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ABSTRAKT

Bakalarskd prace se v teoretické Casti zaméfuje na charakteristiku levandule, Salvéje a
hiebicku, na jejich slozeni, zdravotni U€inky, antioxidacni aktivitu a vyuziti téchto bylin.
Také jsou v praci popsany jednotlivé antioxidanty a metody, které jsou pouzivany ke
stanoveni antioxida¢ni aktivity a celkového obsahu polyfenolickych latek. Prakticka ¢ast se
zamétfuje na spektrofotometrické stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metod ABTS a
DPPH a stanoveni celkového obsahu polyfenolit pomoci Folin-Ciocalteuova cCinidla ve

vodnych, methanolovych a ethanolovych extraktech.

Kli¢ova slova: antioxidacni aktivita, polyfenoly, DPPH, ABTS, bylinné extrakty

ABSTRACT

The theoretical part of the bachelor thesis focuses on the characteristics of lavender, sage
and clove, their composition, health effects, antioxidant activity and the utilization of these
herbs. The thesis also describes the different antioxidants and the methods used to determine
the antioxidant activity and total polyphenolic content. The practical part is focused on the
spectrophotometric determination of antioxidant activity using ABTS and DPPH methods,
and the determination of total polyphenol content using Folin-Ciocalteu reagent, in aqueous,

methanolic and ethanolic extracts.

Keywords: antioxidant activity, polyphenols, DPPH, ABTS, herbal extracts
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UvVOD

Levandule (Lavandula spp.) 1 Salvéj (Salvia spp.) se tadi do celedi hluchavkovitych
(Lamiaceae). Tyto byliny jsou vyuzivany k ptfipravé bylinnych vyluhii a extraktt diky
obsahu silic, terpenoidii a tiislovin. Kvuli témto latkdm jsou byliny hojné vyuzivané
k ptipravé napoji. V lidovém 1é¢itelstvi se pouzivaji napi. k podpirné 1écbé nachlazeni,

psychickych problémii, jako dezinfekce a také v kosmetickych ptipravcich.

Levandule je vyuzivana v lidovém IécCitelstvi k tiSeni stavu nervového vypéti, ma také
analgetické ucinky. Vyskytuje se ve smésich, které se bézné¢ pouzivaji pfi rymé a zanctu

hltanu. Levandulova silice se vyuziva i ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu.

Salvéj se vyuziva v lé¢itelstvi jako dezinfekce dutiny ustni, ve formé tinktury. Prodavé se
pod obchodnim ndzvem Florsalmin. V lidovém lé€itelstvi je vyuzivana na 1écbu tizkostnych

poruch. Salvéj Ize v potravinaistvi vyuzit také jako dochucovadlo.

Hiebicek kotenny (Syzygium aromaticum) se tadi do ¢eledi myrtovitych. Hiebicek se diky
vysokému obsahu silic pouziva komeréné v parfémovém primyslu. Tato bylina je vyuzivana
k 1é¢ebnym ucelliim ve stomatologii, a to diky obsahu fenolickych slou€enin (flavonoida) a
jiz zminénych silic. Hiebi¢ek je v kosmetickém pramyslu pfiddvan do masti s hiejivym
ucinkem. V potravinarském priamyslu ho lze vyuZit 1 jako konzervacni latku.

VSechny tfi byliny vykazuji antioxida¢ni Gi€¢inek.

Antioxidanty jsou latky, které zabrafiuji oxidacnim procesim nebo je zpomaluji a také
zabranuji zhorSovani kvality potravin. V lidském téle antioxidanty zmiriiuji oxidacni stres,
také vychytavaji volné radikély, které mohou ovlivnit vznik a vyskyt neurodegenerativnich
chorob ¢i kardiovaskularnich chorob, které se fadi mezi civilizacni onemocnéni.
Antioxidanty v potravindch zabranuji oxidaci lipidd, proto je vyrobci potravin vyuZzivaji ke

stabilizaci lipidQ v potravinach.

Antioxida¢ni aktivitu lze stanovit chemickymi metodami, které jsou zaloZzené na
vychytavani volnych radikal. Dale metodami, které hodnoti eliminaci kyslikovych radikali
nebo metodami, které hodnoti eliminaci lipidové peroxidace. Antioxidacni aktivita je
ovlivnéna synergickymi a antagonistickymi latkami. Uginky antioxidanti Ize ovlivnit mnoha
faktory, napf. vyuziti raznych extrakénich Cinidel, teplota samotné extrakce a dalSimi

podminkami.
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I. TEORETICKA CAST
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1 LEVANDULE

Levandule (Lavandula officinalis) je bylina, ktera se fadi do ¢eledi hluchavkovitych neboli
Lamiaceae, diivejsi Cesky ndzev pyskaté. Typicky znak téchto rostlin je Ctyfcetny kvét
s charakteristickym krajem a soumérnosti podle jedné osy. Tradicn€ se tyto rostliny
vyskytuji od Stfedomoii az po Stfedni Asii. Obsahuji vyznamné chemické latky, z toho
divodu se vyuzivaji jako 1é¢ivé rostliny ¢i kotfeni. Hluchavkovité rostliny se vyuzivaji jako

okrasné, hlavné diky jejich odolnosti vii¢i suchu [1, 2, 3].

Levandule md mnoho druhti, a to: Levandule zoubkata (Lavandula dentata), Levandule
Sirokolistd (Lavandula latifolia), Levandule klasnatd (Lavandula stoechas), Levandule
klasnata var. leucantha (Lavandula stoechas var. leucantha). Tyto druhy se lisi vyskytem a

také se od sebe mohou mirn¢ odliSovat svym chemickym slozenim [4].

Ptivod mnoha druhti levandule je z oblasti kolem Stfedozemniho mofte a pfilehajicich oblasti
Asie. Kefiky levandule rostou na sluneénych mistech, suchych svazich a kamennych
stranich. N&které druhy levandule dokézou snést mraz, pro né extrémni teploty -15 az -20

°C [2, 4].

Levandule tvoii polokete nebo kete, které jsou siln€¢ aromatické, s celistvymi celokrajnymi
listy a pfimymi dfevnatymi vétvemi. Kofen ma hluboky a kilovy. Levandule ma bohaté¢
vétveny stonek a odstalé vétévky. Listy byvaji ¢arkovité, tupé, kiiZzmostojné a s podvinutym
okrajem. Kvétenstvi je sloZzeno ze $tihlého lichoklasu, ktery ma pyfité vieteno. Obsahuje
také 3-8 nahote sblizenych a dole oddalenych lichopieslenti. Co se tyce kvétl, ty jsou
kraticce stopkaté¢ a soumeérné, maji srostlé obaly a jsou obojaké. Kalich je zabarven
Sedofialové, je vejcovite trubkovity a obsahuje Zldznaté chlupy se silici. Koruna je zbarvena

do fialové aZ nachové barvy. Ma dvojmocné ty€inky [1, 2, 3].

Hlavnimi producenty této byliny je Evropa, Asie, severni Afrika a stfedni vychod. Mezi
dominantni producenty patti Bulharsko a Francie. Vyuziva se v kosmetickém primyslu, také
v lidovém lé¢itelstvi. Jeji aromatické slozky, které jsou vyuZivany pro vyrobu levandulového
oleje, se vyskytuji prevdzné¢ ve Zlaznatych chlupech kalicha. Svétova produkce

levandulového oleje se pohybuje kolem 200 tun ro¢né [1, 2, 3, 5].
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Obrazek 1: Levandule 1ékarska [6].

1.1 Slozeni

Hlavnimi slozkami levandulové silice jsou estery linalolu, hlavné tedy linalylacetat, borneol,
terpineol, 1,8-cineol a geraniol. Dale také glykosidické slouceniny, jako je kumarin a
umbeliferon, také tfisloviny. Obsahuje i kafr. SloZeni oleje je dano predevsim geneticky, ale

také destilacnim procesem [2, 7].

Linalol, ktery se vyskytuje v levanduli, je acyklicky monoterpenovy alkohol. Vyskytuje se
v silicich u vice nez 200 druhti dvoudéloZznych a jednodé&loZnych rostlin. Linalol je bezbarva
az velmi svétle Zlutd kapalina. Ma kvétinovou nebo dievitou vini, ktera je podobna
bergamotovému oleji. Bod tani linalolu je <20 °C a bod tuhnuti <-74 °C. Tato sloucenina je
chemicky reaktivni vlivem pfitomnosti alkoholové funkéni skupiny, ktera dodava linalolu
polaritu. Co se ty€e rozpustnosti je linalol Spatné rozpustny ve vod¢ kvili uhlovodikové
nepolarni struktufe, ale je vysoce rozpustny v organickych rozpoustédlech (alkoholy,
chloroform, ether). Je nachylny napi. k oxidaci, esterifikaci a methylaci kvili pfitomnym
dvojnym vazbam. U linalolu bylo prokdzano nékolik bioaktivnich vlastnosti, jako je
antimikrobidlni, antihyperlipidemickd, neuroprotektivni a antioxidac¢ni vlastnost. Diky
antimikrobidlnimu u¢inku linalolu 1ze zvysit antimikrobidlni G¢innost esencialnich olejl, coz

nasledn¢ umoziuje snizeni koncentrace esencialnich oleji ve vyslednych produktech. U
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antioxidacénich vlastnosti bylo prokézano, ze linalol pohlcuje radikaly. Tato vlastnost by

z linalolu mohla u¢init potencialni alternativu k syntetickym antioxidantim [8].

Mezi dalsi slozky levandule se fadi linalylacetat. Je to nekonjugovany ester linalolu.
Strukturné se lisi pouze esterifikovanou hydroxylovou skupinou. Je to ¢ird, bezbarva,
olejovita kapalina, ktera méa kvétinové-ovocnou vini podobnou bergamotu. Chut ma
sladkou a hruskovitou. Bod varu linalylacetatu je 220 °C, bod tani je <25 °C. Je rozpustny
v etheru, alkoholu a diethylftalatu. Je identifikovan jako jedna ze slozek levandulového

oleje, kterda muze zplisobovat alergické reakce [9, 10, 11].

o

Obrazek 2: Vzorec linalyacetatu.

Terpineol, vyskytujici se v levanduli, je monocyklicky monoterpenoidni tercidlni alkohol.
Vyskytuje se ve ctyfech izomerech a-, B-, y-, a d-terpineol. V pfirodnich zdrojich se
nejcastéji vyskytuje a-terpineol, zbylé izomery se v ptirod¢ vyskytuji zfidka. Primyslové
vyuzivany o-terpineol je vonna latka, ktera vykazuje 1 biologické vlastnosti, jako je
antioxida¢ni, antimikrobidlni a antikarcinogenni aktivita. Izomer a-terpineol je soucasti
mnoha kvétin, bylin i listli, a to v rtiznych koncentracich. Z téchto ptirodnich zdroju je

mozné ho ziskat pomoci frakéni destilace [12].

1.2 Zdravotni ucinky

Lé&ebné ucinky levandule byly vysledovany az ke starym Rimantim a Rektim. V lidovém
1&¢itelstvi je vyuzivana ke snizovani tlaku a ma sedativni uinky. Levandule zpomaluje
srdecni ¢innost, sniZuje teplotu a otupuje vnimani. V nalevu nebo Cajovych smésich se
pouziva k potlaceni migrény, nespavosti, buSeni srdce nebo pii poruchach traveni. ZvySuje
tvorbu zluce a umoziuje ji lepsi pritok zlu¢ovymi kanalky. Pouziva se i jako dezinfekce,

protoze ma silné antibakteridlni ucinky. Je vyuzivana také ve farmacii, parfumérii a
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kosmetice. Levandulova silice je také pouzivana k 1é€bé koznich onemocnéni, jako jsou

dermatitidy, ekzém a lupénka [2, 7, 13].

1.3 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita u levandule je pravdépodobné dana vysokou koncentraci linalolu, dale
fenolickymi slouceninami, kam patii fenolové kyseliny, také flavonoidy a taniny.
Antioxida¢ni aktivita u flavonoidi a fenolickych slouCenin je u rostlin jedna
synergickym pisobenim obsazenych sloucenin i flavonoidi. V riznych ¢astech rostlin je
obsah fenolickych latek odlisny (listy, kvéty a kvétni pupeny). Pfi analyze chemického
sloZzeni kvétl levandule bylo zjiSténo, Ze s vyvojem se zvySuje obsah silice. Nejvice
flavonoidi je obsazeno ve kvétech levandule. Bylo prokézano, ze flavonoidy, které ve své
struktufe obsahovaly hydroxylovou skupinu jsou silngj$imi antioxidanty ve srovnani

s ostatnimi flavonoidy [14].

1.4 Vyuziti

Levandule ptisobi jako antimikrobialni ¢inidlo v potravinach a ptisobi proti patogentim jako
je Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Bacillus cereus. U esencialnich oleji z

levandule byla také prokézana fungicidni uc¢innost [15].

Vyuziva se 1 v lidovém IéCitelstvi k tiSeni stavu nervového vypéti, usnadiiuje usinani a
doporucuje se uzivat pfi depresich. Ma analgetické u€inky, mirni menstruacni bolesti a
migrény. Vyskytuje se ve smésich, které se pouZzivaji pfi rymé&, nachlazeni, zanétu hltanu a
nosnich dutin [13].

Diky vysokému obsahu linalolu a linalylacetatu se levandulovy olej vyuziva ve

farmaceutickém a kosmetickém priimyslu. Vysoka hladina kafru umoziuje vyuziti této silice

jako insekticid, detergent i1 jako primyslovy a domaci Cistici prostiedek [5].
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2 SALVEJ

Salvéj lékaiska neboli Salvia officinalis se fadi do &eledi hluchavkovitych. Jedna se
o jednoleté, dvouleté nebo také vytrvalé polokete vysoké 20-70 cm, které jsou silné
aromatické. Tyto rostliny maji vétveny hlavni kofen a listy maji fapikaté. Lodyhy jsou ptimé,
olisténé rovnomérné v celé délce a Sedoplstnaté. Koruna je dvoupyska, svétle fialova,

rizova, modra, zlutd nckdy az bila [1].

