Serratia marcescens a z kvasiniek — Candida glabrata.

4.6.1. Kultivacia mikroorganizmov

Tekuté zivné médium pre kultivaciu bakteridlnych druhov bolo pripravené zmieSanim
Nutrient Broth média s destilovanou vodou na koncentraciu 25 g/l. V pripade pevného média,
bol pridany agar o koncentracii 20 g/l. Pre kultivaciu kvasinky sme pripravili tekuté médium
nasledovne. Ku 1 g kvasni¢ného autokatalyzatu sme pridali 2 g glukozy a2 g peptonu.
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Pri priprave pevného meédia boli pridané 2 g agaru. Uvedené mnozstva boli zmieSané
v 100 ml destilovanej vody. Nésledne sme pripravené média sterilizovali po dobu 1 hodiny
v tlakovom hrnci pri otvorenom ventile.

Do tekutého média sme preoc¢kovali kulturu mikroorganizmov. Zao¢kované médium bolo
ulozené v trepacke po dobu 24 hodin. Kultiry boli medzi¢asom udrziavané v chlade
pri teplote 4 °C v Petriho miskach vo forme krizového rozteru.

Obrazok 15: Kultary mikroorganizmov vo forme krizového rozteru

4.6.2. Agarova difuzna metoda

Do vopred pripravenych Petriho misiek so stuhnutym médiom sme napipetovali a zaroven
po celom povrchu rozotreli 100 ul kultary z pripraveného zaockovaného tekutého média.
Po zaschnuti sme pomocou $pi¢ky na pipetu rovnomerne vykrojili po 5 jamiek na 1 misku.
Do jamiek bolo napipetované 50 pul vzorky. Petriho misky sme dali na trepacku.
Po 24 hodinach sme sledovali vytvorenie inhibiénych zén v okoli jamiek, ktoré sme odmerali
a porovnali oproti blanku.

4.6.3. Bujonova dilu¢na metéda

Pri tejto metdde sme najprv napipetovali 50 pl vzorky do jamiek na mikrotitracnej dosticke.
Ku nim sme pridali 150 ul bunkovej suspenzie. Po dokonéeni sme dosticku zobrali
na zariadenie Elisa reader, pomocou ktorého boli zaznamenané hodnoty absorbancie pri
vinovej dizke L = 650 nm v ¢ase 0. Po 24 hodinach, kedy bola mikrodosticka ulozend na
trepacke, sme ziskali z Elisa reader nové data. Rozdiel tychto hodndt predstavoval rast.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1. Spektrofotometrické stanovenie polyfenolov

Mnozstvo polyfenolov v naSich vzorkach sme stanovovali podl'a postupu v bode 4.5.2. Ich

koncentrécia bola 1 g/15 ml destilovanej vody, metanolu, etanolu, DMSO. Absorbanciu sme

zmerali vzdy trikrdt azich priemerov sme pomocou rovnice kalibraénej krivky urcili

vyslednu koncentraciu. Nakoniec sme ju prepocitali na mnozstvo polyfenolov na 1 g vzorky.
K vyhodnotenie konecnych vysledkov bol pouzity program MS Excel.

1.2
.
1 u
| y =1.6147x
0.8 R2 =0.9932
2 0.6 -
<
0.4 -
0.2 - ®
0 ! 1 1 1 1 1 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

¢ [mg/ml]

Graf 1: Kalibracna krivka pre stanovenie polyfenolov — kyselina gallova

Na namerané udaje sa mdZeme pozriet’ z viacerych hladisk. Jednym z nich je, ako vplyval
odlisny Cas luhovania na konecny obsah polyfenolov vo vzorkach. Ak porovname grafy 2 a 3,
tak je zjavné, Zze po 24 hodinovom lihovani vzoriek sa uvolnilo z rastlinnej matrice vzdy
vacsie mnozstvo polyfenolov ako po 15 minutach extrakcie.

Pri vodnych extraktoch sme sa zamerali na vplyv teploty rozpustadla na priebeh extrakcie.
Jednoznatne moézeme povedat, ze vysSia teplota uvodnych extraktov ma vplyv
na vyextrahovanie via¢Sieho mnozstva polyfenolov. Tento fakt potvrdzuje graf 2.
obsah polyfenolov nachadzal vo vodnom extrakte brezovej kory — 4,86 mg/g. Najvyssi obsah
bol zase zisteny v metanolovom extrakte z kory viby — 23,83 mg/g.
mnozstvo polyfenolov bolo opit’ vo vodnom extrakte z brezy — 32,16 mg/g. Naopak najlepsie
sa ukazala vzorka vibovej kory v DMSO, ktora obsahovala az 71,60 mg/g.

