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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaena na fipravu alkoholovych extraktz jedlych kwta

a netradinich druli ovoce a stanoveni jejich antimikrobialnickinku. K pripraw extrak-
ta byla vyuZzita metoda macerace s kontinualtimiskontinualnim psobenim ultrazvuku.
Antimikrobialni &inky byly stanoveny pomoci diskové difazni metodyvybrané gram-
pozitivni a gramnegativni bakterie. N&$i antimikrobialni ginek byl stanoven u metano-
lového a etanolového extraktu ze vzoBaivia officinalis Neji&inngjSim extraknim ¢ini-
dlem byl etanol, ktery je v potravifglvi povazovan za bezpg. Z netradinich druti
ovoce byla antimikrobialni aktivita prokazana u kapoAmelanchier, TiSnovsky".

Kli¢ova slova: jedlé kity, rostlinny extrakt, extraini metody, antimikrobialnidinky

ABSTRACT

This thesis is focused on making alcoholic extradtedible flowers and nontraditional
kinds of fruits and determination their antimicrabeffects. To prepare extracts method
was used for maceration and continuous and disugouis sonication. Antimicrobial
effects were determined using the disk diffusionthod to the selected Gram-positive
and Gram-negative bacteria. The greatest antimiralotivity was determined in metha-
nolic and ethanolic extract &alvia officinalissample. The most efficient extraction agent
was ethanol, which is considered safe food. Ofnibvetraditional fruits, the antimicrobial

activity is demonstrated in the samplmelanchier, TiSnovsky".

Keywords: edible flowers, plant extract, extractroathod, antimicrobial activity
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UvoD

Rostliny s potencionalnimidé/ymi Ucinky byly od nepariti pouzivany k prevenci adbe

riznych neduh a infelénich onemoceni. Rizné rostliny a jejichtasti ¢i produkty byly
pouzivany v tradini medicig k I&bé béznych poruch a degenerativnich onentoén
u lidi, stejrg jako u zvfat. Sekundarni metabolity bioaktivni slogeniny (fytochemikalie)

piitomny v rostlindch nesou odpsmnost zaizné pozorovatelné biologické aktivity.

Powdomi spatebiteli 0 moznych nezadoucickiacich syntetickych, chemickych antimi-
krobialnich latek donutil &dni obory prozkoumavat antimikrobiélni latky n@rpdni, rost-

linné bazi, které jsou toxikologicky bezfre®, a to zejménarippouZiti v potravinéstvi.

V posledni dob védecké prace potvrdily antimikrobiélniiaky z trad&éné vyuzivanych
rostlin a jejich jednotlivycheasti. Vyhody pouzivanitgodnich antimikrobiélnich latek
zahrnuji sniZzeni celkové zavislosti na antibiotik&&nizeni rezistence patogennich mikro-

organiznii na antibiotikach a posileni lidského imunitnihetéynu.

Sowasné rostouci trzni trendy naZof zvySeni vyuZziti bioaktivnich latek z rostlinjex
jich ¢asti, zejména pak semen, plp@toreni, oddenk a kwta. ObzvIast extrakty z keta
dosahly vysoké priority a naslyana vyuziti, diky bohatému obsahu bioaktivnichKae

antimikrobialnim dinkam.

| kdyZ se instrumentalni techniky stale rozvijipfgprava vzorku nedilnou soéasti analy-
zy. Sokasnost dava vzniknout novym extéakn metodam, které nejenzeis€hs a spo-
tiebu extrakniho rozpou&dla, ale i mnozstvi extrahovaného materialu. Jegnaejmeéna
o0 mikroextrakci na pevnou fazi, mikrovinnou extralextrakci rozpougtllem za zvysené

teploty a tlaku a extrakci s vyuzitim nadkritickagaliny.

Na zaklad téchto skuténosti se tato prace zétuje na pipravu alkoholovych extrakt
z jedlych k¢ta a netradinich drutii ovoce a zjigini jejich potencionalnich antimikrobial-
nich &inka pomoci diskové difuzni metody. V neposledad pak jejich vzajemné po-

rovnani a vyhodnoceni ngjangjsi metogy.
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1 GENERATIVNi ORGANY ROSTLIN

Generativni neboli reproduki organy rostlin jsou deny k pohlavnimu rozmnozZovani
rostlin, kdy dochazi k produkci pohlavnich kkrgamet a jejich spajeni v zygotu. Mezi
generativni organy krytosemennych rostlinfadi kwt, semeno a plod, které udrzuji a

rozsSkuji svij druh v daném prostdi [1].

1.1 Kvét

Kvét (flos, anthos) je rozmnoZovaci neboli reprathikorgan krytosemennych rostlin.
Vznika pg'emeénou listi a koncovychiéasti stonku. Celistvy Kt se sklada ze satich sporo-
fylu (tycinek) a santiich sporofyl (pestiki). K ttmto orgaim setradi kwtni obaly neboli
okwvéti v podolg kalicha a koruny. K& maze byt oboupohlavni, ktery obsahuje jakity

ky, tak i pestiky, nebo jednopohlavni, ktery obgamouze tyinky nebo pouze pestiky.
Pokud je két bez tyinek a pestil, ozn&uje se jako sterilni. Pokud jsou na jednom jedin-
ci pestikové kety a na druhém jedinci ¢inkové kwty, ozn&uji se tyto rostliny jako
dvoudomé. Jednodomé rostliny maji na jednom jedinéty tycinkové a sodasre i pesti-
kové. Nekdy ma jedinec ksty oboupohlavni i jednopohlavni, v tomtéigac se rostlina

ozna&uje jako polygamni [2].

Tycinky a pestiky jsou zakladnimi organyckw. Kromg nich se ke kdtu jest fadi kwetni
obaly a to zeleny kalich a barevna koruna. Ty by¥agto nahrazeny jednobarevnym
okwvetim. Nekterym rostlinam kwtni obaly zcela chybi. Proto podlegrich obal rozliSu-
jeme kw¥ty na achlamydni (nahé), heterochlamydni (majickaéi korunu), monochlamyd-

ni (vyvinut je pouze kalich nebo koruna, druhy ergéredukovan) [3].

Rostliny s nahymi kéty se povaZovaly za vyvojévstarsi, avSak vyzkumy ukazaly, ze
Slo o zgtnou ztratu ke¥tniho obalu. Vyvojovy stupese utuje podle uspi@dani jednotli-
vych ¢asti kwtu do kruhii nebo spiraly, pcemz se spirala poklada za vyvojostarsi. Vy-
vojove starSi jsou tedy magnoliovité a pryskikovité rostliny se spiralowituspdadanymi

tyc¢inkami a pestiky, neZizovité a vrbovité rostliny, které maji organy v kicth [2].

Kvétni obaly vyfistaji z k¥tniho kizka ve spirale nebo v kruzich. &mi lizko mize byt
prohloubené, poharkovité a vyted ¢iSku (cupulu). Pokud spodriist kwtnich obai

snista s kétnim laizkem, vznik&esSule (receptaculum) [3].

Kvét se tedy sklada z &nek, pestik, koruny a kalicha (kstnich obai).
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Tycinky (mikrosporofyly) jsou saifi pohlavni organy. Soubor vSeckityek v kwtu se
nazyva andreceum, jednaityka pak stamen. Jsou slozeny ze stopkovité nfilgmien-
tum) a vékovitého prasniku (anthera). PraSnik ma dva prag&iky spojené jalovym
parenchymatickym pletivem. Kazdy prasnye® obsahuje dvprasna pouzdra, proto ma
pradnik na icnémiezuctyii pouzdra. Prasné vy obsahuji pylova zrnka, kterd vyiva
jemny Zluty prasek [4].

NejcastjSim tvarem pylovych zrnek je tvar koule nebo aligyg. Jejich povrch je tuen
vngjSi blanou (exina), ktera je Buhladka, nebo lepkava éanymi vystupky. U rostlin,
u kterych se pyl fenasi nejastji pomoci \&tru je vrejSi blana pylu hladkd, u pylu, ktery je
pienaSen pomoci hmyzu, je&si blana lepkava a navic je ofmta héky, ostnyci lista-
mi, coZ umo#uje lepsSi pichyceni nadle hmyzu. Vnitni blana (intima) je blanita. Pylové

zrno obsahuje generativni i vegetativnhkw [4].

Pestik (pistillum) je sanii pohlavni organ. Soubor pestike nazyva gyneceum, avSak
vétSina kwti ma pouze jeden pestik. Obsahuji mnohebuoid@ vajtka, z nichz po oplozeni
vznikaji semena. Pestik vznika &aim nebo sistem jednoho nebo vice listkkteré se

nazyvaji plodolisty [5].

Pestik se sklada z blizny (stigmadglky (stylus) a semeniku (ovariuminélka je protah-
la a spojuje bliznu a semenik. Upttest ma kanalek vyptmy fidkym pletivem. Blizna je
lepkavé nebo chlupata a Warchol pestiku. Spodr#asti pestiku je semenikida@vitého
tvaru. Uvnit je jedno az &kolik vajicek. U rekterych rostlin je pestik delSi neZiyky,

u jinych je tomu obracen Pokud je tedy pestik delSi neZihky, ma se tak zamezit samo-

opyleni tzv. iznainélecnosti (heterostylii), nap prvosenka, plicnik [5].

Vajicka se vyviji z dlivého pletiva plodolist a semenice (placenty). \istaji bul’ na
okraji, nebo na vnihi strag plodolisti. Drobna vajka jsou mnohobuigna a k semenici
prirustaji poutkem. Tvd je pletivné jadro (nucellus), které je kryto j&inaz déma va-
jeénymi obaly (integumenty). Na vrchu v&a se nachazi nepatrny otvor, ktery se nazyva
otvor klovy (mikropyle) [6].

Kalich (calyX je vrgjSi obal kwtu, ktery chrani §inky a pestiky ped nepiznivymi pod-
minkami a poskozenim. U jednodussicktkvho tvai listky volné a u sloZifSich srostlé.
Kalich mize mit tvar nafoukly, hruSkovity, nalevkovity, valdty, zvonkovity, dvoupys-
katy apod. Barvu ma v odstinech zelené &fginou opadavy [4].
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Koruna ¢orolla) je vnitini obal kwtu. Nekteré rostliny jej nemaji, a proto jsou bezkorun-
né. Jednotlivy korunni listek se nazypétaluma bul’ mohou byt voln€, nebo srostlé.
Srostla koruna se podle tvaru rozliSuje nara&ifou (divizna), zvonkovitou (bdwka),
kulovitou (andromeda), jazykovou (pupava), svictmyi(Séik), pyskatou (hluchavka) a
Sklebivou (hledik). Koruna s volnymi listky byvaresthovitd (kapusta), paprskovita
(brslen), motylovita (bobovité) a ostruhata (@ek str&ka). Korunni listky jsou vyrazn

zbarvené, to proto, aby lakaly hmyz [5].

. blizna zraly kvét
,(;irlilaka tycCinka
konektiv
vajicko
kvétni obaly
koruna
kalich
prasnik
osa kvétu
semenik  hektarium
pedicel mikrosporangium

Obr. 1. Stavba kiu [7].

1.1.1 Kvétenstvi

Kvéty byvaji velmicasto sdruzeny v charakteristické soubory nazyvastekstvi (inflo-
rescentium). Koncovéast stonku byvé ojedite zakortena jednim kstem (tulipan) Cas-
t¢ji dochazi na koncovéasti stonku k rozstveni a vytvéi se mnohem napa#si kwéten-
stvi, kterd mohou byt jednoduch& nebo sloZzena.ePzgisobu ¥tveni se jednoducha &v

tenstvi @li na hroznovita a vrchalhata [8].

Hroznovita (racemozni) Keenstvi jsou charakterizovana tak, Ze postranmikgtmeffe-
rustaji stonek hlavni a kW rozkvétaji od zdola sénem nahoru nebo pokud je denstvi
ploché, tak od okraje strem ke stedu. Podle délky storika zpisobu ¥tveni se dli na

fadu forem:

* hrozen — na hlavnim stonku, ktery je zasem kwtem, vyfistaji postranni stonky
s kvitky (rybiz, konvalinka);
» klas — postranni Kty jsou gisedlé ke stonku (jitrocel, rdesno);

* jehreda — forma podobna klasu, ale hlavni stonekgiply a chaby (vrba, topol);
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e palice — odvozena od klasu se ztloustnutym hlavsiiomkem (puSkvorec, sa#ni
kvétenstvi kukiice);

» strboul (hlavka) — podobny palici se zkracenym hlavstonkem, na kteryfigeda-
ji drobné kety (jetel);

» SiStice a SiSka — klas, jehoz listeny a plodold&tvnati (borovice, smrk);

e Ubor — sil# rozsfeno kwtni lizko, ze kterého hustvyriastaji gisedlé kéty (he-
manek, slunénice);

» chocholik — odvozen od hroznu, ktery ma postramirk stonky natolik prodlou-
Zené, Ze jsou v jedné ro¥is hlavnim stonkem (hru$gjablan);

» okolik — z konce stonku vigstaji stej& dlouhé kétonosné stonky (prvosenkdet

ai) [2].
f\Tf '
A b
Rz :
N |
a ,, Ny
\‘r/ Y X
TRA\\72
X

a — hrozen, b — klas. ¢ — jehnéda, d — palice. e — strboul, f— Gbor,
g — okolik, h — chocholik, 1— lata (hrozen hroznu)

Obr. 2. Velka hroznovita Ktenstvi[9].

Vrcholi¢cnata (cymozni) kétenstvi maji postranni stonky delSi nez stonekrtilawozkve-
taji od shora dal nebo u plochych kKenstvi od sedu k okrajm. Zde se rozeznavaji

formy:

* mnohoramenny vrcholik — zakladni typ, ktery ma egilstonky vrchotinag roz-
vétvené €erny bez);

» dvouramenny vrcholik —&vi se deéma postrannimi stonky (silenkovité);
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* jednoramenny vrcholik —éwi se pouze jednim postrannim stonkem, dale¢te d
na rekolik typi: vejitek (kosatec), srpek (raik), Sroubel (tezalka) a vijan (kosti-
val, blin) [2].

Kombinaci jednoduchych Ktenstvi vznikaji keétenstvi sloZzend. K n&sgjSim zastup-
cam pati lata (vinna réva, $ik), sloZzeny okolik (mrkvovité), slozeny klas (p&emn Zito),

Sroubel z Ubar (¢ekanka), chocholik ubdrrekricek), apod.

