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ABSTRAKT

Kavova sedlina patii mezi velmi hodnotné lignocelulozové odpady, které by bylo mozné
zpracovat a vyuzit na izolaci fenolickych latek. Mnoho fenolickych latek izolovanych
Z lignocelulozovych odpadi ma antimikrobidlni vlastnosti. Cilem této diplomové prace bylo
izolovat fenolické latky s extraktu kavové sedliny a stanovit jejich antimikrobidlni vlastnosti.
Tyto fenolické latky by extrahované dvéma zpusoby, extrakci do rozpoustédla (hexan,
75% ethanol, 70% aceton, diethyl éther, a ethyl acetat kyseliny octové) nebo uvolnénim pomoci
alkoholického kvaSeni. VSechny izolované vzorky byli charakterizované z hlediska obsahu
redukujicich cukri, polyfenoli a flavonoidt. Nasledné byla posouzena jejich antimikrobialni
aktivita pouzitim agarové difizni a bujonové diluéni metody. Pro stanoveni antimikrobialni
aktivity byly pouzity jak zastupci bakterii, tak kvasinek. Z bakterii byly vybrané dva druhy
gram-pozitivnich bakterii, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus a jeden druh gram-negativnich
a to Serratia marcescens. Z kvasinek byly vybrany druhy Candida glabrata a Saccharomyces
cerevisiae.

Pro identifikaci fenolickych latek v extraktech byla vyuzita vysokouéinna kapalinova
chromatografie

Pti testech antimikrobidlni aktivity fenolickych extrakti byl jako nejucinnéjsi
vyhodnocen extrakt kavové sedliny 70% acetonem, ve kterém byly, dle kapalinové
chromatografie, identifikovany kyseliny chlorgenova, gallova, kavova a kumarova. Nejméné
uc¢innym pak extrakt ethyl acetatem. Nasledn¢ byly fenolické extrakty lyofilizovany a testovany
na antimikrobidlni aktivitu. U lyofilizovanych vzork byl jako net¢inngj$i inhibitor rist
mikroorganismti vyhodnocen extrakt kavové sedliny 70 % ethanolem s obsahem kyselin
chlorgenové, gallové a kavové.

Fermentaci kavové sedliny byly izolovany vzorky s obsahem fenolickych latek.
Stanovenim antimikrobialni aktivity téchto vzork bylo zjisténo, ze vSechny vzorky maji velmi
dobry inhibi¢ni U¢inek pro rist bakterii. Nefiltrované vzorky prokazaly i1 antimykotické
vlastnosti. Ve filtrovanych i nefiltrovanych vzorcich izolovanych fermentaci kdvové sedliny
byly identifikovany kyseliny chlorgenova, kavova a gallova.

Klic¢ova slova:
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ABSTRAKT

Coffee grounds are one of the very valuable lignocellulosic wastes that have been able
to be processed and used for isolated phenolic substances. Many phenolic substances isolated
from lignocellulosic wastes have antimicrobial properties.

Aim of this thesis is isolation phenolic substances from spent coffee grounds extract and
their available antimicrobial properties. Two isolation ways were applied to receive phenolic
substances from spent coffee grounds: 1) solvent extraction (hexane, 75% ethanol, 70%
acetone, diethyl ether, and ethyl acetate) and 2) release of active substances by alcoholic
fermentation. All isolated materials were characterized by the viewpoint of concentration of
reducing sugars, polyphenols and flavonoids. Subsequently, their antimicrobial activity was
determined by using agar diffusion and broth dilution methods. Two gram-positive bacteria
(Bacillus subtilis and Micrococcus luteus), one gram-negative bacteria (Serratia marcescens)
and two yeasts (Candida glabrata and Saccharomyces cerevisiae) were used for antimicrobial
testing.

High-performance liquid chromatography (HPLC) was used to identify phenolic
substances in the extracts.

First, the results showed that the isolated sample with the highest antimicrobial activity
was 70% acetone extract. This extract contained chlorogenic acid, gallic acid, caffeic acid and
coumaric acid according to HPLC. The ethyl acetate extract showed the lowest antimicrobial
activity. Second, after lyophilization, the isolated materials also revealed high antimicrobial
activity. The highest antimicrobial activity displayed the materials obtained by the extraction
with 70% ethanol. This sample contained chlorogenic acid, gallic acid and caffeic acids.

Next, samples with phenolic compounds were obtained by the alcoholic fermentation of
spent coffee grounds. These samples showed similarly to the previous solution extracts
significant antimicrobial activity. Interestingly, the unfiltered samples received directly after
alcoholic fermentation also showed antifungal properties. The characterization of phenolic
compounds by HPLC showed similarly as in previous examples that chlorogenic, caffeic and
gallic acids were present in these samples.

Key words:

Coffee, Spent coffee ground, antimicrobial aktivity, polyphenols, flavonoids
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UvVOD

Kava se, diky své chuti, pfijemnému aroma a povzbuzujicim ucinkiim stala jednim
z nejpopularnéjSich napoji soucasnosti. Péstovani kavy je lokalizovano v oblastech s ptiznivym
klimatem, které je predev$im v Brazilii, Kolumbii, Etiopii, Indonésii, Indii ¢i ve Vietnamu.
Existuje n¢kolik druhii kdvovniki a jejich plody lze zpracovavat riznymi zptsoby, ¢im vznika
spousta variaci. V soucasné dob¢ existuje mnoho prisad, které mizeme do kavy ptidat a mnoho
moznosti pfipravy tohoto napoje vcetné bezkofeinové varianty. [1]

Piti kvalitni kavy byva oznaCovano za zdravi prospésné. Pravidelni konzumenti kavy
maji, dle studii, niz8§i pravdépodobnost vyskytu cukrovky obou typl, zluénikovych a
vyskytem rakoviny, pfedevsim rakoviny tlustého stteva, kiize a jater. Déle je prokazan pozitivni
vliv kdvy na jaterni obtize jako jaterni fibrozu, cirh6zu a chronického onemocnéni jater.
Pozitivni vliv md konzumace kavy i na snizeni vyskytu kardiovaskularniho onemocnéni.
Pravidelnd konzumace kdvy ma souvislost i s psychickym zdravim ¢lovéka, kdy je statisticky
dokdzana souvislost s niz§im vyskytem depresi i Alzheimerovy choroby. Kdva ma vSak i
negativni U¢inky pii konzumaci pfedevSim v téhotenstvi, kdy je jeji konzumace nebyva
doporucovana piedev§im v souvislosti s nizkou porodni hmotnosti, pfed¢asnymi porody i
potraty ¢i akutni détskou leukémii. Prokézanou vlastnosti kdvy je 1 jeji dehydratace
konzumenta, proto je nutné kavu zapijet vodou. [2]

V ceské republice je, dle statistik, primérnd konzumace kavy 1,2 §alkti denné¢ na osobu.
Pti zpracovani kavy vsak vznikd i velké mnozstvi odpadnich produktii, se kterymi lze jen
obtizn¢ dale pracovat. NejvyznamnéjSim odpadem je kdvova sedlina. Na 1 tunu zelené kavy
piipada az 650 kg kavoveé sedliny. Tento pevny podil kavy vznika 1 pfi vyrob¢ instantni kavy,
ktera tvofi zhruba polovi¢ni produkci ve svétovém méfitku. [3] [4]

Vzhledem k vysokému mnozstvi produkce odpadu kavové sedliny, je pravé jeji
zpracovani aktudlni tématikou. Kavova sedliny je sloZena z polysacharidl, oligosacharidd,
lipidd, alifatickych kyselin, melaniodi a tékavych sloucenin. Diky svému sloZeni jsou
atraktivni jeji funk¢ni vlastnosti jako kapacita zadrzovéani vody, zadrZzovani oleje, stabilita a
antioxida¢ni potencial. Vzhledem k jeji vyzivové hodnoté, lze vyuzit jako dopln€k v krmivech
pro zvitata, avSak fenolové latky a kofein jsou vstiebatelné jen pii nizké koncentraci. Dale se
kévova sedlina ¢asto v domacnostech vyuziva jako pidni hnojivo. Fenolické latky a kofein jsou
ve vEtsi koncentraci toxické jak pro zvitata, tak i pro rostliny. Dle studii vyplyva, Ze podrobeni
kavoveé sedliny procesu kompostovani pred jeho aplikaci, je moZny zplisob jak sniZit jeji
toxicitu. [4] Dalsi z moznosti zpracovani pevného podilu kavové sedliny je vysuSeni a nasledné
vyuziti jako topiva. [4]

Jednou ze zpracovatelskych metod, ktera zvysuje pouzitelnost kavové sedliny, je bio-
rafinace. Touto metodou se zabyva Institut chemie potravin a biotechnologii, na Fakulté
Chemické, VUT v Brné. Tahle diplomova prace se zabyva jednou lini takové bio-rafinace.
Principidlné pfi zpracovani dochazi k uvolnéni olejové a hydrofilni frakce kavové sedliny.



Hydrofilni ¢ast se dale upravuje naptiklad pomoci procesu hydrolyzy, tim se ziskaji redukujici
cukry k fermentaci rdznych mikroorganizmli, napt. baktérii pro  produkci
polyhydroxyalkanoati. Dalsi moznosti vyuziti je esterifikace a transesterifikace pro produkci
bio- dieselu. Izolované fenolické extrakty kavové sedliny lze vyuzit jako antioxidanty,
protizanétlivé prisady ¢i absorbéry tézkych kovu. Sacharidy pfitomné v kavové sedliné jsou
cennym zdrojem uhliku pro biotechnologickou produkei polyhyhydroxyalkanoatt, karotenoidt
a bioethanolu. [4]

Dle soucasnych studii je ztejmé, ze pouziti kavové sedliny ma velké mnozstvi vyuZiti.
Diky své dostupnosti a mnoZstvi, jako odpadniho produktu, by pti biotechnologickych
procesech mohla byt velmi cennou surovinou. [4]



1 TEORETICKA CAST

1.1 Kava

Pod pojmem kava si vybavime napoj, dle legislativy se kdvou rozumi upravena semena
kavovniku bohata na alkaloidy. V potravinaiské terminologii jde o pochutinu. Za pravlast kavy
se povazuje Etiopie, ve které se dodnes nachazi voln¢ rostouci kete kavovniku. [2]

Kavovnik je tropicky az subtropicky stalezeleny ket tadici se k ¢eledi motenovitych
(Rubiaceae). Muze dosahovat do vysky 15 metr, zalezi vSak na nadmoiské vysce a piirodnich
podminkach. Casto také byva vyska keftl upravovana kvili dostupnosti plodi pfi sklizni. Také
zélezi na nadmoiské vysce, ptirodnich podminkéach a druhu. Listy kavovniku jsou $picaté, velké
a zelené s voskovitym povrchem. Okraje listd byvaji mirné¢ zvinéné. Kavovnik kvete nékolikrat
do roka bilymi vonavymi kvéty. Kvét se vSak po par dnech méni v zarodek plodu. Plody
kavovniku jsou zelené ovalné peckovice, velké zhruba 1,5 cm, které se postupné barvi do
cervena. Plody tmavé Cervené az fialové barvy, oznaCované jako kavoveé tresné, jsou zralé ke
sklizni. [3]

Semena plodu jsou chranéna vrstvami. Vnéjsi obal (exokarp) tvofeny blanitou
strukturou udava barvu plodu. Nasleduje vrstva duziny (mesokarp) v niz se nachazeji dvé zelena
kavova zrna. Tato zrna jsou obalena pergamenem (endokarp) a potazena stiibfitou blankou
(integument). Struktura zrna kavovniku je znazornéna na obrazku 1. [2] [5]

Slupka
Duzina

‘ Pergamenova vrstva
St¥ibrna blanka

l — Zrno

Obrazek 1: Prirez kavovym zrnem [2]

Rostlina zacind plodit zhruba 4 roky po vysadbé. NejlepSiho produkéniho obdobi
dosahne po deseti letech a plodi ptiblizné 30 let, kdy se produktivita odhaduje na 0,5-1 kg
produktu na rostlinu za rok. Kavovnik miize mit soucasné jak kvéty, tak zral¢ plody. [5]

Vzhledem k jeho teplomilnosti ma nejvhodnéjsi podminky pro rist v oblasti rovniku,
tudiz se nejvice péstuje ve statech Stiedni a Jizni Ameriky, v Africe, Indii a Madagaskaru a
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odtud je distribuovana do celého svéta. Mezi nejvétsi producenty kavy patii Brazilie, Vietnam,
Kolumbie, Etiopie, Indonésie a Mexiko. [1]

1.1.1 Druhy kavovniku

Existuje mnoho druhti kdvovniki, kdy se druh kavy déli na jednotlivé odridy podle
mista péstovani. Pro potravinaiské ucely se celosvétové vyuzivaji predevsim dva druhy a to
arabsky kavovnik neboli arabika a kavovnik laurentsky neboli robusta. [2] [5]

Coffea arabica

Kavovnik arabsky je ptivodem z Etiopie. Roste pii pramérné teploté okolo 20°C
s vysokou vlhkosti ve vySce od 600 do 2000 metri nad mofem. V porovnani s kdvou robusta
ma niz§i obsah kofeinu (0,8 - 1,4 %), miZe mit kysele zbarvenou chut a je nachylné;si
k chorobam. Byva povazovana za nejkvalitnéjsi kavu, a proto tvoii 70-80 % svétové produkce.

[3]
Coffea canephora

Takzvana kava Robusta je druhym nejCastéjSim druhem kavy na trhu. Povazuje se za
mén¢ kvalitn€j$i kavu avsak odolnou proti riznym chorobam. Kromé obsahem kofeinu (1,7 —
4 %) se od arabiky odliSuje 1 tvarem zrna, ktera jsou zaoblené¢jsi s rovnou ryhou uprostied a
také lepsi odolnosti. Zrna robusty jsou siln¢ aromaticka s vyrazné hotkou chuti, diky ¢emuz se
pouzivaji predevsim do smési. Kavovnik se nejvice péstuje ve Vietnamu a Brazilii v nadmotské
vysce 200 az 600 metrt, pfi teplém a stabilnim klima okolo 30°C . Pii idealnich podminkach
dosahuje rostlina vysky 13 metru. [2] [5]

1.2 Technologie zpracovani kavy

Jakmile se kavové tfesné zbarvi do temné Cervené, jsou povazovany za vyzralé a nastava
doba jejich sbéru. Doba sklizné trva i nékolik tydnil a provadi se bud’ ru¢né, nebo pomoci stroji.
Nésleduje zpracovani zrn, kdy se z plodu, ziskavaji zelend zrna zbavena vrstev a duziny.
Zpracovani se provadi dvéma zékladnimi zplsoby, které maji vliv na kvalitu, chut’ i cenu
vysledného zrna. Schématické znazornéni technologie zpracovani kavy se nachazi na obrazku

2. [3] [6]
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——» Odstranéni slupky
SUSENI — » Hlazeni, lesténi

—» Ttidéni

PRAZENI

MLETI

v

VARENI

(extrakce

Obrdzek 2:Technologie zpracovani kavy [5]
1.2.1 Mokry zpusob

v v

zrna. Nejprve se ve vodnich nadrzich oddéli pIné hodnotné kavové tiesné¢ od necistot a
nezralych, seschlych ¢i poskozenych ploda, kdy méné hodnotné plody plovaji na hladiné.
Potom se plody pomoci stroje rozdrti, diky ¢emuz se se uvolni hlavni ¢ast obalu zrna a duziny.
Zrna se jesté zmekci fermentaci po dobu 1 az 2 dnt v kadich. Pti fermentaci dochazi pomoci
pusobeni enzymu k rozruseni duziny a obalu semena. Nasleduje prani semen ve vod¢. Nakonec
se semena susi na vzduchu nebo v mechanickych susicich jednotkach. [3] [6]

1.2.2 Suchy zptsob

Pti zpracovani suchou cestou se plody nejprve zbavi neCistot a ndsledné se susi na slunci
rovnomérné rozlozené na betonovém ¢i cihlovém povrchu. V pribéhu suSeni se plody
n€kolikrat obraceji a znovu rozprostiraji. Obal plodu ptisobenim slunce zhnédne a stane se
kfehkym. Nasleduje mechanické loupani obalu i duZiny pomoci stroji. Suchd metoda
zpracovani je jednodussi a méné nakladna nez mokra metoda a vyuziva se pfedev§im pro méné
kvalitni druhy kavy. [3] [6]

