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ABSTRAKT

Teoretickda cast této diplomové prace byla vénovana popisu Salvéje Iékaiské (Salvia
officinalis) a hefmanku pravého (Matricaria chamomilla). Popsana byla jejich
charakteristika, chemické slozeni, vyuziti a antioxida¢ni Gi€inky. Dale byly v teoretické ¢asti
popsany antioxidanty a jednotlivé metody pouzivané pro kvantifikaci celkového obsahu
polyfenolt a stanoveni antioxida¢ni aktivity. Prakticka ¢ast prace byla zaméfena na piipravu
etanolovych, metanolovych a vodnych extraktii ze zkoumanych rostlin. Nasledn¢ byly tyto
extrakty podrobeny analyze s cilem stanovit obsah celkovych polyfenoli a antioxidac¢ni
aktivitu. Celkovy obsah polyfenolt byl kvantifikovan spektrofotometricky s pouzitim Folin-
Ciocalteuova c¢inidla. Pro detailnéj$i analyzu extrakti byly jednotlivé fenolické latky
stanovené pomoci techniky HPLC s DAD detekei. Antioxidaéni aktivita byla stanovena

pomoci dvou spektrofotometrickych metod, konkrétné s pouzitim ABTS a DPPH.

Kli¢ova slova: hefméanek, Salv¢j, extrakty, polyfenoly, antioxida¢ni aktivita

ABSTRACT

The theoretical part of this diploma thesis was devoted to the description of sage (Salvia
officinalis) and chamomile (Matricaria chamomilla). Their characteristics, chemical
composition, usage and antioxidant effects were described. Furthermore, the theoretical part
describes the antioxidants and the different methods used for the quantification of total
polyphenol content and determination of antioxidant activity. The practical part was focused
on the preparation of ethanolic, methanolic and aqueous extracts of the plants studied.
Subsequently, these extracts were subjected to analysis to determine the total polyphenol
content and antioxidant activity. The total polyphenol content was quantified
spectrophotometrically using Folin-Ciocalteu reagent. For a more detailed analysis of the
extracts, individual phenolic substances were determined using HPLC with DAD detection.
The antioxidant activity was determined by two spectrophotometric methods, using ABTS

and DPPH.

Keywords: chamomile, sage, extracts, polyphenols, antioxidant activity
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UvVOD

Salvgj 1ékaiska (Salvia officinalis) z &eledi hluchavkovitych (Lamiaceae) a hefmanek pravy
(Matricaria chamomilla) z ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae) jsou 1é¢ivé rostliny, které
jsou znamy jiz po staleti svymi pfiznivymi G€inky na lidsky organismus. Obé¢ tyto rostliny
potizich, od revmatickych problémt a ma vliv na kognitivni funkce. Hefmanek se vyuziva
pii Zalude¢nich potizich, podporuje klidny spanek a urychluje hojeni ran. Jejich

farmakologické u¢inky jsou dany ptitomnosti celé Skaly biologicky aktivnich latek.

Obé rostliny maji také antioxidacni ucinky. Antioxidanty jsou latky, které maji schopnost
neutralizovat volné radikaly, které mohou poskozovat bunééné struktury. Za antioxidacni
aktivitu Salvéje jsou zodpoveédné slozky jako jsou fenolické kyseliny, kyselina rozmarynova
a karnosova, dale terpenoidy nebo oligomery kyseliny kdvové. U hefménku je antioxida¢ni
aktivita spjata s pfitomnosti flavonoidii v€etné kvercetinu, luteolinu, apigeninu a rutinu

a také s ptfitomnosti hydroxyskoticovych kyselin.

K vyznamnym antioxida¢nim slozkam t&chto rostlin patfi polyfenoly. Nejpouzivané;si
metodou pro kvantifikaci obsahu celkovych polyfenolti je stanoveni pomoci Folin-
Ciocalteuova ¢inidla, kdy dochazi k reakci polyfenolt s timto ¢inidlem za tvorby modrého
komplexu, kterého intenzita se méfi spektrofotometricky. Pro stanoveni jednotlivych
fenolickych latek, které ptispivaji k antioxidacni aktivité té€chto rostlin, 1ze vyuZit techniku
HPLC/DAD. Jde o pokro¢ilejsi techniku pro stanoveni polyfenolt, ktera umoziuje separaci
jednotlivych polyfenolickych sloucenin na zdkladé jejich odliSné afinity k mobilni

a stacionarni fazi, s naslednou DAD detekci.

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity 1ze provést celou fadou metod, coz je dano existenci n¢kolika
mechanismi, kterymi mohou antioxidanty piisobit. Metody méteni antioxida¢niho aktivity
1ze rozdé€lit na ty, které hodnoti schopnost latek vychytavat volné radikaly (s vyuzitim ¢inidel
ABTS a DPPH) se spektrometrickym stanovenim a ty, které se zaméfuji na redoxni

vlastnosti latek (FRAP).
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TEORETICKA CAST
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1 SALVEJ LEKARSKA
1.1 Charakteristika

Salvej 1ékaiska (Salvia officinalis) je aromaticka bylina s 1é&ivymi G¢inky, ktera spada do
Celedi hluchavkovitych (Lamiaceae). Jednd se o vytrvaly, celorocné zeleny poloket
dortstajici do vysky az 60 cm. Pochazi z oblasti Blizkého vychodu a Stfedomoii a nyni je
roz§ifena po celém svéte, zejména v Evropé a Severni Americe. Jejimi charakteristickymi
znaky jsou fapikaté, podlouhlé listy s clenitym povrchem a modrofialové kvéty kvetouci
v letnim obdobi. Plody jsou hnédé zbarvené tvrdky kulovitého tvaru. Salvéji se nejlépe daii
v suchém a slunném prostfedi. Venkovni vysev se doporucuje provadét nejdiive v kvétnu.
Rostlinu lze pozdé€ji rozmnozovat fizkovanim nebo délenim trsi. Obdobi kvétu Salvéje
1ékatské se muze lisit v zavislosti na mistnich podminkach, obvykle v§ak vykvéta od biezna
do Cervence. Idealni dobou pro sklizen je 1éto, kdy rostlina obsahuje nejvice esencidlniho
oleje (0,43 %), coz je klicové pro jeho komercni vyuziti. Pro zachovani cennych latek
obsazenych v biomase je dulezité jeji spravné usuSeni. Toho Ize dosdhnout dvéma zplisoby:

suSenim ve stinu nebo susenim mrazem (lyofilizaci) [1; 2; 3; 4; 5].

Obr. 1: Salvéj lékaiska [6]
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1.2 Chemické slozeni

Salvéj obsahuje $iroké spektrum fytochemikalii, véetné alkaloidii, sacharidii (arabindza,
galaktéza, glukoza), mastnych kyselin, glykosidovych derivati (saponiny), fenolickych
sloucenin (flavonoidy jako apigenin a kvercetin, kumariny), polyacetylent, steroid, terpent
(linalool, limonen)/terpenoidtl a voskl. Obsah téchto latek se v riznych ¢astech rostliny lisi.
Linalool je nejvice zastoupen ve stonku, zatimco kvéty se vyznacuji vysokym obsahem
a-pinenu a cineolu. Listy jsou bohaté na bornylacetat, kamfen, kafr, humulen, limonen
a thujon. Podobné jako u jinych bylin, i chemické slozeni S. officinalis je ovlivnéno
prostfedim, ve kterém roste. Faktory jako klima ¢i dostupnost vody mohou vyznamné
ovlivnit koncentraci jednotlivych fytochemikalii v rostliné [3; 7].

Ili¢ a kol. [8] provedli analyzu chemického sloZeni esencidlnich olejl Salvéje, jejimz cilem
bylo porovnat obsah chemickych latek mezi plan¢ rostouci a péstovanou salvéji. Vysledky
ukdzaly rozdily v zastoupeni jednotlivych slozek. U plané rostouci Salvéje dominoval
cis-thujon (43,2 %), nasledovany kafrem (17,6 %), 1,8-cineolem (13,8 %), veridiflorolem
(3,8 %) a borneolem (3,4 %). U péstované Salvéje se poradi hlavnich slozek zmeénilo,

pficemz nejvyssi zastoupeni mél kafr, nasledovany cis-thujonem a 1,8-cineolem [8].