1.2 Semeno

Semeno (semen) je mnohoktiny rozmnozovaci Utvar, ktery se vyviji z ¥&g po jeho
oplozeni. Vajtko je mnohobu&iné a ma charakteristickou stavbu. Nahosemennénstl
maji vajitko uloZzené za plodni Supinou vélpiistupné k pylu. Krytosemenné rostliny maji
vajicka ukryta v semeniku agxd samotnym oplozenim na blé&kli¢i pylova 1&ka, ktera
promista k vajéku. Vajicko je se semenikem spojeno poutkem, kterym proa@azii sva-
zek. Je kryto d¥ma vajeénymi obaly (integumenty), kdy se na jejich vrcholchazi klo-
vy otvor, kterym pylova k&a profista do vagka. Pod klovym otvorem je ukryta vajeé
buinka oosféra [10].

Po opyleni ¥trem, ¢i hmyzem za&ina KIkit pylova l1&ka, ktera pronik&nélkou az do se-
meniku k vajtku. Vyvoj pylové I&ky je fizen vegetativni hikou a generativni (rozmno-
Zovaci) butkou, ktera se @i na dw sangi (spermatické) hiky. Jedna splyva s vajeou
buikou a vznika zarodek (embryo), druhd pak splyvédpmdinim jddrem zarodmého
vaku a vznika endosperm. V& obaly se ifp zrani semenefpmeénuji v osemeni (testa).
V mis& klového otvoru je osemeni ztemo, kdy pray z tohoto mista i kli¢eni prorazi
kotinek [6].

1.3 Plod

Pfi sowasném vyvoji vajiek v semena, se semenik a dalsithkivcasti gremenuji v plod
(fructus). Plody jsou mnohob&mé rozmnozovaci Utvary, které uzaviraji jedno &kblik
semen. Sny semeniku se &ni v oplodi (perikarp), které je v délzralosti bd’ duznate,
tzv. sarkokarp (bdivka), kozovité (slun@nice) nebo tvrdé, sklerenchymatické (liskovy
ofiSek). Dale se di dle vrstev na v§Si (exokarp), sedni (mezokarp) a vititi (endo-
karp). Nekteré plody vyviji z endokarpu masité pletivo tpulpu (citrusy, banén). &eni
plodi jsou fizna, nejastji se vSak posuzujiizné vlastnosti plail a to stavba gynecea,
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pocet semen, typ oplodi, apob otvirani apod. Nejvho&gim ctlenim je @leni dle typu

gynecea, coz je soubor plodalist kvétu [1].

1.3.1 Apokarpni plody

Vznikaji z jediného plodolistu. Déale sélidna:

plody pukavé — v dabzralosti se otviraji a semena se uiwugil;

a) méchyfek — puka jednim Svem na ngistustu okrafi plodolistu (pivaika, blatouch,
Sacholan);

b) lusk — puka d¥ma Svy v mist stistu plodolistu (hrach);

plody nepukavé — v detzralosti se neotviraji a od megké rostliny se odduji v ce-

listvosti nebo se rozpadajicasti;

a) jednoplodolistova nazka —fipomnost dopikovych orgaf k rozstovani (chlupy,
hacky);

b) bobule — nemé vritti sklerenchymatickou pecku, &&i vrstvy je blanita nebo ko-
Zovita, obsahujediSinou \&tSi patet semen (bdvka, okurka, raje);

c) peckovice — ma sklerenchymaticky endokaipdg, oliva).

Z apokarpniho gyneceaie vzniknout souplodi, kde se iafadi malvice.

1.3.2 Cenokarpni plody

Gyneceum je srostlé z vice plodalisDale se di na:

plody pukavé — v dabzralosti se otviraji a semena se i,

a) tobolka — fiznorody druh, ktery sesti podle vzniku, uloZeni semen a otevirani;

b) suché tobolky — pukaji ve Svech a tim vznikaji phtg

c) duznaté tobolky — oplodi je duznaté i za zralomtnen (karambola, netykavka);

d) SeSule — specifick&d forma tobolky, ktera vznikéaraarpniho dvouplodolistového
gynecea brukvovitych;

plody nepukavé — v detezralosti se neotviraji a od megké rostliny se odduji v ce-

listvosti nebo se rozpadajicasti;

a) viceplodolistova nazka — je vybavena diolvymi organy k rozgovani (chmyr);

b) ofiSek — ma tevnaté oplodi, které valrobjima semeno (liska);

c) obilka — v podst&tnaZka, jejiz oplodi srostlo s osemeningrgen);

d) bobule — oplodi je duznaté &t§im p&tem semen (rybiz);
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e) peckovice — gedni vrstva oplodi je duznata,&$i blanita a vnini sklerenchyma-
ticka (oliva, Sicha) [1, 2, 11].
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2 MOZNOSTI EXTRAKCE BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK Z
ROSTLIN

Biologicky aktivni latky jsou zajimavé malé orgakécmolekuly, které seasto nazyvaji
sekundarnimi metabolity. Jsou produkovarignymi zZivymi organismy &etné rostlin,
mikroorganiznti, marskych organizma, hmyzuci obojzivelniki. Na rozdil od vSudyip-
tomnych makromolekul primarniho metabolismu, caiujgakladni Ziviny proigziti (po-
lysacharidy, proteiny, nukleové kyseliny, lipidgekundarni metabolity gatdo rady che-
micky riznych skupin. Jsodasto specifické pro konkrétni druh a nejsou stéiktezbytnée
pro preziti.

Nicmérg, roste zajem o ddecké studie, které prokazujtinky téchto metabolii z orga-
nismi, neba@ predstavuji potencionalni impozantni zdroj k vyvofivgch I&iv. AvSak
pied samotnou analyzogchto metabolii se musi provést jejich extrakce. Cilem je extra-
hovat b’ znamy metabolit nebo % neznamych metabalitv dost&ujicim mnozstvi a

urcit je podle systematickych fytochemickych test

Rostliny jsou komplexni formy, které produkuji agi@du sekundarnich metabélis iz-
nymi funkénimi skupinami a polaritami. V rostlinach s&h¢ vyskytuji vosky a mastné
kyseliny, polyacetyleny, terpenoidy, steroidy, é&le¢ oleje, fenoly, flavonoidyfisloviny,
antokyany, chinony, kumariny, lignany, alkaloidyylgsidové derivaty, nap saponiny a
dalSi. Existuje &kolik technik pro extrakciéchto biologicky aktivnich latek. &oliv se
voda pouziva jako extrahi ¢inidlo v mnoha extraknich tradénich technikach, organicka

rozpoustdla nizné polarity jsou obeénvybirana do modegjsich metod [12].

Jakykoliv rostlinny druki rostlinnac¢ast ziskana nadhodmize byt zkoumana za pouziti
dostupnych fytochemickych metod. NicrécilensjSimu gistupu se davarpdnost ped
nahodnym vybrem. Rostlinny materiél fize byt vybran i na zakladidového I&itelstvi.

U extrakt, které jsou fipravené z rostlin, jez se pouZzivaji v lidovénditi@stvi k l&be
n¢kterych onemoaini, je WtSi prav@podobnost, Ze budou obsahovat biologicky aktivni
latky. Fripadré muze byt rostlina vybrana na zaktadhemotaxonomie. To znamena, Ze
jeli zndm gibuzny druh nebo rod, ktery obsahuje podobné bickygaktivni latky zkou-
mané rostliny, tak je pra¥édodobné, Ze je zkoumana rostlina bude také obsahDasi

moznosti je vybr rostliny s cilem ji testovat na specifickou fakuabbgickou aktivitu [12].

Ziskany by ndly byt pouze zdravé vzorky celé rostliny nebo jegésti (listy, stonky, ku-
ty, plody, semena,tka, hlizy, kdeny) v zavislosti na tom, kde se biologicky aktiléatky
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hromadi. Pokud je zndmo, Ze rostlina obsahikave nebo termolabilni latky, &a by byt
co nejdive po odbru zmrazena. Zmrazené vzorky mohou byt uchovanyazntce [fi

-18 °C nebo v lyofilizované form[12].

2.1 Moznosti extrakce

Extrakce je z pohledu fyzikalni chemie procesg¢mn prochézi dané slozkaslozky fa-
zovym rozhranim mezi édwma vzajema nemisitelnymi kapalinami. Z analytického hledis-
ka jako proces extrakce mohou byt povaZovany ii sa&tody, pi kterych je slozka sisi
prevadna fazovym rozhranim z jedné faze (pevné, plynri#repalné) do faze druhé
(pevné plynné nebo kapalné) [13].

Podle skupenstvi fazi, mezi kterymi slozkeghazi, se extrakceldna:

» z pevné faze do kapaliny — dana slozka se extrahpgného materialu do kapali-
ny za pouziti vhodného rozpo#dla, ostatni slozky se niegvedou;

» z kapaliny do kapaliny — sloZkargzhazi do rozpouidla, ve kterém je Iépe roz-
pustna. Extrakce je zaloZena na adaci rovnovaze dvou nemisitelnych kapalin;

» z kapaliny na pevnou fazi — dané slozky jsou sele&tzachyceny z roztoku pev-
nou fazi, ze které se ziskaji teplem nebo roztokem;

» z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi tzv. mikroakte — zaloZena na poznéné
extrakci pevnou fazi, kdy adsorpci na polymer, Ykggokryva Kemenné vilakno,

dojde k zakoncentrovani analytu [13].

Cilem extrakce je dosdhnout kvantitativniho a reg@néativnino extraktu pokud mozno co
nejrychleji, nejjednoduseji s nizkymi naklady aauatizaci [13]. Pevné vzorky jsotigal

samotnou extrakci v mnohaipadech homogenizovany.

Mezi nefastjSi polarni extraéni rozpoudtdla se pro rostlinné materialy vyuziva metanol,
etanol, voda nebo se vyuZiva jejiché&sinv ugitém pongru. Do nepolarnich rozpoustel
vyuzivanych pro extrakci lipofilnich sléanin sefadi chloroform, etylacetat nebo hexan
[14].

Organicka rozpouétila narusuji butnou stnu, propustnost cytoplazmatické membrany
rostlinnych bugk a tim dochazi k eluci biologicky aktivnich lateiteré se rozpoudt

extrakénim ginidlem.
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Vyuziti klasickych extraénich metod je velméasow¥ narané, avSsak mnoho autopro
piipravu extraki z rostlinnych materidél je stale vyuziva [15]. Nicménsowasnost dava
vzniknout novym extraknim metodam, které nejenzeiseéts a spdtbu rozpoustla, ale

I mnozstvi extrahovaného materialu. Jedna se zegneemikroextrakci na pevnou fazi,
mikrovinnou extrakci, extrakci rozpodglem za zvySené teploty a tlaku a extrakci

s vyuzitim nadkritické kapaliny.

2.1.1 Macerace

Tento jednoduchy Zisob extrakce je stéle Siroce vyuzivan. Vhibbdomogenizovany rost-
linny material se necha macerovat ve vhodném rospdle v uzavené nadob pii poko-
jové teplok. Pro zvySeni rychlosti extrakce a zvyseni extrakoaktivnich latek z rostlin-
ného materialu se e doplnit proces offlezitostné nebo kontinualni mechanické micha-
ni pomoci tepaky nebo michadla. Tim se radzvysSuji molekularni interakce vigchu
extrakce. Extrakce je ukodena, kdyZz se ustanovi rovnovaha metabolitozpousidle a

rostlinném materialu [12].

Po extrakci se zbytkovy rostlinny material (mata)irmusi oddit od rozpous&tdla. Pro
tuto operaci se vyuzije dekantace, po které obvykiigleduje filtrace fjes filtratni papir.
Pro dokonalé odstr&ni rostlinného materialu, obzvia®okud se pro maceraci pouZzil
jemny prasek, se vyuZije centrifugace. Pro odbdukéoku filtrace se rostlinny material
muze zabalit do muSelinu a poté macerovat. Pro zvy3gmeZznosti metabolit
z rostlinného materialu se matolina jednou az dMakg@t maceruje pdanim cerstvého

rozpoustdla. Poté se vSechny filtraty sleji dohromady [12].

Aby se zabranilo degradaci nebo polymeraci fengtibkslogenin nemdl by byt extrakt
uloZen @i pokojoveé teplat a vystaven imému slunénimu z&eni po dlouhou dobu. Ma-
cerace probiha v kénickych fidaach ¢i jinych nadobkach, jejichz hrdla musi byt zakryta

hlinikovou folii nebo parafilmem, aby se zabramtipaovani rozpougtla [16].

Pro extrakci se pouzivajibna rozpousgtla jako je metanol, etanol, hexan, aceton, etyl-
acetat nebo chloroform. Extrakce se provadi’ m&isté fornme, za pouZiti rozpoudtlla
nebo po ngedni destilovanou vodou v &itém pongru [17]. Volba vykru rozpoustdla

zavisi gredevSim na rozpustnosti bioaktivnich latek a b&zpstnich aspekt[18].
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UdrZovani stability bioaktivnich latek je velmilézité @i vybéru vhodné a &inné metody
extrakce. Nkteré ze slotenin (hlavi ty s fenoly) maji tendenci oxidovat nebo degrado-

vat @i vysokych teplotach [19].

Hlavni nevyhodou macerace je, zéz®a byt velmi¢asow narana. Proces re trvat od
n¢kolika hodin az po &kolik tydni. Také se mohou spgebovat velké objemy rozpodst
dla. Krone toho, rékteré slodeniny nemusi byt dinné extrahovany, pokud jsou Spatn
rozpustné H pokojoveé teplat. Na druhé stran kdyz se extrakce provadfigokojové

teplot, je nepravdpodobné, Ze proces povede k degradaci termolabimg&tabolit [20].

2.1.2 Perkolace

Do perkolatoru se nejprve vlozZi prowny vzorek, ktery zalije rozpodsiiem a maceruje
se ¥ pokojové teplat. Po utité doke se oteye vypustny kohout perkolatoru a extrakt se
necha pomalu odkapavat. Saar¢ se filéva cerstvé teplé rozpouktlo az do upiného
vyextrahovani. Poté se vSechny dily extraktu slefiromady. Dodat®a filtrace neni za-
potiebi, protoZe na vystupu z perkolatoru je usmigiitr. Tato metoda je vhodna i pro ob-
jemngjSi vzorky. UEgity rostlinny material vSak e negativ ovlivnit vynos extrakce.
Jedné se zejména o rostlinné materialy obsahujigi mnozstvi sli# a pryskyic, které se
vyzna&uji bobtnavostigimz mohou perkolator ucpat. ZhorSeni vyinextrakce mze za-
pricinit i husty rostlinny materiél, ktery nebude v ka&atoru homogenni a rovnamme
rozmistn. Rozpou&idlo tak nemusi proniknout nadith mista vzorku a tim bude extrakce
neuplna. Zvysena teplota rozpaua mize veést k rozkladu termolabilnich slozek. DalSi
nevyhodou je to, Ze je perkolace naré na pouziti velkych objemu rozpotdia a také

tento proces fize bytéasow zdlouhavy [12].