Zpracovana zrna jsou tfidéna podle velikosti, barvy a hustoty. Pfi tfidéni jsou zrna
zbavena pergamentové slupky tzv. lesténim pomoci strojii. Takto upravend surova kava se Cisti
od rtiznych necistot a uskladnuje se. Poté nasleduje prazeni. [3] [6]
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1.2.3 Prazeni kavy

Prazeni kavy je nejdalezitéjsi krok zpracovani kavy, ktery ovlivituje kvalitu kavy a
aromatické a senzorické vlastnosti a barvu vysledného produktu. Tento proces se odehrava ve
specialnich strojich tzv. prazickach, které mohou byt bubnové, odstfedivé ¢i fluidni. Periodické
prazeni se uskutecniuje pti teploté okolo 200°C v panvi, ktera se toc¢i okolo své osy. Pomoci
odstfedivé sily se kava pohybuje, diky ¢emuz dochdzi k rovnomérnému uprazeni zrn a
zabranuje se preprazeni. Cely proces trva 10-20 minut a je individualni podle typu kavy a
pozadovaného stupné prazeni. V dusledku piisobeni vysokych teplot se snizuje obsah vody
v zrnu a celé fadé chemickych reakci, diky kterym kava méni své chemické slozeni, jak lze
vidét v tabulce 1. Nejdilezitéjsim chemickym procesem pii prazeni kavy je neenzymatické
hnédnuti, kdy kéva ziskdva svou barvu a celé fadé¢ kondenzacnim a pyrolytickym reakcim, diky
kterym dostava kava svoji viini a chut. Méni se struktura a vlastnosti zrna, kdy se degraduji
proteiny na jednodussi peptidy za tiniku oxidu uhli¢itého. Skroby se degraduji na jednoduché
sacharidy a reaguji s bilkovinami za vzniku melanoidi, latek s antioxidacnimi vlastnostmi. Dale
dochazi k poklesu kofeinu a kyselin, na které je vazan. [2] [5] [6]

Tabulka 1: Srovndni chemického slozeni zelené a prazené kavy [3]

zelena kava prazena kava
arabica (hm. %) | robusta (hm. %) | arabica (hm. %) | robusta (hm. %)
bilkoviny 11-17 11-13 12-15 13-15
tuky 9-18 9-18 15-20 11-16
sacharidy 60-76 69-76 40-79 64-71
popel 4-5 4-5
voda 8-13 12-13 4

1.3 Odpadni produkty technologie zpracovani kavy

Pti zpracovani kavy vznika velké mnozstvi odpadnich produktl, jako kdavova duZzina,
slupka ¢i stiibrna blanka z obalu kavového zrna a v neposledni fad¢ kavova sedlina. Mnozstvi
a druh odpadniho produktu zavisi na zpracovani kavovych plodu. [7]

Pti zpracovani kdvy mokrou cestou se ziskava duzina kavy, kterd pfedstavuje 29 %
hmotnosti suchého kavového zrna. Duzina je bohat4 na karbohydraty, proteiny, mineralni latky
a také obsahuje zna¢né mnozstvi tiislovin, polyfenoli a kofein. Hojné zastoupeni zde maji 1
organické slozky jako ttisloviny, pektinové latky, redukujici cukry i neredukujici cukry, kofein,
kyselina chlorogenova ¢i kyselina kavova 1,6 %. [7] [8]

Dalsi z odpadnich produktl ziskavany pifi zpracovavaji mokrou cestou, jsou kavové
slupky. Ty obvykle ptfedstavuji asi 12 % hmotnosti bobu. Slupky se skladaji z vody, popele,
bilkovin, tukl a z velké ¢asti ze sacharidi. Obsahuji velké mnozstvi celulozy, hemicelulozy a
ligninu. [7] [8]

Pti procesu prazeni se ziskava jako odpadni produkt povlak z kdvovych zrn ozna¢ovany
jako stiibrna blanka. Ma vysokou koncentraci rozpustné dietni vlakniny, ktera tvoii 86 % z
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celkové hmotnosti vlakniny. Dalsi zajimavou schopnosti téchto blanek je vysoka antioxidacni
schopnost, ktera je dana pravdépodobné jako dusledek koncentrace fenolickych sloucenin a
ptitomnosti melanoidd, které se tvoii béhem procesu prazeni). [7] [9]

Odpadni produkty ze zpracovani kavy jsou velkym zdrojem znecisténi vody a pudy,
¢imz predstavuji ekologicky problém. Jednim z druhti znecisténi miize byt hniloba odpadnich
produktt, kviili jejich vlhkosti. Z téchto diivodu se hledaji rizné alternativy zpracovani odpadt
kavového primyslu. [7]

1.3.1 Vyuziti odpadnich produkti kavového priamyslu

Hlavnim problémem zpracovani téchto odpadu je jejich toxicita, kterd je zapfricinéna
vysokym obsahem kofeinu, volnych fenoli a tanint (polyfenoly). Dle studii 1ze tyto toxické
latky ¢aste¢né eliminovat pomoci tpravy teplou vodou, mikrobialni biodegradaci ¢i aerobnim
kvasenim. [7] [8]

V duzing a slupce se nachdzeji latky anti-fyziologické a anti-nutri¢ni. V disledku toho,
nejsou vhodnymi substraty pro biokonverzi a tak zlistava vétSina téchto odpadii nevyuzita. Pro
jejich vyuziti na biotechnologické procesy je tifeba odstranéni jejich toxickych slozek.
Detoxikace kavy je jiz velmi probadanym tématem. [7]

Studie detoxikace slupky kavy byly provadény pomoci tfi rtiznych kmeni plisni, a to
Rhizopus, Phanerochaete, a Aspergillus. Z vysledku studii vyplyva, Ze tyto plisnové kmeny lze
pro detoxikaci vyuzivat. Dalsi studie se zamétuji na optimalizaci riznych parametra a jejich
vliv pro biotechnologické procesy, jako je pH, vlhkost a provzduSnovani slupek. V piipadé
detoxikace u duziny kavy byly pouzity bakterie rodu Streptomyces. Pti aplikaci analytické
pyrolyzy a bakterii se vétsina toxickych latek preménila a tak 1ze tento odpad pouzit jako krmivo
a dalsi moznosti zpracovani. Nejveétsi vyuziti nachazi slupka a duzina z kdvového primyslu ve
vyrob¢ krmiv a hnojiv. Tyto odpadni produkty obsahuji znacné mnozstvi zkvasitelnych cukri,
takze predstavuji vhodny substrat pro péstovani plisni a kvasinek. Z tohoto diivodu se hledaji
mnohé aplikace jejich vyuziti v biotechnologickych procesech. [7]

1.4 Kavova sedlina

Kavova sedlina, anglicky spent coffee grounds (dale jen SCG), je pevny, nerozpustny
produkt vytvofeny béhem piipravy kavy nebo pii vyrobé kdvy instantni. Zhruba 50% kavy se
zpracovava na kavu rozpustnou, kdy nam na piipravu 1 kg rozpustné kavy vznika 1-1,2 kg
SCG. Celosvétove je témet 50 % kavy zpracovavano na kdvu rozpustnou. V priméru ptipada
na jednu tunu zelené kavy ptiblizné 650 kg SCG. [7] [10]

Chemické slozeni SCG je zavislé na druhu rostliny, zemépisné oblasti i nadmoiské
vysce péstovani, na stafi rostliny, klimatu a pude. Obecné je SCG bohata na hemiceluldzy (30-
40 hm. %), konkrétn¢ na mandzy, galaktézy a arabindzy. Ptiblizné 10 hm. % SCG je tvofeno
celulézou. Velké mnozZstvi tvofi také olej a to asi 15 hm. %. Déle je v SCG pfitomen lignin
(zhruba 30 hm%) a velké mnozstvi bilkovin. Zhruba 2,5 hm. % SCG je tvofeno
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polyfenolickymi latkami, které tvoii vysoce biologicky dostupné a bioaktivni chlorogenni
kyseliny. Mnozstvi bioaktivnich latek a oleje je ovliviiovano ptedevsim technologickym
zpracovanim a zpusobem piipravy kdvy. V SCG je zastoupeno vice lipidii nez v kaveé zelené
nebo prazené. Mnozstvi lipidi neni ovliviiovano extrakci horkou vodou stejné u bilkovin, kde
zustava mnozstvi zastoupené v SCG po extrakci neménné. Kofein z mleté prazené kavy je
z velké casti extrahovan do napoje a tak jeho mnozstvi v SCG zavisi na dobé extrakce.
Mineralni latky jsou snadno rozpustné v horké vod¢ a tak je jejich mnozstvi nizké. [4] [11]

Pokud jsou nekteré slozky SCG jako kofein, tiisloviny a polyfenoly vypoustény do
zivotniho prostiedi, pfedstavuji velké riziko znec€iSténi. Navic, kdyZ jsou odpady na bazi kavové
sedliny nahromadény, mohou spontanné kvasit a zpiisobit hofeni. Pravé diky témto vlastnostem
a velkého mnozstvi odpadti produkovanych kdvovym priimyslem je eliminace a zpracovani
téchto odpadii dilezitym tématem [7] [10] [12]

Byly provedeny studie zabyvajici se vyuzitim SCG jako substratu pro vyrobu ethanolu,
bionafty, polyhydroxyalkanoatt ¢i polyfenolickych latek. Diky své vyhievnosti, se kavova
sedlina stala atraktivni, jako alternativa paliva. AvSak kdvovou sedlinu je nutné posbirat, vysusit
a skladovat tak, aby nebyla napadena mikroorganismy jesté pred pouzitim. Zadna z uvedenych
strategii zpracovani odpadu z kdvového primyslu vSak neni ptili§ zavedena v primyslu a to
predevsim kvili logistice zpracovani tohoto odpadu. Z toho diivodu byva vétSina téchto odpadta
nezpracovana a nevyuzivana, tudiz byva spalovana nebo vypousténa do Zivotniho prostiedi. [7]
[10] [12] [13]

1.4.1 Chemické sloZzeni kavové sedliny

Hlavni slozkou SCG jsou polysacharidy, pfedevsim celuldoza a hemiceluldza, ktera je
tvofena predev§im manany, galaktany a také araninany. Dale zde maji své zastoupeni
oligosacharidy, lipidy s obsahem oleju asi 15 hm. %, alifatické kyseliny, aminokyseliny,
proteiny, alkaloidy, fenoly, které se skladaji predevsim z chlorogenovych kyselin, také velké
mnozstvi minerald, zejména draslik, lignin, melanoidint a tékavych slouéenin. Stru¢ny piehled
chemického slozeni kavové sedliny lze najit v tabulce 2 a v tabulce 3 je uvedeno zastoupeni
mineralnich latek v SCG. [10] [4]

Tabulka 2: Chemické slozeni kdvy [10]

sloZeni % slouceniny %
dichlormethan 19,67
ethanol 5,36

lkové vytézk 51,43 '
celkové vytézky voda 120
1% NaOH 25,10
klason lignin 22,71
lignin 26,51 |rozpustny

lignin 3,80
polysacharidy 22 glukoza 29,20
manoza 40,80
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Tabulka 3: Minerdlni prvky v SCG [10]

prvky sloZeni [g/kg]

Ca 0,771
Mg 0,178

K 0,253

Na 0,329

Fe 0,326

Cu 0,046

Zn 0,012

Mn 0,033

Po extrakci ve vhodném rozpoustédle, zpravidla se pouziva hexan, se ziskava olejova
frakce. V chemickém sloZeni takto ziskaného oleje maji hlavni zastoupeni lipidy, jakymi jsou
triacylglyceroly, estery diterpenovych alkoholli a mastné kyseliny. Konkrétné Ize fici, ze SCG
olej je tvofen ze 75 % triacyglyceroly, ze 14 % terpenovymi estery, dalSich 5 % je z parcialnich
acylglycerold, z 1 % volnych mastnych kyselin, 1,5 % volnych steroli, 1 % estert sterolti a 1
% polarnich lipida. [4]

SCG material je lignocelulézova frakce, tvofena z celulozy, hemicelul6z a ligninu.
Nejvyznamnéjsi slozkou vlakniny SCG je celuldza, ktera je tvofena nékolika stovkami az deseti
tisici jednotek D-glukézy. Tyto jednotky jsou mezi sebou propojeny B(1,4)-glykosidovymi
vazbami. Molekuly celulozy se agreguji na mikrofibrily a vytvafi vysoce uspotfadané
(krystalické) nebo méné usporadané (amorfni) oblasti. Krystalickd ¢ast poskytuje tuhost a
amorfni ¢ast naopak mékkost a pruznost. Amorfni ¢ast pak umoziuje vstiebavani vody a
snadny a rychly priabéh hydrolyzy [28]. Hemicelul6za je v SCG tvofena predevsim predevsim
mannany a arabinogalaktany. Mannany jsou latky tvofeny spojenymi opakujicimi se
jednotkami mannosy, které jsou propojené B(1,4)-glykosidovymi vazbami. Arabinogalaktany
jsou v kavové sedliné zastoupeny ttemi typy, piedevS§im vSak arabinogalakteny, coz jsou
arabino-3,6-galaktany, které jsou kovalentni vazbou pfipojeny k proteinim. Hemiceluldozy
vynikaji amorfnim a hydrofilnim charakterem, v disledku ¢ehoZ maji vysokou mechanickou
odolnost viic¢i vode a tudiz jsou v porovnani s celul6zou a ligninem hiife hydrolyzovatelné. [4]

Dalsi slozkou SCG je trojrozmérny amorfni ptirodni polymer, sloZeny
fenylpropanovych jednotek s karbonylovymi, hydroxylovymi a methoxylovymi substituenty
nazyvany lignin. Tento polymer vynika schopnosti stabilizatoru proti mechanickému poskozeni
a prispiva k vysoké vyhievnosti SCG. Aby se dalo SCG dale vyuZivat a zpracovavat, je nutné
lignin rozstépit na zkvasitelné cukry. Stépeni ligninu se odehrava pomoci hydrolytického
procesu. Hydrolyza mize probihat bud’ enzymaticky, nebo chemicky. [4]

1.4.1.1 Fenolické ldatky

Fenolické latky (FL), nazyvané téz jako polyfenoly, jsou slouceniny, které obsahuji
aromatické kruhy s hydroxylovymi skupinami. Hlavnimi zdroji FL jsou ovoce a zelenina, kde
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se vyskytuji jako sekundarni metabolity chranici rostlinu pted riznymi vlivy okoli, jako je UV
zateni, bakterie, viry ¢i hmyz. Jsou to pfirodni latky s antioxidacni aktivitou, umoziujici
zachyceni volnych radikalti, které vznikaji béhem metabolismu a pomahaji zabranit oxidaci
tuki a tim predejit poskozeni bunéné membrany. V plodech dodévaji produktim
organoleptické vlastnosti. Hotkou chut’ zajistuji predev§im flavonony, katechiny a taniny.
Antokyaniny a anthoxanthiny davaji barvu rostlinnym produktam. [4], [14]

Jedna se o organické latky s minimalné jednim benzenovym jadrem a vice nez jednou
hydroxylovou kyselinou. Syntéza fenolickych latek probiha tzv. Sikimatovou drahou. Za
prekurzor FL byvéa povazovan fenylalanin. FL jsou skupina polyfenolovych esterii, mezi které
patii kyselina kavova, kyselina ferulova, kyselina gallova, kyselina p-kumarova a chlorogenoveé
kyseliny. Kyselina p-kumarova je schopna inhibovat oxidaci latek a tim zabranuje Skodlivym
ucinkim v Zivo¢iSnych tkanich. Antikarcinogenni a antiangiogenni vlastnosti ma kyselina
gallova 1 jeji derivaty. Jedna se o fenolickou, ve vodé rozpustnou kyselinu, ktera je nejvice
obsazena v Cerném 1 zeleném caji. Fenolické kyseliny jsou ucinné proti oxidaci LDL
cholesterolu v organismu. Diky schopnosti vytvaret komplex s karcinogenem zabranuji Sifeni
rakovinovych bunék. [4], [14], [15]