1.3 Vyuziti

Salvéj je celosvétové uznavana pro své 1é¢ivé ucinky, coz odrazi i jeji latinsky nazev
walvia®, ktery znamena ,,1€Civy*. Nadzemni ¢asti této rostliny se tradi¢né vyuZzivaji k tlevé
od revmatickych projevil €1 dny. Dale pomaha pfti travicich potizich, jako jsou Zaludecni
viedy, paleni Zzahy a obtiZzich s dychacimi cestami, véetné bolesti v krku. Salvéj je spojovana
s pozitivnim vlivem na kognitivni funkce, které se s vékem c¢asto zhorSuji. Pro svou viini je
oblibenou slozkou parfémii a kosmetickych produktti. Diky svému vyraznému aroma
a schopnosti dochutit pokrmy se hojn€¢ vyuzivd i v gastronomii. Nové studie odhalily,
ze S. officinalis ma mnohem SirSi spektrum farmakologickych uc¢inkli vcetné

~~~~~

hypolipidemickych a hypoglykemickych [3; 5; 9]
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1.4 Antioxidacni aktivita

Salvgj 1ékaiska je znama svymi silnymi antioxidanimi G&inky, které ji fadi mezi G¢inné
1éCivé rostliny. Pivodné byly za hlavni nositele téchto vlastnosti povazovéany kyselina
rozmarynova a karnosova. Nicmén¢, novéjsi vyzkumy odhalily, ze Salvéj obsahuje mnohem
Sirsi Skalu latek vykazujici antioxidaéni aktivitu. Patfi mezi né terpenoidy, flavonoidy
arazné fenolové kyseliny, napfiklad oligomery kyseliny kavové, vcetné kyselin
salvianolovych a yunanovych. Antioxidacni sila flavonoidi v Salvéji se lisi. Nejvyssi
antioxidaéni aktivitu (AA) maji 6-hydroxyluteolin 7-glykosidy, nédsledované luteolin-7-

glykosidy, luteolin-30-glykosidy a apigeninovymi glykosidy [10; 11].

Jasicka-Misiak a kol. [12] se zamé&fili na izolaci extraktd z rostliny S. officinalis. Extrakty
byly ptipraveny ultrazvukovou extrakci a jako extrakéni rozpoustédlo byl zvolen metanol.
V metanolovych extraktech byla stanovena antioxidacni aktivita (AA) spektrofotometricky
pomoci DPPH u dvou rtiznych vzorki Salvéje 1€karské. Vysledky ukazaly, ze AA dosahla
vysokych hodnot, u prvniho vzorku 60,9 % a u druhého vzorku 41,5 % [12].

1.4.1 Kyselina rozmarynova

Kyselina rozmarynova (RA) je pfirodni fenolickd slou€enina, kterd vykazuje ftadu
Chemicka struktura RA obsahuje dva fenolové kruhy s dvéma hydroxylovymi skupinami
v ortho-poloze. Poprvé byla izolovana v 20. stoleti z rozmarynu I¢katského (Rosmarinus
officinalis). Kromé rozmarynu se nachazi v mnoha dalSich rostlinach, jako je Salvéj 1¢ékatska
(Salvia officinalis), dobromysl obecnd (Origanum vulgare), tymidn obecny (Thymus
vulgaris), mata klasnata (Mentha spicata) ¢i perila ktovinova (Perilla frutescens). Dle studie
Elufioye a Habtemariam [13], je koncentrace kyseliny rozmarynové proménliva a 1isi se
v zavislosti na konkrétnim rostlinném druhu ze kterého je izolovan. Rozmaryn lékatsky
obsahuje ptiblizné 1,5 % hmotnosti RA, zatimco perila kovita obsahuje az 20,0 % hmotnosti

RA [13].

Bakota a kol. [14] provedli extrakci z listd Salv€je lékarské. Extrakty byly izolovany
dvoufazovym procesem, nejprve extrakci oxidem uhliCitym v superkritickém stavu
a nésledn¢ extrakci horkou vodou. Mnozstvi RA bylo stanoveno jak ve vychozim materidlu
(listech Salvéje), tak ve vysledném extraktu. Vysledky ukazaly, Ze extrakt obsahoval 28,4 mg

RA na gram extraktu, coz ptredstavuje vice nez trojnasobné mnozstvi ve srovnani s vychozim
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materidlem, ktery obsahoval 9,452 mg RA na gram vzorku. Kromé RA byly v extraktu
kvantifikovany i celkové fenolické latky, jejichz koncentrace doséhla 87,2 mg ekvivalentu
kyseliny gallové (GAE) na gram extraktu. To naznacuje, ze i kdyz extrakt obsahoval Sirsi
spektrum fenolickych sloucenin, kyselina rozmarynova tvofila vyznamnou ¢ast téchto latek.
Antioxidac¢ni aktivita extraktu byla hodnocena pomoci metody ABTS, pficemz byla zjiSténa

hodnota TEAC 1,04 mmol/g [14].
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Obr. 2: Vzorec kyseliny rozmarynové [15]

1.4.2 Kyselina karnosova a karnosol

Kyselina karnosova (CA) a karnosol (CN) jsou dv€ vyznamné slouceniny, které se nachazeji
v rostlinach z Celedi hluchavkovitych (Lamiaceae), kam patii i Salvéj. Kyselina karnosova
je pfirodni sloucenina, konkrétné fenolicky diterpen, ktery obsahuje dvé fenolicke
hydroxylové skupiny a karboxylovou skupinu. Patfi mezi sekundarni metabolity rostlin
a vyskytuje se predevsim v jejich nadzemnich ¢astech. Karnosol je chemické sloucenina,
kterd vznikd z kyseliny karnosové. Tato pfeména nastdva pii vystaveni CA kysliku,
napiiklad pfi suSeni listi rostliny. Karnosol, ktery rovnéz patii mezi diterpeny, ma
specifickou chemickou strukturu ozna¢ovanou jako ortho-difenolickd, a kromé fenolickych
hydroxyli obsahuje také laktonovou ¢ést. Obsah kyseliny karnosové a karnosolu v suSenych
listech Salvéje se mize znacné lisit (0,1 az 7 %) v zavislosti na mnoha faktorech, jako jsou
druh rostliny, podminky rlistu, zpisob zpracovani ¢i pouzita metoda extrakce. Wang a kol.
[16] prokézali, ze kyselina karnosovd ma siln€jsi antioxidacni schopnosti nez vitamin E,
zvlasté pii ochrané rybiho oleje pfed oxidaci. Aruoma a kol. [17] identifikovali CA a CN

jako hlavni antioxidanty pfitomné v rozmarynu [16; 17; 18; 19].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Salv&jové extrakty pripravované ve studii Ebru K a kol. [20] byly analyzovany pomoci
HPLC s UV detektorem. Nejvyssi koncentrace kyseliny karnosové a karnosolu (3,45 mg/g
extraktu) byla zjisténa pfi maceraci 70% etanolem. Bylo také pozorovano, ze tyto latky

rychle degraduji pfi delsi extrakci (nad 3-6 hodin) a vyssi teploté (nad 50 °C) [20].

Obr. 3: Vzorec kyseliny karnosoveé [18]

OH

Obr. 4: Vzorec karnosolu [18]
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2 HERMANEK PRAVY
2.1 Charakteristika

Hetfmanek pravy (Matricaria chamomilla), znamy také jako hefmanek 1ékaisky je jednoleta
1é¢iva bylina z Celedi hvézdnicovitych (Asteraceae). Dortsta do vysky az 80 cm a vyznacuje
se zlutym lazkem, které je obklopeno bilymi okvétnimi listky. Listy jsou dlouhé, uzké
a zpetené. Po odkvétu se tvoii zlutohnédé nazky. Pivodem pochazi z jizni a vychodni
Evropy a zapadni a severni Asie, ale rozsifil se do mnoha dalSich zemi, véetn¢ Britanie
a Australie. Je nendro¢ny na péstovani, roste na vSech typech ptd a je odolny viic¢i chladu.
Na obsah uc¢innych latek, jako jsou esencidlni olej a azulen, ma vétsi vliv teplota a slunecni
svit nez samotny typ pidy. Mnozi se semeny, kterd jsou velmi mala a lze jej péstovat pfimym
vysevem nebo z ptedpéstovanych sazenic. Optimalni teplota pro kliceni semen je mezi
10 °C a 20 °C. Kvete od kvétna do &ervna a kvéty se sbiraji v dobé& plného rozkvétu. Uspéch

komeréniho péstovani zavisi na efektivni sklizni kvétt v optimalni fazi [21; 22; 23].

Obr. 5: Hermdnek pravy [24]
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2.2 Chemické slozeni

V hefmanku pravém se nachazi Siroka Skala latek. Bylo v ném identifikovano celkem
26 kyselin, z nichz ¢tyii mastné kyseliny, konkrétné kyselina palmitova, linolova, olejova
a stearova jsou primarnimi metabolity. DalSich 22 kyselin, jako je skoficova, kavova,
ferulova a vanilova, patfi mezi sekundarni metabolity. Mezi dal$i vyznamné slozky
hefmanku patii flavonoidy, kterych bylo identifikovano kolem 50, vcetné kvercetinu,
apigeninu, luteolinu a rutinu. Kromé flavonoidii obsahuje hefmanek i kumariny (kumarin,
3,4-dihydrokumarin), tékavé oleje, monoterpeny (geraniol, mentol), seskviterpeny
(chamazulen) a dal$i fytochemikalie, jako jsou steroly a polysacharidy. Hefmanek obsahuje
1,29-3,25 % polysacharidi, které se hydrolyzuji na kyselinu D-galakturonovou (45 %),
D-xylozu (20,8 %), D-galaktéozu (12,2 %), L-arabinézu (10,2 %), L-ramnézu (5,3 %)
a D-glukozu (2,3 %) [25; 26].

Analyza hefmankové silice, kterou provedli Hajjaj a kol. [27] s vyuzitim plynové
chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC-MS) odhalila pfitomnost 25 rtznych
sloucenin. Nejvice zastoupenymi slozkami byly chamazulen (25,21 %), cis-beta-farnesen

(12,51 %), eukalyptol (9,19 %), kumarin (7,72 %), galaxolid (6,28 %) a kafr (4,3 %) [27].

2.3 Vyuziti

Hetfmanek je vSestrannid bylina s Sirokym spektrem vyuziti v tradi¢nim 1éCitelstvi
1 kosmetickém primyslu. Susené kvéty hefméanku se pouzivaji k ptiprave Caje, ktery pomaha
pti stfevnich a Zaludecnich potizich, podporuje klidny spanek, omezuje nadmérné poceni
a pusobi preventivné proti nachlazeni. Obklady a koupele z hefmanku urychluji hojeni
koZnich problémi. Lokalni aplikace hefmankové esence se vyuziva k odpuzovani komart,
hojeni ran, hemoroida a zanét oci. Hefmankova silice je cenénou slozkou parfémt, krémii,
vlasovych piipravki, pletovych vod, zubnich past a masaznich oleji. V aromaterapii se

vyuziva pro své zklidiujici ucinky [22; 23; 25].

2.4 Antioxidaéni aktivita

Hlavnimi slozkami hefmanku pravého, které mu propiijcuji antioxida¢ni schopnosti, jsou
flavonoidy a hydroxyskoficové kyseliny. Flavonoidy jsou rozsahlad skupina fenolickych

latek, které se hojné vyskytuji v rostlindch. Z hefméanku bylo izolovano hned nékolik
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flavonoidti vykazujicich antioxida¢ni U¢inky jako kvercetin, luteolin, apigenin a rutin.
Kromeé flavonoidii hefrmének obsahuje 1 hydroxyskoficové kyseliny, pfi¢emz k nejbéznéjSim

patii kyselina chlorogenova a kavova [25; 28].

Karaaslan Ayhan [29] stanovoval antioxidacni aktivitu extraktl zhefmanku bilého
a zlutého, které byly pfipraveny pomoci 3 riznych rozpoustédel (acetonitril, metanol, voda).
AA byla méfena spektrofotometricky pomoci ABTS a DPPH. U obou hefmanki byla
nejvyssi AA zaznamenana u vodnych extrakt piipravenych sonikaci. U hefmanku bilého
byla AA 10,886 mg TEAC/g (méfeno metodou DPPH) a 8,702 mg TEAC/g (méfeno
metodou ABTS). U hefmanku zlutého byly naméfeny hodnoty 11,709 mg TEAC/g (DPPH)
a 11,139 mg TEAC/g (ABTS) [29].

Studie Al-Dabbagh a kol. [30] zkoumala AA etanolového extraktu z hefmanku pomoci
metody DPPH. Vysledky ukazaly, Ze extrakt vykazuje vyznamnou antioxidaéni aktivitu,
kterd se zvySuje s rostouci koncentraci. Pii koncentraci 0,15 mg/ml extrakt inaktivoval
84,2 % volnych radikald DPPH, zatimco pii desetinasobn¢ vyssi koncentraci 1,50 mg/ml

doséhla hodnota inaktivace 94,8 % [30].

2.4.1 Apigenin

Apigenin je Zluty krystalicky flavonoid ze strukturni tfidy flavond, ktery se hojné vyskytuje
v rostlinach. Najdeme ho v petrzeli, pomeranc¢ich, celeru, hefmanku nebo pSeni¢nych
a antibakteridlni u¢inky. Dle studie McKay a Blumberg [31] je 16,8 % apigeninu obsaZzeno
v kvétnim uboru hefmanku. Mucenka, dal$i jeho vyznamny zdroj, se tradicné vyuziva
k lécbe astmatu, nespavosti a nervovych poruch. Apigenin vSak mlZze byt prospéSny 1 pii
1écbe jinych zdravotnich problémi, vcetné koZnich onemocnéni, ischemické choroby

srde¢ni a hypertenzi [31; 32; 33].
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Obr. 6: Vzorec apigeninu [34]

2.4.2 Luteolin

Luteolin je pfirodni flavonoid, konkrétné flavon, ktery se nachdzi v tadé¢ bézné
konzumovanych druhti zeleniny a ovoce, jako jsou celer, sladka paprika, mrkev a brokolice.
