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ABSTRAKT

Teoreticka Cast bakalatské prace je zamétena na popis rostlin ¢eledi hluchavkovité (yzop
I€katsky, hluchavka bild, srde¢nik obecny, saturejka zahradni, rozmaryn lékatsky, Sisak
bajkalsky), déle je uvedena charakteristika antioxida¢niho t¢inku a metod vyuzivanych ke
stanoveni antioxidacni aktivity. V experimentalni ¢asti jsou zhodnoceny vysledky
stanoveni antioxida¢ni aktivity vybranych rostlin metodou DPPH, IC50 a ABTS a

polyfenolickych latek s pouzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla.

Kli¢ova slova: Rostliny c¢eledi hluchavkovité, antioxidac¢ni aktivita, DPPH, ABTS,

polyfenoly

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis is focused on description of Lamiaceae plants (Lamium
album, Rosmarinus officinalis, Satureja hortensis, Leonurus cardiaca, Scutellaria
baicalensis, Hyssopus officinalis), also on characteristics of antioxidant effect and methods
used to determine antioxidant activity. In the experimental part there are evaluated results
of antioxidant activity of chosen plants using DPPH, IC50, and ABTS methods and

polyphenols determination using Folin-Ciocalteu agent.

Keywords: Lamiaceae plants, antioxidant activity, DPPH, ABTS, polyphenols
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UvVOoD

Rostliny celedi hluchavkovité jsou krytosemenné vyssi dvoudélozné rostliny. Tato celed
zahrnuje okolo 7800 druhii a az 245 rodid. Hluchavkovité rostliny zahrnuji jak byliny, tak i
dfeviny. Charakteristickym rysem hluchavkovitych rostlin je Cctythranny stonek se

vstiicnymi listy a s kvéty shluklymi v lichopteslen.

Mezi typické obsahové latky hluchavkovitych bylin patii silice obsahujici terpenoidni
slouceniny a glykosidy, hoi€iny, tfisloviny a flavonoidy. Obsahuji také organické kyseliny
jako kyselina kdvova a rozmarynova. Charakteristickd je i pfitomnost monoterpenoidl a

seskviterpenoidii jako mentol, eukalyptol, linalool, tymol a dalsi.

Hluchavkovité rostliny jsou bylinami $iroce vyuzivanymi nejen ke zlepsSeni chuti a celkové
kvality potravin, které maji své misto i v lidovém léCitelstvi, zejména v tradi¢ni Cinské
medicing. Jsou také zdrojem mnoha chemickych sloucenin, které maji pozitivni ucinky pro
zdravi a hraji roli i1 pfi uzdravovani. Jejich silice jsou vyuzivany nejen jako aromatické
slozky, ale jsou vyznamné i pro kulinafské ucely. Jsou péstovany po celém svéte i jako
okrasné rostliny a v mnohych kulturach maji i mytologickou symboliku. Vyuzivaji se téz
v kosmetickém primyslu jako ptidavek pfi vyrobé pletovych krémi at’ uz z hlediska viing,
zklidnujicich ¢i hojivych ucinkd. Kvali svym antiseptickym, antimikrobidlnim ¢i mirné
analgetickym ucinktm jsou téz rostliny vyuzivany ve farmacii.

Vyznamnou vlastnosti mnohych hluchavkovitych bylin je jejich antioxida¢ni schopnost.
Mira antioxida¢nich U¢inkd se sice u mnohych druhli znaéné lisi, celkové jsou ale
povazovany za dobry zdroj antioxidacnich latek. Antioxidanty jsou latky pusobici proti
volnym radikdlim v téle, kdy nadbytek volnych radikali mutze v téle ovliviiovat vyskyt
mnoha onemocnéni jako kardiovaskularni choroby ¢i rizné zanéty. Mezi latky plsobici

antioxidacn¢ patii zejména polyfenolické slouceniny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA ROSTLIN Z CELEDI HLUCHAVKOVITE

Rostliny ¢eledi Lamiaceae neboli hluchavkovité rostliny jsou jednoleté, dvouleté ci
vytrvalé byliny nebo polokete, mohou byt i kefe ¢i stromy. Lodyhy mohou byt jednoduché
nebo vétvené, nejcastéji Ctyrhranné s kiizmostojnym postavenim listll. Listy jsou u vétSiny
hluchavkovitych rostlin jednoduché, mohou byt vSak i se ¢lenitymi okraji. Listy jsou
k lodyze pfipojeny pomoci fapiku nebo jsou piisedlé. Kvéty jsou shluknuty
v lichoptesleny, u nékterych druht hluchavkovitych rostlin mohou byt kvéty jednotlivé ve
vrcholiku. Kvéty jsou vétSinou soumérné a oboupohlavné ¢i druhotné jednopohlavné,
produkujici nektar. Kalich hluchavkovitych rostlin je pravidelného trubkovitého az
zvonkovitého tvaru s korunou srostlou prevazné z péti listkli. Plodem je predevs$im tvrdka,

muze byt ale 1 peckovice ¢i tobolka, to vSak byva vzacné u mimoevropskych druhti [1].

1.1 Nejznaméjsi rostliny z Celedi hluchavkovité

K vyznamnym rostlindm celedi hluchavkovité patii Bukvice 1ékatskd, Dobromysl obecna,

Mata peprna, Matefidouska obecnd, Meduika 1ékaiska a Salvéj 1ékaiska.