FL patii do Siroké skupiny antioxidantii, pfedev§im pro své antioxidacni,
antibakterialni, hepatoprotektivni, hypoglykemické, protinadorové a antivirotické schopnosti.
Diky své schopnosti zlepSovat pruznost cév a tim 1 prokrveni a zasobeni kyslikem maji pozitivni
vliv na ¢innost kardiovaskularniho systému. Mezi jejich dalsi hlavni funkce patii prevence a
lécba neurodegenerativnich onemocnéni (jako je Parkinsonova, ¢i Alzheirmova choroba) a
nékterych druht rakoviny. Také ovlivituji enzymatické a hormonalni pochody v organismu.
Flavonoidy také brani tvorb¢ histaminu v sliznici a tim pusobi pozitivné proti alergiim. V
dasledku studii byl prokazany obsah 4,6-9,9 mg fenolickych latek na 1g SCG. FL mohou byt z
SCG extrahovany za pouziti polarniho nebo stiedné polarniho rozpoustédla, kterym je
naptiklad etanol nebo metanol. [4], [15] , [16]

1.4.1.2 Antioxidanty

Vysledky mnohych vyzkuma dokazuji, Ze konzumace kavy je prospésnd lidskému
zdravi a napomahd zabrdnit vzniku nékolika chronickym onemocnéni. Pro testovani
antimikrobialni aktivity bylo pouzito riznych antimikrobidlnich testii a mikroorganismu. Jejich
stru¢ny piehled je uveden v tabulce 4. [11]

Nejvice zastoupenym antioxidantem v kave je kyselin chlorogenova (CQA). Jedna se o
ester kyseliny kdvové a kyseliny chinonové. Jedna se o hlavni polyfenolovou slozku kavy. Pti
prazeni kavy se jeji obsah snizuje. [11]

Dalsi latkou s antioxida¢nimi U¢inky obsazené v kavé jsou tokoferoly, zndmé jako
vitamin E. Jedna se o latky rozpustné v tucich. V ptirod¢ se vyskytuje osm izomerd, liSicich se
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svou biologickou aktivitou a plisobenim na organismus. Jeho tlohou je chranit celé télo pred
pusobenim Skodlivych toxinil. Jedna se o vyznamnou slozku lipidové frakce kavy. [17]

Diterpeny a diterpenové slouceniny jsou dal$imi antioxida¢nimi slozkami kavy.
Nejvyznamnéjsi z nich jsou slozky kafestol a kaweol. Chemickou strukturou se jedna o estery
mastnych kyselin s pentacyklyckymi diterpenovymi alkoholy. Podléhaji izomeraci béhem
prazeni a tak je jejich zastoupeni ke konci zpracovani kdvy pomérné malé. Jejich nejzajimavéjsi
vlastnosti je fakt, ze vytvari fadu biochemickych procest, které vedou ke snizeni genotoxicity
mnohych karcinogent. Lze tedy fici, ze konzumace kdvy mize mit antikarcinogenni ucinky.
[18]

Pt1 procesu prazeni vznikaji melanoidy, jejichZ antimikrobidlni aktivita je spojend se
vznikem peroxidu vodiku p¥i Maillardoveé reakci a ten potlacuje rust bakterii jako je Escherichia
coli a Listeria innocua. Melanoidiim je taktéz pfipisovana antikarcinogenni aktivita. [19]

Tabulka 4: Mikroorganismy pouZzité pro stanoveni antimikrobidlni aktivity*

Typ extrakce
typ jméno kaw_)ve metoda kultivace visledek | citace
sedliny i
bakterie I . . o
. | Escherichia coli vodna PCA agar 37°C,48h | , | [20]
20% metanol | bujonova mikrodilu¢ni |37°C, 24 h N [21]
vodna diskova diftzni 37°C, 24 h . [22]
4% H,SO4 bujonova mikrodiluéni |37°C, 24 h + [4]
4 % H,SO4 |[jamkova difazni 37°C,24 h Lt [4]
Pseudomonas , o
aeruginosa vodna PCA agar 37°C,48h |, | . [20]
20% metanol | bujonova mikrodiluéni [37°C, 24 h . [21]
vodna diskova difuizni 37°C, 24 h - [22]
Salmonella , . e °
choleraesuis vodna diskova diftizni 37°C, 24 h - [22]
Salmonella , o
thypi vodna PCA agar 37°C, 48 h . [20]
serratla 4% H,SOs |bujonova mikrodiluéni [37°C,24h |, , n
4 % H.SO4 |jamkova diftizni 37°C, 24 h ‘4 [4]
bakterie | gagill dna  |PCA 37°C, 48 h
G+ aclllus cereus vodna agar > + [20]

1 PCA= plate count agar, bakteriologicky substrat pouZivany pro stanoveni celkového podtu Zivych
bakterii ve vzorku, + = lehce aktivni, + += aktivni, + + + = velmi aktivni, - = neaktivni
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Bacillus subtilis | 4 % H,SO. [bujonova mikrodiluéni |37°C, 24 h N [4]
Eir;farﬁgoccus vodna diskova difiizni 37°C, 24 h + [22]
E;g’pr‘;]?lgas 4% H,S0s | bujonova mikrodiluéni |37°C, 24 h Y (4]
ts;:g;[g?s:iisl.lus vodna PCA agar 37°C,48h | [20]
;Eg;;‘togenes vodni |diskova difizni 37°C, 240 |, 2]
MICTOOCEUS | 496 HySO4 | bujonové mikrodilueni {37°C, 240 |, n
4% H,S0, |jamkova difiizni 37°C, 240 |, n

iarzlazlococcus vodné PCA agar 37°C, 48 h .\ [20]
20% metanol | bujonova mikrodiluéni |37°C, 24 h N [21]

vodna diskova difazni 37°C,24h 4t [22]

g,;?ggrlnc;goccus 20% metanol | bujonové mikrodilucni [37°C,24h |, 21]
e[| g
IS;zfi[;tococcus vodna PCA agar 37°C,48h | , . [20]
kvasinky gclaa’;?;‘ig 4% HSOs | jamkova difiizni 37°C, 24 h . 4]
Candida utilis vodna PCA agar30°C, 72h | [20]
T
plisné ﬁfnﬁfégm:s vodna  |PCA agar30°C, 72h |, , . [20]
ﬁngpeerrgi”US vodni  |PCA agar30°C, 72h |, , , [20]
éf)[l)ze;gillus vodna PCA agar 30°C, 72 h — [20]
Mucor pumilus vodna PCA agar 30°C, 72h |, | [20]
SIri]éjzgsrr)Jlj)srus vodnd - |PCA agar 30°C, 720 |y 4 4 [20]
Rhizopus oryzae vodna PCA agar 30°C, 72 h | [20]
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1.4.2 Zpracovani kiavové sedliny

SCG je, diky svému chemickému slozeni, potencialnim producentem Sirokého spektra
produktt. Jen mala ¢ast z nich Ize vSak produkovat v neupravené formé. Aby byla kavova
sedlina dale zpracovavana, je tieba ji upravit pro produkci vyuzitelnych produkti. Proces
premény kavové sedliny oznaCujeme jako biorafinaci. Jednd se o proces, kdy dochazi
k pfetvareni biomasy na vyuzitelné produkty za zisku energie. Zpracovani a upravovani kavové
sedliny je struéné znazornéné na obrazku 3. [23]

Kavova sedlina (SCG)
1.Extrakce (voda, ethanol...)
l |
Fenolické latky, sacharidy, vitaminy Extrahovana SCG
2.Extrakce (rozpoustédlo)
Pevny zbytek Olejova frakce
esterifikace
Hydrolyza a Pyrolyza Suseni a Hydrolyza a .
fermentace cistent fermentace treansesterifikace
/
Bioethanol, PHA Bio uhel, bioplyn Topivo PHA Biodiesel

Obrazek 3: Zpracovani kavové sedliny [4]

Pro ziskani sacharidu, fenolickych latek a vitamin z SCG se vyuziva extrakce vodou,
etanolem nebo superkriticka extrakce. Vytézek danych latek je zavisly na pouzitém ¢inidle
extrakce a podminkéch procesu, jakymi je napiiklad teplota a tlak. Nejvyssich hodnot vytézki
latek 1ze dosahnout pomoci superkritické extrakce s CO2. Zbytek po superkritické extrakci Ize
dale vyuzivat. [24]

Dals§im z moznosti zpracovani SCG je oddéleni olejové frakce, ktera ¢ini ptiblizné 15
hm. %. Olej Ize z SCG ziskat tfemi metodami a to extrakci nepolarnimi rozpoustédly,
pfedevSim pomoci hexanu nebo ethyletheru. Dale extrakci dle Soxhleta nebo superkritickou
extrakci pomoci CO2. SCG olej 1ze dale vyuzivat napiiklad pro vyrobu paliva nebo syntézu
polyhydroxyalkanoati (PHA). [25]

1.4.2.1 Hpydrolyza kavové sedliny

SCG se sklada prevazné z polysacharidd, ligninu, bilkovin, lipidl a anorganickych latek.
Polysacharidy, pfevazné celuldza a lignin se nerozpousti pfi extrakci a tak zistavaji v SCG.
Hydrolyza je chemicka reakce, pii které dochazi ke Stépeni molekul za pfitomnosti molekuly
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vody a vhodného katalyzatoru. Katalyza mize byt kysela i zasadita. Pti kazdém kroku je
spotfebovana jedna molekula vody. Ta se §tépi za vzniku dvou iontli a to vodikového a
hydroxylového. Béhem procesu hydrolyzy tak jeden fragment ptivodni molekuly ziska
vodikovy iont vody a druhy fragment hydroxylovy iont vody. [26] [27]

1.4.2.1.1 Chemicka hydrolyza

Proces chemické hydrolyzy se provadi pomoci kyselin, vysoké teploty a tlaku. Material
se po pridani zpravidla zfedéné kyseliny (Napiiklad kyselina sirova) ptizplsobi procesu
hydrolyzy. Sacharidy se tak extrahuji a rozkladaji na jednoduché cukry. Kyseliny mohou diky
malé velikosti svych molekul prochazet do krystalické struktury celulézy. Cimz dochézi
k uvolnéni glukdézovych monomernich jednotek z fetézce celulozy. Pi pouziti ziedéné kyseliny
je tieba vysSich teplot (vyssi nez 160°C), diky ¢emuz dochazi k rozkladu glukézy. Pti pouziti
koncentrované kyseliny neni tieba pouziti tak vysokych teplot. Hemicelul6zu lIze hydrolyzovat
pridavkem vody. Ziedéné kyseliny také katalyzuji hydrolyzu hemicelulozy pii teplotach 100 —
200 °C. [28]

1.4.2.1.2 Enzymaticka hydrolyza

Rozpustnost pevnych latek zptisobena degradaci stén rostlinnych bunék, je uskute¢néna
pomoci procesu enzymatické hydrolyzy. Hlavni slozkou SCG jsou dva polysacharidy a to
celuloza a hemiceluloza, z niz nejvyznamnéjsi slozkou je galaktomanan. Dale jsou zde také
vV malém mnozstvi zastoupeny xylany, arabinany a galaktany. Enzymatickd hydrolyza SCG
probiha pomoci enzyml celuldzou, manazami (hlavné¢ galaktomanaza), xylanazami a
endoglukanazami. V prubéhu reakce dochdzi v hlavnim fetézci mananu a jeho derivat
Kk rozstépeni B-1,4-manopyranosylovych vazeb. Tato katalyza je mozna diky endomananazam.
Celuléza je Sté€pena tfemi enzymy endoglukanazou, exoglukanazou a 3-D-glukozidazou. [28]

1.4.3 Vyuziti kavové sedliny
1.43.1 Palivo

SCG se diky své vysoké tepelné kapacité pouziva jako palivo i topivo. Pfi vyuziti pro
spalovani za vzniku energie se extrahovana SCG vysusi, vyc€isti a nasledné se Casto tvaruje do
pelet. Ptitomto zplisobu vyuziti SCG se vSak vytvareji sklenikové plyny, které jsou uvolilovany
do ovzdusi, ¢imZ ptispivaji k jeho zneéisténi. [23] [29]

Jedna z problematik dne$ni doby je hledani alternativnich zdroju paliv, které by byly
Setrné k Zivotnimu prostfedi. Jednou z moZnosti je bionafta, kterd je netoxicka a biologicky
odbouratelna avsak pomérné draha. Bionafta je tvofena piedev§im methylestery mastnych
kyselin rostlinnych oleji nebo zivoc¢isnych tukt. V disledku toho obsahuje minimalni mnozstvi
aromatickych latek a siry, diky ¢emuz produkuje méné¢ CO, CO2 a uhlovodiku ve srovnani
s klasickou naftou. [30]

Vyroba bionafty je mozna z odpadii biomasy, Zivo¢isnych tuki ¢i rostlinnych oleji. Ole;j
ziskany extrakci z kdvové sedliny je, pro svoji kvalitu a efektivitu takika idedlni surovinou.
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Ziskany olej SCG je podroben dvou katalyzovanych krokti pro pfeménu na bionaftu. Nejdiive
projde procesem kysele katalyzované esterifikace, ktera je ndsledovana procesem
transesterifikace za vyuziti katalyzatort NaOH ¢i KOH. Vyslednym produktem je levnéjsi a
stabiln€j$i bionafta. Vzhledem k vysokému obsahu oleje v kavové sedliné by tato vyroba po
aplikaci do velkoprimyslového zpracovani mohla ¢init az 3,5 % svétové produkce. [25] [30]

1.4.3.2 Polyhydroxyalkanodty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polymery ptirodniho piivodu, syntetizované mnoha
bakteriemi jak gram-pozitivnimi a gram-negativnimi, tak i archealnimi kmeny. Lze také fici, ze
se jedna o materialy podobné, diky svym vlastnostem, plastim-syntetickym polymerim. Avsak
nezatézuji piirodni prostfedi. Bakterie si tyto biopolymery ukladaji jako zésoby energie a
zaloZni zdroj uhliku. V bunkéch jsou shromazdény ve formé intracelularnich zrn neboli granuli.

