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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace je zkoumani mozné antimikrobidlni aktivity vodnych
a ethanolovych extraktii z plodii aronie a ¢ajové smési obsahujici aronii. Rovnéz byla stanovena
antioxidacni aktivita a také koncentrace biologicky aktivnich latek — polyfenoli, flavonoidii
a anthokyant.

Teoreticka Cast obsahuje souhrn zakladnich informaci o rostliné Aronia melanocarpa,
chemické slozeni, pouziti a =zdravotni UCinky latek obsazenych v jejich plodech.
V experimentalni ¢asti je vénovana pozornost ucinnosti extraktd na mikroorganismy
Bacillus subtilis, Serratia marcescens a Micrococcus luteus. Dale byla spektrofotometricky
stanovena antioxida¢ni aktivita, polyfenolické latky, flavonoidy a anthokyany.

Z vysledkti experimentu vyplyva, ze extrakty maji téméf az zcela zanedbatelnou
antimikrobialni schopnost s vyjimkou extraktu cajové smeési v horké vodé, ktery mél inhibi¢ni
ucinek na mikroorganismus M. luteus. Tento extrakt se naopak v pfipadé¢ mikroorganismu
B. subtilis jevil jako rast podporujici. Bylo zji§téno, ze aronie i ¢ajova smés jsou bohaté
na polyfenoly a flavonoidy.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is to research the possible antimicrobial activity of aqueous
and ethanolic extracts of aronia berries and tea mixture containing aronia. Also, the antioxidant
activity and the concentration of the biologically active substances — polyphenols, flavonoids
and anthocyanins was determined.

Theoretical part contains a summary of basic information about Aronia melanocarpa, chemical
composition, use and health effects of substances contained in its fruits. The experimental part
focuses on the antimicrobial activity of the extracts on microorganisms Bacillus subtilis,
Serratia marcescens and Micrococcus luteus. Farther there is spectrophotometrical
determination of antioxidant activity, polyphenolic compounds, flavonoids and anthocyanins.
From the experiment results flow that the extracts have almost none antimicrobial ability except
tea mixture extracted with hot water. This extract has inhibitory effect on M. luteus and growth
supportive effect on B. subtilis. It has been found that aronia fruits and tea mixture are rich
in polyphenols and flavonoids.
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ucinky, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Micrococcus luteus
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1 UvVOD

V dnesni dob¢ je ¢im dal vice oblibené vracet se k tradiénimu pfirodnimu pramyslu. Na trhu
proto najdeme spoustu bylinnych produktt, at’ uz ur¢enych k potravinaiskym, ¢i kosmetickym
ucelim. K dostani jsou i1 vonné extrakty nebo dokonce piirodni Cdistici prostredky.
Nejzadan¢jsimi jsou ovSem pfirodni rostlinné pfipravky majici pozitivni vlivy
na nas organismu, takzvané antioxidanty. Do této skupiny patii také piipravky
z fialovo—¢ernych plodu ketovité rostliny s latinskym nazvem Aronia melanocarpa.

V nasledujicich odstavcich je charakterizovana Aronia melanocarpa jak po botanické strance,
tak po strance chemického slozeni plodt a obsahu latek, které by mohly podporovat zdravi
¢loveka, pozitivni €inky jsou dale 1 konkretizovany.

Experimentalni ¢ast se vénuje stanoveni obsahu antioxidativnich latek — polyfenolickych
sloucenin, flavonoidii a anthokyand, je stanovena i celkova antioxidacni aktivita. Posledni
experiment je zaméfen na mikrobiologické stanoveni UCinnosti extraktdi, z plodi ardnie
a cajové smési obsahujici aronii. Pro stanoveni byly vybrany mikroorganismy bézné
se pohybujici v okolnim prostiedi nebo v nasich télech — Bacillus subtilis, Serratia marcescens
a Micrococcus luteus.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Aroénie

Aronia melanocarpa, znama v Ceské republice jako temnoplodec, nebo také Eerny jeiab,
je ketovita rostlina 90-180 cm vysoka, ojedinéle dorustajici az velikosti menSich stromd.
Jemné zoubkované listy jsou opadavé, avsak ziistavaji zelené, na rozdil od Aronia arbutifolia,
jejiz listy se na podzim barvi do oranzova az syté Cervena. Kvéty, jez vykvétaji v kvétnu,
jsou malé razovo-bilé s péti okvétnimi a péti kaliSnimi listky, které jsou slozené
Vv chocholi¢natém kvétenstvi. Plody ardnie nartistaji v pozdnim 1été. Jsou to malé fialovo—cerné
zbarvené malvice o velikosti kolem 6 mm. Malvice nartstaji na klastrech po osmi az ¢trnacti
na Cervené stopce. Anglicky nazev chokeberry vznikl podle trpké a hoiké chuti plodu,
diky niz plody téméf nelze konzumovat syrové. [1] [2] [18]

2.1.1 Taxonomické zaiazeni

Rige: rostliny (Plantae)

Podiise: vy$si rostliny (Cormobionta)

Oddéleni:  krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)

Rad: razotvaré (Rosales)

Celed: razovité (Rosaceae)

Rod: temnoplodec (Aronia)

Druh: temnoplodec ¢erny (Aronia melanocarpa)
2.1.2 Historie

Plody ardnie byly pivodné uzivany domorodym kmenem Potawatomi v Severni Americe
na vyrobu ¢aju a extrakti, které slouzily k 1é¢bé nachlazeni, a K ptipravé nutri¢nich pokrmut
snazvem pemmican. Do Evropy se aronie dostala az v 18. stoleti. Ve 20. stoleti se stala
oblibenou plodinou Vv Sovétském svazu a statech vychodni Evropy, kde se jeji péstovani
v sibifskych oblastech rozrostlo az na plochu 17 800 ha. Zde byla vyuZivana k vyrobé
ovocnych sirupil, $tav, dZemu a vin. Rozséhlé pouziti méla i jako ptirodni barvivo. V roce 1986
byla arénie ve Svédsku péstovana komeréné, za u¢elem zisku barevnych pigmenti. V 80. letech
se ze Sovétského svazu rozsifila az do Japonska. Dnes je velmi oblibena ve Stfedni Evropé
a na Ukrajing jako doplngk stravy pro zdravy Zivotni styl. [1]

2.1.3 Pouziti

Nejvice kultivar aronie bylo zprvu vypéstovano pro zahradni vysadby, avSak dnes
jsou jiz znamé kultivary specialné vyslechténé pro zisk vétsich plodi. Tyto kultivary nesou
nazev ,,Viking®, ,Nero* a ,,Aron*“. Péstovani arénie je relativné nendro¢né a bezproblémové,
jelikoz se jedna o ket odolny vici vaznym chorobam, a pravé kvili hotké a trpké chuti malvic
jeji plody nekonzumuji ptaci. [1] [18]

Diky vysokému obsahu anthokyant je ardnie pouzivana k vyrobé zdravi podporujicich §t'av,
¢aju a dalsich ptipravki s antioxida¢nimi G€inky. Ve farmaceutickém priimyslu jsou pouZivany
sirupy z aronie jako doplnék stravy. Vysoky obsah pektinti umoziuje pouziti ploda pii vyrobé
dzemli a marmeldd ovoci s nizkym obsahem pektinu. V potravinafském primyslu je dale
vyuzivana jako bezpecné piirodni barvivo. [1]