1.1.1 Bukvice lékaiska (Betonica officinalis)

Bukvice I¢kaiskd je vytrvala rostlina az 80 cm vysoké s hustou karminové Cervenou az
rizovou korunou. Obvykle se vyuziva odvar z nati bukvice. Bukvice lékaiska obsahuje
zejména tiisloviny, hotké latky, silice, betainy zejména stachydrin, betonicin a cholin.
Ttisloviny maji stahujici G€inky pro cévy, coz se vyuziva pii hojeni kiize a sliznic. Odvar
z bukvice puasobi pfiznivé na zanicené sliznice traviciho ustroji. Rostlina ma téz
antiseptické ucinky, coz se projevuje tvorbou filmu na sliznici, ¢imz se zabrani proniknuti
toxinli do krve. Tato rostlina se vyuziva i1 pii krvacivych prijmech, kdy obsahova latka
stachydrin mirn€ zvySuje srazlivost krve. Bukvice lékarska pusobi téz sedativné pfi
bolestech hlavy ¢i pfi nespavosti. Vyuziva se i pro zevni pouziti pfi koznich infekcich a

urychluje regeneraci ktze [2,3].

1.1.2 Dobromysl obecna (Origanum vulgare)

Dobromysl obecna je vytrvald byliny dortstajici vysky az 40 cm. Dobromysl obsahuje

malé procento silice (asi do 0,5%), hoi€iny a do 8 % tfisloviny, flavonoidy. Silice obsahuje
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smés mono- a seskviterpenickych uhlovodiki a kyslikatych latek. Mezi vyznamné
fenolické latky patii predev§im tymol a karvakrol. Dale mize obsahovat karyofylen, a-
bisabolen, dipenten, p-cymol, terpineol a dalsi terpenické latky. Jako 1éCiva rostlina se
vyuziva €ajovy nalev z kvetouci nati dobromysly, ktery zlepSuje stfevni peristaltiku pfi
traveni, napomaha ke zklidnéni traviciho ustroji pii zazivacich potizich. Mé protizanétlivé
ucinky a vyuzivd se zejména pii zanétu pradusek, kasli a pfi privodnich potizich
souvisejicich s nachlazenim. Ma také desinfekéni U€inky a vyuZzivd se do posilujicich
koupeli proti koznim infekcim. Casto se vyuziva v lidové mediciné ve form& masti proti

svédéni a rymé [4,5].

1.1.3 Mata peprna (Mentha piperita)

Mata peprna je vytrvala bylina dortstajici vysky az 90 cm. Pro sbér a suseni se vyuziva nat’
ale 1 listy maty peprné. Mezi vyznamné obsahové latky maty patii terpenicky alkohol
mentol, ktery je az ze 70 % obsazen v silici. Dal§imi vyznamnymi latkami jsou menton,
coz je stabilni monoterpen dodavajici maté jeji vini a v rostliné je obsazeno az 31 %,
v menS$im zastoupeni latky mentofuran a metylacetat. K dal§Sim slozkdm wU¢innym ve
farmakologii patii hotké slozky, kyselina kofeinova, flavonoidy, polyfenoly, karoteny,
tokoferoly, cholin a tfisloviny. Mata a peprmintovy olej se vyuziva pti 1é¢be nevolnosti, pii
problémech se zazivacim ustrojim, pfi bolestech v krku, nachlazeni a bolestech zubt

[6,7,52].

1.1.4 Materidouska obecna (Thymus serpyllum)

Matetfidouska obecnd je drobnda vytrvala bylina vysoka do 30 cm. Pro sbér se vyuziva nat
matefidousky obecné. Obsahuje az 0,6 % silice, v niZ jsou obsazeny latky jako tymol,
karvakrol, cymen, ale i fada dalSich terpenii a seskviterpen. Obsahuje i hof¢inu jako
serpyllin, a tfisloviny a flavonoidy. Ma silné antiseptické ucinky zejména diky tymolu.
Vyluh z matetidousky puasobi proti prijmim a nadymani, pfi zanétech hornich cest

dychacich a silnému kasli. Vyuziva se téz k posilujicim koupelim a pii revmatismu [4,8].

1.1.5 Meduiika lékarska (Melissa officinalis)

Medunka lékaiska je vytrvala bylina, vysoka az 1 m. Cela rostlina je jemné ochmyiena a
ma citronové aroma. Pro sbér se vyuzivaji listy i nat. Cerstvé listy meduiiky obsahuji
v fadech miligramti karotenil, a vitamin C. Dale také obsahuje malé procento silice (asi

0,25%), a tiisloviny a vosky. Vyluh z medunky mé uklidnujici u€inky, pfi kfecich uvoliuje
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svalstvo, zejména pfi kiecich stirev. Medunkovy lih a koupele plsobi pii revmatickych
potizich. Ma ptiznivé ucinky pii 1é€bé nachlazeni a pii chorobach zlu¢niku. Cajovy vyluh
se vyuziva 1 pii uklidnéni pti kfeCich v oblasti panevni. Vyuziva se téz v kosmetice,

zejména pfi relaxacnich koupelich [4,9].