[31]

Fyzikalni i chemické vlastnosti téchto pfirodnich polyestertii jako nerozpustnost ve vode,
odolnost vici hydrolyze a hlavné rozlozitelnost v ptirodé€, jsou pro nas atraktivnimi. Jejich
nejzajimavéjsimi a pro nas nejdulezitéj$imi vlastnostmi jsou biodegrabilita a biokompatibilita.
Biodegrabilita je proces biologického odbouravani, v podstaté se jedna o prirozeny rozklad a
biokompatibilita je biologicka snasenlivost, kdy pti specifické aplikaci je material snasen zivym
organismem. Muzeme fict, Ze PHA jsou biologicky odbouratelné polymery degradujici jak za
aerobnich podminek, tak i za podminek anaerobnich. [32] [33] [34]

V piipadé SCG je zisk PHA mozZny pieménou olejové frakce nebo z hydrolyzatu SCG.
Na 1 gram buné¢né susiny Ize pomoci bakterii ziskat z oleje az 89 hm. % PHA a z hydrolyzatu

v v

velkovyrobé. [10] [24]
1.4.3.3 Bioetanol

Etanol produkovany fermentaci v biotechnologickych procesech se nazyva bioetanol.
SCG je, diky svému obsahu sacharidd, atraktivni pro vyrobu bioetanolu. Nejvice vyuzivané
mikroorganismy pro tuto produkci jsou kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae. Pro vyrobu
etanolu lze vyuzit i bakterii rodu Zymomonas mobilis. Oba tyto mikroorganismy maji vysokou
toleranci k alkoholu. Cely proces probiha pievazné v anaerobnim prostiedi pii ptiblizné 30°C.
Pro lepsi nartst bunék a jejich néaslednou aktivitu je vhodné provzdusnéni média ze zacatku
fermentace. [25] [35]

Kvasinky umi ptimého zkvasovani pouze u monosacharidl. Z tohoto ditvodu je nutné
polysacharidy nejdfive hydrolyzovat na monosacharidy. Proces hydrolyzy probihd pomoci
enzymu nebo pfidanim latek, zpravidla kyselin, naptiklad kyselinou sirovou. Pfi hydrolyze
polysacharidi dochazi k rozpadu lignocelulozovych fetézcl na jednodussi a pro bakterie lépe
metabolizovatelné sacharidy. [25] [35]
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1.4.3.3.1 Etanolové kvaseni

Proces vyrobu etanolu, etanolové kvaseni, je zaloZen na rozkladu sacharidl pasobenim
enzymu mikrobialnich buné€k, zpravidla kvasinek. Schéma procesu je uvedeno na obrazku 4.
Cely proces probiha bez ptistupu vzduchu, tedy anaerobné. V piipadé kvasinek jednat o striktné
anaerobni proces, kdy mirné provzdusnéni na zac¢atku fermentacniho procesu muze byt zadouci
pro lepsi nartst mikroorganismi a zvySeni jejich aktivity. Pii rozkladu sacharidii dochazi
k uvoliovani energie, ktera je z ¢asti fixovana ve formé ATP a zbytek se uvoliuje ve formé
tepla do okoli. [36]

H' €O, NADH+H'  NAD’

D5 e
B E 2 H \ é HO
}:O >:O >vCH3
HaC ADH
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Ry y H H
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Obrdzek 4: Schéma alkoholového kvaseni [36]

1.4.3.4  Produkty pyrolyzy-bioplyny, bio-uhli i bio-oleje

Proces termochemické piremény materidlu nazyvame pyrolyza. Vysledkem tohoto
procesu je premeéna materidlu na plyn, uhel a olej. Proces probihd za anaerobnich podminek.
Jedna-li se o spalovani biomasy, vznikaji tak produkty oznacované bio, tudiz bioplyny, bio uhel
a bio olej. Produkty tohoto procesu lze dale zpracovavat a vyuzivat. Bioplyny, produkované
biomasou lze vyuzivat jako zdroj paliva a energie. Zpravidla se jedna o tékavé plyny jako CO,
CO2, CH4 a vyssi uhlikové slouceniny. Bio uhli lze vyuzit naptiklad jako piidavek do pud.
Vzhledem ke své struktuie dokdze uhli dobie vazat vodu, umoziuje provzdusnovani pudy,
podporuje aktivitu mikroorganismi a pruchod Zivin. Bio olej Ize vyuzit jako alternativni zdroj
ropy. Jeho potencial je dany faktem, Ze pii pfimém spalovani oleje je produkovéno velké
mnozstvi energie. [37]

1.4.3.5 SCG vV zemédélstvi

Velké vyuZziti ma kavova sedlina také v zemédélstvi. Jiz vySe zminény bio-uhel ziskany
bio-rafinaci zlepsuje fyzikalni vlastnosti pid. Velky potencial ma SCG jako takova. Velky
vyznam maji totiz mineralni latky, na které je velmi bohata. Ty pfispivaji k obohacovani pudy
nezbytné dilezitymi vitaminy a stopovymi prvky, ¢imz podporuji riist a vyvoj rostlin. NejCastéji
byva SCG kompostovana ve smési s organickym odpadem a tim dochazi k odstranéni jejich
fytotoxickych slou€enin. Tento proces probihd pii neustdlém provzduSnovani V procesu
kompostovani SCG dochazi ke zménam jejiho chemického slozeni, jako naptiklad k poklesu
obsahu fenoli a tanind, ke snizeni emisi CHs a N20 a k tvorbé vysoce kvalitniho hnojiva.
Pouziti SCG jako aditiva v pudé ovlivituje pfedev§im hydrologické vlastnosti a pH. Velikost
ovlivnéni je zavisld na druhu pidy a pouzitém kompostu. V piid¢ dochazi ke zvyseni vodni
kapacity, coz ma za nasledek zadrzovani vlahy v ptde¢ a zvyseni acidity. [29] [38]

23



1.4.3.6 Kvantové tecky
1.4.3.6.1 Syntéza kvantovych tecek z kavy

Vzhledem k atraktivnim vlastnostem a chemické struktufe je kava pfedmétem mnoha
vyzkumu jako prekurzor pro kvantové tecky (QD). Kvantové nanocastice neboli anglicky
Quantum dots (QD) jsou anorganické polovodi¢ové nanokrystaly o velikosti 1-20 nm. Kazdou
kvantovou tecku tvofi 100 az 100 000 atomd. Ocenované jsou piedevsim pro svoji fluorescenci.
Dalsimi vyhodami je jejich poskytovani vysokych kvantovych vytézka, maji vysoky molarni
extink¢éni koeficient, ktery ptedstavuje schopnost molekuly absorbovat svétlo, déle také snizené
meze detekce a odolnost k chemickému rozpadu a zhaSeni. Vys$i odolnost a Zivotnost
umoziuje opakovani méfeni vzorku bez ztraty intenzity signalu. Struktura QD je tvofena
polovodicovym jadrem, ktera byva obaleno anorganickymi latkami, nejcastéji CdS, ZnS, CdSe
a CdTe coz zvysi jeho stabilitu [39]

V soucasné dobé maji QDs velmi dobry potencial vyuziti predevS§im v oblasti mediciny
a farmakologie. Jednim z moZnosti vyuziti QDs je pii zkoumani nadorovych bunék. Je zde
snaha vyuZit je pro lécbu rakovinotvornych bunék. V oblasti farmakologie a diagnostiky maji
potencial pfi monitorovani transportu lé¢iva do tkan€ ¢i jako nosi¢ 1€kid. Transport 1€kt a
l1écivych ptipravkl se uskuteciiuje uhlovodikovymi nanotrubicemi, které snadno pronikaji ptes
bunéénou membranu. Pii oznaceni zminénych nanotrubic lze pak transport vizualné zobrazit
pravé diky fluorescenci 1éCiva navazaného na QDs, piedstavujici nosic¢. K dopravé do cilové
buiiky dojde pomoci specifickych receptori na povrchu bunky, které jsou rozpoznany
specialnimi prvky na povrchu nosice (nanocastice), ¢i samotnou nanocastici. Praveé jejich mala
velikost umoziuje snadny transport k cilovym organtim a pti vhodné upravé povrchu se snizi
jejich toxicita. [40]

Jeden z vyzkumi dokazuje vyrobu QD z kavovych zrn hydrotermalni cestou. V tomto
piipadé byla zrna nejdiive rozemleta a poté extrahovana horkou vodou. Pevny podil kavy, tedy
SCG byl vysuSen v peci. Poté se 0,1g vysusené SCG s 1m hydrazinhydratu rozpustilo v 10 ml
vody pomoci ultrazvuku. Nésledné byla tato smés pienesena do autoklavu potazena teflonem a
zde byla pti 150 az 200°C ponechéana po dobu 6 az 10 hodin. Poté nasledovalo ochlazeni a
filtrovani pfes mikroporézni membranu, k odstranéni uhlikovych nerozpustnych zbytki.
Nasledovalo stani v dialyzacnim vaku po dobu 2 tydnd. Vysledné QDs byly piecistény,
charakterizovany a pouzivany. [41]
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2 CIL PRACE

Cilem prace byla extrakce fenolickych extraktd z kavové sedliny a sledovani jejich
antimikrobialni aktivity. Ta byla stanovovana pomoci vybranych mikroorganismii. Dal§im
dulezitym cilem prace byla modifikace kavové sedliny pomoci alkoholového kvaseni a urceni
antimikrobialni aktivity vyizolovanych latek. Konkrétni zadani mélo znéni:

1) Literarni reSerSe zaméfena na dané téma.

2) Stanoveni antioxida¢ni a antimikrobialni aktivity u fenolickych extraktt z
kavové sedliny.

3) Modifikace kavové sedliny alkoholickym kvaSenim a urceni antimikrobialni
aktivity ziskanych latek.

25



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité mikrororganismy, chemikalie a pFistroje

3.1.1 Kavova sedlina

Pro tuto diplomovou praci byla pouzita kdvova sedlina ziskand od kavarenské
spole¢nosti Costa Coffe v Brn¢€. Jedna se o smés kavy, kdy na jeden dil kavy Robusta, ptipada
Sest dilii kavy Arabica. Kavova sedlina byla po sesbirani susena v troubé pii 50°C do sucha a
uloZena bez ptistupu vzduchu.

3.1.2 Pouzité mikroorganismy

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byly pouzity jak zastupci bakterii, tak kvasinek.
Z bakterii byly vybrany dva druhy gram-pozitivnich bakterii, Bacillus subtilis (CCM 1999) a
Micrococcus luteus (CCM 1569) a jeden druh gram-negativnich a to Serratia marcescens
(CCM 8587). Z kvasinek byly vybrany druhy Candida glabrata (CCM 8270) a
Saccharomyces cerevisiae (CCM 8191).

Bacillus subtilis

Jedna se o gram-pozitivni acrobni bakterii z rodu Bacillus tvofici spory. Tato bakterie
je schopna rast v médiu s minimalnim mnozstvim zivin a esencialnich latek. Patii mezi
nejpouzivanéjsi grampozitivni bakterie v primyslové produkci rekombinantnich proteint.
Bacillus subtilis produkuje antibiotika polypeptidového charakteru. Dale se z této bakterie
ziskavaji amylazy, které maji hojné vyuziti v pivovarnictvi a textilnim pramyslu a proteinazy,
vyuzivané v pracich prostfedcich. V potravinaistvi ma na svédomi nezadostivou nitkovitost
chleba. [42]

Micrococcus Luteus

Microccocus luteus z druhu Microccocus je striktné anaerobni, chemoorganotrofni
nesporulujici bakterie patiici do skupiny gram-pozitivnich bakterii. Produkuje Zzluté az
intenzivné rizové zbarveni kolonii. Toto barvivo, oznacovano jako lutein, chrani buniku pted
plsobenim UV a fadi se mezi karotenoidni barviva. Velkou vyhodou této bakterie je pfeziti i
za stresovych podminek, kterymi mohou byt nizka teplota, ¢i nedostatek zivin. Vyskytuje se ve
stievni mikroflofe savci, na kiizi ¢lovéka a lze ji nalézt 1 ve vzduchu, vodé a ptidé. U cloveka
kolonizuje sliznice hornich dychacich cest a Ustni dutiny, kde pfi snizeném imunitickém
systému vyvolava infekce a onemocnéni, napiiklad meningitidu nebo endokarditidu. Dle
nékterych studii mohou mit tyto bakterie vliv na snizovani rizika koznich karcinoma. [43], [44]

Serratia marcescens

Serratia marcescens patfici do rodu Enterobateriaceae je fakultativné anaerobni
chemotrofni gram-negativni bakterie. Vytvari nesporolujici kolonie, které 1ze naleznout v pade
a vode¢. Tato bakterie je charakteristickd svoji produkei prodigiostinu, cerveného pigmentového
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barviva. Predpokladd se, ze biosyntéza pigmentu pilisobi jako ochranny mechanismus
V nepiiznivych podminkach, je dlivodem rezistence bakterie vii¢i antibiotiklim a mé dualezitou
roli pro respiraci. U lidi s oslabenym imunitnim systémem muze zpiisobovat infekce mocovych
i dychacich cest, zapal plic ¢i sepsi. [42], [44]

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae z rodu Saccharomyces patii mezi vieckovytrusné houby
(Ascomycota). Tato kvasinka byva, ptedevS§im pro svoji jednoduchost a snadnou kultivaci,
vyuzivana jako modelovy organismus pro studium eukaryotni buiiky. Jedna se o velmi
vyuzivanou kvasinku v potravinafstvi, pfedev§im diky své schopnosti zkvasit cukry. Dle
zpusobu vyuziti rozliSujeme pivni, pekaiskou ¢i vinnou kvasinku. [45]

Candida glabrata

Tato haploidni kvasinka patfici do rodu Candida se v men$im mnozstvi pfirozené
nachazi na ki1, v ustni dutin€ 1 jako soucast stfevni mikroflory. Také ji 1ze najit v urogenitalnim
traktu a u lidi s oslabenym imunitnim systémem miiZe zplisobovat kandid6zy nebo plicni
houbova onemocnéni. Diky rezistenci k mnohym antimykotiktim, Ize infekce zptisobené C.
glabrata velmi obtizn¢ 1éCit a je povazovana za patogen. DalSim faktorem piispivajicim
k patogenité této kvasinky je exprese adhesinovych genti. Jedna se o mechanismus, kdy C.
glabrata tvofi houbovité filmy, které jsou velmi rezistentni vii¢i antimykotam. [46]

3.1.3 Pouzité chemikalie

Chemikalie pro pripravu médii

Nutrien Broth w/1% peptone, HiMedia Laboratories, Indie
Kvasni¢ny extrakt, HiMedia Laboratories, Indie

Pepton bakterialni, HiMedia Laboratories, Indie

Dextrose anhydrous, HiMedia Laboratories, Indie

Agar, bakterialni, HiMedia Laboratories, Indie

Chemikalie pro pripravu extrakti

n-Hexane, Merck, Némecko

Ethanol absolute, Merck, Némecko
Aceton p.a., Penta, Ceska Republika
Diethyl ether p.a., Penta, Ceska Republika
Ethyl acetate, Merck, Némecko

Chemikalie pro stanoveni zakladnich charakteristik

Dinitrosalicylova kyselina, Sigma Aldrich, Némecko

Uhli¢itan sodny bezvody, p.a., Lach-Ner, s.r.o0., Ceska republika
Hydrogenuhli¢itan sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Siran sodny bezvody, Lach-Ner s.r.0, Ceska republika

Vinan sodno-draselny, Lachema, Ceska republika
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Siran méd’naty heptahydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Molybdenan amonny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat, Lachema, Ceska republika
D-glukosa monohydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o0., Ceska republika
Folin-Ciocaltevovo &inidlo, p.a., Penta, Ceska republika

Uhli¢itan sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Kyselina gallova, Sigma Aldrich, Némecko

Chlorid hlinity, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Dusitan sodny, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Hydroxid sodny, p.a., Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Katechin, Sigma Aldrich, Némecko

Chemikalie pro fermentaci

Siran hofe¢naty, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika

Chlorid sodny, HiMedia Laboratories, India

Dusiénan vapenaty, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika

D-glukosa monohydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika
Kvasni¢ny extrakt, HiMedia Laboratories, Indie
Kvasni¢nyautolyzat, HiMedia Laboratories, Indie

3.1.4 Laboratorni pristroje a pomiicky

Soxtherm, C. Gerhard- Analytical systems, Indonésie
Rotacni vakuova odparka RV 06, IKA, SRN
Ttepacka, Orbital shaker — Incubator ES 20, Biosan, Litva

UV/VIS Spektrofotometr Helios, Thermo Spectronic, USA
HPLC/PDA sestava:Sestava HPLC (Thermo Fischer Scientific, USA)
ELISA Synergy HTX multi mode reader (Biotek)

Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)

Destilovana voda, ockovaci box, laboratorni sklo, aparatura Soxhlet, topné hnizdo,
mikropipety

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Kultivace mikroorganismi

Na kultivaci byly pozité bakterialni kmeny Bacillus subtilis, Serratia marcescens a
Microccocus luteus a kvasinky Candida glabrata a Saccharomyces cerevisiae. Prace
s mikroorganismy probihala v sterilnim boxu za dodrzeni aseptickych podminek. Kultivace
mikroorganismil probihala jak na tuhém agarovém médiu, tak v kapalném médiu. Pfed kultivaci
byla média vzdy sterilizovana v tlakovém hrnci pfi teploté 120°C po dobu 30 minut. Kultivace
na pevném médiu byla provadéna prenesenim kultury z pevného média kiizovym roztérem.
Kultivace v kapalném médiu probihala v Erlenmeyerovych bainkach o objemu 100 ml
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prenesenim kultury z pevného média. Inkubace zaockovanych tuhych i kapalnych médii
probihala na temperované tfepacce pii 30°C po dobu 24 hodin.

3.2.1.1 Priprava médii
Média pro kultivaci bakterii

Pro kultivaci bakterialnich kmend bylo pouzito zivné médium Nutrient Broth w/1%
peptone (NB), jehoz sloZeni je uvedeno v tabulce 5. Pevné médium bylo pfipraveno ze 100 ml
média. Néasledovala sterilizace média a ndsledné jeho rozliti na Petriho misky. Po ztuhnuti byly
na a médium naoc¢kovany kultury mikroorganismu kiizovym roztérem (Obrazek 5). Kultivace
mikroorganismii V kapalnych médiich probihala v Erlenmayerovych baiikach o objemu 50 ml,
které byly zaoCkovany dvémi klickami daného mikroorganismu.

