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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo predevsim zjistit, zda testovany Skrobovy material,
nemodifikovany 1 modifikovany, bude mit antimikrobidlni a antioxida¢ni Ucinky. Testovano
bylo 5 vybranych mikroorganismu. Kromé bakterie B. cereus, kde byla pozorovana zoéna
inhibice, byly ostatni mikroorganismy rezistentni k antimikrobialnim G¢inkim rakytnikového
oleje. Dal§im cilem bylo zjistit, zda vlivem bakterie B. cereus na Skrobovy film dochazi ke
snizovani vodni aktivity, antioxida¢ni G¢inky filmi pomoci vybranych analytickych metod a
jejich nasledné porovnani. Zde bylo zjisténo, ze konkrétné metoda vyuzivajici DPPH volny
radikal neni vhodnd pro tento vzorek kvili nehomogenité¢ filmu. Dale byly porovnany

infraCervena spektra filma a povrch skrobovych filmu pod elektronovym mikroskopem.

KLICOVA SLOVA
skrob, rakytnik, Staphylococcus, Escherichia, Candida, Aspergillus, Bacillus, DPPH, ABTS



TITLE

Functional properties of starch film with buckthorn oil extract

ANNOTATION

The purpose of this thesis is to find out, if the tested starch material, unmodified and
modified, will have antimicrobial and antioxidant effects. Five species of microorganisms were
tested for their zone of inhibition. Apart from B. cereus, where an inhibition zone was observed,
other microorganisms were resistant to the buckthorn oil. Antioxidant effect of films were
detected using selected analytical methods. It has been found that the method using DPPH free
radical is not applicable for this sample due to the heterogeneity of the starch film samples.

Infrared spectra of starch film and surface under electron microscope were compared.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

A. — Aspergillus

ATR — metoda zeslabené reflexe (Attenuated Total Reflection)
aw — aktivita vody

B. — Bacillus

C. — Candida

CCM — Ceska sbirka mikroorganismti (Czech Collection of Microorganisms)
E. — Escherichia

FTIR — spektrometr s Fourierovou transformaci

tyz. — fyziologicky roztok

IC — infradervena

MCcF — stuperi Mc Farlanda

MO — mikroorganismus

OSA - oktenyl sukcinat anhydrid

SEM - skenovaci elektronovy mikroskop

St. — Staphylococcus

TE — Trolox equivalent

UV/VIS — ultrafialova/viditelna oblast



UvoD

V poslednich letech je vyroba a pouzivani plasti a vyrobka z nich velmi diskutovanym
tématem. Divodem je znecistovani planety jednorazovymi plasty, jako je napriklad PET lahev,
jednorazova plastova taSka, ruzné folie pouzivané na baleni potravin atd. V porovnani
s papirovym odpadem se plast rozklada az n¢kolik stovek let, a proto dochazi k jeho hromadéni
ve volné prirodé. V médiich se objevuji informace o ohrozeni mofskych zivoCichi vlivem
plastového odpadu. Resenim méizou byt plasty s pridavkem slozky, ktera podpofi jejich rozklad
v prirodé napfiklad vlivem mikroorganismu, vihkosti, slunecniho zafeni.

Skrobovy film obohaceny rakytnikovym extraktem, na ktery se zaméfuje tato diplomova
prace, je pti relativni vlhkosti 55 % pevny, tvarovatelny a zaroven by diky svému sloZeni mohl
byt pozivatelny. Tyto vlastnosti by z néj mohly udélat obal, ktery by se dal vyuzit naptiklad
misto obalu na okurky. Jejich baleni do plastovych folii se stalo v poslednich letech jistym
trendem.

Pritomnost mikroorganismu na potravinach a jejich nasledny vliv na n€ by se dal potlacit
piidanim antimikrobialni latky do obalu. Skrobovy film s riznou koncentraci rakytnikového
oleje, ktery mé prokazané antimikrobialni ucinky, by se dal pouzit jako obalovy material a
zaroven se mohl potlacit rist bakterii, kvasinek i plisni, které by mohli mit negativni vliv na
naSe zdravi.

Rakytnikové bobule jsou bohaté na pfirozené antioxidanty, kterymi jsou fenoly, flavonoidy,
askorbova kyselina, tokoferoly, mastné kyseliny, karotenoidy a organické kyseliny a tim by
krom¢ antibakterialnich mohl mit 1 antioxida¢ni u¢inky.

Cilem této diplomové prace je prokazat antimikrobialni a antioxida¢ni G¢inky Skrobovych
filmu. Tyto filmy jsou vyrobeny z bramborového skrobu a obsahuji koncentraci rakytnikového

oleje, ktera se pohybuje od Og do 0,3 g oleje na 100 g skrobové pasty.
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1.TEORETICKA CAST
1.1. OBALY

Balené vyrobky jsou povazovany za vyrobky vyssi jakosti a jsou spojovany s kvalitou a
zakladni hygienou vyrobku [1]. Vzhledem k zneci§t'ovani verejnych a ptirodnich ploch se klade
velky duraz na moznost nékolikanasobného obéhu, opétovného vyuziti nebo piipadné
pfepracovani obalu, ¢i moznost ekologické likvidace obalu [1]. U nékterych obalt dochazi
k pfimému kontaktu s potravinami, a aby se zabranilo pfipadnému znehodnoceni potraviny
nebo klaméni spotiebitele, vznikly pfedpisy a nafizeni, které se vénuji problematice baleni
potravin [2].

Mezi tyto predpisy patii zakladni pozadavky na obaly, které jsou formulovany v zdkoné
¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabadkovych vyrobcich. V zakoné €. 258/2000 Sb., o ochrané o
vetejného zdravi najdeme hygienické pozadavky na obaly, které piichazeji do piimého
kontaktu s potravinami. Pokud se budeme bavit o likvidaci obalového odpadu, je zde zdkon
¢. 477/2001 Sb., o obalech. Tento zdkon vypovida o tom, Ze osoby, které uvadéji obal do
obéhu/na trh jsou povinné vydat prohlaSeni, ze tento obal je mozné vyuzit 1 jinak neZ
skladkovanim. Zaroven tyto osoby musi splnit povinnost zpétného odbéru a likvidace obalu,
které byli jimi dany do ob&hu. Ceské technické normy, které byly harmonizované, ale i ty

neharmonizované, nejsou pro vyrobce zdvazné a vyrobci je mohou brat pouze jako doporuceni

[3]

1.1.1. Materialy pro vyrobu obalu

Pfi baleni potravin je vyuzivana cela Skala materiald. Mezi nejpouzivanéj$i obalové
materialy patii plast, papir, lepenka, sklo, kov. Pouziti jednotlivych materiala se lisi dle jeho
vlastnosti. Nejstarsim materialem je sklo. Je charakteristické vyssim obsahem sodiku a vapniku.
Cistota, odolnost va¢ chemickym vlivim a op&tovné pouziti z n& dé&la vhodny material
napiiklad pro vyrobu lahvi. Mezi kladné vlastnosti skla patii naptiklad snadna recyklace,
neovliviiyje zivotni prostiedi diky své neutralnosti. Nevyhoda je kiehkost, vys§i hmotnost,
citlivost ke zménam teploty, aj. [1; 3].

Papirové a lepenkové obaly se pouzivaji prevazné diky dostupnosti suroviny. Takovy obal
neni vhodny pro pfimy kontakt s potravinou kvili vodé, kterou vétSina potravin obsahuje.
Dochazi ke zvl¢eni materialu a tim se snizi jeho mikrobidlni stabilita a mechanickd odolnost.
Pro potraviny s vys§im obsahem vody je vhodné kombinovat ho naptiklad s hlinikovou folii

nebo plastem. Hlavni slozkou je recyklovatelny material — papir [1; 3].
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Kovové obaly se pouzivaji prevazné na vyrobu plechovek nebo kovovych folii. Dulezitou
surovinou je ocel, hlinik a cin. Vyhodou hliniku je napiiklad lehkost, mé&kkost, coz se odrazi na
mensi mechanické pevnosti. Cin je pouzivan pfevazné pro povrchovou ochranu, aby se
zabranilo korozi. Hlavni nevyhoda a problém obaltl z kovu je jejich koroze [1; 3].

Obaly z plastu jsou stale velmi diskutované, i piesto jsou obaly na bazi polymert velmi
rozsahla skupina obalt. Maji charakteristické vlastnosti, diky kterym se odliSuji od ostatnich
materiald. Nejvyznamnéjsi vlastnosti je plasticita, ktera pii vysSich teplotach umoziiuje snadné
tvarovani nebo spojovani materialt napf. svafovanim [1-3].

Od dfeva jako tradi¢niho obalového materialu se dnes jiz upousti. Hlavnim divodem je
vysoka cena dieva, vy$s$i hmotnost, uvolfiovanim slozek dfeva. Stale ale zastava pouziti dfeva
napfiklad pro palety, sudy na vino [3]. Jako obal se da pouzit 1 tkanina nebo pozivatelné latky

[2; 3].

1.1.2. Vyznam a funkce obalu

Béhem prepravy, skladovani a distribuce mize dochazet ke znehodnoceni potravin
biologickymi, fyzikalnimi, ale i chemickymi vlivy. Proti znehodnoceni a pro prodlouzeni
skladovatelnosti je dobré pouzit pravé vhodny obalovy material. Vhodnost obalu zavisi na
mnoha faktorech. Mezi zakladni pozadavky vyrobcu patfi vhodnost pro piipadné technologické
zpracovani baleného vyrobkt. Musi byt odolny napf. vii¢i mrazeni u mrazenych potravin. Jeho
dalsi dualezitou funkci je vytvoreni jednotky, ktera bude pfizptsobena tvarem a pozadavkum
prepravy. Tim je hlavné€ pevnost obalu, ale 1 jeho samotna hmotnost. Na obalovém materialu
najdeme informace, které byvaji dulezité pro spotiebitele. Zaroven obal musi mit tlohu
vizualné-komunikacni — urcuje, jaké bude mit vyrobek uplatnéni na trhu, zda zékaznika upouta
vice nez jiny produkt a tim u néj vzbudi zajem o koupi. Proto je dilezita i esteticka stranka [2;
3]. Pro obal je v neposledni fadé dilezity i postoj spotiebiteld, kam bychom mohli zahrnout
napfiklad velikost baleni —jednoporcova nebo rodinna baleni, jednoduchost otevirani, moznost

znovu uzavieni baleni [3].
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1.2. SKROB

Skrob patfi mezi nejdlilezitéjsi zasobni polysacharidy vétsiny rostlin a zarovefi mezi hlavni
energeticky zdroj potravin, kde ovliviiuje jejich texturu a vlastnosti. Vznika jako produkt
fotosyntézy zelenych Casti rostlin [4; 5]. Zde je degradovéan na rozpustny sacharid, nésledné
transportovan a v zasobnich organech rostlin syntetizovan jako Skrob. Ten je uloZen v
amyloplastechl v podobé Skrobovych zrn. Prakticky se Skroby daji vyrobit pouze z malého
pocCtu rostlin [2; 6].

Pro nas zajimavé Casti rostlin, ze kterych lze Skrob ziskat, jsou zrna (kukufice, ryZe,
penice), nebo z kofenovo-hlizovitych surovin (brambory, bataty) [4]. Skrob ziskany ze zrn
obsahuje zhruba kolem 20 % vody, narozdil od $krobu ziskaného z brambor [5]. Skrobové zrna
Ize oddélit v naprosto Cisté formé, a to pouhym mechanickym rozdrcenim zrn, vypiranim a

dekantaci na sitech (v pfipadé rdzné hmotnosti na hydrocyklonech a odstfedivkach) [5].

1.2.1. Vlastnosti Skrobu a jeho vyuziti

Obecné jsou Skroboveé Castice, zrna, ve volné formé [5]. Suchd latka (3krob) je bilé az
nazloutlé barvy, hygroskopickd2aje nerozpustna ve vodé s nizsi teplotou. Zrna se lisi tvarem a
velikosti v zavislosti na odriidg, ze které byly ziskany. Skroby jsou tvofeny dvéma frakcemi,
linedrni amylézou (ve vodé rozpustna slozka
Skrobu [7]) a vétvenym amylopektinem
(ve vodé nerozpustna slozka [7]) (z&kladni
rozdil je vidét vpravo na obrdzku 1). MnoZstvi
je proménlivé v zavislosti na typu Skrobu [5].

Tyto polymery maji stejnou zakladni
strukturu, kterd se liSi délkou a stupném
vétveni [8]. Pomér jednotlivych frakci ur€uje
vlastnosti Skrobu. Mezi dulezité vlastnosti,
které se pouZivaji v potravinéfstvi, patfi

mazovaténi a retrogradace [5].

Obréazek 1 - strukturni rozdil mezi
amylézou a amylopektinem [9]

1plazmid shromazdujici Skrob
2pohlcuje nebo udrzuje vihkost



Mazovaténi neboli zelatinace je proces, kdy neposkozend skrobova zrna, kterd jsou ve
studené vod¢ nerozpustna a tvorfi jakousi suspenzi, po zdhfevu absorbuji mnozstvi vody, aniz
by se ménil objem a tvar zrn. Toto se d€je az do urcité teploty, kterd se nazyva zelatinacni
teplotou, béhem které zacinaji zrna bobtnat. Tato teplota se lisi v zavislosti na skrobu, poméru
skrob: voda, pH, prostiedi a dalSich [6]. Na rozdil od bobtnani, kdy se jedna o vratny proces, je
zelatinace skrobovych zrn nevratna [6]. V dusledku hydratace a uvolnéni amylézy vznika pfi
dostate¢né koncentraci $krobu §krobovy maz. Z toho se po ochlazeni stava Skrobovy gel. Pokud
nebyl tento roztok skrobu dostate¢né koncentrovany, vznika Skrobové pasta [6].

Pokud dochazi ke skladovani gelt po delsi dobu pfi nizkych teplotach, dochazi k procesu,
ktery se nazyva refrogradace. Beéhem té se méni struktura gelu i samotné vlastnosti. Gely a
koncentrované pasty ziskavaji gumovitou texturu a vyssi pevnost, v disledku interakce mezi
dvéma nebo vice feté€zci amyldzy a tim se omezuji vazebnd mista, na které by se mohla poutat
voda. V piipadé méné koncentrovanych Skrobovych past dochazi ke srazeni, kdy naslednym
vyluCovanim vody ziskame dvoufazovy systém kapalina—pevna latka [6]. Tyto vlastnosti
souviseji s vlastnostmi amylozy a tento proces, proces retrogradace, je d€j opacnym zelatinace
[6]. Retrogradace je ovlivnéna mnoha faktory. Jsou jimi napftiklad pfilis nizka teplota, nebo
naopak teplota vyssi, mnozstvi vody ve Skrobovém gelu. Stupen retrogradace je potlacen,
pokud jsou v gelu pritomny soli, cukry nebo 1 lipidy [6].

Samotna technologie ziskdvani Skrobu zavisi na vychozi suroviné [4; 5]. Nasledné
izolovany Skrob ma Siroké vyuziti — vaze vodu, ¢ehoz se vyuziva naptiklad pti zahustovani,
zajis5téni §tavnatosti vyrobku nebo proti tvorbe hrudek. Bramborovy skrob se v potravinarském
prumyslu vyuziva predevsim kvuli Cirosti Skrobovych maza, neutralni chuti a v neposledni
fadé, protoze neobsahuje lepek. Kromé& potravinafstvi nachdzi vyuziti 1 v papirenském,
textilnim a odévnim prumyslu. V potravinafstvi jsou Skroby bezkonkurecné€ nejlevnéjsi a
dostupné ve vSech zemich. Zarover je mizeme modifikovat, ¢imz upravujeme jeho vlastnosti.

V hydrolyzovaném stavu, ve formeé sirupu, je surovinou pro napojovy pramysl [2].
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1.2.2. Modifikace skrobu

Modifikace skrobu je jeho uprava pomoci fyzikalnich ¢i chemickych reakcich. To zpusobi,
ze je Skrob prizpusobeny pro specifickou aplikaci nebo se zvysi jeho stabilita a tim dojde ke
zlepSeni vlastnosti pouzitelnosti [4]. Chemickou cestou ziskame naptiklad degradované Skroby,
Skroby oxidované, termicky upravené a extrudované skroby. Mohou sem byt zafazeny i jeho
derivaty. Nevyhoda chemicky modifikovanych Skrobl je v tom, ze jsou velmi drahé a
nepovazuji se za prirozené na rozdil od fyzikalnich modifikaci [2; 10].

V zavislosti na druhu zmén mizeme modifikované skroby rozdélit na dve velké ¢asti. Prvni
znich jsou rozstépené skroby. Ty se pripravuji celou fadou zplisobul napfiklad termickym
zpusobem, mechanickym pisobenim, zpracovani polysacharidu kyselinou, oxidacnimi Cinidly.
Zde dochazi krozstépeni glykosidovych vazeb, n€kdy se $tépi 1 jiné chemické vazby.
Polysacharid se zménsSuje, meéni se jeho molekulova hmotnost a vznikaji nové skupiny a
mezimolekulové vazby. Struktura Skrobu se nezméni, pouze obCas muze dojit k poruse
struktury zrna a tim padem vznika druhotnd struktura. Patfi sem hydrolyzované, oxidovang,
ozafené Skroby a dextriny [4]. Druhou skupinou modifikovanych Skrobu jsou substituované
Skroby. Glukézové zbytky, které obsahuji reaktivni alkoholové skupiny, reaguji s organickymi
a anorganickymi slou¢eninami. Vznikaji tak substituované skroby jako jsou etery, estery, estery
skrobli. Zavedenim i malého mnozstvi anorganickych nebo organickych slouc¢enin se mohou
velmi podstatné zmenit vlastnosti Skrobu [4].

Jina literatura rozliSuje modifikované Skroby na preménné, kam patii Skroby ziskané
z nativnich kyselou hydrolyzou, oxidaci nebo zahfevem. U zesiténych skrobl se miizeme bavit
o dvou typech pfiprav. Prvni je pomoci reakce skrobu s adipanhydridem, kdy nam vzniké prvni
skupina zesiténych Skrobu adipaty. Reakci s oxychloridem fosforecnym nam vznika druha
skupina fosfaty. Substituci nékterych hydroxylovych skupin polysacharida pfipravuje Skroby
stabilizované, do kterych patii estery a ethery Skrobu. Posledni skupinu zde tvoii jinak
modifikované, kdy zvySujeme dodate¢nymi modifikacemi funk&nost jiz modifikovanych
skrobti. To zahrnuje zpravidla kombinaci modifikaci. Dalsi moznost je modifikace pomoci
enzymu jako jsou pullulanasy, amylopektinu a dextrinti. Tyto Skroby pak mohou bobtnat ve
studené vodé/mléce a mohou se vyuzivat napfiklad pro pfipravu pudingu za studena [6].

Mezi vSeobecné pozadavky na modifikované Skroby patii: a) stabilita vici vlivu teploty.
Potravina podléhd vyssim teplotdm b&hem sterilace, peCeni nebo vareni. Naopak nizSim
teplotam byva vystavena, pokud dochézi ke zmrazovani. Dale musi byt modifikovany Skrob

stabilni vic¢i mechanickému namahani, jako je napfiklad miseni, homogenizace nebo béhem
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plnéni do obali. V neposledni fadé musi byt modifikovany Skrob stabilni vaci vlivu
chemickému, kam patii zejména vliv kyseliny. Musi b) brdnit déleni fazi. MEl by branit
vloCkovani, koagulaci, synerezi (béhem té dochazi uvolilovani séra napt. ze syrovatky) a nesmi
retrogradovat, ¢) musi tvorit ¢iré gely a pasty a v pfipad€ potieby musi mit d) zahustujici

schopnosti [5].

1.3. BIODEGRADOVATELNE OBALY

Degradovatelné obaly obsahuji ve své struktufe iniciatory, které se za urcitych vnéjsich
podminek rozpadaji na latky, které jsou soucCasti biosféry. Degradovani obalu muze byt
zpusobeno vlivem sluneCniho svétla, vodou, vzduchem, kyslikem, pfipadnymi
mikroorganismy, nebo pomoci mechanické degradace, ktera muze byt zplisobena vétrem [1].
Tyto filmy mohou byt nosi¢em funké&nich slozek — antimikrobialni a antioxidaéni vlastnosti
[11]. Jak jiz bylo zminéno, ma $krob rizny pomér mnozstvi amylozy a amylopektinu. To zavisi
na rostling, ze které je ziskavan, a nasledné pomér téchto slozek charakterizuje material a urcuje
finalni vlastnosti. Uz dfive byly sledovany materialy s pfidavkem Skrobu, jelikoz je biologicky
rozlozitelny, ma velkou dostupnost a naklady na potizeni jsou velice nizké (bramborovy Skrob
je mozné potidit zhruba za 60 K&/kg)®. U téchto material( se prozatim sledovala hlavné jejich
biodegradovatelnost. Granulovany Skrob se pfidaval jako funkéni aditivum, béhem vlastniho
procesu zpracovani polymeru [1; 12].