1.1.6 Salvéj 1ékaiska (Salvia officinalis)

Salvéj 1ékaiska je vicelety polokei dortstajici vysky 80 cm. Salvéj ma velmi silné,
kotenéné aroma s nahotklou chuti. Pro sbér se vyuziva predev§im nat. Obsahuje az 2,5%
silice, dale také hoic¢iny, vosky, tfisloviny, saponiny, pryskyfice. Latky s antioxida¢nim
ucinkem obsazené v rostliné jsou karnosol, rosmanol a kyselina rozmarynova. Ma

-----

Vyuziva se téz pii zanétech sliznice v dutin€ Ustni a pii bolestech zubti [4,10,52].

1.2 Vybrané analyzované rostliny z €eledi hluchavkovité

Pro bakaléiskou praci bylo vybrano ze skupiny rostlin z ¢eledi hluchavkovité pro analyzu
jejich antioxidacnich vlastnosti 6 rostlin (Hluchavka bild, Rozmaryn Iékatsky, Saturejka
zahradni, Srdeénik obecny, Sisdk bajkalsky, Yzop lékaisky), které jsou nize vice

charakterizovany.

1.2.1 Hluchavka bila (Lamium album)

Hluchavka bila je vytrvala bylina s ptimou lodyhou, vysoka az 50 cm. Lodyha je husté a
kratce chlupata s rapikatymi listy, které v horni ¢asti prechdzeji v listeny. Na listech jsou
viditelné zlazky. Kvéty vyrustaji v izlabi hornich listd a tvoti kvétni lichoptesleny. Kvéty
jsou bilé a obojaké, kalichovitého tvaru. Kvete od kvétna do srpna. Nitky tyCinek jsou
chlupaté¢ a prasniky maji modroCernou az Cernou barvu. Plody jsou trojhranné tvrdky
schované na dné kalicha. Roste na pudach bohatych na dusik. Je mozné ji nalézt na
rumistich, v kfovinach, v piikopech cest, v kompostech a zanedbavanych zahradach, od
nizin az do hor. Rozsifena je témét v celé Evropé, v mirné oblasti severni Asie a byla

zavlecena i1 do Severni Ameriky [11,12,52].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Obrazek 1 Hluchavka bila [56]

1.2.1.1 SloZeni

Mezi obsahové latky patii stopy silice, katechinové tiisloviny, slizové latky a flavonoidy, a
kyselina kavova, ktera plisobi bakteriocidn€. Obsahuje derivaty kyseliny cinové, alkaloidy,
fenylpropanoidy a jejich glykosidy, kvercetin. Dal$imi latkami je cholin, saponin, a betain,
coz je dusikatd organicka sloucenina, kterd se rozklada v zaludku a napomahd uvoliiovani
kyseliny chlorovodikové v zaludku. PEREIRA a kol [13] wurcili jako hlavni slozky
hluchavky verbaskosid a izoverbaskosid, které tvoftili asi 55 % celkovych polyfenold, latek

s antioxida¢nim ucinkem ve vzorku, a déle derivaty glukosyl izoskutelareinu [11,14].

7 o7 we

1.2.1.2 Biologické ucinky

Odvar z hluchavky bilé se vyuziva pii nachlazeni, kdy obsahové latky saponiny usnadiiuji
vyluh se vyuzivéa proti nespavosti a ma ptiznivy vliv na stfevni Cinnost. Sedaci koupel
z rostliny napomaha pti kiecich, bolestech a gynekologickych obtizich, napomaha pti 1é¢be
viedi a kiecovych zil. Pro zevni pouziti se vyuzivaji obklady pusobici pfi ekzémech,
hemoroidech a zanétlivych a mokvajicich ranach. Obsahové latky maji také antioxidacni a
antimikrobni U¢inky, reguluji metabolickou aktivitu, maji antivirové a cytoprotektivni
ucinky. Fenolické latky obsazeny v hluchavce maji znacny biologicky vyznam, a to

zejména jako antioxidanty. Diky témto latkdm zlepSuji u€inky inhibitorti nddorti a maji
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pozitivni vliv na kardiovaskularni systém. Dal§im pozitivem je riziko sniZeni rakoviny a

ochrana proti bunéénému poskozeni zptisobenym oxidativnim stresem [14,15,16].

1.2.2 Rozmaryn lékaisky (Rosmarinus officinalis)

Rozmaryn Iékarsky je aromaticky ket rostouci pfevazné v houstinach v oblasti
Sttedozemniho mote. Listy jsou tuhé, na okraji podvinuté, stiibtit¢ Sedozelené barvy.
Kvéty jsou uspotadany v lichopteslenech a jsou svétle modré barvy. Plodem jsou tvrdky.
Sbér se provadi v obdobi kvétu ¢i odkveétu a sbiraji se nat’ s listy. Roste pirevazné v suché,

skalnaté pidé¢ na proslunénych stranich [17].

Obrazek 2 Rozmaryn I¢kaisky [57]

Tato rostlina se ve fytoterapii vyuziva ve formach jako zdkladni roztok, silice a odvar nebo
jako extrakt. NejCastéji je vyuzivan lihoglycerinovy macerat zrozmarynu, ktery se
ptipravuje z mladych listovych vyhonkt [18]. Rozmaryn je vyuzivan nejen ve formé caje,
ale je mozno jej pouzit i pii vareni riznych pokrmti, ptedevsim pii grilovani masa, ¢i jako

ptisadu do omacek [19].