2.1.3 Extrakce ponofenim s michanim

Jedna se o alternativni uggadani macerace, kdy se homogenizovany vzorek posldi

do rozpousidla a extrahuje se za neustalého michani. Mick&istaje intenzivni kontakt
mezi vzorkem a rozpou&tlem. Mechanické namdahani wastice je porrné vysokeé.
Jakmile se dosdhne rovnovahy koncentraci mezi emork rozpoustllem, extrakce je

ukontena a nasleduje filtrace [21].
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Ponoreni s michaniin Perkolace Macerace

Obr. 3. Zakladni princip pro extrakci pevna latkagalina[21].

2.1.4 Dekokce

v s

z l&tivych rostlin. Vyvé&eni se provadi varem vzorku ve ¥qub ugitou dobu [22]. Velkou
nevyhodou je fisobeni vysokych teplot na rostlinny material. Vysokeplotou degraduji

bioaktivni latky citlivé na teplo a tim vodny exttatraci svou &innost [16].

2.1.5 Extrakce ultrazvukem

Pouziti ultrazvuku je vyuZivanou acianou mechanickou extraki metodou. Jde
v podstat o modifikovanou maceraci, kdy je extrakce usradrnpouzitim ultrazvukovych
(vysokofrekverinich) pul$i. Obvykle se pracuje s frekvenci 15-25 kHas@benim ultra-
zvukovych vin na kapaliny vznika jev tzv. kavita&®. tomto procesu se v kapativytva-
ieji oblasti stlaeni a #edéni. V oblastech izdéni vznikaji dutiny, které v oblasti stiani
opct zaniknou. Bubliny, které vznikli v dutinach, jstinto zpisobem stléeny tlakem az
nekolik set MPa. B zaniku dutiny vznika tlakova vina, ktera se prgpovazuje za onen
destruktivni prvek. Krom toho k destrukci izjm¢ prispiva i aktivovany kyslik, ktery
vznika @i prachodu ultrazvukovych vin médiem [23].

Sonda se umislje pod hladinu kapaliny a rychle setfiMd, proto se dopotuje proces
prerusit. TaktéZ se dopatuje ochladit extrahovanou rostlinnou suspenzinbost extrak-
ce zAavisi na zvolené frekvenci, dob§spbeni ultrazvukovych vin, pH a tepid23]. Fi
zvoleni vySSich kHz se vytiidzv. ,bily Sum®, ktery pro skoho mize byt na poslech ne-
piijemny. Extrakce rize byt ovliviena amplitudou vibraci a povrchovym tlakem. Nevy-

hodou sonifikace fi¥e byt podstatna denaturace eniéywndisledku gehrivani sondy.
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Ultrazvuk je aplikovan jentidka na extrakci velkého mnoZstvi materidlg¢Zzi se v3ak
VyuZziva pro usnadmi extrakce intracelularnich metaboli rostlinnych materiél[24].

2.1.6 Extrakce mikrovinami (MAE)

Jedna se o modifikovanou maceraci, kdy se na mostimaterial v rozpou&tlle pisobi
mikrovinami a tim dochazi ke zlepSeni extrakce.ZRou mikrovin ma tu vyhodu, Ze se
rozpoustdlo zaltiva mnohem rychleji, nezipnepimém vrEjSim zaltivani, tak jako
u k¥Znych extrakci, nap Soxhletovi extrakce. Extraki ¢as, z obvyklych 3-20 hodin se
zkracuje na mé&nhnez 30 minut. Mikroviny ozalji vzorek, vyvolavaji rozkmitani molekul,
¢imz se zlepSuje pnik extrakiniho rozpou&dla do bugk. VytéZnost biologicky aktiv-
nich latek byva ve srovnani s klasickymi technikarygSi [25]. DalSi vyhodou je, Zze se

muze extrahovat s@asré vice vzork.

Musi se vSak zvazit vyip a povaha extrakiho rozpou&dla. Ri absorpci mikrovin roz-
poustdlem, by se newo rozpou&kdlo silré zalivat, jinak by to mohlo vést k degradaci
biologicky aktivnich latek. U MAE je sporné€, zda s tato technologie mohlagvést do
pramysloveho nititka, neb@ ekonomicka stranka a technicka slozitost v roZsdhk &i-

zenich by byla znm¢ vysoka a naria [21].

2.1.7 Frenchiv lis

Frenchiv lis (French pressure cell press) vznikl v roc€d@ velmic¢asto se v laborato
vyuziva k dezintegraci bgk. Skldda se z ocelového vélce s malym otvoremhiygm
uzawrem a pistu ssnénim. Diky pistu, tldéeného hydraulickym lisem, se na vzorek p
sobi vysokym tlakem (do 210 MPa). Kdyz vzorek péxihges vypustny ventil, prudce
kles& tlak na hodnotu atmosférického tlaku, timhda¢ k prasknuti hiky a vnitrobugény
obsah se uvolni do rozpo#&dla. Lis se ped pouzitim chladi na 0 °C. Existujitizné mo-
difikace klasické konstrukce lisu, zejména pak hkazeni jehlovych uz&wi, kdy je na
chlazeni pouzit stteeny CQ nebo podchlazeny dusik. Chlazenim se zalpgadegradaci
termolabilnich sloZek biologického vzorku [26].
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1 — pristup k zasobniku hydraulické kapaliny, 2 — prepinaci ventil,
3 — hlavni vypina¢, 4 — regulator tlaku, S — manomefr, 6 — spodni
platforma, 7 — podporné tyce, 8 — centrovaci koliky, 9 — svorka

s maticemi, 10 — vrrchni platforma, 11 — sit’ovy kabel

Obr. 4. Frencliv lis [27].

2.1.8 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce je Siroce vyuzivana v extragsilinnych metabolit pro své pohodli.
Do valcové extraini papirové patrony se navazi vzorek a cela pasenanisti do gedni
casti fistroje. Vhodné rozpouitlo se nalije do by, ktera se zafiva k varu rozpoust
dla. Pary rozpoustila stoupaji do chlate, kde kondenzuji. Rozpoddto pak kape na
vzorek v patrot a tim dochazi k extrakci. igdni ¢ast extraktoru se postupmplni a po
jeho naplgni dochazi k vraceni rozpoadta obsahujici analyty do varnénbks a cely
proces se opakuje, dokud nejsou vyextrahovany pvzext slozky v dostateém mnoz-
stvi. Hlavni vyhodou této extrakce je, Ze se jedri@ntinualni proces a neni nénd na
obsluhu. Nevyhodou je vSak to, Ze se extrakt neugtdtiva k bodu varu rozpouftla a
tim maze dojit k posSkozeni termolabilnich slozek. DalSh@vyhodami jsodasova nare

nost, kdy cely proces e trvat az 20 hodin, dale pak vyssi $glba rozpoustla, ktera
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muze ¢init az 500 ml na jeden vzorek a v neposle@ak je kladen draz na pouzittis-

tych rozpoustdel bez jakychkoliv néstot [12].

Jistou modifikaci Soxhletovi extrakce je pouzitirakvuku @i extrahovani. Nejenze vy-
znamr zkracuje dobu celé extrakce, ale extrakty nejsgiaveny vysokym teplotam po
dlouhou dobu [28].

A — Extraktor

B - Trubice na vedeni pary

C - Picpadova trubice

D — Extrakéni patrona {filtragni papir nebo frita)

Obr. 5. Soxhlelv extraktor[29].

2.1.9 Vysokotlaka extrakce rozpousédlem (PFE)

Vysokotlaka extrakce rozpowsiem (Pressurized Solvent Extraction — PSE) je Zaala
na principu extrakce tuhé latky kapalinou a povaag za relativhnovou extrakni meto-
du. Probih& za zvyseneé teploty 40-200 °C a tlaki3.MPa v kratkéngasoveém intervalu
5-20 minut. B normalnich podminkach je rozpoédio v kapalném stavu.iPzvySeni
teploty grechazi rozpoustllo z kapalného stavu do plynného, tim neni schapmpou&it
analyty a dinnost extrakce klesa k nule. Pokud vSak zatal@de i ke zvySeni tlaku, roz-
poustdlo opst prechazi do stavu kapalného adskbdku vySsi teploty roste Winost ex-
trakce [30].

Vyhodami vysokotlaké extrakce rozpotdiem jsou, Ze zvySena teplota urychluje rozpust-
nost analyi v rozpou&tdle a uvohuje bioaktivni latky z rostlinnych matric. ZvySetigk

udrzuje rozpougtlo v kapalném stavu nad jeho bodem varu a takémapa ke kontaktu
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rozpoustdla s analyty v matricich. PFE vede ke snizeni mitvopouZzitého rozpouidla,
casové nenatmosti a efektivity [31]. Je vhodna pro extrakci dktivnich latek

z rostlinnych pletiv [32].

Dawidowicz a kol. se za#hli na antioxid&ni (€inky alkoholovych extrakt z kwta, plo-

du a listi bezucerného s pouzitim PFE [33]. Z&wu bezuwerného touto metodou extraho-
val Rieger a kol. polyfenolické sl¢eniny [34]. Waksmundzka-Hajnos a kol. porovnavali
extrakeni techniky jako jsou Soxhletova extrakce, extraltteazvukem, mikrovinna ex-
trakce a PFE z pohledu ¥ynosti flavonoid z kwtu bezucerného. Nejutsi obsah flavo-
noidi z kwétu bezucerného vyextrahovali pomoci Soxhletovi extrakce].[3alvador a
kol. ziskali extrakt z bobuli bezterného $ambucus nigral.) Soxhletovou extrakci
z 2,5 g rostlinného materialu pomoci 80 ml dichletamu po dobu 8 hodin. Rozpaidio
pak bylo odp&eno na roténi odparce [36].

SloZeni plod podle studie ukazuje, Ze by mohly byt zdrojem gehrbioaktivnich latek
(zejména triterpenickych sldenin) s protizagtlivymi, antihepatotoxickymi a antivirovy-
mi UCinky. Pati mezi r¢ kyselina ursolova a kyselina oleanolova, kteréasto vyuZivaji
v kosmetice a vyzivovych dagich [37]. Navic fytosteroly sniZuji cholestergbadporuji
imunni aktivitu [38]. Zajem o fytochemikalie a jeji zdroje se zvySuje, nebdokazi vy-
rovnat mirnou fyziologickou nevyvazenost. Plody &z pak vyuZzit jako vedlejSi slozka
pro vytvaeni low-cost potravinovych daikua, které Ize povazovat z&iané v prevenci

raznych chorob [39].

2.1.10 Extrakce subkritickou vodou (SWE)

Jedna se o upravenou vysokotlakou extrakci rozpdlgsh, kdy se rozpouidlo nahrazuje

vodou. Tuto metodu Ize najit pod nazvem extrakéaiestou kapalnou horkou vodou
(Pressurized Hot Water Extraction — PHWE nebo Stibar Water Extraction — SWE).
Teploty subkritické vody se pohybuji mezi bodemuwaf0 °C a kritickym bodem varu
374 °C pi tlaku 21,7 MPa [40].

Voda s rostoucim tlakem a teplotognmnsvé fyzikalni a chemické vlastnosti¢M se tak
i dielektrick&d konstanta vody a tim se vod&ima chovat jako rozpou&tlo. Voda musi
zustat v kapalném stavu, tudiz tlak pxtrakci musi byt vyssi, nez tlak nasycenych par

vody za dané teploty [41].
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SWE byla nejéive vyuZivana na extrakci odpadnich latelidyp poté se v3ak jeji vyuziti
rozskilo pro extrakce biologicky aktivnich latek z rastlych material. Fxi srovnani me-
tod SWE, extrakce ultrazvukem a macerace pro esiti@itioxidant ze Sal¢je lekaske,

prokazala pr&v metoda SWE nejvySsSi obsah antioxitiah latek [42]. MoZnou nevyho-

dou této metody jegsobeni vysSich teplot, tudiz moZnéa destrukce texbilolich slozek.

2.1.11 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkriticka (nadkriticka) kapalina je definovgalto slowenina, ktera se nachazi nad
svoji kritickou teplotou a tlakem s vlastnostmi finglynem a kapalinou. Kriticka teplota je
nejvyssi teplota, ip které Ize plynnou fazi jeStzkapalnit tlakem. Kriticky tlak je dan bo-
dem, nad kterym kapalinu nelze zvySenim tepldgnpnit na plyn. Pro Superkritické ka-
paliny je charakteristické to, Ze jejich viskoziapodobné plyim, tudiz Iépe pronikaji do
poréznich materia] zatimco hustota je podobna kapalinam, tudiz pawritelné jako

kapalna rozpoustlla.

Superkriticka fluidni extrakce je metoda, kteravsgoslednich 20 letechébré vyuziva
diky komeen¢ dostupnym fstrojam. Také se zpozorovalo, Ze je tato extrakechnika
vhodna i na analyzu metabdlitNejpouzivagyjsi superkritickou kapalinou je oxid utily,
CO, [43]. Existuji i jiné superkritické kapaliny, jakaxid dusny nebo xenon. Oxid dusny
ma vSak silné oxidai (inky, které posSkozuji &které biologicky aktivni latky. Xenon je
sice vhodny, ale velmi drahy. Oxid utity ma nizkou viskozitu a vysokou rychlost difuze
s vysokou schopnosti se odmeat, proto je vhodnym rozpoggtem [13].

Superkriticky oxid uhliity je nepolarni rozpou&tlo a jeho nizka polarita je vhodna na
extrakci nepolarnich sl@enin, jako jsou tuky a lipidy.#lavkem metanolu, vodi jiné-

ho polarniho rozpou&tla se dosahuje extrakce polkg&ich slodenin biologicky aktiv-
nich latek rostlin [44].