Tento zluty krystalicky pigment, izolovany z rostliny Reseda luteola, se vyuziva jako

pfirodni barvivo. Je zndmy svymi rozmanitymi farmakologickymi u¢inky, mezi které patii

-----

jako antioxidant, tak jako prooxidant. Rostliny bohaté na luteolin se v tradi¢ni mediciné

vyuzivaji k 1é¢b¢ riznych onemocnéni, vEetné hypertenze ¢i zanétlivych stavt [35; 36].

V bylinnych nalevech analyzovali Ishizaki a kol. [37] obsah luteolinu a apigeninu pomoci
metody IT-SPME/LC-MS/MS. Z 10 testovanych bylinnych ¢aji byl luteolin detekovéan
ve vysokych koncentracich v maté peprné (375 pg/ml) a Salvéji (99 pg/ml). Naopak apigenin

byl ve vyssi koncentraci (110 pg/ml) obsazen v hefmankovém caji [37].

OH
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Obr. 7: Vzorec luteolinu [38]
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2.4.3 Kbvercetin

Kvercetin, rostlinny flavonoid, se vyskytuje v mnoha druzich ovoce, zeleniny a ofechd.
Bohatymi zdroji kvercetinu jsou jablka, brusinky, ¢erna aronie, cibule, brokolice, rajcata,
chilli papricky a hlavkovy salat. V pfirod¢ je nejCastéji pritomen ve formée glykosidi, tedy
sloucenin, ve kterych je vazan na cukry, jako jsou glukoéza a rutindza. Tato latka je cenéna
pro své rozmanité piiznivé ucinky na lidské zdravi. Vyznacuje se silnymi antioxida¢nimi
vlastnostmi, které pomadhaji chranit buniky ptfed poskozenim volnymi radikaly. Krome
antioxida¢nich G¢inkdi mé schopnost potlacovat zanétlivé procesy v téle. Dale je zkouman

pro své antivirové a neuroprotektivni vlastnosti [39; 40].
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Obr. 8: Vzorec kvercetinu [41]

2.4.4 Rutin

Rutin, znamy také jako rutinosid nebo vitamin P, je pfirodni antioxidant ze skupiny
flavonoidi. Poprvé byl izolovan z routy vonné (Ruta graveolens). Ptirozené se vyskytuje
v pohance, mucence, cibuli nebo citrusovych plodech. Tato polyfenolickd sloucenina
s nizkou molekulovou hmotnosti obsahuje dvé strukturni slozky, a to aglykon kvercetin
antialergické a antivirové u¢inky. Diky t€émto svym vlastnostem ma Siroké spektrum vyuziti.
V potravinafrstvi se pouziva jako barvivo, antioxidant, konzervant a stabilizator. Ve farmacii
je soucasti rostlinnych 1é€iv a multivitaminovych dopliika stravy. V kosmetice se vyuziva

jako aktivni slozka kosmetickych ptipravki [42; 43].

Studie Laina a kol. [44] kombinuje ultrazvukovou a mikrovinnou extrakci (UAE-MAE) jako
potencialni metodu pro izolaci bioaktivnich latek z riiznych druht rostlin. V experimentu
byl analyzovén etanolovy hefméankovy extrakt, u kterého byla detekovana piitomnost
flavonoidii pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s diodovym polem (HPLC-

DAD). Analyza odhalila dva vyznamné piky v chromatogramu, které¢ byly identifikovany
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jako flavonoidy kvercetin a rutin. Z provedenych méteni vyplyva, Ze v extraktu bylo

stanoveno 3,5 mg rutinu/g susiny vzorku a 2,5 mg kvercetinu/g susiny vzorku [44].

Obr. 9: Vzorec rutinu [45]

2.4.5 Kiyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova je polyfenolické slou€enina, ktera je pfitomna v zelenych kavovych
zrnech, ovoci, zelening, olivovém oleji a listech tabdku. Tato sloucenina, chemicky znama
jako 5-kafeoylchinové kyselina, vzniké spojenim kyseliny kdvové a chininové. Diky jejim
1é¢bu kardiovaskularnich onemocnéni, koZnich problémi, diabetu, poSkozeni jater a ledvin

1 neurologickych poruch, v€etné Alzheimerovy choroby a neuropatické bolesti [46; 47; 48].
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Obr. 10: Vzorec kyseliny chlorogenové [49]



26 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

2.4.6 Kyselina kavova

Kyselina kavova je hydroxyskoticova kyselina, kterd spada do rozsahlé skupiny fenolovych
kyselin. Tato slouCenina se pfirozen¢ vyskytuje v mnoha potravinach, véetné kavy, vina,
Caje a propolisu. V rostlinach se mize nachazet v riznych formach, od jednoduchych
monomerd, jako jsou estery organickych kyselin, estery cukri, amidy a glykosidy, az po
na proteiny a dalsi polymery v bunécénych sténach rostlin. Kyselina kavova a jeji derivaty
jsou zndmé svymi biologickymi UCinky. Zvlastni pozornost je vénovéna jejimu
antihepatokarcinomovému potencidlu, nebot’ hepatokarcinom ptedstavuje celosvétove jednu

z hlavnich pfi¢in umrti na rakovinu [50].
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Obr. 11: Vzorec kyseliny kdavové [50]

Studie dle Meinhart a kol. [51] zkoumala obsah izomera chlorogenovych kyselin a kyseliny
kavové v 89 riaznych bylinnych extraktech pomoci metody UPLC. Celkové mnozstvi
chlorogenovych  kyselin bylo stanoveno jako soucet koncentraci mono-
a dikafeoylchinovych kyselin a kyseliny kdvové. Analyza ukazala, Ze chlorogenové kyseliny
byly pfitomny v 93 % zkoumanych extraktii. Nejvyssi koncentrace téchto kyselin byla
detekovana v nalevu z yerba maté (I/lex paraguariensis), a to 52,6 mg/100 ml extraktu. Vyssi
mnozstvi chlorogenovych kyselin bylo také zjisténo v bilém a zeleném ¢aji a v kvétu ¢erného

bezu [51].

Kyselina kdvova byla detekovana v 60 % analyzovanych extraktd. Jeji koncentrace se
pohybovala v rozmezi od 1,0 pg/100 ml extraktu (Polygonum acre) do 567 pg/100 ml
extraktu (Echinodorus grandiflorus) [51].
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3 ANTIOXIDANTY

V lidském téle probihaji procesy, pii kterych jako vedlejsi produkty mohou vznikat Skodlivé
latky znamé jako reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), souhrnné oznacované jako
RON:S. Tyto slouceniny mohou ve vyssich koncentracich poskodit lipidy, proteiny a DNA.
Kli¢ovou roli pro obranu organismu proti Skodlivym ucinkim volnych radikdlti hraji
antioxidanty. Antioxidanty piisobi riznymi mechanismy, ¢imzZ neutralizuji ¢inky volnych
radikala. Nékteré z nich inhibuji produkci volnych radikali, ¢imz snizuji jejich celkovou
koncentraci v téle. Jiné vychytavaji volné radikaly a méni je na méné toxické slouceniny.
Diky témto mechanismiim antioxidanty pomahaji chréanit lidsky organismus pied oxidacnim
stresem. Oxidacni stres je stav, kdy v téle vznikd nerovnovadha mezi volnymi radikaly
a antioxidanty. Dlouhodoby oxidaéni stres je spojen s mnoha chronickymi onemocnénimi,

vcetné rakoviny, kardiovaskularnich ¢i neurologickych chorob [52].

Hlavnim zdrojem pfirodnich antioxidantl jsou rostliny. Jejich antioxidacni aktivita se 1isi
v zavislosti na rostlinném druhu, odriid¢, podminkach péstovani ¢i zplisobu extrakce. Mezi
rostlinné antioxidanty patii predev§im polyfenoly (fenolové kyseliny, flavonoidy,
antokyany, lignany a stilbeny), karotenoidy (xantofyly a karoteny) a vitaminy (E a C).
Vysoky obsah antioxidanti byl prokazan u mnoha druhi ovoce a zeleniny, zejména u téch
s Cervenym (napf. rajcata, jahody), oranzovym (mrkev, pomerance) a fialovym (zeli,

borlivky) zbarvenim [53; 54].

Pro tisp&$né studium piirodnich antioxidantfi z rostlin je kli¢ova efektivni extrakce. Uéinnost
extrakce zavisi na mnoha faktorech vcetné teploty, pH , doby extrakce ¢i typu a koncentraci
extrakéniho rozpoustédla. Zejména pak volba rozpoustédla hraje dileZitou roli. K extrakci
antioxidantl z rostlinného materialu se obvykle pouzivaji konvenéni metody, a to extrakce
organickymi rozpouStédly (macerace, Soxhletova extrakce) nebo extrakce pomoci vody
s ruzné€ vysokou teplotou. Hlavnimi nevyhodami téchto metod je jejich Casova narocnost,
vysoka spotieba rozpoustédel a nizka vytéZznost. Navic dlouhy proces zahtivani mize vést
k nezddouci degradaci termolabilnich sloucenin. Dal§im zplsobem izolace latek
s antioxida¢ni aktivitou je pouziti nekonvencnich metod (napt. extrakce superkritickou
tekutinou, extrakce pulznim elektrickym polem). Nekonvenéni metody sice nabizeji
rychlejsi a efektivnéjsi extrakci, avSak vyZzaduji znané investice. Alternativni metodou
muze byt téZ macerace jedlymi oleji. Tato metoda patii mezi tzv. ,,metody zelené extrakce®,
jelikoz nevyzaduje pouziti organickych rozpoustédel a nema Skodlivé u¢inky na zivotni

prostiedi. [54; 55].
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4 STANOVENI OBSAHU POLYFENOLU

4.1 Stanoveni obsahu polyfenoli metodou HPLC s UV detekci

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je rutinni separa¢ni metoda zalozena na
principu separace jednotlivych slozek vzorku dle jejich rozdilené afinity k mobilni fazi
(kapalin€) a staciondrni fazi (pevné latce). Citlivost a presnost vysledkli pii analyze
rostlinnych vzorkli zavisi na spravné volbé stacionarni faze, mobilni faze a detektoru.
Nejcastéji se vyuziva nepolarni stacionarni faze, jelikoz je hydrofobni a efektivné tak
oddéluje a detekuje nepolarni slouceniny obsazené v rostlinnych extraktech. Vysokotlaké
cerpadlo vhéani vzorek do kolony, kde dochdzi k separaci jednotlivych slozek smési.
Nasledné prochazi separované slozky detektorem, nejcastéji UV-VIS, fluorescenénim ¢i

hmotnostnim a poté dochazi k jejich identifikaci [56; 57; 58].

Védecka prace vypracovana Gligor a kol. [59] identifikovala a kvantifikovala fenolické
slouceniny v extraktu Salvia officinalis pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie
s UV detekci (HPLC-UV). Extrakty byly pfipraveny maceraci susenych listi salvéje v 70%
etanolu. Analyza extraktu S. officinalis odhalila ptitomnost vSech deviti sledovanych

fenolickych slou¢enin. Namétené vysledky jsou uvedeny v Tab. I [59].

Tab. 1: Fenolicke slozeni extraktu S. officinalis [59]

Detekovand latka Namétend koncentrace (ng / ml)
(+)-Katechin 34,86
Kyselina syringova 3,32
Kyselina skoficova 4,92
Resveratrol 0,98
Kyselina chlorogenova 38,61
Kyselina kavova 55,07
Kyselina ferulova 115,11
Rutin 43,99

Kvercetin 143,32
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4.2 Stanoveni obsahu polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Folin-Ciocalteuova metoda je celosvétové nejpouzivanéjsi metodou pro kvantifikaci
celkovych polyfenoli. Pavodné byla vyvinuta pro kvantifikaci dvou aromatickych
aminokyselin, tyrosinu a tryptofanu a neptimo i celkového obsahu bilkovin. Popularita této
metody prameni zejména z jeji relativni rychlosti provedeni a celkovych nizkych nakladu.
Dalsi jeji nespornou vyhodou je jednoduchost provedeni, ktera nevyzaduje pouziti slozitych
pristroji a velkého mnozstvi chemikalii. Nicméné, pro dosazeni spolehlivych vysledku je
klicové pecliveé kontrolovat reakéni podminky, jelikoz je citliva na pH, teplotu a ¢as. Princip
metody spoc¢ivd v oxidaci hydroxylovych skupin v polyfenolech za pouziti Folin-
Ciocalteuova cinidla. Folin-Ciocalteuovo (FC) ¢inidlo je z chemického hlediska smési
sodnych soli molybdenanu a wolframanu, anorganickych kyselin chlorovodikové
a fosfore¢né, siranu lithného a vody. Komplex kyseliny fosfomolybdenové
a fosfowolframové ma v oxidovaném stavu zlutou barvu. Pfi redukci fenoldtovymi ionty
(vzniklymi z polyfenolid) dochdzi ke vzniku intenzivniho modrého zbarveni. Podstata
barevné zmény spocivd v pifenosu elektroni mezi FC c¢inidlem (oxidaéni c¢inidlo)
a polyfenolem (reduk¢ni €inidlo). Intenzita modré barvy, ktera vznikne po pfijeti elektront