Baldev Raj ve své studii prohlasuje, ze biodegradovatelné plasty byly jiz obchodné
vyuzity napiiklad v pytlich do odpadkovych kosi, u kompostovacich pytla na odpady, atd.
Prirozené dostupny skrob jako plni¢ polyethylenu o nizké hustoté spliiuje pozadavky na
tepelnou stabilitu. Plastovy film s pfidavkem kukuti¢ného Skrobu, ktery byl pouzit misto
klasické plastové folie na baleni potravin, némel nepfiznivé U€inky na jakost potravin nebo na
jejich bezpecnost. To by mohlo znamenat zvySeni vyuziti Skrobu [7].

Skrob spliiuje vSechny hlavni aspekty, diky kterym je vhodnym materidlem pro jedlé
povlaky [8]. Jak jiz bylo zminéno, jeho velkou vyhodou je snadna dostupnost, vysoky vytézek
extrakce, biologicka rozlozitelnost a biokompabilita. Jako obalovy material upoutal pozornost
u akademika ale i v prumyslu.V praxi jsou pak tyto obaly bez zapachu, bez chuti, bezbarvé,

netoxické, biologicky vstrebatelné, polopropustné naptiklad pro vlhkost, nebo kyslik [8].

* informace dostupna k dubnu 2020 (Bramborovy $krob od firmy Amylon - https://www.putitas.cz/bramborovy-
skrob-jemny--500g-amylon/)
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Skrobovy film se stal diskutovanym materidlem pro jiz existujici vyzvy, které jsou
spojeny s obalovym materidlem. Vedou ke zvyseni trvanlivosti, kvality a bezpecnosti potravin.
Byly vyvinuty razné metody modifikace pro vyrobu filmu. Tento film vykazoval vynikajici
tvarovaci vlastnost diky pfidani aditiv — ty vytvofi pruznéj§i material [8]. Zaroven bylo jiz
v minulosti zji§téno, Ze obsah amylozy je zodpoveédny za tuhost a pevnost filmi. Proto
kukufi¢ny $krob, ktery ma vyssi obsah amylézy nez tfeba bramborovy, vytvari siln€jsi a tuzsi
filmy nez ostatni Skroby. Jsou zaroven kiehké a pfirozen¢ hydrofilni, ¢imz by mohl ovlivnit
baleny potravinovy produkt. Tyto vlastnosti se daji zménit pfidanim zmeékcovadel jako je
napiiklad sorbitol, glykol, glycerol a polyethylen. Vhodné zméek&ovadlo pro skrobové filmy
byva glycerol kvali své kompatibilit¢ s amylozou. Folie z mékceného skrobu, konkrétné

s pritomnosti glycerolu, hraji vyznamnou roli pro lepsi zpracovatelnost filma [11].

1.4. RAKYTNIKOVY OLEJ

Trnity kef rakytnik reSetlakovy (Hippophae rhamnoides) vyrasta do vysky az 7 m [13].
Tento keft toleruje sucho, mraz i znecisténé ovzdusi. Rostlina mé dlouhé kopinaté listy pokryté
stiibrnymi chloupky. Produkuje velké mnozstvi zelenych a hnédych kvétd, ze kterych se po
obdobi kvétu stavaji chutné a vyzivné bobule. Tyto bobule (obrazek 2) jsou malé, maji zlutou
az tmave oranzovou barvu a dozravaji az v zafi [13—-15].

Vyroba rakytnikového oleje je slozita. Ziskava se lisovanim cCasti rostlin za studena —
nejcastéji to jsou semena nebo plody rakytniku. Kvali ochrané ploda pied zviraty je rostlina
obklopena ostrymi trny. Z tohoto diivodu je snazsi odfiznout celou vétev a nasledné az sebrat
bobule. Ty jsou dale Cistény napi. vodou. Naopak oddé€lovani necistot pomoci otfesi nebo
kartaCovani by mohlo kontaminovat bobule jeste pred tim, nez dojde k procesu extrakce [16].
Extrakci je mozno ziskat 1 mensi mnozstvi cennych latek, které jsou obsazeny v bobulich nebo
semenech. Pouziva se nékolik technik [17]. Tradi¢ni zpisob byl namaceni bobuli do
rozpoustédel (napf. hexanu [17]), ktera ale mohou mit nezadouci G¢inek na slozeni oleju, tzn.
ze nekteré vyhody ziskaného oleje se tak mohou ztratit a v neposledni fadé muze dojit
k ohrozeni zdravi konzumenta [16]. Naopak bezpecnéjsi je extrakce nadkritickym CO2[17]. K
oxidu uhli¢itému, ktery je zkapalnén pomoci vysoké teploty a vysokého tlaku, se pridaji bobule
nebo semena. Pomoci nadkritického oxidu uhliitého z nich dostaneme olej s obsahem
veskerych pottebnych a zdravi prospesnych slozek [16].

Tato rostlina ma velké mnozstvi u¢innych latek, bylo identifikovano zhruba 100-200

slozek [13] (napf. volné mastné kyseliny, estery, alkany, antioxidanty, velké mnozstvi vitaminu,
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hlavné vitamin C, flavonoidy, polyfenoly, polysacharidy, velké zastoupeni maji i karotenoidy
a mineraly) [13-15]. V samotnych bobulich bylo identifikovano asi 14 vitamin( [13]. Diky
tomuto skvélému sloZeni poskytuje fadu vyhod a z&roveri je vhodny na vnitfni i vnéjsi pouZiti,
proto se hojné vyuZziva v kosmetice nebo i mediciné [13; 14]. Tento olej zlepSuje krevni obéh,
usnadiuje okysliGovani kiize, odstrafiuje pfebyteéné toxiny z téla. Déle chrani pfed infekcemi,
zabranuje alergiim, eliminuje zanéty a zpomaluje proces starnuti [14].

Rakytnik Ize konzumovat ve formé zavafeniny, Caje, sirupu, dZusu, vySe zminéného oleje

nebo ho Ize konzumovat i v syrovém nebo vysuSeném stavu.

Obrazek 2 - plody rakytniku reSetlakového [18]
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1.5. ANTIMIKROBIALNI TESTOVANI

Pomérné velka c&ast infekénich chorob jsou bakterialniho plvodu. Spolecné s objevem
laboratornich metod, které stanovuji vhodné pldy pro rist téchto mikroorganismd, je potfebné
stanovit i citlivost a odolnost patogenl k Sirokému spektru antimikrobialnich latek. To pak
napfiklad ve zdravotnictvi pomaha v zahajeni Ié¢by pacientl [18].

Testovani citlivosti na antimikrobialni latky je doporuGeno provést u kazdého
mikroorganismu podilejiciho se na infekci [19]. Testy citlivosti jsou doporuceny i v pFipadé, Ze
by se mohlo jednat o mikroorganismus, ktery mze vykazovat odolnost k antimikrobialnim
latkdm, které jsou bézné pouzivany. K tomuto testovani lze pouzit diskovou difuzni metodu a
metodu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) [18] (metody pro pfedstavu zobrazené na
obrazku 3). Dalsi pouzitelnou metodou mlze byt napfiklad E-test [20].

VeSkeré tyto metody bez ohledu na to, kterd to je, musi byt provedeny v souladu
s postupem, ktery je mezindrodné uznavany [20]. U diskové difuzni metody je postup
nasledujici: pfiprava standardizovaného inokula z bakterialni kultury, kde vybereme dobfe
izolované typické kolonie. Dale vytvoreni bakterialni suspenze pomoci zdkalové stupnice podle
McFarlanda. Takto pfipravené suspenze se nasledné inokuluji na vhodné ristové médium
(Mueller Hinton agar). V pripadé diskové diflzi metody se pfidavaji jeSté pfed inkubaci
antimikrobialni disky. Po inkubaci, ktera probihala s ohledem na typ patogenu, se zméfi zéna

inhibice a nasledné se interpretuji vysledky testovani [18].

Obrézek 3 - vlevo diskova difuzni metoda [21]; vpravo metoda MIC vyuzivajici mikrodilu¢ni
desticky [22]

Diskové difuzni metodaje jednou z nejstarSich metod. Tim, Ze je univerzalni pro testovani

vétsiny bakterialni patogend, predevsim Kk citlivosti na antibiotika, z{stava nejrozsitengjsi

v klinickych a mikrobiologickych laboratofi [23].
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Postupy pro antimikrobidlni testovani jsou publikovany Institutem pro klinické a
laboratorni standardy (CLSI) anebo Evropskym vyborem pro testovani antimikrobiélni
susceptibility (EUCAST). Tyto postupy jsou &asto aktualizovany [20]. V Ceské republice
stanovuje kvantitativni zkusebni metody ke zjistovani antimikrobialniho u€inku antibakterialne
upravenych textilnich vyrobkd a netkanych textilii mezinarodni norma CSN EN ISO 20743
[24].

1.5.1. Testované kmeny bakterii

1.5.1.1.  Rod Bacillus

Termin ,bacillus” je latinsky vyraz pro tyCinku, a proto puvodné tento rod zahrnoval
vSechny bakterie, které mély tyCinkovity nebo valcovity tvar. Nyni se rod Bacillus (B.) sklada
ze sporotvornych, gram pozitivnich peritrichnich tyCinek [25-27]. Nékteré kultury se mohou
spolu se stafim zmeénit v gram negativni, a proto tento rod rfadime naptiklad spolu s rodem
Clostridium, mykobakteriemi aj. do gram variabilnich [28-30].

Obecné je tento rod v prirodé velmi rozsSifeny, nebot’ zahrnuje aerobni i1 fakultativné
anaerobni druhy. Ma pozitivni katalazu, tvofi dlouhé palic¢ky, které mohou byt spojeny v fetizky
[26]. Diky bohatému enzymovému vybaveni vétSina druha pak dokaze §té€pit Skrob, rostlinné
pektiny. Velmi aktivni je i proteolyticky enzym, ktery hraje dulezitou roli pfi rozkladu bilkovin
aerobnim i anaerobnim zptsobem. Rada druhd produkuje antibiotika napf. bacitracin,
polymixin B (B. polymyxa). Tato antibiotika maji polypeptidovou povahu. Tvorba slizovitych
pouzder nékterych druht muZze zpusobovat nitkovitost peCiva. Za to enzymy ziskané
z nékterych druht jsou uplatiovany napiiklad v pivovarnictvi, textilnim pramyslu (amylasy
ziskané z B. subtilis) nebo napfiiklad jako pfisada do pracich prostfedka (proteinasy) [27].

Optimalni podminky pro rast bakterii rod Bacillus je v teplotnim rozmezi 30-33 °C [31] pfi
pH 5,5-8,5 [26]. Prijatelna optimalni teplota jei 37 °C. Teplotni rozmezi ristu je ovSem uz od
5 °C az k 50 °C [31]. Toto rozmezi nelze presné urcit. Zalezi na druhu bakterie a zaroven je
rast ovliviiovan mnoha faktory, mezi které patii naptiklad pH, vodni aktivita atd.

Z potravinaiského hlediska je B. cereus jednou z nejdulezitejsich bakterii tohoto rodu. Je
fakultativné anaerobni a na krevni agaru tvoii zonu B-hemolyzy. Tu muzeme vidét na
obrazku 4. Jeho bakterie jsou pomérné velké v porovnani s B. subfilis, pod mikroskopem ve
visuté kapce pohyblivé. V ptipadg, ze je bakterie vystavena stresujicim podminkam prostiedi,
vytvari uvnitt buiiky endospory, které jsou umistény centraln€ v butice a k jejich vykli¢eni nent
nutny tepelny Sok. [1; 26; 32] Spory produkované touto bakterii jsou dilezitym ukazatelem pfi

onemocnéni zpusobeném potravinami. Jsou sice méné odolné nez napiiklad u kmene
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Clostridiumperfringens. Mohou byt zni€eny jiz pfi 100 °C za 5-30 minut [25]. Nékteré kmeny
tvofi tak odolné spory, Ze snesou vysoké teploty, toxické chemikélie, UV zéafeni i davku
ionizujiciho zé&feni [26; 31; 33].

Patfi k toxigennim mikroorganismm, nebot na polysacharidovych substratech produkuje
toxiny, které mohou kazit potraviny a nasledné vyvolat otravu u konzumenta. Na intoxikaci
bakterii B. cereusje potfeba pomérné velky pocet bunék [26; 31]. Vyskytuje se v kazdodennim
jidle jako je napfiklad ryze, mléko, nudle [33]. K vyvolani chorobnych stavi dochazi pomérné
brzy, v zavislosti na pfitomném toxinu. U emetického toxinu, ktery je termostabilni, se projevy
otravy projevi uz za 1-5 h v podobé nevolnosti a zvraceni (,,emeticky* = vyvolavajici zvraceni)
[26; 31]. U otravy diarhogennim toxinem mliZzeme po 8-16 h pozorovat bolesti v bfise, nutkani
na stolici az prijem (,,prdjmovy syndrom*). Intoxikace at’ jednim, nebo druhym toxinem ma ve
vétsiné pripadd kratky a lehky pribéh, a proto povétSinou unika pozornosti [25; 27; 31].

Prevenci proti intoxikaci je fadny sanitaCni rezim. Vzhledem k faktu, Ze tato bakterie je
vSudypfitomna, v malé mife je kontaminovana vétSina poZzivatin. Proto je dllezité, aby
potraviny/ suroviny nebyly uchovavény pfi pokojové teploté a po prohfati bylarychle schlazena
aulozena v chladni¢ce. Tim zabranime vykli€eni spor, které mohly prohfati, popf. var prezit, a
tudiz i masivnimu pomnozeni B. cereus [31].

Pro prlikaz a stanoveni poCtu bakterie B. cereus
v potravinéch, krmivech a pro vzorky
z potravinafského prostfedi se dle normy CSN EN
ISO 7932 vyuziva specidlni plida MYP agar
(Mannitol egg Yolk Polymyxin agar), ktery
obsahuje Zloutkovou emulzi a polymyxin-B-sulfat
[31], coZ zplsobi, Ze kolonie této bakterie jsou
zbarvené do rdiZzova a maji velkou zénu precipitatu.

Je zde vidét charakteristicky rlst a zaroven je zde i
priikaz hemolyzy.
Obrazek 4 - B. cereus na krevnim agaru

za tvorbyjasné fi-hemolyzy [34]
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1.5.1.2. Rod Staphylococcus

Staphylococcus aureus je v lidské populaci velmi rozsifenym, proto ho mizeme fadit mezi
nejdllezitéjsi patogenni druh rodu Staphylococcus (St.). Je to gram pozitivni mala kokovita
burika. Pod mikroskopem mizZe byt vidén spojen do nepravidelnych uGtvard - shlukd, které
pfipominaji hrozny [25]. Tento rod je nepohyblivy, schopny rist za aerobnich i fakultativné
anaerobnich podminek, coZ znamen4, Ze dokaze zkvaSovat cukry za tvorby kyselin a fermentuje
glukézu [1; 27; 30]. Ma Siroké rozmezi rdstu od 6,5 az do 45 °C pfi pH 4-10, ale optimum ma
okolo 37 °C. Tyto kmeny jsou tolerantni k nizkym aktivitdm vody a tim padem i k solim (az
10% NaCl [27]) a pfeZivaji i 11% alkohol, Cehoz se vyuZivd pro inhibici doprovodné
mikrofléry. Katalazovy test vykazuje silné pozitivni reakci a diky svym enzymdm koaguluje
krevni plazmu [1; 25; 26; 30].

St. aureus neboli také zlaty stafylokok zpdsobuje anginu, hnisava onemocnéni aj. Zdrojem
infekce mlzZe byt i zdravy jedinec tzv. bacilonosi¢ (na pokoZzce, v nosohltanu) kdy sta¢i pouhé
zakaslani nebo kychnuti. V pfipadé, Ze dojde ke kontaminaci potraviny, plivodce otravy nejsou
Zivé buriky kmene, ale jeho vytvoreny enterotoxin [25; 27; 31], ktery dokaZe prezit var po dobu
30 minut. Vytvofeny enterotoxin je produkovan uvnitf neporuSené buniky a nésledné je
uvoliiovan do potraviny. Stafylokokové enterotoxikézy mohou zplsobit vazna onemocnéni
nebo az smrt [25-27; 31].

Rizikové potraviny jsou hlavné ty, které se teplem jiZ neopracovavaji, jako jsou majonézy,
salaty [27]. PFiznaky otravy se projevuji pomérné brzy po poZiti potraviny, zhruba do 6 hodin.
Intoxikace ma ve vétsiné pripadl lehky pribéh - zvraceni, nevolnost, prijem, bolest bficha.
Toto vSak odezni béhem jednoho az dvou dnd [25; 27; 31].

Dle normy CSN EN 1SO 6888-1 je arbitrazni pdda, ktera
se pouzivdh pro stanoveni  koaguldza-pozitivnich
stafylokok(l, Baird-Parker svaje¢nou emulzi [1; 30]. Zde
dochazi k redukci teluri¢itanu na telurid, ¢imz dostaneme
typické Cerné lesklé kolonie, které maji zonu projasnéni
jako tomu je v pfipadé na obréazku 5. Chlorid litny a

teluriitan draselny inhibuje doprovodnou mikrofléru.

Obrazek 5 - St. aureus na

Baird-Parker agaru [35]
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15.1.3. Rod Escherichia

Rod Escherichia (E.) se fadi do Celedi Enterobacteriaceae konkrétné mezi koliformni
mikroorganismy. Vzhledem k faktu, Ze se bakterie Escherichia coli bézné vyskytuje ve stolici
a tim padem i ve spodni Casti traviciho traktu lidi a zvifat, je bréna jako indikator fekalniho
zneCisténi [30]. Diky vyskytu ve vykalech jsou tyto bakterie roz§ifené i ve volné pfirodé. Jedna
se o gram negativni fakultativné anaerobni tyCinky, které se daji pozorovat napfiklad pomoci
elektronového mikroskopu [26], jako tomu je na obrazku 6. Oxidazovy test vykazuje negativni
reakci, katalazovy pozitivni. Jako ostatni koliformni bakterie fermentuje laktézu za tvorby
organickych kyseliny a plynl, méné Casto se vyskytuje kmen, ktery $tépi laktézu pomaleji nebo
vlibec, C€ehoz se vyuzivad pro odliseni od Salmonel. Je pouzivana jako indikatorovy
mikroorganismus sanitace, hygienickych a technickych pozadavk( [1; 26]. Ma Siroké rozmezi

ristu (0-10 °C), optimalni teplota okolo 37 °C a pH, které je blizké neutralnimu [30].

Obrazek 6 - obarvend bakterie E. colipozorovanapomoci skenovaciho mikroskop [36]

E. coli je nejprozkoumanéjsi mikrobialnim druhem. Vedle ni rozliSujeme jesté
enteropatogenni E. coli, jejiz kmeny zpUdsobuji rlizné typy chorob zazivaciho traktu.

Stanoveni koliformnich mikroorganism{ v potravinach se fidi dle normy CSN I1SO 4832.
Zde se provadi stanoveni pomoci pldy VCZL. Ta obsahuje krystalovou violet, neutralni
¢erven, ZluGové soli a laktézu. V pfipadé, ze odhadujeme nizky pocet mikroorganisml ve
vzorku, je mozno vyuzit metodu MNP (Most Probable Number). Ta se provadi dle normy CSN

ISO 4831.
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15.14. Rod Candida

Kvasinky se spole¢né s plisnémi v pFirodé nachazeji zcela pfirozené. Jsou Casto vzdudnou
kontaminaci nebo je mlZeme najit na ovoci a kvétnim nektaru. Potfebuji ke svému ristu
sacharidy nebo materialy obsahujici cukry a mohou rist i za nepfitomnosti vzduchu [1]. Pro
kvasinky tohoto druhu je charakteristickd tvorba pseudomycelia a pravého mycelia na
vhodnych Zivnych pldach [27].

Kvasiny se vSeobecne rozmnozuji pomaleji nez bakterie. Proto se vyskytuji za podminek,
které jsou pro bakterie nevyhodné. Na rozdil od bakterii je mlzeme najit hlavné pfi kazeni
kompotl, ovocnych mostd, slazenych mineralnich vod. Rozmnzovani kvasinek je zavislé na
fyziologickych vlastnostech, napfiklad potfebé cukru, odolnosti ke kyselému prostfedi. Vyskyt
kvasinek ovliviiuje také nizka tepelna odolnost [27]. Kdy pro kvasinky je vétSinou optimalni
teplota rlistu v rozmezi 22-25 °C. Daji se najit i druhy, které rostou pfi nizsich nebo naopak
vysSich teplotach [31].