Z uvedenych vysledkov mdézeme vo vSeobecnosti tvrdit, Ze najviac polyfenolov sa
nachadza vo vibovej kore. Ak sa pozrieme na vplyv rozpustadla, tak zistime, Ze najviac
polyfenolov sa nachadzalo v metanolovych extraktoch. Hodnoty st vel'mi podobné. Avsak
zaujimavostou je, Zze pri 24 hodinovom lihovani dubovej kory — sa najlepSie javi vodny
extrakt.
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Graf 2: Mnozstvo polyfenolov po 15 min Lihovani kéry v uvedenych rozpustadlach

Mnozstvo polyfenolov po 24 h lihovani kory
80

voda metanol etanol DMSO

H breza
H dub

= viba

Graf 3: Mnozstvo polyfenolov po 24 h lihovani kéry v uvedenych rozpustadldach
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Tabul’ka 1: Obsah polyfenolov v extraktoch z kéry uvedeny v mg na g suchej hmotnosti vzorky

Extrakt | Cas Voda Voda Metanol Etanol DMSO
z kéry | luhovania 20 °C 100 °C 20 °C 20 °C 20 °C
¢ [mg/g]
Breza | 15 min 4,86 +0,17 8,09+0,48 |11,30+0,19 |10,45+0,27 | 13,80+0,30
24 h 32,16 £ 0,62 37,88 +0,83 |33,11+0,25 |34,31+0,06
Dub 15 min 7,83+044 |11,93+0,17 |1553+0,27 |11,34+054 |11,14+0,29
24 h 45,22 + 0,07 38,91+0,42 |3591+0,24 |36,41+0,06
Viba 15 min 9,79+0,08 | 14,18+0,36 |23,83+0,13 |14,36+0,18 | 13,72+0,35
24 h 48,79 + 0,28 56,68 +0,25 |47,08+0,79 | 71,60+0,12

5.2. Spektrofotometrické stanovenie flavonoidov

Mnozstvo flavonoidov nachadzajucich sa v kére vybranych drevin sme stanovovali
podla postupu v bode 4.5.3. Koncentracia vzoriek bola 1 g/15 ml destilovanej vody,
metanolu, etanolu, DMSO. Absorbanciu sme zmerali vzdy trikrat a z ich priemerov sme
pomocou rovnice z kalibra¢nej krivky uréili vysledni koncentraciu. Nakoniec sme ju

prepocitali na mnozstvo flavonoidov na 1 g vzorky.
K vyhodnotenie konecnych vysledkov bol pouzity program MS Excel.
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Graf 4: Kalibracna krivka pre stanovenie flavonoidov — katechin

0.35

Ked porovname grafy 5 a 6 je zjavné, Ze vacsie mnozstvo flavonoidov sa uvolnilo po 24

hodinach luhovania kory vo vsetkych rozptstadlach. Takisto mézeme tvrdit, Ze vriaca voda

ma lep$i vplyv na extrahovanie latok, nez voda pri teplote 20 °C.

Cw v

flavonoidov bol namerany vo vodnom extrakte brezovej kory — 3,53 mg/g. Najvyssi obsah bol
v metanolovom extrakte vibovej kory — 19,99 mg/qg .
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Graf 6 hovori o0 mnozstve flavonoidov vyextrahovanych po 24 hodinach. NajnizSie
mnozstvo flavonoidov sa vyskytovalo v etanolovom extrakte dubovej kory, a to 18,48 mg/g.
Na druhej strane, najvacsi podiel flavonoidov bol namerany v DMSO extrakte vibovej kory

54,87 mg/g.