¢inidlem, je umérnd redukcéni schopnosti polyfenolii. Reakce fenolickych sloucenin
s kyselym FC ¢inidlem probiha efektivné pouze v zasaditém prostiedi. Dlivodem je nutnost
deprotonace hydroxylové skupiny (-OH) ve fenolovém jadru. Proto se do smési vzorku
a Cinidla ptidava roztok uhli¢itanu sodného, ¢imz se pH zvysi pfiblizn€ na 10 a zaroven se
predejde prilis vysoké alkalité prostiedi. Vysledky stanoveni celkovych polyfenoll se ¢asto
vyjadiuji jako ekvivalenty kyseliny gallové. Kyselina gallova totiz vykazuje ve srovnani
s jinymi fenolickymi slou€eninami, jako je napiiklad kyselina chlorogenova nebo
neochlorogenovd, nejvyssi absorbanci. Kvantifikace intenzity zbarveni analyzovaného

vzorku probiha spektrofotometricky pfi vinové délce 750 nm [60; 61; 62; 63].
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Obr. 12: Redoxni reakce mezi polyfenoly a Folin-Ciocalteuovym cinidlem [60]

V ramci védecké studie popsané v kapitole 4.1 byl kvantifikovan i obsah celkovych
polyfenolli v etanolovém extraktu Salvéje 1ékarské. Vysledky ziskané pomoci Folin-

Ciocalteauovy metody ukazaly, Ze testovany extrakt obsahuje 67,12 mg GAE/ml [59].

Studie, kterou se zabyvali Jasicka-Misiak a kol. [12] (1.4), rovnéz stanovovala TPC.
Mnozstvi celkovych polyfenolil bylo zjistovano u dvou riznych vzorku salvéje 1ékarské.

U prvniho vzorku byl TPC 93,8 mg GAE/g a u druhého 63,9 mg GAE/g [12].

Karaaslan Ayhan [29] se zaméfil na porovnani vlastnosti bilého a zlutého hefmanku, pti¢emz
analyzoval nejen jejich antioxidacni aktivitu (2.4), ale i celkovy obsah polyfenoli.
V extraktu ze zlutého hefmanku bylo zjisténo vyssi mnozstvi TPC (5,22 mg GAE/g) ve
srovnani s extraktem z bilého hefménku, kde hodnota TPC ¢inila 3,86 mg GAE/g [29].

V ramci analyzy etanolového hefméankového extraktu, kterou provedl Al-Dabbagh a kol.
[30] byl rovnéz kromé AA (2.4) stanoven i TPC. Namétena hodnota TPC 21,4 mg GAE/g

svedci o vysokém obsahu polyfenoll v extraktu [30].
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5 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Existuje Siroka skala metod, které mohou byt vyuzivany ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity
latek. Divodem této rtiznorodosti je skute¢nost, ze antioxidanty mohou neutralizovat volné
radikaly riznymi mechanismy. K neutralizaci volnych radikali dochazi nejcastéji ptimou
reakci antioxidantu s radikalem, kdy antioxidant, diky své stabilité, mtize darovat elektron
volnému radikalu a tim ho stabilizovat. Dal§i moznosti mize byt interakce antioxidantu
s pfechodnymi kovy. Piechodné kovy, jako je Zelezo nebo méd’, mohou v organismu vyvolat
vznik volnych radikald, které poskozuji buiiky. Antioxidanty tyto kovy chelatuji a tim
zabranuji jejich Skodlivym u¢inkiim. Metody méteni antioxidacniho aktivity 1ze rozdélit na
ty, které hodnoti schopnost latek vychytavat volné radikaly (ABTS a DPPH) a ty, které se
zaméfuji na redoxni vlastnosti latek (FRAP) [64; 65; 56].

Chaves a kol. [66] se zam¢fili na stanoveni AA v 12 rtiznych rostlinnych druzich, s cilem
identifikovat nové potencialni latky s antioxida¢nimi vlastnostmi. Ke stanoveni AA
v pfipravenych extraktech byly pouZzity metody DPPH, FRAP a ABTS [66]. Analyza AA
s pouzitim metody DPPH odhalila, Ze R. aculeatus vykazuje nejniz$i antioxida¢ni potencial
(0,007 QE mg/mg suSiny). Naopak, rostliny A. unedo, C. salvifolius, C. ladanifer
a P. lenticus se vyznacuji vyrazné vyssi AA (0,035; 0,032; 0,030; 0,030 QE mg/mg susiny),
coz ukazuje na jejich silnéj8i antioxidacni vlastnosti. Pfi pouZiti metody ABTS byla nejvyssi
AA zjisténa u E. australis (0,014 QE mg/mg susiny), C. salvifolius (0,013 QE mg/mg
suSiny), A. unedo a P. lenticus (oba 0,012 QE mg/mg suSiny). Opét se potvrdilo, ze
predchozi zjisténi, kdy R. aculeatus opét vykazoval nejnizsi AA (0,004 FeSO4 E mg/mg
suSiny) a C. ladanifer a P. lentiscus naopak nejvyssi (oba 0,071 FeSOs E mg/mg susiny)
[66].
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5.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH

Metoda stanoveni antioxidac¢ni aktivity s vyuzitim DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) je
jednou znejcastéji vyuzivanych metod. Je oblibend predevSim diky své rychlosti
a ekonomické dostupnosti. Podstata této metody spociva v interakci zkoumané latky se
stabilnim radikdlem DPPH", ktery mé tmavé fialové zbarveni. Tento radikal je béhem reakce
redukovan na DPPH-H (difenylpikrylhydrazin) a soucasné dochdzi ke zmén¢ barvy roztoku
z fialové na Zlutou. Pritb¢h reakce je monitorovan spektrofotometricky, a to métenim ubytku

absorbance pii vinové délce 517 nm [64; 67; 68].
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Obr. 13: Mechanismus reakce DPPH radikalu s antioxidantem [67]
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5.2 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS

Metoda vyuzivajici ABTS (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)) je
povazovana za jednu z nejcitlivéjSich technik pro stanoveni antioxidacni aktivity. Jeji
princip spoéiva ve schopnosti testované latky zhaSet kationtovy radikal ABTS™. Tento
radikal se pripravuje oxidaci ABTS persiranem draselnym a vyznacuje se zelenomodrou
barvou. V piitomnosti antioxidantd, které daruji vodik, dochazi k redukci ABTS™
a postupnému odbarvovani roztoku. Mira zhaseni radikélu se méti spektrofotometricky pfi
vlnové délce 734 nm. Vysledky se obvykle vyjadiuji jako ekvivalenty troloxu, cozZ umoziuje

srovnani s antioxida¢ni kapacitou standardni latky [64; 67; 69].
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Obr. 14: Chemicka reakce ABTS s antioxidantem [67]
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I PRAKTICKA CAST
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6 CILDIPLOMOVE PRACE

Diplomova prace je zaméfena na popis a stanoveni polyfenoli a antioxidacnich

charakteristik Salvéje 1¢ékaiské (Salvia officinalis) a hefmanku pravého (Matricaria

chamomilla).

V teoretické ¢asti:

Popsat Salv¢j Iékaiskou (Salvia officinalis) a hetméanek pravy (Matricaria

chamomilla), charakterizovat jejich chemické sloZeni, vyuZiti a antioxidacni G¢inky.

Popsat antioxidanty a jednotlivé metody pouZzivané pro kvantifikaci celkového

obsahu polyfenoll a stanoveni antioxida¢ni aktivity.

V praktické ¢asti prace:

Ptipravit etanolové, metanolové a vodni extrakty z obou zkoumanych 1é¢ivych

bylin.

Pro detailnéjsi analyzu danych extraktii provést stanoveni jednotlivych fenolickych

latek pomoci HPLC techniky s DAD detekci.

Nasledné¢ tyto extrakty podrobit analyze s cilem stanovit obsah celkovych
polyfenolti a antioxida¢ni aktivitu. Celkovy obsah polyfenoli kvantifikovat
spektrofotometricky s pouZzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Antioxidacni aktivitu
stanovit pomoci dvou spektrofotometrickych metod, konkrétné s pouZitim ABTS

a DPPH ¢inidel.
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7 MATERIAL, CHEMIKALIE, POMUCKY A PRISTROJE

7.1 Material

Pro ptipravu extraktti byly zvoleny jako vychozi material dvé 1é€ivé rostliny: Salvej 1ékatska
(Salvia officinalis) a hefmanek pravy (Matricaria chamomilla).

Pro zajisténi reprezentativnosti vysledkl bylo analyzovéano celkem 14 vzorki téchto rostlin
(Tab. 2 a Tab. 3), z toho vzdy po 6-ti vzorcich suSené rostliny od riznych komerénich
vyrobcli. Pro doplnéni experimentu byly zahrnuty i dva vzorky cerstvé Salvéje ze
soukromého péstitelstvi. Pro extrakci byly pouzity nasledujici ¢asti rostlin: u Salvéje nat’

a listy, u hefmanku kvét.

Tab. 2: Vzorky Salveje lékarské (Salvia officinalis)

Oznaceni vzorku Forma vzorku Cast byliny Zem¢ pluvodu

SS 1 SusSena Nat’ Ceska republika
SS 2 Susena Nat’ Ceska republika
SS 3 Susena Nat’ Ceska republika
SS 4 Susena Nat’ Ceska republika
SS 5 Susena Listy, bio Némecko

SS 6 Susena Nat’ Ceska republika
¢S 1 Cerstva Nat’, listy Ceska republika

CS 2 Cerstva Nat’, listy Ceska republika
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Tab. 3: Vzorky hermanku pravého (Matricaria chamomilla)

Oznaceni vzorku Forma byliny Cast byliny Zem¢ puvodu
SH 1 Susena Kvét Ceska republika
SH 2 Susena Kvét Ceska republika
SH 3 Susena Kvét Ceska republika
SH 4 Susend Kvét Ceska republika
SH 5 Susena Kvét, bio Ceska republika
SH 6 Susend Kvét Ceska republika

7.2 Chemikalie

Etanol, p.a. (Penta, Ceska republika)

Metanol, p.a. (Lach:Ner, s.r.o., Ceska republika)
Demineralizované voda

Folin-Ciocalteauovo &inidlo (Penta s.r.o., Ceska republika)
Uhligitan sodny (Lukes, Ceska republika)

Acetatovy pufr (Lukes, Ceska republika)

DPPH (Sigma Aldrich, Francie)

Trolox (Sigma Aldrich, Francie)

ABTS (Sigma Aldrich, Francie)

Peroxodisiran draselny (Lach:Ner, s.r.o0., Ceska republika)
Standard kyseliny gallové (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard kyseliny neochlorogenové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard kyseliny 4-hydroxybenzoové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard epigalokatechinu (Sigma Aldrich, Francie)

Standard katechinu (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny vanilové (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny chlorogenové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard kyseliny kdvové (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny syringové (Sigma Aldrich, Francie)
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Standard epikatechinu (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny trans-p-kumarové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard kyseliny ferulové (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny sinapové (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny elagové (Sigma Aldrich, Francie)

Standard rutinu (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny trans-hydroxyskoticové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard etylesteru kyseliny protokatechové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard resveratrolu (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kyseliny trans-skoficové (Sigma Aldrich, Francie)
Standard kaempferolu (Sigma Aldrich, Francie)

Standard kvercetinu (Sigma Aldrich, Francie)

7.3 Pomiicky a pristroje
Analytické vahy Voyager PRO VP214C (Ohaus, USA)
Filtra¢ni papir KA 4 (Papirna Perstejn, Ceska republika)
Laboratorni sklo
Laboratorni tfepacka LT2 (Kavalier, Ceska republika)
Ttepacka na zkumavky (Vortex CHS, Ceska republika)
Spektrofotometr WPA S1200+ (Bio-chrom, s.r.o., Slovensko)
Aparatura pro HPLC-DAD (Dionex Ultimate 3000 System, USA)
- autosampler Dionex Ultimate 3000 WPS-3000 SL A WPS-3000 RS

- pumpa Dionex Ultimate 3000 SD

- kolona Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm)
- kolona Dionex Acclaim C 8 (150 mm x 2,1 mm; 5 pm)

- detektor Dionex Diode Array Detector, DAD-3000 RS

- vyhodnocovaci program Chromeleon 7 (verze 7.2.1.5537)



38 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

8 METODIKA STANOVENI

8.1 Priprava extraktii

V prvnim Casti experimentu byly pfipraveny extrakty z Salvéje (7ab. 2) a hefmanku