Rod Candida (C.) obsahuje az 160 druhl. Je nejrozsahlej$im rodem kvasinek, které se
nazyvaji nepravymi kvasinkami, kvasinkovitymi mikroorganismy. Neni u nich zndma tvorba
pohlavnich spor, rozmnoZuje se pucenim, kdy z rodi€ovské bunky vznikaji buiiky dcefinné [26;
27]. Nékteré druhy se vyuzivaji napfiklad k pFipravé krmného drozdi. Rod Candida zahrnuje
kmeny podminéné patogenni, ale také i patogenni kmeny, které mohou byt nebezpecné pro
¢lovéka. Mezi podminéné patogennni patfi pfedevSim Candida albicans. Nepatogenni druh
tohoto rodu se vyskytuje jako nezadouci kontaminace pekafského drozdi [27].

C. albicans (obrazek 7) muize zpUsobovat onemocnéni, které se nazyva kandidézy.
Objevuje se pfevazné na kizi a nehtech lidi, ktefi pracuji s plidou, nebo ovocem a cukernymi
nalevy. Kandid6zy se mohou objevit i uvnitf téla jedince a postihovat i sliznici Ust, dychaci
cesty, u zen mlze zplsobovat i vaginalni infekce. Ty vznikaji pfedevsim u oslabenych jedincl

a pokud nejsou v€as rozpoznany mohou vést az ke smrti jedince [26; 27].

Obréazek 7- C. albicanspomoci barevné transmisni elektronové mikrofotografie [37]
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1.5.1.5, RodAspergillus
Plisné na rozdil od kvasinek jsou pFisné aerobni a nejsou naro€né na Ziviny a mohou se
rozmnozovat i za podminek, které nejsou pro bakterie a kvasinky dostacujici napf.
v potravinach s niz8im obsahem vody [1]. Rod Aspergillus (A.) je mezi plisnémi velmi
rozSifeny. RozmnoZuje se vegetativné pomoci konidii, které vznikaji v Fetizcich z fialid
(morfologie je viditelna na obrazku 8). Na Petriho miskach mlizeme pozorovat chlupaté az
vatovité kolonie, které jsou ndpadné zbarvené vrstvou spor (obvykle sejednéa o ¢ernou, hnédou,

zelenou, Zlutou az bilou barvu) [26].

Obrazek 8 - morfologie konidiofor u rodu Aspergillus [38]

Tento rod méa velmi bohaté enzymové vybaveni (proteolytické, amylolytické, pektolytické).
Nékteré druhy jsou vhodné pro pfipravu enzymd, které se dale pouZzivaji v potravinafstvi -
pivovarsky, konzervérenstvi pfi pfipravé ovocnych $tav; nebo pfi vyrobé pracich praskl [27].
Mykotoxiny4, které tvorfi plisné, jsou rozmanitéjSi neZz toxiny vytvofené bakteriemi. Mezi
nejnebezpecnéjsi patfi aflatoxiny, které jsou tvofeny druhy A.flavus aA. parasiticus. Nejcastéji
je najdeme napfiklad na araSidech a soje [27]. Dale se mohou vyskytovat na kukufici, v kakau,
kofeni, rliznych druzich ofechl. Aflatoxiny je moZzno nalézt i v mléce avyrobcich z mléka. Zde
se vyskytuje predevsim aflatoxin M [31]. Tento toxin zplisobuje vaZna onemocnéni, zejména
rakovinu jater u drlbeZe [27] nebo poruchy centralni nervové soustavy véetné postizeni
perifernich nervd [31]. Veskeré plisné, které jsou schopny tvofit mykotoxiny, mizeme pouzit

oznaceni ,,potenciédlné toxigenni plisefi* [31].

4toxické sekundarni metabolity, které jsou produkovany plisnémi, za ur€itych podminek
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Na obrazku 9 mdzeme vidét digitalni ilustraci plisné A. niger, ktera byla prekvalifikovana
na A. brasilliensis [39]. Cerna barva konidii chrani plisei pfed nepfiznivymi vlivy sluneéniho
svétla [27]. Mé velmi Siroké rozmezi pH pro rist, kdy jako optimalni pH pro rdst se povazuje
3,0-8,0. Preziva a dokaze se rozmnozovat i v extrémné kyselém prostfedi (kolem 1,2) anebo
silné alkalickém (okolo 11,0) [27]. Jeho vlastnosti se vyuziva na vyrobu kyseliny citrénové
kvasnou cestou. A. brasilliensis produkuje antibiotika, které kvili své vysoké toxicité nenasla
uplatnéni v mediciné [27]. Nékteré kmeny A. niger produkuji mykotoxiny - ochratoxiny. Ty
mohou u rznych druhl zvifat vyvolat nefrotoxicitu (toxické onemocnéni ledvin) a renalni
nadory, coz jsou primarni zhoubné nadory ledvin. Na zakladé toho jsou po jejich konzumaci
potencialné nebezpecné pro lidské zdravi [39].

Tato pliseri mlze byt pFi¢ina nékterych pfipadl pneumonie. MUzZe zplsobovat ¢erné plisné,
které najdeme na vnitfni strané néjakych potravin, napfiklad merunék, cibule, hrozny atd. a tim

zpUsobuji kazeni potravin [39].

Obrazek 9 - digitalni ilustrace A. brasiliensis [39]
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1.6. AKTIVITA VODY

Voda je velmi vyznamnou slozkou potravin. Ovliviiyje jejich fyzikalné-chemické vlastnosti
a podili se na zmeénach, které se odehravaji v potravinach [40]. Nez samotny obsah vody je pro
zmény v potravinach dulezité i to, jak je voda dostupna (jak je vazana v potravin€). Voda, ktera
je vazana pevné je mén¢ dostupnd nez voda, voda slabé vazana nebo volna voda. Miru
dostupnosti je aktivita vody [6; 40].

Aktivita vody oznaovana jako aw se pouziva jako veliCina pro odhad chemické a

mikrobialni stability potravin. Aktivita vody je dana vztahem (1):

a, = ;’ﬁ (1)

kde pw je parcialni tlak vodni pary nad roztokem nebo potravinou; pwo je parcialni tlak vodni
pary Cisté vody stejné teploty. Tato hodnota je bezrozméerna, zavisla na teploté a pohybuje se
v rozmezi hodnot O (minima) az 1 (maxima) [6; 40]. Aktivita vody nema linearni vztah
k procentualnimu obsahu vody v susin¢ [31].

Metody pro stanoveni aktivity vody jsou rozdéleny podle toho, zda dana laboratot pozaduje
jednoduché stanoveni aw a tim padem si vystaci s jednodussim pfistrojem, nebo zda se jedna o
laboratot, ktery vyzaduje specializované pristroje. Metody, které vyzaduji pouze jednoduché
laboratorni pfistroje, maji nevyhodu v omezeném poctu meteni a pred kazdym meéfeni musi
dojit k vytvoreni rovnovahy [41].

Vlastni méfeni muaze tak probihat pomoci aw— metrt. Ty mé&fi na zakladé riznych principu.
Jednim z nich muze byt méfeni teploty rosného bodu. Zde béhem uzavieni vzorku do prostoru
se stalou teplotou dochazi k nasyceni. Timto prostorem poté prochazi paprsek, ktery se odrézi
od zrcatka. Pfi snizeni teploty dochazi ke kondenzaci vlhkosti, zamlzeni zrcéatka, ¢imz je
zpusobeno, ze paprsek prochazi jinak. Pomoci tabulek je poté odectena teplota rosného bodu.
Gravimetrickd metoda, kdy se sleduji zmény obsahu vody a aktivita vody je odeCitdna na
zakladé sorpCnich izoterm, které jsou pfipraveny pro dany material. DalSim Cast&jSim méfenim
muze byt elektrochemické metoda, kdy je sledovana vlhkost. Tyto elektroméry jsou vodivostni
nebo kapacitni. Mén¢ vyuzivana je metoda manometricka, kdy se méfi tlak vodni pary ve
vakuovanych nadobach [40].

Obsah vody v potravinach mizeme ur€it pomoci sorpCnich izoterm, ktera nam vyjadiuje
zavislost obsahu vody na jeji aktivite.

Dle vlhkosti okoli a teploty dochézi k desorpci a sorpci vody a tim dochazi ke zménam
obsahu vody v potravinach. Napftiklad aktivita vody pii konstantnim obsahu vody v potraving

roste se zvySujici se teplotou tzn, Ze pokud se teplota zvysi o 10 °C, zpusobi to narust aw o
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hodnotu 0,03-0,20. To mize mit za nasledek zhorSeni stability potravin balenych potravin.
Mohou se zde napiiklad pomnozovat nezadouci mikroorganismy nebo muze dojit
k nezadoucim reakcim [6; 40; 42]. Vétsi pridavek soli nebo cukru do potraviny, ma konzervacni
ucinky. V tomto ptipadé procento vody zistava stejné, ale osmoticky vazana voda se stava pro

mikroorganismy nedosazitelna [31].

1.6.1. Vliv ay na mikroorganismy

Znalost aw potravin je dalezita, abychom mohli zjistit, zda bude potravina nachylna
k pfipadnym mikrobidlnim zmé&ndm. To ma za nasledek, ze dokézeme urcit trvanlivost,
skladovatelnost a také zdravotni nezavadnost potravin [31]. Potfeba vody muze byt u MO
vyjadiena rozmezim aw prostiedi, ve kterém se muze dany MO rozmnozovat. Pii poklesu vodni
aktivity dochazi k zastave jejich zivotnich pochodu, proto pii znalosti aktivity vody, ktera je
pro dany MO limitujici, a aktivita vody pozivatiny muzeme urcit jaké skupiny MO ocekavat
v dané potraving, zda dojde k poklesu nebo vzestupu rustu MO. V tabulce 1 mizeme vidét
hodnoty aktivit, které jsou limitujici pro rast MO a nékteré druhy pozivatin v zavislosti na

aktivité vody.
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Tabulka 1 - vliv vodni aktivity na mikroorganismy [31; 40]

aw
1,00

0,95

0,90

0,85

0,80

0,75

0,70

0,65

0,60

0,50

0,40

0,30

0,25

0,20

projev

Pseudomonas, Bacillus, Clostridium
perfringens, inhibice nékterych kvasinek
Spodni limit pro rést bakterii; Sallmonela,

Vibrio parahaemolyticus, Clostridium

Botulinium, Lactobacillus, nékteré
kvasinky a plisné (Sachcaromyces
cerevisiae, Mucor plumbeus)

Inhibice vétSiny kvasinek

Uplné inhibice Staphylococcus aureus;
spodni limit pro vétSinu enzymd a rdst
veétSiny hub (Penicilium, Aspergillus)
Spodni limit pro halofilni bakterie
Spodni limit pro rlst vétsiny xerofilnich

hub

Spodnf limit pro rist osmofilnich nebo

xerofilnich kvasinek a hub

Maximaéalni termorezistence bakterialnich

spor

pfrikladpozivatiny
Vysoce neddrzné Cerstvé potraviny
Potraviny, které obsahuji cca 40 % sacharézy
nebo 70 % vody (masné vyrobky, chléb)
Potraviny obsahujici cca 55% sachardzy nebo
12 % soli (suSena Sunka, tvrdé syry, potraviny

se stfednim obsahem vody)

Potraviny s cca 65 % sachar6zy nebo 15 %
soli (fermentované salamy, zrajici syry,
margarin)

Potraviny s 15-17 % vody (mouka, ryze,
slazené kondenzované mléko, fondanové
hmoty, ...)

Marcipan, dZzemy, ovocné pomazanky

Melasa, prazeni ofechy
Potraviny s obsahem vody 15-20 %
(karamelky, med, suSené ovoce)
Susené potraviny, kofeni, téstoviny
Potraviny s obsahem vody 5 % (suSena
melanz)

Potraviny s obsahem 3-5 % vody (crackery,

kdrka chleba)

Potraviny s obsahem vody cca 2-5 % (suSené

mléko, suSena zelenina, kukufi¢né lupinky)
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1.7. EXTRAKCE

Extrakce se v chemii pouziva jako separani metoda, behem které dochazi k presunu latek
z pevné latky nebo z kapaliny do jiného rozpoustédla nebo faze, jinymi slovy je tato technika
zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi dvéma fazemi, které se navzijem nemisi.
Extrakce vyzaduje tésny kontakt mezi obéma fazemi. Ve vétsiné piipadi se jedna o organickou
a vodnou fazi, extrakce kapalina-kapalina. Tento proces ndm umoziuje stanoveni nékterych
latek, které bychom v matrici bez predchozi Gpravy nestanovili, naptiklad je vhodna pro izolaci
tepelné nestalych latek, protoze se miuze provadét i za laboratorni teploty, nebo za chladu [43;
44].

Pii volbé rozpoustédla se fidime prevazne zakladnim pravidlem, kdy se pouzije hruby
odhad — polarni latky se budou rozpoustét prevazné v polarnim rozpoustédle, nepolarni latky
zase v nepolarnim rozpoustédle. Tento odhad vychazi z Liebigova pravidla, které rika:
,,Podobné se rozpousti v podobném.“ Jako druhou moznost mizeme pouzit semikvantitativni
zpusob, ktery je zaloZzen na parametru rozpustnosti — latka se rozpousti 1épe v urCitém
rozpoustédle, ¢im blizsi jsou hodnoty rozpustnosti pro rozpoustédlo a rozpusténou latku [45].

Existuje mnoho extrak¢nich technik. Muzeme rozdélit podle skupenstvi, mezi kterymi
ptechazi analyt. Jednou z bézn¢ vyuzivanych technik je extrakce z kapaliny do kapaliny nebo
z tuhé faze do kapaliny. Dalsi typy extrakci jsou extrakce z tuhé faze nebo kapaliny do plynu,
z kapaliny nebo plynu do tuhé faze je vyuzivana predevsim v environmentalni analyze pro
kontrolu napfiklad ovzdusi, v potravinafstvi, toxikologii atd. Do extrakci fadime 1
mikroextrakéni techniky, které jsou naptiklad mikroextrakce na tuhou fazi, mikroextrakce do
jedné kapky rozpoustédla, mikroextrakce v kapalné fazi pomoci dutého vldkna.

Extrakci mizeme jesté rozdélit na jednostupnovou a vicestupfiovou neboli opakovanou
extrakci. B&hem jednostupiiové extrakce se obvykle ziskd mensi podil extrahované latky, a
proto je vhodné vicekrokova extrakce, kdy se odebere extrakt, k rafinatu ptida dalsi mensi podil

extrak¢éniho Cinidla a nasledné vSechny extrak¢ni podily spojit [44].

1.7.1. Extrakce z kapaliny do kapaliny
Extrakce z kapaliny do kapaliny patii diky své jednoduchosti a rychlosti mezi zakladni
metody. Vybér podminek, které budou vhodné, je ovSem slozitéj§i nez pii extrakcei tuhé latky
kapalinou. Provadi se nejCasteji pomoci délicich nalevek nebo v extraktoru. Pouzité kapaliny
musi byt vzdjemné nemisitelné, z pravidla je tvori vodna a organicka faze. Diky tfepani dochézi

k jejich promichéni a zarover ke zefektivnéni metody. I pies fakt, ze tato extrakce byva nékdy
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téZ nazyvana vytfepavanim, neni vhodné obé& faze intenzivné protfepavat, protoze muze

dochazet ke zhorseni fazového oddéleni [45-47].

1.7.2. Extrakce z pevné faze do kapaliny

Tento druh extrakce se nazyva maceraci. Dochazi béhem ni k prevedeni analytd z pevného
vzorku do extrak¢niho roztoku. Zde je dulezita velikost ¢astic, kdy u pevnych vzorka je potieba
kréjeni, mleti, aj. Diky homogenizaci vzorku dochazi k usnadnéni extrakce tzn., ze je u€inn&jsi.
Mezi nejznaméjsi extrakce tohoto typu, kterd ma vysokou vytéznost, patii Soxhletova extrakce,
ktera vyuziva patronek (napt. z tvrzeného filtracniho papiru) ve kterych je umisténa pevny
vzorek. Pomoci smési extrakCnich Cinidel pak dochéazi k vymyvani analytu ze vzorku. Velkou
nevyhodou je dlouhé doba extrakce (v fadech hodin) a velké mnozstvi pouzitého rozpoustédla.
Dal$i metodou je tzv. macerace, kdy dochazi k vyluhu do extrakéniho Cinidla. Po ukoncenti
extrakce dochazi k oddéleni fazi naptiklad pomoci filtrace, odstfedeéni. V laboratofi se bézné
vyuziva i extrakce pomoci ultrazvuku. Dalsi rozsifenou metodou je 1 extrakce pomoci tekutiny
v nadkritickém stavu, ktera je rychld a snadno automatizovatelna [47]. Vzhledem
k vlastnostem, jako je netoxicita, nehoflavost, nizka cena, nizké kritické teploté (31 °C), tlaku

aj. se prevazn¢ vyuziva oxid uhlicity [48].

1.8. ANTIOXIDACNI KAPACITA LATEK

Antioxida¢ni kapacita je urCovana koncentraci a chemickou strukturou sloucenin, které maji
moznost pusobit jako antioxidanty. Pro meéfeni antioxidacni kapacity bylo vyvinuto mnoho
testt, které se mohou provadét v predem vytvorenych podminkach, tzv. in vitro. Pfi porovnani
vysledki musime pamatovat na to, ze principy metod mohou byt zalozeny na rtznych
principech. Pokud se jednd o potravinu, musime pamatovat na to, Ze tyto testy neposkytuji
informace o ucincich antioxidanti nebo sloucenin po poziti [49].

Kli¢ovy krok pro hodnoceni antioxida¢ni kapacity je extrakce antioxidantt. Ta se provadi
obvykle pomoci metanolu, acetonu nebo etanolu s vodou. Pokud chceme zajistit Gi€innou
extrakci, doporucuje se kombinace alesponi dvou extrakénich cykld s vodou a organickymi

rozpoustédly o rizné polarité [50].
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1.8.1. Volné radikaly

Volné radikaly jsou vysoce nestabilni molekuly. Vytvéfeji se v naSem téle pfirozene
v momentech, kdy télo pfeménuje jidlo na energii nebo béhem cviceni. Volnym radikalim se
vystavujeme i v mnoha riznych zivotnich situacich. Zdrojem muze byt cigaretovy kouf,
zneCisténé ovzdusi, sluneCni paprsky, smazené jidlo. Vlivem velkého mnozstvi volnych
radikalt a nedostatku antioxidanti muaze dochazet k tzv. oxidacnimu stresu. Pii ném dochazi
k poskozeni bunék a hraje velkou roli u ruznych chorob (rakovina, kardiovaskularni
onemocnéni, cukrovka, Alzheimerova nemoc, Parkinsonova choroba atd.) [S1; 52]. Volny
radikal je jakakoliv molekula nebo jeji Cast obsahujici alespoii jeden neparovy elektron [53].
Nejjednodussim volnym radikalem je atom vodiku s jednim protonem a jednim neutronem.
Abychom zabranili jejich tvorbé a nasledny vliv na naSe zdravi, je potfeba mit dostateCny
pfijem antioxidantl napftiklad ve strave [54].

V piipad€, Ze se tvoii volné radikaly, maze dojit k fet€zové reakci. Volny radikal vytahne
elektron z molekuly, kterd poté neni stabilni a zméni se na volny radikal. Tato molekula
nasledné bere téz elektron z dalsi molekuly a nasledné ji méni na volny radikal atd. Tato
fetézova reakce mize mit za nasledek rozbiti bunéénych membran, a tim zpasobit zménu toho,

co jde do buriky a co z ni vyjde. Tento efekt mize zménit DNA kod [52].

1.8.2. Antioxidanty

Tyto pfirodni latky jsou schopné poskytnout volnym radikaliim elektron/atom vodiku a tim,
tak zabrani vySe zminéné fetézové reakci volnych radikalt [52; 55]. Velmi dobrym a bohatym
zdrojem prirodnich antioxidantli je zelenina nebo ovoce. Mezi zakladni antioxidanty mizeme
tadit vitamin C, E, selen, karotenoidy a dalsi fytonutrienty”. Nékteré si dokaZe télo samo o sobé
vytvorit, ale v nedostateCném mnozstvi [51]. Jako antioxidant mizeme definovat jakoukoliv
latku, ktera 1 v nizkych koncentracich pfi porovnani s koncentracemi substratu, inhibuje nebo
alespon zpozd'uje oxidaci tohoto substratu [56].