Najviac flavonoidov obsahovala vibova kora a z hl'adiska rozpustadiel sa najlepsie javili
metanolové a DMSO extrakty.
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Graf 5: Mnozstvo flavonoidov po 15 min lithovani kéry v uvedenych rozpustadlach
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Mnozstvo flavonoidov po 24 h ldhovani kéry
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Mnozstvo flavonoidov po 24 h luhovani kéry v uvedenych rozpustadlach
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Tabul'ka 2: Obsah flavonoidov v extraktoch z kbry uvedeny v mg na g suchej hmotnosti vzorky

Extrakt | Cas Voda Voda Metanol Etanol DMSO
z kéry | luhovania 20 °C 100 °C 20 °C 20 °C 20 °C
¢ [mg/g]
Breza | 15 min 3,563+0,12 6,44 £ 0,04 7,88 +£0,14 9,51+0,06 |11,21+0,05
24 h 20,29 £ 0,05 26,13+0,09 |21,19+0,10 |27,98+0,16
Dub 15 min 4,51 +0,10 8,51 £ 0,06 8,83 £ 0,04 5,82 + 0,06 6,96 + 0,01
24 h 21,13 £ 0,06 25,15+0,04 |18,49+0,11 |24,31+0,10
Viba 15 min 9,63+0,01 |1457+0,13 |1999+0,06 |11,52+0,10 |11,83+0,04
24 h 33,10 + 0,06 50,03+0,16 |41,96+0,18 | 54,87 +0,12

5.3. Spektrofotometricke stanovenie antioxida¢nej aktivity

Antioxida¢nu aktivitu sme merali podl'a postupu v kapitole 4.5.3. Koncentracia vzoriek bola
1 g/15 ml destilovanej vody, metanolu, etanolu, DMSO. Absorbanciu sme zmerali vzdy
trikrat azich priemerov sme pomocou rovnice kalibra¢nej krivky ur€ili vysledna
koncentraciu.

Trolox je latka, ktora sa pouziva pre Standardizaciu merania sily antioxidantov,
antioxida¢na kapacita je potom ekvivalentom antioxidacnej sily Troloxu (TEAC — Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity)

K vyhodnotenie konecnych vysledkov bol pouzity program MS Excel.
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Graf 7: Kalibracna krivka pre stanovenie antioxidacnej aktivity — Trolox

Rovnako ako pri stanoveni polyfenolov a flavonoidov, takisto aj pri stanoveni
antioxidacnej aktivity sa potvrdil fakt, Ze s dlh§ou dobou luhovania, rastie vyextrahované
mnozstvo 1atok. So zvysenou teplotou sa zvySuje aj antioxida¢na aktivita
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vive

namerana vo vodnom extrakte brezovej kdry — 9,60 mg/g. Najvac¢sou antioxidaénou aktivitou

disponoval metanolovy extrakt vibovej kéry — 52,86 mg/g.
V grafe 9 je zobrazena antioxida¢nd aktivita kéry po 24 h luhovania. Vzorky sa spréavali

A4

kory, 55,44 mg/g. Najvicsia antioxida¢na aktivita sa nachadzala v metanolovom extrakte
vibovej kory — 125,33 mg/g.

Z nameranych udajov mozeme dospiet’ k zaveru, ze najvacSou antioxida¢nou aktivitou sa
prezentovala vibova kora. A z hladiska vplyvu rozpustadiel sa najlepSie javili metanolové
extrakty.

Antioxida¢na aktivita po 15 min lihovani koéry
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Graf 8: Antioxidacna aktivita po 15 min luhovani kéry v uvedenych rozpustadlach

Antioxida¢nd aktivita po 24 h lGhovani kory
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Graf 9: Antioxidacna aktivita po 24 h liihovani kéry v uvedenych rozpustadlach
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Tabulka 3: Antioxidacna aktivita v extraktoch z kéry uvedena v mg na g suchej hmotnosti

vzorky

Extrakt | Cas Voda Voda Metanol Etanol DMSO

z kéry | luhovania 20 °C 100 °C 20 °C 20 °C 20 °C

¢ [mg/g]

Breza | 15 min 9,60+0,14 | 16,07+0,09 | 30,10+0,42 | 23,77+£0,15 | 32,08+0,41
24 h 55,44 £ 0,11 72,08+0,12 | 61,93+0,41 | 64,35+0,32

Dub 15 min 18,89 +£0,11 | 29,79+0,07 | 2856 +0,20 | 35,14+0,65 | 35,36 +0,13
24 h 87,02 +£0,44 72,50 +£0,26 | 59,10+0,09 | 89,09 +0,51

Viba 15 min 22,55+0,18 | 28,06 +0,12 | 52,86 +0,26 | 35,03+0,20 | 31,52+0,16
24 h 68,76 + 0,05 125,33+ 0,15 | 95,94+ 0,38 | 116,81 + 0,19

5.4. Spektrofotometricke stanovenie trieslovin

Mnozstvo trieslovin nachadzajicich sa v koére vybranych drevin sme stanovovali podla
postupu v bode 4.5.5. Koncentracia vzoriek bola 1 g/15 ml metanolu. Absorbanciu sme
zmerali vzdy trikrat a zich priemerov sme pomocou rovnice kalibra¢nej krivky ur€ili
vysledni koncentraciu. Nakoniec sme ju prepocitali na mnozstvo trieslovin na 1 g vzorky.