Jelikoz je koncentrace anthokyant nachylnd na vyssi teplotu, pouzivé se rychla konzervacni
metoda, kdy jsou plody aronie wusuSeny. Jako stabilizator se kardnii piidava
Scutellaria baicalensis. Tento proces, znamy jako kopigmentace, vyrazné zlepsuje stabilitu
barviv ve vyrobcich a udrzuje obsah anthokyand. [1]

2.2 Latky obsaZené v aronii

Arbnie obsahuje dilezité latky vyuzitelné ve farmakologickém primyslu. Mezi latky majici
antioxida¢ni U¢inky se fadi predevsim polyfenolické latky, anthokyany a prokyanidiny.
Tyto slouceniny se nazyvaji jako biologicky aktivni latky a maji prokdzané antioxidacni ucinky.
Za nejvyznamnéjsi polyfenolické latky jsou povazovany flavonoidy. [1]

2.2.1 Polyfenolické latky

Bobulovité plody piedstavuji jeden z nejvyznamnéjSich zdroja polyfenolt jako zdravi
prospeésnych latek. Vyskytuji se ve vSech rostlindch a jejich organech jakozto sekundarni
metabolity. Polyfenolické slouceniny jsou latky, které maji jeden nebo vice benzenovych kruhi
substituovanych jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami a jejich funkénimi derivaty.
Patti do heterogenni skupiny sloucenin, znichz nékteré se uplatiiuji jako vonné latky
(napf. nékteré kumariny), senzorické latky (napf. flavonoly) a pfirodni barviva
(napf. anthokyany). N¢které fenoly se rovnéz vyznacuji vyraznymi biologickymi ucinky,
proto se fadi mezi pfirodni antioxidanty, ptirozené toxické slozky potravin nebo také obranné
latky rostlin. Maji znamé fungicidni, baktericidni a virucidni u¢inky. [4]

Obecné jsou polyfenoly povazovany za latky plsobici proti volnym radikalim,
maji preventivni u€inky proti kardiovaskularnim a rakovinovym onemocnénim a proti zanétim.
Pomahaji tlumit proces pfirozené¢ho starnuti, Parkinsonovu a Alzheimerovu chorobu a pisobi
proti ucpavani cév. [2]

Existuje nékolik zpisobu klasifikace polyfenolickych sloucenin, avSak nejpiehlednéj$im
je rozdéleni dle struktury molekuly. [3]

Tabulka 1: Rozdéleni polyfenolickych latek dle struktury [3]

Pocet uhliku Ziakladni skelet Skupina fenolu
6 Cs jednoduché fenoly, benzochinony
7 Ce—C1 fenolické (benzoové) kyseliny
8 Ce—C2 acetofenony, fenyloctové kyseliny
9 Ce—Cs3 fenolové (skoficové) kyseliny, kumariny
10 Ce—Cs naftochinony
13 Ce—C1—Cs xanthony
14 Ce—C2—Ces antrachinony, stilbeny
15 Ce—C3—Ces flavonoidy, isoflavonoidy
18 (Ce—C3)2 lignany, neolignany
30 (Ce—C3—Ce)z biflavonoidy
n (Ce—Ca)n lignin
(C6—C3—Co)n flavolany




Celkovy obsah polyfenoli v plodech ardénie zévisi na podminkach rustu a cCasu sklizné,
nejcastéji se pohybuje v rozmezi 20008000 mg ve 100 g susiny. [1]

2.2.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny se v rostlinach nejCastéji vyskytuji jako estery, v nichz se vazi karboxylem
na hydroxylové skupiny organickych kyselin nebo sacharidi. Tyto kyseliny, mezi které patii
kyselina skoficova a kyselina benzoova a jejich derivaty, vykazuji ucinky primarnich
antioxidanta. Antioxida¢ni aktivita zavisi na po¢tu funkénich hydroxylovych skupin. V aroénii
se nachazi kyselina chlorogenova (301,85 mg ve 100 g susiny) a kyselina neochlorogenova
(290,81 mg ve 100 g susiny), které jsou derivaty kyseliny kavové a chininové. [1] [2]

- OH

OH

kyzelina chlorogenova

lyzelina neochlorogenova
Obrdazek 1: Chemicka struktura fenolickych kyselin v A. melanocarpa [1]

2.2.1.2 Flavonoidy
Tyto latky, jinak nazyvané bioflavonoidy, jsou nejobsahlejsi skupinou polyfenolickych latek
V aronii. V dneS$ni dobé jsou casto diskutovanym tématem pravé kvili svym pozitivnim
ucinkiim na lidsky organismus. Do této skupiny se fadi asi 60 latek, rostlinnych polyfenold.
Podle stupné oxidace na uhliku Cs se rozeznavaji zakladni struktury uvedené na obr. 2. [1] [8]
e katechiny (flavan—3—oly)
e leukoanthokyanidiny (flavan—3,4—dioly)

o flavanony

e flavanonoly
e flavony

o flavonoly

e anthokyanidiny

10



Z =
ssagiveagive
OH Q;‘IOH OH
OH

latechiny o © .
leukoantholyanidiny tlavanonoly
0 2 o o o Sy
0 0 0
flavonoly tlavanony flavony
=

O\\ T
L
anthokyanidiny
Obrdzek 2: Zakladni struktury flavonoidii [1]

Nejvyznamngjsimi flavonoidy jsou flavonoly, v arénii se vyskytuji pifevazné prokyanidiny.
Jejich obsah v susin¢ je v rozmezi 0,66-5,18 % cerstvé hmotnosti. Stupeni polymerizace
se pohybuje mezi 2-23. [1][6]

Hlavnim flavonolem je polymerni epikatechin. Ten je sloZzen z nékolika podjednotek
flavan—3—olu, ktery je bézné¢ vazan vazbami 4—6 a 4—8, nejéastéji to je prokyanidin B.
Volny epikatechin se v plodech aronie také objevuje, avSak jeho koncentrace se pohybuje
kolem 0,015 % v susiné. [1]

HO

Obrdzek 3: Chemickd struktura polymerniho prokyanidinu s vazbou 4—8 [1]

Dal§im rovnéz vyznamnym flavonoidem je rutin, znamy jako vitamin P, a kvercetin, n€kdy
psany jako quercetin. Ten je nejsilnéji zastoupen v barevnych i zelenych ¢astech rostlin a ploda.
Jeho vyhodou je, Ze tepelnou Upravou nebo zmrazenim nedegraduje. Jelikoz pravidelna
konzumace ovoce a zeleniny je vdne$ni dobé problémem, mulzeme kvercetin najit
Vv fadé@ ptirodnich doplikid stravy. Do skupiny nejznaméjSich flavonoidii patii dale citrin,
hesperidin, hesperin a eriodictyol. [8]
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2.2.1.3 Anthokyany

Anthokyany patii mezi nejpocetnéjsi a nejvyznamnéjsi skupiny bezpe¢nych prirodnich barviv,
nachazejicich se v bézné konzumovanych potravinach. U oranzovych, ¢ervenych, modrych
az tmaveé fialovych plodi jsou pivodci jejich charakteristického zabarveni, které je zavislé
na hodnot¢ pH. [3] [7] [14]