1.2.2.1 SloZeni

Rozmaryn obsahuje fadu biologicky aktivnich latek jako jsou flavonoidy jako diosmetin,
diosmin, luteolin, hispudin, nepetin a dal$i. Mezi dalsi obsahové latky patii také fenolické
latky - kyselina kdvova, chlorogenova, neochlorogenova, labiatovd a rozmarynova, dale
také diterpeny jako jsou karnosol a karnosolovd kyselina, rosmanol a izorosmanol,

triterpeny napf. o-amyrin a P-amyrin, kyselina ursolovd a dal$i. V neposledni fadé
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obsahuje také tfisloviny. Dle obsahu urcitych latek rozmarynové silice se tadi tyto silice do

raznych typt [20].

1.2.2.2 Biologické ucinky

Rozmaryn ma vliv na nervovy systém a antidepresivni a anxiolyticky ucinek, kdy

odstraituje pocit tzkosti a psychické napéti. Rozmaryn a jeho obsahové latky chrani

vrwe

Mrw e

rozmarynova a nékteré slozky silice inhibuji acetylcholinesterazu v mozku, kterd ptisobi
negativné na fungovani mozku. Krom¢ plisobeni na nervovy systém, pusobi rozmaryn
zazivacich potizi, revmatismu a koznich onemocnéni. Antioxidacni aktivita rozmarynu
souvisi predevSim se dvéma fenolickymi diterpeny karnosolem a kyselinou karnosovou.
Stimuluje jatra a zrychluje odstrafiovani toxind. Ma také hydratacni ucinek a vyuziva se pfi

vyrob¢ krémi a masti [10,19,20].

1.2.3 Saturejka zahradni (Satureja hortensis)

Saturejka zahradni je jednoletd aromaticka bylina plivodem ze Stfedomoii, vysoka az 60
cm. Pro sbér se vyuziva kvetouci nat, ktera se sklizi od c¢ervence do srpna. Lodyha je
pfimé, zelena az nafialovéld, husté vétvena. Listy jsou zaSpicatélé a kopinaté, prisedlé
k dfevnatéjici lodyze. Kvéty kvetou v lichopteslenech a jsou svétlefialové, rizové nebo
bilé barvy s trojlalo¢nou spodni ¢asti a delSim hornim pyskem. Saturejka vyzaduje slunné

teplé misto s kyprou ptidou [11,21].
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Obrazek 3 Saturejka zahradni [58]

1.2.3.1 SloZeni

Vyuziva se predevsim nat’ saturejky, ktera je bohata na silici obsahujici karvakrol, tujon,
p-cymol a obsahuje i tiisloviny. Cerstva nat’ obsahuje piiblizné 28 % susiny, v susiné je
ptitomno pfiblizné€ 5,6 % bilkovin, 1,6 % tuki, 9 % bezdusikatych latek, 8,6 % vlakniny a
2 % popelovin. Rostlina obsahuje latky ptedevSim ze skupiny terpenoidl, fenold,

polyfenolt a flavonoidd. Dale také pryskyftice, hotciny a mineralni latky [11,22].

1.2.3.2 Biologické ucinky

Saturejka zahradni je vyuzivand jako diuretikum na podporu zazivani. Diky svym
antiseptickym ucinkim napoméha obnovit stifevni mikrofloru a ptekonat bakteridlni
infekci. Silice saturejky zahradni maji vyznamné pesticidni G¢inky, zejména insekticidni,
fungicidni a baktericidni. Tyto ucinky jsou pravdépodobné zplsobeny karvakrolem a y-
terpinenem. Karvakrol je jednoduchy fenol, ktery se vyuzivd 1 pii 1é€bé koznich
onemocnéni ¢i proti nadymani. Monoterpen 7-terpinen je obsazeny v mnohych
aromatickych rostlinach. Je vyuzivan nejen jako antioxidant, ale i pfi 1é¢bé nachlazeni a
zaludec¢nich potizi. V lidové mediciné se vyuziva na otok pfi bodnuti hmyzem a ¢i jako
mast na hojeni ran. Mezi vyznamné biologické ucinky patii také antioxidacni aktivita,
ktera je dana predevsim piitomnosti fenolickych sloucenin, pfedevSim ptitomnosti jejich
difenolt, oxidoredukénich latek, vodikovych a kyslikovych slou¢enin apod. Antioxidacni
ucinek rostlinnych fenol v této rostliné byl studovan v souvislosti s prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a s vékem souvisejici degenerativni poruchy

mozku [19,22,23,52].

1.2.4 Srdecnik obecny (Leonurus cardiaca)

Srde¢nik je vytrvala evropskd bylina vysoka az 150 cm. M4 bohaté vétvenou chlupatou
lodyhu s fapikatymi, dlanitymi trojlaloénymi listy. Kvéty kvetou v lichopteslenech po az
10 kvétech. Kvéty jsou pfisedlé, fialové az rGzové, v dolni Casti s purpurovym odstinem.
Kvete od cervna do zari. Roste v rumistich, v ptikopech podél cest, na skladkach a
v mezich. Hojné se vyskytuje v teplejSich oblastech po celé Evropé krom¢ severnich

oblasti, druhotn¢ roste 1 v Severni Americe. Sbira se predevsim kvetouci nat’ [11,24].
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Obrazek 4 Srde¢nik obecny [59]

1.2.4.1 SloZeni

Srde¢nik obecny obsahuje hoi¢inu leonurin, a flavonoidni a iridoidni glykosidy jako
saponin, rutin, hyperozid, kvercetin, a tfisloviny, i silici. Dale také obsahuje labdanové
diterpeny, nékteré organické kyseliny (citrébnovou, jable¢nou, mlécnou, vinnou) a

kfemicitany [11,24,25].