Mezi dalsi druhy 3alvéje se fadi: Salvéj luéni (Salvia pratensis), Salvéj muskatova (Salvia
sclarea), Salvej etiopska (Salvia aethiopis), Salvdj osténkata (Salvia spinosa), Salvéj

lepkava (Salvia glutinosa), Salvéj rakouska (Salvia austriaca) [1].

Salvéj ptivodné pochazi zjizni Evropy z okoli Stiedozemniho mote, zteplych oblasti
Spanélska, Francie a jizni Itélie. Roste na suchych svazich, ve vapencovych skéalach a také

v suti [1, 2].

Salvéj lékaiska ma kvétenstvi jako viestranné lichoklasy, slozené ze 6-8 lichopieslent po
5-10 kvétech. Kvéty jsou soumérné se srostlymi obaly, sami¢i na riznych jedincich nebo

obojaké. Kalich je hluboce brazdity, Z1aznaté teckovany a trubkovité dvoupysky [2].

Obréazek 3: Salvéj 1ékaiska [16].
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2.1 Slozeni

Hlavni uc¢inné latky této byliny jsou silice. Obsah téchto silic se liSi hlavné podle druhu
Salvéje, ze které pochdzi. Hlavni sloZkou silice je thujon, toho je v silici okolo 40-60 %,
jedné se tedy predevSim o poddruhy subsp. officinalis a subsp. minor. Dale obsahuje
1,8-cineol, jehoz je v rostliné cca 15 %, kafr (15 %), borneol a dalsi slozky, jako je

pikrosalvin s obsahem 0,35 %. Tato bylina také obsahuje tfisloviny a hoi¢iny [2].

Thujon, vyskytujici se v Salvéji, je monoterpenketon, ktery je piitomen v fadé rostlin a je to
také hlavni slozka absintového napoje. V ptipad¢ potravin se thujon pouzivd v masovych
vyrobcich, ve kterych je obsazena Salvéj, ale také ve zmrzlinach a pekarenskych vyrobcich.
Thujon je neurotoxicka latka vyskytujici se ve dvou formach, a-thujon a B-thujon. Forma
a-thujon inhibuje kyselinu gama-aminomaselnou A (GABAAa). Receptor zplsobuje kiece
v zévislosti na dané davce. Neurotoxicita je hlavni vysledek toxicity pii akutnich a toxickych

studiich. Odhad pro povoleny denni ptijem thujonu ze stravy je 3-7 mg/den [17].

Dalsi latka, kterd se vyskytuje v Salvéji, je a-thujon. Jedna se o organickou slouceninu patiici
mezi monoterpeny. Vyskytuje se v mnoha rostlinach, jako jsou pelyn€k a Salvéj. Obsah
a-thujon je v porovnani s B-thujonem c¢asto vyssi, ale B-thujon ma nizsi toxicitu. Bod varu

a-thujon je 200 °C a bod tani <25 °C [18, 19].

Obrazek 4: Vzorce a-thujonu (1) a B-thujonu (2).

1,8-cineol, pfitomen v Salvéji, je cyklicky terpen a monoterpenoid, ktery se vyskytuje
v silicich rostlin jako je Eucalyptus, Salvia lavandulifolia a Melaleuca quinquenervia. Jedna
se o bezbarvou kapalinu s kafrovym zdpachem. Ma Stiplavou, kofenitou a chladivou chut’.
Bod varu 1,8-cineolu je 176 °C a bod tani 1,5 °C. Je rozpustny v alkoholech, chloroformu a

-----

ucinky. Podili se na 1écbé respiracnich onemocnéni, bronchitidé a astmatu. Navzdory
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vyznamnym farmakologickym ucinkim je jeho klinické pouziti omezeno z diivodu jeho

Spatné stability [20, 21].

Obrazek 5: Vzorec 1,8-cineolu.

Kafr je monoterpenovy keton, ktery tvoii témét 30 % monoterpent pritomnych v listech
Salvéje. Jakmile se rostlina blizi k zralosti, klesd obsah kafru zhruba na polovinu. Tuto
skute¢nost I1ze vysvétlit katabolizovanim kafru v obdobi ristu. Kafr je bila krystalicka latka,
kterd ma pronikavy zapach. Bod varu je 204 °C a bod tani kafru je 180 °C. Je rozpustny

v ethanolu, olejich a ve vodé [22, 23].

O
Obrazek 6: Vzorec kafru.
2.2 Zdravotni ucinky

Historicky je Salvéj znama jako ,,rostlina spasy“. V posledni dob¢ je vynaloZzeno vétsi asili
na urceni nejlepsi extrakeéni metody, nejlepSich extrakénich podminek a vybéru ¢asti rostlin,
které¢ maji byt pouzity, aby byla co nejvyssi vytéznost [24].

Salvéj vykazuje zdravotni uéinky p¥i vn&j§im i vnitinim uZiti. U vngjsiho uziti se nejéastéji
pouziva jako kloktadlo pfi zdnétech a zranénich v dutiné Ustni. Také po stomatologickych
zakrocich ijako l1é¢ivo proti nachlazeni. Vyuziva se i pii koupelich, které slouzi k dezinfekci
nebo k nejriizn€jSim vyplachiim. Pro vnitini ucely se Salv€j vyuZziva bud’ samotna v nélevu,
nebo jako soucast Cajovych smési, proti nadmérnému poceni. ZlepSuje jaterni funkce a také
zvySuje chut’ k jidlu a podili se na zlepSovani dusevniho stavu. Vyuziva se ke zlepSeni

pravidelnosti menstruacniho cyklu a v menopauze ke sniZzeni navall horka [2, 24].
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2.3 Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita u Salvéje je dana pfevazné diky kyseliné karnosové a rozmarynove,
které se fadi mezi fenolické kyseliny. Tyto kyseliny jsou obsazeny i1 v rozmarynu. K dal§im
ucinnym latkdm patii terpenoidy a flavonoidy. Déle se v Salvéji vyskytuji oligomery
kyseliny kavové, které jsou biologicky aktivni. Také jsou zde pfitomny trimery, tetramery,
a1 vyssi oligomery, kam patii kyselina salvianolova [25].

-----

Kyselina rozmarynova, obsazena v Salvéji, vykazuje protizanétlivé, antivirové,
antibakterialni a antioxidacni ucinky a ma tedy prospésny vliv na zdravi ¢lovéka. Tato
kyselina mé vrostlindich obranné ucinky, pfi kterych dochdzi kjeji biosyntéze
z aminokyselin jako je napt. L-fenylalanin [26].

o : OH
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Obrazek 7: Vzorec kyseliny rozmarynové.

Kyselina karnosova, vyskytujici se v $alvéji, je fenolicky diterpen. Radi se do terpenoidi,
coz jsou sekundarni metabolity rostlin, kterych je vice nez 50 000. Z divodu obsahu
fenolové skupiny se fadi mezi polyfenoly. I kdyZ je fazena do této skupiny, tak biosynteticka
dréha a rozpustnost se 1i8i od jinych polyfenolt a je podobna spiSe terpenoidiim. Klimatické
podminky, ve kterych se rostlina vyskytuje, maji vliv na produkci kyseliny karnosové, kdy
pii vyssi teploté je produkce kyseliny vyS$i. Tato kyselina vykazuje antioxidacni a

antimikrobialni vlastnosti [27].

OH

Obrazek 8: Vzorec kyseliny karnosové.
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2.4 Vyuziti

Salvgj 1ékaiska se vyznamné vyuziva ve farmaceutickém pramyslu, nejéastéji se vyuZivaji
listy a naté dané byliny. VyuZziva se ve smési s jinymi bylinami na pfipravu ¢aju. Extrakty
ziskavané zlisti se pouzivaji diky svym fungicidnim a antiseptickym uc¢inkiim
k symptomatické 1é€bé zanétlivych onemocnéni dutiny Ustni, hltanu a dasni ve formé
tinktury, kterd je prodavana pod obchodnim nazvem Florsalmin. Tato bylina je hojné
vyuzivana v tradi¢nim lidovém lécitelstvi. Je mozné ji pouzit i k dezinfekénim koupelim a

vyplachim [1, 2].

Salvéj lékaiska je diky vysokému obsahu silice vyuzivana i p¥i 16¢bé nervovych i tizkostnych
problémti. Pouziva se také pfi ptipravé jidel, casto je pfidavdna i do smési kotenicich
ptipravki, a to diky svym aromatickym vlastnostem. Jako dochucovadlo a kofeni dle FDA
(Food and Drug Administration) je povazovana za GRAS (Generally Recognized as Safe).
Vyuziva se k dochuceni vepfového a dribeziho masa a také jako kotenici slozka pti vyrobé

klobas [28].
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3 HREBICEK

Hiebicek neboli hiebickovec kofenny, jehoz latinsky néazev je Syzygium aromaticum, se
uvadi 1 jako Eugenia caryophyllata. Jedna se o strom, ktery miize dorGstat do vysky 812 m
a tadi se do Celedi myrtovitych. Listy jsou stiidavé, jednoduché, zpetené, zilnaté, celokrajné
a ziidka jsou vroubkované. Palisty byvaji nenapadné a nepatrné nebo dokonce chybi.
Kvétenstvi byvaji axialni nebo koncova. Kvéty jsou oboupohlavné, ve vyjimecnych
piipadech jednopohlavné, Castokrat 4—5 cCetné. TyCinky byvaji vicefadé, volné a cetné.
Mohou byt ve shlucich nebo srostlé do svazku tak, Ze jsou naproti okvétnim listktim. Plody
jsou jako lokulicidni tobolky jedno — az mnohosemenné duznaté bobule. Semen muze byt

mnoho, ale také se miize vyskytovat pouze jedno [29, 30].

Hiebi¢ek pochdzi zostrovi Maluku ve vychodni Indonésii. Péstuje se v pobieznich
oblastech v nadmotskych vyskach do 200 m. Vyssi nadmotské vysky nejsou pro péstovani
vhodné. Hiebicek produkuje poupata, kterd jsou komer¢ni ¢asti tohoto stromu. Rostou po 4

letech od vysazeni. Tato poupata se sbiraji pted rozkvétem, a to ve fazi zrani [29].

Historie péstovani hiebicku sahd az do doby 400 let pfed naSim letopoctem, kdy ho znali
v Indii. Do Evropy byl dovezen z Alexandrie, kde jej prodavali arabsti kupci. Hiebicek se
od 9. stoleti stal kofenim bohatych rodin. Prvni Evropan, ktery vidél rtst hiebicku byl Marco
Polo, a to ve 13. stoleti. V dnes$ni dobé¢ patii mezi nejvétsi péstitele hiebicku Indie, Malajsie,

Sri Lanka, Madagaskar, Tanzanie, Indonésie a také Brazilie [29, 31].
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Obrazek 9: Hrebickovec kotfenny [32].
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3.1 Slozeni

Hlavni biologicky aktivni slozka hiebicku je eugenol, mezi dalsi slozky se fadi flavonoidy a
fenolové slouceniny. Dale hiebicek obsahuje kyselinu hydroxybenzoovou a
hydroxycinamovou, které se také fadi do fenolovych sloucenin. Ve vyssi koncentraci
obsahuje hiebicek kyselinu gallovou. Jiné derivaty, jako jsou hydrolyzovatelné taniny, jsou
pritomny ve vyssi koncentraci. Mezi dalsi flavonoidy v hiebicku, se fadi kaempferol a

kvercetin. Hfebicek dale obsahuje kyselinu ferulovou, elagovou, kavovou a salicylovou [29].

Hiebi¢ek ve svych poupatech obsahuje az 18 % silice. Slozky hiebi¢ku jsou eugenol,
obsahov¢ az 89 %, 5 az 15 % eugenylacetatu a -karyofylenu a az 2,1 % a-humulenu. Mezi

dalsi slozky hiebickové silice se fadi B-pinen, farnesol, limonen a benzaldehyd [29].

Eugenol, ktery ma nejvetsi koncentraci v hiebickové silici, je aromaticka sloucenina fadici
se do skupiny fenolli. Tato slou¢enina se vyskytuje i v silicich jinych rostlin, které jsou
z ¢eledi Lamiaceae, Lauraceae. Jedna se o Cirou, nékdy az svétle zlutou, olejovitou tekutinu,
kterd ma kofenité aroma. Dobie se rozpousti v organickych rozpoustédlech, ale malo ve
vodé. Je moZné ho vyrobit synteticky nebo také biotechnologicky, kdy dochazi
k biotransformaci spektra mikroorganismti (Streptomyces spp., Escherichia coli a
Corynebacterium spp.). Eugenol je pomérné malo chemicky stabilni, podléha oxidaci. Tato
Vykazuje také antimikrobni uUCinky proti mnoha patogenim, které pisobi na lidsky
organismus. Jedna se predev§im o gramnegativni a grampozitivni bakterie, houby a také

parazity typu Fasciola gigantica, Giardia lamblia, Haemonchus contortus [33].
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Obrazek 10: Vzorec eugenolu.

Dalsi slozkou hiebicku, B-karyofylen, je bicyklicky seskviterpen. Nej€astéji se v ptirode
vyskytuje ve form¢ trams-karyofylenu. Vyskytuje se 1 jako oxidac¢ni derivat

B-karyofylenoxid. Tato slouenina ma silny dfevény zépach a vyuziva se v potravinarském
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a kosmetickém primyslu. Obé slouceniny, jak B-karyofylen, tak B-karyofylenoxid, jsou
schvalené FDA (Food and Drug Administration) a EFSA (European Food Safety Authority)
jako dochucovadlo. Jsou malo rozpustné ve vod¢, takze biologické tekutiny brani absorpci
téchto latek do buiiky, ale jsou afinitni k bunééné membrané, protoze interaguji s lipidovou

antioxidac¢ni a antimikrobialni [34].