Obsahoveé patii do druhé nejvétsi skupiny polyfenolickych latek pfitomnych V arénii,
jejich koncentrace v susin¢ je 0,60—2,00 % (tedy zhruba 667 mg ve 100 g ¢erstvych plodu).
Anthokyany v aronii sestavaji z glykosidu aglykoni: 3—galaktosid, 3—glukosid, 3—arabinosid
a3-xylosid, a na ¢tvrtém uhliku jsou substituovany hydroxylovou skupinou.
Mezi nejvyznamngjsi anthokyany patii pelargonidin, kyanidin, peonidin, delpfinidin, malvidin
a petunidin, dosud jich bylo identifikovano vice jak 300. Dale se rozdéluji podle poc¢tu vazanych

molekul cukru. [4]
2z

R
OH
o
N
HO O
o or’

OH
Obrdzek 4: Obecna chemicka struktura anthokyanii [1]

2.2.2 Ostatni pritomné latky

Kromé polyfenolickych latek obsahuje aronie také pektiny (0,6-0,7 %), cukry (10-18 %) —
zejména glukozu (30-60 g/1), fruktozu (25-58 g/1), sachardzu a sorbitol, ktery se pouziva
jako nahradni sladidlo pro diabetiky. SuSina je bohatd na vlakninu, kterd se sklada
z neSkrobovych sacharidii a dalsich slozek rostlin jako je celuldéza, hemiceluldza, ligniny,
oligosacharidy; aronie obsahuje 5,5 g vlakniny ve 100 g Cerstvych plodi. Naopak se v plodech
nevyskytuje veétsi mnozstvi tuku (asi 0,14 g ve 100 g vahy zralého plodu). Semena obsahuji
hlavné glyceridy linolenové kyseliny a fosfolipidy — fosfatidylinositol, fosfatidylcholin
a fosfatidylethanol. Ze skupiny steroli bychom v arénii nasli p-sitosterol, kampesterol,
stigmasterol a avanasterol. [1]

Co se tyCe mineralni latek, arénie obsahuje vyznamné mnozstvi drasliku, dale sodik, hoi¢ik,
vapnik, zelezo, zinek a velké mnozstvi popelovin (az 0,44 %). Obsahuje i vitaminy B1, B2, Be,
vitamin C, niacin, kyselinu pantothenovou a listovou, vitamin K, a— a p-tokoferol,
a karotenoidy, jako naptiklad f—karoten a p—kryptoxantin. [4]

2.3 Antioxida¢ni aktivita a metabolismus polyfenoli

Jiz n€kolik let se o ardnii diskutuje jako o rostling, resp. jejich plodech, které maji pozitivni
vlivy na lidsky organismus. Byly zjistény antimutagenni, antikarcinogenni u¢inky, napomaha
I snizovani tuku a tim i omezovani vzniku kardiovaskularnich chorob. Nebyly prokazany zadné
toxické ucinky. [10]

2.3.1 Antioxida¢ni aktivita
Antioxidacni aktivita je souhrnnou fyzikalné—chemickou vlastnosti, ktera je podminénd
oxida¢né-redukénimi aktivitami pfirodnich latek, a ktera se za piesné€ definovanych podminek
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projevuje redukénim (antioxida¢nim) u¢inkem. Ten ma potencialné zna¢ny biologicky vyznam,
nebot’ mize jednak ve vlastnim potravinovém prostiedi a také in vivo po vstiebani v travicim ustroji
odstranovat nebo zmiriiovat ucinky oxidacnich faktorti (zejména volnych radikalt), které vznikaji
pii mnoha fyziologickych procesech a wvnéjSich podnétech a mohou podporovat rozvoj
nejriiznéjsich patologickych procesi. [8]

U ardénie byl zjistén antioxidacni potencidl, a to diky vysokému obsahu polyfenolickych
sloucenin. Ve srovnani s ervenym a cernym rybizem, angreStem a bezinkou je ardnie,
Co se tyce antioxidacéni aktivity, v poptedi. [9]

Ve studii byla srovnana schopnost absorbovat volné radikaly. Rzné druhy extraktd aronie,
napiiklad acetonovy, methanolovy a dalsi, vykazovaly antioxidacni aktivitu in vitro
na radikalech DPPH- a ABTS". Nejvyssi antioxidaéni aktivita byla naméfena v sestupném
poradi pro oba radikaly: vylisky, celé plody, §t'ava, a to v methanolovém extraktu. [10]

2.3.2 Metabolismus polyfenolickych slou¢enin

Hlavnim mistem resorpce polyfenoli je tenké a tlusté stievo. Existuji vSak dikazy,
ze nekteré polyfenoly se mohou ¢astecné vsttebavat uz v duting Gstni. [5]

Nékteré polyfenoly, prevazné flavonoidy, se v tenkém stievé resorbuji ve formé glykosidu,
které jsou enzymem laktdzou piemeénény na dalS$i produkty. Laktiza je nespecifickd
B—glykosiddaza zodpovédna predevsim za hydrolyzu mlééného cukru, disacharidu laktozy,
avsak je schopna $tépit i flavonoidni mono— a diglukosidy. [5]

Polyfenoly, které nejsou resorbovany v tenkém stievé dale putuji do tlustého stieva,
kde jsou metabolizovany stfevnimi bakteriemi. Flavonoidy jsou Stépeny na aglykony,
které jsou dale rozstépeny v misté pyranového cyklu na jednoduché fenolické kyseliny a ty dale
podléhaji dehydroxylaénim reakcim, kdy je redukovan hydroxyl v poloze para na aromatickém
jadre. Po resorpci jsou polyfenoly konjugovany s kyselinou glukuronovou, kyselinou sirovou
nebo glycinem v jatrech, rovnéz se mohou methylovat enzymem COMT v ledvinach. Vznika
tedy velké mnozstvi metaboliti. [5]

2.4 VIlivy na lidsky organismus

2.4.1 Antimutagenni a antikarcinogenni G¢inky

V dnesni dob€ je jiz nemozné vyhnout se mutagentim a karcinogeniim, jelikoz jsou pfitomné
volné v Zivotnim prostiedi i v nékterych potravinach. Uginky téchto latek oviem muiZzeme
zmiriovat uzivanim pftirodnich potravin s antioxida¢nimi vlastnostmi. Ty maji za tkol
zpomalovat spontdnni a indukované mutace a enzymy =za né zodpovédné,
stejné tak jako vychytavat volné radikaly. PiiliSna mutace vede ve vétsing piipadu ke vzniku
karcinomu. Anthokyany a prokyanidiny vykazuji antibakterialni vlastnosti a schopnost
inhibovat adhezi bakterii na sténach mocovych cest. Rovnéz maji protizanétlivé ucinky a chrani
pted hepatitidou A a B, stejn¢ jako ptfed hepatotoxicitou paracetamolu. Jsou schopné chelatovat
kovové ionty napt. zeleznaté a méd’naté. [7]

2.4.2 Ochrana pred kardiovaskularnimi onemocnénimi

V dlouholetych studiich bylo jiz potvrzeno, Ze aronie také napomaha predchazet onemocnéni
srdce a cév. Pritomnost anthokyanti snizuje hladinu lipida v krvi a krevni srazlivost, zabraiuje
poskozeni cév volnymi kyslikovymi radikaly. Pfi pravidelné konzumaci vytazk z ardnie

13



byl prokazan vyrazny pokles celkového cholesterolu, LDL—cholesterolu a triglycerida v Krvi.