Vyhodou je zdravotni nezavadnost £@izka pdizovaci cena, rychlost extrakce, ktera
trva nekolik desitek minut, dale je CQehce dostupny, selektivni a mobilni, n#hoy a je
mozné ho recyklovat [45]. SFE se vyuziva zejméndammaceutickém gmyslu pro vy-
robu potravinovych dopku, I&iv a extrakfi z bylin. V kosmetice pro vyrobu extrakt
z kvétu, lista a karem rostlin, esenci z rostlin a keni. V potravingstvi pak pro extrakci
rostlinnych a ZiveiSnych tuki a olefi, esenci z rostlin a keni, pro vyrobu chmelového
extraktu, odstrgovani kofeinu z k&vy, pro vyrobu syntetického BH3utylhydroxytolue-
nu) nebo BHA (butylhydroxyanisolu) [46, 47].
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2.1.12 Extrakce pevnou fazi (SPE)

Extrakce pevnou fazi (Solid Phase Extraction) jaaiwanou technikou, ktera je rychla a
selektivni pro fipravu vzorku. Je zaloZena na zachyceni molekky Id& tuhém poréznim
sorbentu, fes ktery protéka vzorek. Analyty jsou pak ze sonberymyvany zvolenym
rozpousdlem. Kolony pro SPE jsou rigstji na bazi silikagelu, mohou se vSak pouzit
i jiné adsorbenty, n&pna bazi syntetické pryskge nebo aluminy. Rtok rozpousidla
pies sorbent se e urychlit pouzitim vakua na vystupu z kolonyspbenim tlaku na
vstupu kolonyi centrifugaci. Metoda Sétcéas i rozpous&dlo a ma Siroké vyuziti v oblas-

tech biochemie, farmacie, analyzy potravin, Ziviatnprostedi atd. [25, 13].

2.1.13 Mikroextrakce pevnou fazi (SPME)

Mikroextrakce pevnou fazi je modifikaci SPE. Bidldgy aktivni latky se z matric izoluji
bez pouziti rozpoudtlla. ZaloZzena je na zachyceni a koncentraci analgtorpci na po-
lymer pokryvajici vlakno z tavenéhdeimene. VIakno je nachylné na mechanické posko-
zeni, proto je zasunuto v ocelové jehle. SPMEg8inou spojena s analytickym stom
nag. kapalinovou chromatografii [13]. Vyhodou tétoheiky je, Ze je velmi citliva, rych-

la, hodi se pro izolaci analyz niznych matric a nepracuje se u ni s exiréi cinidly.
Nevyhodou je kehkost vliakna z tavenéhdeknene a dodrzeni ditych podminek s jeho
manipulaci [13].
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3 ANTIMIKROBIALNI AKTIVITAEXTRAKT U Z JEDLYCH
KVETU A NETRADI CNiCH DRUH U OVOCE

Lécivé rostliny s potencialnim terapeutickyrtinkem byly od nepasi pouzivany k léb¢
raznych infekKnich onemocni. Sekundarni metaboliti biologicky aktivni latky (fyto-
chemikalie) pitomny v rostlinach nesou odp@minost za kzné pozorovatelné biologické
aktivity. Powdomi spotebiteii o moZnych Z&doucich ¢iincich pozivani produft
s pirodnimi biologickymi latkami vedeizné spolénosti a jejich ¥decké tymy ke zkou-
mani rostlin vykazujici antimikrobialniciinky, které jsou toxikologicky bezpeé a které

by se daly potenciaénvyuzit v potravinéstvi ¢i farmacii [48].

V posledni dob se objevuji tizné studie o potencionalni antimikrobialni aktivitadicné
vyuzivanych rostlin, ze kterych se vyuzivaji jejigitazkyci éterické oleje.

Najjaa a kol. zkoumali antimikrobiélni aktivitu eaktu z rostlinyAllium roseumL. ze
severni Afriky, ktera se pouziva jako zeleninaiekd a bylinny Iék v tradni medicii.
Bioaktivni latky extrahovali pomoci kyseliny sirgvéris-HCI pufru a fosfatového pufru
obsahujici NaCl zetyi ¢asti rostliny, a to z i, cibulky, listi a semen. Antimikrobialni
aktivitu testovali pomoci diskové difuzni metodyntAnikrobiélni &innost extraki proti
deseti testovanym mikrobialnim kman (grampozitivnim bakteriimStaphylococcus au-
reus Staphylococcus epidermigislicrococcus luteusBacillus cereusBacillus subtilisa
Enterococcus faecaliggramnegativnim bakteriinSalmonella typhimuriumEscherichia
coli, Pseudomonas aeruginosakvasinceCandida albicanpse liSila v zavislosti na #p
sobu extrakce a pouzitého rostlinného materialalysa prokazala vyznamny antibakteri-
alni &inek v tomto péadi na kmenytaphylococcus aurepBacillus cereusBacillus sub-
tilis, Enterococcus faecali€scherichia coliPseudomonas aerugingsaalmonella typhi-
murium a Candida albicansPredchozi studie ukazaly, Zze gramnegativni bakteoa pa
vytazky zAllium sativumvice citlivé. Difuzni testy prokazaly, Ze extraltkwti a semen
maji WtSi antimikrobialni Ginek, nez extrakty z lifta cibulek. Z pohledudinnosti ex-
trakti nejwtSi inek vykazoval extraktifpraveny pomoci Tris-HCI pufru, jak na gram-
negativni bakterie, tak i grampozitivni bakteri@timco dalSi dva extrakty vykazovaly
slabou antimikrobialni aktivitu pouze proti grampgonim kmemim. Vysledky naznély
potencionalni vyuzitéasti rostliny (ktu, listd, cibulek a semen) jako keni a konzerva

ni latky v potravingském ptimyslu [49].
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Lopez-Garcia a kol.fjpravili extrakt z jedlych kutt Allium schoenoprasun®alvia pra-
tensis Sambucus nigra Taraxacum officinalgpomoci 90% metanolu. Nasledhnyla pro-
vedena HPLC analyza, ktera zjistilditpmnost kyseliny benzoové, kyseliny hydroxysko
cové a flavonoid jako hlavnich slozek. Antimikrobialni aktivita lylstanovena pomoci
diskové difuzni metody na dva patogenni mikroorganyi grampozitivniStaphylococcus
aureusa gramnegativnEscherichia coli VSechny metanolové extrakty z jedlychétdv

vykazovaly vyznamnou antimikrobialni aktivitu [50].

Jedlé kéty Chrysanthemum pertheniuse prokazaly antimikrobialni aktivitou, kdy z nich
Shafaghat a kol.fjpravili pomoci vodni destilace extrakt silic. Akta byla pozorovana
proti dwma grampozitivnim bakteriim a jedné gramnegativaditérii diskovou difazni
metodou [51].

Polyfenolicky extrakt jedlych kiti Sesbania grandiflordyl testovan proti &nym pato-
gennim mikroorganiziém. China a kol. extraktijpravili ze suchych jemhrozemletych
kvéta, které se extrahovaly sisi extrakniho ¢inidla metanolu a vody v pofru 80:20.
Poté bylo extraéni ¢inidlo odpaeno a extrakt byl uchovan v lyofilizované fafnbi ex-
perimentech diskové difuzni metody byl extrakt ne&n v 10% DMSO. Zajimavou ob-
meénou této metody bylo, Ze do agarové plotny s MiiHerton agarem jiz nag&ovanou
prislusnym inokulem se nerezovym sterilnim vrtakerhloybily jamky o piméru 6 mm,
kdy do kazdé jamky se napipetovalo 50 pl extrakhésleds byla provedena kultivace.
Inhibi¢ni inek byl zaznamenan proti bakteriaphylococcus aureuShigella flexneri
Salmonella typhiEscherichia colia Vibrio cholerae Grampozitivni bakteri€Staphylo-
coccus aureuvyla na dinky extraktu nejcitliejsi, zatimco nejvyssi odolnost vykazovala
gramnegativni bakteriibrio cholerag[52].

Biologicka aktivita extraktu zavisi na jeho poly@dickém slozeni. Almajano a kol. zjistili,
Ze &inek extraktu zavisi na bakterialnim kmeni, fenkdistruktite a mnozstvi pouzitého
extraktu [53].

U jedlych kwta Sesbania grandifloraryuzivanych jako zelenina praripravu fiznych
pokrmi se \ilo, Ze jejich spakeba niize vyl&it nékteré nemoci a onemogmi. Tyto kw-
ty se podavaly lidem trpicimi fymy, coz indikuje jejich antimikrobialni aktivitubf].

Slanomilny druh rostlinyramarix gallicase v tradini medicig vyuZiva pro své stimuta
ni (Cinky pii 1é¢be raznych poruch jater. Nélevy z lisa kwtia se pouzivaji f lécbe zare-

ta a @i prajmovych onemocEnich. Ksouri a kol. zkoumali antimikrobialnéiaky extrakt
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z jedlych keta a listh této rostliny. Extrakty sefpravily ze suSenych K¢t jemre rozdr-
cenych maceraci v metanolu za &mného michani magnetickym michadlem. Nasledn
byl extrakt zfiltrovan a za vaku&st&né odpden. Pro zji&ni antimikrobialni aktivity
byla zvolena diskova difuzni metoda. Vysledky ukgzae wtSi antimikrobialni aktivitu
maji jedlé keéty, neZli listy. Extrakty vykazovaly ziaé antimikrobidlni vlastnosti proti
lidskym patogennim kmeém bakterii. NejsilgjSi antimikrobiélni aktivita byla zazname-
nana protiMicrococcus luteuszatimco nejnizsi aktivita byla pozorovana pExcherichia
coli. Navic extrakty vykazovaly slabou azesini aktivitu proti rodu kvasinek Candida.
Metanolové extrakty vice inhibovalyist bakterialnich kmeh nez fist kvasinek, pravd
podobr diky jejich aktivnim molekulam [55]. &kolik studii gipisuje inhibEni &inek
extrakti proti bakterialnim patogém diky jejich obsahu fenolickych latek [47, 48].

Scalbert dinek fenolickych latek vysitluje jejich adsorpci na bddné membrany, inter-

akci s enzymy a ztratou kovovych i6fb8].

Jedlé kéty a mladé listy opadavého ostnitéhdekelalimodendron halodendrose v seve-
rozapadnCing vyuzivaji od nepasii. Wang a kol. testovali antimikrobialni aktivitéto
rostliny, kdy z jednotlivych rostlinnycltasti (kwta a listi) pripravili extrakt pomoci
95% etanolu. Extrakt byl zahggtve vakuu fi teplot 50 °C. Hrdy zbytek byl suspendo-
van ve vod a extrahovan petroléterem a chloroformem. Nasleoomoci fyzikalg-
chemickych analyz bylo izolovano jedenact fenoladkyatek, které byly testovany na an-
timikrobialni &inek proti Agrobacterium tumefaciengEscherichia coli Pseudomonas
lachrymang Xanthomonas vesicatoti@8acillus subtilis Stapyhlococcus aurewsStaphy-
lococcus haemolyticu€'tyii aglykony flavonoid a & fenolové kyseliny vykazovaly sil-
nou antimikrobidlni aktivitu. Obeénplati, Ze flavonoidové aglykony s relatévmizkou
polaritou maji vyssi antimikrobialni i antioxi¢fa &inky, nez ty aglykony s vysokou pola-
ritou. Nebyly zjiSény zjevné rozdily v antimikrobialni aktiitproti grampozitivnim a
gramnegativnim bakteriim. Vysledky naZop potencial této rostliny jako zdroj futikich
sloZek pidavnych do potravin [59].

Antimikrobialni &inky jedlych kwta Iécivé rostliny Salvia officinalis zkoumali Aba-
Elmageed a kol., kdy z usuSenychéKvpripravili dva extrakty pomoci 70% metanolu a
vody. Antimikrobiélni aktivita pipravenych extraki byla testovana diskovou diftzni me-
todou proti bakteriinStaphylococcus aureuBacillus stearothermophilug®seudomonas
aeruginosa Clostridium sporogenesEscherichia coli Klebsiella pneumonigeBacillus

cereus kvasinceCandida albicansa plisniAspergillus niger Metanolovy extrakt se pro-
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kazal vyraz® vySSimi antimikrobidlnimi €&inky nez extrakt vodni. 70% metanolovy ex-
trakt i vodni extrakt svou antimikrobialni aktivitanejvice @sobili proti ristu bakteriim

v tomto pdadi: Escherichia coliStaphylococcus aure@Pseudomonas aeruginof0].

Sarikurkcu a kol. se zajimali o antimikrobialniinky esencialnich olé&j ze dvou drufi
Dobromysli obecnéQriganum vulgaresubspyvulgare a Origanum vulgaresubsp hirtum.
Esencialni oleje byly testovany na antimikrobiahkfivitu metodou difGznich diskproti
Staphylococcus aureugscherichia coli Sarcina lutea Bacillus cereus Pseudomonas

aeroginosaSalmonella typhimuriura Enterococcus faecali§1].

Proti testovanym mikroorganizim vykazovaly oleje vyznamnou aktivitufigemz se
acinnost jednotlivych ol€j znan¢ liSila. Esencialni oleje ©. vulgaresubspyvulgarebyly
nejaktivrejSi vaci M. luteus S. aureusE. faecalisa B. cereus Obecr plati, Zze ¥tSina
testovanych grampozitivnich bakterii byly citlivd nba extrakty. Nejvice rezistentni bak-
terie bylyS. typhimuriumk. coliaP. aeroginosaEsencialni oleje vykazuji antimikrobial-
ni aktivitu diky gitomnosti fenolovych sloZzek karvakrolu a thymoltude naznéuje, Ze
oba druhy mohou byt cennyniippdnim zdrojem s furdnimi vlastnostmi f vyrob¢ po-
travin a I€iv [61, 62].

Adansonia digitata_. (baobab) ma&etné biologické vlastnosti,cetne antimikrobialnich,
antivirovych a antioxidénich, pisobi proti malérii, pijmu, anémii, astmatu a ma protiza-
nétlivé Geinky. Césti stromu jako jsou semena, listyéwy, kwty, ovocna den a kira
jsou jedlé. V poslednich letech se hleda&jrquni alternativy ve forghrostlinnych olej

jako prisady do potravin, kosmetiky a biopaliv [63].

Plody baobabu se ve fo#ovocné dené pouziva jako protihotay prostedek¢i jako
imunitni stimulator. Obsahuji velké mnoZstvi vitamiC, téndi desetkrat vice, nez pome-
rance. Plody se kroglidového I€itelstvi vyuzivaji také jako hlavniigady do oméek,
kaSi a napaj[64, 65].