Kaempferol, ktery je soucasti hiebicku, se fadi do aglykonovych flavonoida, které jsou ve
form¢ glykosidi. Je to Zluta sloucenina tetrahydroxyflavonu, ve kterém jsou Ctyfi
hydroxylové skupiny. Tato latka se vyskytuje v ¢astech rostlin, jako jsou listy, plody, semena
a kvéty. Kaempferol vykazuje antioxida¢ni, antimikrobialni a antidiabetické vlastnosti. Bylo
prokazéano, ze vysoky piijem kaempferolu je spojovan s niz§im vyskytem nékterych typa
rakoviny, jako je rakovina kiize, tlustého stfeva, slinivky, Zaludku a mocového méchyte, kdy

tato latka inhibuje rakovinné bunky spusténim apoptdzy [35].

OH
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Obrazek 11: Vzorec kaempferolu.
3.2 Zdravotni ucinky

Htebicek ma silnou antimikrobidlni a antioxidacni aktivitu. Hiebickova silice se vyuziva k
1écbé infekei désni a infekénich zénéth kotfenli zubtl. Silice se pouziva do prostredkil
vyuzivanych k péc¢i o dasné, z diivodu jeji schopnosti proniknout do zubni dfen€ a dostat se
tak do krevniho fecisteé. Takeé ji 1ze vyuZit pii lécbe popalenin, pfi problémech s nadymanim,
zvracenim, pii nevolnosti, poruchach jater, sttev a zaludku. Dale stimuluje nervovou
soustavu. Také je vyuzivana k inhibici patogeni, jako jsou viry, €ervi a bakteridlni infekce,
které jsou pienaSeny potravinami [36].

Mezi dals$i €inky hiebicku patii antimykotické a antiseptické vlastnosti. Hfebickovou silici
lze vyuzit i pfi 1€¢bé akné, z toho divodu je hojné vyuzivana v kosmetickém pramyslu.

Hiebicek usnadiiuje vykaslavani a je doporucovan k inhalaci pii nachlazeni, zanétech sliznic
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hltanu, rymé a zénétu dutiny Ustni. Silici z hiebicku 1ze vyuzit ke koupelim, obkladim i
masazim. V piipadé masazi a koupeli je hiebi¢ek doporucovan pii revmatismu a neuralgii
[13].

V piipadé slozky silice, eugenolu, bylo zjisténo, ze eugenol mize zplisobovat podrazeni a
alergie, napt. alergickd kontaktni dermatitida, kterd se projevuje jako ekzém na rukou u

zubnich 1€kait a asistentd v disledku pouzivani eugenolu ve stomatologii [33].

Obrazek 12: Suseny kalich s poupétem Syzygium aromaticum [37].
3.3 Antioxida¢ni aktivita

Pupeny hiebicku vykazuji antioxidacni aktivitu. Tato aktivita je ddna pfevazné obsahem
polyfenolll, tetraethylamonium chloridu a kyseliny gallové. Hlavni typy fenolickych
sloucenin jsou fenolové kyseliny (kyselina gallovd), fenolické tékavé oleje (eugenol,

eugenyl acetat) a taniny [29].

Kyselina gallova (kyselina 3,4,5-trihydroxybenzoova), vyskytujici se v hiebicku, je
bezbarva nebo slabé zluta pevna krystalicka latka. Teplota tani kyseliny gallové je 210 °C.
Pt teploté 235 °C a 240 °C se rozklada za vzniku oxidu uhli¢itého a oxidu uhelnatého. Je
rozpustnd v alkoholu, vodé, glycerolu a etheru, ale prakticky nerozpustna v chloroformu,
benzenu a petroletheru. Jedna se o polyfenol, ktery se hojné vyskytuje v ovoci, €aji a ve ving.
Také se nachéazi v dievinach, jako je napf. dub (Quercus robur) a kastan (Castanea sativa
a protirakovinné. Tato kyselina prokazuje selektivni cytotoxicitu pro rakovinné buiiky a ma

velmi malou toxicitu pro bunky zdravé. Diky témto vlastnostem je kyselina gallova
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vyuzivana jako prisada do vitamind. Také se pouziva jako vyzivovy dopln€k k prevenci

rakoviny [38, 39].

O+_OH

HO OH
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Obrazek 13: Vzorec kyseliny gallové.

Eugenyl acetat (4-allyl-2-methoxyfenol acetat) je derivat eugenolu, ktery se pfirozené
vyskytuje v silici hiebicku. Tuto silici lze ziskat z kvéti parni destilaci nebo extrakei
rozpoustédlem. Eugenyl acetat je rozpustny v etheru a ethanolu, ale je nerozpustny ve vodé.
Pti pokojové teploté je ve formé svétle zluté kapaliny, kterd mé jemné hiebickové aroma.
Bod tani eugenyl acetatu je 3031 °C. EFSA (European Food Safety Authority) povazuje
eugenyl acetat za bezpecny pro aplikaci v potravinaiském primyslu. Tato latka vykazuje

aromatické, antimikrobialni a antioxida¢ni vlastnosti [40, 41].

3.4 Vyuziti

Htebicek se komeréné pouziva v parfémovém primyslu a k 1écebnym tucelim. Potencidlné
ho lze vyuZit v potravinaiském primyslu jako konzervaéni latku. Pfedevsim pii zpracovani
masa, kde nahrazuje chemické konzervacni latky, diky jeho antimikrobidlnim a

antioxida¢nim vlastnostem [36].

Také je vyuzivan v kosmetickém primyslu, kde se pfidavd do masti s hiejivym ufinkem,

pomaha pfi 1é€bé otrav jidlem a nadymani. Jeho dalsi vlastnosti je, Ze odpuzuje hmyz [13].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

4 ANTIOXIDANTY A ANTIOXIDACNI AKTIVITA

4.1 Antioxidanty

Oxidace lipidi je hlavni pficinou zhorSovani kvality potravin. Lipidy jsou citlivé na oxidac¢ni
procesy v pritomnosti katalyzatort, jako je teplo, enzymy, metaloproteiny a svétlo. To vede
ke vzniku mnoha nezadoucich slozek v potravinach, ztratdm vitamind rozpustnych v tucich

a vzniku nepfijemnych pachuti v potravinach [42].

V lidském téle jsou tyto latky pricinou oxidacniho stresu a predpoklada se, ze maji negativni
ucinky na bunécné struktury a jsou spojeny s fadou nemoci, jako jsou zanéty, dale vznik
ateroskler6zy a také starnuti. Oxidac¢ni stres in vivo ma kvli oxidaci membranovych lipidd,

bunécnych proteind, enzymti a DNA destruktivni ¢inky [42].

K oxidaci lipidii mtze dojit prostfednictvim fotooxidace, autooxidace, tepelné oxidace a
enzymatické oxidace, kdy cCasto vznikaji volné radikdly. Fotooxidace zahrnuje excitaci
fotosenzibilizatoru a pfenos energie lipidovych molekul nebo kysliku. Autooxidace je reakci
lipidii, mastnych kyselin a vzdusného kysliku a jde o nejbéznéjsi proces vedouci
k oxida¢nimu znehodnoceni potravin. K autooxidaci lipidi dochazi prostfednictvim
mechanismu fetézové reakce, kterd probihd ve tfech krocich: iniciace, propagace a
terminace. Tento proces miiZze byt zahajen vnéjSimi Cinidly, kterd jsou zmin€na vyse [42,

43].

Primérni produkty oxidace jsou lipidové hydroperoxidy a konjugované dieny (nebo trieny).
Ty jsou nestabilni a rozkladaji se na sekundarni produkty (aldehydy, ketony, alkoholy a
uhlovodiky). Mnohé z téchto latek zptisobuji v potravinach nepiijemny zépach [42].

Oxidace lipidl je jeden z hlavnich procest, které zhorSuji jak nutriéni, tak senzorickou
kvalitu potravin. Vyskytuje se pfedevsim pii zpracovani a skladovani potravin a zptsobuje
znehodnoceni, které ma za nasledek Zluknuti, a tedy zhorSeni nutri¢ni hodnoty, chuti, barvy
a textury. Tento proces muize vznikat u jedlych olejh i tukli, napt. masla. Dochézi také ke
zhorSovani kvality masa a masnych vyrobku, mléénych vyrobki a dalSich potravinaiskych

produkti obsahujicich tuky [42].

Antioxidanty jsou latky, které zpomaluji nebo zabranuji oxida¢nim procestim a tim zmiriiuji
zhorSovani kvality potravin. Vyuziti antioxidantt je jeden ze zplisobd, jak ochranit potraviny
pred oxidaci lipidi. Jedna se o nejekonomictéjsi a nejucinnéjsi zplisob ochrany potravin.

Vyrobci potravin je vyuzivaji ke stabilizaci lipidii. Antioxidanty inaktivuji reaktivni formy
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kysliku a odbourédvaji volné radikdly. Mimo jiné inhibuji prooxida¢ni enzymy a produkty

sekundarni oxidace [42].

Dle mechanismu ucinku je 1ze rozd¢lit na primarni a sekundérni antioxidanty. Mezi primarni
se fadi n¢které fenolické slouCeniny a tokoferoly. Ty pusobi jako donory vodiku nebo
akceptory volnych radikalti za vzniku stabilnéjSich latek a tim fetézovou reakci oxidace
inhibuji. Po inhibi¢ni reakci vznikaji stabilni produkty, které neiniciuji vznik dal§ich volnych
radikala a ani nedochézi k rychlé oxidaci vlivem fetézové reakce. Oproti tomu sekundarni
antioxidanty zpomaluji nebo zabranuji oxidaci tim, ze potlaci oxida¢ni promotory, a to i
kovové ionty, prooxidacni enzymy, singletovy kyslik a dalsi oxidanty. Takzvané ,lapace
kysliku* pasobi jako redukéni ¢inidla a redukuji peroxidy lipidu a jiné oxidanty pomoci
redoxnich reakci. Mezi sekunddrni antioxidanty patii kyselina askorbova, kterd dokaze
regenerovat primarni antioxidanty doplnénim atomu vodiku. Dalsi sekundéarni antioxidanty
absorbuji UV zafeni a tim pak chrani lipidy ptfed fotooxidaci, kterd je UV—-indukovana anebo

dokézi rozlozit hydroperoxidy na druhy, které budou neradikalové [42].

Antioxidanty jsou pfirozenou soucasti mnoha rostlin, mikroorganismi a také zvitat, ale
mohou byt i syntetizovany chemickou cestou. V ptirodnich zdrojich, jako je ovoce, zelenina,
byliny, kofeni, nékteré obiloviny, Caje, semena a oleje, se vyskytuje velka skupina

fenolickych latek jako jsou polyfenoly, tokoferoly, a jiné [42].

4.1.1 Tokoferoly

Tokoferoly patfi mezi nejznaméjsi a nejpouzZivanéjSi antioxidanty. SloZky
a-, B-, v- a 8-tokoferoly se 1i8i stupném methylace jednotlivych sloZek dihydrochromanového
kruhu. Antioxida¢ni aktivita tokoferoli je dana jejich schopnosti darovat své fenolové
hydrogeny lipidovym volnym radikalim. Relativni antioxida¢ni aktivita tokoferoll in vivo
je v poradi o> B> y> 9. Antioxidac¢ni aktivita tokoferoll je zavislad na druhu potraviny, na
koncentraci, ve které je pouZita a také na dostupnosti kysliku, pfitomnosti t€zkych kovi a
synergickych latek. V ptipadé synergismu je celkovy antioxida¢ni G¢inek pfitomnych latek
Casto VvEtSi nez soucet jednotlivych uCinkli. Synergicky tu¢inek ma a-tokoferol
s B-karotenem. Jako antioxidant pii nizkém tlaku kysliku plsobi B-karoten, ale ma
prooxidacni ucinek pii vysokém tlaku kysliku. Z toho plyne, Ze B-karoten a a-tokoferol
mohou vykazovat synergismus v systémech s nizkym tlakem kysliku (in vivo), zatimco
B-karoten miize vést k prooxida¢nimu ucinku, a to v pfitomnosti tokoferolu v systémech

s vysokym tlakem kysliku [44, 45].
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K dosazeni vyssi antioxidacni aktivity se vyuzivaji i dalsi synergické latky, jako je kyselina
askorbova nebo kyselina citronova. Pokud jsou tokoferoly ve vysoké koncentraci nebo jsou

pritomny méd’naté soli, mohou pak tyto antioxidanty pusobit jako prooxidanty [44].

4.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy, které jsou také pfirodnimi antioxidanty, jsou pfitomné v potravinach rostlinného
ptvodu. Radi se do tiidy sekundarnich rostlinnych metaboliti s polyfenolickou skupinou.
antikarcinogenni a antimutagenni vlastnosti. Hojn¢ se vyskytuji v ¢aji, vin€, kakau, ovoci a
zelening. Dé€li se do nékolika podskupin, jako jsou chalkony, flavony, flavonoly, flavanony

a isoflavony [46].

Flavony jsou podskupina flavonoidl. Vyskytuji se v plodech, listech a kvétech ve formeé
glukosidii. Hlavni zdroj flavonil je hefmanek, Cervend paprika, celer, mata a petrzel. Mezi
slozky flavonti patfi tangeritin, apigenin a luteolin. Flavonoly jsou soucasti i slupek

citrusovych plodi, kde se vyskytuje nobiletin, tangeretin a sinensetin [46].