Muzeme je délit podle mechanismu do dvou kategorii — primarni a sekundarni antioxidanty.
Primarni §tépi fetézce. Jsou schopny reagovat s volnymi radikdly a tim, je pfeménit na
neradikalni produkty. Hraji tak dualezitou rolu pifi oxidaci lipida, kdy brani jejich dalSimu

rozkladu [57]. Sekundarni (preventivni) antioxidanty zpomaluji nepfimo rychlost oxidace.

* Rostlinné Ziviny, které maji specifickou biologickou aktivitu. Maji pozitivni vliv na imunitni funkce a mohou
poskytovat prevenci nebo 1€¢bu nemoci a fyziologickych poruch. Diilezité bioaktivni fytonutrienty jsou naptiklad
polyfenoly, terpenoidy, flavonoidy, karotenoidy, aj. [104]
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Antioxidanty, které mohou vykazovat jak sekundarni, tak 1 priméarni antioxidaéni vlastnosti
nazyvame multifunkénimi antioxidanty [57].

Jsou dulezitou slozkou i pfi zpracovani potravin. Brani rozvoji oxida¢nimu Zzluknuti
v tuénych jidlech hlavn€ v masu, mlé¢nych vyrobcich a smazenych jidlech. V potravinach se
muzeme setkat s velmi UCinnymi syntetickymi antioxidanty, jako je napf. butylovany
hydroxytoluen znamy pod zkratkou BHT, nebo butylovany hydroxyanisol (BHA). Tyto dvé
slouCeniny jsou podezirany z karcinogeneze. Z tohoto divodu vzrostl zajem o pfirodni, zdrave,

a hlavné netoxické latky s antioxidacnimi vlastnostmi, které by nahradily tyto syntetické [58].

1.8.3. Metody stanoveni antioxidac¢ni kapacity

Existuje mnoho metod stanoveni antioxidac¢ni kapacity. Mezi dv€ velmi roz§ifené
spektrofotometrické metody, které hodnoti vychytavani volnych radikalt, patii metoda
vyuzivajici 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) volny radikal a 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzo-
thiazolin)-6-sulfonovou kyselinu (ABTS) [59]. Oba testy vykazuji schopnost zachycovat
antioxidanty, 1 pokud jsou pfitomny ve slozitych biologickych smési (rostlinné nebo
potravinové extrakty) [60]. Ob& tyto metody se mohou modifikovat. Pomoci modifikace
ziskame napf. zjednoduSené hodnoceni vychytavani volnych radikald neoSetfenych jedlych
oleju a diky tomu se da stanovit antioxidacni profil stejnym analytickym postupem [59].
K t€émto bé€zn€ vyuzivanym metoddm patii 1 metoda ORAC (absorp¢ni kapacita kyslikovych
radikaltt) a FRAP (schopnost redukovat Zelezité ionty). U vSech téchto metod jsou vysledky
vyjadieny pomoci kalibracni zavislosti jako ekvivalent Troloxu, coz je analog vitaminu E, ktery

je vyuzivan jako referen¢ni standard [61].

1.8.3.1.  Metoda vyuzivajici DPPH volny radikdl v metanolu

Metoda vyuzivajici DPPH radikal je povazovana za zakladni metodiku pro posouzeni
antioxidac¢ni aktivity slouCeniny, extraktu nebo jinych zdroja. Jedna se o rychlou, jednoduchou,
levnou, ekonomickou a Siroce pouzivanou metodu [62; 63]. Sloucenina/vzorek je v tomto
ptipadé smichéna sroztokem DPPH. Zde dochazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin) [59; 64]. Po urcité dob€ je zmé&fena hodnota absorbance pii dané vinové
délce [62]. Pokud dojde k ptechodu vodiku a reakci s DPPH radikalem, vznikne redukovana
forma, ktera se projevi ztratou fialové barvy [62] (fialovy roztok se odbarvuje pres svétle
fialovou az po zlutou barvu).

Stanoveni antioxidacni aktivity riiznych druha potravin pomoci metody vyuzivajici DPPH

je srovnatelné s jinymi. Roztok DPPH radikalu mizeme nechat reagovat pfimo s pevnym
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vzorkem a tim minimalizujeme ztraty antioxidanti pfipadnou extrakci do rozpoustédla. Tato
metoda se nazyva QUENCHER [65]. Jako velké plus se zaroven povazuje pouziti riznych
rozpoustédel ke zkoumani hydrofilnich a lipofilnich antioxidanti. Tim dochazi k modifikaci

metody [62].

1.8.3.2.  Modifikovand metoda vyuzivajici DPPH volny radikdl v isooktanu

Radikal DPPH se nej¢astéji pouziva jako metanolicky roztok, a tim padem reaguje pouze

s latkami rozpustnymi v metanolu. Pro lipofilni latky s antioxida¢nim uc¢inkem neni tato
metoda vhodnd, a proto byla navrzena modifikace. Modifikovand metoda vyuzivajici DPPH
volny radikal v isooktanu sleduje zmeény antioxidanti ale i sloucenin, které zachycuji radikaly
vzniklé oxidaci lipida [64]. Bylo potvrzeno, Ze celkové polarni latky z oxidovanych lipida

reagovali pfevazne s DPPH v isooktanu, zatimco s DPPH v metanolu nereagovali [64].

1.8.3.3.  Metoda vyuzivajict ABTS

Metoda vyuzivajici ABTS je technicky jednoduché a Siroce pouzivand pro screening a
rutinni stanoveni. Stanoveni je zalozeno na inhibici produkce radikélového kationtu ABTS.
Tento substrat je dobfe rozpustny jak ve vodé¢, tak v organickych rozpoustédlech [66] a zaroven
vykazuje velkou stabilitu. Pokud je ve vzorku ptitomny antioxidant, dochdzi v urCitém Case
k inhibici nahromadéného ABTS radikélu. Schopnost antioxidantu zhaset ABTS radikal Ize
méfit spektrofotometricky pfi vinové délce 734 nm. Diky méfeni v blizké infraCervené oblasti
je minimalizovano ruseni ostatnich absorbujicich slozek nebo zakalu vzorku [56]. U roztoku
ABTS dochazi k odbarveni zelenomodrého roztoku vlivem antioxida¢ni kapacity na svétle
zeleny az Ciry roztok.

ABTS se nenachazi ptirozenég, a proto dochazi ke kritice, ze test neni vhodny pro hodnoceni

biologickych funkci [66].

1.8.3.4.  Porovnadni metody DPPH a ABTS
Tyto dvé metody jsou zalozeny na riznych mechanismech. Ziskané vysledky mohou byt
nepiesné, nebot’ reaktivita fenolickych sloucenin je zavisla 1 na jejich chemickych strukturach.
Je znamo, ze metoda DPPH poskytuje nizsi hodnoty s Troloxem, protoze je na rozdil od roztoku
ABTS stabilngjsi a tim padem ma nizsi reaktivitu. Vyhoda ABTS radikalu je vysoka reaktivita,
tudiz bychom mohli fict, Ze tento roztok mé pravdépodobné schopnost reagovat se Sir§im
spektrem antioxidanti. U DPPH je znamé, ze reaguje s polyfenoly, ale s ne s fenolickymi

kyselinami a cukry [67].
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1.9. SPEKTROMETRIE V ULTRAFIALOVE A VIDITELNE
OBLASTI

Spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti neboli UV/VIS spektrometrie je vyuzivana
pfevazné jako kvantitativni metoda. Na obrazku 10 vidime, Ze absorpce UV zéfeni je v rozmezi
cca 100-380 nm. Na ni navazuje jiz zminéna oblast mezi 380-700 nm, kterd je viditelnd
pouhym okem. Navzdory tomu, Ze se nazyva UV/VIS, vyuZivéa se hlavné rozsah vinovych délek
190-800 nm [68]. Cim vice material absorbuje svétlo pfi své specifické vinové délce, tim vy3si
je koncentrace zkoumané latky. A proto pomoci spektrofotometru mlzeme na zékladé

absorpce/transmitance jednodu$e ur€it mnoZstvi (koncentraci) zndmé chemikalie [69].

Obrazek 10 - schéma déleni zareni [70]

1.9.1. Lambert-Beer(v zadkon
Pokud zname intenzitu svétla prochazejici kyvetou, mdzeme ji spojit s veli¢inou zvanou
transmitance (T). Transmitance je Cast svétla, kterd prochazi vzorkem a vypoc&itdme ji na

pomoci vztahu (2):

T= I'(l; (2)

kde Itje intenzita proSlého svétla a lo intenzita svétla, které dopada na kyvetu, nez ji projde.
Pomoci jednoduchého matematického pfepoltu (3) ziskame z transmitance absorbanci (A),

kteraje popisovanajako mnozstvi absorbovanych fotonl [71].

A=-logT=-log(£) [71] (3)

Lambert-Beerliv (L-B) zakon je linedrni vztah mezi absorbanci a koncentraci [72]. Jako

vétsina chemickych zakonl nejlépe funguje pfi nizsich koncentraci - coz je zaklad pro optické
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chemické analyzy [73]. B&zné se vyuziva pro kvantitativni stanoveni latek a lze zapsat

matematickym vztahem (4):
'"n(fF) =-e'c'1 4)

kde je It intenzita proSlého svétla; lo intenzita svétla dopadajiciho na kyvetu; £ molarni
absorpéni koeficient; ¢ koncentrace chromoford, | tloustka kyvety [74]. Obrazek 11 nam

popisuje jednotlivé ¢asti L-B zdkona v praxi.

Obrazek 11 - Lambert-Beerdv zékon [75]

K absorpci zareni ve viditelné oblasti dochazi v pfipadé, Ze molekula obsahuje strukturni
prvky, které jsou nositelé barevnosti. Tyto latky se oznaCuji jako chromofory [68]. Funkéni
skupiny v molekulach, které nejsou nositeli barevnosti, absorbuji jiz pfi 190 nm ajsou schopné
absorbovat i ve viditelné oblasti se nazyvaji auxochromy. Patfi sem skupiny jako
jsou -OH, -NH2, -NOz2, halogeny, aj. Pokud je ve vzorku pfitomen auxochrom, mUze to
ovliviiovat absorpci chromoforovych skupin [68]. V tomto pfipadé dochazi k navéazéni
k ur€itému chromoforu a tim k posunu jeho absorpéniho maxima k vy8§im vinovym délkam a
zaroven zvySuji intenzitu absorpce [76].

Spektra v UV/VIS oblasti ovliviuji vnitini i vnéjsi vlivy, kterymi jsou napfiklad sterické
efekty, ovlivnéni tautomerni rovnovahou, vliv pH, rozpoustédel nebo teploty [76]. U spekter
méfenych v UV/VIS oblasti je dllezita koncentrace. Proto u této metody jsou nejvhodngjsi
zfedéné roztoky [77].

Vyhodou této metody je, nedestruktivita a pfizniva pofizovaci cena. Je pfesna, citliva a

pouzitelna pro velké mnozstvi vzorkl. Pomoci kalibracnich kfivek, kdy zména koncentrace se
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projevi na zméné absorbance, mlZeme stanovovat kvantitu stanovované latky. Velkou

nevyhodou je naslednd interpretace spekter, hlavné pokud se jedna o smés [68].

1.9.2. Instrumentace
V dnesni dobé je na vybér velké mnozstvi fotometr(l a spektrofotometrl. Na obrazku 12
mdzeme vidét jednu typickou instrumentaci, zakladni blokové schéma dvoupaprskového
spektrofotometru pro méfeni v ultrafialové/viditelné oblasti. Jednodussi, neZz dvoupaprskovy

pFistroj je jednopaprskovy.

Obrazek 12 - schéma UV/VIS dvoupaprskového spektrofotometru [78]

Jako zdroj pro zéfeni ve viditelné a blizké infraCervené oblasti se pfevazné vyuZiva
wolframova nebo wolfram halogenovéa zarovka [78]. Xenonové zdroje mohou byt alternativou
pro systémy deuterium-wolfram [78]. Deuteriové a vodikové lampy poskytuji kontinualni
spektrum v ultrafialové oblasti. To je vytvareno elektrickou excitaci deuteria anebo vodiku pfi
nizkém tlaku [77]. Svételné diody (LED) nejsou vhodné pro obecné aplikace. Proto mohou byt
pouZzity pouze pro specializované nebo jako referencéni zdroje pro kalibraci ke svételnym
zdrojim [78].

Paprsek o Sirokém spektru zafeni (polychromatické zareni) je délen na rdizné vinové délky
pomoci disperzniho nebo disperznich prvkd, které jsou souc¢ast monochromatoru. Jednoduché,
monochromatické, zafeni o urCité vinové délce se z disperzniho prvku odrazi pres soustavu
zrcadel do kyvety se vzorkem, mérné, a referenéni [77; 78]. Disperzni prvek mze byt napfiklad
reflexni mrizka, hranol anebo kombinace obou prvkd.

Kyveta musi byt vyrobena z materidlu, kterym prochazi zafeni v poZzadované spektréalni

oblasti. Pro méfeni v ultrafialové i viditelné oblasti jsou vhodné kyvety z kfemene nebo
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taveného oxidu kfemicitého [77]. Paprsek po priuchodu kyvetou sméfuje do detektoru, kde je

detekovan signal.

1.10. INFRACERVENA SPEKTROMETRIE

Podstatou je infradervené (IC) spektrometrie je interakce infralerveného zafeni se
studovanou latkou [79]. Energie, ktery by vytvofila elektronicky ptechod, je velmi nizka, proto
jsou tato spektra charakterizovana molekularnimi vibracemi a rotacemi [68]. Na vySe
uvedeném jednoduchém schématu déleni zareni (obrazek 10) vidime, ze na viditelnou oblast
navazuje pravé zminéna infraCervend. Ta je sice v rozmezi vinovych délek 800-0,5 nm, ale
v ptipadé IC je pro usnadnéni &teni pouzivana jednotka vinodet, ktera se da lehce prepodist
pomoci vztahu #=1/A [68]. Tento vztah fika, e IC oblast spektra je zhruba v rozmezi 12 500—
20 cm™!. Tato oblast se dale déli dle vino&tl jesté na dalekou, stiedni a blizkou infradervenou
oblast. VInocCty jednotlivych oblasti se mohou v literatute lisit. Pfi urCovani chemické struktury
a identifikaci latky hraje hlavni roli stfedni infracervena oblast, tj. cca 4000—400 cm™ [77; 79].
Stiedni IC oblast se dale d&li jests dvé &asti. Oblast charakteristickych vibraci (cca 4000-1200
cm™) a oblast otisku prstu (cca 1200-400 cm™). V oblasti charakteristickych vibraci mizeme
pozorovat absorpCni pasy, které patii funkénim skupindm molekul vzorku. Oblast otisku prstu
byva velmi dulezitou pro danou molekulu, nebot’ obsahuje strukturni informace. I malé rozdily
ve struktufe a slozeni molekuly vedou ke zménam vzhledu a absorpénich maxim, ktera pfi
porovnavani spekter, hraji velkou roli (napf. polohy substituentti na benzenovém jadie) [77].

Obecné lze fict, Ze infracervend spektroskopie se pouziva ke kvantitativni (stanoveni obsahu
slozky ve smési) a kvalitativni (CasteCnd identifikace latek, stanoveni Cistoty) analyze. Pfi
pricchodu IC zafeni vzorkem vznikaji vibrace a rotace atoma ve vech skupenstvi latek zménou
frekvence nebo vinoctu [80]. Tento pohyb lze ptirovnat pohybu pruziny nebo kytarové struné,
ktery bude vibrovat pii dané frekvenci [81].

Pomoci infracervené spektroskopie muzeme méfit spektra vzorka ve vSech skupenstvi.
Kapalné vzorky, nebo vzorky, které jsou rozpusténé v roztocich, mizeme méfit pomoci kyvet,
které jsou vytvoreny z materidlu propustného pro infraervené zateni [77; 81]. Mezi nejlevnéjsi
material, ktery se vyuziva pro vyrobu kyvet, patii chlorid sodny (NaCl). Jde ovSem vyuzit i
bromid draselny (KBr), fluorid vapenaty (CaF2z) nebo bromid cesny (CsBr) [82]. Dulezité u
vzorku pro infracervenou spektroskopii je, ze vzorek by se mél rozpustit v rozpoustédle,
vybrané rozpoustédlo by mélo byt co nejvice nepolarni (rozpustnost halogenida alkalickych

kovl ve vodé) a zaroven by nemélo siln€ absorbovat IC zafeni [82].
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1.10.1. Instrumentace

JelikoZ se jednd o optickou metodu, je blokové schéma podobné jako u UV/VIS
spektrofotometrie. Jednotlivé metody a nasledné pFistroje se lisi pouzitym zdrojem, detektorem
zareni, interferometrem nebo dalSim vybavenim. Mezi zékladni poZadavek na zdroj zéafeni je
prevazné Siroky rozsah méfeni, silna a stabilni intenzita svétla ze zdroje pfi rliznych vinovych
délkach. Tato sila a stabilita by méla zlstavat i béhem delsi ¢asové periody [77]. Zdrojem mize
byt napfiklad Nerstova tyCinka, kterdje zhotovena ze smési oxidd vzacnych zemin. Tyto oxidy
jsou formované do valce, které maji primér a délku jen par milimetrd. Globar je ty¢inka
zhotovend z karbidu kfemiku, kterd je podobné jako Nerstova tyCinka elektricky zahfivana.
Tyto dva zdroje jsou srovnatelné [77]. V posledni dobé velice vyuZivany zdroj je laser. Sem
patfi napf. laditelny polovodi€ovy infraCerveny laser nebo diodovy laser [83].

Vyuzivané detektory v IC spektroskopii se déli do 3 hlavnich typi a) termalni detektory.
Odezva téchto detektor( zavisi na zahfivacim G¢inku zareni. Patfi sem termoclanky, bolometry.
Dal$i skupinou jsou specializované b) pyroelektrické detektory [77]. Sem patfi napfiklad
detektor obsahujici deuterium triglycin sulfat (DTGS) v halogenidovém okné, které je teplotné
odolné. Jako citlivéjSi detektor je mozné pouZit telurid rtuti kadmia (MCT) [82]. tyto dva typy
detektorll jsou bézné vyuzivany ve fotometrech a disperznich spektrofotometrech [77]. Treti,

posledni skupinou jsou c)fotovodivé detektory se sirnikem olovnatym [82].

1.10.2. Metoda zeslabene celkove reflexe

U odraznych technik, kam patfi i metoda zeslabené celkove reflexe (ATR - Attenuated total
reflection), je dllezité, jaky mame vzorek. Zde mizeme méf¥it spektrum pevnych latek, past,
nebo praskd, ale i spektra kapaliny. Tato moderni metodaje volena, pokud se zajimame hlavné
0 povrch studovaného materidlu. Hlavni charakteristika metody je vnitfni odraz, proto tuto
techniku nazyvame jako zeslabenou celkovou reflexi [84]. VyuZiva se krystal z materialu o
vysokém indexu lomu (napf. diamant, selenid zineCnaty, kfemik, germanium). Tento krystal je
v kontaktu s povrchem vzorku a infraCerveny paprsek, ktery prochazi timto ATR krystalem je
sméfovan do rozhrani krystal-vzorek jako je vidét na obrazku 13. Pokud dojde k absorpci IC

zareni, je pfi vinové délce pozorovan odpovidajici absorpéni péas [81].



1.10.3. InfraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) mé vyhody jako napfiklad
velké rozliSovaci schopnost, pfesné a reprodukovatelné stanoveni frekvence, rychlost zdznamu
spektra, aj. [77]. Zakladem této techniky je Michelsonlv interferometr, ktery je zobrazen na
obr. 14. Zafeni ze zdroje jde na Michelson(v interferometr, kde dopada na polopropustny déli¢
paprsku. Jedna polovina paprsku je propusténa na pohyblivé, mérné, zrcadlo [81; 85]. Rychlost
tohoto zrcadla musi byt konstantni, stejné jako rovinnost zrcatka [77]. Druh& polovina se odrazi
k pevnému, referencnimu, zrcadlu. Paprsky se od obou zrcadel, kterd jsou na sebe kolma,
odrazeji zpét na déli¢ paprskd, kde tyto dva paprsky spoji do jednoho. Paprsek prochazi
vzorkem a nasledné dopada na detektor. Tim vytvafi signal - interferogram, ktery je pomoci

matematické operace (Fourierovou transformaci) pfeveden na infraCervené spektrum [81; 85].
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1.11. SKENOVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM), zobrazeny na obrazku 15, ziskame
informace o topografii a sloZzeni povrchll pevnych objektl [86; 87]. Jedna se druh elektronového
mikroskopu [87].