(Tab. 3). Jako extrak¢ni rozpoustédla byla zvolena: etanol, metanol a demineralizovana

voda.

Pro extrakci hefmanku a Salvéje byly vzorky rostlin navazeny s presnosti 0,0001 g na
analytickych vahéach. U suSeného hefrmanku byla navazka 1,0 g pro kazdy vzorek. U Salvéje
se navazka liSila dle toho, zda se jednalo o suSenou ¢i Cerstvou rostlinu. Susena forma Salvéje

byla navdzena v mnozstvi 0,5 g, u Cerstvé salvéje byla navazka 1,0 g.

Vodné extrakty byly pfipraveny extrakei vzorku 50ml demineralizované vody o teploté
100 °C po dobu 10 minut. Béhem této doby byl vzorek michan. Po dané dob¢ extrakce byl
extrakt ochlazen na laboratorni teplotu a nasledné piefiltrovan pies filtracni papir. Takto
ziskany filtrat byl nafedén dle potieby a podroben analyze s cilem stanovit celkovy obsah
polyfenolti, pfitomnost a obsah jednotlivych polyfenolickych latek u vybranych vzorkd,

a antioxidacni aktivitu.

Etanolové a metanolové extrakty byly pfipraveny extrakci vzorku 50ml etanolu ¢i metanolu.
Vzorky byly tfepany na tfepacce po dobu 30 minut. Nasledné byly extrakty opét zfiltrovany,
vhodné nafedény a byl stanoven celkovy obsah polyfenolll, pfitomnost a obsah jednotlivych

polyfenolickych latek u vybranych vzorki, a antioxidacni aktivitu.

8.2 Stanoveni obsahu polyfenolii pomoci HPLC/DAD

Celkovy obsah polyfenola byl stanoven metodou HPLC/DAD v 6 extraktech. Analyzovany
byly metanolové, etanolové a vodné extrakty ze suseného hefmanku (SH_2) a bio extraktu

salvéje (SS_5).

Pro separaci polyfenolickych latek byla vyuzita kolona Phenomenex Kinetex C 18
o rozmérech 150 mm x 4,6 mm, pfi¢emZ velikost Castic byla 5 um. Mobilni faze A byla
tvofend smeési vody a kyseliny octové (o Cistot€ 99,8 % ) v pomeru 99:1. Zatimco mobilni
faze B se skladala z vody, acetonitrilu a kyseliny octové (o Cistoté 99,8 %) v poméru 67:32:1.
Optimalni separace bylo dosazeno diky vyuziti selektivity mobilnich fazi. Detailni popis

slozeni mobilnich fazi v pritb¢hu Casu je uveden v Tab. 4.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Tab. 4: Slozeni mobilnich fazi behem gradientové eluce

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0-10 80 —90 1020
10-16 60 —80 20 -40
16 20 50 —60 40 —50
2025 30 -50 50 —70
2530 30 70
30 40 30-90 7010
40 —45 90 10

Meéfieni bylo provedeno za nasledujicich podminek: teplota kolony 30 °C, prutok mobilni
faze 1 ml/min, injekéni objem 10 pl a doba analyzy 45 minut. Data byla zaznamenévana pfi
4 rGznych vinovych délkach (210, 254, 275 a 375 nm). Pro kvantitativni stanoveni obsahu
polyfenolll v extraktech byla vyuzita data naméfena pifi vinové délce 275 nm vuci

standardam.

8.2.1 Kalibraéni krivky standardi polyfenolickych latek

V ramci analyzy bylinnych extraktl bylo s vyuzitim HPLC s DAD detekci identifikovéno,
na zakladé porovnani se standardy, a kvantifikovano celkem 22 rGznych polyfenolickych
sloucenin. Pro vyhodnoceni mnoZzstvi téchto analyzovanych latek byly stanoveny rovnice
linearni regrese, které¢ jsou uvedeny v Tab. 5. Z téchto rovnic bylo nejprve zjisténo mnozstvi

jednotlivych polyfenolll v pg/ml a nasledné prepocitano na pg/g vzorku.

Tab. 5: Rovnice linedrni regrese polyfenolickych latek

Polyfenolicka latka Rovnice linearni regrese

Kyselina gallova y =0,3413x

Kyselina protokatechova y =0,2359x
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Polyfenolicka latka

Rovnice linearni regrese

Kyselina neochlorogenova

Kyselina

4-hydroxybenzoova

Epigallokatechin
Katechin
Kyselina chlorogenova
Kyselina vanilova
Kyselina kavova
Kyselina syringova
Epikatechin

Kyselina

trans-p-kumarova

Kyselina ferrulova
Kyselina sinapova
Kyselina elagova

Rutin

Kyselina

trans-hydroxyskoticova

Etylester kyseliny protokatechové
Resveratrol
Kyselina trans-skoficova
Kaempferol

Kvercetin

y=0,1559x
y=0,5114x
y =0,0221x
y =0,0987x
y =0,2125x
y=0,2612x
y =0,5478x
y =0,3716x
y =0,1366x
y =0,1882x
y =0,4502x
y=0,1767x
y =0,2005x
y=0,1257x
y =1,2589x
y =0,3095x
y=0,3613x
y = 1,4882x
y =0,2241x
y =0,3202x

kde y je plocha piku (mAU.min) a x je koncentrace dané polyfenolické latky (pg/ml)
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8.3 Stanoveni obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Pro kvantifikaci celkového obsahu polyfenolli v bylinnych extraktech pfipravenych dle
postupu uvedeného v kapitole 8.1 byl pouzit modifikovany postup s vyuzitim Folin-

Ciocalteuova ¢inidla [70].

Do sklenéné¢ zkumavky bylo napipetovano 0,4 ml extraktu ptislusené byliny a 4 ml 10%
Folin-Ciocalteuova Cinidla. Tato reakcni smés byla promichéna na vortexu a inkubovana pfi
laboratorni teploté ve tmé& po dobu 5 minut. Poté byly k reakéni smési ptidany 4 ml 10%
uhli¢itanu sodného. Smés byla opét promichana a inkubovana ve tm¢ dal$ich 15 minut. Po
druhé inkubaci byla reakéni smés dikladné promichéna a nésledné byly vzorky méfeny
spektrofotometricky pti vinové délce 750 nm proti slepému vzorku. Jako slepy vzorek byla
pouzita smés, ktera se svym sloZzenim shodovala s reakéni smési, avSak misto extraktu byliny
bylo pipetovano 0,4 ml demineralizované vody, etanolu nebo metanolu, v zavislosti na typu
extrakéniho rozpoustédla. Absorbance kazdého vzorku byla méfena ve tfech paralelnich

stanovenich pro zajisténi presnosti a reprodukovatelnosti vysledk.

Mnozstvi celkovych polyfenoll v extraktech bylo vypocitano z hodnot zjisténé absorbance
s pfepoctem pies regresni rovnici kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny
gallové (GA). Vysledky byly vyjadieny jako mg ekvivalentu kyseliny gallové (GAE) na ml
extraktu. Nasledné byly tyto koncentrace ptepocitany jako mnozZstvi celkovych polyfenolt

vyjadiené v mg GAE na g vzorku.

8.3.1 Kalibraéni kfivka Kkyseliny gallové

Pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky byl jako standard pouzZit roztok kyseliny gallové
o nasledujicich koncentracich: 0,05; 0,1; 0,125; 0,15 a 0,175 mg/ml. U pfipravenych
kalibra¢nich roztok byla stanoven obsah celkovych polyfenolii (TPC) spektrofotometricky
(A=750 nm) dle postupu popsané¢ho v kapitole 8.3. Nasledn¢ byla sestavena kalibracni
ktivka, kterd zobrazuje zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové. Prolozenim

kalibra¢nich bodt pfimkou byla ur¢ena regresni rovnice.
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Obr. 15: Kalibracni kiivka kyseliny gallové

Rovnice linearni regrese kalibra¢ni pfimky kyseliny gallové (GA):
y = 4,8718x + 0,0107,
kde y je absorbance (—) a x je koncentrace kyseliny gallové (mg/ml).
R? = 0,9973,

a R? je hodnota spolehlivosti (—)

8.4 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH

Pro stanoveni antioxidacni aktivity Salv€jovych a hefmankovych extrakti bylo vyuzito

spektrofotometrické hodnoceni extraktl po reakci s DPPH cinidlem.

Reakéni smés byla pfipravena smichanim modifikovanym postupem ze zdroje [70] 3 ml
acetatového pufru (pH 5,5), 5 ml DPPH a 0,3 ml Salvéjového extraktu, respektive 0,6 ml
hefmankového extraktu. Po ditkladném promichédni byla smés inkubovédna po dobu jedné
hodiny pfi laboratorni teplot€¢ na tmavém misté s obCasnym michanim. Po uplynuti
inkubacni doby byla smés opét promichana na vortexu a byla zméfena absorbance
jednotlivych vzorkil pii vinové délce 517 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek mél

obdobné slozeni jako reak¢éni smés, ale DPPH bylo nahrazeno etanolem. Pro stanoveni
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hodnoty inaktivace byl pfipraven kontrolni vzorek, ktery obsahoval 3 ml acetatového pufru
(pH 5,5), 5 ml DPPH a 0,3/0,6 ml etanolu, metanolu nebo demineralizované vody dle typu

extrakce. Kazdy vzorek byl pfipraven a méfen 3x.

Hodnota inaktivace (I, %) byla vypocitana z naméfenych hodnot absorbance kontrolniho

vzorku a extraktll pomoci nasledujiciho vzorce:

K— A
1=( - )x100(%),

kde I je hodnota inaktivace (%), K je absorbance kontrolniho vzorku (A=517 nm) (-),
A je absorbance extraktu (A=517 nm) (-).

Antioxidacni aktivita analyzovanych extraktti byla stanovena z hodnot zjiSténé inaktivace
s prepoc¢tem pres regresni rovnici kalibra¢ni zavislosti inaktivace na koncentraci troloxu.
Vysledky antioxidaéni aktivity (AA) byly vyjadieny v mg troloxu na ml extraktu a poté

pfepocitany na mg ekvivalentu troloxu (TE) na g vzorku.

8.4.1 Kalibracni kiivka troloxu (DPPH)

Pro vytvofeni kalibracni kiivky bylo pfipraveno 5 kalibra¢nich roztokd troloxu
o koncentracich 0,15; 0,25; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml. U kazdého z téchto roztoki byla
spektrofotometricky (A=517 nm) zmé&fena absorbance, ktera byla pfepoctena na inaktivaci,
a to v souladu s postupem podrobnéji popsanym v kapitole 8.4. Na zdklad¢ téchto dat byla
sestavena kalibracni kiivka, kterd znazorfiuje zavislost inaktivace na koncentraci troloxu.

Body v grafu byly aproximovany ptimkou a byla ur¢ena rovnice linearni regrese.
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Obr. 16: Kalibracni kiivka troloxu (DPPH)

Rovnice linearni regrese kalibra¢ni piimky troloxu:
y = 193,12x + 1,3858,
kde y je inaktivace (%) a x je koncentrace troloxu (mg/ml).
R? = 0,9985,

a R? je hodnota spolehlivosti ().

8.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS

Pro stanoveni AA byla pouzita také metoda s vyuzitim ABTS ¢inidla. Reakéni smés pro toto
stanoveni (modifikovany postup dle zdroje [70]) byla pfipravena tak, ze roztok ABTS
(c=3,5 mmol/l) byl smichédn s roztokem peroxosiranu draselné¢ho (c=0,06 mol/l) v poméru
50:1. Takto pfipravena smés byla ponechdna 16 hodin ve tmé& pii laboratorni teploté.
Po uplynuti této doby, kdy smés reagovala, byl vysledny kationtovy radikal ABTS smichan
s octanovym pufrem (pH 4,3) v poméru 1:39.

Do zkumavky bylo napipetovano 0,1 ml extraktu z Salvéje/hefméanku. K tomuto extraktu
bylo pfidano 8 ml reakéni smési. Cely obsah zkumavky byl diikkladné promichan pomoci
vortexu a poté byl ponechan reagovat ve tm¢ 30 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti
této doby byla smés znovu promichana a byla prométena absorbance jednotlivych vzorkl

pii vlnové délce 734 nm. Méteni bylo provedeno proti slepému vzorku, kterym byl octanovy
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pufr. Kazdy vzorek byl pfipraven tfikrat. Nakonec byla vypocitana hodnota inaktivace dle

vztahu:

Ay — A
[ = ( ) x 100 (%),
Ay

kde I je hodnota inaktivace (%), Ao je absorbance reak¢éni smési bez extraktu (A=734

nm), A1 je absorbance extraktu (A=734 nm) (-).

8.5.1 Kalibracni k¥ivka troloxu (ABTS)

Za ucelem sestrojeni kalibracni kiivky byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky standardu troloxu
o koncentracich 0,15; 0,2; 0,3; 0,45 a 0,5 mg/ml. Tyto roztoky byly analyzovany
spektrofotometricky (A=734 nm), podle postupu uvedeného v kapitole 8.5. Nasledné byly ze
ziskanych hodnot absorbance vypocitany hodnoty inaktivace. Na zaklad¢ ziskanych dat byla
sestavena kalibracni kiivka zavislosti inaktivaci na koncentraci troloxu. Data byla

aproximovana piimkou, ¢imz byla ziskédna rovnice linearni regrese.

100

y=180,91x + 1,5916
R> = 0,9986