Flavonoly jsou dalsi podskupinou flavonoidd. Jsou to flavonoidy s ketonovou skupinou.
Vyskytuji se v jak v ovoci, tak v zelenin€. Bohatymi zdroji flavonolil jsou kapusta, cibule,
hlavkovy salat, jablka, rajcata, hroznové vino, €aj a také Cervené vino. Flavonoly maji

antioxidac¢ni vlastnosti. Mezi flavonoly patii kvercetin, myrcen, kaempferol [46].

Flavanony, podskupina flavonoidu, jsou pfitomny v citrusovych plodech a hroznech. Stejné
jako flavony maji flavanony antioxida¢ni vlastnosti. Tyto latky zodpovidaji za hotkou chut’
ktry a $tavy citrusovych plodi. Mezi flavanony patii eriodictyol, naringenin a hesperetin

[46].

Isoflavony, fadici se do skupiny flavonoidd, jsou v rostlinné fisi rozSifeny pouze v malé
mife. Vyskytuji se pfevazné v sojovych bobech a jinych lusténinach. Mezi tyto latky se fadi
daidzein a genistein. Ty jsou povazovany za fytoestrogeny diky jejich estrogenni aktivité na

zvirecich modelech [46].

Chalkony, podttida flavonoidt, se vyznacuji neptitomnosti zékladni struktury flavonoidniho
skeletu. Oznacuji se jako flavonoidy s otevienym fetézcem. Vyskytuji se v jahodéch,
hruskéch, rajCatech a také v pSeni¢nych produktech. Tyto latky se vyznacuji biologickymi a

nutri¢nimi vlastnostmi. Radi se sem arbutin, floridzin, chalkonaringenin a floretin [46].
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Katechin, patiici mezi flavonoidy, ma vysokou antioxidacni aktivitu a toho se vyuziva ke

stabilizaci tukdl (sadla) [44].

4.1.3 Karotenoidy

Dalsi skupinou pfirodnich antioxidantl jsou karotenoidy. Patii mezi nejb€znéjsi pigmenty a
doposud bylo charakterizovano vice néz 600 riiznych sloucenin, k nejvyznamné;jSim patii -
karoten. Karotenoidy odpovidaji za Cervené, oranzové a zluté zabarveni rostlin, ale také
zodpovidaji za barvy hmyzu, ptaki, ryb a koryst. Rostliny, houby, fasy a bakterie jsou
schopny si karotenoidy samy syntetizovat, kdezto zvitata je pfijimaji z potravy. V piipadé
zvirat slouzi karotenoidy jako antioxidanty a jako zdroj vitaminu A. VétSina karotenoidi je
odvozena ze 40-uhlikové bazalni struktury. Ta zahrnuje systém konjugovanych dvojnych
vazeb. Karotenoidy fadime do dvou tfid, a to karoteny, které obsahuji atomy vodiku a
kysliku a xantofyly, které obsahuji alespoil jeden atom kysliku. Uspotfadani konjugovanych
dvojnych vazeb v polyenovém skeletu ovliviiuje antioxidac¢ni aktivitu a urCuje jejich
vlastnosti absorbujici svétlo. Karotenoidy jsou lipofilni latky a maji tendenci se hromadit
v membranach nebo lipoproteinech. Tato vlastnost ovliviiuje jejich absorpci, transport a
vylucovani z organismu. Antioxidacni aktivita karotenoidi je ddna vychytavanim dvou
reaktivnich forem kysliku, singletového molekularniho kysliku a peroxylovych radikala.
Interakce karotenoidii se singletovym kyslikem zavisi i na fyzikdlnim zhaseni, to zahrnuje
piimy pienos energie mezi obéma molekulami. U&innost karotenoidii na fyzikalni zhageni
souvisi s poctem konjugovanych dvojnych vazeb ptfitomnych v molekule, coz urcuje jejich
nejniz8i energetickou hladinu tripletu. Tripletni energetickou hladinu blizkou k hladiné
singletového kysliku, ktera umoziuje ptenos energie, ma -karoten. Kromé p-karotenu jsou

aktivni zhaSece singletoveého kysliku 1 kryptoxantin, zeaxantin a a-karoten [47].

Mezi dalSi pfirodni antioxidanty se fadi fosfolipidy, které jsou pfitomny v rostlinnych
olejich. Jde napf. o lecitin. Ke ztratdm fosfolipidii dochézi rafinaci. Vyuzivaji se jako
synergenty s fenolovymi antioxidanty. Stabilizace fosfolipidi je pravdépodobné dana
pfitomnosti minoritnich latek, jako jsou tokoferoly. Antioxidacni aktivita fosfolipida je dana

schopnosti umoziujici rozklad hydroperoxidi [44].

Utinnost antioxidantil je dana mnoha faktory, véetn& koncentrace, teploty, typu oxida¢niho
substratu, pfitomnosti prooxidantd, strukturnich vlastnosti, fyzikalniho stavu systému a

pfitomnosti synergentil a antagonistl [42].
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4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidac¢ni aktivitu lze stanovit chemickymi metodami, které jsou zalozené na
vychytavani volnych radikalti. Dale metodami, které hodnoti eliminaci kyslikovych radikalt
nebo metodami, které hodnoti eliminaci lipidové peroxidace. Antioxida¢ni aktivita je
ovlivnéna synergickymi a antagonistickymi latkami. Uginky antioxidanti Ize ovlivnit mnoha
faktory, jako je vyuziti riznych extrakcnich Cinidel, teplota samotné extrakce a dalSimi

podminkami [42, 48].

Ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity se pouzivaji riizné analytické metody. Jedny z téchto
metod jsou spektrofotometrické, kde dochazi k reakci radikalu, radikdlového kationtu nebo
komplexu s molekulou antioxidantu, kterd je schopna darovat atom vodiku. Mezi
spektrofotometrické metody se fadi metoda DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), ABTS
(kyselina 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)), FRAP (Zelezity redukujici
antioxidaéni u¢inek) a ORAC (kapacita absorpce kyslikovych radikalt) [48].

Dale je mozné stanovovat antioxida¢ni aktivitu fluorimetricky, kdy fluorescence je emise
svétla latkou, kterd absorbovala svétlo nebo jiné elektromagnetické zateni jiné vinové délky.
Fluorimetricky je mozné stanovit kyselinu askorbovou, kdy stanoveni je zaloZzeno na reakci
kyseliny dehydroaskorbové s o-fenylendiaminem. Pfi této technice je nutné kontrolovat pH

z diivodu zavislosti intenzity fluorescence na hodnoté pH [48].

Pro stanoveni antioxidantii a antioxida¢ni aktivity jsou vyuzivany i elektrochemické metody.
Mezi nejrozsitené)si elektrochemické metody se fadi cyklickd voltametrie. Jedna se o druh
potenciodynamického elektrochemického meétfeni, kdy se potencidl pracovni elektrody
linedrné zvySuje v zavislosti na case. Dalsi elektrochemickou metodou je amperometricka
metoda, kterd zahrnuje méfeni intenzity proudu, ktery protéka mezi mérnou a referen¢ni
elektrodou. Méfeni antioxidacni aktivity touto metodou je zaloZeno na redukci DPPHe

radikalu [48].

Mezi dalsi metody stanoveni antioxidacni aktivity se fadi chromatografické metody. Tyto
metody jsou pouzivany k separaci a detekci antioxidanti a jsou zatfazeny pired
spektrofotometrickym nebo elektrochemickym hodnocenim antioxidacni aktivity. Je zde
vyuzivana plynova chromatografie. Tato metoda se pouzivda pro separaci a analyzu
sloucenin, které 1ze odpafit bez rozkladu. Jako detektor pii stanoveni antioxidacni aktivity

je vyuzivan plamenov¢ ionizacni (FID) a tepeln€ vodivostni (TCD) detektor. Mnohem vice
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je vyuzivand HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie) s UV detekci, DAD
detektorem (detektor s diodovym polem) [48].

Spektrofotometricka metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) méti schopnost
antioxidantl prerusovat radikalovy fetézec, eliminovat kyslikové radikaly. Inhibuje oxidaci
indukovanou peroxylovymi radikaly. Peroxylovy radikal reaguje s fluorescencni sondou, to
vede ke ztrat¢ fluorescence, kterd je zaznamenana fluorometrem. Jako standard se v této
metod¢ pouziva trolox. Vysledky jsou uvadény jako ekvivalent troloxu. Tato metoda méfti
schopnost antioxidanti darovat atom vodiku. Toto lze automatizovat za pomoci
vicekanalového systému pro manipulaci s kapalinou spojeného s fluorescenéni ¢teckou
mikrodesticek. Jako generatory peroxylovych radikald jsou vyuzivany azoslouceniny, napft.
lipofilni AIBN (a,0 -azobisisbutyronitril), AMVN (2,2 -azobis(2,4-dimethylvaleronitril)) a
ABAP (2,2"-azobis(2-aminopropan)hydrochlorid) a hydrofilni AAPH (2,2"-azobis(2-
amidinopropan)dihydrochlorid). K reakci tvorby peroxylovych radikalti dochézi tak, ze
azosloucenina podléha tepelnému rozkladu za ptitomnosti kysliku. Vzniklé radikaly reaguji
se sondou a antioxidantem. Generovani radikald je citlivé na teplo, proto je velmi dilezité

kontrolovat a monitorovat teplotu [42].

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych slouc¢enin jsou pouzivané metody, které jsou
zalozeny na oxidaéné-redukcnich vlastnostech, kdy ptisobi fenolické slouceniny jako
redukéni Cinidlo a nabizi vodikovy radikal nebo elektron. BéZné se pro stanoveni obsahu
fenolickych latek vyuziva metoda Folin-Ciocalteau (FCM). Mezi dalS$i metody se fadi
ferrikyanidovd metoda podle Pricea a Butlera (PBM) a metoda, kterd vyuzivad 4-

aminoantipyrin (AAPM) [49].

V nésledujicich kapitolach jsou vice popsany metody, které byly pouZity v rdmci bakalaiské

prace.

4.2.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Jedna se o jednoduchou metodu pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Tento test je
oznacovan jako TEAC (analyza antioxida¢ni kapacity pomoci ekvivalentu troloxu). Mé&ii se
zde schopnost antioxidanti vychytavat radikalovy kation ABTSe". Tento chromofor ma
modrozelenou barvu s maximalni absorpci pfi 734 nm, jeho intenzita se s pfitomnosti
antioxidantll snizuje. Tento radikalovy kation lze generovat z ABTS pomoci silnych

oxidaénich ¢inidel. Neutralizace ABTS+" pomoci antioxidantii probiha bud’ radikdlovym
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zhasenim diky darovani atomu vodiku, nebo redukci pomoci darovani elektrond, ktera je
pfimd. Rovnovdha mezi témito dvéma procesy zavisi na pH prostiedi a struktuie
antioxidanti. Odbarveni modrozelené barvy zavisi na mnoha faktorech, jako je doba trvani
reakce, koncentrace vzorku a vnitini antioxida¢ni aktivita. Dochazi tak k poklesu absorbance
pti 734 nm. Vysledky, které jsou ziskany touto metodou, jsou uvadény jako ekvivalenty pro

trolox [42].

Test TEAC je jednoduchy a neni pro néj potieba specifické vybaveni a miize byt zafazen
jako rutinni analyza. Muze byt také ve spojeni s HPLC. Tato metoda je vyuzivana k méfeni
antioxidacéni aktivity rostlinnych materiald a Cistych latek. Radikalovy kation lze rozpustit

v lipofilnich i hydrofilnich médiich a nema na n&j vliv iontova sila média [42].

Obrazek 14: Vzorec kyseliny 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonové) (ABTS).

Pivodné se k vytvofeni ferrylmyoglobinového radikéalu, ktery pak nasledné reagoval
s ABTS za vzniku kation-radikalu, pouZzival peroxid vodiku a metmyoglobin. V dne$ni dobé
se jako oxidacni €inidlo pouzivd peroxodisiran draselny nebo peroxid, kdy peroxodisiran

draselny je nejpouzivanéjsi oxidacni ¢inidlo [42].
4.2.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH

Metoda DPPH je jedna z nejcastéji pouzivanych metod k hodnoceni antioxida¢ni aktivity.
DPPHe je tmav¢ fialovy chromogenni radikal, ktery je komeréné dostupny. Dochazi zde
k elektronovému darovéni antioxidanti, aby doslo k neutralizaci DPPHe. Pfi reakci dochazi
k redukci a k odbarveni reakéni smési, ktera je méfend pfi 517 nm. Tato zména indikuje

antioxidac¢ni Cinnost [42].

Tento absorp¢ni pas (517 nm) je velmi silny diky pfitomnosti lichého elektronu. Pti parovani
elektront absorpce mizi. Odbarveni je pak dano stechiometrii s ohledem na pfijaté elektrony

[50].
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Obrazek 15: Vzorec DPPHe.

Tato metoda je Siroce pouzivdna, nebot’ je levnd a jednoduchd. Méti se zde schopnost
sloucenin plsobit jako lapace volnych radikalli nebo jako donory vodikl k vyhodnocovani
antioxidacni aktivity potravin. Muze byt také pouzivana pro pevné nebo kapalné vzorky,
také i v komplexnich biologickych systémech, kde se pouziva ke kvantifikaci antioxidanti.
Touto metodou se zkouma antioxidacni aktivita zeleninovych a ovocnych $t'av, antioxidacni
vlastnosti zeleniny, bylin, mouky a jedlych olejti, za pouziti riznych rozpoustédel, napft.

benzenu, ethanolu, vodném acetonu a methanolu [50].

Je mozné ji taky vyuzit k méfeni antioxidacnich vlastnosti glutationu, kyseliny askorbové,

cysteinu, polyhydroxyaromatickych sloucenin napft. pro ovoce, vina a dzusy [50].