Tabulka 5: SloZeni kultivacniho média pro bakteridalni kmeny

typ média latka [g/N
kapalné Nutrient Broth 25
, Nutrient Broth 25
pevné
Agar 20

Média pro kultivaci kvasinek

Pro piipravu média kvasinek bylo pouzité zivné médium Yeast Extrakct-Peptone-
Dextrose (YPD). SloZeni média je uvedeno v tabulce 6. Postup piipravy kapalného i tuhého
média pro kvasinky byl obdobny piipravé bakteridlniho média.

Tabulka 6. Slozeni kultivacniho média pro kmeny kvasinek

typ média latka [g/M

Yeast extract 10

kapalné Peptone 20
Dextroze 20

Yeast extract 10

pevné Peptone 20
Dextroze 20

Agar 20
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Obrazek 5: Kultivace mikroorganismii — krizovy roztér
3.2.2 Priprava fenolickych extrakti

3.2.2.1 Extrakce pomoci Soxthermu

Pro ziskani fenolickych extraktli byla nejprve provedena extrakce kavové sedliny
V pfistroji Soxtherm, ktery pracuje na principu Soxhleta. Vzorek je umistén do roztoku
rozpoustédla, diky cemuz dojde k docasné zvyseni teploty reakce. Vyhodou je automatizovany
systétm a mald spotfeba rozpoustédla. Pfi velmi vysoké teploté reakce vSak muze dojit
k degradaci méné stabilnich slouc¢enin. [47]

Do patrony bylo navazeno zhruba 15 gramt kavové sedliny a patrona, spolecné se
vzorkem byla zadélana vatou. Takto pripraveny vzorek byl vloZzen do sklenéné nadoby, jenz je
soucasti pristroje Soxtherm. Nasledné byly na dno sklenéné nddoby piidany varné kaminky a
nadoba byla zalita rozpoustédlem. Automatickd extrakce byla nastavena dle uvedenych
parametru pro konkrétni rozpoustédlo. Po ukonceni extrakce, byl roztok extrahovanou SCG slit
a umistén na vakuovou odparku. Diky extrakci v hexanu byla ziskana olejova frakce, ktera byla
zakoncentrovana na rotacni vakuové odparce. Takto pifipraveny extrakt kdvového oleje byl
oznacen E1. Odtu¢néna SCG se dale extrahovala ethanolem, acetonem, diethyl etherem a ethyl
acetatem dle Soxhleta.

3.2.2.2 Extrakce dle Soxhleta

Néktera rozpoustédla nelze vyuzit v ptistroji Soxtherm a proto byla provedena extrakce
dle Soxhleta. Metoda extrakce dle Soxhleta, patii mezi nejstarsi extrakéni techniky. Principem
je navazeni tuhého vzorku do patrony, kterd je umisténa v tzv. Soxhletové aparatufe.
Rozpoustédlo kondenzuje do patrony a tim vymyva rozpustné komponenty z tuhé matrice
vzorku. Tento roztok, obsahujici rozpusténé analyty, je pak vracen piepadem do varné banky a
cely proces se nékolikrat opakuje. Vyhodou pouziti této extrakéni techniky je jeji pofizovaci
cena a jednoduchd obsluha. Jednd se o normovanou metodu, tudiz jeji nutné ji pro rizna
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rozpoustédla optimalizovat. Nevyhodou vyuziti extrakce dle Soxhleta je ¢asova narocnost a
velka spotieba rozpoustédla. [47]

chladi¢

extrakéni

patrona nastavec

varnd banka

Obrdzek 6: Soxhletova aparatura [48]

Postup extrakce obdobny extrakci v pristroji Soxtherm. Patrona s navazenou SCG byla
piekryta vatou, umisténa do aparatury a zalita danym rozpoustédlem. Bylo zkontrolovano
spravné zapnuti chlazeni, sestaveni aparatury a po zapnuti topného hnizda byla zahdjena
extrakce.

Metodou extrakce dle Soxthermu byly to ziskany fenolické extrakty SCG v 75%
ethanolu (E2), 70% acetonu (E3), diethyl etheru (E4) a ethyl acetatu (E5).

3.2.3 Stanoveni zakladnich charakteristik fenolickych extrakti

3.2.3.1 Stanoveni celkového obsahu redukujicich cukrii

Pro stanoveni redukujicich cukri byla pouzita metoda pomoci 3,5-dinitrosalicylové
kyseliny (DNS). Principem této metody je redukce 3,5-dinytrosalicylové kyseliny na 3-amino-
5- nitrosalicylat za pomoci D-glukézy. Cinidlo DNS obsahuje fenolovou slozku, Rochellovu
stl, kyselinu 3,5-dinitrosalicylovou, hydrogen sifi¢itan sodny a hydroxid sodny. Rochellerova
sul zabraniuje reakci z rozpusténi kysliku, fenolicka latka slouzi k zvySeni barvy roztoku a
bisulfit ziskanou barvu stabilizuje. Zasadova slozka ¢inidla slouzi k redukei pisobeni glukézy
na kyselinu 3,5-dinitrosalicylovou. Zménu barvy roztoku lze detekovat kolorimetricky, kdy se
ptivodné Zluta barva zméni na tmavé oranzovou barvu. [49]

Postup stanoveni byl proveden napipetovanim 0,5 ml vzorku do zkumavky a ndslednym
ptidanim 0,5 ml DNS ¢inidla. Poté byly vzorky inkubovany na vodni lazni pti 70°C po dobu
10 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 10 ml destilované vody. Takto
ptipraveny roztok vzorku byl promichan a byla métena jeho absorbance pti 540 nm. Jako slepy
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vzorek byla pouzita destilovana voda. Stejnym postupem byla zmétena i kalibracni kiivka, kde
byla obsazena gluk6za o koncentracich 0,1 — 1 g/l, jako redukujici cukr. Pfesny postup je
publikovany v bakalarské praci Be. Radima Sttize

3.2.3.2 Stanoveni celkovych polyfenolii

Stanoveni polyfenoli probihalo kalorimetricky metodou dle Folin-Ciocalteu.
Polyfenoly reaguji se specifickymi redoxnimi €inidly za vzniku modrého zbarveni, které je
detekovano ve viditelné oblasti. Modré zbarveni roztoku je dano redukci smési
fosfomolybdenanem a fosfowolframem. Principem této metody je reakce polyfenold s Folin-
Ciocalteovym c¢inidlem. Aktivita této reakce je iUmérnd koncentraci hydroxylovych skupin
ptitomnych na aromatickém jadie, které ovliviiuji redukéni potencial na molekule latky. [50]

Pfesny postup byl publikovany v bakalarské praci Be. Radima Stiize. V metodice se
pouzivalo Folin-Ciocalteova ¢inidlo zfedéné destilovanou vodou vV poméru 1:9. Do zkumavky
S 1 ml ¢inidla a 1 ml destilované vody bylo ptfidano 100 ul vzorku a roztok byl promichan. Po
5ti minutach byl k roztoku vzorku pfidan 1 ml nasyceného roztoku Na>COs . Roztok byl
promichan a ponechén v klidu pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut. Nasledné byla méfena
absorbance pii 750 nm. Jako slepy vzorek bylo pouzito 100 pl destilované vody. Stejnym
postupem byla zmétena kalibra¢ni zavislost s obsahem kyseliny gallové o koncentracich 0,1-
0,35 g/l.

3.2.3.3 Stanoveni celkovych flavonoidi

V kyselém prostiedi reaguji hydroxylové skupiny flavonoidli s chromogenem p-
dimethylaminocinnamaldehydem za vzniku barevnych pigment. Po pfidani chloridu hlinitého
ke vzorku se na a- anebo B- kruhu flavonoidu tvoii komplexy s ortho-dihydroxylovcymi
skupinami. [51]

Stanoveni bylo provedeno dle postupu publikovaném v bakalafské praci Bc. Radima
Stiize. Byl pfipraven roztok o obsahu 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml NaNOa.
Takto vznikly roztok byl promichdn a ponechdn v klidu pti laboratorni teploté po dobu 5 minut.
Nasledné bylo ptiddno 0,2 ml AICIz. Roztok byl opét promichdn a ponechan v klidu pti
laboratorni teploté po dobu 5 minut. Dale bylo ptidano 1,5 ml NaOH a 1 ml destilované vody.
Roztok byl opét promichdn a ponechan v klidu pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut.
Nasledné¢ byla méfena absorbance pii 510 nm. Jako slepy vzorek bylo pouzito 0,5 ml
destilované vody. Stejnym postupem byla stanovena kalibracni zavislost pomoci katechinu o
koncentracich 0,05-0,3 g/l.

Na fenolickych extraktech byl testovan antimikrobialni efekt, viz kapitola 3.2.5. Dale
byly analyzovany pomoci HPLC viz kapitola 3.2.6
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3.2.4 Fermentace kavové sedliny pomoci Saccharomyces cerevisiae

Princip reakce je zaloZzen na schopnosti Saccharomyces cerevisie zkvasit cukry.
Alkoholicka fermentace probihala v tzv. Readers mediu, jehoz sloZeni je uvedeno v tabulce 7.

[52]
Tabulka 7: Slozeni Readers media
MgSO4 0,7 g/l
NaCl 0,5 g/l
Ca(NOs), 0,4/l
KH2PO4 1,0 g/l
K2HPO,4 0,149/l
Glukoza 190 g/l
Kvasni¢ni extrakt | 25,0 ml/I
Kvasni¢ni autolyzat | 15,2 ml/I

Do Erlenovych banék bylo navazeno po 0,5 ga 1 g SCG a po sterilizaci bylo do kazdé
banky piidano 50 ml sterilniho Readers media. Do takto pfipraveného roztoku byly pipetovany
rizné koncentrace 24 hodinové kultury kvasinky a to 2,5,5 a 10%. Poté se banky nechaly stat
pii 30°C po dobu 23 dni. Pfesné navazky a koncentrace kultury kvasinky v Erlenmayerovych
barikach, jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Navdzky SCG a koncentrace zaockované kultury v danych vzorcich

Obsah S.
cerevisiae
vzorek navazka [g] [obj.%]

SCG 1 0,5 2,5
SCG 2 0,5 5,0
SCG3 0,5 10,0
SCG4 1 2,5
SCG5 1 5,0
SCG 6 1 10,0

Po ukonceni kultivaéni doby byly vzorky lyofilizovany a nasledné podrobeny
antimikrobidlnim testiim a analyze pomoci HPLC.

Experiment byl proveden dvakrat. Pfi opakovani byla navazka kavové sedliny 0,5 ga 1
g do 50 ml Readers media v Erlenmayerovych baikach. Do roztokl byla zaockovana 24
hodinova kultura kvasinek o koncentraci 2,5 a 5 obj %. Takto pfipravené Erlenmayerovy banky
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byly ponechany pti 30°C po dobu 23 dni a po ukonceni experimentu byly vzorky filtrovany a
nasledné lyofilizovany. Pfesné navazky a koncentrace kultury kvasinky v Erlenmayerovych
bankach, jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Navdzka SCG a koncentrace zaockované kultury kvasinky ve vzorcich

Obsah S.
cerevisiae
vzorek navazka [g] | [obj.%]
F1 0,5 2,5
F2 0,5 5,0
F3 1 2,5
F4 1 5,0

3.2.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity

K testovani antimikrobialni aktivity se vyuZivaji metody diftzni a diluéni. Difizni
metody jsou vyuzivané piedevS§im pro svoji jednoduchost, nizkou cenu a snadnou dostupnost
vSech potfebnym propriet. Principem je dynamika Sifeni (difuze) ristu mikroorganismi
v agarovém tuhém médiu. [53]

3.2.5.1 Jamkova difuzni metoda

Jamkovéa difizni metoda je vyuzivana k vyhodnoceni antimikrobialni aktivity
rostinnych a mikrobialnich extrakti. Agarovy disk je na povrchu naockovan danym
mikroorganismem. Nasledné jsou v agaru asepticky vytvoieny jamky pomoci korkorytu ¢i
sterilni Spicky. Do pfipravenych jamek je pipetovano antibakterialni ¢inidlo, nebo analyzované
latky s antimikrobialni aktivitou. Antimikrobialni latky difunduji, po kontaktu s inokulovanym
agarem, do prostfedi agaru a vytvari dynamicky se ménici gradient. Ten se méni v zavislosti na
koncentraci antimikrobialni latky. Okraj inhibicni zony vznikd v misté, kde je jesté
antimikrobialni latka schopna inhibovat rist mikroorganismu. [53], [54]

Diluéni metody se vyuzivaji piedev§im pro urCeni hodnoty minimdalni inhibi¢ni
viditeln¢ inhibuje rist mikroorganismu. Vyhodnocuje se zde rist mikroorganismu pfi kultivaci
s analyzovanou latkou. Podstatou dilu¢nich metod je pfidani velmi pfesného mnoZstvi
analyzované latky. Tyto testy lze provadét na kapalnych i tuhych médiich. [55]

3.2.5.2 Bujonova dilu¢ni metoda

Bujonova dilu¢ni metoda je jednou z nejzdkladnéjSich metod testovani citlivosti
mikroorganismu na antimikrobidlni latky. Experiment se provani na mikrotitracni desticce ¢i
v fad¢ zkumavek s kultivaénim médiem. Do jamek na desticce, nebo do zkumavek se napipetuje
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antimikrobialni latka a nasledn€ je ockovano inokulum testovaného mikrobialniho kmene.
Nasledné jsou zkumavky nebo titracni desticka inkubovany za podminek vhodnych pro dany
mikroorganismus. Po uplynuti kultiva¢ni doby se hodnoti rist mikroorganismu, ktery je
signalizovan zakalem méfenym turbidimetricky ¢i spektrofotometricky. [53] [56]

3.2.5.3 Priprava vzorkii.
Jamkova difizni metoda

Pro stanoveni bylo tfeba naockovat 24 hodinou kulturu daného mikroorganismu na
Petriho misky obsahujici tuh¢ médium. Na agar bylo napipetovano vzdy 100 ul tekutého média
s danou kulturou, které bylo rozetfeno sterilni hokejkou po agaru. Takto pfipravené misky byly
ponechéany v klidu do vsttebani kultury. Nasledné byly do misek vyhloubeny jamky pomoci
sterilniho sklenéného korkovrtu. Do takto vyhloubenych jamek bylo pipetovano 100 ul kultury.
Porovnavani aktivity dané latky bylo proti blanku, kterym bylo 100 ul rozpoustédla. Petriho
misky byly nasledné inkubované pfti teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Nasledné byla méfena
velikost inhibi¢nich zon.

Bujonova dilu¢ni metoda

Pti bujonové diluéni metodé byl sledovan riist mikroorganismu na mikrotitracnich
desti¢kach. K 50 ul testovaného vzorku bylo pfidano 50 pl 24 hodinové mikrobidlni kultury.
Pomoci ELISA readeru byl sledovan nartast bunék po 24 hodinach kultivace. Méfeni bylo
provadeéno spektrofotometricky pti 630 nm.

3.2.6 Stanoveni zakladnich charakteristik pomoci HPLC

Ke stanoveni obsahu a identifikaci fenolickych latek ve vzorcich byly pouzity standardy
riznych flavonoidnich i neflavoidnich latek. Naptiklad kyselina gallova, kyselina kavova,
kyselina chlorgenova ¢i katechin.