Mezi hlavni ¢asti elektronového mikroskopu patfi zdroj elektron(, které postupuji tubusem
smérem dold kombinaci elektromagnetickych Cocek a otvorll. Vznikad zaostfeny paprsek
elektrond, jehoZ poloha je Fizena skenovacimi civkami umistény nad objektivem. Uvnit¥
komory je stolek se vzorkem, na ktery dopadéa elektronovy paprsek. Béhem interakce vzorku
s elektrony jsou produkovany sekundéarni elektrony, zpétné rozptylené elektrony a
charakteristické rentgenové paprsky. Komora SEM je evakuovana, Urovef vakua zavisi na typu
mikroskopu. Vysledkem interakce elektron-vzorek je velké mnozstvi signall, které jsou pak
detekovany prislusny detektorem, nebo i vice. VytvoFeny obraz pak zobrazime pomoci pocitace
[86].

Mezi hlavni vyhodu patfi nekomplikovana pfiprava vzorku. Duilezité je, aby byl vzorek
elektricky vodivy. Pokud vodivy nebude, nedostaneme ostry obraz. Té ovSem mizeme
doséahnout odpafenim kovového filmu na vzorku. Jako kovovy film se pouzivé napfiklad zlato.
V pfipadé, Ze budeme pozorovat pfi 1-3 kV energie, miiZzeme vysetfovat i nevodivy material

bez pfidani kovového povlaku [87].

Obrézek 15 - skenovaci elektronovy mikroskop [87]
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2. MATERIAL A METODY
2.1. VZORKY

» modifikované Skrobové filmy s koncentraci 0; 0,1; 0,2 a 0,3 g rakytnikového oleje na 100 g
Skrobové pasty
» nemodifikované Skrobové filmy s koncentraci 0; 0,1; 0,2 a 0,3 g rakytnikového oleje na

100 g Skrobové pasty

2.1.1. Popis Skrobovych film(
Skrobové filmy bez ohledu na koncentraci rakytnikového extraktu nebo na modifikaci
nejevi rozdily. Filmy byly bezbarvé, matné a pfipominaji silngjsi fdlii. PouZzité Skrobové filmy

jsou zobrazeny obrazku 16.

Obrazek 16 - biodegradovatelné Skrobovefilmy (nalevo modifikovany 7% oktenylsukcinatem
o koncentraci 0,1 g rakytnikového oleje na 100 g Skrobové pasty; napravo nemodifikovanyfilm

o0 koncentraci 0,2 g rakytnikového oleje na 100 g Skrobové pasty)
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2.1.2. Vyroba Skrobovych filmu

Skrobové filmy byly vyrobeny v Polsku (Department of Food Analysis and Evaluation of
Food Quality, Faculty of Food Technology, University of Agriculture in Krakow) nasledujicim
zpusobem.

5 g rakytnikového oleje bylo tfepano s 295 g 96% etanolu pti pokojové teploté o rychlosti
200 ot/min po dobu 24 h. Extrakt byl filtrovan ptes filtraéni papir Whatman No. 1. Ziskany
extrakt byl pouzit pro vyrobu filmu, kdy bylo pouzito 6; 12 a 18 g extraktu. Toto mnozstvi je
ekvivalentni k 0,1; 0,2; 0,3 g oleje na 100 g skrobového filmu.

Pouzity bramborovy skrob byl od Wielkopolska Potato Industry Company (Polsko).
Priprava modifikovanych skrobovych vzorki byla pomoci oktenyl sukcinatu (OS). Syntéza
prob&hla podle postupu Hui, Qi-he Ming-liamg, Qiong a Guo-ging®. Esterifikace byla
provedena v 35% (w/w) vodni suspenzi Skrobu. Pomoci 3% (w/w) roztoku NaOH bylo pH
upraveno a udrzovano na hodnoté¢ 8. Nasledné byl do Skrobové suspenze po kapkach pridavana
suspenze anhydridu oktenylu sukcinatu (OSA) o koncentraci 7 % (v/v; pocitano na hmotnost
suchého skrobu) po dobu 1 hodiny a michani pokrac¢ovalo po dobu 3 h pfi teploté (35 + 2) °C.
Poté bylo pomoci 3% (v/v) roztoku HCI upraveno pH suspenze na 6,5. Vyslednd smés byla
odstredéna, dvakrat promyta vodou a dvakrat 70% (v/v) etanolu. Zbytek byl pokazdé odstredén.
Pozdéji byly skrobové vzorky vysusSeny, pomlety a prosévany. Pro ziskéani slepého vzorku,
ktery byl nazyvan ,,N-ES* neesterifikovany $krob, byl proveden stejny proces bez pridani OSA
do suspenze Skrobu. Stupen substituce (DS) oktenylsukcinatovych skrobt byl zméfen pomoci
titrani metody, ktery byla popsana v postupu Hui a kol. (viz. pfedchozi odstavec) a

odhadovana pomoci nasledujiciho vzorce (5):

0,162 (A-M)/W

bs = 1-[0,210 -(A-M)/W] ®)

kde A je titratni mnozstvi roztoku NaOH [ml]; M je molarni koncentrace roztoku NaOH; W je
hmotnost [g] suchého modifikovaného skrobu.

Skrobové filmy s glycerolem byli piipravovany nasledovng: vodna suspenze $krobu
(neesterifikovaného nebo s 7% OS) v koncentraci 3 % susiny (m/m) byla zahtéata ve vodni lazni
na 95 °C po dobu 30 minut za stalého michani o rychlosti 300 ot/min. Po uplynuti této doby byl
ptidan glycerol jako zmé&k&ovadlo (v koncentraci 0,35 g na 1 g suché hmotnosti obsahu Skrobu)

a suspenze byla michana po dobu 10 minut. V piipadé filmi s pfidanym extraktem

6 HUI, Ruan, Chen QI-HE, Fu MING-LIANG, Xu QIONG a He GUO-GING. Preparation and properties of
octenyl succinic anhydride modified potato starch. Food chemistry [online]. 2009, 114(1), 81-86 [cit. 2019-10-
31]. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.09.019
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z rakytnikového oleje, byla Skrobova suspenze nejprve pfipravena se snizenym mnoZzstvim
vody a nésledné, po ochlazeni na 40 °C, byla skrobova pasta doplnéna odpovidajicim mnozstvi
extraktu (vysledné koncentrace 0; 0,1; 0,2 a 0,3 g rakytnikového oleje na 100 g Skrobové pasty).
Smés byla homogenizovana pti rychlosti 9500 ot/min, odplynéna v ultrazvukové 14zni po dobu
30 minut. Po uplynuti této doby byl filmotvorny roztok vlit v mnozstvi 55 g do plastovych
Petriho misek (vngjsi pramer 15 cm), vysusen pii 60 °C a relativni vlhkosti 60 % po dobu 24 h
v susarné Venticell Standard (BMT, Ceska republika). Nakonec byly filmy odstrandny
z Petriho misek a skladovany v exsikatoru pfi laboratorni teploté ((25 + 1) °C) a (55 £ 2) %
relativni vlhkosti pro mikrobiologickou analyzu. Pro ostatni analyzy byl skladovan nad Cerstve

vyzihanym silikagelem pfi laboratorni teplote ((25 + 1) °C).
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2.2. MIKROBIOLOGICKA ANALYZA

2.2.1. Pristroje a zarizeni
e Sterimat 5104.2 (BMT Medical technology s.r.0.; Ceska republika)
e Parni sterilizator — Sterilab® (BMT Medical technology s.r.0.; Ceské republika)
e Laminarni box (Trigon-plus s.r.o.; Ceska republika)
e Vortex (Heidolph; Némecko)
e Denzidometr McFarland — typ DEN-1B (Biosan Ltd.; Lotyssko)
e Automatické pipety — Eppendorf (Cesk4 & Slovenska republika)
e Termostat Qcell 240/60 INOX (Pol-Lab; Polsko)

2.2.2. Zivné pidy, chemikalie a mikroorganismy

~

Zivné pudy:
e Malt Agar (HIMEDIA; Ceska republika)
e Mueller Hilton Agar No. 2 (HIMEDIA; Cesk4 republika)

Chemikaélie:
e NaCl p.a. (Lach:ner, Ceska republika)

Mikroorganismy:

Pro testovani antimikrobialnich u¢inkt skrobovych filmu byly pouzity nasledujici kmeny

bakterii, kvasinek a plisni:

o Aspergillus brasiliensis CCM 8222
o Bacillus cereus CCM 2010

o Candida albicans CCM 8215

o [Fscherichia coli CCM 3954

o Staphylococcus aureus CCM 4223

2.2.3. Priprava zivnych pud a fyziologického roztoku

Veskeré sklenéné zkumavky s vicky byly sterilizované ve sterimatu pfi teplote¢ 173 °C po

dobu 30 minut. Sklenéné Petriho misky s vicky byly sterilizované pti 184 °C po dobu 2 h.
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Zivné pldy byly pfipraveny v souladu s Geskou technickou normou CSN EN ISO 11133,
Byly vybrany tak, aby vyhovovaly svymi podminkami a Zivinami testovanému typu
mikroorganismu. Pfedepsané dehydratované mnozstvi pldy se za promichavani rozpustilo
v urcitém mnoZstvi destilované vody. Nasledné doslo ke sterilizaci a takto pfipravené suspenze
byly nality do sklenénych Petriho misek zhruba o priméru 13 cm. Po utuhnuti a vychladnuti
byly Zivné pddy skladovéany v chladniéce pfi (5 + 1) °C v zavésené poloze.

Pro kultivaci kvasinek a plisni byl pouZit Malt agar. MnoZstvi jednotlivych sloZzek pro
pfipravu je popséno v tabulce 2. Po rozpus$téni, byla takto pFipravena suspenze sterilizovana

v autoklavu pfi 118 °C po dobu 15 minut. Koneéné pH pfi 25 °C bylo 5,5 + 0,2.

Tabulka 2 - pfiprava MALT agaru
Malt agar - pfipravek 45,0 ¢

Destilovana voda 1000 ml

Pro stanoveni bakterii a kvasinky rodu Candida byl pouzit Mueller Hinton agar no. 2,
ktery byl pfipraven dle tabulky 3. Tato suspenze byla sterilizovana v autoklavu pfi 121 °C po
dobu 15 minut.

Tabulka 3 - pfiprava M-H agaru
M-H agar 38,049

Destilovana voda 1000 ml

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 8,5 g NaCl do 1000 ml. Néasledné byl roztok

sterilizovan v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Byl skladovan v chladnicce.

2.2.4. Priprava kultur

Pomoci sterilni bakteriologické oCkovaci klicky bylo pFeneseno pér kolonii
mikroorganismu na pfedem pfipraveny Zivny agar, kde byla provedena izolace Carkovanim.
Takto pfipravené kultury bakterii byly kultivovany pfi 37 °C po dobu (24 + 2) h. Kultura
kvasinek byla kultivovana v termostatu pfi teploté 30 °C po dobu (48 + 2) h. Na Sikmy agar
byla zoCkovand kultura plisné, kterd byla ponechéana pfi laboratorni teploté (25 °C) po dobu 5
dni.

Po uplynuti doby potfebné ke kultivaci MO byly do sterilnich sklenénych bakteriologickych

zkumavek napipetovany 3 ml fyziologického roztoku. Sterilni bakteriologickou klickou bylo
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pfeneseno nékolik kolonii kultury, aby ve fyziologickém roztoku vznikl potfebny zéakal,
v pfipadé bakterii se jedna o hodnotu zdkalu okolo 1 stupné zakalové stupnice McFarlanda

(McF). U kvasinek mohl zakal dosahovat vyssich hodnot. Pfesné hodnoty zakall, které byly

zméfeny pomoci denzitometru, jsou zaznamenany v tabulce 4.

Tabulka 4 - zakaly MO pouzitych pro antimikrobialni testovani

0% OSA 7% OSA
MO zékal McF zékal McF
B. cereus 1,03 111
E. coli 1,01 1,08
St. aureus 1,05 1,08
C. albicans 2,98 2,88

OSA - oktenyl sukcinat
McF - stupeifi Mc Farlanda

Pro plisné byl pouZzit odliSny postup neZ pro bakterie a kvasinku. Do zkumavky se Sikmym
agarem, kde narostla plisen, byl napipetovan 1 ml fyziologického roztoku. Zkumavka byla
uzavfena, lehce protfepana, aby se spory z plisné dostaly do fyziologického roztoku. Obsah
zkumavky byl vylit do sterilni titracni bafiky s perlami. Nasledné byl pfidan fyz. roztok (zhruba
4 ml), aby doSlo k nafedéni spor v roztoku. Koncentrace byla ovéfena pomoci Burkerovy
komlrky a dle vztahu (6) vypocitana vysledna koncentrace spor.

P=pe0e°z+103 (6)

(p - primérny pocet bunék v 1 poli¢ku; o - prevracena hodnota objemu v mm3; z - hodnota

zfedéni)

Koncentrace pro nemodifikované Skrobové film byla rovna 4,75 « 103 spor/cm3 suspenze.
U modifikovanych se byla vypoctena hodnota 5,0 « 103 spor/cm3 suspenze.
Takto pfipravené bunécné suspenze byly ihned inokulovadny na Petriho misky a bylo

provedeno testovani antimikrobialnich u¢inkd skrobovych filmd na dany MO.
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2.2.5. Priprava vzorku pro stanovena antimikrobialni ucinnosti

Filmy byly skladovany v exsikatoru pfi laboratorni teploté o relativni vlhkosti (55 + 2) %.
Celé testovani probihalo v pfedem vysterilizovaném laminarnim boxu. Pro antimikrobidlni
testovani byly modifikované filmy nejprve rozstfihané na ¢tverecky zhruba o velikosti 1x1 cm.
Rakytnikovy extrakt, ktery film obsahoval, byl v tomto ptfipad¢ povazovan za antimikrobialni
latku a jeho Uc¢inky na bakterie byly pozorovany.

Kazda koncentrace Skrobového filmu testovana dvakrat, tzn. kazdou Cerstvé piipravenou
bunécnou suspenzi bylo postupné zaoCkovano 8 Petriho misek (M-H agar pro bakterie, MALT
agar pro plisn€). Pro kvasinky byl zaockovan M-H agar i MALT agar. Na inokulované Petriho
misky byly pomoci sterilnich pinzet preneseny predem pfipravené ¢tverecky filma.

Petriho misky zaockované plisni A. brasiliensis byly ponechany v boxu pfi laboratorni
teploté¢ ((25 £ 2) °C) po dobu 5 dni. Bakterie rodu B. cereus, E. coli a St. aureus byly
kultivovany pii 37 °C po dobu 24 h. Misky, které byly ockovany kulturou C. albicans byly
kultivovany v termostatu pii teploté 30 °C po dobu 48 h.

Podle stejného postupu byly otestovany i filmy, které nebyly modifikované.

2.2.6. Priprava misek na stanoveni aktivity vody
Pro stanoveni aktivity vody byly pouzity misky, které jsou pouzivané pro méteni v pristroji
AquaLab. Vzhledem k povaze materialu byly tyto misky prfedem 3x sterilizovany po dobu 20
minut pomoci UV svétla v laminarnim boxu. Zde byl nasledné do kazdé pipetovan M-H agar o

objemu 3 ml.

2.2.7. Priprava kultury B. cereus na méreni zmény aktivity vody
Pro méteni zmény aktivity vody byla piipravena kultura B. cereus, kdy byl pomoci 24 h
staré kultury pripraven do fyziologického roztoku zakal bunééné suspenze 1,04 McF.
Ke zjisténi zmény aktivity vody vlivem bakterie B. cereus na Skrobovy film, byly

pfipraveny nasledujici misky (M) s agarem:

e 4x M s Cistym M-H agarem

e 4x M s M-H agarem zaoCkovana bakterii B. cereus

e 4x M s Cistym M-H agarem s modifikovanym filmem o koncentraci 0,0 g /100 g

e 4x M s Cistym M-H agarem s nemodifikovanym filmem o koncentraci 0,0 g /100 g

¢ 4x M s Cistym M-H agarem s modifikovanym filmem o koncentraci 0,3 g /100 g
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e 4x M s Cistym M-H agarem s nemodifikovanym filmem o koncentraci 0,3 g /100 g

¢ 4x M se zaoCkovanym M-H agarem bakterialni kulturou B. cereus s modifikovanym
filmem o koncentraci 0,0 g/100 g

e 4x M se zaockovanym M-H agarem bakteridlni kulturou B. cereus
s nemodifikovanym filmem o koncentraci 0,0 g /100 g

¢ 4x M se zaoCkovanym M-H agarem bakterialni kulturou B. cereus s modifikovanym
filmem o koncentraci 0,3 g/100 g

e 4x M se zaockovanym M-H agarem bakteridlni kulturou B. cereus

s nemodifikovanym filmem o koncentraci 0,3 g /100 g

Vsechny tyto misky byly dany do termostatu na kultivaci pfi 30 °C po dobu 24 h. Po této
dobé¢ byl odstranén narust bakterie i Skrobovy film a misky byly proméfeny pomoci pfistroje

AquaLab.

2.3. ANALYTICKA ANALYZA

2.3.1. Pristroje, zarizeni a pomucky

o veskeré spektrofotometrické experimenty v UV/VIS oblasti byly provedeny na
spektrofotometru SHIMADZU EUROPA GmbH; model: UV- 2600 240V IVDD
(Némecko)

e extrakce (at uz se samotnym rozpoustédlem, tak i s reakénimi €inidly) byly ponechény
po celou dobu extrakce v termostatu BSK ET618 (Lovibond, Némecko)

o Skenovaci elektronovy mikroskop — Tescan Vega 3 SBU (Tescan; Ceska republika)

e infraCervend spektra byla pofizena pomoci pfistroje Nicolet iS50 FT-IR od firmy
Thermo Scientific (Ceské zastoupeni Nicolet CZ s.r.0.)

e AgquaLab TDL (BDL; Cesk4 republika)

e Automatické jednokanalové pipety — Eppendorf (Ceska & Slovenska republika)

e Analytické vahy ABT 220-4M (Kern; Ceska republika)

e Tiepacka rotatni — rotator multimix 230V(VWR; Ceska republika)

o Odstfedivka — Ministar silverline (VWR; Cesk4 republika)

o Injekéni filtry PES (polyethersulfon), 25 mm; 0,45 pm (Labicom s.r.o.; Ceska
republika)
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2.3.2. Standardni latky a chemikalie
metanol >99,9% (Honeywell, USA)

e n-Hexan >97,0% (Honeywell, USA)

e ctanol 96% (Lach:ner; Ceska republika)

e isooktan — 2,2 4-trimethylpentan (J.T. Baker; USA)

e kyselina mravenci (Sigma-Aldrich; Némecko)

e DPPH - 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl, volny radikal (Sigma-Aldrich; Némecko)

e ABTS - diamonna sul 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazolin)-6-sulfonové kyseliny —
tablety 10 mg (Sigma; Némecko)

e peroxodisiran draselny >99,0% (Sigma-Aldrich; Némecko)

e Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxilova kyselina >98,0%
(Sigma-Aldrich; Némecko)

e 100% Rakytnikovy olej; Sarze 1250918, datum spotieby do konce 09. 2020 (ElitPhito
Ivano-Frankovsk pro TML a.s.; Ukrajina)

2.3.3. Priprava roztoku a pracovni postupy

2.3.3.1.  Extrakce Skrobovych filmii

Skrobové filmy, modifikované a nemodifikované, o koncentraci 0,3 g oleje/100 g
Skrobového filmu (navazka 100-110 mg skrobového filmu) byly extrahovany do rozpoustédel
(4 ml), které mély odli§né vlastnosti. Jako extrak¢ni rozpoustédlo byl pouzit n-hexan, metanol,
voda a 80% metanol.

U n-hexanu, jako zéastupce nepolarniho rozpoustédla, byl pouzit Cas extrakce 2, 4 a 24 h pfi
teploté 25 °C a extrakce po dobu 24 h pti 40 °C. V ptipadé polarniho rozpoustédla, metanolu,
byly nastaveny stejné podminky jako u n-hexanu.

Voda byla pouzita, jelikoz se jedna o zakladni velmi polarni rozpoustédlo. Zde byla
provadéna extrakce po dobu 24 h pii teplotach 25 °C 1 40 °C. Jako smésné rozpoustédlo byla
pouzita smés voda-metanol (80% metanol). Tato smeés byla téz extrahovana téz po dobu 24 h
pii 25 °Ci40°C.