K vyhodnotenie kone¢nych vysledkov bol pouzity program MS Excel.
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0.2 -

0.1 1

y =0.5247x
R2 =0.992
®
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Graf 10: Kalibracna krivka pre stanovenie trieslovin — Kyselina taninova

Opit’ sa nam potvrdilo, Ze dlh§ia doba lahovania vzoriek v rozpustadle sposobuje vacsie
mnozstvo uvolnenej latky do rozptstadla. Tento fakt potvrdzuje graf 11. Ako moZeme vidiet
pri 15-minatovom vyluhu sa nachadzalo najviac trieslovin v dubovej kére, a to 17,89 mg/g.
O nieco nizsie mnozstvo trieslovin bolo v kore vibovej. Po 24 hodinach lihovania sa najviac
trieslovin prejavilo vo vibovej kore — 66,10 mg/g.

Z danych vysledkov vyplyva, ze najmenej trieslovin obsahuje brezovd koéra. Dubova
a vibova kora obsahuje viac trieslovin. Ich hodnoty boli priblizne rovnaké.
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Graf 11: Mnozstvo trieslovin v metanolovych extraktoch

Tabul’ka 4: Obsah trieslovin v extraktoch z kdry uvedené v mg na g vzorky

Cas lithovania 15 min | 24 h
Extrakt z kory ¢ [mg/g]

Breza 11,54 +1,17 42,14 + 0,46
Dub 17,89 + 1,30 62,92 + 1,12
Viba 17,49 + 0,49 66,10 + 2,78

5.5. Agarova difuzna metdda

Pomocou pracovného postupu podl'a bodu 4.6.2 sme urobili antimikrobialne testy. Principom
testu je, ze do pripravenych jamiek sa napipetoval roztok, ktory obsahoval antimikrobialnu
latku. Po inkubaénej dobe 24 hodin boli pozorované inhibi¢né zony.

Obréazok 16: Jamkovy test, inhibicné zony A) viba (15min) etanol,
B) C) D) viba (15min) DMSO E) viba (24 h) voda; pouzity MO: S. marcescens
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Graf 12: Velkost inhibicnych zén vodnych extraktov
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Graf 13: Velkost inhibicnych zon metanolovych extraktov
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Graf 14: Velkost inhibicnych zon etanolovych extraktov
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Graf 15: Velkost inhibicnych zon DMSO extraktov

Na grafoch 12 az 15 mbézeme vidiet’ velkosti inhibi¢nych zon vytvorenych okolo jamiek.
Na grafe 12 vidime, Zze vodné extrakty nevytvarali takmer Ziadne inhibi¢né zony, o mozZe
znamenat’, ze v ostatnych vzorkach malo vplyv na vytvorenie inhibi¢nych zon viac samotné
rozpustadlo nez antimikrobidlna latka. Ak zoberieme do vahy, Ze tato metdda je viacmenej
orientatnd a Ze inhibi¢né zony sa merali velmi nepresne, bolo by vhodné sa zamerat
V budicnosti na iné metddy urcovania antimikrobialnej aktivity.

5.6. Bujonova dilu¢na metéda

Pri tomto teste sme urcCovali inhibicni koncentraciu antimikrobidlnych latok pomocou
mikrotitraénych doSti¢iek na vybrané kmene mikroorganizmov. Postup metddy je uvedeny
v bode 4.6.3.

36



Antimikrobialna aktivita vodnych extraktov
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Graf 16: Grafické zobrazenie antimikrobialnej aktivity vodnych extraktov kéry na vybrané
kmene MO po 24 hodinach

Podl'agrafu 16, kde s0 uvedené vysledky vodnych extraktov, oproti testovanym
bakterialnym druhom neprejavil antimikrobialny ucinok ziaden extrakt. Avsak pri Candida
glabrata sa prejavila mierna antimykoticka aktivita u vSetkych extraktov. V pripade 15 min
vyluhu vibovej kory vo vriacej vode doslo k 79% narastu buniek v porovnani s blankom.