S ohledem na obavy spebitelr z obalovych materiélse vyzkum soustdi na vyvoj udr-
Zitelnych obalovych materi@lna bazi obnovitelnychifrodnich biopolymer, jako jsou
polysacharidy a proteiny [66]. Biologicka rozloaitest, vyborna biokompatibilita, plasti-
cita, gilnavost a nizké naklady jsou hlavnimividy pro Siroky rozsah aplikaci. Touha
spotebiteli o prirodni latky a nefitomnost chemickych konzerich ¢inidel zvySuji
popularitu @irodnich antimikrobialnich latek [67]. Z tohotouwbdu, gidani latek
z extrakti prirodnich materidil, které misobi baktericid® ¢i bakteriostaticky se zda byt
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zajimavou volbou. Tyto vlastnosti Izéigst vysokému obsahu terpenovych a fenolovych
slowenin. Vodny extraktéchto latek z rostlinnych materiapridanych do aktivnich obél

tzv. Zelatinovych filnk mize pisobit antimikrobials [68].

Martucci a kol. pipravili smésny extrakt pomoci vodni destilacéerstw ususSenych ksta

a listi oregana@riganum vulgarg a levandule l(avandula offivinali Uginnost extraki
zkoumali z divodu vyvoje novych udrzitelnych obalovych matetigto potraviny na bazi
obnovitelnych pirodnich biopolymet. Hlavni hnaci siloutstu celosétového potraviné
skéeho piimyslu je rozsah uchovani a trvanlivost potravin][@%tivni obaly si ziskavaji
¢im dal wtSi pozornost vyzkumnikvzhledem Kk jejich finosu pro zachovani zdravotni
nezavadnosti potravin. Jsou navrhovany pro vzajenim@rakci s jejich obsahem a okol-
nim prostedim. Maji schopnost pohlcovat kyslik, vihkost, &hti zapachy a také mohou
vykazovat antimikrobialni a antioxidai aktivitu. Aktivni obalové materialy dokazi sledo
vat stav balenych potravin nebo presli a zarovie poskytuji informace otznych fakto-

rech Bhem grepravy a skladovani [69].

Na zjiseni antimikrobialni aktivity filmi Martucci a kol. pouZzili metodu difaznich disk
Z zelatinovych filnti byl asepticky viiznut disk o piiméru 10 mm, ktery byl umish na
agarové plotny jf®dem natkovanych 100 pl inokula obsahujici filgizneé

10° az 16 CFU/mI testovaného kmene bakterie. Plotny bylyubtvany pi teplot

37 °C/24 h. Rim¢r inhibi¢ni zony kolem disk byl presré zmeten [70].

Zjistilo se, Ze oba extrakty inhibujiist testovanych mikroorganiZm Citliv¢jSi na tyto
extrakty jsou pak grampozitivni bakterie. Extraktoregana oproti levanduli proti
Escherichia colije vy5ssi v dsledku ¢tSiho obsahu fenolovych skenin, které zarove
poskytuji antioxidani (inek [70].

s o

rofilnich polysacharitl, které omezuiji difazi hydrofobnich sk®nin, jako je pra¥ extrakt

z oregana a jeho hlavnich slozek. Oba patogeny i@ nachyiné k psobeni levandu-
lového extraktu a na jeho hlavni slozku linaloa? maznéuje antibakterialni schopnost.
Podobné vysledky byly zaznamenany u extraktu zlkazatymianu [71]. Potencialni an-
tagonisticky nebo synergicky efekt mezi jednotlivyextrakty byl experimentathanaly-
zovan na sisich v pordru 50:50. Smis vykazovala niZsi antimikrobialni aktivitu, nez

jednotlivé extrakty, coZz ukazuje jejich mozny amtaigticky (Einek [72].
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. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylofipravit nékolika metodami alkoholové extrakty z jedlych
kvéta a netradinich druli ovoce. Tyto extrakty nasledmpravit a pomoci diskové difuzni

metody stanovit jejich antimikrobialntinky.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pomicky a néastroje

* laminarni box (Clean Air, Nizozemsko)

» laboratorni inkubator (Memmert,dshecko)

* lednice (Electrolux, Bmecko)

» parni sterilizator Varioklav 75S (Labortechnik AlS&¢mecko)
» ultrazvukové tyoveé ponorné zézeni Microson XL 2000 (Qsonica, USA)
» Densi-La-Meter (Erba Lachem@geskéa republika)

* laboratornitepaka Vortex (Heidolph, Mmecko)

« termoblok Bio TD (BiotechCeskéa republika)

* automatické pipety (Eppendorfgéhecko)

» digitalni vaha

» laboratorni sklo

o z&Kladni laboratorni poicky

5.2 Chemikalie a roztoky

* metanol (koncentrovany p.a., 99,5%, Ing. Petr Lukksersky Brod)

« etanol (absolutni bezvody p.a., 99,87%, Ing. Peket, Uhersky Brod)
» fyziologicky roztok

e Miller-Hinton agar (MHA, HiMedia Laboratories, Ir&i

* masopeptonovy bujon (MPB)

5.2.1 Pr¥iprava Zivné pidy MHA

Pro gipravu 1 litru Zivné pdy bylo navdZzeno 38 g dehydratovariéy které bylo rozpus-
téno v 1 000 ml destilované vody. Pro kontrolu byto¢zeno pH (pH 7,3%0,2) a nasletin
prokhla sterilizace v parnim autoklavdi @21 °C/15 min. Po zchlazeni na 50 °C byla

Zivna mda rozlita do Petriho misek.

5.2.2 Pr¥iprava Zivné pidy MPB

Masopeptonovy bujon bylpraven navazenim 3 g NaCl (Ing. Petr LukeS, UheBilod),

3 g masového extraktu (HiMedia Laboratories, Indi€j g peptonu (HiMedia Laborato-
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ries, Indie). Navazky byly rozpu$ty v 1 000 ml destilované vody. Po kontrole pH
(pH 7,2%0,2) byla provedena sterilizace v parninokldvu @i 121 °C/15 min.

5.2.3 Priprava fyziologického roztoku

Pro gipravu 1 litru fyziologického roztoku bylo navaze®® g NaCl, které bylo rozpust
no v 1000 ml destilované vody. Po Uplném rozgniSNaCl byla provedena sterilizace
v parnim autoklavuip121 °C/15 min.

5.3 Vzorky jedlych kv éta a netradi¢nich druhi ovoce

Vzorky jedlych keti dodala Mendelova univerzita v RfnZahradnicka fakulta. Sbirany
byly v obci Lednice (nadniska vySka 173 m n. m.) v obdobigwa azcervence 2012.
Vzorky netradtnich druli ovoce poskytla Mendelova univerzita v BymAgronomicka
fakulta. Skr vzorka prokshl v obci Zaltice (nadmeska vyska 182 m n. m.) v obdobi
kvétna azcervence 2012. Vzorky byly po &l ihned zmrazeny na -18 °C (Tab. 1.).

Tab. 1. Seznam vzerk

Oznaeni vzorku Nazev vzorku

5 Borago officinalis(modry)

6 Salvia officinalis

10 Matricaria recutita

11 Salvia nemorosgViolet Queen*

13 Salvia glutinosa

14 Salvia nemorosa

15 Hosta,Golden Tiara“

19 Hemerocallis fulvgBuzz Bomb*
23 Monarda didyma,Scorpion®

34 Phlox paniculatg,Eclaireur”

35 Hosta, Ginko Craig®

6B Lonicera kamtschaticgSinoglaska“
10B Amelanchier, TiSnovsky velkoplody*
13B Amelanchier, TiSnovsky"

5.4 Priprava extrakta

5.4.1 Pr¥iprava metanolovych extrakii 1

Extrakty byly gipraveny navdzenim 5 g zamrazeného vzorku, kterfiaseogenizoval

spole&né s 50 ml metanolu v uzaviratelnych skieych nadobkach. Extrakce probihala ve



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 39

tmé pri teplo® 25+2 °C/24 h. Po uplynuti této doby pébla filtrace. Extrakty byly fipra-
veny véervenci roku 2012 a uchovany v ledniti eplot 412 °C do doby testovani, které
prokehlo v anoru roku 2013.

Pred testovanim byly extrakty upraveny tak, Ze doramkumavky typu Eppendorf byl
odebran 1 ml extraktu, ze kterého bylo pomoci tédoiau i teplo 40 °C odp#&eno roz-
poustdlo do objemu 250 pl. ¥ko mikrozkumavky bylo zajigho parafimem a takto

pripraveny extrakt byl uchovan v lednidii peplo& 4+2 °C do vlastniho stanoveni.

5.4.2 Priprava metanolovych extrakii 2

Tyto extrakty byly pipraveny €srg pied vlastnim stanovenim, aby byla z&jist jejich

cerstvost.

Extrakty byly gipraveny navazenim 1 g zamrazeného vzorku, kterfiaseogenizoval

spole&né s 10 ml metanolu v uzaviratelnych skieyich nadobkach. Extrakce probihala ve
tme pri teplog 25+2 °C/24 h.

Obr. 6. Fiprava extraki.

Po uplynuti této doby preéhla filtrace. Do mikrozkumavky typu Eppendorf bydebran
1 ml extraktu, ze kterého bylo pomoci termoblokiut@plot 40 °C odp#eno rozpoustdio
do objemu 250 pl. \¥ko mikrozkumavky bylo zajig§ho parafilmem a taktoifpraveny
extrakt byl uchovan v lednicitpteplot 4+2 °C.

5.4.3 Priprava metanolovych extrakii s kontinualnim piasobenim ultrazvuku

Pri pripraw téchto extraki byl do kadinky navazen 1 g zamrazeného vzorkuadirce se
vzorek homogenizoval spolu s 10 ml metanolu. Célsab kadinky byl felit do silnostn-
né zkumavky, ktera byla zachycena drzakem na stojao zkumavky bylo porfeno ul-
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trazvukoveé tyové ponorné zézeni Microson XL 2000. Dobaipobeni ultrazvuku byla

15 minut kontinudla pii frekvenci 22,5 kHz.

Obr. 7. Aparatura se z&enim
Microson XL 2000.

Obr. 8. Postupnéjsobeni ultrazvuku.

Poté byl cely obsah zkumavky slit do uzaviratelkiérgné nadobky, v niz préhla ex-
trakce vzorku fi teplot 25+2 °C/24 h. Extrakce probihala vegrbez pistupu slunéniho
z&eni a undlého s¥tla. Po uplynuti této doby byla heterogennismafiltrovana. Do mi-
krozkumavky typu Eppendorf byl odebran 1 ml extwakte kterého bylo pomoci termo-
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bloku pi teplo& 40 °C odp#eno rozpougtlo do objemu 250 pl. ¥ko mikrozkumavky
bylo zajistno parafiimem a taktofjpraveny extrakt byl uchovan v lednickipeplog
412 °C.

5.4.4 Priprava metanolovych extrakii s diskontinualnim pasobenim ultrazvuku

Tyto extrakty byly pipraveny navadzenim 1 g zamrazeného vzorku do kgdmikadince
byl vzorek homogenizovan spolu s 10 ml metanoldy ©bsah kadinky byl flit do sil-
noseénné zkumavky, ktera byla zachycena drzakem naratojao zkumavky se potito
ultrazvukoveé tyoveé ponorné zéeni Microson XL 2000. Dobaipobeni ultrazvukdinila
15 minut, gicemz po 30 sekundachigobeni bylo na 30 sekundigmbeni ultrazvukem

preruseno. Frekvence byla 22,5 kHz.

Poté byl cely obsah zkumavky slit do uzaviratelkiérgné nadobky, v niz préhla ex-
trakce vzorku f teplo 2512 °C/24 h. Extrakce probihala vegrbez gistupu slunéniho

z&eni a undlého swtla.

Po uplynuti této doby byla heterogenniésrafiltrovana. Do mikrozkumavky typu Eppen-
dorf byl odebran 1 ml extraktu, ze kterého bylo poitermobloku fi teplot 40 °C odpa-
feno rozpousgdlo do objemu 250 ul. ¥ko mikrozkumavky bylo zajigsho parafiimem a

takto gipraveny extrakt byl uchovan v lednidii peplot 4+2 °C.

5.4.5 Pr¥iprava etanolovych extrakii

Etanolové extrakty byly fipraveny stejs jako metanolové extrakty 2 s tim rozdilem, Ze
jako rozpousitdlo byl pouzit etanol. Extrakty bylyfipraveny €srg pred vlastnim stanove-

nim.

5.4.6 Priprava etanolovych extrakti s kontinualnim pisobenim ultrazvuku

Pri pripraw téchto extraki se vyuZil stejny postup jakdipiipraw metanolovych extrak-
ta s kontinualnim fisobenim ultrazvuku. Jako exteak cinidlo pro extrakci byl pouzit

etanol.

5.5 Testované kmeny bakterii

Antimikrobialni aktivita extraki byla testovana na 25 kmiegrampozitivnich a gramne-

gativnich bakterii (Tab. 2.). Kmeny pochazidbmnCeské sbirky mikroorganisin(CCM)
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nebo ze sbhirky Ustavu inzenyrstvi a ochrany zivminprostedi Fakulty technologické
UTB ve Zlirg.

Tab. 2. Seznam kmebakterii.