Veskera spektra téchto extraktl byla proméfena pomoci spektrofotometru v rozmezi

vinovych délek 800-200 nm.
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2.3.3.2.  Extrakce rakytnikového oleje

Pro porovnani spekter skrobovych filmt v riznych extrakénich ¢inidlech byla provedena i
extrakce samotného rakytnikového oleje. Ta probihala podobné jako v ptipad€ extrakce
skrobovych filmi, kdy jediny rozdil byl, ze doba extrakce byla ve vSech ptipadech 24 h. Byly
smichany 3 kapky rakytnikového oleje (coz odpovidalo cca 0,050 g oleje) se 4 ml rozpoustédla.
Tato extrakce byla provadéna v n-hexanu, metanolu, vodé a 80% metanolu. Vzorky byly
centrifugovany (6000 ot/min; 5 min), aby doslo k oddéleni oleje od extrakéniho Cinidla a extrakt
byl nasledné odebran. Byly provedeny extrakce pti 25 °C 1 40°C.

Byla zméfena spektra extraktd v rozmezi 800—200 nm.

2.3.3.3.  Extrakce rakytnikové oleje do etanolu v poméru 295:5
Pro porovnani UV/VIS spekter byl pfipraven rakytnikovy extrakt v koncentraci, v jaké byl
pfipravovan pro pfipravu Skrobovych filmt. Do 295 g etanolu bylo pfidano 5 g rakytnikového
oleje. Tato smes byla nasledn€ extrahovana pii 25 °C po dobu 24 h. Po uplynuti této doby byl

roztok dan do centrifugy (6000 ot/min; 5 min), aby doslo k odd€leni etanolu od olejové vrstvy.

2.3.3.4.  Priprava roztoku DPPH volného radikdlu v metanolu
Pro stanoveni antioxidacnich vlastnosti byl pouzit roztok DPPH volny radikal, kdy bylo
navazeno 12,5 mg DPPH a rozpusténo v 500 ml metanolu [88]. Takto pfipraveny roztok byl

skladovan ve tmé a v lednici pfi (5 £ 1) °C.

2.3.3.5.  Optimalizace metody DPPH v metanolu

Byl potieba optimalizovat Cas potiebny k extrakci antioxidantt ze Skrobového filmu a jejich
naslednou schopnost zhaseni volnych radikald DPPH.

Na optimalizaci byla v prvnim piipad¢ vyuzita metoda QUENCHER, tzn. nemodifikovany
Skrobovy film o koncentraci 0,3 g rakytnikového oleje na 100 g Skrobové pasty byl smichan
pfimo s roztokem DPPH. Film byl pfed vlastni analyzou skladovan po dobu né&kolika tydna
v exikatoru, ktery byl naplnén silikagelem. Do plastovych centrifuga¢nich zkumavek o objemu
15 ml bylo navazeno zhruba 0, 1000 g. Tato navazka byla smichana se 4 ml roztoku DPPH
radikalu v metanolu. Zarover byl ptipraven i slepy pokus, kdy do plastové zkumavky byl dan
pouze roztok DPPH v metanolu o objemu 4 ml. Takto pfipravené zkumavky byly dany do

rotatoru, kde byly po dobu 0; 2; 4,5; 9; 17; 20 hodin pfti 25 °C ve tm¢.
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Jako druhy zptsob optimalizace byl pfipraven extrakt Skrobového filmu (0,1 g/100 g). Ke
Skrobovému filmu (100 mg) byly ptidany 4 ml etanolu. Ten byl dan do rotatoru, kde rotoval po
dobu 24 h pri teploté 25 °C. Pro samotnou optimalizaci bylo ke 3 ml roztoku DPPH v metanolu
ptidano 500 pl Cerstvého etanolického extraktu Skrobového filmu. Od okamziku smichani byla
sledovana zména absorbance po dobu 60 minut (v 1 min intervalech) pfi 515 nm.

Pii vinové délce pii 515 nm byla v jednotlivych Casech prométena absorbance danych

vzorkl a zaroven i hodnota slepého vzorku.

2.3.3.6.  Priprava roztoku DPPH volného radikdlu v isooktanu
DPPH byl rozpustén v isooktanu tak, aby vysledné koncentrace byla 0,1 mM. Tento roztok
byl skladovan v lednici za nepfistupnosti svétla pti teploté (5 = 1) °C [64].

2.3.3.7.  Optimalizace metody DPPH volny radikdl v isooktanu

Optimalizace byla provedena pouze pomoci metody QUENCHER. Byl pouzit
nemodifikovany skrobovy film o koncentraci 0,2 g rakytnikového oleje na 100 g skrobové
pasty. Ten byl pted vlastni analyzou skladovan po dobu n€kolika tydnt v exikatoru, ktery byl
naplnén silikagelem. Do plastovych centrifugacnich zkumavek o objemu 15 ml bylo navazeno
zhruba 0, 1000 g. Tyto navazky byly smichany se 4 ml roztoku DPPH v isooktanu. Zarove byl
pfipraven i slepy pokus, kdy do plastové zkumavky byl dan pouze roztok DPPH v isooktanu o
objemu 4 ml. Takto pfipravené zkumavky byly dany do rotatoru, kde byly po dobu 0; 2; 4,5; 9;
17; 20 a 22 hodin. Po celou dobu zkumavky rotovaly. Vzorky i samotny slepy pokus, byly
ulozeny v termostatu pfi teploté 25 °C za neptitomnosti svétla.

Pii vlinové délce pfi 509 nm byla v jednotlivych ¢asech prométrena absorbance danych

vzorkl a zaroven i hodnota absorbance slepého pokusu.

2.3.3.8.  Priprava roztoku ABTS radikdl

Na ptipravu roztoku ABTS byla do 10 ml odmérné baiky dana 1 tableta obsahujici ABTS
o hmotnosti 10 mg a rozpusténa v 5 ml destilované vody. Takto pfipraveny roztok byl michan
do doby, nez doslo k uplnému rozpusténi tablety. Mezitim byl do druhé 10 ml odmerné baiky
pfipraven roztok peroxodisiranu draselného, kdy byla navézka rozpusténa v destilované vode¢,
aby vysledna koncentrace byla 0,064 mol/l.

K roztoku ABTS ve vod¢€ (5 ml) bylo pfidano 100 ul roztoku peroxodisiranu draselného.
Po smichani byla tato smés ponechana ve tmé po dobu 16 h. Po uplynuti této doby bylo ze
smesi odpipetovano 2,5 ml do 100 ml odmérné baiiky. Tato bailka byla doplnéna destilovanou

vodou po rysku. Vysledny roztok byl pouzit pro samostatné experimenty.
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2.3.3.9.  Optimalizace metody ABTS

K optimalizaci za pouziti metody QUENCHER byl pouzit nemodifikovany film o
koncentraci 0,1 g rakytnikového oleje/ 100 g Skrobové pasty. Do plastovych zkumavek bylo
navazeno v rozmezi 100-110 mg Skrobového filmu. Nasledné byly ke kazdé navéazce ptidany
4 ml vysledného roztoku ABTS. Vzorky byly méfeny v Casech O; 2; 6; 17; 20; 22; 24 a 26 h.
Absorbance vzorkl byla métena pfi vinové délce 734 nm.

Druhy zptsob optimalizace bylo pomoci reakce extraktu s reakénim roztokem. Zde byl
ptipraven extrakt Skrobového filmu (0,1 g/100 g). Ke Skrobovému filmu (100 mg) byly piidany
4 ml metanolu nebo etanolu. Ten byl dan do rotatoru, kde rotoval po dobu 24 h piti teploté
25°C. Ke 3 ml vysledného roztoku ABTS bylo ptidano 500 ul Cerstvého extraktu. Byla
sledovana zmeéna absorbance pfi 734 nm pod dobu 60 minut (v pravidelnych intervalech 1

minuty).

2.3.3.10. Kalibracni vada Troloxu

Pro metodu DPPH v metanolu a ABTS byla pouzita nésledujici kalibra¢ni fadu Troloxu.
Do odmérné batiky o objemu 100 ml byla navazena standardni latka Trolox a doplnéna
metanolem, aby vyslednd koncentrace roztoku byla 500 mg/l. Z tohoto objemu byla do 10 ml
odmérnych ban€k vytvorena kalibra¢ni fada v rozmezi 0-60 mg/1. Takto pfipravené kalibracni
roztoky byly pak smichany s roztokem dané metody (300 ul daného kalibra¢niho roztoku s 3 ml
roztoku DPPH v metanolu/ABTS). Vybrané hodnoty koncentraci byly rizné dle jednotlivych
metod. U metody DPPH v isooktanu nelze takto ptipravenou kalibra¢ni fadu pouzit vzhledem

k nemisitelnosti isooktanu a metanolu.

2.3.3.11. Priprava vzorku pro skenovaci elektronovou mikroskopii a
infracervenou spektroskopii

Vzorky byly skladovany v exsikéatoru naplnénym silikagelem pii laboratorni teploté za
nepiitomnosti svétla. Bez dalSich uprav byly pouzity pro vlastni experiment.

Pro IC byl pouzit i neziedény etanolicky extrakt rakytnikového oleje, ktery byl piipraven
podle stejného postupu jako v kapitole 2.3.3.3.

Podminky pouzity u infracervené spektroskopie byly nésledujici. Pozadi bylo skenovano
automaticky po 30 minutach. Pokud se objevily necistoty ve spektru, bylo pozadi skenovano
manualné. Jak v pfipadé skenovani pozadi, tak v ptipadé skenovani vzorkl bylo provedeno
dohromady 64 skend. Vysledna spektra byla ukladana jako zavislost transmitance [%] na

vlno&tu [em™].
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U skenovaci elektronové mikroskopie byl pouzit detektor sekundarnich elektroni (SE
detektor). U vétSiny vzorkd bylo pouzito rozdilné zvétSeni (SEM MAG). Pohybovalo se
v rozmezi 281 x — 1,58 kx. Urychlovaci napéti (SEM HV) primarniho elektronového svazku v
modu vysokého vakua bylo ve vSech pripadech 8 kV. Pracovni vzdalenost (SEM WD) se
pohybovala v rozmezi 12,94-16,64 mm.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Testovani antimikrobialnich G¢ink{ Skrobového filmu

Jiz v nékterych studiich (konkrétné napfiklad ve studii Kaushal Manisha z roku 2011) byly
testovany antimikrobialni G¢inky rakytnikového oleje na vybrané druhy bakterii, konkrétné na
B. subtilis a E. coli. V tomto pfipadé byla z6na inhibice zjiSténa pouze u bakterie E. coli [69].

U testovani antimikrobialnich G¢ink( $krobového filmu, ktery obsahoval rakytnikovy olej
jako antimikrobiélni latku, difazni metodou, byly po uplynuti inkubaéni doby odecteny zény
inhibice. Do tabulek niZe byly tyto zény inhibice ujednotlivych mikroorganisml zaznamenany
v zavislosti na koncentraci rakytnikového oleje na 100 g Skrobové pasty. Naméfené zony
inhibice nemodifikovanych $krobovych filmi nalezneme v tabulce 5. V tabulce 6 nalezneme

hodnoty, které patfi filmim s modifikaci.

Tabulka 5 - prlmérné zény inhibice bakterii, kvasinek aplisnipro nemodifikovanéfilmy
0 inhibi¢ni zony [mm]

0g/100 g* 0,1 g/ 100 g* 0,2 g/ 100 g* 0,3 g/ 100 g*
Bacillus cereus 3,0+£20** 6,3+ 35** 50+ 14** 6,3+ 3,9**
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus aureus - - - -
Aspergillus brasiliensis - - - -
Candida albicans —MALT - - - -
Candida albicans —M -H

OSA - oktenyl sukcinat

0% OSA

Aritmeticky prdmér + smérodatna odchylka
*koncentrace rakytnikového oleje na 100 ml Skrobové pasty
**z6na byla zakalenda, nevyjasnéna

Primérna zéna inhibice pro kazdou koncentraci byla odecitana ze dvou Petriho misek
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Tabulka 6 - prlimérné zény inhibice bakterii, kvasinek aplisnipro modifikovanéfilmy
0 inhibi€ni zony [mm]
0g/100 g* 0,1 g/ 100 g* 0,2 g/ 100 g* 0,3 g/ 100 g*

Bacillus cereus 57+33** 43+06** 55+07** 37+ 12**
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus aureus - - - -
Aspergillus brasiliensis - - - -
Candida albicans —MALT - - - -
Candida albicans —M -H - - - -

7% OSA

OSA - oktenyl sukcinat

Aritmeticky prdmeér + smérodatna odchylka

*koncentrace rakytnikového oleje na 100 ml Skrobové pasty
**z6na byla zakalend, nevyjasnéna

Priimérna zéna inhibice pro kazdou koncentraci byla odecitana ze dvou Petriho misek

V minulosti byla testovana antimikrobialni aktivita bakterie St. aureus, E. coli, plisné
A. brasiliensis a kvasinky C. albicans. Jako antimikrobialni latka byla pouZzita smés
rakytnikového oleje a oleje z kukufiénych klickd. Zde bylo zjisténo, ze do 14 dnl doslo ke
sniZzeni poctu bakterii na 102 CFU/ml a zé&rovei nebylo po této dobé zaznamendno Zadné
zvyseni. Na zakladé zjisténych vysledkd byl vyvozen zavér, Ze tato smés by méla mit
antimikrobiélni G¢inky [89]. V naSem pfipadé, bez rozdilu na pouzity Skrobovy film, byly
Petriho misky zaoCkované kulturou A. brasiliensis porostlé vcetné povrchu testovaného
materidlu. Tudiz zde nebyla viditelna zadna zéna inhibice. Podobné na tom byly Zivné agary,
na které byla inokulovana kvasinka C. albicans a bakterie E. coli a St. aureus. Zde byl
pozorovan narlist pouze na zivném agaru, nikoliv na povrchu filmu. VSechny vy$e zminéné
mikroorganismy byly hodnoceny jako rezistentni k antimikrobialnim G¢inkim rakytnikového
oleje, ktery Skrobovy film obsahoval. Kolem testovaného Skrobového filmu nebyla znatelna
zadnd zona inhibice stejné jako u testované plisné. PFi¢inou mulze byt velmi nepatrna
koncentrace rakytnikového oleje na 100 g Skrobového filmu.

Oproti tomuto zjisténi, na zivnych pldach, které byly nao¢kovany kulturou B. cereus, byla
vidét zdéna inhibice. Z6na nebyla ¢ira, byl v ni pozorovan slaby narlist MO, méla jasné
ohraniCeni. Tato z6naje dobfFe vidét na obradzku 17 a déle také v pfiloze I. Vzhledem k tomu,
Ze zbna inhibice byla i u Skrobového filmu, ktery neobsahoval zadny podil rakytnikového oleje,

tak mlzeme Fict, Ze neni zplsobena antimikrobialnimi u¢inky rakytnikového oleje. Se zvysujici

61



se koncentraci oleje obsazeného ve filmu, neméla velikost inhibi¢ni zény rostouci trend. Zéna
mohla byt zplsobena ¢astecnym rozstépenim Skrobu ze Skrobového filmu (Bacillus produkuje
velkou fadu enzym, diky kterym dokaze hydrolyzovat mj. i $krob [90] ) a nasledné mohlo dojit
k uvolnéni glycerolu, ktery se pfidava do filmu pfi vyrobé. Uvolnéni glycerolu mohlo mit za
nésledek snizeni aktivity vody v blizkém okoli testovaného materidlu a naslednou ¢astecnou
inhibici rlstu této bakterie. O snizovani aktivity vody vlivem glycerolu pojednavéa ¢Elanek
Nicolase Nguyen van Longa a spol. z roku 20 177. Minimalni aktivita vody pro vegetativni rlst
bakterie B. cereusje dle literatury 0,912 [29]. Zdaje tato teorie spravnd, bylo ovéfovano pomoci

dalSi pouzité metody - zjiStovani zmeény aktivity vody vlivem bakterie B. cereus.

Obrazek 17 - modifikovany Skrobovyfilm (0,29 rakytnikoveho oleje /100 g Skrobové pasty) na

Zivné plidé M-H zaockovany kulturou B. cereus s viditelnou zakalenou inhibi¢ni zénou

Jiz v minulosti byla testovana antimikrobialni aktivita vegetativnich bunék, spor a biofilmu
Bacillus cereus. Jako potencialné antimikrobidlni latka byla pouZita mirné kysela
elektrolyzovana voda. Zde bylo zjisténo, Ze spory jsou vice odolné proti této antimikrobidlni
latce neZ vegetativni burky, nebot dochazi k naruseni membréany [91]. Je mozZné, Ze pokud by
byly pouZity pro na$ experiment spory bakterie B. cereus misto vegetativnich bunék, k Zadné
z6né inhibice by nejspis nedoSlo. PI&st spor mé& dvé vrstvy proteinu, kterd jim poskytuje vétsi
ochranu proti chemickym latkdm, vy3Simu tlaku i elektrické energii. Odolnost je kromé

bilkovinového povlaku zvySena faktory jako jsou sucho, vysoky obsah kyseliny dipikolinové a

7Modelling the effect of water activity reduction by sodium chloride or glycerol on conidial germination and
radial growth of filamentous fungi encountered in dairy foods [105]
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dvojmocné kationty v jadre. Peptidoglykanova kara je dilezita bariéra spor pro malé hydrofilni
molekuly. Ty jsou soucasti antimikrobialnich slozek [32]. Pokud by doslo k poklesu hodnoty
pH vlivem antimikrobialni latky, pod hodnotu, ktera je nezbytna pro minimalni rast, mohlo by
dojit k potlaceni mikrobialnimu rastu. Nizké pH zaroven potlacuje kliCeni bakterialnich spor
[32].

Jiz nékolik studii se zaméfovalo na antimikrobialni u¢inky pfirodnich extraktt, které by
byly schopny inhibovat rast B. cereus. Ve studii Fei Peng, Xu Yunfeng a Zhao Shengjuan bylo
zjisténo, ze vlivem piirodniho extraktu doslo ke zméné membranového potencialu. Diky tomu
mohlo dojit ke ztraté ur€itého mnozstvi energie (ATP — adenosintrifosfat) a tim padem doslo
k omezeni rastu ¢i smrti bakterie. V podobném pfipad¢ byla u bunky bakterie Vibrio cholerae,
ktera byla vystavena metanolovému extraktu nopéalniho kaktusu (opuncie), pozorovéna téz

depolarizace bunééné membrany [92; 93].

3.2.Zjisténi zmény aktivity vody vlivem bakterie B. cereus

Misky pfipravené pro méfeni aktivity vody, ktera mohla byt zpisobena vlivem bakterie
B. cereus na skrobovy film, byly po inkubaci (24 h pii 30 °C) proméfeny na piistroji Aqualab.
Hodnota ay, u vSech misek byla rovna 1. Tyto agary byly v porovnani s agary, na kterych bylo
provedeno antimikrobialni testovani, Cerstvé, dalo by se fict méne vysuSené. Vzhledem
k tomuto zjisténi, ze snizeni aktivity vody muze byt pouze lokalni zalezitost, byl proveden
biochemicky test hydrolyzy skrobu.

Tento test se provadi za pouZiti Lugolova roztoku (roztok jodu a jodidu draselného). Rika
nam, ze pokud pisobenim mikroorganismu dojde k hydrolyze §krobu na rozkladné produkty,
vzniknou kolem nezbarvené zony. Pokud k hydrolyze nedoslo, Skrob se zbarvi intenzivné
modte. Cervené nebo hnddé zbarveni signalizuje, Ze skrob byl rozloZen jen &astetns. Vysledky
je nutné odecitat ihned, nebot’ modré zbarveni po chvili mizi.

Z nahodné vybranych misek muzeme na obrazku 18 (misky nezaoCkované bakterii) vidét u
modifikovanych (7% OSA) filma tmave modré zbarveni, coz nam znaci pfitomnost skrobu. Po
porovnani nemodifikovanych (0% OSA) skrobovych filmu s Cistym agarem muizeme po
okometrickém subjektivnim porovnani fict, ze se z filmu uvoliiuje minimalni mnozstvi §krobu
(Lugoltv roztok se zabarvil jen velmi slabé, je skoro porovnatelny s Cistym agarem). Uz béhem
odstrafiovani Skrobového filmu z misky, bylo viditelné, ze nemodifikovany Skrobovy film byl

celistvy, odstranitelny pinzetou, zatimco Skrobovy film s modifikaci byl nejspi§ vlivem
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zvySeného mnozstvi vody rozlozen na gelovitou suspenzi, kterd Sla odstranit pouze setfenim

povrchu sterilnim tampdénem.