Antimikrobialna aktivita v metanolovych extraktoch

H Blank

M Breza (15 min)

M Breza (24 h)

B Dub (15 min)
H Dub (24 h)
® Vrba (15 min)
1 Vrba (24 h)

Micrococcus Serratia Candida
luteus marcescens glabrata

Graf 17: Graficke zobrazenie antimikrobiélnej aktivity metanolovych extraktov kéry na
vybrané kmene MO po 24 hodinach
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Na zaklade grafu 17 zobrazujiiceho metanolové extrakty opiat’ mézeme tvrdit, ze vsetky
vyluhy len stimulovali rast buniek, teda neprejavila sa ziadna antibakteridlna aktivita. Mierna
antimykoticka aktivita bola zistena v 24 hodinovom vyluhu dubovej kéry a v oboch vyluhoch
kory brezovej, pricom pri 24 h vyluhu doslo k 79 % nérastu buniek

Antimikrobialna aktivita etanolovych extraktov

1.4
1.2
H Blank
1
M Breza (15 min)
3 0.8 M Breza (24 h)
O
< 0.6 B Dub (15 min)
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0.4 H Vrba (15 min)
0.2 - 1 Viba (24 h)
0 -
Micrococcus Serratia Candida
luteus marcescens glabrata

Graf 18: Grafické zobrazenie antimikrobialnej aktivity etanolovych extraktov kéry na vybrané
kmene MO po 24 hodinach

Na zdklade grafu 18 moézeme tvrdit, ze pri etanolovych extraktoch znova nepozorujeme
antimikrobialnu aktivitu oproti baktériam. V pripade kvasinky Candida glabrata sa prejavila
mierna antimykoticka aktivita v 24 h vyluhu dubovej kory

Antimikrobidlna aktivita DMSO extraktov

1.4
1.2
1 H Blank
M Breza (15 min)
3 0.8
© M Breza (24 h)
< 06 .
B Dub (15 min)
0.4 B Dub (24 h)
0.2 H Vrba (15 min)
0 - 1 Viba (24 h)
Micrococcus Serratia Candida
luteus marcescens glabrata

Graf 19: Graficke zobrazenie antimikrobiélnej aktivity DMSO extraktov kory na vybrané
kmene MO po 24 hodinach
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Graf 19 sa vyrazne 1i8i od predoslych grafov. DMSO sa na rozdiel od ostatnych
rozpust'adiel spraval odlisne. DMSO totiz usmrtil kvasinku a takisto aj baktériu Micrococcus
luteus. Na druhej strane mdzeme pozorovat' antimikrobidlnu aktivitu pri 15 min vyluhu
dubovej kory a 24 h vyluhu vibovej kory.

Obrazok 17: lustracny priklad pouzitej mikrotitracnej dosticky (Serratia marcescens)
po 24 h inkubacii

Na zéklade zistenych udajov moZzeme povedat, Ze aj napriek vyraznym antioxidaénym
vlastnostiam sa v extraktoch z brezovej, dubovej ani vibovej kore neprejavovala vyraznejsia
antimikrobialna aktivita.
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca sa zaobera charakterizaciou antioxida¢ne a antimikrobialne aktivnych
latok v réznych druhoch drevin. Rozhodli sme sa, ze budeme skimat’ tieto bioaktivne latky
v brezovej, dubovej a vibovej kore.

V teoretickej Casti su charakterizované prirodné latky, ktoré vykazuju antioxidacné
a antimikrobiélne vlastnosti. Do tejto skupiny latok patria sekundarne metabolity, napriklad
polyfenoly, flavonoidy, ¢i triesloviny. Dalej sme sa v tejto Gasti prace zamerali na extrakciu
bioaktivnych latok. Dnes existuje mnoho modernych metdd, ktorymi sa da zjednodusit’ cely
priebeh ¢i vytazok extrakcie. Na zaver sii spomenuté moznosti antimikrobialnych testov
a stru¢na charakteristika pouZzitych mikroorganizmov.