Vyhoda této metody je, ze DPPHe reaguje se vzorkem dostate¢né¢ dlouhou dobu tak, aby

mohl reagovat 1 se slabymi antioxidanty [50].

Antioxidacni aktivita se vyjadifuje v jednotkach ekvivalentu standardu troloxu nebo

v ekvivalentech kyseliny askorbové [51].

Standard, trolox je 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyselina. Jedna se
o ve vod¢ rozpustny analog vitaminu E. VyuZiva se jako standard pro méteni antioxidacni
kapacity komplexnich smési. Plsobi jako antioxidant, neuroprotektivni cinidlo, lapac

radikala a inhibitor ferroptdzy [52].

HO
OH

1\ 5

Obrazek 16: Vzorec troloxu.
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4.3 Stanoveni polyfenolickych latek

Fenolické antioxidanty jsou specifickd skupina sekundarnich metaboliti, které chrani
organismy pfed Skodlivymi ucinky radikal kysliku. Obsah fenolickych sloucenin
v rostlindch je mozno stanovit mnoha zptisoby, mezi které se fadi kapalinova chromatografie
(HPLC), kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a plynova chromatografie (GC). Stanoveni s
vyuzitim chromatografie je piesné a ma vysokou vypovidaci hodnotu, ale problém je

identifikovat vSechny fenolické slouceniny v daném vzorku. Vyuzivani HPLC ke

24

Pro stanoveni polyfenolt jsou vyuzivané metody, kterymi se méti zmény absorpce zafeni
pomoci Folin-Ciocalteuova (FC) c¢inidla nebo Pruské modfi. U metody Pruské modii
dochdzi kredukci Fe** na Fe?" a detekci vzniklych Fe** vytvofenim chelitu

hexakyanozelezitanu [54].

Pti metod¢ FC dochazi k chemické redukci Cinidla, jako je smés oxidu molybdenu a
wolframu. Produkty, které vznikaji redukci, maji modrou barvu a velké rozpéti absorpce
svétla s maximem 765 nm. Slouc¢eniny molybdenu jsou Zluté a fosfowolframany jsou v plné
oxidovaném stavu bezbarvé. Tyto latky vytvaii smiSené fosfowolframany-molybdenany,
dochazi zde k redukci jednoho nebo dvou elektronil a vznikaji tak modré latky, jako jsou
(PMoW11040)* . Tim, Ze se ptida elektron k nevazebnému orbitalu dojde k redukci MoO*"

na modry MoO*" [55].

Nevyhodou této metody je, Ze je nespecificka. Tato metoda je zavisla na selektivni oxidaci
latek, které jsou si podobné a jsou snadno oxidovatelné¢. Pokud jsou tyto latky ve
stanovovaném vzorku pfitomny, pfispivaji k celkovému obsahu fenolii. Dalsi oxidovatelné

latky, mimo fenoly, jsou kyselina askorbova, aromatické aminy a oxid sifi¢ity [55].

Jako standard pro validaci této metody se vyuzivd kyselina gallova [54]. Popis této

slou€eniny a jeji chemicky vzorec je uveden v kapitole 3.3.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE BAKALARKE PRACE

Cilem bakalarské prace bylo zjistit vliv extrakénich podminek na antioxidacni potencial
bylinnych extrakti prostfednictvim urceni antioxidacni aktivity dvéma riznymi metodami a

také stanovenim celkového obsahu polyfenola.

Cilem teoretické ¢asti bylo charakterizovat vybrané rostliny, konkrétné levanduli, Salvéj a

hiebicek a popsat metody vyuzivané pro zjisténi antioxidacni aktivity a obsahu polyfenolt.

Cilem praktické ¢asti bylo urcit antioxida¢ni aktivitu pomoci spektrofotometrické metody
s vyuzitim jak cinidla ABTS, tak DPPH a také stanovit spektrofotometrickou metodou
celkovy obsah polyfenolickych latek za pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla, ve vodnych a

alkoholovych extraktech vybranych bylin.
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Material

K vytvoteni extraktll a jejich ndslednému spektrofotometrickému méteni v praktické casti
bakalarské prace byly pouzity susené vzorky levandule, Salvéje a hiebicku. Tyto vzorky byly

zakoupeny v trzni siti a podrobné informace k nim jsou popsany v tabulce 1.

Tabulka 1: Analyzované vzorky bylin

Nazev rostliny Cast rostliny | Forma vzorku Zemé Trvanlivost
puvodu vzorku
Lavandula officinalis kvét susena Polsko 2024
Salvia officinalis nat’ suSena Polsko 2024
Syzygium aromaticum | nerozvinuta suSena Indonésie 2025
kvétni poupata

6.2 Pomiicky a pristroje
- homogenizator vortex CHS (Argolab, Cesk4 republika)
- laboratorni tfepacka (LT2 — Kavalier, Ceska republika)
- laboratorni sklo
- teplomér
- filtra¢ni papir KA4 (LABICOM, Cesk4 republika)
- analytické vahy Voyager PRO VP214C (OHAUS Corp., Pine Brook, USA)

- spektrofotometr WPA S1200" (Bio-chrom, Velka Britanie)
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6.3 Chemikalie

ABTS (Sigma Aldrich, Francie)

DPPH (Sigma Aldrich, Francie)

trolox (Sigma Aldrich, Francie)

kyselina gallova (Sigma Aldrich, Francie)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta, Ceské republika)
octan sodny (Penta, Ceska republika)

kyselina octova (Penta, Ceské republika)

ethanol (Penta, Ceska republika)

methanol (Lancher, Ceska republika)
peroxodisiran draselny (Lancher, Ceska republika)
uhli¢itan sodny (Lukes, Ceska republika)
acetatovy pufr (pH = 5,5) (Lukes, Ceska republika)

demineralizovana voda
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7 METODIKA STANOVENI

7.1 Priprava extraktii levandule, Salvéje a hirebi¢ku

Pro stanoveni antioxidaéni aktivity dle metody ABTS a DPPH a obsahu polyfenolti bylo
nejprve piipraveno nékolik extraktli z rostlin. Tyto extrakty byly bud’ vodné, kde byla
pouzita demineralizovana voda pfi teploté 80 °C a 95 °C, nebo byly extrakty methanolové
¢i ethanolové. Stanoveni bylo pro jednotlivé vzorky a extrakty opakovano tiikrat.

Z namétenych hodnot byl spocten priimeér a vypoctena smérodatna odchylka.

U vzork, které byly extrahovany do vody, byl navaZen 1,0 g vzorku na analytickych vahach
s presnosti na 0,0001 g. Poté byl vzorek kvantitativné pfeveden do Erlenmayerovy banky a
nasledné byl extrahovan 100 ml demineralizované vody o teplot¢ 80 °C a 95 °C, po dobu 10
min na tfepacce. Jakmile se vzorek ochladil na laboratorni teplotu, probéhla jeho filtrace
ptes filtracni papir KA4. V ptipadé potteby byl vzorek nafedén a ndsledné byl pouzit

k analyze.

Vzorky, které byly nasledné extrahovany v methanolu a ethanolu, o koncentracich 25% smés
s vodou, 50% sm¢és s vodou a 75% smés s vodou, byly navazeny na mnozstvi 1 g s pfesnosti
na 0,0001 g na analytickych vahach. Po navédzeni byl vzorek kvantitativné pfeveden do
Erlenmayerovy banky a probéhla extrakce vzorku se 100 ml methanolového nebo
ethanolového ¢inidla po dobu 15 min na tfepacce. Poté byl extrakt zfiltrovan pfes filtra¢ni

papir KA4, dle potieby byl vzorek fedén a nasledné byl pouzit k samotné analyze.

7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody ABTS

Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody ABTS bylo provedeno v extraktech

levandule, Salvéje a hiebi¢ku podle postupii popsané v kapitole 7.1.

Pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS byla vyuZita reak¢ni smés, ktera byla

modifikovana z publikovanych praci [56, 57] a nasledné ovétena experimentalné:

- roztok ABTS (3,5 mmol/l) a peroxodisiran draselny (0,06 mol/l) v poméru

50:1, roztok byl ulozen ve tmé pii pokojové teploté 16 hodin

- octanovy pufr s hodnotou pH 4,3 byl smichan s roztokem vzniklého radikalu

kationtu ABTS, a to v poméru 39:1
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Do zkumavek bylo odpipetovano 0,1 ml extraktu levandule, Salvéje nebo hiebicku a 8 ml
reakéni smési. Vznikld smés byla zazitkovana, promichana a nechala se reagovat pfi
laboratorni teploté ve tmée po dobu 30 minut. Po reakéni dob¢ byla smés opét promichana a
na spektrofotometru byla zméfena absorbance pti vinové délce 734 nm. Pro slepy pokus byl

pouzity octanovy pufr.

Pro vypocet hodnoty inaktivace byla zméfena hodnota absorbance reakéni smési bez obsahu
vzorku. Po zméfeni hodnoty absorbance reak¢ni smési bez vzorku a absorbance reakéni

smési s extraktem byla spocitdna hodnota inaktivace ze vztahu 1:

1 =2221.100 (1)

0
I — hodnota inaktivace [%]
Ay — absorbance reak¢ni smési bez pritomnosti vzorku pii vinové délce 734 nm
A, — absorbance extraktu levandule/Salvéje/hiebicku pti vinové délce 734 nm
Z vypoctenych hodnot inaktivace byla antioxidacni aktivita pfepoctena na standard troloxu
a poté vyjadiena jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.
7.2.1 Kalibraéni kfivka troloxu pro stanoveni AA metodou s ABTS

K vytvoreni kalibra¢ni kiivky pro trolox byl pfipraven roztok o koncentraci 0,5 mg/ml.
Z tohoto zasobniho roztoku byly pfipraveny kalibracni roztoky o koncentracich 0,45; 0,35;
0,25; 0,15 mg/ml. Ptiprava reakcnich roztokl s kalibracnimi roztoky, méfeni jejich

absorbance a vypocet inaktivace byly uskute¢nény podobné jako je popsano v kapitole 7.2.

Kalibraéni kiivka byla sestavena dle vypoctenych hodnot inaktivace jako zavislost
absorbance na koncentraci kalibra¢nich roztoki troloxu. Po sestrojeni kalibra¢niho grafu

byly body proloZeny pfimkou a zjistila se rovnice linearni regrese.
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Obrazek 17: Kalibra¢ni kiivka standardu troloxu pro metodu ABTS.

Rovnice pro linearni regresi, ktera byla stanovena z kalibrac¢ni kiivky troloxu je ve tvaru:
y=17199-x + 2,1374

y — hodnota inaktivace I [%]

x — hodnota koncentrace troloxu ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti stanovena z kalibra¢ni kiivky troloxu ma hodnotu:

R? = 10,9956

7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH

Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH bylo provedeno v extraktech

levandule, Salvéje a hiebi¢ku podle postupii popsané v kapitole 7.1.

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity touto metodou byl vyuzZivan roztok DPPH, jehoZz
koncentrace byla 0,2 mmol/l. Reakéni smés byla modifikovana dle publikovanych praci [56,

57] a experimentalné ovétrena se slozenim:
- 1,5 ml acetatového pufru s pH = 5,5
- 2,75 ml roztoku DPPH

- 0,15 ml vzorku
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Do zkumavek byl odpipetovan roztok DPPH, vzorek a acetatovy pufr. Vznikld smés byla
uzaviena zatkou, protfepana a nechala se reagovat po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté
ve tme. Po reakéni dob¢ byla smés opét promichana a spektrofotometricky byla naméiena

absorbance pii vlnové délce 517 nm proti slepému pokusu.

Slepy pokus mél stejné slozeni jako reakéni smés, kdy misto roztoku DPPH bylo déno stejné

mnozstvi ethanolu.

Aby mohla byt stanovena hodnota inaktivace, byla u kontrolniho vzorku méfena absorbance

pii vinové délce 517 nm o sloZeni kontrolniho vzorku:
- 1,5 ml acetatového pufru s pH = 5,5
- 2,75 ml roztoku DPPH
0,15 ml demineralizované vody, methanolu a ethanolu dle typu extrakce

Ze ziskanych hodnot absorbance kontrolniho vzorku a méfeného extraktu byla spocitana

hodnota inaktivace I [%] dle vztahu 2:
K-A

I'=—" 100 (2)
I — hodnota inaktivace [%]
K — absorbance kontrolniho vzorku pti vinové délce 517 nm
A — absorbance extraktu vzorku pii vlnové délce 517 nm
Z vypoctenych hodnot inaktivace byla antioxidacni aktivita pfepoctena na standard troloxu
a poté vyjadrena jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.
7.3.1 Kalibracni kiivka troloxu pro stanoveni AA metodou s DPPH

Ke stanoveni kalibra¢ni kiivky byl nejprve pfipraven roztok troloxu o koncentraci 0,5
mg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0,45;
0,35; 0,25; 0,15 mg/ml. Ptiprava téchto roztokd, jejich méteni pii vinové délce 517 nm a
vypocet inaktivace byly provedeny stejnym zplsobem jako u vzorkt, které jsou popsany
v kapitole 7.3.

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost inaktivace na koncentraci kalibracnich

roztokt troloxu. Body v kalibracnim grafu byly proloZzeny ptimkou a byla zjiSténa rovnice

pro linearni regresi.
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Obrazek 18: Kalibra¢ni ktivka standardu troloxu pro metodu DPPH.

Rovnice linearni regrese, kterd byla stanovena z kalibra¢ni kfivky troloxu ma tvar:
y = 205,15-x — 0,335

y — hodnota inaktivace I [%]

x — hodnota koncentrace troloxu ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti stanovena z kalibra¢ni kiivky troloxu mé hodnotu:

R? =0,9934

7.4 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenoli byly pouzity extrakty levandule, Salvéje a

hiebicku, jejichz piiprava je popsana v kapitole 7.1.