Obréazek 18 - nezaoCkované misky s Cistym agarem a Skrobovymifilmy po pokapéani

Lugolovym roztokem

Na obrazku 19 (misky, které byly zaockované kulturou B. cereus) vidime téz intenzivni
tmavé modré zbarveni u modifikovanych (7% OSA) Skrobovych filmi. U nemodifikovanych
(0% OSA) skrobovych filml je vidét pouze lehce modré az hnédé zbarveni, které je velmi
podobné Cistému agaru. Konzistence film{ byla po inkubaci stejna jako v pfipadé, kdy misky

nebyly zaoCkované, tzn. modifikované filmy vytvofili na povrchu gelovitou suspenzi.
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Obréazek 19 - misky zaoCkované bakterii B. cereus a se Skrobovymifilmy po pokapani

Lugolovym roztokem

Z obrazku 18 a 19je patrné, Ze se z filml uvoliiuje $krob ne vlivem bakterie B. cereus, ale
vlivem kontaktu materialu s vodou. V pfipadé nemodifikovanych filml se uvolni jen velmi
nepatrné mnozstvi. U modifikovanych film se diky rozlozeni vlivem vody/vetsi vlhkosti

z filmu uvolni vétsi mnozZstvi Skrobu.
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3.3.UV/VIS Spektrometrie extraktl Skrobovych film(
Orienta¢ni doba potfebné pro extrakci latek ze Skrobovych film{ byla stanovena pomoci
vybranych rozpoustédel - n-hexanu a metanolu. Nésledné byla spektra proméfena a popsana.

Spektra, kterd jsou nize zminéna a nejsou soucasti této kapitoly, jsou soucasti pfilohy II.

Spektrofotometrie extraktd $krobovychfilm( v n-hexanu

Po extrakci $krobovych film{ do n-hexanu byla promérena spektra po 2, 4, 24 h pfi 25 °C.
Spektra modifikovanych i nemodifikovanych filmQ si byla velmi podobna aZ stejnd. Na
obrazku 20 (modifikované filmy) je srostouci dobou extrakce viditelny pik v rozmezi 200-
220 nm. Tento pik je viditelny i u nemodifikovanych filmG (obrazek P4) a mohl by odpovidat
nasobnym vazbam mastnych kyselin, které rakytnikovy olej obsahuje [94; 95]. Pod 300 nm je
viditelny drobny pik, ktery by dle literatury mohl odpovidat tvorbé konjugovanych diend,

trient, tetraent [96]. Nad 300 nm jiZ ve spektru neni nic vyznamného.
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Obrazek 20 - spektra n-hexanovych extraktd modifikovanych Skrobovych filmd v rdznych

¢asech extrakce
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Spektrofotometrie extraktd $krobovychfilmi v metanolu

V prvnim pfipadé byl experimentalné zjiStovan Cas, ktery je potfeba k extrakci pfi 25 °C. |
zde byla zméfena spektra po 2, 4 a 24 hjako tomu bylo v pfipadé extrakce do n-hexanu. Spektra
modifikovanych (obrazek 21) i nemodifikovanych (obrazek P5) film{ byla velmi podobna, ve
vsech ¢asech byl vidén v rozmezi 200-220 nm pik, jako tomu bylo v pfipadé u extrakce filmd
do n-hexanu. Tento pik by téZ mohl byt pfisuzovan nasobnym vazbam. MiZze se zarovei jednat
o spojeni 2 pikl, éemuz by odpovidal tvar piku. Pod 300 nm je viditeIlné zvinéni, které by mohlo
naznaCovat pik jako je v tomu v pfipadé extrakce do n-hexanu.

Rozdil v modifikaci filmu byl pouze v tom, Ze u nemodifikovanych film{ byla pozorovéana
niz§i hodnota absorbance. Tato hodnota u nemodifikovanych filmd dosahovala hodnot okolo
1, 1,5 a 2 (pro extrakci po 2; 4 a 24 h). V porovnani s modifikovanymi filmy je to v nékterych
pfipadech skoro 2x mensi hodnota absorbance. To znamenda, Ze u nemodifikovanych film{

proslo vzorkem vét§i mnozstvi zafeni nez u modifikovanych.

vinova délka [nm]

Obrazek 21 - spektra metanolovych extraktd modifikovanychfilm{ v rliznych ¢asech extrakce
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Spektrofotometrie extraktd skrobovychfilm( do vody

U extrakce po dobu 24 h pfi 25 °C u
nemodifikovanych $krobovych filmU, Ize ve spektru
(obrazek Ps) vidét pouze malé ,,zvIinéni“, které by
mohlo naznaCovat pik zhruba mezi 200-250 nm. U
modifikovanych film( nebylo mozné zméfit UV/VIS
spektrum za stejnych podminek, jako tomu bylo
v pfipadé filmu bez modifikace. Po extrakci pfi 25 °C
po dobu 24 h vznikla gelovitd suspenze s CésteCky
filmG, kterd ani po odstfedéni na centrifuze a
odebranim vodné &asti neposkytla potrebng OPrazek 22 - vlevo nemodifikovany
minimalni mnoZstvi kapaliny pro zméfeni spektra na  SKrobovy film; vpravo modifikovany
spektrofotometru. Rozdilné chovani modifikovaného ~ Skrobovy film, ktery po extrakci

a nemodifikovaného filmu ve vodé po 24 h mizeme S Vodou vytvorilgelovitou suspenzi

vidét vpravo na obrazku 22.

Spektrofotometrie extraktd skrobovychfilm( do 80% metanolu a Cistého etanolu
U 80% metanolu je na spektru (obrazek P7) vidét podobné ,,zvinéni“, které je pozorovatelné
u spektra, kdy jako rozpoustédlo byla pouZita voda. Naopak u extrakce do etanolu (obrazek Ps)

mudzeme sledovat opét pik v rozmezi 220-230 nm.

Vzhledem k faktu, Ze rozdily ve spektrech modifikovanych a nemodifikovanych film{ jsou
kromé hodnot absorbance zanedbatelné, pro extrakci filmQ pfi 40 °C byl zvolen pouze
nemodifikovany Skrobovy film. Zvolené teplota byla pouZita za UCelem zefektivnéni extrakce.

N-hexan byl pro tuto metodu nevhodny, nebot’ pfi teploté 40 °C po delSi dobu doslo vlivem
tékavosti par k vyrazeni zatky a tim vyliti roztoku béhem rotace. U metanolu, vody a 80%
metanolu béhem extrakce nedo$lo k problémidm. Ze ziskanych spekter, kterd jsou soucast

prilohy Il, mGZeme vycist, Ze zvySena teplota nepomohla ke zefektivnéni extrakce.
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Extrakce oleje s rozpoustédly

5'§ n-hexan - zfedényi:1
45 metanol

4 80% metanol
35 voda

&3 olej:etanol (5:295)
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vinova délka [nm]

Obrazek 23 - extrakce oleje do rliznych rozpoustédelpf¥i 25 °Cpo dobu 24 h

Z obrazku 23 mizeme vidét, Ze do n-hexanu (plvodni extrat byl zfedény v poméru 1:1) a
metanolu se z oleje vyextrahovaly pravdépodobné karotenoidni latky (cca 360-500 nm) [97].
U rozpous$tédel n-hexan, metanol a 80 % metanol je patrny pik kolem 240 nm. U n-hexanu a
metanolu vidime jes$té kolekci pikl mezi 250-300 nm. Vsechny tyto piky by mohli znagit
nasobné vazby ve vzorku [96].

Zaroven byla provedena extrakce rakytnikového oleje s etanolem ve stejném poméru, ktery
byl nasledné pouzit pfi vyrobé skrobovych filmd (295:5 etanol: olej).

V plvodnim, nezfedéném extraktu, mGzeme na obrazku 23 pozorovat v UV-VIS spektru
intenzivni, neostry pik pfi 240 nm a zhruba pfi 260-275 nm je vidét kolekce pikl, VSechny tyto
piky by dle literatury mohli patfit konjugovanym dienlim, trienim nebo tetraentim [96]. Velmi
intenzivni pas mlzeme vidét v rozmezi 340-500 nm, ktery by mohl svou polohou odpovidat
karotenim [97], které se z rakytnikového oleje vyextrahovaly. Dle tvaru piku by se mohlo

jednat konkrétné o B-karoten nebo lutein [98].
Na zakladé spekter extraktl Skrobovych filmli a oleje vjednotlivych rozpoustédlech,

mUlzZeme fFict, jaké latky se vyextrahovaly ze $krobovych filmi a zda tyto latky jsou soucast

rakytnikového oleje.
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U extraktu oleje do metanolu 1 n-hexanu vidime okolo 360-500 nm pik, ktery je typicky
pro karotenoidni latky. Nejspi§ vlivem velkého nafedéni rakytnikového extraktu, jenz byl
pouzit ptipravu filmu, tento pik nevidime u extraktd filma. Vzhledem k tomu, ze byl vyuzit
skrobovy film o koncentraci 0,3 g rakytnikového oleje na 100 g skrobové suspenze, mizeme
tedy fict, ze koncentrace karotenoidu ve skrobovém filmu je minimalni.

U extrakce 80 % metanolem byl v pfipad¢ extrakce oleje vidét pik okolo 250 nm, ktery u
extrakce Skrobovych filma vidét neni. To maze byt zptisobeno téz velkym ziedéni extraktu.

Pokud se budeme bavit o vodé, jako o rozpoustédle, mizeme o ném fict, ze je pro nas
experiment nevhodna. Jak vidime ve spektrech, béhem 24 h ani z filmq, ani z oleje nedoslo

k dostate¢né extrakci, aby byl ve spektru vidén jasny pik.

3.4. Metoda vyuzivajici DPPH volny radikal v metanolu

3.4.1.  Optimalizace
Metoda QUENCHER — primd extrakce Skrobového filmu do roztok DPPH
Prométenim absorbance vzorku skrobového filmu v roztoku DPPH na spektrofotometru a
samotného roztoku DPPH pfi vinové délce 515 nm v rtiznych Casech byly ziskany data, na

zakladé kterych byla podle vztahu (7) vypocitana inhibice roztoku DPPH:

Inhibice (%) = [(Ablank - szorek)/Ablank] 100 [99] (7)

Zavislost inhibice na Case byla vynesena do grafu, ktery mizeme vidét na obrazku 24. Na
jeho zakladé¢ byl zvolen optimalni Cas pro extrakci filmu a jeho naslednou reakci
vyextrahovanych latek s roztokem DPPH na 20 h. V prvni fadé mizeme vidét, Ze béhem
prvnich 17 hodin dochazi k nejveét§imu zvySeni inhibice tzn., Ze dochazi k odbarvovani roztoku
vlivem antioxida¢ni kapacity Skrobového filmu. Z tmave fialového roztoku se stava lehce svétle

fialovy. Mezi 17. — 25. hodinou je hodnota inhibice témet neménna.
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Obrazek 24 - zavislost inhibice roztoku DPPH v metanolu na ¢ase extrakce

Etanolicky extrakt Skrobovéhofilmu a roztok DPPH v metanolu

Druhy experimentalni zplsob optimalizace metody vyuZivajici DPPH v metanolu bylo
sledovani Ubytku absorbance roztoku DPPH vlivem etanolického extraktu. Do kyvety byly
pipetovadny 3 ml roztoku DPPH a bylo pfidano 0,5 ml etanolického extraktu filmu. Kinetika
této reakce byla bezodkladné méfena pfi vinové délce 515 nm po dobu 60 minut. V pfiloze 11l
(obrazek P11) mGZeme vidét nepatrny Ubytek absorbance béhem prvnich 40 minut. Mezi 40.-
45. minutou mizeme vidét zvySeni absorbance na hodnotu, kterd zhruba odpovida plvodni
hodnoté. Tato hodnota absorbance je a7 do 60. minuty neménna. Ubytek je zanedbatelny,
pokles pouze o dvé setiny absorbancnich jednotek, a proto je tento postup pro stanoveni

metodou DPPH v metanolu nevhodny.

3.4.2. Stanoveni antioxidaéni kapacity vzork( s vyuZzitim DPPH v metanolu
Po 40 minutach byla proméfena absorbance pFipravené kalibracni fady. Do obrazku 25 byla

vynesena zavislost inhibice na koncentraci Troloxu.
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Obrazek 25 - kalibraéni zavislost inhibice roztoku DPPH v metanolu na koncentraci

standardni latky Trolox

Pro vlastni méfeni byla pouzita metoda QUENCHER, kdy se Skrobovy film extrahuje pfimo
do roztoku DPPH v metanolu. Nedochdzi tak k nafedéni a ztratdm latek, které maji schopnost
zhaSet volny radikal. Béhem 20 h doSlo k odbarveni tmavé fialového roztoku na svétle fialovy.
Bez ohledu na modifikaci nebo koncentraci rakytnikového extraktu pouZzitého pro pfipravu
filmG byl vjednotlivych zkumavkach vidét lehky zakal roztoku, ktery mohl byt zplisoben
drobnymi tlomky filmu b&hem rotace. BEéhem rotace zaroven roztok ztratil nepatrnou Cast své
barvy a z tmavé fialového roztoku se stal svétle fialovy. Tento roztok byl nejprve pfefiltrovan
pres injekeni filtry PES, aby doSlo k odstranéni nezadoucich Glomk{/zakalu, a néasledné
promé&fen pomoci spektrofotometru pfi vinové délce 515 nm. Dle vySe zminéného vztahu (7)
(uvedeny v kapitole 3.4.1.) byla vypocitana hodnota inhibice na zékladé naméfenych hodnot
absorbanci vzork{ a roztoku DPPH.

Na z&kladé rovnice regrese (obrdzek 25) a vypoctenych inhibic roztoku se vzorkem byla
vypoctena koncentrace, kterdje ekvivalentni koncentraci Troloxu. Tato koncentrace Troloxu je

u obou druhd vzorkl vyjadiena na 1g skrobového filmu a zanesena do tabulky 7.
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Tabulka 7- ekvivalentni koncentrace Troloxu na 1g Skrobovéhofilmu nemodifikovanych (0%
OSA) a modifikovanych (7% OSA)film{ ziskané metodou QUENCHER
Cc [grioo g] * 0 cmg TE/ 1g filmu

0 24+0* a
g 0.1 169+56b
o
< 0.2 419+ 125 ¢
o

0,3 58,2+ 26,1 ¢

0 4g+23**3a
g 0.1 21,8+52D
©)]
< 0.2 953 + 135 d
N~

03 116,0 + 4,8 d

OSA - oktenyl sukcinat

TE - Trolox equivalent

Vysledky ziskané metodou QUENCHER

Aritmeticky prdmér + smérodatna odchylka; n=3; rlizna pismena znaéi statisticky rozdilné hodnoty (P <0,05)

* koncentrace rakytnikového oleje ve 100 g Skrobové pasty

** pro tuto koncentraci rakytnikového oleje v nemodifikovaném Skrobovém filmu byla vybrana pouze 1 hodnota,
nebot’ zbylé dvé hodnoty inhibice byly naprosto minimalni avysledna koncentrace zanedbatelna

*** pro tuto koncentraci rakytnikového oleje v modifikovaném Skrobovém filmu byly vybrany pouze 2 hodnoty,

nebot’ zbyla hodnota inhibice byly naprosto minimalni a vysledna koncentrace zanedbatelna
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3.5. Metoda vyuzivajici DPPH volny radikal v isooktanu

Cas potfebny k extrakci latek pomoci metody QUENCHER, tj. extrakci ze 3krobového
filmu ajejich naslednou reakci s DPPH v isooktanu, byl ziskan proméfrenim absorbance vzorki
v jednotlivych Casech a slepého pokusu. Po proméfeni doslo k vypocteni % inhibice dle vztahu

(7) zminénym v kapitole 3.4.1. Tyto hodnoty byly vyneseny v zavislosti na Case.
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Obrazek 26 - optimalizace roztoku DPPH v isooktanu

Na obrazku 26 vidime, Ze béhem prvnich 20 hodin dochazi ke zvySovani % inhibice
roztoku. Po 20. hodiné vidime jiZ nepatrny pokles inhibice roztoku a do 24. hodiny jiz

nedochazi k vétsim narlstdm. Proto jako optimalni ¢as pro tuto metodu bylo zvoleno 24 h.

3.5.1.  Stanoveni antioxida¢ni kapacity vzorkl s vyuzitim DPPH v isooktanu
U pfipravenych vzorkl metodou QUENCHER, doslo po uplynuti doby stanovené
optimalizaci k proméfeni na spektrofotometru pfi 509 nm a néaslednému vypoCtu procent
inhibice.
Vzhledem k tomu, Ze nelze tuto metodu standardizovat na latku Trolox, byla tato metoda
pouze porovnana s metodou vyuZivajici DPPH v metanolu. Nutno podotknout, Ze koncentrace

DPPH volného radikalu v rozpoustédlech byly odlisné.
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C rekytnikoveho dleje [g/1 00 g]

Obrézek 27 - porovnani metod vyuzivajici DPPH volny radikal u nemodifikovanych

Skrobovychfilm{

C rekytrikového oleje [g/200 g

Obrézek 28 - porovnani metod vyuzivajici DPPH volny radikal u modifikovanych Skrobovych

film{
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Na zékladé obrazkd 27 a 28 mlZeme vidét, Ze u obou metod je prevazné rostouci trend
procent inhibice v zavislosti zvySujici se koncentrace oleje ve vzoru. Velky vyznam chyby
mdze byt nehomogenita vzorku, diky kterému neni metoda vyuzivajici DPPH volny radikal

vhodna.

3.6. Metoda vyuzivajici ABTS volny radikal

3.6.1.  Optimalizace metody

Metoda QUENCHER - pFima extrakce $krobovychfilm{ do roztoku ABTS

U pfimé extrakce $krobovych filmG do roztoku ABTS byly pfi vinové délce 734 nm
proméfeny hodnoty absorbanci jednotlivych filmG v roztoku a samotného roztoku ABTS
v pfedem danych ¢asech. Na zakladé téchto vysledkl byla podle vy$e zminéného vztahu (7)
vypocitana inhibice roztoku.

Zavislost hodnoty inhibice na ¢ase byla vynesena do grafu, ktery mlzeme vidét na
obrazku 29. Z grafu mdzeme vidét, Ze nejvétsi Ubytek nastdva mezi 0.-20. hodinou. Od 20. do
26. hodiny miZeme pozorovat jiz nepatrnou inhibici roztoku, a proto byla zvolena doba

potfebna k extrakci latek do rozpoustédla ajejich naslednou reakci s €inidlem na 22 hodin.
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Obrazek 29 - zavislost inhibice roztoku ABTS se Skrobovymfilmem na Case
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Metanolicky a etanolicky extrakt s roztokem ABTS

Jako druhy zplsob byla sledovana zména absorbance roztoku ABTS vlivem metanolického
nebo etanolického extraktu Skrobového filmu (bylo smichano 0,1 g filmu se 4 ml extrakéniho
Cinidla; takto pfipravena extrakéni smés byla ponechéana v rotatoru pfi 25 °C po dobu 20 h).
Ke 3 ml roztoku ABTS bylo pfidano 0,5 ml extraktu. V pfiloze 11l (obrazek P12) je znazornéna
zména absorbance obou extraktll, kterd byla sledovana a zaznamenavana v pravidelnych
intervalech 1 minuty po celkovou dobu 60 minut.

Rozdilna pocatecni absorbance je pravdépodobné zplsobena rliznym stafim roztoku ABTS.
Béhem 60 minut doSlo v obou pfipadech k velmi nepatrnému poklesu absorbance roztoku.
Pfri¢inou toho mize byt, Ze extrakci Skrobového filmu dochazi k velkému nafedéni
antioxidantd, atim je zplsobeno, Ze extrakt neméa dostate¢né antioxidacéni vlastnosti. Diky tomu
je pouziti extraktu nevhodné a pro stanoveni byl pouZit postup, kdy se Skrobovy film extrahoval

pfimo do roztoku ABTS.

3.6.2. Stanoveni antioxidaéni kapacity vzorkd metodou ABTS
Po 40 minutach byla proméfena absorbance pfipravené kalibracni fady. Do obrazku 30 byla

vynesena zavislost inhibice na koncentraci Troloxu.

Obrazek 30 - kalibracni graf- inhibice roztoku ABTS v zavislosti na koncentraci standardni

latky Trolox
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Pro stanoveni antioxidaéni kapacity byl pouzit postup, kdy k pevnému vzorku byl ptidan
roztok ABTS, zkumavky rotovaly po celou dobu extrakce, metoda QUENCHER. Po uplynuti
22 hodin, byly vzorky proméfeny na spektrofotometru pfi vinové délce 734 nm. Vzorky
nemodifikovanych skrobovych filma odbarvily roztok ABTS z lehce modrozeleného a svétlejsi
zelenou. Nasledn¢ byl odebran Cisty roztok ABTS a zmétena absorbance na spektrofotometru.
U modifikovanych skrobovych filmi bylo méfeni absorbance slozitéjsi, nebot’ po uplynuti 22 h
se ve zkumavkach objevil misto ¢irého roztoku, jak tomu bylo u nemodifikovanych, gelovity
roztok.