Vzorky byly nejprve rozpustény ve smési methanolu s hexanem (v poméru 1:1) a
protiepany. Methanolova faze byla odebrana a filtrovana ptes filtr PTFE 0,45 pum do vialky.
Poté byla provedena analyza fenolickych latek. Analyza probihala za podminek gradientové
eluce uvedené v tabulce 10. Jako mobilni faze A byl pouzit 0.1% roztok kyseliny trifluoroctové
v miliQ vodé a mobilni faze B byl acetonitril. Analyza probihala pti 35 °C a pritoku 0,4 ml/min
na kolon¢ Kinatex F o rozméru 150 x 4,6x 2,6 mm. Kolona byla pouZita z divodu vyuZiti
gradientové eluce. Slozeni mobilni faze pii gradientové eluci je znazornéno v tabulce 10.
Jednotlivé vzorky byly ddvkovéany na kolonu davkovaci smyckou o objemu 20 pl. Fenolické
latky byly detekovany spektrofotometricky pti vinovych délkach 260, 280 a 300 nm.
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Tabulka 10: SloZeni mobilni faze pri gradientové eluci

cas[min] |MFA[%] |MFB [%]

90 10

1 90 10

88 12

10 75 25

15 60 40

20 45 55

22 30 70

30 90 10

36



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Fenolické extrakty
4.1.1 Stanoveni zakladnich charakteristik fenolickych extrakti

4.1.1.1 Stanoveni celkového obsahu redukujicich cukrii

Celkovy obsah redukujicich cukrti byl stanoven pomoci metody DNS. Kazdy vzorek
byl tfikrat méfen a ziskané hodnoty byly zprimérovany. Méfeni bylo opakovano pro dosazeni
presnéjsich vysledk. Dle ziskanych absorbanci standardu, tedy glukozy byla sestrojena
kalibra¢ni ptimka, pomoci které byla ziskana rovnice linearni regrese znazornéna v grafu 1:
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Graf 1: Kalibracni ki'ivka pro stanoveni redukujicich cukri- glukéza

Pomoci této rovnice byl vypocitan obsah redukujicich cukrt ve fenolickych extraktech.
Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Koncentrace redukujicich cukrii v extraktech

extrakt Absorbance A [nm] pramér A [nm] | fedéni | c [mg/ml] c[mg/g]
E1l- Hexan 0,521 | 0,517 | 0,519 0,519 3 1,43 1,59
E2- 75% Ethanol 0,537| 0,539 | 0,535 0,537 1 0,41 2,97
E3- 70% Aceton 0,144 | 0,145 | 0,146 0,145 2 0,17 1,26
E4- Diethyl ether 0,474 | 0,475 | 0,476 0,475 2 0,83 0,60
E5- Ethyl acetat 0,426 | 0,427 | 0,425 0,426 1 0,30 0,45

Z tabulky lze vycist, ze nejvyssi koncentrace redukujicich cukrli v pfepoctu na gram
kavové sedliny je v extraktu 75% ethanolu. Vysokou koncentraci, v porovnani s ostatnimi
vzorky, redukujicich cukrti ma i kavovy olej a extrakt 70 % acetonem. Extrakce redukujicich
cukri je vedlejsim produktem extrakce SCG. Pro jejich zisk se nejprve kdvova sedlina upravuje
hydrolytickym procesem. Nizké koncentrace redukujicich cukri jsou tedy ocekéavany.
Z namé&fenych hodnot lze pozorovat, Ze pro extrakci redukujicich cukrt jsou vhodna jak poléarni,
tak 1 nepolarni rozpoustédla.
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4.1.1.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii

Toto stanoveni probéhlo za pouziti Folin-Ciocaltauho ¢inidla. Kazdy vzorek byl ttikrat
proméfen a ziskané hodnoty byly zprimérovany. Méfeni bylo opakovano pro dosazeni co
nejpresnéjSich vysledkid. Z naméfenych absorbanci standardu a to kyseliny gallové, byla
sestrojena kalibracni pfimka, diky niz byla ziskana rovnice linearni regrese, uvedené v grafu 2:
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Graf 2: Kalibracni kiiivka pro stanoveni polyfenolit — kyselina gallova

Z této rovnice byl ndsledné dopocitan obsah polyfenoli ve fenolickych extraktech.
Vypoétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Koncentrace polyfenolii ve fenolickych extraktech

extrakt Absorbance A [nm] | prlmér A [nm]|fedéni|c[mg/ml]|c[mg/g]
E1l- Hexan 0,716 0,716 | 0,711 0,714 5 3,56 3,94
E2- 75% Ethanol | 0,615 |0,618 | 0,621 0,618 4 2,46 17,68
E3- 70% Aceton | 0,741 (0,739 | 0,738 0,739 1 0,73 5,55
E4- Diethyl ether | 0,447 | 0,445 | 0,446 0,446 1 0,44 0,32
E5- Ethyl acetat | 0,521 0,523 | 0,525 0,523 1 0,51 0,77

Byly pouzity rozpoustédla s riznou polaritou. Kavova sedlina obsahuje celou $kalu
fenolickych latek s rtiznou rozpustnosti v pouzitych rozpoustédlech. Kazdy extrakt proto mél
jiny charakter a obsahoval jiné mnoZzstvi uvolnénych fenolickych latek. Z namétenych hodnot
je patrné, ze nejvice fenolickych latek obsahoval extrakt E2. Tento extrakt ziskany extrakci
Vv 75 % etanolu obsahoval az 17,68 mg fenolickych latek na gram kavové sedliny. Uéinnost
pouzitych rozpousStédel se da zafadit nasledovné: E27suethanol™E3aceton™E Lhexan™ESethyi
acetat™E4diethyl ether

Naméfené hodnoty potvrzuji studie, Ze pro ziskani sacharidii se vyuziva nejCastéji
extrakce SCG vodou, etanolem nebo superkritickou extrakci, viz kapitola 1.4.2. Hodnoty
ziskané koncentrace cukrt v extraktu hexanen i acetonem naznacuji dobry zisk redukujicich
cukrii polarnimi i nepolarnimi rozpoustédly.
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Pro srovnani lze uvést extrakci kavové sedliny smési vody s ethanolem, pfi které byla
koncentrace polyfenolii stanovena na 17 mg na gram kavové sedliny. [57] Tento typ extrakce
je, dle naméfenych hodnot extrahovanych polyfenoll, srovnatelny s extrakei 75% ethanolem.

4.1.1.3 Stanoveni celkového obsahu flavonoidii

Stanoveni obsahu flavonoidl prob&hlo dle kapitoly 3.2.3.3. Kazdy vzorek byl tiikrat
prométen a ziskané hodnoty byly zprimérovany. Méfeni bylo opakovano pro dosazeni co
nejptresnéjSich vysledki. Z namétenych absorbanci katechinu, jako pouzitého standardu, byla

sestrojena kalibracni pfimka a ziskana rovnice linearni regrese. Kalibra¢ni kiivka je zndzornéna
v grafu 3:
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Graf 3: Kalibracni kiivka pro stanoveni obsahu flavonoidii- katechin

Pomoci této rovnice byl nasledné vypocitdin obsah flavonoidi ve fenolickych
extraktech. Namétfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Koncentrace flavonoidii ve fenolickych extraktech

extrakt Absorbance A [nm] pradmér A [nm] | Fedéni c [g/1] c [mg/g]
E1l- Hexan 0,148 | 0,151 0,149 0,149 1 0,15 0,17
E2- 75% Ethanol |0,883| 0,885 0,884 0,884 2 1,77 12,71
E3-70% Aceton [0,542 | 0,543 0,541 0,542 1 0,54 4,13
E4- Diethyl ether [0,872| 0,874 0,871 0,872 1 0,87 0,63
E5- Ethyl acetat 1,001 | 0,999 0,999 0,100 0,5 0,50 0,75

Diky riiznorodosti pouzitych rozpoustédel je zde i riznorodost extrahovanych latek ve
vzorcich. Z naméfenych hodnot je patrna velmi vysoka koncentrace flavonoidi v extraktu 75 %
ethanolem a to 12,71 mg na gram kavové sedliny. Vysoké mnozstvi koncentrace flavonoida na
gram kavové sedliny je patrny i v extraktu 70 % acetonem. Dle naméfenych hodnot koncentrace
flavonoidii v extraktech, lze u¢innost rozpoustédel zatadit nasledovne: E275uethanol™E3aceton
>ESethyl acetat™>E4diethyl ether>Elhexan. V porovnani s naméfenymi hodnotami obsahu polyfenola je
zde rozdil u kavového oleje, tudiz extraktu hexanem (E1). Tento extrakt ma z namétené
koncentrace polyfenold 3, 94 mg/g vytézek pouze 0,17 mg flavonoidi na gram kavové sedliny.
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Pro srovnani lze interpretovat vysledky studii extrakce SCG 60 % methanolem, kde byla
namétena koncentrace flavonoidnich latek 1,81 mg/g a 60% ethanolem, kde se koncentrace
flavonoidi pohybovala v rozmezi 2,11-8,033 mg/g. Dalsi studie zamiené na extrakci SCG
hydrotermalni metodou udava koncentraci naméienych flavonoidi 24,5-23,5 mg na gram
kavové sedliny. Z uvedenych hodnot dosahuje nejlepsich vysledku pro izolaci flavonoidi
extrakce SCG pomoci hydrotermalni metody. [58]

4.1.2 Stanoveni antimikrobidlni aktivity fenolickych extrakti
4.1.2.1 Jamkova difizni metoda

Pomoci jamkové difizni metody byly testovany vSechny roztoky. Dle antimikrobialni
aktivity pak byly nékteré extrakty vynechany a metoda byla optimalizovana. Testy byly

provedeny dvakrat pro vSechny mikroorganismy 1 extrakty. Byly zméteny velikosti inhibi¢nich
z6n a udaje byly zprimérovany a zpracovany do tabulky 14.

Tabulka 14: Shrnuti velikosti inhibicnich zén, rozmeéry jsou uddvané v mm

S.
extrakt C. glabrata | S. cerevisiae | B. subtilis marcescens M. luteus
El 1 3 2 2 2 2
= hexan 2 4 1 2 1 1
3 4 2 2 2 1
7] 3,67 1,67 2,00 1,67 1,33
blank 2 1 2 1 1
E2 1 2 1 2 2 2
=75% 2 2 2 2 3 2
Ethanol 3 1 1 3 2 2
7] 1,67 1,33 2,33 2,33 2,00
blank 1 1 1 2 2
E3 1 3 2 2 5 2
=70% 2 2 2 3 4 2
Aceton 3 3 2 2 4 1
7] 2,67 2,00 2,33 4,33 1,67
blank 2 1 1 2 1
E4 1 1 3 2 2 2
= diethyl 2 2 4 3 3 2
ether 3 1 4 2 2 1
o 1,33 3,67 2,33 2,33 1,67
blank 1 2 2 2 1
E5 1 2 2 1 1 1
= ethyl 2 3 2 2 2 1
acetat 3 2 3 2 2 1
o 2,33 2,33 1,67 1,67 1,00
blank 2 1 2 2 1
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Z naméfenych dat lze jako nejucinnéjsi extrakt vyhodnotit vzorek E3 (70% aceton).
Tento vzorek je nejucinnéjsi proti testovanym gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim.
Nejucinngjsim extraktem proti kvasinkam byly vzorky E1 (hexan) a E4 (diethyl ether).
Vysledkem experimentu je vyfazeni rozpoustédla ES5 (ethyl acetatu), ktery v porovnani
S ostatnimi extrakty neprokazoval antimikrobialni vlastnosti. Extrakt v diethyl etheru (E4) byl
ponechan pro méfeni antimikrobialni aktivity s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae.

Obrazek 7: Antimikrobialni testy E1 (olejovy extrakt SCG)

Na obrazku 7 je srovnani méfeni inhibi¢nich zon pfi pouziti extraktu E1, tedy olejového
extraktu kavové sedliny. Jako blank byla pouzita destilovana voda. Nejvyssi antimikrobialni
aktivitu vykazoval extrakt pii pouziti kvasinky Candida glabrata.

Obrazek 8: Antimikrobialni testy E2 (extrakt SCG v 75% Ethanolu)
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Z obrazku 8 je vidét srovnani inhibi¢nich zén u riznych mikroorganisma pti pouziti
extraktu E2, kdy jako blank bylo pouzit roztok 75% Ethanolu. Nejvétsi velikost inhibi¢nich zon
Vv porovnani s blankem vykazovaly mikroorganismy Candida glabrata a Bacillus substilis.

Obrdazek 9: Antimikrobidlni testy E3 (extrakt SCG v 70 % Acetonu)

Srovnani inhibi¢nich zon u extraktu SCG v 70% acetonu, tedy E3 znidzornéno na
obrazku 9. Blankem zde byl roztok rozpoustédlo. Nejvyssi velikost inhibi¢nich zon je patrné
pii pouziti bakterie Serratia marcescens.

Obrdzek 10: Antimikrobialni testy E4 (extrakt SCG v diethyletheru)
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Srovnani stanoveni antimikrobialni aktivity extraktu kavové sedliny v diethyletheru,
tedy E4, lze vidét z obrazkulO, kde nejvétsi velikost, v porovnani s blankem (rozpoustédlo)
mély inhibi¢ni zony pii pouziti kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Vzhledem k malé
odli$nosti inhibi¢nich zon rozpoustédla a blanku, byl tento extrakt dal pouzivany pouze u
antimikrobialnich testti se Saccharomyces cerevisiae.

Obrazek 11: Antimikrobialni testy ES (extrakt SCG v ethylacetdtu)

Obrazek 11 srovnava stanoveni antimikrobidlni aktivity u extraktu ES5, tedy extraktu
kavové sedliny v ethyl acetatu. Nejvetsi inhibicni zony v porovnani se zony blanku, kterym
bylo dané rozpoustédlo, se projevily u Saccharomyces cerevisiae. Inhibi¢ni zony extraktu u
vSech danych mikroorganismii jsou vSak srovnatelné s inhibi¢nimi zénami rozpoustédla.
Z tohoto diivodu se nasledujici testy s extraktem ES neprovadély.

4.1.2.2 Optimalizace stanoveni antimikrobidlni aktivity lyofilizaci extraktii

Z dtivodu nepiilis velké odliSnosti inhibi¢nich zon extraktl a rozpoustédel, byly extrakty
E2, E3 a E4 udélany znovu dle uvedeného postupu. Nésledné byly umistény na vakuovou
rotacni odparku a ponechdny zde do odpateni rozpoustédla. Poté byly zmrazeny po dobu 72
hodin. Néasledné byly vysuSeny na lyofilizatoru.

Zlyofilizované extrakty byly pifeneseny do ependorfovych zkumavek o pfiblizné
navazce 0,0050 g. Nasledné k nim bylo pfidano 100 pl destilované vody. Takto pfipravené
vzorky byly zvortexovany a ponechany ve sterilnim prostfedi po dobu 24 hodin. Poté byly
vzorky pfeneseny do prohloubenych jamek v inokulovaném agaru. Testy byly provedeny
dvakrat pro kazdy mikroorganismu a extrakt. Jako blank byla pouZita destilovana voda.

Po uplynuti inkuba¢ni doby 48 hodin byly méfeny inhibicni zény a vysledky byly
zpracovany do tabulky 15.
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Tabulka 15: Srovnani velikosti inhibicnich zon, rozmery jsou uvedené v mm

extrakt C. glabrata | S. cerevisiae B. subtilis |S. marcescens| M. luteus
1 3 3 2 2 3
2 2 2 2 3 4
El 3 2 3 3 3 2
7] 2,33 2,67 2,33 2,67 3,00
blank 1 2 1 2 1
1 3 1 5 2 3
2 2 3 4 4 3
E2 3 1 2 4 4 3
7] 2,00 2,00 4,33 3,33 3,00
blank 1 1 2 1 1
1 2 3 3 2 2
2 2 2 4 3 3
E3 3 2 1 2 2 3
7] 2,00 2,00 3,00 2,33 2,67
blank 1 1 1 1 2
1 2
2 3
E4 3 3
(7] 2,67
blank 2

Z 0dajii uvedenych v tabulce lze vycist, ze E1 (kdvovy olej, ziskany extrakci SCG
hexanem) ma nejvyssi antimikrobialni aktivitu proti bakterii Micrococcus luteus a z kvasinek
proti Candida glabrata. Inhibi¢ni zony extraktu E2 (extraktu SCG 75% Ethanolem) jsou
nejvice patrné u bakterii Bacillus subtilis a Micrococcus luteus. Taktéz extrakt 70% Acetonem
( E3) ma nejvetsi inhibi¢ni zony pii pouziti bakterii Bacillus subtilis a Micrococcus luteus.
Extrakt kavové sedliny v diethyletheru (E4) byl kultivovan pouze na agaru s inokulovanou
Saccharomyces cerevisiae. Velikost inhibi¢nich zon tohoto extraktu v porovnani s blankem je
vsak skoro srovnatelna.