1.2.4.2 Biologické ucinky

Piipravky ze srde¢niku obecného maji kardiotonicky, hypotonicky, sedativni a diureticky
ucinek. Kardiotonika jsou kardiostimulac¢ni léCiva, kterd zvySuji ¢i snizuji srdecni
frekvence. Hypotonikum pisobi jako latka snizujici krevni tlak. Diuretika plisobi na
ledviny a zplisobuji zvyseni vylu¢ovani vody a elektrolytd v moci. V tinktuie z nati
srdecniku pfevazuje latka rutin, kterd nejvice ovlivituje celkovou antioxidacni aktivitu.
Antioxidacni u¢inek srde¢niku spocivéa ve schopnosti inhibovat radikaly a reaktivni formy
kysliku a dusiku. Pisobi sedativné pii nespavosti ¢i izkosti. Vyuziva se i pfi menopauze na
snizeni klimakterickych potizi (pti ndvalech horka a poceni). Odvar Ize vyuzit k ndpomoci
vyvolani menstruace, kdy latka leunorin vyvolava délozni stahy. Odvar neni tedy vhodny
pro téhotné Zeny, jelikoZ by leunorin mohl vyvolat potrat. Sisak obsahuje polyfenolické
latky, které plsobi antioxida¢né, avSak studie prokazaly slabou antioxida¢ni aktivitu této

byliny [24,25,26].
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1.2.5 Sisak bajkalsky (Scutellaria baicalensis)

Sidék bajkalsky je vytrvala bylina dosahujici vysky 30 az 60 cm. M4 bohaté vétvenou
Ctythrannou purpurové zacervenalou lodyhu. Kvéty jsou modré usporfadané do
jednostrannych hroznii. Tuhé a kiizmostojné listy jsou jednoduché a kopinaté. Kvete
obvykle koncem Iéta a na podzim. Roste v lesostepnich oblastech vychodniho Zabajkali,
v severni Koreji, Cing, Japonsku a severovychodnim Mongolsku, ale i v CR. Nachazi se na

suchych stanovistich s pfimym sluncem ¢i polostinem v nadmotské vysce do 2000 m [27].

Obrazek 5 Sisak bajkalsky [60]
1.2.5.1 SloZeni

Mezi hlavni obsahové latky patii flavonoidy. Ty se nachdzeji hlavné ve formé glykosida.
Obsah flavonoidi kolisd s rocnim obdobim i s mistem pésténi. V §iSdku bajkalském se
nejvice nachazi flavonoid baikalin (5,6,7-trihydroxyflavon-7-O-f-glukuronid). DalSimi
flavonoidy a izoflavonoidy jsou oroxylin A, skullkapflavon I a II, neobaikalein,
dihydrobaikalein a dalsi. Glykosidy jako wogonosid a skutellarin jsou vyznamné zejména
pro podporu antioxidacni aktivity. Autofi GAO a kol. [43] urcili za hlavni slozky

flavonoidt Siséku s vyznamnym antioxida¢nim uc¢inkem kvercetin, luteolin a katechin [27].

1.2.5.2 Biologické ucinky

Mezi hlavni U¢inky vyluhu 2z kofene §iSdku patii antibakteridlni, protivirovy,
jednd o vychytdvani volnych radikald v téle. Jde o slozky schopné v téle poSkozovat
bilkoviny, nukleové kyseliny a lipidy. Plsobi jako iniciatoii peroxidace lipidl, coz
zpusobuje naruSeni bunéénych membran a organel. Pti laboratornich testech byla zkousena
aktivita baikalinu a baikaleinu, latek vyskytujicich se v $isdku, proti hydroxylovému,

alkylovému a DPPH radikalu. Baikalein a baikalin vychytavaly vSechny volné radikaly.
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Zjistilo se, ze ochranny efekt u bun€k je zplsoben nejen antioxidacni aktivitou
(vychytavanim volnych radikalti v téle), ale pravdépodobné i interakci baikalinu

s mitochondridlni NADH dehydrogenazou [27].

1.2.6 Yzop lékarsky (Hyssopus officinalis)

Yzop lékaisky je poloket dortstajici 20 az 60 cm. Sbira se predevSim kvetouci nat
v rozkvétu. Sbér lze provadét az 3x za rok. Yzop tvoii Ctythrannd vétvend lodyha
s ptisedlymi kopinatymi listy, které jsou vstiicné a téméf pfisedlé. Lichopfesleny jsou
tvofeny az 7 kvéty, které jsou zbarveny do modré az fialové barvy. TyCinky vycnivaji
z koruny s jesté delsi ¢nélkou. Plodem jsou drobné tmavohnédé tvrdky. Kvete v obdobi od
cervna do srpna. V potravinafstvi se nejCastéji vyuziva nat. Péstuje se v chudych
hlinitopis€itych az pis€itych ptdach, na skalnatych stranich, rumistich a lomech ve

Stiedozemi [28,29].