Ozna&eni kmene| Nazev kmene

CCM 3954 Escherichia coli

CCM 7205 Salmonella entericaubspentericaser. Typhimurium
PF Pseudomonas fluorescens

CCM 3953 Staphylococcus auressibspaureus

CCM 732 Micrococcus luteus

CCM 2010 Bacillus cereus

1A12 Citrobacter freundii(izolat z hmyzu)

1A13 Klebsiellasp. (izolat z hmyzu)

1M1 Enterococcus faecaligzolat z hmyzu)

7BM1 Lactobacillus brevigizolat z hmyzu)

7BA3 Enterococcus thailandicuszolat z hmyzu)

7BA2 Bacillus licheniformigizolat z hmyzu)

2A3 grampozitivni bakterig@zolat z hmyzuBombyx mo)i
2A6 Staphylococcus sciu(izolat z hmyzu)

2M1 Pediococcus pentosace(izolat z hmyzu)

4A4a Kocuria rhizophila(izolat z hmyzu)

3A1 Morganella morganiiizolat z hmyzu)

9BA5 Kocuria palustris(izolat z hmyzu)

6A2 Leclercia adecarboxylatéizolat z hmyzu)

TA2 Sphingobacterium multivoruizolat z hmyzu)
8Al Providencia rettger{izolat z hmyzu)

320 Rothiasp. (izolat ze syrového masa)

323 Raoultella ornithinolyticgizolat ze syrového masa)
324 Ewingellasp. (izolat ze syrového masa)

327 Kocuria sp. (izolat ze syrového masa)

5.5.1 Priprava inokula

Sterilni @kovaci klckou bylo odebranodkolik bakterialnich kolonii ufitého kmenu kul-
tivovanych na neselektivni Zivnég do sterilniho masopeptonového bujonu. Podle druhu
byly bakterie kultivovany f teplot 37 °C/24 h neboipteplot 30 °C/24 h ficrococcus
luteus a Pseudomonas fluorescgn®o kultivaci bylo do plastové zkumavky pipetogan
n¢kolik ml fyziologického roztoku, kam byla postuppiidavana tekutajga do hodnoty
zékalu 0,5 McF. Tento postup se vyuzil pidppavu inokula vSech testovanych mikroor-

ganizmi.
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5.6 Diskova difuzni metoda

Tato metoda je jednou z ®eptji vyuzivanych metod pro vyhodnoceni antimikrobialn
aktivity. V laminarnim boxu na Petriho misky s Migaaem byl pipetovan 1 mlislusnée-

ho inokula, jehoz hodnota zakalu se rovnala 0,5 .M&fo suspenze bakterii byla po celé
ploSe agaru rozlita krouzivym pohybenteBytek inokula byl odsan pomoci pipety a nane-
sen na dalSi Petriho misku. Nasledhyly pripraveny disky, na které bylo pipetovano 10 pl
extraktu. Stejnym zjsobem byly zhotoveny disky s metanolem a etanoéka kontrola.
Disky se nechaly zaschnout. Po zaschnutitdésknokula na agaru byly disky nakladeny
na pidu pomoci okovacich jehel. Podle druhu bakterii pthla inkubace v termostatdip
teplot 37 °C/24 h nebo 30 °C/24 h.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo pripraveno gkolik druhi extrakti z jedlych kéta a netradinich drutii ovoce, jejichz
antimikrobialni @inek byl testovan pomoci diskové difuzni metody2bakmeri mikroor-
ganizmi. Stanoveni bylo provedeno celketikiat. Na zaklad diskové diftzni metody
bylo zjiS€no, jaky druh extraktu mé nejgi antimikrobiélni Ginek a jaka metodatipravy

extraktu je nejefektiv)Si.

Pfi prvnim stanoveni nebyly zj&ty Zzadné antimikrobiélni dinky extrakfi. Negativni
vysledek byl dan nizkou koncentraci latek rozgugth v extraktu a tedy i obsazenych na
difuznich discich. Proto byly vSechny extrakty wyamay postupem popsanym v kapitole

5.4.1. Po upravkoncentrace extraktoylo stanoveni provedeno dvakrat.

6.1 Metanolové extrakty

Ucinek metanolovych extraktz jedlych keti a netradinich drulii ovoce (Tab. 1.) byl
testovan protic¢trnacti grampozitivnich a jedenacti gramnegativnitikroorganizn
(Tab. 2.).

Nejdiive byly gipraveny metanolové extrakty 1 (07/2012), jejicimtimikrobialni Einky
byly testovany o 6 &sici pozdji (02/2013). Antimikrobialni dinek byl prokazan u vzor-
ka 6, 11, 14 a 23. Extrakt ze vzorku $afvia officinali§ pasobil proti grampozitivhim
bakteriim Micrococcus luteusStaphylococcus aureusubsp.aureus a Bacillus cereus
Extrakty ze vzorl 11 Salvia nemorosgVioletkonigin®) a 23 (Monarda didyma,Scorpi-
on“) antimikrobiélré pasobily proti grampozitivni bakteriBacillus cereus Extrakt ze
vzorku 14 Galvia nemorosavykazoval @innost proti grampozitivni bakteristaphylo-

coccus aureusubspaureus(Priloha P 1).

Pro zjiS&ni, zda dinnost extraki ovliviiuje doba skladovani, byly ze vzérkésré pred
vlastnim stanovenimiqpraveny metanolové extrakty 2. Antimikrobialni ik byla pro-
kazana u vzdr6, 10, 11, 14, 15, 23, 34 a 13B. Extrakt ze vz@kBalvia officinalig an-
timikrobialné pasobil steji jako metanolovy extrakt 1 proti grampozitivnim bekim
Micrococcus luteuysStaphylococcus aureusibsp.aureusa Bacillus cereusNavic vSak
inhibi¢ni zoény byly zaznamenany u grampozitivnich bakt€acuria rhizophilaa Lacto-
bacillus brevis Extrakt ze vzorku 10Matricaria recutita) antimikrobiallré pasobil proti
grampozitivnim bakteriinBacillus cereusa Lactobacillus brevisAntimikrobialni aktivita

extraktu ze vzorku 11S@lvia nemorosgVioletkonigin®) byla prokdzana proti grampozi-
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tivnim bakteriimBacillus cereusa Pediococcus pentosaceusxtrakt ze vzorku 14Salvia
nemorosa antimikrobiélré pasobil proti grampozitivnim bakteriir8taphylococcus aureus
subsp.aureusa Pediococcus pentosaceaggramnegativni bakteriieclercia adecarboxy-
lata. U vzorku 15 Hosta ,Golden Tiara®) byla antimikrobialni aktivita prakana proti
gramnegativni bakteriLeclercia adecarboxylatavVzorek 23 Monarda didyma,Scorpi-
on*) pasobil proti grampozitivnim bakteriilBacillus cereusa Kocuria rhizophilaa gram-
negativni bakteriiMorganella morganii Extrakt ze vzorku 34Rhlox paniculata,Ec-
laireur®) se antimikrobial& projevil proti gramnegativni bakterMorganella morganii
Jedinym extraktem z netr&dich drulii ovoce, ktery fisobil antimikrobialg, byl vzorek
13B. U r¥j byla pozorovanadinnost proti gramnegativni baktetieclercia adecarboxyla-
ta (Priloha P 11).

K obdobnym vysledim ve své praci dogpQuarenghi a kol., ki€ stanovovali antimikro-
bialni aktivitu metanolového extraktu zdte Anthemis cotula Studie uvadi pozitivni
Gcinky extraktu proti grampozitivnim bakterii®taphylococcus aureuMicrococcus lu-
teusa gramnegativni bakterfitscherichia coli[73]. Mann a kol. stanovovali antimikrobi-
alni inky metanolového extraktuéervenych jedlych k&t Bombax buonopozensén-
timikrobialni &inek zaznamenali proti grampozitivni bakteBitaphylococcus aureus
gramnegativni bakteritscherichia coli[74]. Duraipandiyan a Ignacimuthu ve své praci
uvadi antimikrobialni &inky metanolového extraktu z jedlych dt¥ Cassia fistulaLinn.
U¢inky zaznamenali proti grampozitivnim bakteriS$taphylococcus aureuBacillus sub-
tilis a Enterococcus faecalig5]. Sangetha a kol. prokazali antimikrobial@ingk meta-
nolového extraktu z kKt Cassia surattensiproti grampozitivnim bakteriinstaphylo-
coccus aureydMicrococcusspp. aBacillus subtilis[76]. Sati a kol. stanovovali antimikro-
bialni (tinek metanoloveho extraktu z & Valeriana wallichiiDC. Inhibini zony vznik-

ly u grampozitivnich bakterBacillus subtilisa Staphylococcus aure(ig7].

Lopez-Garcia a kol. zjistili antimikrobialni aktiuimetanolovych extraktz jedlych kta
Allium schoenoprasun$alvia pratensisSambucus nigra Taraxacum officinale Pomoci
diskové difuzni metody zjistili vyznamn&iaky proti grampozitivni bakteriStaphylo-
coccus aureus gramnegativni bakteritscherichia coli[50]. China a kol. ppravili ex-
trakt z jedlych keéta Sesbania grandiflorgpomoci extraéniho cinidla metanolu a vody
v poneru 80:20. Inhibini &inek byl zaznamenan proti bakterif@taphylococcus aureus

Shigella flexneriSalmonella typhiEscherichia coliaVibrio cholerae Grampozitivni bak-
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terie Staphylococcus aureusyla na dinky extraktu nejcitli¢jsi, zatimco nejvyssi odol-
nost vykazovala gramnegativni bakteviério cholerae[52].

Shan a kol. ppravili extrakt zjedlych k¥ta Chrysanthemum morifoliunpomoci
80% metanolu, ktery nasleginykazoval antimikrobialni aktivitu proti grampoixii bak-
terii Bacillus cereus Stejného extratiho cinidla pouZili @i pripraw extrakti z kwéti
Eugenia caryophyllata Lonicera japonicakteré misobily proti grampozitivnim bakteriim
Bacillus cereus Staphylococcus aure(ig8]. Ushimaru a kol. vyuzili  piipraw extrakt

z kwvéta Eugenia caryophyllatar0% metanol. Extrakt vykazoval antimikrobialnfinky
proti grampozitivnim bakteriinstaphylococcus aureuwsEnterococcusspp. a gramnega-
tivni bakteriiSalmonella Typhimuriufv9].

Antimikrobialni &inky jedlych kwta lécivé rostliny Salvia officinalis zkoumali Aba-
Elmageed a kol., kdy z ususSenyckR#&vpripravili extrakt pomoci 70% metanolu. Ten nej-
vice pisobil proti istu gramnegativnim bakteriilbscherichia colia Pseudomonas aeru-
ginosaa grampozitivni bakreristaphylococcus aurey60]. Dalsi studie uvadi antimikro-
bialni aktivitu metanolového extraktuTamarix gallicaproti grampozitivhim bakteriim
Micrococcus luteus Staphylococcus aurewsgramnegativnim bakteriiischerichia coli

aPseudomonas aeruginofzb].

Pfi porovnani metanolovych extrakl a metanolovych extrak? bylo zjiS&no, Ze meta-
nolové extrakty 1 f,sobi pouze proti grampozitivnim bakteriim, kdeZttamolové extrak-
ty 2 vykazuji @innost i proti gramnegativnim bakteriim. Navigspbi na SirSi Skalu mi-
kroorganiznii. Z toho vyplyva, Ze ip skladovani extrakt pii chladirenskych teplotach
(2-8 °C) klesé jejich antimikrobialnicinek. Antimikrobiélni @inek metanolovych extrak-
ta 2, které byly pipraveny ged viastnim stanovenim, je podstatySsi.

V souhrnu u metanolovych extrék® byla prokazana antimikrobialni aktivita u sedmi
vzorka jedlych kwti a jednoho vzorku netragiiho ovoce proti 8 kmeém bakterii.

Z uvedenych vysledkvyplyva, Ze nejvyssi antimikrobialniiaky ma extrakt ze vzorku
6 (Salvia officinali3, ktery pisobil proti @gti grampozitivnim bakteriim a to ¥ipact obou
metanolovych extrakt Proti d¥ma grampozitivnim bakteriim a jedné gramnegatiaki-b

terii pasobil extrakt ze vzorku 14@lvia nemorogaa 23 Monarda didymaScorpion®).
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6.2 Etanolové extrakty

Stanoveni antimikrobiélni aktivity etanolovych eii pripravenych ze vSech vzark
(Tab. 1.) bylo provedeno dle postupu uvedenéhopitida 5.6. Antimikrobialni aktivita
extrakti byla stanovena proti vSem bakteriim uvedenychbulte 2 (Tab. 2.). Stanoveni
u kazdého extraktu bylo provedenasbgvakrat.

Antimikrobialni aktivita byla zji&na u vzork 6, 10, 15, 23, 6B a 13B. Etanolovy extrakt
ze vzorku 6 $alvia officinalig pasobil proti grampozitivnim bakteriirvicrococcus lu-
teus grampozitivni bakterii izolatu z hmyzZBombyx mori Kocuria rhizophila Bacillus
licheniformis Kocuria palustris Lactobacillus brevisStaphylococcus sciua gramnega-
tivni bakterii Escherichia coli U vzorku 10 Katricaria recutitg) byla prokazana antimi-
krobialni aktivita proti grampozitivnim bakteriiMicrococcus luteus Lactobacillus bre-
vis. Extrakt ze vzorku 15Hosta,Golden Tiara“) se vyzn#mval antimikrobialni aktivitou
proti grampozitivnim bakteriirMlicrococcus luteusKocuria palustrisa Lactobacillus bre-
vis. Inhibi¢ni zény byly zaznamenany u extraktu ze vzorkuM8narda didyma,Scorpi-
on“) proti grampozitivnim bakteriinkocuria rhizophila Lactobacillus brevisStaphylo-

coccus sciura gramnegativni bakteischerichia col{Ptiloha P IlI).

Etanolovy extrakt z jedlého plodu vzorku 6Bofiicera kamtschaticgSinoglaska") fiso-
bil proti grampozitivni bakteriStaphylococcus auressibspaureusa gramnegativni bak-
terii Escherichia coli U vzorku jedlého plodu 13BAMelanchier,TiSnovsky*) byla anti-
mikrobialni aktivita zaznamenana proti grampozitimnbakteriim Micrococcus luteus
Bacillus cereusStaphylococcus aurewsibspaureusa déma gramnegativnim bakteriim

Escherichia colaSalmonella entericaubspentericaser. Typhimurium (Eloha P 111).

Sagdic a kol. provadi studii na vyuziti kéta Tulipa gesneriand.. k jidlu a také zjigovali
jejich bioaktivni vlastnosti. K extrakci pouZzili zemleté kéty suSenych tulipdna jako
rozpoustdlo 99,8% etanol. Extrakce probihala pomdepéaci vodni lazhpii 35 °C po
dobu jedné hodiny. Zbytky rozpodta se odpili na rotaini odparce $ 50 °C. Metodou
zZjistili, Ze extrakty z keta byly (¢inné na grampozitivni bakterlasteria monocytogenes

Staphylococcus auresgramnegativni bakteMersinia enterocolitic80].

Grewia asiatical. (Blahokamyk asijsky) je druh ke, ktery je pstovan pro jedlé plody.
Silny antimikrobialni dinek etanolového extraktu z jedlych piodbyl pozorovan proti
grampozitivni bakteriiStaphylococcus aureus gramnegativnim bakteriirescherichia

coli aProteus vulgarig81].
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V dalSich studiich se zabyvali antimikrobialni aktiu etanolového extraktu z &w i plo-
du Sambucus nigra. Bylo prokazano, Ze tento extrakigmbi proti grampozitivnim bakte-
riim Staphylococcusp. aBacillus cereus gramnegativnim bakterii@almonella poona

Pseudomonas aeruginofé?].