Ke stanoveni celkového obsahu polyfenoll byla pouzita smés, ktera byla modifikovana a

experimentalné ovefena s pouzitim publikované prace [56]:
- 0,2 ml vzorku

- 2 ml 10% Folin-Ciocalteuova ¢inidla
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Vzorky a Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo byly pipetovany do zkumavek, ty byly uzavieny zatkou
a promichény a nechaly se reagovat pfi laboratorni teplot¢ ve tmé po dobu 5 minut. Po
uplynulé dobé byly k vzniklé reakéni smési ptidany 2 ml 10% roztoku Na>CO3, Vznikld smés
byla promichana a nechala se reagovat ve tmé pii laboratorni teploté po dobu 15 minut. Po
reakci byla u smési zméfena absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 750 nm proti

slepému vzorku.

Ptiprava slepého vzorku probihala obdobné¢ jako ptiprava reakéni smési s tim rozdilem, ze

misto vzorku byla pouZzita demineralizovana voda, methanol nebo ethanol dle typu extrakce.

Po naméfeni byl celkovy pocet polyfenolti pfepocitan na standard kyseliny gallové.

Vysledek byl vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku.

7.4.1 Kalibrac¢ni kiivka Kkyseliny gallové pro stanoveni obsahu polyfenola

Ke sestaveni grafu kalibracni kiivky byl pouzit zasobni roztok kyseliny gallové, ktery mél
koncentraci 0,2 mmol/l. Zasobni roztok kyseliny gallové byl fedén na koncentrace 0,15;
0,125; 0,05; 0,025 mmol/l, které slouzily jako kalibra¢ni roztoky. Pfiprava smési pro méteni
kalibra¢nich roztokt pti vinové délce 750 nm byla provedena obdobné¢ jako samotné méfent,

které je popsano v kapitole 7.4.

Kalibraéni kiivka byla sestavena znameéfenych hodnot jako zavislost absorbance na
koncentraci kalibracnich roztokt kyseliny gallové. Body byly nasledné proloZeny piimkou

a byla zjiSténa rovnice linedrni regrese.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

A[1]

0,4
0,3
0,2
0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2
¢ [mg/ml]

Obrazek 19: Kalibra¢ni kiivka standardu kyseliny gallové pro stanoveni
celkového obsahu polyfenolii.
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Rovnice linearni regrese, ktera byla stanovena z kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové ma tvar:
y = 4,9565-x — 0,0187

y — hodnota absorbance A [1]

x — hodnota koncentrace kyseliny gallové ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti stanovena z kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové mé hodnotu:

R? =0,9991
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita metodou ABTS byla stanovena u extrahovanych vzorki levandule,
Salvéje a hiebicku dle postupu, ktery je uvedeny v kapitole 7.2. Touto metodou byly
spektrofotometricky méteny vzorky extraktli levandule, Salvéje a hiebi¢ku u dvou riznych
teplot demineralizované vody a tii riznych koncentracich extrak¢nich ¢inidel methanolu a
ethanolu. Ze ziskanych hodnot absorbance byla spoctena hodnota inaktivace, kterd byla
nasledné prevedena na standard troloxu a poté vyjadiena jako ekvivalent troloxu

v miligramech na gram samotného vzorku.

8.1.1 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS u vzorkii levandule

Zakoupené suSené vzorky levandule byly extrahovany methanolovymi a ethanolovymi
rozpoustédly o tfech riiznych koncentracich, a to 25% smés s vodou, 50% smés s vodou a
75% smés s vodou. Déle bylo jako extrakéni €inidlo pouZita demineralizovana voda o dvou
teplotach, 80 °C a 95 °C. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovano tiikrat,

z namétenych hodnot byl spocitan primér a vypoctena smérodatna odchylka.

Na obrazku 20 je zndzornéno hodnoceni antioxida¢ni aktivity (AA) metodou ABTS ve

vodnych, methanolovych a ethanolovych extraktech u vzorki levandule.
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Obrazek 20: Hodnoceni AA metodou ABTS ve vodnych, methanolovych a
ethanolovych extraktech vzorki levandule.
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Nejvyssi zjisténou AA metodou ABTS (Obr. 20) vykazoval vzorek levandule extrahovany
ve vodném rozpoustédle pii teplote 95 °C (53,20 mg ekvivalentu troloxu/g). Zjisténa
hodnota AA pfi nizsi teploté extrakce Cinila rozdil 13,4 %. V pfipadé methanolového
extraktu mél nejvyssi primérnou hodnotu AA vzorek levandule extrahovan pti koncentraci
methanolu 25% (40,92 mg/g). V porovnéni s nejvyssi hodnotou vodného extraktu se tato
hodnota AA 1i§i o 23 %. Jak u methanolového rozpoustédla, tak i u ethanolového
rozpoustédla je mozné pozorovat klesajici tendenci s rostouci koncentraci. Pfi pouziti
ethanolového rozpoustédla vykazuje tedy nejvyssi AA vzorek levandule extrahovan do 25%
ethanolového roztoku (34,17 mg/g). V porovnani s nejvyssi hodnotou AA (u vodného

extraktu) je rozdil AA témét 36 %.

Pii pouziti riznych extrakénich ¢inidel pro zjiSténi AA u vzorku levandule metodou ABTS
je patrné, ze demineralizovand voda pii vys$i teploté¢ jako extrakéni cinidlo byla
nejefektivnéjsi. V tomto ptipadé byla primérnd hodnota AA vodného extraktu 49,63 mg/g.
V ptipad¢ methanolovych a ethanolovych extraktti dosahovala AA nizSich hodnot (32,33
toho diivodu je pro ziskani vyS$$i antioxidacni aktivity vyhodné&jsi pouzit jako extrakéni

¢inidlo vodu o vyssi teplotg.

Falla a kol. [58] stanovovali hodnotu AA metodou ABTS u vzorku Lavandula angustifolia
(levandule 1¢ékatska) z Italie v oblasti Susa, Stura a Tanaro. Byliny byly extrahovany do
vodného roztoku o teplot¢ 100 °C. Vysledné hodnoty v této praci jsou vyjadieny
v jednotkach pmol ekvivalentu troloxu na gram susiny vzorku. Hodnoty AA vzorkl v oblasti
Susa byly 85,49 umol ekv. TE/g, z oblasti Tanaro dosahovaly vys$sich hodnot, 99,99 umol
ekvivalentu troloxu na gram suSiny vzorku a v oblasti Stura byly hodnoty AA nejvyssi,

112,59 umol ekv. TE/g.

8.1.2 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS u vzorkii Salvéje

Susen¢ vzorky Salvéje byly extrahovany demineralizovanou vodou pii dvou riznych
teplotach, 80 °C a 95 °C. Také byly extrahovany s methanolovymi a ethanolovymi
rozpoustédly pfi tfech riznych koncentracich, 25% smés s vodou, 50% smés s vodou a 75%
smés s vodou. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovano tfikrat.

Z namétenych hodnot byl spocten primér a vypoctena smerodatna odchylka.
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Na obrazku 21 je hodnoceni antioxidacni aktivity (AA) metodou ABTS ve vodnych,

methanolovych a ethanolovych extraktech vzorki Salvéje.
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Obrazek 21: Hodnoceni AA metodou ABTS ve vodnych, methanolovych a
ethanolovych extraktech vzorki Salvéje.

Nejveétsi AA, zjiSténou metodou ABTS (Obr. 21), vykazoval vzorek Salvéje extrahovany s
vodou pfi teploté 95 °C (26,45 mg ekvivalentu troloxu/g), pficemz hodnota AA zji§téna po
extrakci pti teploté 80 °C byla o témet 20 % nizsi. V methanolovych extraktech mél nejveétsi
hodnotu antioxidacni aktivity vzorek Salvéje extrahovany do smési 50% methanolu, 11,85
mg/g. Tato hodnota je oproti celkové nejvyssi hodnoté polovicni. V piipadé ethanolovych
extraktli vykazoval nejvyssi AA vzorek Salvéje extrahovany do smési 25% ethanolu. U
extrakce do ethanolovych roztokd je mozné pozorovat klesajici tendenci AA s rostouci

koncentraci ethanolu.

Pti pouziti riiznych extrakénich ¢inidel pro zjiSténi antioxidaéni aktivity metodou ABTS u
vzorkl Salvéje je zfejmé, ze voda pii vyssi teploté jako extrakéni €inidlo byla nejucinné;si,
s prumérnou hodnotou AA 23,89 mg/g. Methanolové a ethanolové extrakty s primérnou
hodnotou (10,81 mg/g; 9,38 mg/g) dosahovaly niz$ich hodnot. Rozdil mezi primérnou
hodnotou u nejucinngjsiho extrakéniho ¢inidla a nejméné ucinného je 61 %. Z toho divodu
je pro dosazeni vyss$i antioxidacni aktivity metodou ABTS ve vzorcich Salvéje vyhodnéjsi

jako extrak¢ni ¢inidlo pouzit vodu pii vyssi teploté.

V préci Farhat a kol. [59] stanovovali hodnotu antioxidac¢ni aktivity Salvéje metodou ABTS.

V této praci byly stanovovany vzorky Salvéje ze dvou riznych oblasti v severnim Tunisku,
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a to v oblasti Bou Arada a Soliman. Antioxidacni aktivita byla stanovovana v riznych fazich
rustu Salvéje. Vzorky byly nejprve extrahovany v petroletheru, vysuseny a poté extrahovany
do methanolu. Primér AA u vzorku Salvéje ve vegetativni fazi ptivodem z Bou Arada byl
262,12 uM ekvivalentu troloxu na mg suSiny rostliny. U rostlin z oblasti Soliman byly
hodnoty AA ve vegetativni fazi Salvéje nizsi, 205,04 uM ekv. TE/mg. Ve fazi kvétu
dosahovaly hodnoty AA u vzorku Salvéje v oblasti Bou Arada 345,81 uM ekv. TE/mg a
v oblasti Soliman 392,49 uM ekv. TE/mg.

8.1.3 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS u vzorki hitebicku

Vzorky hiebicku byly extrahovany ve tfech riiznych rozpoustédlech, a to ve vodném,
methanolovém a ethanolovém. V ptipadé vodného rozpoustédla byla extrakce provedena ve
dvou riznych teplotach, 80 °C a 95 °C. V alkoholovych extraktech byly pouZity tfi
koncentrace, 25% smeés s vodou, 50% smés s vodou a 75% smés s vodou. Pro vodné
rozpoustédlo byly pripraveny dva extrakty a pro alkoholova rozpoustédla byly pfipraveny
tfti extrakty. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovano trikrat,

z namétenych hodnot byl spocten priimér a vypoctena smérodatnd odchylka.

Na obrazku 22 je hodnoceni antioxidacni aktivity (AA) metodou ABTS ve vodnych,
methanolovych a ethanolovych extraktech vzorkt hiebic¢ku.
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Obrazek 22: Hodnoceni AA metodou ABTS ve vodnych, methanolovych a
ethanolovych extraktech vzorki hiebicku.
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Nejvyssi AA vykazoval vzorek hiebi¢ku (Obr. 22) extrahovany do vodného roztoku pii vyssi
teploté (666,84 mg ekvivalentu troloxu/g). V porovnani s nizsi teplotou extrakce je rozdil
AA ve vodném extraktu hiebi¢ku 28 %. Druhou nejvyssi hodnotu AA mél vzorek hiebicku
v 50% methanolovém extraktu (555,27 mg/g). Tato hodnota je vyS$si nez pii extrakci do
vodného roztoku o nizsi teploté (80 °C). Rozdil mezi nejvyssi hodnotou (vodny extrakt) a
druhou nejvyssi hodnotou (methanolovy extrakt) je 16,7 %. U methanolového extraktu ma
nejniz§i hodnotu AA pii koncentraci 75% roztoku (495,32 mg/g). Naopak u ethanolového
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extrakci do 50% roztoku ethanolu (483,85 mg/g).

Pti pouziti riznych extrakénich ¢inidel pro zjiSténi antioxidacni aktivity metodou ABTS u
vzorkd hiebicku je ocividné, ze voda pii vysSsi teploté jako extrakéni cinidlo byla
nejefektivngj$i, s primérnou hodnotou 573,26 mg/g. Priméry u methanolovych a
ethanolovych extraktd (518,68 mg/g; 522,85 mg/g) dosahovaly nizs§ich hodnot. Z rozdilu
nejefektivnéjSiho a nejméné efektivniho extrakéniho cinidla (9,6 %), je patrné, ze pro
dosazeni vy$§i AA u vzorkl hiebicku je vyhodnéjsi vzorek extrahovat ve vodé pii vyssi

teploté.

Shan a kol. [60] ve své praci stanovovali antioxidacni aktivitu metodou ABTS u suSeného
vzorku hiebicku extrahovaného v 80% methanolu pti pokojové teploté po dobu 24 hodin.
V této praci byla porovnavana hodnota AA u rtznych druht koteni. Celkovou nejvyssi
hodnotu AA vykazoval hiebic¢ek (168,66 mmol ekvivalentu troloxu/100 g suSiny koteni).
silnou AA vykazovala také skotice celd, 107,7 mmol ekv. TE/100 g suSiny kofeni a oregano,

100,7 mmol ekv. TE/100 g suSiny kofeni.
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8.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena i metodou DPPH u vzorkl suSené levandule, Salvéje a
hiebicku pomoci extrakce do vodného, methanolového a ethanolového roztoku. Postup
ptipravy extraktl je popsan v kapitole 7.3. Ze zméfenych hodnot absorbance byla vypoctena
hodnota inaktivace a nasledné pievedena na standard troloxu a vyjadiena jako ekvivalent

troloxu v miligramech na gram vzorku.