Mrwe

lokalizovat na povrchu LDL—chol. ¢astic a uc¢inné tak branit jejich oxida¢ni modifikaci. [4] [7]

2.4.3 Dalsi farmakologické ucinky
V nasledujici tabulce, jsou uvedeny dalsi vybrané u¢inky plodu Aronia melanocarpa.

Tabulka 2: Farmakologické vucinky pripravkii z aronie [1]

, Nejvyznamnéjsi
U¢inek Typ pFipravku Schéma experimentu f Vy , !
zjisteni
Utinnost proti
Antimutagenni Suchy extrakt Amesuv test benzopyrenu a
2—aminfluorenu
Inhibice rychlosti
) ) , L, Pacienti s nadorem narustu
Antikarcinogenni  Komer¢ni extrakt ] . . ,
tlustého stieva rakovinotvornych
bunck
Snizeni hladiny
Snizovani obsahu . Pacienti s lehkou LDL—chol. a TG,
e St’ava .., L.
lipida cholesterolémii narust HDL—chol.
hladiny
Kardioprotektiva Komer¢ni suchy Pacienti po infarktu Snizeni oxidace
A%
P extrakt myokardu LDL—chol.
Pacienti s poruchou
, ., Komer¢ni suchy metabolismu Snizeni arterialniho
Antihypertenzni .
extrakt Pacienti po infarktu tlaku
myokardu
) ot Komeréni sucha . Bakteriostaticka
Antibakterialni S. aureus, E. coli

extrakt aktivita in vitro

2.5 Vyrobky z ardnie

Arbnie je pro konzumaci vyrobkl z plodl i samotné rostliny zpracovavana prevazné domacimi
péstiteli. V souCasné dob¢ se vsak diky zjiSténym pozitivnim vliviim na lidské zdravi zacinaji
produkty dostavat i na bézné trhy a do obchodnich fetézci. Nachazime vyrobky
jako marmelady, dzemy, kompoty, $tavy, sirupy, nektary, ¢aje a vina, rovnéz se s arOnii
muzeme setkat jakozto s dochucovadlem nebo piidavkem pro lepsi pigmentaci finalniho
vyrobku. Uplatnéni najde 1 v kosmetickém primyslu.

2.5.1 Marmelady, dZemy

Pro vyrobu téchto ovocnych pomazanek je zapotiebi tepelna tiprava, ptidavek cukru a pfipadné
1 zeliryjicich latek. DZemy z ardnie se nevyskytuji piili§ Casto, kvili specifické trpké chuti.
U marmelad byva obsah slozen z ardénie a dal§iho druhu nevyrazného ovoce (napi. jablka)
Vv poméru 1:1. Déle miZe byt aronie ptidavana diky vysokému obsahu pektinil jako Zelirovaci
slozka, nebo pro kvalitnéjsi pigmentaci produktu. [12]
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2.5.2 Kompoty
Kompoty byvaji ptipravovany klasickym zptsobem s piidavkem cukerného roztoku, poptipadé
jesté rumu nebo brandy. Plody ardnie byvaji také pridavany ke kompotim jinych druhi ovoce.

[2]

2.5.3  Stavy, sirupy, nektary
Tyto produkty mohou byt ziskany teplou i studenou cestou, diky niz nedojde k degradaci zdravi
prospésnych a barevnych latek. Pidava se cukr a kyselina citronova jako stabilizator. [2]

2.5.4 Vino

Vyroba vina zardnie probiha obdobnym zplisobem jako u vina z hroznovych bobuli.
Po vylisovani $tavy zplodii se piidava cukr a potravinarské kvasinky, most se necha
asi pul roku kvasit pii 20 °C. Aroniové vino ma specifickou chut’, proto se hodi k vybranym
jidlam a ptipitkiim. Obsah alkoholu se pohybuje kolem 14 % obj. [13]

255 Caje

K vyrobé &ajii se Gastéji nepouzivaji plody arénie, ale jeji listy. Caj pouze z arénie na trhu
najdeme jen velmi ojedinéle, ve vétSiné pripadd se prodava jako smés s brusinkou, Sipkem,
¢ernym rybizem, visni atd. K vyrobé vlastniho napoje lze zakoupit susené plody aronie,
ze kterych je nasledné mozné piipravit ¢aj a dalsi. [12]

2.5.6 DalSi vyrobky

Na trhu je k dostani tinktura z pupenti aronie a dal$i koncentrované §tavy. Ty mohou byt
nasledné pouzity k pfipravé vlastnich ndpoji a pochutin. Rovnéz se aronie vyuziva
I v kosmetické pramyslu. [2] [15]

2.6 Mikrobiologické metody stanoveni rustovych faktoru a inhibitori
Mikroorganismy vyZzaduji pro svlij rGst mnohé ristové faktory. Pomoci mikroorganismi
muzeme zjistit obsah téchto latek v materidlech. Cely proces probiha tak, ze mikroorganismy
zaoCkujeme do média, které ma vSechny pottebné Ziviny, ale neobsahuje riistovy faktor,
ktery chceme stanovit, a bez kterého mikroorganismus nemuze rist. Nasledné jsou pfidavany
limitni mnozstvi latek s ristovym faktorem a je sledovan rlst mikroorganismii. Po ziskani
standardni kiivky miizeme zjistit obsah ristového faktoru v jakémkoliv materialu. [16]
Obdobného postupu se vyuziva i pifi stanoveni mikrobiologickych inhibitort, kde se neméii
rust, ale naopak jeho inhibice. Déle je takto mozné sledovat citlivost mikroorganismi
na antimikrobialni latky a spektra jejich Gc¢innosti. Tato metoda nachdzi uplatnéni zejména
pfi stanoveni antibiotik. [16]

2.6.1 Difuzni metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Difuzni metoda vyuzivd tuhé agarové meédium, do kterého je pfedem zaockovany
mikroorganismus. Testovand latka ndsledné¢ difunduje médiem a zapficinuje tak vznik
tzv. inhibi¢nich a stimulac¢nich zon. Velikost téchto zén je zavisla na koncentraci testované
latky, vlastnostech média, pH média, inkubace a stability testované latky. [16]

Je dilezité, aby vrstva kultivaéniho média byla rovhomérnd, mikroorganismy rovnomeérné
naockované a aby jednotlivé vzorky byly v dostate¢ném rozestupu, kvuli ptekryvani zon. [16]
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2.6.1.1 Difuzné kapkova metoda

Testovaci latka se kape pfimo na povrch nao¢kovaného tuhého agarového média. Tato metoda
je ovSem nepresna. [16]

2.6.1.2 Difuzné diskova metoda

Disky z filtra¢niho papiru o velikosti nékolika milimetrd jsou nasyceny testovanou latkou.
Disky jsou poté pokladany na povrch nao¢kovaného agarového média. [16]

2.6.1.3 Difuzné kominkova metoda
Do naocCkovaného média se vtlaceji sklenéné, porcelanové, nebo ocelové kominky,

které se nedotykaji dna Petriho misky. Do kominkii se nésledné pipetuji roztoky testovanych
latek. [16]

2.6.1.4 Difuzné jamkova metoda
Do naockovaného média jsou korkovrtem vyhloubeny otvory, do nichZ se poté pfimo pipetuji
roztoky testovanych latek. [16]

2.7 Antioxida¢ni systémy

Aerobni mikroorganismy jsou existencné zavislé na kysliku, zaroven jsou ale vystaveny
negativnim G¢inkiim jeho reaktivnich forem, napf. volnym radikalim a dal$im slou¢eninam,
které vznikaji jako vedlejsi produkt oxidace. Zivé organismy disponuji komplexnim systémem
antioxida¢ni ochrany. Rostlinné tkdné¢ jsou bohat¢é na vétSinu typll antioxidantd,
které jsou schopny si samy syntetizovat, a tim mohou posilovat i na§ antioxida¢ni systém.
Rostlinné tkané¢ nam poskytuji nizkomolekularni antioxidanty, jako napt. polyfenolické
a karotenoidni latky, kyselinu askorbovou a enzymatické antioxida¢ni systémy. [17]