Obrazek 7 Yzop 1ékaisky - kvét [61]
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1.2.6.1 SloZeni

Yzop lékatsky obsahuje az 1 % silice, kterd obsahuje pfedevsim pinen, pinokamfon,
isopinokamfon, limonen a sabinen. Dale obsahuje fenolické latky jako kyselina
rozmarynova a flavonoidy. V silici je ptitomen i flavonovy glykosid hesperidin. Také
obsahuje diterpeny a triterpeny jako marrubiin a oleanovou kyselinu, a tfisloviny s malym

mnozstvim pryskyfice [29,30].

1.2.6.2 Biologické ucinky

Yzop l€kaisky je vyuzivan predev§im pro 1éCbu chorob dychaciho ustroji pii onemocnéni
hornich cest dychacich, pfi zdpalu prudusek, ¢erném kasli nebo astmatu, dale se také
vyuziva pii onemocnéni mocovych cest ¢i zlucéniku. Je vyuzivan jako 1é¢iva bylina
s antiseptickymi, protivirovymi a sedativnimi ucinky. Yzopové oleje napomahaji spole¢né
s tinkturami proti revmatickym bolestem. Vytazek z yzopu Iékatrského ulevuje pii zanétu
v dutiné UGstni a napomaha pii 1é€be infekci dasni a zubd. Louhy z listl yzopu napomaéhaji
pfi zazivacich potizich a pfi z&dnétu sliznic. Vyluh poddvany za studena zabraniuje poceni
zejména pii klimakterickych potizich. Vytazek yzopu je bohatym zdrojem antioxidantt,

zejména polyfenolll, redukujicich v téle volné radikaly [19,29,31].
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2 ANTIOXIDANTY

Mnoho lidskych nemoci je negativné ovlivnéno ptisobenim volnych radikala v téle. Lidské
télo dokédze ptirozené¢ vychytdvat volné radikaly v téle, avS§ak neni mnohdy schopno je
ucinné odbourat v tak velkém mnozstvi, které pfijimame nyni z rGznych zdroji. Je
dokazano, ze pfijem antioxidantd v potravé ucinné napomahd k ochrané lidského
organismu proti volnym radikalim a mnoho studii dokazuje souvislost mezi antioxida¢ni
aktivitou latek pfitomnych v urcité potravé a prevenci vuci chorobam jako jsou

kardiovaskularni choroby ¢i karcinogeneze [32].

Hodnoceni antioxida¢nich vlastnosti je proto dilezitym ukazatelem vhodnosti potraviny

pro lidské zdravi.

Klima, odrida, slozeni ptidy pfi jejich péstovani, ale 1 typ rozpoustédla vyuzitého pfi jejich
extrakci ovliviiuje vlastnosti extraktii rostlin, a to i ty antioxidac¢ni. Byliny se cCasto
vyuzivaji Cerstvé nebo i susené. A enzymatické procesy pifi suSeni mohou také vést ke
zménam ve slozeni fotochemikalii, coz mlze ovlivilovat antioxidacni u¢inek. Tak u maty
peprné mize mit susSeni za nésledek zvyseni obsahu fenolickych latek, kdezto u meduiky
suSeni nemusi nijak vyrazné ovlivnit obsah téchto latek. Suseni u nékterych druhii bylin

také snizuje obsah kyseliny askorbové az o desetinasobek [33,34].

2.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

Mezi volné radikaly ptsobici pfedev§im v organismu jsou reaktivni kyslikové radikaly a
dusikové radikaly. Tyto dva typy radikalii ptisobi negativné v téle predev$im na funkci
sloucenin jako jsou lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, kdy dochazi k pozménovani
struktur téchto molekul. Toto pozménéni struktur mé za disledek zmény bunéénych
struktur, a to vede k poskozeni celych tkédni, organti, a tudiz i k nespravné funkci celého
organismu. Organismus neni schopen samovolné eliminovat volné radikaly, tudiz je nutno
pfedchazet jejich vzniku. Moznosti ochrany je konzumovat antioxida¢ni latky v rostlinné
potravé. Jde o potraviny obsahujici vitaminy C a E, ale také karotenoidy. DalSimi
vyznamnymi latkami majicimi antioxidacni schopnosti jsou polyfenolické slouceniny jako
flavonoidy nebo katechiny, ale i jiné fenolické slouceniny. Jako zdroj téchto latek se mtize

vyuzit ovoce, zelenina, ale 1 1€Civé a aromatické rostliny, byliny, jejich extrakty [35,53].
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Antioxidacni aktivitu je mozno charakterizovat jako schopnost eliminovat volné radikaly
v organismu, které plisobi pievazné negativné. Rostlinné slozky jsou v organismu
zpracovavany metabolickymi drahami zejména v travicim traktu, kde dochazi k riznym

zménam a upravam. Antioxidacni ucinek je tak ovlivnén i riznou mirou vstiebavani latek.