8.2.1 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH u vzorkii levandule

Susené vzorky kvétu levandule byly extrahovany do tfech riiznych rozpoustédel:
demineralizovana voda, methanol a ethanol. U vodného rozpoustédla byly vzorky
extrahovany pii dvou teplotach, 80 °C a 95 °C. V piipad¢ alkoholovych extraktii se jednalo
o koncentrace 25% sm¢és s vodou, 50% smés s vodou a 75% smés s vodou. Stanoveni bylo
pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovano tiikrat. Z naméfenych hodnot byl spocten

pramér a vypoctena smérodatna odchylka.

Na obrazku 23 je uvedeno hodnoceni antioxida¢ni aktivity (AA) metodou DPPH u vzork

levandule.
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Obrazek 23: Hodnoceni AA metodou DPPH ve vodnych, methanolovych a
ethanolovych extraktech vzorki levandule.

Nejvyssi AA, stanovenou metodou DPPH (Obr. 23), mél vzorek levandule ve vodném
extraktu pii vyssi teploté (102,77 mg ekvivalentu troloxu/g). V porovnani s nizsi teplotou

extrakce je rozdil AA o necelych 10 %. V piipadé¢ methanolového extraktu byla nejvyssi
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primérna hodnota AA u koncentrace 25% (73,48 mg/g). Tento rozdil je v porovnani s vodou
vEétsi o vice nez Ctvrtinu. Pfi pouziti methanolu jako extrakéniho ¢inidla je mozné pozorovat
klesajici tendenci s nartstem koncentrace. Z toho vyplyva, Ze nejniz$i pramérnou AA
vykazoval methanolovy extrakt o koncentraci 75%. U ethanolového c¢inidla je tomu
podobné, jak v ptipadé methanolového. Nejvyssi primérnou AA v piipadé ethanolového
¢inidla ma vzorek extrahovany do roztoku ethanolu o koncentraci 25% (67,47 mg/g). Tato
hodnota je v porovnani s methanolovym rozpoustédlem rozdilna pii 25% koncentraci o 8 %.
Také u ethanolového rozpoustédla je viditelna klesajici tendence s rostouci koncentraci.

L4

75% (26,47 mg/g).

Pti porovnani extrakénich €inidel pouzitych pii metodé DPPH u vzorki levandule, je zjevné,
ze nejefektivnéjSim extrakénim ¢inidlem byla voda o vyssi teploté. Primérnd hodnota AA
vodnych extraktd byla 97,83 mg/g. Methanolové a ethanolové extrakty (praimér AA 63,29
mg/g; 49,21 mg/g) dosahovaly nizSich hodnot. Pro vys$i AA u vzorku levandule je
vyhodnéjsi pfipravovat extrakt z vodného roztoku pti vyssi teploté, z divodu velkého

rozdilu (o 50 %) mezi vodnym a ethanolovym ¢inidlem.

V préci Falla a kol. [58] stanovovali hodnotu AA levandule metodou DPPH z Lavandula
angustifolia (levandule lékatskd) z Italie v oblastech Susa, Stura a Tanaro. Byliny byly
extrahovany do vodného roztoku o teploté 100 °C. Hodnota antioxida¢ni aktivity stanovena
metodou DPPH u vzorku levandule byla 76,10 umol ekvivalentu troloxu na gram suSiny.
V porovnani s hodnotou AA levandule z oblasti Tanaro vzrostla AA na 102,08 pmol ekv.
TE/g, a v oblasti Stura dosahovaly hodnoty AA stanovené metodou DPPH 104,88 umol ekv.
TE/g.

8.2.2 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH u vzorkii Salvéje

Susené vzorky Salvéje byly extrahovany do tfech rtznych rozpoustédel, do vodného
rozpoustédla pii teplotdich 80 °C a 95 °C, a do methanolového a ethanolového pii tfech
riznych koncentracich (25% smés s vodou, 50% smés s vodou a 75% smés s vodou).
Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovano tfikrat. Z namétenych hodnot byl

spocten prameér a vypoctena smérodatna odchylka.
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Na obrazku 24 je uvedeno hodnoceni antioxida¢ni aktivity (AA) metodou DPPH u vzorki

Salvéje.
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Obrazek 24: Hodnoceni AA metodou DPPH ve vodnych, methanolovych a
ethanolovych extraktech vzorkl Salvgje.

Nejvyssi hodnotu AA zjisténou metodou DPPH (Obr. 24) vykazoval vzorek Salvéje ve
vodném extraktu pii 95 °C (45,92 mg ekvivalentu troloxu/g), s rozdilem 20 % oproti niZsi
teploté. V ptipadé methanolového rozpoustédla vykazoval nejvyssi primérnou hodnotu AA
u vzorkud levandule extrakt o koncentraci 50% (18,52 mg/g). Tato hodnota je v porovnani
s vodnym extraktem o vice nez polovinu niz§i. Nejniz§i primeérnd hodnota AA u
methanolového extraktu je u 75% methanolu (15,45 mg/g). Ethanolovy extrakt ma nejvyssi
primé&rnou hodnotu AA u koncentrace 25% (19,46 mg/g). Celkova nejnizsi hodnota AA u
vzorki Salvéje méfenou metodou DPPH je u 75% ethanolového extraktu (11,47 mg/g).
V porovnani s nejvyssi primérnou hodnotou AA (vodny extrakt pti vyssi teploté) je rozdil
hodnot 0 75 %. U ethanolového rozpoustédla je mozné pozorovat s rostouci koncentraci

klesajici tendenci AA.

V porovnani extrak¢nich ¢inidel pouzitych pii metodé DPPH u vzorka Salvéje se jevilo jako
nejefektivngj$i extrakéni ¢inidlo demineralizovana voda o vyssi teploté, pficemZ primérna
hodnota AA u vodnych extrakti byla 41,31 mg/g. NizSich hodnot AA dosahovaly
methanolové a ethanolové extrakty (pramér 17,40 mg/g; 16,45 mg/g). Rozdil mezi nejvyssi

cvwvr

AA u vzorku Salvéje je vyhodnéjsi vzorky extrahovat v demineralizované vodé pii 95 °C.
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Farhat a kol. [59] ve své praci stanovovali antioxidacni aktivitu metodou DPPH u $alvéje
v methanolu. V této praci byly stanovovany vzorky Salvéje ze dvou ruznych oblasti
v severnim Tunisku, a to zoblasti Bou Arada a Soliman. Antioxida¢ni aktivita byla
stanovovana v riznych fazich ristu. Vzorky byly nejprve extrahovany v petroletheru,
vysuseny a poté byly extrahovany do methanolu. Vyslednd primérnd hodnota AA (ICso) u
vzorku Salvéje ve vegetativnim stadiu s ptivodem rostliny v Bou Arada byla 1Cs50=46,47
pg/ml u methanolického extraktu. Tedy vyssi antioxidacni hodnota nez z oblasti Soliman
IC50=57,34 pg/ml. Cim je hodnota ICsp niZ§i, tim ma vzorek silngj$i antioxidaéni aktivitu.
Hodnota AA (ICso) u vzorku salvéje v kvétné fazi s pivodem v Bou Arada dosahuje 32,49
pg/ml a u Salvéje s pivodem v oblasti Soliman ma niz$i hodnotu ICso, 29,20 ug/ml, tedy

vyssi AA.
8.2.3 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH u vzorki hiebicku

Vzorky hiebicku byly extrahovany ve vodném, methanolovém a ethanolovém rozpoustédle.
Vodny roztok byl pfipraven extrakci s demineralizovanou vodou o dvou teplotach (80 °C a
95 °C). U alkoholovych rozpoustédel byly pouzity tfi rizné koncentrace, 25% smés s vodou,
50% smés s vodou a 75% smés s vodou. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty
opakovano ttikrat. Z naméfenych hodnot byl spodten prumér a vypocétena smérodatna

odchylka.

Na obrazku 25 je zobrazeno hodnoceni antioxidacni aktivity (AA) metodou DPPH pro

vzorky hiebicku.
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Obrazek 25: Hodnoceni AA metodou DPPH ve vodnych, methanolovych a
ethanolovych extraktech vzorki hiebicku.
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Nejvyssi prumérnou hodnotu AA, uréenou metodou DPPH (Obr. 25), vykazoval u vzorka
hiebicku vodny extrakt pii vyssi teploté (611,40 mg ekvivalentu troloxu/g). V porovnani
s nizsi teplotou extrakce jsou tyto hodnoty nizsi o 10,5 %. Druhou nejvyssi primeérnou
hodnotu antioxidacni aktivity vykazoval 25% ethanolovy extrakt (591,51 mg/g). Tato
primérnou hodnotu AA 50% extrakt (562,77 mg/g). V ptipadé methanolového extraktu se

vyskytuje celkova nejnizsi primérna hodnota AA, a to u 75% methanolového extraktu
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Pii porovnani extrakénich c¢inidel u vzorki hiebicku metodou DPPH je patrné, ZzZe
nejefektivnéj$im extrakénim ¢inidlem je demineralizované voda o vyssi teploté s primérnou
hodnotu AA (579,28 mg/g). V piipadé methanolového a ethanolového ¢inidla byla primérna
hodnota AA nizsi (545,29 mg/g; 560,44 mg/g). Rozdil mezi primérnou hodnotou AA u
vodného a methanolového extraktu ¢inil 6 %. Z tohoto divodu je pro dosaZzeni vyssi
antioxidacéni aktivity ve vzorka hiebicku metodou DPPH vyhodnéjsi jako extrakéni Cinidlo

pouzit vodu pfi vyssi teploté.

El Ghallab a kol. [61] ve své préaci porovnavali hodnotu AA hiebi¢ku metodou DPPH po
extrakci se Ctyfmi riznymi rozpousStédly s AA eugenolu. Vysledky byly vyjadieny jako ICso
v jednotkach mg/ml. Cim je hodnota ICso niz§i, tim ma vzorek siln&jsi antioxida¢ni aktivitu.
Vzorky byly srovnavany se standardem kyseliny askorbové. Nejvyssi hodnotu AA, tedy
nejnizsi 1Cso, vykazoval vzorek eugenolu (0,40 mg/ml), poté ethanolovy extrakt hiebicku
(0,41 mg/ml), dale n-hexanovy extrakt (0,57 mg/ml), ethylenacetatovy extrakt (0,68 mg/ml)

a nakonec vodny extrakt (2,26 mg/ml), ktery je nejméné efektivnim rozpoustédlem.
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8.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenolu

Celkovy obsah polyfenolii byl u vzork levandule, Salvéje a hiebicku stanovovan za pomoci
Folin-Ciocalteuova Cinidla dle postupu uvedeného v kapitole 7.4. Stanoveni bylo provedeno
se tfemi extrakénimi roztoky, a to s vodnym, methanolovym a ethanolovym c¢inidlem.
Naméifené hodnoty absorbance byly piepocteny na standard kyseliny gallové a poté

vyjadfeny jako ekvivalent kyseliny gallové na gram vzorku.

8.3.1 Hodnoceni celkového obsahu polyfenoli u vzorku levandule

Extrakty suSenych vzorki levandule byly pfipravovany pomoci extrakce ve tfech riznych
rozpousStédlech, a to v demineralizované vodé¢ o dvou teplotaich 80 °C a 95 °C,
methanolovych a ethanolovych extraktech o koncentracich 25% smés s vodou, 50% smés
s vodou a 75% smés s vodou. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovéano

ttikrat. Z namétenych hodnot byl spocten primér a vypoctena smérodatna odchylka.

Na obrazku 26 je znazornéno hodnoceni celkového obsahu polyfenold (PF) ve tfech riiznych

extraktech u vzorkua levandule.
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Obrazek 26: Hodnoceni celkového obsahu PF ve vodném, methanolovém a
ethanolovém extraktu vzorkl levandule.

Z vysledki je zfejmé, Ze nejvysSi obsah PF (Obr. 26) vykazoval vzorek levandule
extrahovany v destilované vode¢ pti vyssi teploté (26,50 mg ekvivalentu kyseliny gallové/g).
V porovnani s nizsi teplotou extrakce, kterda méa celkovou druhou nejvyssi primérnou

hodnotu (22,41 mg/g), se tyto hodnoty lisi o 15,4 %. V piipadé¢ methanolového extraktu je
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patrné, zZe nejvyssi pramérny obsah PF vykazuje 25% extrakt (18,89 mg/g). Zde je mozné
pozorovat klesajici tendenci s rostouci koncentraci. I v pfipadé ethanolového extraktu
dochazi s rostouci koncentraci ke klesajici tendenci celkového obsahu PF. Nejvyssi celkovy
obsah PF u ethanolového extraktu je tedy pii koncentraci 25% (16,33 mg/g). Celkovy
nejnizs§i obsah PF u vzorkl levandule je v 75% ethanolovém extraktu (7,39 mg/g). Tato

hodnota se od nejvyssi (vodny extrakt pti vyssi teplote) lisi o 71 %.

Pti porovnani celkového obsahu PF u vzorkl levandule je zjevné, Ze jako nejefektivnéjsi
extrak¢ni Cinidlo se jevila voda pfi vyssi teploté (prumér 24,46 mg/g). Pii extrakci do
methanolového a ethanolového roztoku byla primérnd hodnota nizsi (16,12 mg/g; 13,09
Z hlediska ziskdni vys$§itho mnozstvi vyextrahovanych polyfenolickych latek ze

vzorki levandule je vyhodnéjsi ptfipravovat extrakt z vodného roztoku pii vyssi teploté.