2.7.1 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Metoda spo¢iva v hodnoceni schopnosti vzorku zhaset kation—radikal ABTS™, coz zptsobuji
latky — antioxidanty, které¢ se chovaji jako donory vodiku. Neékdy je také oznacovana
jako metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), jelikoz vysledna antiradikalova
aktivita vzorku je srovnavana se stejnou aktivitou syntetické standardni latky, derivatu vitaminu
E, snazvem Trolox. Méfeni se provadi spektrofotometricky, vysledna antioxida¢ni aktivita
se sleduje na zdkladé zmén absorpéniho spektra ABTS* pfivinové délce 734 nm
v ¢ase 0 a 10 minut. Jako kalibra¢ni roztok se pouziva Trolox rozpustény v 60% ethanolu. [17]

2.7.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek

Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek se nejcastéji provadi Folin—Ciocalteuovou
metodou (FCM). Metoda spociva v reakci Folin—Ciocalteuova cinidla (smés wolframanu
sodného, molybdenanu sodného, 85% kyseliny fosfore¢né, koncentrované kyseliny
chlorovodikové a vody) s fenoly obsazenymi v extraktu. Béhem procesu se redukuji fenoly
a vznikaji modré produkty — chromogeny. Méfeni se provadi spektrofotometricky pii vinové
délce 750 nm v kyvetach s drahou paprsku 1 cm. Vysledna koncentrace polyfenolickych latek
se prepocitava na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové, kterd rovnéz slouzi pro piipravu
kalibraéni kiivky. Folin—Ciocalteuova metoda se nékdy také nazyva metoda GAE (Gallic Acid
Equivalent method). [17]
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2.7.3 Stanoveni celkového obsahu flavonoidii
Pro stanoveni flavonoidii se nejCastéji  pouziva  Christ-Miillerova  metoda,
pfi niz se spektrofotometricky  detekuji  barevné  hlinit¢é  komplexy s hydroxylovou
a karbonylovou skupinou v alkalickém prostredi. Roztok je v pfitomnosti flavonoidi zbarveny
zluté. M¢éteni se provadi pii vinové délce 510 nm. Vysledna koncentrace flavonoida ve vzorku
je prepocitana z kalibra¢ni ktivky katechinu. [17]

2.7.4 Stanoveni celkového obsahu anthokyani

Ke zjisténi obsahu anthokyani se mimo jiné pouziva metoda S pouzitim methanolu,
kdy se anthokyany uvolni do rozpoustédla. Intenzita zabarveni je pfimo umérna koncentraci
anthokyani ve vzorku. Jako kalibra¢ni roztok je pouzit cyanin—chlorid. [17]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité vybaveni a pomiicky

3.1.1 Pristroje

Laboratorni vahy — 440-43 (KERN, Ceska republika)
Vortex — MS 3 Basic (IKA, Némecko)

Trepacka — KS 130 Basic (IKA, Némecko)
Spektrofotometr — S-220 UV/VIS Spectrophotometer (Boeco, Némecko)
Autoklav — Vaposteri (BMT, Ceské republika)
Mikropipety (Biohit Proline, Némecko)

Centrifuga — MIKRO 120 (Hettich, Némecko)
Biologicky inkubator (Binder, Némecko)

Mobilni telefon s fotoaparatem (Lenovo, Cina)
Osobni po¢itaé (Hewlett—Packard, Cina)

3.1.2 Chemikalie

Destilovana voda

Folin—Ciocaultovo ¢inidlo (Sigma—Aldrich, s r.0.)
Uhli¢itan sodny (Lach—Ner, s r.0.)

Kyselina gallova (Sigma—Aldrich, s r.0.)

Dusitan sodny (PENTA s r.0.)

Chlorid hlinity (PENTA s 1.0.)

Hydroxid sodny (Lach—Ner, s r.0.)

Katechin (Sigma—Aldrich, sr.0.)

Peroxodisiran draselny (Lach—Ner, s r.0.)

Ethanol (absolutni) pro UV/VIS (VWR Chemicals)
Ethanol 96% (PENTA s r.0.)

Cyanin—chlorid (Sigma—Aldrich, sr.0.)

Kyselina chlorovodikova 36% (Lach—Ner, s r.0.)
Methanol (VWR Chemicals)

3.1.3 Software

Operacni systém Windows 10 Home (Microsoft Corporation)
Word 2016 (Microsoft Office)

Excel 2016 (Microsoft Office)

ChemSketch (Advanced Chemistry Development)

3.2 Analyzované vzorky

3.2.1 Pouzité vzorky

3.2.1.1 Plody aronie
Plody arénie pouzité v experimentu byly nasbirany ve skliziiovém obdobi v roce 2016 v malém
rodinném sadu v Podbeskydi a uchovavany v mraznicce pii teploté -15 °C. [21]
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Obrazek 5: Plody ardnie pouzité v experimentu

3.2.1.2 Cajovi smés
Cajova smés obsahujici plody arénie, $ipku a &erného rybizu byla zakoupena v obchodé
se zdravou vyzivou.

R ¢
VALDE\{I,‘!%

o ARCONIE&SiPEK &

Obrazek 6: Cajovd smés pouzita v experimentu [19]

3.2.2 Priprava vzorki

3.2.2.1 Priprava vodného extraktu 7 aronie

Navazené mnozstvi 10 g bobuli aronie bylo zalito 100 ml studené a horké destilované vody
a macerovano. Vzorky byly odebirany v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120, 180 a 240 minut od zacatku
macerace. Maceraty byly poté centrifugovany a uchovavany v mraznicce pii teploté -15 °C
k dal$imu pouziti.

3.2.2.2 Priprava ethanolového extraktu z ardénie

Navazené mnozstvi 10 g bobuli aronie bylo zalito 100 ml 96% ethanolu a macerovano. Vzorky
byly odebirany v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120, 180 a 240 minut od zac¢atku macerace. Maceraty
byly poté centrifugovany a uchovavany v mraznicce pfi teploté -15 °C k dal§imu pouziti.
3.2.2.3 Piiprava vodného vyluhu 7 Cajové smési

Navazené mnozstvi 10 g ¢ajové smési obsahujici aronii bylo zalito 100 ml studené a horké
destilované vody a ponechano louhovat. Vzorky byly odebirany v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120,
180 a 240 minut od zacatku louhovani. Vyluhy byly poté centrifugovany a uchovavany
v mraznicce pii teploté -15 °C k dal§imu pouZiti.

3.2.2.4 Priprava ethanolového vyluhu 7 ¢ajové smési

Navazené mnozstvi 10 g Cajové smési obsahujici arénii bylo zalito 100 ml 96% ethanolu
a ponechano louhovat. Vzorky byly odebirany v ¢asech 15, 30, 60, 90, 120, 180 a 240 minut
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od zacatku louhovéni. Vyluhy byly poté centrifugovany a uchovavany v mraznicce pfi teploté
-15 °C k dalSimu pouziti.