Obdobnych vysledk dosadhl Gniewosz a kol., kfezkoumali antimikrobialni aktivitu
Pullulanu, do kteréhofali vodno-etanolovyi etanolovy extrakt Filipendulae ulmariae
(Tuzebnik jilmovy). Pullulan je polysacharidovy poier vyrakkny ze Skrobu, ktery se
pouziva ve forma jedlého tenkého filmu proti vysychani. Diskovaddifi metoda ukazala
zvySenou aktivitu proti grampozitivnim bakterifdtaphylococcus aurewsBacillus subti-
lis a gramnegativnim bakterii®@almonella enteritidis Escherichia coli Vice &inny byl
extrakt gipraveny pomoci siisi vody a etanolu. Z vysledkaké vyplyva, Ze film inhibuje

rast giirodni mezofilni mikrofléry [83].

Gniewosz a kol. v dalSi studii o Pullulanu #¢gali jeho antimikrobiélni aktivitu poip
davku etanolového extraktuCrimum basilicum{83]. Nekteré divejSi studie o pouZziti
extrakti z bazalky prokazaly vyznamnoudidnost proti grampozitivnim a gramnegativnim
bakterii [84]. Pullulanové filmy samy o sbbevykazuji antimikrobialni aktivitu. Z tohoto
divodu se do jedlého filmutjlavaji antimikrobidlni latky, jako je lysozym, sain A,
thymol nebo extrakt z kminu.i¥¢jSi studie prokazaly inhibni aktivitu filma proti pato-
gennim gramnegativnim bakteriiEscherichia colia Salmonella enteritidi®a grampozi-
tivnim bakteriim Staphylococcus aureus Listeria monocytogenef85]. U ochranného
filmu s obsahem extraktu z bazalky byla & nizka aktivita proti mezofilnim bakteriim.
Grampozitivni bakterie, zejmértaphylococcus aureubyly vice nachylné, nez kmeny
gramnegativnich bakteriCim v&tsi mnoZstvi extraktu film obsahoval, tinst$i vznikly

inhibi¢ni zony a tim vic dochazelo k paténi tistu bakterii [86].

Podobnych vysledkve své praci dosahl Dung a kol., ktetyppavil extrakt z keti Cleis-
tocalyx operculatupomoci etanolu. Antimimikrobiélnic¢inek tohoto extraktu byl zazna-
menan proti grampozitivnim bakteriiBacillus subtilis Staphylococcus aurewsEntero-
coccus faeciuna gramnegativnim bakteriiPseudomonas aerugingsaalmonella typhy-
murium Salmonella enteritidisEscherichia colia Klebsiella pneumonia¢87]. Pomoci
40% etanolu extrahoval Szab6 a kol. bioaktivniyi@kkwett Cnicus benedictudnhibi¢ni
zény byly zaznamenany u grampozitivni bakteStaphylococcus aureus gramnegativ-

nich bakteriiSalmonella TyphimuriumSalmonella enteritidisa Escherichia coli[88].
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Chouhan a Singh ve své praci potvrdili antimikratii&icinky etanolového extraktu z kv
ta Crotalaria junceaproti Staphylococcus aurew@Escherichia col{89].

Pomoci 95% etanolu ve sveé studii Stonsauvapak .gpkipravili extrakt z keéti Eugenia
caryophyllata jehoz antimikrobialni &inky zaznamenali prottschericha col[90]. Etano-
lovy extrakt z kéta Hibiscus sabdariffgripraveny Hamdanem a kol. antimikrobi&lpi-
sobil proti grampozitivni bakteriBacillus cereug91]. DalSi studie uvadi antimikrobialni
Ucinky etanolovych extraktpripravenych z keta Satureja bachtiaricaa Thymus daenen-
sis proti grampozitivni bakterii Staphylococcus aureusa gramnegativni bakterii
Escherichia col{92].

V souhrnu u etanolovych extrékbyla prokazdna antimikrobiélni aktivitadyi vzorka
jedlych kwta a dvou vzork netradéniho druhu ovoce proti dvanacti knien bakterii.
Nejvyssi antimikrobiélni &inky mél, stejreé jako u metanolovych extraktextrakt ze vzor-
ku 6 (Salvia officinalig, ktery pisobil proti sedmi grampozitivnim bakteriim a jedyrém-
negativni bakterii. Vyznamnymi antimikrobialnimtidky se pak projevil extrakt ze vzor-
ku netradiniho druhu ovoce 13BAfmelanchier,TiSnovsky”), ktery misobil proti fem

grampozitivnim bakteriim a dma gramnegativnim bakteriim.

V porovnani s metanolovymi extrakty jéepmé, Ze etanolové extrakty vykazuji vyznam-
n¢jSi antimikrobialni dinky. Vysledky ukazuji, Ze celkova antimikrobiakaktivita meta-
nolovych i etanolovych extraktje vice @inna proti fistu grampozitivnich bakterii ve
srovnani s gramnegativnimi bakteriemi. Ve skntsti jsou gramnegativni bakterie ob-
vykle odolrgjSi vaci antimikrobialnim latkam nez grampozitivni bakeerde to z évodu,

Ze vrejSi propustnost buriné stny omezuje pronikani antimikrobiélnich latek daiky

Ke stejnému zji®hi dosgli ve své praci Martins a kol. [93]. V literatito uvadi i Vaara
[94].

6.3 Metanolové a etanolové extrakty oSéené ultrazvukem

Pri piipraw téchto extraki bylo vyuzito gisobeni ultrazvuku a to ve dvou modifikacich.
Nejprve byly zhotoveny extrakty s kontinualnimispbenim ultrazvuku popsanym

v kapitole 5.4.3 a poté s diskontinualniispbenim ultrazvuku podle kapitoly 5.4.4. Jako
extrakéni ¢inidlo byl zvolen metanol a etanol. Tyto modifikanéaextrakce iy za cil zvy-

Sit vyteZnost metabolit v extrakinim cinidle.
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Metanolové extrakty s kontinudlninigobenim ultrazvuku bylyfjpraveny ze vSech 14
vzorki jedlych kwta a netradinich drulii ovoce. Jejich antimikrobialnicinek byl nasled-
n¢ testovan proti 25 kmém bakteriim (Tab. 2.). Ze zji&tych vysledk vSak Zzadny ex-

trakt nevykazoval antimikrobialni aktivitu ffifoha P V).

Antimikrobialni aktivita metanolovych extrakts diskontinualnim jsobenim ultrazvuku
se projevila u vzork 6, 11, 13 a 14. Extrakt ze vzorku $afvia officinalig pasobil proti
grampozitivnim bakteriimKocuria rhizophila a Staphylococcus sciuriAntimikrobialni
acinek vzorku 11 $alvia nemorosgVioletkonigin®“) se projevil pouze proti gramnegati
bakterii Leclercia adecarboxylatald vzorku 13 $alvia glutinosi byly zaznamenany an-
timikrobialni Einky proti grampozitivni bakteriEnterococcus faecalia gramnegativni
bakterii Leclercia adecarboxylata/zorek 14 Salvia nemorogase antimikrobialé proka-
zal proti grampozitivnim bakteriiddocuria palustrisa Staphylococcus sciua gramnega-

tivni bakteriiLeclercia adecarboxylatéPriloha P V).

Na zaklad negativnich vysledk metanolovych extrakts kontinualnim fisobenim ultra-
zvuku wvaci testovanym 25 kmeém bakteriim (Tab. 2.) nebylyfipraveny etanolové ex-

trakty s kontinualnim f,sobenim ultrazvuku.

Pfi stanoveni s vyuzitim diskontinuélniho ultrazvubyly zaznamenany antimikrobiélni
Ucinky etanolovych extrakt ze vzork 6, 11, 13 a 14. Antimikrobidlni aktivita vzorku
6 (Salvia officinali3 se projevila proti grampozitivnim bakteriikocuria rhizophila Ba-
cillus licheniformis Staphylococcus sciua grampozitivni bakterii izolatu z hmy&om-
byx mori Extrakt ze vzorku 11Salvia nemorosaVioletkonigin®) pasobil proti grampozi-
tivnim bakteriim Bacillus licheniformisa Lactobacillus brevis Antimikrobiélni &inky
byly zaznamenény také u extraktu ze vzorku 38l\{ia glutinosy ktery inhiboval #ést
grampozitivni bakteri&taphylococcus aurewssibspaureusa extrakt ze vzorku 148alvia

nemorosa pusobil proti grampozitivni bakterKocuriasp (Riloha P VI).
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Obr. 9. Antimikrobialni aktivita extraltpripravenych gisobe-
nim diskontinualniho ultrazvuku proti grampozitivbakterii
Kocuria rhizophila pomoci diskové difuzni metody- étanolo-
va kontrola, 2 — metanolovy extrakt ze Salvia ghgg, 3 — me-
tanolovy extrakt ze Salvia nemorosa, 4 — metanoéowsakt ze
Salvia nemorosa ,Violetkonigin“ 5 — metanolovy ettt ze Sal-
via officinalis (inhibeni zéna), 6 — etanolovy extrakt ze Salvia
glutinosa, 7 — etanolovy extrakt ze Salvia nemar8sa etano-
lovy extrakt ze Salvia officinalis (inhiii zéna), 9 — metanolo-

va kontrola.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 52

Obr. 10. Antimikrobidlni aktivita extraktpripravenych gsobe-
nim diskontinualniho ultrazvuku proti grampozitivbakterii
Staphylococcus sciuri pomoci diskové difuzni metbdyetano-
lova kontrola, 2 — etanolovy extrakt ze Salviaoiffilis (inhi-
bicni zéna), 3 — etanolovy extrakt ze Salvia nemordsagtano-
lovy extrakt ze Salvia glutinosa, 5 — metanolowwax ze Salvia
officinalis (inhibicni zéna), 6 — metanolovy extrakt ze Salvia
nemorosa ,Violetkonigin“, 7 — metanolovy extrakt Salvia
nemorosa (inhikini zéna), 8 — metanolovy extrakt ze Salvia glu-

tinosa, 9 — metanolova kontrola.

Podle gedeSlych studii se¢ekavalo, Ze pouziti ultrazvuku bude mit za nasledsl§eni
vynosu bioaktivnich latek z jedlych & a netradinich drulii ovoce. Také seipdpokla-
dalo SirSi antimikrobialni poletgobnosti a tudiz vyhodnoceni této metody jako dieju
n¢jSi pro extrakci bioaktivnich latek z rostlinnychatariali. To se vSak v této studii ne-

prokézalo.

Duvodem negativnich vysledkpii metod extrakce s kontinualnimipobenim ultrazvuku
muze byt to, Ze f tomto procesu vznika velké mnozstvi teplé. tBplo€ nad 50 °C do-
chazi k denaturaci bilkovinnych molekul a denatubégaktivnich latek a tedy i ke zteat

jejich aktivitt. Ke vzniku tepla v ultrazvukovém poli dochazi dsktdku transformace
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akustické energie v fbéhu absorpce [95]. Khan a kol. uvadi, Zze optimadpildtou pro
extrakci z rostlinnych materi@lje 40 °C. Vy3Si teploty pak mohou negativovlivnit

acinnost jednotlivych latek [95].

Diky mechanickym vlium, predevSim akustické kavitaci, ktera zvySuje pronikérd
trakéniho ¢inidla do rostlinného materiadlu, dochazi k naruSdmnirg¢né sény a
kK intracelularnimu uvokni bioaktivnich latek [96].

Ve své praci Jianyong Wu a kol. extrahovali ponmaetanolu saponiny z kene ZenSenu
piimym pisobenim tyové sondy a négpmym pisobenim ultrazvuku v ultrazvukové lazni.
Opt zde teplota extrakce nigsahla 40 °C. Typva sonda sobila i 20 kHz a mnozZstvi
produkovaného tepla eliminovali paeaim zkumavky do ledu. Teploté pxtrakci se pak
pohybovala mezi 25-27 °C. Doba extrakce byla pretdma z 15 min na 45 min. Dale
bylo zjiS&no, Ze ultrazvukova extrakce jektrat rychlejSi nez Soxhletova extrakce éza
se provadt pri nizSich teplotach, takze nedochazi k destrukenédabilnich bioaktivnich
latek. Vy&Zky saponinu byly srovnatelné, dokonce u dvou vizdrly vysSi, neZz hodnoty

ziskané osmihodinovou Soxhletovou extrakci [97].

V ultrazvukové lazni je mozné zpracovatkalik vzorkia najednou, kdezto ¥pva ultra-
zvukovéa sonda umdhje zpracovat jeden vzorek po druhémi.\BuZziti tycoveé ultrazvu-
kové sondy je moZné zaneseni kontaminace do vzothlé wita ztrata extraktu. Kroh

toho je ultrazvukové lazev provozu mnohem tiSSi neXwa ultrazvukova sonda [97].

U extrakti 6 (Salvia officinali3, 11 Salvia nemorosaVioletkonigin®), 13 (Salvia glutino-
sa) a 14 Galvia nemorosapripravenych pomoci diskontinualnihdgmbeni ultrazvuku za
pouziti metanolu jako extrakiho ¢inidla se podle vysledkprokazal antimikrobialni d-
nek proti gti kmenim bakterii. B pouZiti etanolu jako extrg&kiho ¢inidla se u stejnych
extrakti a @i stejné metod prokazal antimikrobialnidinek proti sedmi kmeaim bakterii.

Z vysledki je tedy Zejme, Ze GinngjSim extraknim ¢inidlem je, tak jako u prosté macera-

ce, etanol.

Na rozdil od metody s kontinualninfigobenim ultrazvuku, kdy seaigobilo tyovou son-
dou nepetrzitt 15 minut, se f ptipraw extrakti s diskontinualnim jssobenim ultrazvuku
pusobilo 15 minut, avSak s 30sekundovymi pauzamio pduzy zaficily pokles teploty
v prab¢hu extrakce, tudiz nedoSlo tak k vyrazné destrtdenolabilnich bioaktivnich |a-
tek.
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Tuto skuténost ve své praci uvadi Atchley a kol., fktprovedli vodni extrakci bioaktiv-

nich latek zZCrocus sativaTaké zjistili, Ze¢im je casovy interval mezi ddma pulsy kratsi,

tim je extrakce &inngjSi. Doba mezi déma pulsy fisobi v pulznim poli jako doba odpo-
¢inku, bthem niz se malé bublinky a nestabilni dutiny zhreutim se obnovi gateni

stav kapaliny [98].

viN 7

jadru vytvai vyssi tlak. DalSim wvodem oproti kontinualnimutgobeni ultrazvuku je, ze
v pulznim poli dochazi k rozpadu shiukavitatnich bublin¢i ptedchazeni jejich vzniku
[99].