80

D
S

N
e}

Inaktivace (%)

[\
(e

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Koncentrace troloxu (mg/ml)

Obr. 17: Kalibracni kiivka troloxu (ABTS)

Rovnice linearni regrese kalibra¢ni pfimky troloxu:
y = 180,91x + 1,5916,

kde y je inaktivace (%) a x je koncentrace troloxu (mg/ml).
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a R? je hodnota spolehlivosti (—).

R% = 0,9986,
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Stanoveni obsahu jednotlivych polyfenolickych latek ve vybranych
extraktech z Salvéje a hermanku pomoci HPLC/DAD

Z bio vzorki susené Salvéje (SS_5) a suSeného hefmanku (SH 2) byly piipraveny
metanolové, etanolové a vodné extrakty podle postupu uvedeného v kapitole. 8.1. Pomoci
HPLC/DAD byla stanovena piitomnost jednotlivych polyfenolickych latek na zdkladé
porovnani s 22 vybranymi standardy, a obsah jednotlivych polyfenolti v extraktech na
zaklad¢ porovnani plochy jejich pik s hodnotami ploch z kalibraéniho grafu, pomoci
regresnich rovnic uvedenych v Tab. 5 v pg/ml. Poté byla tato mnozstvi pfevedena na ug/g

vzorku (Tab. 6).

V ptipravenych extraktech byla detekovdna Sirokd Skala polyfenolickych sloucenin

v zavislosti na druhu rostliny a pouzitém rozpoustédle.

Vodny extrakt ze susené Salvéje 1ékatské (SS_5 bio voda) obsahoval viech 22 sledovanych
polyfenolickych slou€enin. Nejvyssi obsah byl zjistén u epigallokatechinu (7156,81 ug/g),
dale etylester kyseliny protokatechové (3738,91 ng/g) a rutin (2264,45 pg/g). Nejméné
zastoupena byla ve vodném extraktu kyselina gallova (8,01 pg/g). V etanolovém extraktu
(SS_5 bio etanol) bylo kvantifikovano celkem 16 polyfenoli. Mezi nepiitomnymi
polyfenoly byly kyselina gallovd, kyselina neochlorogenova, kyselina chlorogenova,
epikatechin, kyselina trans-skoficova a kaempferol. V bio vzorku SS_5 etanol byly nejvyssi
koncentrace zji$tény u etylesteru kyseliny protokatechové (409,93 ng/g) a epigallokatechinu
(1,94 pg/g). Metanolovy extrakt (SS_5 bio metanol) obsahoval celkem 18 polyfenolickych
sloucenin, pficemz stejné jako v etanolovém extraktu zde nebyly detekovany epikatechin,
kyselina chlorogenova a kyselina gallovd. Metanolovy extrakt na rozdil od etanolového
neobsahoval 1 kyselinu vanilovou. Nejvys§i obsah vykazoval epigallokatechin
(1848,41 ng/g) a etylester kyseliny protokatechové (1778,49 ug/g), zatimco nejnizsi
mnozstvi bylo kvantifikovano u kyseliny protokatechové (0,36 pg/g).

Z vysledki experimentu je patrné, Ze bio vzorek SS_5 mél vysoky obsah etylesteru kyseliny
protokatechové a epigallokatechinu ve vSech tiech testovanych extraktech bez ohledu na

pouzité extrakcéni rozpoustédlo.
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Ve vodném hefméankovém extraktu (SH_2 voda) bylo stanoveno a kvantifikovano vsech 22
polyfenolickych sloucenin, kdy v nejvySsim mnozstvi byla zastoupena kyselina ferulova
2360,40 pg/g. Mezi dalsi vyznamné zastoupené latky patfily katechin (216,64 pg/g)
syringové, jejiz koncentrace v extraktu Cinila 1,02 pg/g. Kvalitativni analyza etanolového
extraktu z hefmanku (SH 2 etanol) urcila pfitomnost 15 polyfenolickych sloucenin.
Na rozdil od vodného extraktu nebyly v etanolovém extraktu detekovany kyselina gallova,
kyselina neochlorogenova, epigallokatechin, kyselina chlorogenové, kyselina syringova,
epikatechin a kyselina trans-hydroxyskoticova. Nejvyssi koncentraci v etanolovém extraktu
vykazoval kvercetin (1779,40 pg/g), nasledovany kyselinou ferulovou (496,44 pg/g)
u kyseliny trans-skoticové (0,57 pg/g) a kyseliny elagové (0,78 pg/g). V metanolovém
hefmankovém extraktu (SH_2 metanol) bylo detekovano 19 polyfenolickych sloucenin.
Podobné jako u etanolového extraktu, ani v tomto piipadé nebyla zjiSténa pfitomnost
epikatechinu, kyseliny syringové a kyseliny chlorogenové. Nejvyssi koncentrace
v metanolovém extraktu dosahoval kvercetin (1614,92 pg/g), kyselina ferulova
zaznamenano u kyseliny trans-hydroxyskoticové (0,31 pg/g) a kyseliny trans-skotficoveé
(0,88 ng/g). Z vysledka analyzy vyplyva, Ze v alkoholovych extraktech byl v nejvétsim
mnozstvi detekovan kvercetin, zatimco ve vodném extraktu dominovala kyselina ferulova,

jejiz obsah byl nicméné vyznamny i v metanolovém a etanolovém extraktu.

Provedend analyza extraktli pomoci kapalinové chromatografie potvrdila, Ze typ pouzitého
extrakéniho rozpousStédla mé vyznamny vliv na konkrétni sloZeni ziskan¢ho extraktu.
U vodnych, metanolovych 1 etanolovych extraktl, jak ze Salvéje, tak 1 z hefménku, bylo

zjisténo odlisné spektrum a mnozstvi detekovanych polyfenolickych latek.
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Tab. 6: Polyfenolické latky detekované pomoci HPLC/DAD ve vybranych extraktech z salvéje a hermanku
SS 5 bio SH 2 SS 5 bio SH 2 SS 5 bio SH 2
etanol etanol metanol metanol voda voda
Polyfenolicka litka Obsah Obsah Obsah Obsah Obsah Obsah
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Kyselina gallova N.D. - N.D. - N.D. - 2,55 0,07 8,01 0,08 42,68 1,49
Kyselina 1,94 018 876 013 036 009 1612 0,16 1558 021 887 007
protokatechova
Kyselina N.D. ; N.D. ; 7,68 0,50 20,54 023 7442 063 19638  2.86
neochlorogenova
Kyselima 559 008 230 005 2682 041 232 003 5195 025 1176 0,06
4-hydroxybenzoova
Epigallokatechin 306,69 2,23 N.D. - 184841 1558 2,93 1,60 7156,81 6,06 28728 1,60
Katechin 17,96 029 104,10 879 11698 392 193,77 1,14 19144 1,14 216,64 3,12
Kyselina N.D. i N.D. i N.D. i N.D. ; 2244 100 7,68 048
chlorogenova
Kyselina vanilova 4,40 035 2287 0,28 N.D. - 4324 0,69 48,68 0,68 106,67 045
Kyselina kavova 58,74 1,66 5332 042 207,69 022 9625 126 926,40 0,33 1510 045
Kyselina syringova 8,68 0,15 N.D. - 49,73 0,15 N.D. - 49,09 0,17 1,02 0,05
Epikatechin N.D. - N.D. - N.D. - N.D. - 163926 33,15 17,68 0,41
Kyselima =046 017 146 001 4678 001 181 007 2147 020 597 0.1
trans-p-kumarova
Kyselina ferulové 3,97 0,17 496,44 2733 1321 248 95570 3,95 192,62 3,40 236040 6,82
Kyselina sinapova 34,44 1,51 42,73 044 38321 1,67 62,12 0,72 94933 687 17453 044
Kyselina elagova 4,37 0,63 0,78 0,05 37,01 0,88 1,79 028 504,80 440 8,39 0,34
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SS 5 bio SH 2 SS 5 bio SH 2 SS 5 bio SH 2
etanol etanol metanol metanol voda voda
Polyfenolické latka Obsah < Obsah < Obsah < Obsah < Obsah < Obsah
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Rutin 31,38 0,11 97,67 031 157,73 1,85 212,51 0,93 226445 331 4181 2,76
Kyselina
trans- 3,81 0,08 N.D. - 18,03 0,06 0,31 0,04 4857 038 9,13 0,04
hydroxyskoficova
Bylesterkyseliny 05 93 036 44781 056 177849 1792 81177 002 373891 319 4728 001
protokatechové
Resveratrol 9,43 0,51 2,60 0,15 2392 025 2,57 0,07 23,48 1,15 40,53 0,20
Kyselina N.D. ; 0,57 003 428 004 088 009 1613 001 2640 020
trans-skoficova
Kaempferol N.D. - 171,85 0,33 104,44 0,78 1810 024 49,57 047 6739 0,1
Kvercetin 36,69 022 177940 3854 111,88 1,62 1614,92 349 24806 7,53 29,18 0,14

N.D. —nedetekovano; s — smérodatna odchylka
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Analyza hefmankového etanolového extraktu provedend Mekini¢ a kol. [71] pomoci
HPLC/DAD zjistila ptitomnost 5 fenolovych kyselin: protokatechové, gallové, skoficové,
kavové a rozmarynové. Nejvyssi koncentrace byla zaznamenéna u kyseliny rozmarynové

(71,3 mg/l), jejiz ptitomnost byla potvrzena i pomoci HPLC/MS [71].

Podobné, Dent a kol. [72] provedli analyzu etanolovych extraktii Salvéje 1¢€katské pomoci
HPLC/DAD. V extraktech identifikovali n€kolik polyfenolickych sloucenin, véetné kyseliny
rozmarynove, chlorogenové, katechinu, epikatechinu, kyseliny salvianolové I a K, apigenin-

7-O-glukosidu a luteolin-7-glukuronidu [72].

Vysledky analyz ukazuji, Ze ve zkoumanych extraktech byly nalezeny latky,
které odpovidaji slou¢eninam identifikovanym v extraktech ptipravenych v této diplomové
praci. Mezi tyto latky patii naptiklad kyselina chlorogenova, kyselina kavova, kyselina

skoficova, katechin ¢i epikatechin.

9.2 Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla

V ramci experimentu byly pfipraveny extrakty ze suSené/Cerstvé Salvéje 1ékatské a suseného
hefmanku pravého (8.1) scilem analyzovat vliv pouZitého rozpoustédla na extrakci
polyfenolickych sloucenin. Pro tento ucel byly pfipraveny etanolové, metanolové a vodné
extrakty. Nasledné byl ve vSech extraktech spektrofotometricky stanoven obsah celkovych
polyfenolt (TPC) dle postupu uvedené¢ho v kapitole 8.3. Ziskané vysledky TPC byly
graficky znadzornény, coz umozZnilo srovnéani extrakéni G¢innosti jednotlivych rozpoustédel.

TPC je vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku

(mg GAE/g).

9.2.1 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolii v extraktech z Cerstvé Salvéje 1ékarské

Kromé extraktd ze suSené Salvéje bylo pfipraveno také 6 extraktl z cerstvé Salvéje,
kdy 2 extrakty byly etanolové, 2 metanolové a 2 vodné. Ziskané vysledky TPC jsou uvedeny
graficky na Obr. 18.
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Obr. 18: TPC v extraktech z cerstvé Salveje lékarskeé

Vysledky analyzy obsahu celkovych polyfenoli (TPC) ukézaly, ze nejvyssi mnozstvi
polyfenolti bylo kvantifikovano v metanolovych extraktech u obou zkoumanych vzorki.
Konkrétng, u vzorku CS_1 byl zjistén TPC 6,01 mg GAE/g a u CS 2 4,25 mg GAE/g.

cvwvr

GAE/g), zatimco vzorku CS_2 to bylo u vodného extraktu.

V porovnani s metanolovymi extrakty vykazovaly etanolové extrakty o 41,70 % menS§i TPC

a vodné extrakty o 28,37 % mensi TPC.

9.2.2 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolii v extraktech ze susSené Salvéje 1ékaiské

Byla provedena komplexni analyza, kterd zahrnovala celkem 18 extraktd ziskanych ze
susené Salvéje 1¢karské. Tyto extrakty byly pfipraveny s pouzitim tfi riznych rozpoustédel:
metanolu, etanolu a vody. Vysledky analyzy obsahu celkovych fenolickych slouc¢enin (TPC)

v jednotlivych extraktech ze suSené Salvéje jsou prezentovany Obr. 19.
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Obr. 19: TPC v extraktech ze susené Salvéje lekarske

Nejvyssi obsah polyfenoli byl kvantifikovan ve vodném extraktu bio vzorku SS 5, a to
32,86 mg GAE/g. Tato hodnota vyrazné¢ pievySovala ostatni naméfené hodnoty,
pfi¢emz druhy nejvyssi vysledek u vodnych extrakti byl zaznamenan u vzorku SS 3
(16,01 mg GAE/g), coz piedstavuje o 51,28 % nizsi hodnotu. Kromé& bio vzorku SS_5 byl
nejvyssi TPC ve vodném extraktu stanoven jesté u vzorku SS 2 (12,25 mg GAE/g).

U ostatnich vzorkt byly nejvyssi hodnoty TPC naméfeny u metanolovych extrakti. Nejvyssi
obsah polyfenolii byl zji§tén u metanolového extraktu vzorku SS_ 4, s hodnotou 21,13 mg
GAE/g. Dal§imi vzorky s vysokym TPC v metanolovém extraktu byly bio SS_5 (19,92 mg
GAE/g) a SS_3 (16,99 mg GAE/g).

cvwvr

nejvyssi hodnota v této skupiné byla naméfena u vzorku SS 3 (11,81 mg GAE/g),
nasledovaného bio vzorkem SS 5 (9,41 mg GAE/g).

cvwvr

vykazoval TPC 5,03 mg GAE/g, metanolovy extrakt 6,85 mg GAE/g a vodny extrakt
4,62 mg GAE/g.

Z nameétenych vysledk 1ze konstatovat, Ze s vyjimkou metanolového extraktu vykazovaly

nejvyssi hodnoty TPC vzorky bio SS_5a SS_3.