3.3 Stanoveni antimikrobialni aktivity difizné jamkovou metodou

3.3.1 Pouzité mikroorganismy

3.3.1.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis z celedi Bacillaceae jsou gram—pozitivni rovné pohyblivé ty¢inky
S peritrichalné umisténymi biciky, objevujici se jednotlivé nebo v fetizcich. V nepiiznivych
podminkach sporuluji. Maji aerobni nebo fakultativné anaerobni metabolismus,
zaroven fermentatorni nebo respiratorni. Buiiky jsou bézné pfitomné v prostfedi, u clovéka
se vyskytuje na kiizi nebo v intestinalnim traktu. Produkuji toxin subtilizin, ktery vyvolava
alergickou reakci, amylazu, proteazy, latky vykazujici fungicidni efekt a antibiotikum
bacitracin. [20]

3.3.1.2 Serratia marcescens

Jedna se o pohyblivou gram—negativni bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, o tvaru rovnych
ty¢inek, které jsou peritrichalné obrvené. Maji chemoorganotrofni, fermentatorni i respiratorni
metabolismus. Bunky se bézné¢ vyskytuji v pud€, ve vod¢, na rostlinach a v zazivacim traktu
zivoc€ichd, prevazné hlodavei a hmyzu. U ¢lovéka vyvolavaji meningitidu, infekce dychacich
i mocCovych cest. Produkuji pigment prodigiozin, ktery mize vyvolavat zdani krve
(napt. ve stolici). [20]

3.3.1.3 Micrococcus luteus

Bakterie rodu Micrococcus z ¢eledi Microccaceae jsou nepohyblivé gram—pozitivni sférické
bunky vyskytujici se jednotlivé nebo ve shlucich. Jejich metabolismus mize byt
chemoorganotrofni, mezofilni, nebo respiratorni. Vyskytuji se v pudé, ve vod¢, ve vzduchu
a Vv potravinach, na kuzi lidi a zvifat jako komenzalové. M. luteus produkuje zluty karotenoidni
pigment. [20]

3.3.2 Ptiprava Zivného média
Bylo pouzito zivné médium Nutrient Agar No. 2 (CADERSKY-ENVITEK, s r.0.) 0 sloZeni:

ZivoCi$nd tkan ..........ccc.e...e. 109
hoveézi extrakt.........c.ccovnee. 10g
chlorid sodny (NaCl).......... 59

A0AN e 159
destilovana voda................. 1000 ml
PH o 7,2+0,2

Do 1litru destilované vody o teplot¢ 25 °C bylo navaZeno 40 g zivného média. Smés
byla rozmichana a sterilizovana v autoklavu. Po ochlazeni na vhodnou teplotu bylo do kazdych
150 ml média naockovano 1,5 ml bujonu s kulturou, ktery byl pfipraven 24 hodin pfedem.

3.3.3 Priprava agarovych ploten a pipetovani extraktu

Zivné médium s mikrobiologickou kulturou bylo rozlito do sterilnich Petriho misek.
Po ztuhnuti média byly do kazdé misky vyhloubeny 4 otvory korkovrtem. Do tii korkovrti
bylo napipetovano 100 pl extraktu, do ctvrtého, kontrolniho, 100 ul vody, nebo ethanolu
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Vv zavislosti na rozpoustédle extraktu. Takto pfipravené Petriho misky byly ulozeny
do inkubatoru a inkubovany 48 hodin pii teploté 26 °C.

3.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

3.4.1 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS*

3.4.1.1 Pracovni postup

ABTS byl rozpustén v destilované vod¢é na koncentraci 7 mM. Radikalovy kationt z ABTS
byl ziskan reakci s 2,45mM peroxodisiranem draselnym. Roztok by ponecham stat ve tmé
pii pokojové teploté pftiblizn¢ 12 hodin. Pied pouzitim byl ABTS™ zfedén ethanolem
pro UV/VIS tak, aby jeho absorbance byla 0,70 +0,02 pii vinové délce 734 nm.
Jako slepy vzorek byl pouzit ethanol pro UV/VIS. Do zuzené kyvety byl napipetovan 1 ml
ABTS" abylazméfena absorbance v ¢ase 0 minut. Poté bylo piidano 10 pl extraktu
a po 10 minutach byl zméten pokles absorbance.

Kazdy vzorek extraktu byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich. Pro vypocet celkové
antioxidacni aktivity byla pouzita kalibra¢ni kiivka Troloxu.

3.4.1.2 Priprava standardu a kalibracni kiivky

Kalibra¢ni kfivka byla pfipravena z péti koncentraci roztoku Troloxu v rozmezi 50—400 pg/ml.
Trolox byl rozpustén v 60% ethanolu. Vysledky byly vztazeny na ekvivalentni mnozstvi
Troloxu. Absorbance byla méiena rovnéz pii vinové délce 734 nm.

Rovnice kalibra¢ni kiivky: y = 0,00137x.

3.5 Stanoveni celkové koncentrace vybranych skupin antioxidanta

3.5.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek spektrofotometricky

3.5.1.1 Pracovni postup

Do zkumavky byl vZdy napipetovan 1 ml zfedéného Folin—Ciocalteuova ¢inidla v poméru 1:9,
1 ml destilované vody a 100 pl extraktu vzorku. Roztok ve zkumavkach byl promichan
aponechan stat. Po péti minutach bylo do kazdé zkumavky k roztoku ptidano po 1 ml
nasycen¢ho roztoku uhli¢itanu sodného a opét bylo vSe dobie promichano. Po 15 minutach
byla zméfena absorbance pomoci UV/VIS spektrofotometru pii vlnové délce 750 nm.
Slepy vzorek namisto extraktu obsahoval 100 pl destilované vody nebo ethanolu.

Kazdy vzorek extraktu byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich. Obsah celkovych
polyfenolti v extraktu byl vypoéten dosazenim priamérmé hodnoty absorbance vzorku
do rovnice kalibra¢ni kiivky.

3.5.1.2 Priprava standardu a kalibracni kiivky

Kalibraéni kiivka byla pfipravena z péti koncentraci roztoku kyseliny gallové v rozmezi
100-500 mg/l. Dale bylo postupovano stejné jako pifi stanoveni vzorku extraktu z aronie
a ¢ajové smési. Absorbance byla métena rovnéz pii vinové délce 750 nm.
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Obrazek 7: Kalibracni kiivka kyseliny gallové

3.5.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu spektrofotometricky
Stanoveni celkového mnozstvi flavonoidii Vv pfirodnich extraktech se provadi
spektrofotometrickou metodou reakci s hlinitou soli a dusitanem.

3.5.2.1 Pracovni postup

Do zkumavek bylo vzdy pipetovano 0,5 ml extraktu vzorku, 1,5ml destilované vody
a 0,2 ml 5% roztoku dusi¢nanu sodného. Roztok ve zkumavkach byl dikladné promichan
aponechan stat 5minut. Poté bylo do zkumavek ptidano 0,2 ml 10% roztoku
chloridu hlinitého, opét bylo vse fadn¢ promichano a odlozeno na dalSich 5 minut. Nakonec
bylo pfidano 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Po 15 minutach byly
vzorky analyzovany pomoci UV/VIS spektrofotometru pii vinové délce 510 nm. Slepy vzorek
byl ptipraven z 0,5 ml extraktu a 4,4 ml destilované vody.

Kazdy vzorek extraktu byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich. Obsah celkovych
flavonoidu v extraktu byl stanoven dosazenim primérné hodnoty absorbance vzorku do rovnice
kalibra¢ni kfivky. Ta byla sestrojena pomoci roztoku katechinu.