Diky optimalizaci metody lyofilizaci extraktl byly prokdzany antibakterialni vlastnosti
u testovanych vzorek. Lyofilizaci bylo dosaZeno silngj$i antimikrobidlni aktivity u vzorkl E1
(hexan) a E2 (75% ethanol). Vzorek E3 (70% aceton) prokazoval stejné silnou antimikrobialni
schopnost jak ve form¢ extraktu, tak i lyofilizatu.

4.1.2.3 Bujonova dilu¢ni metoda

Pomoci bujonové dilu¢ni metody byla hledand antimikrobidlni G¢innost fenolickych
lyofilizatd. Ucinek byl testovany na vybranych zastupcich mikroorganismii a extraktech
vyhodnocenych z kapitoly 4.1.2.2. Antimikrobialni aktivita byla méfena na zakladé zmény
zakalu po kultivacni dobé. Jako 100% rust mikroorganismu byly pouzity namétend spektralni
data na zaklad¢ rustu daného mikroorganismu s pouzitim destilované vody jako inhibitoru.
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Z naméfenych dat byly vypocteny % ucinnosti. Od 0 do 10% lze inhibici povazovat za
neucinnou, 10-40% malo u¢innou a od 40 % vice za u¢innou.

Bacillus subtilis

V tabulce 16 jsou shrnuty naméfena data lyofilizatd pouzitych na stanoveni antimikrobialni
aktivity proti bakterii B. subtilis. A pank= 0,408.

Tabulka 16: Antimikrobidlni aktivita fenolickych extraktii u Bacillus subtilis

E2 E3 E4
A 0,062 0,087 0,204
% 15,196 21,422 49,951
uc¢innost [%] 84,804 78,578 50,049

Bacillus subtilis

X 60 49,95

21,42

E2 E3 E4

e hlank

Graf 4: Rust bacillu subtilis pri pouZiti fenolickych extraktii

Z namé&fenych hodnot vyobrazenych v grafu 4, l1ze vycist, Zze vSechny vybrané extrakty byly
schopné inhibovat rist mikroorganismu B. Subtilis. Nejvice inhibujicim je extrakt SCG 75%
Ethanolem, kde rist mikroorganismu probihal pouze na 15 % z moznych 100%. Vsechny
vybrané extrakty inhibovaly rist mikroorganismu a vice nez polovinu jeho ristu, kterd byla
méfena pii inhibici vodou.

Micrococcus luteus

Naméfend data antimikrobialni aktivity fenolickych extrakti pfi pouziti
mikroorganismu Microccocus luteus jsou shrnuta v tabulce 17, kdy A plank= 0,886.
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Tabulka 17: Antimikrobidlni aktivita fenolickych extraktii u Micrococcus luteus

El E2 E3
A 0,328 0,026 0,304
% 37,041 2,936 34,330
ucinnost [%] 62,959 97,064 65,669

Micrococcus luteus

37,04 34,33

2,94

E1l E2 E3
e b lank
Graf 5: Riist mikroorganismu Micococcus luteus pri pouZiti fenolickych extraktii

Z grafu 5 lze vycist, Ze vSechny vybrané extrakty byly schopné inhibovat rist M. luteus
o vice nez polovinu jeho rustu. Nejvice antibakterialni se ukazuje extrakt E2 ziskany extrakci
SCG 75% Ethanolem.

Serratia marcescens

Naméiena data antimikrobidlni aktivity fenolickych extrakti pii pouziti
mikroorganismu Serratia marcescens jsou shrnuta v tabulce 18, kdy A piank= 0,885.

Tabulka 18: Antimikrobialni aktivita fenolickych extraktii u Serratia marcescens

El E2 E3
A 0,437 0,042 0,368
% 49,3501 4,777 41,587
Gcinnost [%] 50,649 95,223 58,413
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Serratia marcescens

X 60 49,35
41,59
4,78

E1l E2 E3
e hlank
Graf 6. Riist mikrororganismu Serratia marcescens pii pouziti fenolickych extraktit

Z grafického zobrazeni v grafu 6 lze vycist, ze vSechny vybrané extrakty prokazaly
schopnost inhibovat riist mikroorganismu o vice nez polovinu jeho rlstu. Nejvice
antibakteridlni se ukazuje extrakt E2 ziskany extrakci SCG 75% Ethanolem

Saccharomyces cerevisiae

Naméiena data antimikrobialni aktivity fenolickych extraktG pii pouziti kvasinky
Saccharomyces cerevisiae jsou shrnuta v tabulce 19, kdy A plank= 0,903.

Tabulka 19: antimikrobidlni aktivita fenolickych extraktii u Saccharomyces cerevisisae

El E2 E3
A 0,916 0,588 0,900
% 101,496 65,130 99,695
ucinnost [%] -1,496 34,870 0,305
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Saccharomyces cerevisiae

101,50 99,70

65,13

E1l E2 E3

e hlank

Graf 7: Riist kvasinky Saccharomyces cerevisiae pri piuZiti fenolickych extraktii

Dle naméfenych hodnot Vv grafu 7 je patrné, Ze schopnost inhibovat rist kvasinky S.
cerevisiae je schopny inhibovat pouze extrakt ziskany extrakci SCG 75% Ethanolem. Dalsi
testované extrakty se schopnosti inhibovat rast dané kvasinky pfiliS neliSi ve srovnani
s blankem.

Candida glabrata

Naméiena data antimikrobidlni aktivity fenolickych extrakti pii pouziti
mikroorganismu Candida glabrata jsou shrnuta v tabulce 20, kdy A piank= 1,251.

Tabulka 20: Antimikrobidalni aktivita fenolickych extraktii u Candida glabrata

El E2 E3
A 1,310 0,991 0,127
% 105,0963 79,5345 10,1525
ucinnost [%] -5,0963 20,4655 89,8475
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Graf 8: Riist mikrororganismu Candida glabrata pri pouZiti fenolickych extraktii

105,10

E1l

Candida glabrata

79,53

E2

e hlank

10,15

E3

Z grafického zobrazeni (Graf 8) je patrné, Ze kavovy olej spiSe podporuje rust
C. glabrata. Naopak jako velmi inhibujici pro rust této kvasinky se jevi extrakt E3 (ziskany
extrakci SCG 70 % Acetonem). Extrakt SCG 75% Ethanolem inhibuje rist kvasinky piiblizné
0 20% Vv porovnani s blankem.

4.1.3 Identifikace fenolickych latek pomoci HPLC

Dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.6 bylo stanoveno zastoupeni fenolickych latek
v extraktech. Naméfena data jsou shrnuta v tabulce 21 a znazornéna v grafu 9.

Tabulka 21: Identifikace latek ve fenolickych extraktech pomoci HPLC, koncentrace jsou
uvedeny v mg/g kavové sedliny

latka El E2 E3 E4 E5
Kys. Gallova n.a. 1,44 0,14 0,06 0,07
Kys. Chlorogenova n.a. 86,72 30,82 6,73 9,48
Katechin 1,00 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kys. Kavova n.a. 0,17 0,04 0,01 0,03
Aloenin n.a. n.a. n.a. n.a 0,82
Kys. Kumarova n.a. n.a. 0,05 0,01 n.a.
Resveratrol n.a. 0,09 n.a. n.a. n.a.
Daidzein n.a. n.a. 0,03 n.a. 0,01
Naringenin 0,50 n.a. n.a. n.a. n.a.
Genistein 0,01 n.a. n.a. n.a. n.a.
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Graf 9: Zastoupeni fenolickych ldtek v extraktech

Z naméfenych hodnot je patrna riznorodost zastoupeni fenolickych latek v extraktech.
V kavovém oleji byl identifikovan Katechin o koncentraci 1 mg na 1 g kdvové sedliny. Dale
zde byl identifikovan Naringerin o koncentraci 0,50 mg/g a ve velmi malém zastoupeni
Genistein o koncentraci 0,005 m/g. V extraktu SCG 75% Ethanolem bylo identifikovano velké
mnozstvi kyseliny chlorgenové o koncentraci 86,77 mg/g. Identifikovana byla v tomto extraktu
i kyselina gallova, kyselina kdvova a v malém mnozstvi i resveratrol. Ve vzorku E3 (extrakce
SCG 70% Acetonem) bylo identifikovano velké mnozstvi kyseliny chlorgenové, a to o
koncentraci 30,82 mg/g, dale také kyselina gallova, kyselina kavova, kyselina kumerova a
diadzein. V extraktu SCG diethyletherem (E4) byla v nejvétsim mnoZstvi zastoupena kyselina
chlorgenova. V malém mnozstvi zde byly identifikovany kyselina gallova, kavova a kumerova.
V extraktu pomoci ethylacetatu (E5) byla identifikovana kyselina chlorgenovd a Aloenin.
V mensi koncentraci zde byly zastoupeny i kyseliny gallové a kavova i Daidzein. Z uvedenych
dat vyplyva, Ze nejvétsi koncentraci kyselin chlorgenové, gallové 1 kdvové obsahuje vzorek E2.

Vzorek E2 mél nejvétsi antimikrobidlni aktivitu viici bakteriim i kvasinkam a tento
extrakt obsahoval nejvét§si mnozstvi kyseliny chlorgenové, az 86, 7 mg na 1 g SCG. Tyto
vysledky se shoduji s literaturou [57], kde je kyselina chlorgenova oznacena jako odpovédna
za antimikrobidlni aktivitu.

4.2 Fermentace kavové sedliny
4.2.1 Stanoveni antimikrobidlni aktivity
4.2.1.1 Jamkova difiuzni metoda

Metoda byla provedena dle postupu uvedeném v kapitole 3.2.5.1. Zlyofilizované vzorky
byly zfedény vodou a v mnozstvi 100 pm pipetovany do jamek vyhloubenych v agaru se
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zaoCkovanym mikroorganismem. Nasledné byly takto pfipravené misky kultivovany pii 30 a
37°C po dobu 48 hodin. Testy byly provedeny nékolikrat a vysledky byly zprimérovany.
Naméiené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 22.

Tabulka 22: Nameérené inhibicni zény

extrakt |vzorek C. glabrata | S. cerevisiae B. subtilis S. marcescens M. luteus

1 2 2 2 1 2

2 2 1 1 2 3

SCG 1 3 1 2 1 2 1
o 1,67 1,67 1,33 1,67 2,00

blank 1 1 1 1 1

1 1 1 3 1 3

2 2 2 2 1 2

SCG2 3 2 1 2 2 2
o 1,67 1,33 2,33 1,33 2,33

blank 1 1 1 1 1

1 1 2 2 1 2

2 1 1 2 2 2

SCG3 3 2 2 7 1 5
o 1,33 1,67 3,67 1,33 3,00

blank 1 1 1 1 1

1 1 1 3 2 3

2 2 1 5 1 2

SCG4 3 1 2 4 2 2
o 1,33 1,33 4,00 1,67 2,33

blank 1 2 1 1 1

1 1 2 6 1 2

2 2 2 3 2 3

SCG5 3 1 1 5 2 2
o 1,33 1,67 4,67 1,67 2,33

blank 1 1 1 1 1

1 2 1 6 1 3

2 1 1 8 1 2

SCG 6 3 2 2 6 2 2
o 1,67 1,33 6,67 1,33 2,33

blank 1 2 2 1 1

1 2 2 2 2 5

2 1 2 3,5 3,5 5

F1 3 1,5 1 5 2,5 5
o 1,50 1,67 3,50 2,67 5,00

blank 1 1 1 1 2

1 2 1 3 2 7

F2 2 4 1 5 2 6

3 3 2 7 2 5

o1




o 3,00 1,33 5,00 2,00 6,00

blank 2 1 2

1 2 2 4

2 4 2 1

F3 3 2 1 2 2 5
o 2,00 1,67 2,67 2,00 3,33

blank 1 1 1 1

1 2 5

2 2 5

F4 3 1 1 5 2 4
o 1,67 1,67 6,00 2,00 4,33

blank 1 1 2 1 2

Z naméienych dat lze usuzovat, ze antimikrobialni aktivitu maji vSechny zkoumané
vzorky. Ziskané lyofilizaty maji nejlepsi antimikrobialni aktivitu vici bakterii B. subtilis.
Z namétenych vysledki je patrnd velkd antibakteridlni schopnost zkoumanych extrakti.
Antimykotické vlastnosti zkoumanych extraktli se v porovnani antibakterialnimi, nezdaji piili§
velké. Dle ziskanych hodnot, 1ze Gi¢innost nefiltrovanych vzorkl sefadit nasledovné: SCG 6
>SCG 5>SCG 4 >SCG 3 >SCG 2>SCG 1. Je zde klesajici ucinnost nefiltrovanych vzorki
zéavisla na koncentraci zaoCkované kultury a velikosti navazky v médiu pii procesu fermentace.
Lze tedy fici, ze s vys$i koncentraci zaoCkované kultury a mmnozstvi SCG, tim vyssi
antimikrobialni ti¢inek. U filtrovanych vzork je mozné zatadit u€innost v nasledujicim potadi:
FA>F2>F2>F3. Z téchto hodnot Ize vypozorovat zavislost i€innosti na koncentraci kultury
v médiu. S vétsi koncentraci kultury zaockované do média pti fermentaci roste 1 antimikrobialni
ucinek filtrovanych vzorki.

4.2.1.2 Bujonova dilucni metoda

Pomoci bujonové diluc¢ni metody byla hledand antimikrobidlni u¢innost fenolickych extrakti.
Utinek byl testovany na vybranych zastupcich mikroorganismii a extraktech vyhodnocenych
z kapitoly 4.1.2.2. Antimikrobialni aktivita byla méfena na zakladé zmény zakalu po kultivaéni
dobé&. Jako 100% rast mikroorganismu byla pouZita namétend spektralni data na zakladé riistu
dané¢ho mikroorganismu s pouZzitim destilované vody jako inhibitoru. Z namétenych dat byly
vypocteny % Uc€innosti. Od 0 do 10% lze inhibici povaZovat za net€¢innou, 10-40% malo
ucinnou a od 40 % vice za G€innou.

Bacillus subtilis

Tabulka 23:Antimikrobidlni aktivita vzorki ziskanych fermentact kavové sedliny
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SCG 1 SCG 2 SCG 3 SCG 4 SCG 5 SCG 6
A 0,020 0,013 0,009 0,026 0,034 0,012
% 2,679 1,775 1,139  3,5164 4,555 1,574
uginnost [%] 97,321| 98225 98,861| 96,4836| 95445| 98,426
F1 F2 F3 F4
A 0,143 0,153 0,169 0,134



% 19,190 20,529 22,673 17,950
ucinnost [%] 80,810 79,471 77,328 82,050
Bacillus subtilis
120
100
80
X 60
40
- 19,19 20,53 22,67 17,95
268 1,77 1,14 352 45 157
i F1 F2 F3 F4 SCG1 SCG2 SCG3 SCG4 SCG5 SCG6
e hlank

Graf 10: Rust mikroorganismu B. subtilis pii inhibici analyzovanych vzorkii

Z naméfenych hodnot v tabulce 23 a grafického zobrazeni (Graf 10) jsou patrné
inhibi¢ni schopnosti v§ech analyzovanych vzorka. Rast mikroorganismu B. subtilis nedosahuje
ani 30% své ristové rychlosti pfi srovnani s inhibici blankem. Z namétenych dat neni patrny
velky rozdil inhibi¢niho G¢inku mezi jednotlivymi vzorky. Vzorky, které byly filtrovany pred
lyofilizaci, vSak prokazuji niz§i antimikrobialni aktivitu, nez vzorky nefiltrované.

Micrococcus luteus
Naméiena data byla zaznamenana do tabulky 24.