Metody vyuzivané ke stanoveni antioxidacni aktivity je mozno rozd¢lit na chemické a
fyzikalni. U metod chemickych se vyuzivd urCitych Cinidel, které poskytuji barevné
produkty s volnymi radikély, kdy pfitomné antioxidanty naopak brani vzniku barevné
zmény. Intenzita barevné zmény se méfi nejcastéji pomoci spektrofotometrie a rozdil
absorbanci kontrolniho vzorku a méteného vzorku pak udava obsah latek pusobicich
antioxida¢né. Pii hodnoceni je vSak dulezité¢ veédét, ze se ve vzorku mohou kromé
antioxidantll nachéazet i latky reaktivni zplsobujici oxidacni zmény. Fyzikalni metody

spocivaji ve zméné fyzikalnich vlastnosti, které doprovazi chemickou reakci [35,53,54].

2.2 Prehled metod vyuzivanych pro stanoveni antioxida¢nich vlastnosti

V rostlinach zéavisi celkova antioxidacni aktivita nejen na obsahu a sloZeni fenolickych
sloucenin, ale také na obsahu dalSich pfitomnych antioxidantd. Metody spocivaji ve
schopnosti daného vzorku vychytavat volné radikdly. Tyto radikdly mohou byt smési
vytvateny ¢i do ni jsou pfidavany. Z chemického hlediska se miize jednat o kyslikové
radikaly napiiklad hydroxyl nebo peroxyl, nebo syntetické stabilni radikaly jako jsou
napiiklad DPPH ¢i kation-radikal ABTS™™* [36,37,51].

Pii stanoveni polyfenolickych latek se vyuzivaji metody stanoveni jednotlivych
polyfenolickych latek ¢i se stanovuji skupiny latek se spole¢nymi vlastnostmi jako jsou
flavonoidy. Jednou ze zdkladnich metod stanoveni polyfenoll je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Dale je mozno vyuzit i papirovou chromatografii ¢i

chromatografii na tenké vrstvé (TLC), nebo také kolorimetrii [38,51].

2.2.1 Metoda pouzivajici DPPH

Tato metoda je jednou ze zdkladnich a spociva v reakci testované antioxidacni latky

s ¢inidlem 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazylem, coz je stabilni volny radikal.
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N—N NO,

Obrazek 8 DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazyl) [62]

Diky této struktufe md& DPPH moznost piijimat do své struktury atom vodiku. Pfi reakci
dochazi k redukci radikdlu a vznikd DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Tato reakce je
nejcasteji sledovana pomoci spektrofotometrického stanoveni pii vinové délce 517 nm.
Sleduje se pokles absorbance. U vyrazné barevnych vzorkl je vyhodnéjsi vyuziti metody
detekce pomoci HPLC, u které nedochazi k zabarveni smési a pfi které se hodnoti pik

radikalu DPPH [35,39].

2.2.2 Metoda pouzivajici ABTS

Metoda pouzivajici ¢inidlo ABTS je také jednou ze zékladnich druhii metod vyuzivajicich
pro stanoveni antioxidacni aktivity. Pii testovani se vyuziva schopnosti vzorku eliminovat
kation-radikal ABTS* (2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
Nasledné¢ se radikalova aktivita vzorku vyjadiuje v ekvivalentech syntetickd latky Trolox

(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina).

HO O

OH

Obrazek 9 Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)
ZhaSeni radikalu ABTS™ antioxida¢nimi latkami, které jsou donory vodiku, dochazi ke
zménam absorpéniho spektra ABTS' méfeného spektrofotometricky nejéastéji pfi vlnové
délce 734 nm. V reakéni smési se kation radikal mize vytvaret oxidaci latkou ABTS. Pti
experimentalnim méfeni je mozno vyuzit pfidani antioxidantu do reakéni smési, ve které

jiz byl vytvofen radikal ABTS* ¢&i vyuZit postupu, kdy je antioxidant v reakéni smési
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piitomen pii tvorbé radikdlu ABTS™. Nejcastji je vSak vyuzit postup, kdy je antioxidant
pfidavan do smési, kde je radikal ABTS* jiz vytvofen pomoci peroxidizy. Metoda
stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS je jednoduchd, rychld a da se
uplatnit pfi méfeni antioxidacni aktivity jak u latek rizného puvodu, tak u smésnych

vzorku [37].

ABTS
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Obrazek 10 Generovani radikadlu ABTS a vznik degeneracnich produktti ptisobeni
polyfenolt

2.2.3 Metoda stanoveni celkového obsahu polyfenolii s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem

Pro stanoveni obsahu polyfenold, které jsou spoluzodpovédné za antioxidaéni ucinek, se
vyuziva metoda za pouziti Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Tato metoda je zaloZena na oxidaci
redukovanych ~ molekul  pisobenim  kyseliny  fosfowolframové a  kyseliny
fosfomolybdenové, ktera jsou silnd anorganickd oxidacni Cinidla. Pii reakci dochazi
k modrému zbarveni vzorku, coz je zpusobeno oxida¢né-redukéni reakci. Stanoveni
koncentrace fenolickych latek se nasledné provadi spektrofotometricky pti vinové délce
765 nm. U vzorkli se vyuziva vyjadreni radikdlové aktivity jako celkového obsahu a
z divodu obsahu mnoha ruznych fenolickych sloucenin se vztahuje k jedné sloucening,

jako ekvivalent kyseliny gallové [36,37,55].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILBAKALARSKE PRACE

Cilem bakalaifské prace bylo charakterizovat vybrané byliny celedi hluchavkovité
(Hluchavka bila, Rozmaryn lékaisky, Saturejka zahradni, Srdeénik obecny, Sisak
bajkalsky, Yzop I¢kaisky) a u téchto rostlin stanovit obsah polyfenolickych latek
spektrofotometrickou metodou s vyuzitim Folin-Ciocalteuova c¢inidla a také stanovit
antioxidacni aktivitu danych rostlin pomoci spektrometrické metody s DPPH a ABTS

¢inidly za riznych podminek.
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4 MATERIAL A PRISTROJE

4.1 Vzorky rostlin

Pii zpracovani praktické casti byly vyuzity suSené byliny zceledi hluchavkovité

zakoupené v obchodni siti od stejného vyrobee z CR (Tab. 1).