3.5.2.2 Priprava standardu a kalibracni kiivky

Kalibrac¢ni kiivka byla pfipravena z péti koncentraci roztoku katechinu v rozmezi 25-125 mg/I.
Dale bylo postupovéano stejné jako pfi stanoveni vzorkd extraktu z arénie a Cajové smési.
Absorbance byla métena rovnéz pii vinové délce 510 nm.
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Obrazek 8: Kalibracni kiivka katechinu

3.5.3 Stanoveni celkového obsahu anthokyant

3.5.3.1 Pracovni postup

Mnozstvi 10 g arénie a 10 g Cajové smési bylo extrahovano methanolem s pfidavkem
0,1% kyseliny chlorovodikové do pH 2-3 na tiepacce po dobu 15 minut. Smés byla nasledné
filtrovana pies filtra¢ni papir a centrifugovana pti rychlosti 10 000 otacek za minutu po dobu
5 minut. Supernatanty byly ziedény tak, aby jejich absorbance byla mensi nez 1,000, a méfeny
pfi vinové délce 528 nm. Jako slepy vzorek byl pouZit okyseleny methanol.

Stejné mnozstvi ardnie a Cajové smési bylo extrahovano okyselenou destilovanou vodou.
Dale bylo postupovano obdobné jako pfi extrakci methanolem. Jako slepy vzorek byla pouzita
okyselena destilovana voda.

Kazdy vzorek byl stanovovan ve tiech paralelnich stanovenich. Pro vypocet celkového obsahu
anthokyanti byla pouzita kalibra¢ni kiivka cyanin—chloridu.

3.5.3.2 Priprava standardu a kalibracni kiivky
Kalibracni kiivka byla sestrojena z péti koncentraci cyanin—chloridu v rozmezi 1-20 pug/ml.
Rovnice kalibra¢ni kiivky: y = 59,61x.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Antimikrobialni u¢inky extrakti

V experimentu byly stanoveny ucinky extraktl zplodd arénie a cajové smesi
na mikroorganismy Bacillus subtilis, Serratia marcescens a Micrococcus luteus.

Pro experiment byly pouzity vzdy extrakty s nejvyssimi koncentracemi polyfenolickych latek
Z arénie a Cajoveé smesi.

Micrococcus luteus

Obrazek 9: Antimikrobidlni ucinky extraktu 7 aronie ve studené vodé

Bacillus subtilis

Micrococcus luteus

Obrazek 10: Antimikrobialni ucinky extraktu z aronie v horké vodé
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Bacilius subtilis

Micrococcus luteus

® o

Bacillus subtilis

Micrococcus luteus

Obrazek 12: Antimikrobialni ucinky extraktu z cajove smési ve studené vode
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Bacillus subtilis

Obrazek 13: Antimikrobialni ucinky extraktu z cajove smési v horké vodé

Na obr. 13 je patrna inhibi¢ni zéna mikroorganismu M. luteus o velikosti 2,5 cm. Rovnéz
zde Ize pozorovat zonu u B. subtilis o velikosti 3 cm. V tomto pifipadé se vSak zona jevi
jako rustova, jelikoz nartst mikroorganismi kolem korkovrtu s extraktem byl znatelné vyssi
nez u korkovrtu s vodou. Detailngjsi zobrazeni obou z6n je ptiloZeno na strané 37 na obr. 23
a24.

& ]

Bacillus subtilis

Micrococcus luteus

Obrazek 14: Antimikrobidlni ucinky extraktu z cajové smési v ethanolu

Pfi vyhodnoceni byly zjiStény téméf zanedbatelné az negativni inhibi¢ni u€inky extraktu
z arbnie a Cajové smeési na testované mikroorganismy, s vyjimkou extraktu cajové smeési
Vv horké vod¢€. V tomto piipadé byla zpozorovana inhibi¢ni zéna u mikroorganismu M. luteus
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jinou slozkou ¢ajové smési, napft. Sipkem nebo cernym rybizem. Koncentrace polyfenolickych
latek v extraktu z ¢ajové smési v horké vodé byla nejvyssi ze vSech extraktli, cozZ mohlo rovnéz
ptispét vzniku zon. Z vybranych testovanych mikroorganismi je M. luteus pravdépodobné
nejcitlivéjsi. V ¢ajové smési se ziejmée nachazeji latky, které B. subtilis vyuziva k rastu.

Je pravdépodobné, ze extrakty nebyly, i pies nejvyssi hodnoty koncentraci v jednotlivych
experimentech, dostatecné koncentrované. Na mikroorganismy by mohly pusobit extrakty
0 vétSim objemu, nebo extrakty, k jejichz pfipravé bylo pouzito vEétSi mnozstvi ardnie,
nebo ¢ajové smési, aby byla celkova koncentrace extraktu vyssi.

4.2 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity
Antioxidacni aktivita byla stanovena u vzorkt snejvysSi koncentraci latek z ardénie
a cajové smesi.

660

600

540
E iy
?_3: 480 plody aroénie
S W Cajova smes

420

360

300 .

studena voda horka voda 96% ethanol

Obrazek 15: Celkova antioxidacni aktivita extrakti

Extrakty v horké vodé vykazovaly niz$i hodnoty antioxidac¢ni aktivity, pravdépodobné
kvuli tepelné degradaci zptsobené teplotou varu rozpoustédla. Extrakty ¢ajové smési ve vodé
byly naopak vyssi hodnotu antioxidacni aktivity nez extrakty z ardnie, jelikoz nebyly fedény
jako v piipadé stanoveni celkovych polyfenoli a flavonoidu, které je uvedeno v dalSich bodech.
Extrakty z ¢aje rovnéz obsahovaly i dalsi plody, které mohly byt bohatsi o polyfenolické latky,
coz zpusobilo vzrist antioxidacni aktivity oproti extraktiim z plodl ardnie.

Ve studii je zjiSténa antioxidaéni aktivita v jednotkach TEAC (umol/ml). Stanoveni probihalo
u §tavy z arénie a byla namétena antioxidaéni aktivita v rozmezi 65—70 pmol/ml. [11]

V dalsi studii jsou wuvedeny hodnoty antioxidaéni aktivity na radikal ABTS™,
a to 439 umol TEAC na 100 g plodu ardnie a 103,2 mg TEAC v 1 ml aréniové stavy. [22]
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4.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Vzorky byly méfeny ve tfech paralelnich stanovenich. Pro vypocet obsahu polyfenola
byla pouzita primérna hodnota naméfenych absorbanci.
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Obrazek 16: Celkovy obsah polyfenolii v extraktech z aronie

Vodné extrakty z plodu aronie vykazuji postupny nartst obsahu polyfenolickych latek. Horka
voda extrahovala polyfenoly ve vétSim mnozstvi pfi prvnich méfenich, v delSich ¢asech
vSak dochdazelo jen k mirnému nartstu.

V nasledujicim grafu jsou uvedeny hodnoty celkového obsahu polyfenolt v extraktech z ¢ajové
smési. Za pouziti studené 1 horké vody jako rozpoustédla bylo nutné vzorky 20x natedit,
aby métena absorbance byla pod hranici A < 1,000.