Tabulka 24: Antimikrobidalni aktivita vzorkii ziskanych fermentaci kavové sedliny

5CG 1 5CG 2 5CG 3 SCG 4 SCG 5 SCG 6

A 0,033 0,008 0,042 0,039 0,053 0,014
% 4,140 0,948 5,278 4,962 6,700 1,707
ucinnost [%] 95860 99,052 94,722| 95038| 93,300| 98,293

F1 F2 F3 F4

A 0,151 0,136 0,187 0,143

% 19,027 17,193| 23,609| 18,110

utinnost [%] 80,974| 82,807 76,391| 81,890

53



Graf 11: Rust mikroorganismu M. luteus p¥i inhibici vzorkii ziskanych fermentaci kdvové

Z grafického zobrazeni (Graf 11) jsou patrné schopnosti inhibovat rist M. luteus u vsech
analyzovanych vzorku. Filtrované vzorky vykazuji ponékud nizsi antibakterialni aktivitu, nez
vzorky nefiltrované. Je zde patrny maly rozdil mezi vzorky F1, F3, kde byla pti fermentaci
zaoCkovana 2,5 % kultura a vzorky F2, F4, kde byla zaockovana 5 % kultura pii fermentaci.
Z uvedenych hodnot filtrovanych vzorkl lze usuzovat, ze koncentrovanéjs$i inokulum
produkuje latky s mensi antibakterialni aktivitou, nez inokulum s vyssi koncentraci kultury.

Micrococcus luteus
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Tabulka 25 shrnuje naméfena data antimikrobialni aktivity.
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Tabulka 25:antibakterialni aktivita vzorkii ziskanych fermentact kavové sedliny
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SCG 1 SCG 2 SCG 3 SCG 4 SCG5 SCG 6
A 0,020 0,026 0,040 0,061 0,127 0,011
% 2,886 3,716 5,772 8,838 18,362 1,623
ucinnost [%] 97,114 96,284 94,228 91,162 81,638 98,377
F1 F2 F3 FA
A 0,146 0,188 0,166 0,131
% 20,996 27,056 23,954 18,867
Ucinnost [%] 79,004 72,944 76,046 81,133
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Graf 12: Riist mikroorganismu Serratia marcescens pri inhibici ldtkami ziskanymi fermentaci
kavovou sedlinou.

Z grafického zobrazeni (Graf 12) jsou patrné inhibi¢ni schopnosti vSech analyzovanych
vzorki. Rist mikroorganismu S. marcescens je inhibovan o vice nez 70 % své rustové rychlosti
pii srovnani s inhibici blankem. Z naméfenych dat neni patrny velky rozdil inhibi¢niho uc¢inku
mezi jednotlivymi vzorky.

Saccharomyces cerevisiae

Naméiena data jsou shrnuta v tabulce 26 a nasledné znazornéna v grafu 13.

Tabulka 26: antibakterialni aktivita vzorkii ziskanych fermentaci kavové sedliny

SCG 1 SCG 2 SCG 3 SCG 4 SCG5 SCG 6
A 0,045 0,017 0,022 0,155 0,070 0,039
% 13,161 4,941 6,507 45,597 20,548 11,399
ucinnost [%] 86,840 95,059 93,493 54,403 79,452 88,601
F1 F2 F3 FA
A 0,515 0,382 0,658 0,674
% 151,247 112,060 193,224 197,847
Gcinnost [%] -51,247 -12,060 -93,224 -97,847
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Graf 13: Rust mikroorganismu S. cerevisiae pri inhibici VZOrky ziskanych fermentaci kavové

Z grafického zobrazeni je patrny rozdil mezi vzorky filtrovanymi a nefiltrovanym.
Filtrované vzorky neprokazuji schopnost antimykotiky a Ize usoudit, Ze slouzi jako dobry
substrat pro rust S. cerevisiae. Nefiltrované vzorky prokazuji dobry antimykoticky ucinek.

v w7

z navazky 1g SCG a koncentrace 2,5% kultury. Dale lze z grafu u nefiltrovanych vzorkt vycist
klesajici rist mikroorganismu se zvysujici se koncentraci kultury zaockované do média pti

[%]

Saccharomyces cerevisiae
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fermentaci vzorku.

Candida glabrata

sedliny

Naméiena data jsou shrnuta v tabulce 27.

Tabulka 27: antibakteridalni aktivita vzorkii ziskanych fermentaci kavové sedliny

SCG 1 SCG 2 SCG 3 SCG 4 SCG 5 SCG 6

A 0,319 0,089 0,232 0,021 0,687 0,038
% 211,671 83,373| 203,997| 209,552 50,919 14,282
uginnost [%] -111,671 16,627| -103,997| -109,552 49,081 85,718

F1 F2 F3 F4

A 1,324 0,522 1,276 1,311

% 211,671 83,373| 203,997| 209,552

Gginnost [%] -111,671 16,627 -103,997| -109,552
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Graf 14:rist mikroorganismu p7i inhibici vzorky ziskanych fermentaci kavové sedliny

Z grafu 14 lze vycist, Ze filtrované vzorky neprokazuji schopnost antimykotického
pusobeni a jsou vhodnym substratem pro rust C. glabrata. 1ze usoudit, Ze slouzi jako dobry
substrat. Nefiltrované vzorky prokazuji dobry antimykoticky uc¢inek az na vzorek SCG 5, ktery

je ziskan z navazky 1 g SCG a koncentrace 5% kultury.

4.2.2

Identifikace fenolickych latek pomoci HPLC

Dle postupu uvedeného v kapitole3.2.6 byly stanoveny fenolické latky v extraktech.
Vysledky jsou znazornény v tabulce 28 a tabulce 29.

Tabulka 28: lIdentifikace latek v analyzovanych vzorcich pomoci HPLC, koncentrace jsou
uvedeny v mg/g kavové sedliny

latka SCG1 SCG2 SCG3 SCG4 SCG5 SCG6

Kys. Gallova 1,32 1,189 1,06 1,13 1,28 1,16
Kys. Chlorogenova 24,71 23,59 21,56 33,41 33,85 31,76
Kys. Kdvova 0,08 0,07 0,06 1,99 0,14 0,12
Hesperidin n.a. 1,32 1,31 n.a. 1,09 1,05

Tabulka 29: ldentifikace ldtek v analyzovanych nefiltrovanych vzorcich pomoci HPLC,

koncentrace jsou uvedeny v mg/ml

latka F1 F2 F3 F4

Kys. Gallova 1,12 1,84 0,84 0,63
Kys. Chlorgenova 40,49 64,24 30,99 20,41
Kys. Kavova 0,18 0,73 0,21 0,08
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Graf 15: Zastoupeni fenolickych latek v nefiltrovanych vzorcich ziskanych fermentaci kdavové
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Graf 16: Zastoupeni fenolickych latek ve filtrovanych vzorcich ziskanych fermentaci kavové
sedliny.

Z naméfenych hodnot u nefiltrovanych vzorka (Graf 15), lze identifikovat velké
mnozstvi kyseliny chlorgenové a v menSim mnoZstvi i kyseliny kdvova. Koncentrace obou
kyselin jsou mezi nefiltrovanymi vzorky velmi podobné. Déle zde byla identifikovana kyselina
kavova, kterd ma o néco mensi koncentraci ve vzorcich ptipravenych z navazky 0,5 g kdvové
sedliny na fermentaci (SCG 1, SCG 2 a SCG 3) nez ve vzorcich z navazky 1 g kavové sedliny.
U nefiltrovanych vzorkt s koncentraci kultury 5 a 10 % (SCG 2, SCG 3, SCG 5, SCG 6) byl
identifikovan bioflavonoid Hesperidin.
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Z naméfenych dat u filtrovanych vzorka (Graf 16) byla stanovena vysoka koncentrace
kyseliny chlorgenové. Dale zde byly identifikovany kyseliny gallova a kavova. Nejvyssi
koncentrace kyseliny chlorgenové byla zmétena ve vzorku F2, ktery byl ptipraven z navazky
0,5 g kadvové sedliny a koncentrace 5 % kultury pfi fermentaci. Tento vzorek obsahoval i
nejvetsi koncentrace kyseliny gallové a kavové.
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5 ZAVER

Kava je nejpopularnéjsi napoj dnesni doby, a proto neustale vznikaji odpadni produkty,
jako je kavova sedlina. SCG obsahuje spoustu organickych i anorganickych sloucenin, jez
mohou byt pouzity jako cenné vedlejsi produkty v mnoha primyslovych odvétvich. Tato
diplomové prace byla cilena na antimikrobialni aktivitu fenolickych extrakti, na podrobeni
kavové sedliny procesu fermentace a antimikrobidlni aktivitu vzorkl ziskanych fermenta¢nim
procesem. U vSech vzorki byla testovana antimikrobidlni aktivita, pro moznost jejich vyuziti
v odvétvi mediciny.

Fenolické extrakty byly ziskdny extrakci kavové sedliny polarnimi i nepolarnimi
rozpoustédly a to hexanem, 70% Ethanolem, 75% Acetonem, Diethyletherem a Ethylacetatem
kyseliny octové. Pro antimikrobidlni testy byly pouzity kultury kmen gram-pozitivnich
bakterii, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus a jeden druh gram-negativnich a to Serratia
marcescens. Dale byly pouzity druhy kvasinek Candida glabrata a Saccharomyces cerevisiae.
Vsechny kmeny byly kultivovany za vhodnych podminek.

Fenolické extrakty byly nejprve podrobeny antimikrobialni testim, konkrétné jamkové
difuzni metod¢. Vysledkem prvniho experimentu byla optimalizovana ptiprava fenolickych
extraktl a z testd vyfazeno rozpoustédlo ES5, tedy extrakt kavové sedliny ethyl acetatem. Po
optimalizaci metody byly jamkové difuzni testy nékolikrat opakovany pro dosazeni
optimdlnich vysledki. Timto experimentem byla prokazana antimikrobialni uc¢innost
fenolickych extraktii. Z namefenych dat lze pozorovat velmi dobré antibakterialni schopnosti
pouzitych extrakti. Nejlépe prokazatelné byly inhibi¢ni zony u bakterialniho kmene B. subtilis
lyofilizovanymi extrakty 75 % ethanolem a 70% acetonem. Nejvétsi antibakterialni i€¢innost
zde prokazal extrakt E2 (75 % ethanol) v podob¢ lyofilizatu. Extrakt E3 byl druhym vhodnym
antimikrobialnim extraktem jak uz v podob¢ extraktu, tak i lyofilizatu. DalSim provedenym
experimentem na testovani antimikrobialni aktivity byla bujonova dilu¢ni metoda. V tomto
experimentu doSlo k ovéfeni velmi dobré schopnosti fenolickych extraktti inhibovat rast
bakterii. Schopnost inhibovat riist obou pouzitych druhti kvasinek prokazal extrakt ziskany
extrakci kavové sedliny 75% Ethanolem. Inhibovat rast kvasinky C. glabrata prokazal i vzorek
E3, ziskany extrakci kdvové sedliny 70% acetonem. Fenolické extrakty byly také podrobeny
metodam identifikace. Jako prvni bylo provedeno stanoveni redukujicich cukri pomoci
kyseliny 3,5-dinitrosalicylové (DNS). Principem této metody je redukce 3,5-dinytrosalicylové
kyseliny na 3-amino-5- nitrosalicylat za pomoci D-glukézy, kdy zménu lze detekovat
kalorimetricky. Touto metodou byla stanovena koncentrace redukujicich cukri v extraktu
kavoveé sedliny 75% ethanolem a to 2,97 mg/g kadvové sedliny. Pro zisk redukujicich cukra
Z kavoveé sedliny se vyuziva proces hydrolyzy. Extrakci kdvové sedliny jsou tedy nizké
koncentrace redukujicich cukri ocekavany. Jako dalsi bylo uréeno celkové mnozstvi
polyfenoli. V tomto experimentu byla stanovena nejvyssi koncentrace polyfenolt v extraktu
75% ethanolem a to konkrétné 17,68 mg/g. Nasledné byla stanovena celkova koncentrace
flavonoidi, kde nejvyssi dosazend koncentrace flavonoida byla namétena taktéz u extraktu 75%
ethanolem a to 12,71 mg/g. Tyto vysledky se shoduji se studiemi, kdy se pro ziskani sacharidu,
fenolickych latek i vitamin® vyuziva nejvice extrakce kavové sedliny ethanolem. Z namétenych
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dat vyplyva, ze velmi dobry zisk polyfenolii a flavonoidd je mozny také pouzitim polarnich
(aceton) i nepolarnich (hexan) rozpoustédel. Déle byla provedena identifikace fenolickych latek
pomoci kapalinové chromatografie. Z vyslednych hodnot vyplyvaji rozdily mezi extrakty.
V kavovém oleji, tudiz v extraktu kavové sedliny hexanem, byl identifikovan Katechin,
Nanirgerin a v malém mnozstvi Genistein. U extraktu 75% ethanolem byla identifikovana
kyselina chlorgenova, kyselina gallova, kyselina kavova a v malém mnozstvi Resveratrol. Pfi
analyze extraktu 70% acetonem byla identifikovana kyselina chlorgenova, kyselina gallova,
kyselina kavova, kyselina kumarovd a diadzein. Kyseliny chlorgenova, gallova, kavova i
kumerové byly také identifikovany v extraktu kavové sedliny diethyl etherem. Ve vzorku po
extrakci kavové sedliny ethyl acetatem byla identifikovana kyselina chlorgenova, aloenin,
kyselina kavova, gallové a daidzein. Naméfend data prokdzala antimikrobidlni vlastnosti
pouzitych fenolickych extraktti. Z vysledkd lze usoudit, ze nejlepSimi, ze stanovovanych
rozpoustédel, se jevi ethanol a aceton.

Dale byla kavova sedlina podrobena procesu fermentace, kdy byla navazena do Readers
media a po zaockovani kulturou kvasinky S. cerevisiae, byla ponechana v klidu po dobu 23 dni.
Poté byl supernatan zfiltrovan a zlyofilizovan. Takto pfipravené vzorky byly podrobeny
antibakteridlnim testim a identifikaCnimu stanoveni pomoci kapalinové chromatografie.
Vzorky ziskané fermentaci kavové sedliny prokazaly antibakterialni schopnost. Nefiltrované
vzorky se vSak ukdzaly byti dobrym substratem pro rust kvasinek. Antimikrobialni vlastnosti
vzorkl by se dali vyuzit pro syntézu kvantovych tecek z kdvové sedliny, avSak by méla byt
metoda jesté¢ modifikovana pro ziskani 1 antimykotickych vlastnosti vzork.

Antimikrobidlni vlastnosti byly potvrzeny u vSech zkoumanych vzorki. Nejslibnéjsi
vysledky antimikrobidlnich test mél lyofilizat extraktu 75 % ethanolem, ktery mél dobré
vysledky pro inhibici rist bakterii i kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Kvasinka Candida
glabrata byla nejvice inhibovana lyofilizatem extraktu 70% acetonem. Lyofilizat extraktu 75 %
ethanolem m¢l také nejvyssi namefenou koncentraci kyseliny chlorgenové, a to 86,7 mgna lg
SCG, kterda je zodpovédna za antimikrobialni aktivitu. Obsah kyseliny chlorgenové ve
filtrovanych vzorcich z fermentace kavové sedliny se pohyboval v rozmezi 20,4-64,2 mg/g a
Vv nefiltrovanych vzorcich v rozmezi 21,6-33,9 mg/g.

Vzhledem k velkému mnozstvi a snadné dostupnosti kavové sedliny naznacuji vysledky
této prace moznost jednoduchého ziskani antimikrobialniho extraktu. Takovy extrakt by bylo
mozné pouzit pro stabilizaci roztokli, dezinfekci napiiklad povrchl nebo jako piisada pro
stabilizaci krémt. V budoucnu by bylo vhodné provést stabilitni testy ziskanych extraktii pro
nasledné pouziti. Dale by bylo vhodné provést zkousky na toxicitu vii¢i buiikkdm a to predevsim
Vv ptipadé pouziti extraktu v medicin€ a farmacii, napiiklad pro syntézu kvantovych tecek, ¢i
pro kozni aplikace.
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7 POUZITE ZKRATKY

CO
CO2
CQDs
CHa
HPLC
KOH
NaOH
PHA
QDs

SCG
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Oxid uhelnaty

Oxid uhlicity

Carbon quantum dots (Karbonové kvantové ¢astice)
Methan

Vysokoucinna Kapalinova chromatografie

Hydroxid draselny

Hydroxid sodny

Polyhydroxyalkanoaty

Quantum dots (Kvatnové tecky)

Spent coffe ground (Kavova sedlina)