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Primérny obsah polyfenolti byl u etanolovych extraktd o 43,19 % mens$i a u vodnych

extraktd o 7,08 % mensi nez u metanolovych extraktu.

Na analyzu extraktl pfipravenych z Cerstvé Salvéje lékaiské se zaméfila Svydenko [73].
Zjisténé hodnoty TPC se u jejich vzorkii pohybovaly v rozmezi 24,52-95,62 mg GAE/g
v zavislosti na pouzité ¢asti rostliny [73]. V ramci této prace byly u etanolovych extrakt
z Cerstvé Salvéje naméfeny hodnoty TPC 2,37 a 3,51 mg GAE/g a u susené Salvéje
5,03-11,81 mg GAE/g. Hodnoty TPC stanovené v citované studii byly tedy podstatné vyssi
nez vysledky ziskané v této diplomové praci. Za témito rozdily mize byt jina pouzita ¢ast
rostliny, jeji piivod a dalsi charakteristiky, odliSny postup extrakce, a specifika stanoveni

danou metodou.

Cilem studie Khiya a kol. [74] bylo stanovit TPC v extraktech z listi Salvéje 1ékarské. Pti
porovnani vzorku Salvéje 1ékarské ze dvou riznych oblasti bylo zjisténo, ze nejvyssi TPC
byl kvantifikovan ve vodnych extraktech, a to v prvnim vzorku 85,1 mg GAE/g a ve druhém
176,5 mg GAE/g. Nejvyssi hodnota TPC v této diplomové praci byla stanovena u vodného
extraktu suSeného vzorku (32,86 mg GAE/g). Nami zjisténé hodnoty se 1 v tomto piipadé

1i$i, coz pravdépodobné souvisi s vyse uvedenymi divody.

9.2.3 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolii v extraktech ze suSeného hefmanku

pravého

Celkem bylo pro ucely srovnani pfipraveno 18 extrakti (6 metanolovych, 6 etanolovych,
6 vodnych) zriznych komer¢nich vzorkli susené¢ho hefmanku. Vysledky TPC jsou

zobrazeny na Obr. 20.
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Obr. 20: TPC v extraktech ze suseného hermanku pravéeho

Z provedenych méfeni je patrné, ze nejvyssi hodnoty TPC byly zaznamenény u vodnych
hetmankovych extraktd. Nejvyssi TPC byl naméfen u vzorku SH_2 (18,16 mg TE/g), SH 3
(15,64 mg TE/g) a SH_1 (14,63 mg TE/g).) Nejnizsi TPC byl zjistén u bio vzorku SH_5
(12,98 mg TE/g). Rozdily mezi jednotlivymi vodnymi extrakty hefmanku nebyly tak

vyrazné, pri¢emz nejvyssi hodnota se od nejniZsi lisila o 28,52 %.

Po vodnych extraktech vykazovaly druhé nejvyssi hodnoty TPC metanolové extrakty. I zde
byl nejvyssi obsah fenolickych sloucenin kvantifikovan u vzorku SH 2 (15,14 mg TE/g)
a SH 1 (13,84 mg TE/g). Nejnizs§i TPC byl opét naméten vzorku SH_6 (4,19 mg TE/g), kdy

Cvwr
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metanolovych extraktt, a byly znatelné nizsi. Nejvyssi TPC byl zaznamenan u vzorku SH_2

(5,55 mg TE/g) a SH_1 (3,59 mg TE/g). Nejnizsi pak u vzorku SH 6 (1,98 TE mg/g).

Z vysledkii méteni vyplyva, Ze nejvyssi TPC byl zjistén u vzorku SH_2, jak u vodného, tak

cvwvr

extraktu SH 5 a u alkoholovych extraktia SH_6.

Celkovy obsah polyfenolickych latek byl v etanolovych a metanolovych extraktech vyrazné

nizs§i oproti extraktim vodnym, a to o 78,49 %, respektive 37,81 %.
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Ve studii, kterou provedl Asimovi¢ a kol. [75] byl kvantifikovan TPC v hefmankovém
extraktu, pfi¢emz jako extrakéni ¢inidlo byla pouzita smés vody a etanolu v poméru 30:70.
Extrakce byla provedena pfi Ctyfech riiznych teplotach: 50 °C, 60 °C, 70 °C a 80 °C.
Maximalni koncentrace TPC, 11,34 mg GAE/g, byla zjiSténa pii extrakéni teploté 80 °C.
V ramci naseho experimentu byl TPC detekovan v rozmezi 12,98 az 18,16 mg GAE/g
u vodnych extrakti a v rozmezi 1,98 az 5,55 mg GAE/g u etanolovych extraktl. Z vysledkt
nasich méfeni vyplyva, Ze vodné extrakty vykazovaly vyssi obsah TPC ve srovnani
s citovanou studii, zatimco etanolové extrakty mély obsah polyfenoli nizsi. Nicméné, ptimé
srovnani téchto vysledka je limitovadno pouZitim smési obou rozpoustédel a jinou extrakéni

teplotou.

9.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH

Pro stanoveni antioxidaéni aktivity pfipravenych hefmankovych a salvéjovych extraktl byla
pouzita spektrofotometrickd metoda s vyuzitim DPPH ¢inidla, jak je popsano v metodické
Casti této prace (8.4). Cilem bylo srovnat vliv rliznych extrakénich rozpoustédel (metanol,
etanol, demineralizovand voda) na AA téchto extraktd. Vysledky stanoveni byly
zaznamenany graficky. AA byla kvantifikovana jako mg ekvivalentu troloxu na gram vzorku

(mg TE/g).

9.3.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci DPPH v extraktech z Cerstvé Salvéje

lékarské

Pro stanoveni AA pomoci DPPH bylo pfipraveno 6 extrakti (2 metanolové, 2 etanolové,
2 vodné) zcCerstvé Salvéje ziskané zdomaciho péstitelstvi. Vysledky méfeni jsou

zaznamenany na Obr. 21.
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Obr. 21: AA (DPPH) v extraktech z cerstvé Salvéje lekarske

Pii analyze antioxidaéni aktivity dvou vzorki z Eerstvé Salvéje 1ékaiské (CS_1aCS 2) byly
nejvyssi hodnoty zaznamenany u obou vzorkli uvodnych extrakti nasledovanymi
metanolovymi extrakty a etanolovymi extrakty. Konkrétné u vzorku CS_1 byly hodnoty AA
nasledujici: vodny extrakt (29,33 mg TE/g), metanolovy extrakt (21,40 mg TE/g) a
etanolovy extrakt (6,90 mg TE/g). U vzorku CS_2 byly zjistény tyto hodnoty: vodny extrakt
(19,91 mg TE/g), metanolovy extrakt (15,36 mg TE/g) a etanolovy extrakt (7,93 mg TE/g).

Z téchto vysledkll vyplyva, Ze jako nejucinngj$i rozpousStédlo pro extrakci latek
s antioxida¢nim potencidlem ze Salvéje se jevi voda. Tento vysledek uplné nekoresponduje

s vysledky TPC (9.2.1), kde se jako nejlepsi rozpoustédlo ukazal metanol.

Vodné extrakty vykazovaly nejvysSi antioxidacni aktivitu, ndsledované metanolovymi

extrakty (o 25,34 % nizsi) a etanolovymi extrakty (o 69,88 % nizsi).

9.3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH v extraktech ze suSené Salvéje

1ékarské

Pro vyhodnoceni antioxida¢nich vlastnosti pomoci metody DPPH susené Salvéje 1€kaiské
bylo pfipraveno osmnact extraktli, konkrétné Sest metanolovych, Sest etanolovych a Sest

vodnych. Vysledky tohoto stanoveni jsou prezentovany v grafické podob¢ na Obr. 22.
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Obr. 22: AA (DPPH) v extraktech ze susené Salvéje lékarské

Vysledky analyzy ukézaly, ze vodné extrakty susené Salvéje 1ékaiské vykazovaly nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu. V ramci vodnych extraktl byla nejvyssi AA zjisténa u vzorku SS_5
bio, a to 88,72 mg TE/g. Vysoké hodnoty AA byly kvantifikovany u vzorkii SS_3 (82,38 mg
TE/g) a SS_2 (71,23 mg TE/g). Oproti tomu nejnizsi AA byla stanovena u vzorku SS 6
(46,47 mg TE/g), coZ je 0 47,62 % méné nez u vzorku SS_5 bio.

Metanol se ukézal jako druhé nejucinnéjsi rozpoustédlo. U metanolovych extraktii byly
nejvyssi hodnoty AA opét naméfeny u vzorku SS 5 bio (44,96 mg TE/g), dale u SS 4
SS 6 (20,68 mg TE/g).

Etanol se jevi jako nejméné G€inné extrakéni rozpoustédlo. Nejvyssi hodnoty AA byly
naméfeny u vzorku SS_5 bio (32,59 mg TE/g), SS_4 (25,77 mg TE/g) a SS_3 (21,40 mg
TE/g). Nejnizsi hodnota byla opét kvantifikovana u vzorku SS_6 (8,96 mg TE/g).

Z vysledkt méfeni vyplyva, Ze nejvyssi AA byla zaznamenana u bio vzorku SS_5 a nejnizsi
SS 6, coz je vsouladu svysledky stanoveni TPC (9.2.2). Nicméné, existuji rozdily
v Giinnosti pouzitych extrakénich rozpoustédel. Pii stanoveni TPC u vzorku SS_6 se ukazalo
jako nejucinngjsi rozpoustédlo voda, nédsledovand etanolem a metanolem. KdeZto, pii
stanoveni AA pomoci DPPH byla uc¢innost rozpoustédel v potadi: voda, metanol a etanol.
Ve srovnani s vodnymi extrakty vykazovaly etanolové extrakty zna¢né snizeni antioxidacni
aktivity, konkrétné o 70,22 %, zatimco u vodnych extrakti byl tento pokles mensi, a to

51,49 %.
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Stanoveni AA Salvéje provedla Svydenko [73] pomoci metody DPPH. V etanolovych
extraktech z Cerstvé salvéje se namétené hodnoty AA pohybovaly v rozmezi 6,05-8,59 mg
TE/g V porovnani s vysledky této prace, lze konstatovat, ze nami zjisténé hodnoty jsou
velmi podobné, nebot’ u extraktii z cerstvé Salvéje byly naméteny hodnoty 6,90 a 7,93 mg
TE/g. Naopak u extraktl ze susené Salvéje byly hodnoty AA podstatné vyssi, dosahujici az
32,59 mg TE/g.

9.3.3 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH v extraktech ze suSeného

hefmanku pravého

Za tcelem stanoveni AA pomoci DPPH bylo pfipraveno 6 metanolovych, 6 etanolovych
a 6 vodnych extraktii z hefmanku pravého. Vysledky analyzy jsou graficky zndzornény na

Obr. 23.
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Obr. 23: AA (DPPH) v extraktech ze suseného hermanku pravého

V ramci tohoto experimentu bylo prokazéano, Ze vodné extrakty z hefméanku vykazuji

nejvyssi AA. Nejvyssi AA byla namétfena u vzorka SH 2 (142,84 mg TE/g) a SH_3 (136,55

cvwr

predstavuje o0 23,35 % méné nezu SH_2.

U metanolovych extraktd byla opét nejvyssi AA kvantifikovana u SH 2 (83,35 mg TE/g),
nasledovand SH 1 (72,01 mg TE/g) a nejnizsi u SH_6 (36,96 mg TE/g).
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Etanolové extrakty vykazovaly vyrazné nizSi AA nez vodné a metanolové extrakty,
srozdilem 81,65 % mezi vodnym a etanolovym extraktem SH 2. Nejvyssi AA
u etanolovych extrakti byla nalezena u SH_2 (26,21 mg TE/g) a nejnizsi u SH_6 (11,45 mg
TE/g).

Lze tedy konstatovat, Ze nejucinnéjSim extrakénim rozpoustédlem je voda, néasledovana
metanolem a etanolem. Nejvyssi AA byly zaznamendna u vzorku SH 2 ve vSech tiech
a u etanolovych a metanolovych extrakti shodné¢ u vzorku SH_6. V porovnani s vysledky

TPC lze fici, Ze hodnoty TPC koresponduji s hodnotami stanoveni AA pomoci DPPH.

AA u metanolovych extrakti byla o 86,14 % niZ3i a u etanolovych extrakti o 56,00 % niZsi

ve srovnani s vodnymi extrakty.

Studie Tsivelika a kol. [76] se zaméfila na stanoveni antioxida¢ni aktivity v hefmankovych
extraktech, které byly pfipraveny extrakci suSenych kvéth 100% metanolem a nésledné
smési metanolu a vody (70:30). V této studii byla antioxidacni aktivita méfena pomoci
DPPH a pohybovala se v rozmezi 136,68-101,57 mg TE/g. NaSe vlastni analyza extraktti ze
susené¢ho hefménku ukazala u metanolovych extrakti AA v rozmezi 83,35-36,96 mg TE/g
a u vodnych extraktl v rozmezi 142,84-109,48 mg TE/g. Z té€chto vysledkl je patrna
podobnost mezi AA stanovenou v citované studii a ndmi zjiSténou AA u vodnych extrakti.
P#imé srovnani vSak neni mozné z diivodu odlisnych podminek extrakce, rozdilnych vzorki
hefmanku a pouzitého extrakéniho rozpoustédla. Nicméné, i1 pres tyto rozdily vysledky jasné

ukazuji, Ze hefmanek vykazuje vyznamnou antioxidac¢ni aktivitu.

9.4 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS

Antioxidacni aktivita byla stanovena taktéZ pomoci ABTS metody, kterd je zaloZena na
reakci s kation-radikdlem ABTS (8.5). Byly analyzovany metanolové, etanolové a vodné
extrakty, pfiCemZ byl hodnocen vliv pouZitého rozpoustédla na antioxidacni aktivitu.

Vysledky byly vyjadifeny jako mg ekvivalentu troloxu na gram vzorku (mg TE/g).
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9.4.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci ABTS v extraktech z ¢erstvé Salvéje

lékarské