4500
3700
— 2900
E
(=]
= m studend voda
© 2100
® horka voda
1300
500
15 30 60 90 120 180 240

¢as [min]

Obrazek 17: Celkovy obsah polyfenolii v extraktech z cajové smési
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Oproti extraktim z arénie obsah polyfenolti kontinualné nevzristal. Nejvyssi koncentrace
bylo dosazeno v ¢ase 120 minut. V posledni dvou c¢asech dosSlo k poklesu koncentrace
polyfenold.
Obr. 18 znazornuje hodnoty celkového obsahu polyfenolii v extraktech z ardnie a ¢ajové smési,
za pouziti 96% ethanolu jako rozpoustédla. V ptipadé plodi arénie se ethanol jevi
jako uc¢inngjsi rozpoustédlo.
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Obrazek 18: Celkovy obsah polyfenolii v ethanolovych extraktech

Ve studii byl zjistén obsah polyfenolii v rozmezi 2010-6902 mg ve 100 g cerstvych ploda
a 3760—7849 mg ve 100 g ususenych plodu. [11]

4.4 Stanoveni celkového obsahu flavonoidi
Vzorky byly meéfeny ve tfech paralelnich stanovenich. Pro vypocet obsahu flavonoidl
byla pouzita primérna hodnota naméfenych absorbanci.
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Obrdzek 19: Celkovy obsah polyfenolii v extraktech z aronie
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Vodné extrakty z Cajové smési opét vykazovaly postupny nartist obsahu latek. Horkd voda
extrahovala flavonoidy v mensim mnozstvi nez studena voda.
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Obrazek 20: Celkovy obsah flavonoidii v extraktech z cajové smési

V grafu na obr. 20 jsou uvedeny vysledky obsahu flavonoidu v ¢ajové smési. V ptipadé pouZiti
studené 1 horké vody jako rozpoustédla bylo nutné vzorky 20x natedit, aby méfend absorbance

byla pod hranici A <1,000. Extrakce studenou vodou méla prudky ndrlst koncentrace
v zacatku. Jako v pfedchozim experimentu, nejvyssi

koncentrace latek byla namétena
v ¢ase 120 minut.
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Obrazek 21: Celkovy obsah flavonoidii v ethanolovych extraktech

A4

Ethanolovy extrakt Gajové smési vykazoval vyssi hodnoty obsahu flavonoidi. Cajova smés
obsahuje 1 jiné slozky nez pouze ardnii, které mohou zvySovat obsah uvolnénych latek.
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4.5 Stanoveni celkového obsahu anthokyant
Vzorky byly méfeny ve tiech paralelnich stanovenich. Pro vypocet obsahu anthokyant
byla pouzita jejich primérna hodnota absorbanci. Pro piesnéjsi méfeni byly vzorky nejprve
natfedény tak, aby métena absorbance byla mensi nez 1,000.
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Obrazek 22: Celkovy obsah anthokyanii v extraktech

Ve studené destilované vodé se anthokyany z c¢ajové smési uvoliiovaly jen malo,
naopak v methanolu byla barviva (vSech plodu pfitomnych ve smési) extrahovana velmi dobie.
Methanol se z pouzitych dvou rozpoustédel jevi jako vyrazné G¢innéjsi.

Ve studii byl zjistén obsah anthokyant v rozmezi 307-1480 mg ve 100 g cerstvych plodu
aronie a 641-1959 mg ve 100 g ususenych plodu. [11]
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo teoreticky charakterizovat rostlinu Aronia melanocarpa, jeji plody
a popsat moznosti vyuziti téchto plodi. Zpracovany byly rovnéz i poznatky o biologicky
aktivnich latkach, antioxida¢ni aktivité, a kone¢né o vlivech téchto latek na lidsky organismus.
Experimentalni ¢ast se zaobira mikrobiologickym stanovenim antioxidacni aktivity za pouZiti
mikroorganismu Bacillus subtilis, Serratia marcescens a Micrococcus luteus. Jako vzorky byly
pouzity extrakty z plodi aronie a ¢ajové smési obsahujici plody aronie, $ipku a ¢erného rybizu.
Narust inhibi¢nich zon se projevil jen u mikroorganismu M. luteus, kde v pfipadé extraktu
z ¢ajové smési v horké vodé narostla zona o velikosti 2,5 cm. U mikroorganismu B. subtilis
také narostla zona 0 velikosti 3 cm, ovSem ristova, jelikoz nartist mikroorganismt kolem
korkovrtu s extraktem byl znatelné vy$§i neZ u korkovrtu svodou. Cajovd smés
tedy pravdépodobné obsahuje latky, které podporuji rast mikroorganismu B. subtilis.

V dalsi ¢asti  experimentu byl stanoven celkovy obsah antioxidac¢nich latek,
jako jsou polyfenoly, flavonoidy a anthokyany, stanovena byla i celkova antioxidaéni aktivita.
Tyto parametry byly stanovovany pro plody arénie. Ta byla extrahovana vodou o laboratorni
teploté, horkou vodou a 96% ethanolem. Byly méfeny absorbance extrakt v riznych ¢asech
a na zaklade kalibracnich ktivek vypocteny obsahy pfislusnych latek.
Jako nejkoncentrovanéjsi se ukazaly extrakty s nejvyssim casem odbéru — 240 minut,
kdy v ptipad¢ extrakce vodou o laboratorni teploté byl stanoven obsah celkovych polyfenolt
na 255,80 ug/ml, obsah celkovych flavonoidd na 104,68 pug/ml, antioxidac¢ni aktivita
byla zmétena na 481,02 ug/ml. Extrakce horkou vodou méla nasledujici vysledky — obsah
polyfenolt 211,39 ug/ml, obsah flavonoida 52,48 pg/ml a antioxidaéni aktivita 416,06 ug/ml.
Pfi extrakci 96% ethanolem bylo dosazeno vysledku obsahu polyfenoli 472,20 ug/ml, obsahu
flavonoidu 163,90 pg/ml a antioxida¢ni aktivity 590,51 pg/ml.

Celkovy obsah antioxida¢nich latek se stanovoval i v ¢ajové smési, a to se stejnym postupem
jako v pfipad¢ stanovovani u plodt aronie. V piipadé extrakce vodou byla nejvyssi koncentrace
latek stanovena pii Case 120 minut, pii extrakci ethanolem byla nejvyssi koncentrace
opét Vv nejdelsim Case, 240 minut. Pii extrakci vodou o laboratorni teploté byl stanoven obsah
celkovych polyfenolt na 4 213,05 pug/ml, obsah celkovych flavonoidt na 2 106,77 pg/ml,
antioxidacni aktivita byla zméfena na 655,47 pg/ml. Extrakce vrouci vodou méla nasledujici
vysledky — obsah polyfenolll 4 396,29 pg/ml, obsah flavonoidii 2 244,19 ng/ml a antioxida¢ni
aktivita 647,45 pg/ml. Pii extrakci 96% ethanolem bylo dosazeno vysledku obsahu polyfenolt
343,93 pg/ml, obsahu flavonoida 227,54 pg/ml a antioxidacni aktivity 331,39 pg/ml.
Poslednim tkolem bylo stanovit anthokyany v arénii a cajové smési. Anthokyany
byly stanovovany ve vodném a methanolovém extraktu. Pro arénii ve vodném extraktu
byl stanoven obsah anthokyani na 0,294 pg/ml, v methanolovém extraktu na 0,617 pg/ml.
Vodny extrakt cajové smési vykazoval obsah anthokyant 0,036 pg/ml, methanolovy extrakt
0,845 ng/ml.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DPPH
ABTS
COMT

TG
LDL—chol.
HDL—chol.

2,2—difenyl-1—pikrylhydrazyl
2,2‘—azinobis—(3—ethylbenzothiazolin—6—sulfonova kyselina)
katechol-O—methyltransferaza

triglycerid

cholesterol o nizké hustoté (low—density cholesterol)
cholesterol o vysoké hustoté (high—density cholesterol)
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