V préci Alasalvar a Yildirim [62] porovnavali u vzorku Lavandula angustifolia (levandule
lékai'skd) rtizna konvenc¢ni rozpoustédla pro zhodnoceni extrakce celkového obsahu PF.
Hodnoty celkového obsahu PF zjisténé v dané préci klesaly v pofadi: voda (24,36 mg
ekvivalentu kyseliny gallové/g), methanol (10,48 mg ekvivalentu kyseliny gallové/g) a
ethanol (3,14 mg ekvivalentu kyseliny gallové/g). Stejna klesajici tendence v piipadée
pouzitych rozpoustédel se vyskytuje 1 v nasi praci. V této praci v ptipadé vyuziti 80%
methanolu (25,47 mg ekv. KG/g) a 70% ethanolu (29,96 mg ekv. KG/g) doslo k nartstu
celkového obsahu PF ve srovnani se vzorky extrahovanymi 100% rozpoustédly. Autofi tuto
skutecnost vysvétluji tak, Ze ptidavkem vody dochazi k jisté mirné zmén¢ polarity u smési

rozpoustédel, coz se projevuje i u ndmi namétenych vysledkt v praci
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8.3.2 Hodnoceni celkového obsahu polyfenoli u vzorki Salvéje

Extrakty ze suSenych vzorkt Salvéje byly pfipraveny ze tfech extrakénich €inidel, z vodného
roztoku o teploté 80 °C a 95 °C, methanolového a ethanolového o 25% koncentraci, 50%
koncentraci a 75% koncentraci. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty opakovéano

ttikrat. Z namétenych hodnot byl spocitan primér a vypoctena smérodatnd odchylka.

Na obrazku 27 je znazornéno hodnoceni celkového obsahu polyfenold (PF) ve tfech riznych

extrak¢nich Cinidlech u vzorki Salvéje.
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Obrazek 27: Hodnoceni celkového obsahu PF ve vodném, methanolovém a
ethanolovém extraktu vzorku Salvéje.

Z vysledki je zfejmé, ze nejvyssi celkovy obsah polyfenolt (Obr. 27) byl ziskan pii extrakci
vzorku Salvéje do vodného roztoku pii vyssi teploté (14,01 mg ekvivalentu kyseliny
gallové/g). V porovnani s nizsi teplotou 80 °C je rozdil mezi t€émito hodnotami 19,6 %. U
methanolového rozpoustédla byl zjistén nejvyssi celkovy obsah polyfenoll po extrakci s
50% methanolem (5,60 mg/g). V porovnani s celkovou nejvyssi hodnotou (voda pii vyssi
teploté) je tato hodnota polovi¢ni. Nejnizs§i hodnota v ptipadé methanolového cCinidla byla
pti 75% koncentraci (4,71 mg/g). Nejvyssi hodnota u tfetiho pouzitého extrakéniho Cinidla
je vpiipadé¢ 50% ethanolu (6,05 mg/g). Stejn¢ jako v ptfipadé methanolu, tak i u
ethanolového €inidla je nejniZsi zjisténa hodnota PF pii koncentraci rozpoustédla 75% (3,79
mg/g). U methanolového 1 ethanolového roztoku je mozné pozorovat, Ze nejvyssi celkovy
obsah PF u vzorku Salvéje je pifi 50% koncentraci alkoholovych extrakénich cinidel a

nejnizsi celkovy obsah PF je u 75% koncentrace.
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Pti porovnani vSech tfech extrak¢nich ¢inidel, které byly pro zjisténi celkového obsahu PF
pouzity, je patrné, ze demineralizovand voda pii vysSsi teplot€ se projevovala jako
nejucinngjsi extrakéni ¢inidlo s primérnou hodnotou 12,6 mg/g. V ptipadé methanolového

a ethanolového extraktu je celkovy obsah PF nizsi (5,2 mg/g; 4,9 mg/g). Rozdil mezi

v
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vyextrahovanych polyfenolickych latek ze vzorka Salvéje je vyhodnéjsi jako extrakéni
¢inidlo pouzit vodu pfi vyssi teploté.

Farhat a kol. [59] ve své praci stanovovali analyzou v methanolovém roztoku ze susenych
vzorkl Salvéje mnozstvi PF ze dvou riznych oblasti v severnim Tunisku, a to z oblasti Bou
Arada a Soliman. Obsah PF byl stanovovan v riznych fazich rtstu rostliny. Vzorky byly
nejprve extrahovany v petroletheru, nasledné byly vysuSeny, poté byly extrahovany do
methanolu. Vzorky ziskané z oblasti Bou Arada ve vegetativnim stadiu mély celkovy obsah
polyfenoltl 76,65 mg ekv. KG/g. V oblasti Soliman byl celkovy obsah PF vyssi, 82,15 mg
ekv. KG/g. V kvétném stadiu dosahoval tento obsah z oblasti Bou Arada vyssich hodnot,
109,22 mg ekv. KG/g a v oblasti Soliman, 102,51 mg ekv. KG/g. Tyto hodnoty byly
porovnavany s celkovym obsahem polyfenoll u vzorki Salvéje péstovanych v Polsku, kde
celkovy obsah polyfenoli byl pouze 15,60 mg ekv. KG/g. Tato hodnota se blizi nasi zjisténé
hodnoté u vodného extraktu. V ptipadé¢ methanolového extraktu nami stanovend hodnota
byla nizsi, coz mohlo byt zptisobeno jinym postupem pii extrakci vzorkii do roztoku

methanolu a jinou koncentraci methanolu ve smési.
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8.3.3 Hodnoceni celkového obsahu polyfenoli u vzorka hitebicku

Na ptipravu extrakti u vzorkl hiebicku byla pouzita tfi extrakéni ¢inidla, demineralizovana
voda o teplot¢ 80 °C a 95 °C, methanolovy roztok a ethanolovy roztok o 25% koncentraci,
50% koncentraci a 75% koncentraci. Stanoveni bylo pokazdé pro jednotlivé extrakty
opakovano ttikrat. Z naméfenych hodnot byl spocten primér a vypocétena smeérodatna

odchylka.

Na obrazku 28 je zobrazeno hodnoceni celkového obsahu polyfenolt (PF) ve tiech riiznych

extrak¢nich ¢inidlech u vzorkua hiebicku.
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Obrazek 28: Hodnoceni celkového obsahu PF ve vodném, methanolovém a
ethanolovém extraktu vzorka hiebicku.

Nejvyssi celkovy obsah PF (Obr. 28) u vzorki hiebicku vykazoval 50% methanolovy extrakt
(230,66 mg ekvivalentu kyseliny gallové/g). Druh4 nejvyssi hodnota s vyuzitim tohoto
extrakéniho ¢inidla byla pti 75% koncentrace methanolu (221,75 mg/g), tudiz rozdil téchto
hodnot jsou pouze 4 %. Druhy nejvyssi celkovy obsah PF byl zjistén u 50% koncentrace
ethanolu (225,98 mg/g), nasledovala 25% koncentrace (215,97 mg/g), s rozdilem u téchto
dvou koncentraci opét jen 4 %. V obou alkoholovych extraktech je nejvyssi celkovy obsah
PF u koncentrace 50%. U vodného extraktu je celkovy obsah PF nizsi. V ptipadé teploty 95
°C (218,13 mg/g) a s pouzitou teplotou extrakce 80 °C je to 214,32 mg/g. Rozdil mezi témito

stanovenimi je minimalni, jen 2 %.

Pfi porovnani tfech pouzitych extrakénich cinidel u vzorkii hiebicku pro stanoveni

celkového obsahu polyfenolt se jevi jako nejefektivnéjsi methanolova extrakce s priimérnou
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hodnotou 224,78 mg/g. Voda a ethanol v tomto piipadé dosahovaly niz§ich hodnot (216,23
mg/g; 218,37 mg/g). Z vysledkli vyplyva, ze zhlediska mnozstvi vyextrahovanych
polyfenolickych latek u vzorki hiebicku je vyhodnéjsi ptipravit extrakt z methanolového

roztoku o 50% koncentraci. Rozdil mezi primérnym celkovym obsahem polyfenolickych

fvwr

Shan a kol. [60] ve své praci stanovovali celkovy obsah polyfenolickych latek pomoci Folin-
Ciocalteuova cinidla u vzorku hiebicku extrahovaného v 80% methanolu pfi pokojové
teploté po dobu 24 hodin. V této praci bylo porovnavano vice druhti kotfeni. Nejvyssi
celkovy obsah polyfenolt mél hiebicek, 14,38 g ekvivalentu kyseliny gallové/100 g suSiny
Skoftice cela a oregano také mély vysokou hladinu obsahu polyfenolt (11,90 g ekv. KG/100
g; 10,17 g ekv. KG/100 g).
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ZAVER

Levandule, Salvéj a hiebicek jsou rostliny hojn¢ vyuzivané v mnoha primyslovych
odvétvich, napt. kosmetickém, potravinaiském a farmaceutickém. Diky vysokému obsahu
silic 1ze tyto latky vyuzivat i v parfumaiském primyslu. V ptipadé extraktu hiebicku je
mozné jeho vyuZiti v potravinaistvi jako konzerva¢ni slozky. Salvéj je zase vhodna i jako
dochucovadlo. Tyto byliny vykazuji antioxidacni vlastnosti. Jsou tedy schopny vychytavat

volné radikaly, které mohou znehodnocovat mnoho potravin.

Cilem této prace bylo zjistit vliv extrakénich podminek za pomoci tiech extrakénich Cinidel
o riznych teplotich nebo koncentracich na stanoveni antioxida¢ni aktivity, kterd byla
stanovovana metodami ABTS a DPPH a celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-
Ciocalteuova cinidla. K vytvoreni extraktl a k naslednému spektrofotometrickému méteni
byly pouzity susené vzorky levandule, Salvéje a hiebicku. Pro samotnou piipravu extraktt
byla pouzita tfi riznd extrakcéni Cinidla (voda, methanol a ethanol). V ptipadé vody jako
extrak¢éniho ¢inidla probihala extrakce pti dvou teplotach, a to 80 °C a 95 °C. U pouziti
methanolu a ethanolu jako extrakéniho Cinidla byla extrakce provedena pfi tfech riznych

koncentracich, a to 25% smés s vodou, 50% smés s vodou a 75% smés s vodou.

V ptipadé stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS a DPPH se jevilo jako
nejvhodnéjsi extrakeni Cinidlo u levandule a Salvéje voda o vyssi teploté extrakee (95 °C),
poté voda s niZ§i teplotou (80 °C), nasledné methanol pii niZ8i koncentraci a poté ethanol pfi
niz$i koncentraci. U hiebicku nemély extrakéni €inidla na vyslednou hodnotu antioxida¢ni
aktivity metodou ABTS a DPPH takovy vliv jako v ptipad¢ vzorka levandule a Salvéje.
Celkové nejvyssi hodnoty antioxidacni aktivity vykazoval hiebicek, poté levandule a

nejniz8i antioxidacni aktivitu vykazovaly extrakty Salvéje.

Pti stanoveni celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla byla
nejvhodnéj$im extrakénim ¢inidlem opét voda o vyssi teploté (95 °C), poté voda o nizsi
teploté (80 °C), dale methanol a ethanol, a to v pfipad¢ Salvéje 1 levandule. U hiebicku byl
nejvyssi obsah polyfenolll zjistén pouzitim methanolového extrakéniho Cinidla. Celkovy
nejvysSi obsah polyfenoli vykazoval hiebicek, dale levandule a nejniz§i obsah

polyfenolickych latek mély extrakty z Salvéje.
Celkové je mozné konstatovat, Ze zpouzitych rozpoustédel v této praci se, jako
nejefektivnéjsi pro ziskani nejvyssiho vyextrahovaného mnozstvi polyfenoll a také nejvyssi

antioxidacni aktivity, jevila voda, poté methanol a ethanol.
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V ptipadé hodnoceni vysledkii analyzovanych vzorkl levandule, Salvéje a hiebicku je nutné
brat v potaz podminky péstovani byliny, podminky sklizn€ a v ptipadé suSenych vzorki vzit
v tvahu i1 primyslové zpracovani a zptsob suSeni. Tyto faktory pak ovliviiuji v rostlinach
mnozstvi antioxidantli. Po vyhodnoceni vysledkl byly vybrané byliny posouzeny jako dobry
zdroj antioxidantii. Z toho divodu je jejich konzumace vhodna v podobé¢ riiznych népojd,

¢aju ¢i nalev, 1 jako slozky potravin a pokrmii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA antioxidacni aktivita

AAPH 2,2"-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid

AAPM 4-aminoantipyrin

ABAP 2,2"-azobis(2-aminopropan) hydrochlorid

ABTS kyselina 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)

AIBN a,0-azobisisbutyronitril

AMVN 2,2 -azobis(2,4-dimethylnaleronitril)

CZE kapilarni zonova elektroforéza

DPPH- 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal

EFSA European Food Safety Authority (Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin)
FC Folin-Ciocaulteuovo ¢inidlo

FCM Metoda s vyuzitim Folin-Ciocaulteuova ¢inidla

FDA Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv)

FID Flame ionization detector (Plamenové ioniza¢ni detektor)

FRAP Ferric Reduction Antioxidant Power (metoda stanovujici antioxida¢ni €inek

prostiednictvim redukce Zelezitych iontl1)

GABAAa kyselina gama-aminomaselna

GC plynova chromatografie

GRAS Generally Recognized as Safe (vSeobecné povaZovany za bezpecny)

HPLC High-performance Liquid Chromatography (vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie)

I inaktivace

KG kyselina gallova

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity (kapacita absorbance kyslikovych
radikali)

PBM metoda podle Pricea a Butlera
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PF celkovy obsah polyfenolil

TCD Thermal Conductivity Detector (tepelné vodivostni detektor)

TE ekvivalent troloxu

TEAC trolox equivalent antioxidant capacity (antioxidacni aktivita vyjadiend v

ekvivalentech troloxu)
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Obrazek 28: Hodnoceni celkového obsahu PF ve vodném, methanolovém a ethanolovém
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