AA byla stanovena pomoci metody vyuzivajici ABTS u 2 vodnych, 2 etanolovych
a 2 metanolovych extrakti pfipravenych z listi a nati Cerstvé Salvéje. Namérené hodnoty

jsou zobrazeny na Obr. 24.
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Obr. 24: AA (ABTS) v extraktech z Cerstvé salvéje lékarské

Analyza antioxidac¢ni aktivity extraktii z Cerstvé Salvéje ukdzala, ze nejvyssi hodnoty byly
naméfeny v metanolovych extraktech. U vzorkli dosahla hodnot 13,19 a 8,11 mg TE/g.
Druhou v poradi ucinnosti s ohledem k extrakénimu rozpoustédlu se jevila voda, kde
hodnoty AA dosahovaly 7,98 a 6,07 mg TE/g. Nejniz8i hodnoty byly zaznamenany
u etanolovych extrakti, a to 5,21 a 4,96 mg TE/g.

Tyto naméfené vysledky AA pomoci metody ABTS se ne Upln€ shoduji s vysledky
ziskanymi s metodou DPPH. Zatimco u metody ABTS byla nejvyssi AA naméiena
u metanolovych extraktii, u metody DPPH byly nejvyssi hodnoty zaznamenény u vodnych
extraktli. U etanolovych extrakti byla zaznamendna o 52,26 % niz§i AA ve srovnani

s metanolovymi extrakty a u vodnych extrakta byl tento rozdil 34,05 %.
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9.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS v extraktech ze suSené Salvéje

1ékarské

Celkem u 18 extraktli pfipravenych ze susené salvéje 1ékaiské byla analyzovana antioxidacni
aktivita pomoci ABTS. Tyto extrakty byly piipraveny s pouzitim metanolu, etanolu a vody

jako rozpoustédel. Vysledky této analyzy jsou graficky znazornény na Obr. 25.
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Obr. 25: AA (ABTS) v extraktech ze susené salvéje lékarské

U extraktl pfipravenych ze susené Salvéje se ukazalo, Zze nejvyssi hodnoty AA byly
naméfeny u vodnych extraktil. Konkrétng, bio vzorek SS_5 dosahl hodnoty 80,07 mg TE/g,
coz vyznamné pievysovalo ostatni vzorky. Rozdil oproti druhému nejvyssimu vzorku SS_3
s hodnotou 51,01 mg TE/g ¢&inil 36,29 %. Nejniz§i AA byla zaznamenéana u vzorku SS 6
(27,55 mg TE/g), coz predstavuje 0 65,59 % nizsi hodnotu nez u bio SS_5.

U metanolovych extraktii byly opét nejvyssi hodnoty AA neméfeny u bio vzorku SS 5
(41,33 mg TE/g) a SS_3 (27,32 mg TE/g), zatimco nejnizsi hodnota byla stanovena znovu
u vzorku SS_6 (9,72 mg TE/g).

U etanolovych extrakti byly naméteny nejnizsi hodnoty, v rozmezi 5,78-17,81 mg TE/g.
Nejvyssi AA byla naméfena opét u bio SS_5, ato 17,81 mg TE/g, a vzorku SS_3, ato 12,36
mg TE/g. Nejnizsi hodnota byla tentokrat naméfena u vzorku SS_2, a to 5,78 mg TE/g.

Ze ziskanych vysledki analyz je patrné ze nejvyssi AA, stanovena metodou ABTS, byla

detekovana u vzorki SS 5 bio a SS 3, a to ve viech pouZitych rozpoustédlech (voda,
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metanol, etanol). Stejné€ jako u pfedchoziho stanoveni AA metodou DPPH se voda ukézala
jako nejucinnéjsi extrakéni rozpoustédlo. Shodné nejvyssi AA byla v obou metodach (ABTS
i DPPH) naméfena u bio vzorku SS 5. S vyjimkou etanolového extraktu u metody ABTS,

byla nejniz§i AA u obou metod zaznamenana u vzorku SS_6.

Jak metanolové, tak i etanolové extrakty vykazovaly podstatné nizsi antioxidacni aktivitu
v porovnani s vodnymi extrakty. Konkrétné u etanolovych extraktli doslo ke snizeni AA

0 77,35 % a u metanolovych extrakt 0 52,16 % oproti vodnym extraktiim.

Gad a kol. [77] analyzovali silice ze tii druhtl Salvéje. Nadzemni ¢asti rostlin byly ususeny
a silice byly ziskany destilaci s vodni parou. Metodou ABTS byla nasledné u vzorki zjisténa
antioxidaéni aktivita, v primérné hodnoté 55,7 mg/g. Porovnani naSich vysledki
s hodnotami z této studie neni mozné, nebot’ tato studie analyzovala silice, jiny typ produktu

nez v naich métenich, kde se analyza zamétila na louhované extrakty.

9.4.3 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS v extraktech ze suseného

hefmanku pravého

Pomoci metody ABTS byla analyzovana antioxida¢ni aktivita 18 extraktli ze suSeného
hefmanku, které byly pfipraveny s pouzitim tii riznych rozpoustédel: metanolu, etanolu
avody (6 extraktd s vyuzitim daného rozpoustédla). Namétené hodnoty jsou zobrazeny

graficky na Obr. 26.
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Obr. 26: AA (ABTS) v extraktech ze suseného hermanku pravého

Vodné extrakty ptfipravené ze suSeného hefmanku pravého vykazovaly nejvyssi antioxidacni
aktivitu. Nejvyssi hodnota AA byla namétena u vzorku SH 2 (23,60 mg TE/g) a SH 3
(22,97 mg TE/g). Naopak nejniz§i AA mezi vodnymi extrakty byla zaznamenana u bio
vzorku SH 5, ato 16,38 mg TE/g.

U analyzy metanolovych extrakti se namétené hodnoty AA pohybovaly v rozmezi 7,38 az
17,90 mg TE/g. Nejvyssi hodnotu opét vykazoval vzorek SH 2 s 17,90 mg TE/g,
nasledovany SH 1 (16,10 mg TE/g) a SH 3 (11,30 mg TE/g). Nejnizsi AA byla zjisténa
u vzorku SH 6, a to 7,38 mg TE/g.

Etanolové extrakty vykazovaly ze vSech testovanych rozpoustédel nejnizsi antioxidacni
aktivitu. Nejvyssi AA byla stanovena opét u SH 2 (7,95 mg TE/g), SH 1 (6,36 mg TE/g)
SH 3 (4,82 mg TE/g). Nejnizsi hodnota AA byla stanovena u vzorku SH_6, a to 2,03 mg
TE/g, coz ptedstavuje o 68,03 % niZz8i hodnotu nez u vzorku SH_2.

Vysledky potvrdily ucinnost extrakénich rozpoustédel v pofadi voda, metanol a etanol.
Nejvyssi AA byla namétena u vzorku SH 2, coz odpovida i vysledkim méfeni pomoci
metody DPPH. Stejné tak bylo potvrzeno, ze nejniz§i AA u vodnych extraktl byla

pozorovana u bio vzorku SH_5 a u alkoholovych extraktl u vzorku SH_6.

Nameétena AA byla u metanolovych extrakti o 39,73 % nizsi a u etanolovych extraktt

0 75,88 % nizsi oproti vodnym extraktim.
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Antioxidac¢ni aktivita u hefmankovych extraktii, podrobnéji popsanych v kapitole 9.3.3 byla
stanovena nejen pomoci DPPH, ale i pomoci ABTS metody. Hodnoty AA ziskané metodou
ABTS se pohybovaly v rozmezi 58,27 az 72,44 mg TE/g, které jsou znateln¢ nizsi nez
hodnoty namétené pomoci DPPH (101,57 az 136,68 mg TE/g). V této diplomové praci byla
hodnota ABTS u extraktii ze suseného hefmanku kvantifikovana v rozmezi 7,38 az 17,90 mg

TE/g u metanolovych extraktti a 16,38 az 23,60 mg TE/g u vodnych extraktii.

Extrakty, které ptipravili Tsivelika a kol. [76], vykazovaly vyssi AA nez extrakty pfipravené

v této praci. Nicméné v téchto analyzach byly pouzity jiné podminky extrakce.
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ZAVER

Salvéj 1ékatska (Salvia officinalis) a hefmanek pravy (Matricaria chamomilla) jsou
aromatické rostliny vyznacujici se pestrou Skalou farmakologickych uc¢inkl, vcetné
prozanétlivych, antimikrobialnich ¢i antioxidacnich. Pravé antioxidacni ucinky jsou dany
pfitomnosti riznych fytochemikalii, jako jsou kyselina karnosova, kyselina rozmarynova,

derivaty kyseliny kdvové, apigenin a rutin, které neutralizuji volné radikaly.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit celkovy obsah polyfenoll a antioxidacni aktivitu
v metanolovych, etanolovych a vodnych extraktech salvéje a hefrmanku. Obsah polyfenoli
byl kvantifikovan spektrofotometricky s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem a také pomoci
techniky HPLC/DAD. Antioxidacni aktivita byla stanovena spektrometricky s vyuzitim
dvou ¢inidel ABTS a DPPH.

Obsah celkovych polyfenolti (TPC) pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla byl hodnocen
u extraktil pfipravenych ze Cerstvé a suSené Salvéje a suSeného hefmanku. U extrakti
pfipravenych z Cerstvé Salvéje bylo nejvyssi TPC zjisténo v metanolovych extraktech.
U extraktl pfipravenych ze suSené Salvéje byl nejvy$si TPC uren u bio vzorku
extrahovaného vodou. AvSak pfi porovndni vSech zkoumanych vzorka bylo zjisténo, ze
metanol byl nejucinnéjs$im extrakénim cinidlem polyfenold ze susené Salvéje. U vSech
zkoumanych vzorki ze suSené¢ho hefmanku byl nejvyssi obsah celkovych polyfenolil zjistén

ve vodnych extraktech.

Ptitomnost a mnozstvi jednotlivych polyfenolickych latek bylo stanoveno pomoci
HPLC/DAD ve vybranych etanolovych, metanolovych a vodnych extraktech Salvéje
a hefmanku. VSech 22 sledovanych polyfenolickych sloucenin bylo detekovano u vodnych
extraktd. V metanolovém, etanolovém i vodném extraktu bio Salvéjového vzorku byl
detekovan vysoky obsah etylesteru kyseliny protokatechové a epigallokatechinu. Extrakty
suSen¢ho hefmanku obsahovaly znaéné mnozstvi kyseliny ferulové. Nejméné
polyfenolickych latek bylo zjiténo u obou rostlin v etanolovych extraktech. Uginnost

pouzitych extrakénich rozpoustédel klesala v nasledujicim potradi: voda > metanol > etanol.

Pii stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH byla nejvyssi AA zjiSténa u vodnych
extraktli obou vzorkl Cerstvé Salvéje. V extraktech ptipravenych ze suSené Salvéje byla
nejvyssi antioxidacni aktivita zjisténa u vSech tfi rozpoustédel u bio vzorku. Jako

nejucinngjsi rozpoustédlo se u vSech vzorka jevila voda, dale metanol a etanol. U extraktii
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ze suSen¢ho hefménku byla nejvyssi antioxidacni aktivita naméfena u vodnych extraktt.

Zjisténé hodnoty AA u této rostliny odpovidaji hodnotam TPC.

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci ABTS prokazalo, Ze nejlepsi extrakéni rozpoustédlo
u extraktii z Cerstvé Salvéje byl metanol, nasledovany vodou a etanolem. Co se ty¢e AA
u vzorkl suSené Salvéje, nejvyssi AA byla zaznamenana u vodnych extraktii, konkrétné
nejvyssi AA vykazoval bio vzorek Salvéje. AA u hefméankovych extraktli byla opét nejvyssi

u vodnych extraktu.

Celkové lze konstatovat, ze u vzorki Cerstvé Salvéje se metanol ukazal jako nejlepsi €inidlo
pro extrakcei polyfenolickych latek, coz bylo prokézano i vysledky AA stanovené metodou
ABTS, zatimco u AA metodou DPPH byla nejucinné;jsi voda. U suSené Salvéje a hefmanku

se voda jevila jako ucinngjsi extrakéni €inidlo nez metanol nebo etanol.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA
ABTS

ABTS™

DPPH
DPPH"
DPPH-H
F-C
FRAP
GAE
GC-MS
HPLC

HPLC-DAD

N.D.
MAE

PPA

QE

RNS

Antioxidacni aktivita
Kyselina 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)

Kationtovy radikal kyseliny 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-

sulfonové)

koncentrace

Kyselina karnosova

Karnosol

Cerstva 3alvgj

Deoxyribonukleova kyselina
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Radikal 2,2-difenylu-1-pikrylhydrazylu
Difenylpikrylhydrazin
Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo

Ferric reducing ability of plasma
Ekvivalent kyseliny gallové

Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie s detektorem diodového

pole

Nedetekovano
Mikrovlnna extrakce
Polyfenolické kyseliny
Ekvivalent kvercetinu
Kyselina rozmarynova

Reaktivni forma dusiku
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ROS

SH

TE

TEAC

TPC

UAE

Uuv

VIS

Reaktivni forma kysliku

Smérodatna odchylka

Suseny hefméanek

Susena salv¢j

Ekvivalent troloxu

Ekvivalent antioxida¢ni kapacity troloxu
Celkovy obsah polyfenolt

Ultrazvukova extrakce

Ultrafialové zareni

Viditelna oblast spektra
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