Flynn a Curch ve své studii uvdi Ze bubliny uvnit shluku jsou v ultrazvukovém poli
zastirny bublinami na v§Si vrstw shluku. Tato teze pak sniZujéimnost rozpadu bub-
lin. Pasobeni diskontinualniho ultrazvuku zatge shlukovani bublin a to iwe byt favo-

rizujicim vyjasgnim kavit&nich zén a tim i maximalizaci samotné extrakce [100

Destrukce bublin i diskontinualnim gsobenim ultrazvuku v blizkosti rostlinnych mem-
bran zmisobuje silné smykové sily, které nasledmpisobuji mikro-trhliny v rostlinnych

buinkach. To ma za nasledek vyssid#ytost, uvadi Vinatoru a kol. [101].
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ZAVER

Jedlé k¢ty a netradini druhy ovoce z okrasnych¢ggnych ¢i divoce rostoucich rostlin
maji vysoky potencial z pohledurippdnich zdraj antimikrobialnich latek. Zkoumani
téchto nedostat@¢ vyuzitych kwti a ovoce poskytujeddecké dkazy o zvySeni pravd

podobnosti nalezu novychipodnich antimikrobiélnich latek, které by mohlyt lmhodnou

alternativou k syntetickym antimikrobialnim latkamantibiotikam.

DalSi studie poukazuji na stale se rozvijejici mhgtextrakce bioaktivnich latek z jedlych

kvétt a ovoce, které umdénji maximalizaci dinnych latek z rostlinnych material

Tato prace prokazala antimikrobialnfiky alkoholovych extrakt z jedlych kett a ne-
tradicnich drutii ovoce proti vybranym grampozitivnim a gramnegdtivimikroorganis-

muam.

U metanolovych extralitbyl prokdzan antimikrobiélnicinek proti osmi mikroorganis-
muam, picemz nejvysSi antimikrobialni¢inky byly zaznamenéany u extraktu ze vzorku
Salvia officinalis Z netradénich drulii ovoce inhibéné pasobil extrakt ze vzorkémelan-
chier ,TiSnovsky“. Nicmér metanol nize byt proc¢lovéka a zviata vysoce toxicky

a z pohledu potravirigtvi je nepouzitelny.

Extrakty gipravené pomoci etanolu vykazovaly vyznamné antiotilélni &inky. Etano-
lové extrakty jsou povazovany za besp& a mohou byt progpné pro potravingky
a farmaceuticky gimysl. U etanolovych extraktbyla prokdzana antimikrobialni aktivita
proti dvanacti mikroorganiziim. NejwtSi antimikrobidlni dGinky byly zjistny, stej tak
jako u metanolového extraktu, u extraktu ztkvSalvia officinalis Z netradénich druti
ovoce inhibéné pasobily extrakty ze vzotk Lonicera kamtschaticgSinoglaska“ aAme-

lanchier ,TiSnovsky*.

Také bylo zji&no, Ze pi dlouhodobém skladovaniipchladirenskych teplotach podstatn
klesaji antimikrobialni &inky alkoholovych extraki.

Antimikrobialni aktivita etanolovych a metanolovyeltrakti pripravenych kontinualnim
pusobenim ultrazvuku nebyla prokazanavbdem je vznik vysokeé teploty¢hem extrak-
ce a nasledna destrukce bioaktivnich latekdRkontinualnim psobeni ultrazvuku nedo-
Slo ktak zasadni destrukci biologicky aktivniclielda Nejvyznam#Si antimikrobialni
aktivita i vyuziti této extrakni metody byla prokazana u metanolového extrakivzpe-

ku Salvia nemorosa u etanolového extraktu ze vzorBalvia officinalis Ve srovnani
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S prostou maceraci begobeni ultrazvuku je tato metoda raéginna. | gres kratké, pra-
videlné greruSovani ultrazvukudhem extrakce nedoSlo k dostatému poklesu teploty.

Tato teplota pak zdginila destrukci termolabilnich bioaktivnich latek.

Extrakce pomoci ultrazvuku neni t&ksow naraina jako piprava extrakt maceraci a jevi
se jako zajimava extraki metoda vhodna k dalSim studiinti f&to metod je vSak nutné
zavést patcna opaiteni, ktera zabrani destrukci biologicky aktivniétek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
CO, oxid uhliity

MAE  extrakce mikrovinami

PFE  vysokotlaka extrakce rozpoddtem

SWE extrakce subkritickou vodou

SFE  superkriticka fluidni extrakce

SPE  extrakce pevnou fazi

SPME mikroextrakce pevnou fazi

CCM  Ceska shirka mikroorganism
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SEZNAM PRILOH

Pl

Pl

P 1
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P VI

metanolové extrakty 1

metanolové extrakty 2

etanolové extrakty

metanolové extrakty o§ené kontinualnim ultrazvukem
metanolové extrakty o§ené diskontinualnim ultrazvukem

etanoloveé extrakty oSené diskontinualnim ultrazvukem
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PRILOHA P |I: METANOLOVE EXTRAKTY 1

Ozna&eni Oznaeni vzorku
kmene 6| 10 11| 13 14 1% 19 23 3 35 1083B

CCM 3954 - = = 4 4 4 4 1 - T L
CCM 7205 - = = 4 4 4 4 1L N B |
PF - = = = - A 9 T A - . -+
CCM 3953 + = = = H =] =] = _
CCM 732 + - = = 4 4 4 4 N il N
CCM 2010 + = + - 4 4 4 4 4 N 1 L
1A12 - = = = = - 9 4 - - -+
1A13 - = = = = - 9 4 - - -+
1M1 - -] - - = S I - - _ _
7BM1 - =] = = = = + 4 4 | i
7BA3 - =] - - = S - - - _ _
7BA2 - = = = = = 4 4 4 | i
2A3 — | =] = = = < 4 4 4 ] i
2A6 — | = = = = = 4 4 4 | i
2M1 - = = = = - 4 4 4 | i
4A4a -1 =1 = =] o 4 4 4 4+ 1L i 1
3A1 - =1 =1 = = < 44 4 4 - _ i
9BA5 - -1 -1 -1 -] -] 4 4 4 - 4 4
6A2 - =1 =1 = = < 44 4 4 - _ i
TA2 - =] = - = S - - _ _ _ _
8A1 - =] = - = - = - _ _ _ _
320 - = = = - A4 49 = -+ T . -+
323 - = = = - 4 4 4 A - . -
324 - =1 =1 =] 4 44 4 4 4 il i 1
327 - = = = - 4 4 4 A - . -




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 75
PRILOHA P II: METANOLOVE EXTRAKTY 2
Oznaeni Oznaeni vzorku
kmene 6 | 10| 11] 13 14 15 19 23 34 35 DB3B

CCM 3954 - - -1 4 4 4 T + - - -
CCM 7205 - = - 4 4 4 4 + - - =
PF - -] =] - - 4 4 4 A - +
CCM 3953 + - - - H 4 4 T A - - -
CCM 732 + | = - o 4 4 4 - - -
CCM 2010 + +| +| = J 4 4 4 - 1
1A12 - = = = - 4 4 4 = +
1A13 - = = = - 4 4 4 = +
1M1 - -1 -1 -] -] -] 4 4 - -
7BM1 + | +| = = = =] - - A —
7BA3 - -1 =1 -1 - 1 4 4 A -
7BA2 - =] = =] = - - 4 A .
2A3 - =] = -] = -1 4 49 4 .
2A6 e el e e e e I .
2M1 - =] +| =] +| - - 44 A —
4A4a +| - - = 4 4 4 4 4 ]
3A1 - =] = =1 = - - H —
9BA5 - -1 -1 -1 - -] 4 4 - +
6A2 - = = = +| 4+ - - A +
7A2 - -1 -1 -1 - 44 4 4 4 4 4 4
8A1 - -1 -1 -1 - /1 4 4 4 4 4 4
320 - -] - - - 4 4 4 T + . +
323 - = - - - 4 4 4 T+ + . +
324 - = - - - 4 4 4 + + . +
327 - = - - - 4 4 4 T+ + . +
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PRILOHA P lIl: ETANOLOVE EXTRAKTY

Ozna&eni Oznaeni vzorku
kmene 6| 10 11| 13 14 1% 19 23 3 35 1083B

CCM 3954 + = -] o 44 4 4 4+ 4 B 1 1
CCM 7205 - = = 4 4 4 4 1L - B L
PF - = = = - 4 494 4 A - : -
CCM 3953 - = = 4 4 4 4 1 - N I
CCM 732 + +| = = = 4 4 _ i

CCM 2010 1 = = 4 4 4 4 1L N B L
1A12 - = = =] = - 94 = - = -
1A13 - = = =] = - 94 = - = -
1M1 - =] - - = | = _ i B ]
7BM1 + | +| = = =] +«| = 4 = _ u
7BA3 - =] = - = i _ _ _ ]
7BA2 + | = = = = =] = +H -4 - -
2A3 + | —| = =] = = <+ 4 4 _ ]
2A6 + | —| = =] = = <+ 4 4 B ]
2M1 — 1 =1 =1 =1 = o 4 4 4 _ 1
4A4a +| - = - 4 4 4 4 4 I
3A1 - =1 =1 =1 = < 4 4 4 _ ]
9BAS5 + | -] -] -] = +# | 4 4 - 4
6A2 | -1 =1 = = - 4 4 4 N ]
TA2 - =] - - = —_| — _ _ _ B ]
8A1 - =] = - = - = - _ i _ _
320 - = = - - 4 494 % =+ < - +
323 - = = = - 4 9 4 A + . +
324 - = = = - A4 4 4 A + - +
327 - = = = - 4 9 4 A + . +
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PRILOHA P IV: METANOLOVE EXTRAKTY OSET RENE
KONTINUALNIM ULTRAZVUKEM

Oznaeni Oznaeni vzorku

)
~
&
ol
for)
o
'_\

kmene 5| 6]10] 11] 13 14 1% 19 23 DB3B

CCM39%4 | —| —| —-| —-| 4 4 4 4+ + + + <+ I

CCM7205| —-| —-| —-| - - 94 =+ + —+ + + + I

PF - =1 =1 = = 9 4 4 4 + F 4T 7

CCM3953| —| —| —-| - - 94 =+ + —+ + + + I

CCM 732 - - - - 44 4 4 4 4+ 4+ + 1 L

CCM2010| —-| —-| —-| - - 4 =+ + —+ + + + I

1A12 - = =] = = - 4 4 4 4 4+ i 4

1A13 - = = =] = = - 494 4 4 4+ - 1

1M1 - = = = = = - H 494 4 4 - _

7/BM1 - = = =] = = - 44 4 4 4 - |

7/BA3 - = = = = = - H4 494 4 4 - _

7BA2 - = = =] = = - 44 4 4 4 - |

2A3 - = = =] = = - 44 4 4 4 _ |

2A6 - = = = = = - +H4 494 4 4 - _

2M1 - = = =] = = - 44 4 4 4 _ _

4A4a - = = = - - 4 49 4 -+ + = -+

3A1 - = = =] = = - 44 4 4 4 _ _

9BA5 - = = = = = - H4 494 4 4 - _

6A2 - = = = = = - +H4 494 4 4 - _

TA2 - = = =] = = - 44 4 4 4 _ _

8A1 - = = = = = - +H4 494 4 4 - _

320 - = =] = = - 4 4 4 4+ + 4 4

323 - = =] - - - 4 4 4 4+ + 4 1

324 e e e e

327 - = =] - - - 4 4 4 4+ + 4 1
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PRILOHA P V: METANOLOVE EXTRAKTY OSET RENE
DISKONTINUALNIM ULTRAZVUKEM

Oznaeni Oznaeni vzorku

)
~
&
ol

kmene 5| 6]10] 11] 13 14 1% 19 23

CCM39%4 | —-| —| - - - 4 4 4 4+ + +

CCM7205| —-| —-| —-| - - 4 4 4+ + + +

PF — =1 =1 = = 9 4 4 4 + §

CCM3953| —| —-| —-| - - 4 4 4+ + + +

CCM 732 - = = - 4 4 4 4 4 4+ +

CCM2010| —-| —-| —-| - - 4 4 4+ + + +

1A12 - =] =] =] = = 4 4 4 4 4

1A13 - = = =] = = “ 494 4 4 4+

1M1 - = = = +| =] - - 4 4 A

7/BM1 - =] =] = = = - < 4 4 4

7/BA3 - = = =] = = - H4 4 4 4

7BA2 - =] = = = = - 4 4 4 4

2A3 —

2A6 -+ = = = +| = - - 4 A

2M1 - = = =] = = - 4 4 4 4
4A4a - I

+
|
|
|
|
|
|
|
|
|

3A1 - = = = -

9BA5 ) e
6A2 T Z +] +] +

TA2 - = = =] = = - 4 4 4 4

8A1 - = = = = = - +H4 494 4 4

320 - = =] = = - 4 4 4 4+ 4+

323 - = =] = - - 4 4 4 4+ 4+

324 - =] = = = - 4 4 4 4 4+

327 - = =] = - - 4 4 4 4+ 4+
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PRILOHA P VI: ETANOLOVE EXTRAKTY OSET RENE
DISKONTINUALNIM ULTRAZVUKEM
Oznaeni Oznaeni vzorku
kmene 6 | 10| 11| 13 14 1% 19 23 3 35 0B3B
CCM 3954 - - 4 4 4 4 4 + L+ L -
CCM 7205 - -1 - 4 4 4 4 4 - -
PF | - -] -] 4 4 4 4 4+ 1
CCM 3953 - = - « 4 4 4 1+ L L -
CCM 732 - -1 -] - 4 4 4 + + I i
CCM 2010 - -1 - 4 4 4 4 4 - -
1A12 - - - - - 4 4 4 -
1A13 - - - - - 4 4 4 A
1M1 - - -] -] - - 4 4 A
7BM1 | =1 +| =] = <= 4 4 4 N
7BA3 - - -] -] - - 4 4 A
7BA2 + | —| +| | | | o 4 4 4 - -
2A3 + | — - =1 - - 4 4 A -
2A6 +| - =] -] -] -] - 4 4 4 -
2M1 - - -] -] - -] -4 4 4 A -
4A4a + —| -] -] -] 4 4 4 4 4+ -
3A1 - =1 = = = - 4 4 4 - -
9BA5 - -] -] -] -] - 4 4 4 4 -
6A2 - -] -] -] -] - 4 4 4 4 -
7A2 - - -] -] - -] 4 4 4 A -
8A1 - - -] -] -] - 4 4 4 A -
320 - -1 - - -1 4 4 4 4 1+ i
323 - - - -] | 4 4 4 4+ 4 ]
324 - - - - - 4 4 4 4 + ]
327 - - - - 4 4 4 4 4 4+ -