U raznych koncentraci jsme mohli pozorovat rizné slozeni vzniklého gelu. Zatimco u
zkumavek, které obsahovali n€jakou koncentraci rakytnikového oleje, byly v tomto gelu vidét
kousky skrobovych filmu spolec¢né s drobnymi hrudkami. Kousky Skrobovych filma byly
s klesajici koncentraci rakytnikové oleje mensi, coz ale mize byt pouze subjektivni hodnoceni.
U zkumavek bez podilu rakytnikové oleje byly vidét pouze gelovité hrudky. Po odstfedéni na
minicetrifuze (6000 ot/min;5 minut) byla viditelna odstredéna vrstva gelu a nad ni ¢iry roztok.
Tento roztok byl opatrné odebradn, a nasledné proméfen na spektrofotometru pomoci
jednorazovych kyvet od firmy BRAND GMBH + CO KG kvili mensimu objemu.

Na zaklade¢ kalibra¢niho grafu ABTS s Troloxem (obrazek 30) byla ziskana rovnice regrese.
Ta pak poslouzila k vypoctu koncentrace Troloxu, ktera byla ekvivalentni procentiim inhibice
vzorku. Tato koncentrace byla prepoctena na 1 g latky a vysledek do tabulky 8 tak byl udavan

jako ekvivalent prumérné koncentrace Troloxu v 1 g skrobového filmu.
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Tabulka 8 - koncentrace Troloxu ekvivalentni na 1 g nemodifikovanych (0%OSA) i
modifikovanych (7% OSA) $krobovychfilm{ ziskané pomoci metody QUENCHER
Cc [grioo g] * 0 cmg TE/ 1gfilmu

< 0 271,9 + 153 ¢
S 0.1 280,9 + 10,7 ¢
go 0,2 320,4+83d

0,3 355,7+ 3,8¢€

0 1654 + 4,7 a
S 0.1 220,6 + 17,6 b
oc\j 0,2 267,1 £ 6,7¢
" 03 3221 +81d

OSA - oktenyl sukcinat

TE - Trolox equivalent

Vysledky ziskané metodou QUENCHER

Aritmeticky prdmér + smérodatna odchylka; n=3; rlizna pismena znaéi statisticky rozdilné hodnoty (P <0,05)

* koncentrace rakytnikového oleje ve 100 g Skrobové pasty

3.7.Porovnani metod vyuzivajici DPPH v metanolu a ABTS

Vzhledem k mensi stabilité roztoku ABTS, a hlavné diky sférické zabrané molekuly DPPH,
kdy reakéni centrum je vice schované uvnitf molekuly a tim je znemoznéna reakce s pfilis
rozvétvenymi molekulami, reaguje ABTS pravdépodobné se $irSim spektrem antioxidantd
(reakce jednotlivych metod jsou zndzornény na obrazku 31). Hodnoty antioxidacni kapacity ve
vzorcich jsou vyssi u metody vyuZivajici ABTS neZ hodnoty zjisténé metodou, kterd vyuziva
DPPH. Zarovei to mdze byt zplsobeno tim, Ze ve vzorku je mensim mnoZstvi fenolickych
latek, které reaguji s DPPH volnym radikalem. Ddlezité je si povSimnout i faktu, Ze u metody
ABTS jsou hodnoty antioxidacni kapacity vyssi pro filmy, které nebyly modifikované. U
metody DPPH pomohla nejspi§ modifikace filmu, u modifikovanych $krobovych filmd byla

ziskana vyssi koncentrace nez u nemodifikovanych.
Jiz v minulosti vysledky studii prokazaly, Ze olej rakytniku, ktery je ziskan ze semen,

obsahoval nenasycené mastné kyseliny, tokoferoly a karotenoidy, které jsou znamé svym

antioxida¢nim Gcinkem [100].
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DPPH radikal (2,2-diphenyl-I-picrylhydrazyl) DPPH

intenzivni fialova barva

+AOX +AOX

ABTS radikal (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ABTS

modrozelena barva

Obrazek 31 - schéma chemické reakce DPPH a ABTS [55]

Vysledky obou metod (DPPH v metanolu a ABTS) byly za pouziti dvou vybérového testu
(tzv. studentova testu/ t-testu) statisticky vyhodnoceny. Rovnost rozptylu byla (P = 0,05).

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci operacniho systému Microsoft Excel od firmy

Microsoft.
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3.8.Infracervena spektroskopie

Skrobové filmy ve vysuSeném stavu byly promé&feny pomoci infradervené spektroskopie s
ATR/FTIR. Zde byla sledovana zména ve struktufe filmu, ktera mohla byt zptsobena
modifikaci Skrobového filmu, nebo vlivem koncentrace rakytnikového extraktu. Z tohoto
divodu byl sledovan vinoCet a hodnota transmitance.

Zaroven se Skrobovymi filmy byl proméfen i pavodni, nezfedény etanolicky extrakt
rakytnikového oleje.

Po porovnani spekter skrobovych filmu, ktera jsou soucast prilohy IV, mizeme vidét, ze se
spektra od sebe li8i naprosto minimalné, jsou az identicka. Tato spektra byla popsana pomoci
tabulek I1.1 (Prehled vinoctu nékterych charakteristickych absorpcnich pasii v infracerveném
spektru), ktera jsou popsana v knize Atomovda a molekulova spektroskopie se zamérenim na
stopovou analyzu kontaminantii od pana prof. Ing. Pavla Jandery, DrSc® na stran& 257-263.
Tyto tabulky byly podporeny dalsi literaturou’. MnoZzstvi rakytnikového oleje ve Skrobovém
filmu zde nehraje roli ve struktufe. Na obrazku 32 muzeme vid€t porovnani spekter Skrobovych
obou skrobovych filmu o koncentraci 0,3 g oleje/100 g Skrobové pasty a etanolického extraktu
rakytnikového oleje predtim, nez doslo ke smichani se skrobovou pastou. Zaroven mizeme
pozorovat, ze spektrum Skrobového filmu, ktery byl modifikovany, se od spektra
nemodifikovaného filmu li§i minimalné&. Jediny znatelny rozdil je v oblasti 18001500 cm™,
jinak jsou spektra téméF identicka. Kolem 3300 cm™ vidime ve viech piipadech pas valen&nich
vibraci v(OH), které mohou byt pfipisovany -OH skupinam, kterou obsahuje jak Skrob, tak
glycerol i etanol [11]. Spektra se zde li§i v % transmitance'®. Transmitance mohla byt sniZena
vlivem glycerolu ve $krobovych filmech [11]. Mezi 2960-2800 cm™ vidime ve viech piipadech
alifatickou sérii, kdy v piipadg etanolického extraktu je jasné viditelny pas kolem 2960 cm™
valen&nich vibraci v (CH3). Siroky pas v rozmezi 1200-900 cm’' miizeme piifazovat valenénim
vibracim v (C-O) a deformacnim vibracim 8(C-O) [76; 101]. V piipadé Skrobovych filmu
muzeme pozorovat §ir§i pas, ktery mize byt zpusoben skrobovou pastou, do které byl dan
rakytnikovy extrakt. Zaroveni zde dochazi k poklesu transmitance na rozdil od etanolického

extraktu.

8 JANDERA, Pavel. Atomovad a molekulova spektroskopie se zamérenim na stopovou analyzu kontaminantii:
Dil B— Molekulova spektroskopie v organické analyze. Vyd. 3. Pardubice: Univerzita Pardubice, 2011. ISBN 978-
80-7395-392-8.

° IR Spectrum Table & Chart. Merck KGaA [online]. N&mecko [cit. 2020-05-06]. Dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/ir-spectrum-table. html#ir-spectrum-table-
by-range

19 mnoZstvi svétla, které proglo vzorkem pii urcité vinové délce
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Obrazek 32 - porovnani IC spekter etanolického extraktu oleje, modifikovaného a
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Pokud bychom porovnali obrazky 32 (spektra Skrobovych filmU{ a etanolickyho extraktu) a
33 (IC spektra nahofe etanolu a pod nim $krobu) mlZeme fFict, Ze u etanolického extraktu
rakytnikového oleje miZzeme vidét hlavné spektrum etanolu ajeho charakteristické absorpéni
pasy. Rozdil je pouze v hodnoté transmitance, coz miZze zplsobovat, Ze v experimentu bylo
nepatrné mnoZstvi rakytnikového oleje, ktery ale nemél vliv na absorpcni pasy. V pfipadé
porovnéni spekter Skrobového filmu se spektrem Skrobu vidime, Ze jsou tato spektra taktéz
identicka.

Vzhledem k tomu, jaké je sloZeni jednotlivych smési (at’ uz etanolického extraktu nebo
Skrobového filmu), mizeme ve spektrech vidétjejich dominantni ¢ast, tj. infracervené spektrum
etanolu, popfipadé Skrobu. Po porovnani s literaturou bylo usouzeno, Ze i v naSem pfipadé jsou
spektra skrobovych film{ s rdiznou koncentraci rakytnikového extraktu, soucast pfilohy, jsou

identické nejspis vlivem vysokého obsahu Skrobu na povrchu filmu [11].
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3.9.Skenovaci elektronova mikroskopie

Skrobové filmy byly skenovany pii rizném zvétieni pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu. Mezi filmy, zobrazenymi na obrazku P22-24 v piiloze V, nejsou videét zadné
znatelné rozdily ve struktufe povrchu. U nékterych filma je pozorovatelna nehomogenita
Skrobového filmu. Pokud byl Skrobovy film zlomen ve wvysuseném stavu, doslo
ke kompaktnimu zlomu. Zlom, ktery je vidét na obrazku P24 je Cisty a celistvy. Nejsou vidét

vlakna, coz miZe znamenat, Ze tento material je velmi pevny.
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4. ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena hlavné na antioxida¢ni a antimikrobiélni vlastnosti
Skrobovych filmu s ptidavkem rakytnikového oleje. Tyto filmy jsou vyrobeny z bramborového
Skrobu s pouzitim glycerolu jako zmékcovadla.

Bylo experimentalné zjisténo, ze rakytnikovy olej, ktery je obsazen ve zkoumaném
Skrobovém filmu, nemé& zadné antimikrobidlni ulinky na bakterie FEscherichia coli,
Staphylococcus aureus ani na plisen Aspergillus brasiliensis. Kvasinka Candida albicans, jejiz
antimikrobialni u€inky byly testovany na M-H i na MALT agaru, byla téz rezistentni k ucinkim
rakytnikového oleje. U bakterie Bacillus cereus byla pozorovéana lehce zakalena zona inhibice,
ktera s rostouci koncentraci rakytnikového oleje neméla rostouci trend. Pozorovatelna byla i u
Skrobového filmu bez pfidani oleje jako antimikrobidlni latky, z ¢ehoz lze usuzovat, ze
rakytnikovy olej zde nemé antimikrobialni ucinky.

Zda doslo k této zoné inhibice vlivem snizeni aktivity vody bylo zjistovano pomoci metody,
kde se méfilo snizeni aktivity vody vlivem bakterie Bacillus cereus. Pomoci této metody bylo
zjisténo, ze pokud dochazi ke snizeni vody, bude to nejspi§ pouze lokalni zalezitost v blizkém
okoli filmu. Pomoci Lugolova roztoku bylo zaroven zjisténo, Ze za sebemensiho kontaktu
s vodou nebo vlhkosti se znemodifikovanych filmi uvoliuje nepatrné mnozstvi Skrobu.
Modifikované skrobové filmy se za pfitomnosti vody méni na gelovitou suspenzi a tim dochazi
k uvolnéni velkého mnozstvi Skrobu ze vzorku. Pfitomnost bakterie na agaru neméla vliv na
Skrobovy film.

Pomoci UV/VIS spekter skrobovy filmi a oleje, ziskanych extrakci s rliznymi
rozpoustédly, a jejich naslednym porovnanim, bylo zji§téno, se ve spektrech skrobovych filma
neobjevuji karotenoidni latky. Ty byly prokazané ve spektrech extrakci z oleje do n-hexanu,
metanolu a etanolu. U n-hexanu a metanolu byly prokazany pouze piky v oblasti 200-300 nm,
kde se objevuji hlavné piky nasobnych vazeb. Voda a 80% metanol je pro extrakci filma
nevhodny. U extrakce modifikovanych filmu s vodou po 24 h vznikla gelovita suspenze. O
zmeéné modifikovaného Skrobového filmu po kontaktu s vodou jsme se presvédc¢ili u sledovani
zmeéna aktivity vody. To ndm fik4, ze pouziti modifikovaného Skrobového filmu neni vhodné,
pokud by mohlo dojit ke kontaktu s vodou.

Porovnani antioxida¢nich vlastnosti u metod vyuzivajici zh&seni radikalu DPPH v metanolu
a ABTS bylo zjisténo, ze metoda vyuzivajici DPPH poskytuje nizsi hodnoty inhibice tudiz i

mensi hodnoty koncentrace Troloxu na 1 g skrobového filmu. Z vysledki métreni mizeme fict,
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ze 1 pres velmi nepatrnou koncentraci rakytnikového oleje ve skrobovém filmu, mé film jisté
antioxida¢ni ucinky.

Stanovovani antioxidacni kapacity modifikovanou metodou vyuzivajici rozpustény DPPH
radikal v isooktanu a naslednym porovnanim s metodou vyuzivajici DPPH v metanolu bylo
zjisténo, ze pouziti modifikované metody neni vyznamné.

Problém u metod, které vyuzivaji zhaSeni volného radikalu a reaguji pfimo se vzorkem, je
v nasem piipad€¢ nehomogenita vzorku. Ta byla prokazana i pod skenovacim elektronovym
mikroskopem. Pod elektronovym mikroskopem zaroven nebyly pozorovany zmény ve
struktufe povrchu vlivem riizné koncentrace nebo modifikace filmu. Zlom filmu naznacuje, ze
by $krobovy material mohl byt pevny.

V infraferveném spektru vidime prevazné matrice, které ve vzorku prevazuji, tzn. vysledné
IC spektrum je spiSe spektrum etanolu (v piipadé etanolického extraktu oleje) a skrobu (u

skrobovych filmu).
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PFiloha I: skrobové film na Petriho miskach - vybrané

Obrazek P 1 - modifikované skrobovyfilm na Zivné plidé M-H zaockovany kulturou St. aureus,

bez viditelné inhibi¢ni zény

Obréazek P 2 - modifikované Skrobovéfilmy s rakytnikovym olejem v koncentraci 0; 0,1; 0,2 a

0,39 /100 g Skrobove pasty zaockované kulturou A. brasiliensis
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Obrazek P 3 - modifikované Skroboveé filmy v koncentracich oleje 0; 0,1; 0,2 a 0,3 g/100 ¢

Skrobové pasty zaoCkovaneé kulturou B. cereus s viditelnou zakalenou zénou inhibice
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PFiloha Il: UV-VIS spektra
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2h 4h * 24h
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-0,5
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Obrazek P 4 - spektrum n-hexanovych extraktl nemodifikovanychfilm@ v rdznych Gasech pfi
25 °C

vinova délka [nm]

Obrazek P 5 - spektrum metanolovych extraktl nemodifikovanychfilm( v riznych ¢asech pfi
25 °C
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absorbance
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vinova délka [nm]

Obrézek P 6 - vodny extrakt nemodifikovaného Skrobovéhofilmu po dobu 24 h pf¥i teploté 25

°C

* 7% OSA * 0% OSA
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Obrazek P 7- extrakt skrobovychfilmd v 80% metanolupo dobu 24 hpfi 25 °C
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vinova délka [nm]

Obrazek P 8 - etanolicky extrakt skrobovychfilm( po dobu 24 hpfi teploté 25 °C

200 300 400 500 600 700 800
vinova délka [nm]

Obrazek P 9 - extrakce nemodifikovanychfilmd do metanolu, 80% metanolu a vody p¥i 40 °C
po dobu 24 h
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vinova délka [nm]

Obrazek P 10 - extrakce oleje do metanolu, 80% metanolu a vody pfi teploté 40 °Cpo dobu
24 h
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PFiloha Ill: optimalizace metod DPPH a ABTS pomoci extraktd
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Obrazek P 11 - zména absorbance roztoku DPPH vlivem etanolického extraktu Skrobového

filmu
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Obrazek P 12 - zména absorbance roztoku ABTS vlivem metanolického/etanolického extraktu

Skrobovéhofilmu
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PFiloha IV: IC spektra skrobovych film{ a rakytnikového extraktu

Obréazek P 13 - nemodifikovany Skrobovy film o koncentraci 0,0 g oleje /100 g Skrobového
filmu

Obréazek P 14 - nemodifikovany Skrobovy film o koncentraci 0,1 g oleje /100 g Skrobového

filmu
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Obréazek P 15 - nemodifikovany Skrobovy film o koncentraci 0,2 g oleje /100 g Skrobového

filmu

Obrazek P 16 - nemodifikovany Skrobovyfilm o koncentraci 0,3 g oleje /100 g Skrobového

filmu
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Obrazek P 17 - modifikovany Skrobovyfilm o koncentraci 0,0 g oleje /100 g Skroboveéhofilmu

Obrazek P 18 - modifikovany Skrobovyfilm o koncentraci 0,1 g oleje /100 g Skrobovehofilmu
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Obrazek P 19 - modifikovany Skrobovyfilm o koncentraci 0,2 g oleje /100 g Skrobovehofilmu

Obrazek P 20 - modifikovany Skrobovyfilm o koncentraci 0,3 g oleje /100 g Skrobovehofilmu
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Obrazek P 21 - etanolicky extrakt rakytnikového oleje
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PFiloha V: skenovaci elektronova mikroskopie

SEM MAG: 2S1 x M: SE | LLl

SEM HV: 8.0 kV WD: 12.94- mm 200 jim

Obrazek P 22 - nemodifikovanyfilm; nahore vlevo o koncentraci 0,0 g rakytnikové oleje/100 g
Skrobové pasty, pFi zvétSeni 282x mliZzeme vidét lehké zvrasnéni povrchu; nahofe vpravo o
koncentraci 0,1 g rakytnikového oleje/ 100 g Skrobové pasty skenovany pf¥i zvétSeni 301x,
pozorovatelny hladky povrch s drobnymi Castecky necistot a drobnymi ryhami zpdsobené
nejspiSe pinzetou béhem manipulace sfilmem; dole vlevo o koncentraci 0,2 g rakytnikového
oleje/100 g Skroboveé pasty, pfFi zvétSeni 281x je vidét lehka nehomogenita filmu; dole je
Skrobovy film o koncentraci 0,3 g rakytnikového oleje/100 g Skrobové pasty, pfi stejném
zvétsenijako ufilmu vlevo (281x) mlzeme vidét ryhy, které byly zplsobené nejspise pinzetou

béhem manipulace; obapovrchyjsou hladke
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Obréazek P 23 - modifikovany Skrobovy film; nahofe vlevo film o koncentraci 0,0 g
rakytnikového oleje na 100 g Skrobové pasty, pfFi zvétseni 281x zde mizeme pozorovat hladky
povrch s ryhy zplsobené béhem manipulace sfilmem; nahote vpravofilm o koncentraci 0,1 g
rakytnikového extraktu na 100 g Skrobové pasty, p¥i zvétSeni 281x zdejsou vidét mapy, které se
nejspise vytvorily béhem chladnutifilmu; dole vlevofilm o koncentraci 0,2 g rakytnikového
oleje na 100 g Skrobové pasty pfi zvétSeni 862x je pozorovatelny hladky povrch filmu
s drobnymi ryhy zplsobenymi nejspise béhem manipulace; dole film o koncentraci 0,3 g
rakytnikového oleje na 100 g $krobové pasty, pFi zvétseni 281x mizeme pozorovat misty lehce
zvrasnény povrch, ktery plynule pfechazi do hladkého povrchu, to mlZe opét poukazovat na

nehomogenitu Skrobovéhofilmu
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Obrazek P 24 - zlomy (lamano ve vysuSeném stavu) vlevo nemodifikovanyfilm (0,2 g/100 g)
pfi zvétSeni 945x; vpravo modifikovanyfilm (0,2 g/100 g) pfi zvétSeni 599x; v obou pFipadech

mdZeme pozorovat, Ze zlom neni tvoren z vlaken aje kompaktni
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