Experimentalnu cast’ by sme mohli rozdelit na dva vacsie celky. Najprv sme pomocou
spektrofotometrie stanovovali mnozstvo polyfenolov, flavonoidov a antioxida¢nu aktivitu
v extraktoch z brezovej, dubovej a vibovej kére. Zamerali sme sa na viac faktorov. Zaujimal
nas vplyv roznych rozpustadiel, vplyv teploty aako vplyva ¢as na vytazok extrakcie.
Zo spomenutych kor stromov sme pripravili vodné, metanolové, etanolové a DMSO extrakty.
Pri vodnych extraktoch sme sa zamerali aj na vplyv teploty. Pripravili sme extrakty vo vode
pri teplote 20 °C a pri teplote 100 °C. Vsetky uvedené vzorky sme Iihovali po dobu 15 min
a24 h. Podla dosiahnutych vysledkov mozZeme potvrdit fakt, ze so zvySenou teplotou sa
zvySuje mnozstvo extrahovanej latky z rastlinnej matrice. Rovnako sme overili, ze dlhsia
doba ldhovania mala zakazdym vacési vplyv na vytazok extrakcie. Rozpustadla sa nie vzdy
spravali rovnako. Avsak mozno povedat, Ze najviacSie vytazky sa nachadzali v metanolovych
extraktoch, jednoznaéne pri 15 min vyluhoch. DMSO extrakty sa prejavovali najma pri 24 h
vyluhoch. Voda ako rozpustadlo mala lepSie vytazky zase Vv dubovej kore. Najvacsiu
koncentraciu polyfenolov sme zaznamenali v24 h DMSO extrakte vibovej kory, ato
71,66 mg/g suchej vzorky. V rovnakom extrakte sme zaznamenali aj najvaésiu koncentraciu
flavonoidov, ato 54,87 mg/g suchej vzorky. Najvy$Sou antioxidaénou aktivitou sa
prezentovala opit’ vibova kora v 24 h metanolovom extrakte, a to 125,33 mg/g suchej vzorky.
kory ziskanych pri 20 °C. Podla vyhodnotenych tdajov méZzeme tvrdit, Ze najviac
antioxidacne aktivnych latok sa nachadzalo vo vtbovej kore, ktora sa prejavovala vicSinou
najlepsie pri ré6znych podmienkach. Na zaver sme stanovovali tiez triesloviny, avSak len
v metanolovych extraktoch. Tu sa najlep$ie prejavila opét’ vibova kora, ale takmer rovnaké
hodnoty sme namerali aj v kbre dubovej.

Druhym velkym celkom boli antimikrobialne testy. PouZzivali sme dve metody. Jednou
Z nich bola agarova difuzna metdda, tiez znama ako jamkovy test. Druhou bola bujonova
dilu¢nd metdda, ktord patri medzi kvantitativne testy a je teda presnejSia. Stanovovali sme
teda antimikrobialnu aktivitu extraktov z kdéry oproti trom testovacim mikroorganizmom.
Dve z nich boli baktérie — grampozitivna baktéria Micrococcus luteus a gramnegativny druh
Serratia marcescens. Tretim mikroorganizmom bola kvasinka Candida glabrata. Na rozdiel
od zna¢nych antioxida¢nych vlastnosti sa v korach neprejavovali vyraznejsie antimikrobialne
vlastnosti.

Na zéaklade zistenych charakteristik a poznatkov predpokladame, ze extrakty z kory
pozorovanych stromov suU vhodné na dalSie pouzitie. Vdaka svojim antioxidaénym
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vlastnostiam by boli idealne na dalsie pouzitie napriklad ako potravinovy doplnok ¢&i uz
vo forme kvapiek alebo tabliet.

Ked'ze sa u vzoriek neprejavila vel'mi ich antibakterialna a antimykoticka aktivita, bolo by
vhodné sa v buducnosti viac zamerat’ na d’alSie typy extrakcie a podrobnejsie antimikrobialne
testovanie. Dalej by bolo vhodné vzorky otestovat’ z hl'adiska ich stability, toxicity alebo
moznosti pouzitia v enkapsulovanej forme.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS
ALB
CCM
DMSO
MAE
MIC
MO
PLE
SC-CO2
SDS
SFE
TEA
TEAC
UAE
us
ViIZ
XOD

2 -azino-bis-[3-etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina]
albumin zo slepacieho vajecného bielka
Ceska zbierka mikroorganizmov
dimetylsulfoxid

extrakcia podporend mikrovlnnym Ziarenim
minimdalna inhibi¢na koncentrécia
mikroorganizmus

tlakovéa extrakcia rozpustadlom
superkriticky oxid uhli¢ity

dodecylsulfat sodny

superkriticka fluidna extrakcia

trietanolamin

Trolox ako ekvivalent antioxidacnej aktivity
extrakcia podporena ultrazvukom

ultrazvuk

velkost’ inhibicnej zony

xantinoxidaza
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