Tabulka 1 Analyzované vzorky bylin

Vzorek byliny Cést pouzité byliny Datum spotieby
1. | Hluchavka bila nat’ Unor 2021
2. | Rozmaryn lékaisky list, nat’ Listopad 2020
3. | Saturejka zahradni nat’ Prosinec 2020
4. | Srdecnik obecny nat’ Rijen 2020
5. | Sisak bajkalsky nat’ Unor 2021
6. | Yzop lékatsky nat’ Duben 2020

4.2 Pristroje a pomiicky

e analytické vahy Voyager PRO VP214C (Ohaus, Pine Brook USA)

laboratorni sklo

teplomér

tiepacka Vortex

4.3 Chemikalie a roztoky

destilovana voda

etanol p.a. (Penta, CR)

DPPH (Sigma Aldrich, Francie)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta, CR)

spektrofotometr (PerkinElmer, Lambda 25, Velka Britanie)
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acetatovy pufr o pH=5,5
acetatovy pufr o pH=4,3
uhligitan sodny (Lukes, CR)
ABTS (Sigma Aldrich, Francie)

peroxodisiran draselny (Luke§, CR)
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5 METODIKA STANOVENI

5.1 Priprava extrakta rostlin

Pfiprava extrakti spocivala vnavazeni 1 g vzorku suSenych rostlin, bylin celedi
hluchavkovité (Hluchavka bila, Rozmaryn I¢katsky, Saturejka zahradni, Srde¢nik obecny,
Sisak bajkalsky, Yzop lékaisky) s presnosti na 0,0001 g. Néasledné byl vzorek zalit 50 ml
demineralizované vody o teploté 100 °C, dalsi o teploté¢ 80 °C a také 70 °C a ponechan
louhovat 10 min s ob¢asnym promichanim. Poté byl roztok filtrovan pfes jemné sitko a
pteveden do 100 ml odmérné baiiky a doplnén demineralizovanou vodou po rysku. U

vétSiny bylin bylo pfed samotnym méfenim dle potfeby nutné fedéni.

Piipravené extrakty z rostlin byly vyuzivany pro stanoveni obsahu polyfenoll i

antioxidac¢ni aktivity metodou s DPPH, IC50 a ABTS.

5.2 Stanoveni obsahu polyfenolti pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Ke stanoveni obsahu polyfenoli nami modifikovanou metodou pomoci Folin-Ciocalteuova

¢inidla [40] byl ptipraven roztok vzorku byliny a slepy vzorek v nésledujicim slozeni:
Vzorek:

e 2 ml 10 % roztoku Folin-Ciocalteuova ¢inidla

e 0,2 ml extraktu byliny
Slepy vzorek:

e 2 ml 10 % roztoku Folin-Ciocalteuova ¢inidla

e 0,2 ml demineralizované vody

Takto pfipravené smési v uzavienych zkumavkach byly dikladné promichany na vortexu a
ponechany ve tmé pii laboratorni teploté 5 minut. Nésledné byl pfidan do obou smési 10%-
ni roztok uhli¢itanu sodného (2 ml). Smés byla opét promichdna a ponechéna ve tmé pii

laboratorni teploté po dobu 15 minut. V pribéhu reakce byla smés né€kolikrat promichana.

Po uplynuti reakéni doby byla absorbance vzorkd méfena na spektrofotometru pii vinové

délce 765 nm.
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Celkovy obsah polyfenolii ve vzorcich byl pfepocitin pomoci kalibracni kiivky na
standard kyseliny gallové a pfeveden na puvodni hmotnost a vyjadien jako ekvivalent

kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku.

5.2.1 Kalibracni kiivka standardu kyseliny gallové

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové byly pouzity koncentrace - 0,07; 0,06;
0,04; 0,03; 0,02 mg/ml.

Kalibra¢ni kfivka standardu kyseliny gallové byla sestavena z hodnot zmétené absorbance

v zavislosti na koncentraci kalibracniho roztoku kyseliny gallové.

Kyselina gallova

0 001 002 003 004 005 006 007 008
¢ [mg/ml]

Obrazek 11 Kalibraéni kiivka kyseliny gallové

Rovnice linearni regrese kalibra¢ni ptimky kyseliny gallové:
y = 14,044-x + 0,0452

y - absorbance [1]
x - koncentrace kyseliny gallové ¢ [mg/ml]
Hodnota R?=0,9927

5.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH

Ke stanoveni antioxidacni aktivity nami modifikovanou metodou s DPPH c¢inidlem [41]

byl pfipraven roztok vzorku bylin, odpovidajici kontrolni pokus a slepy pokus ve slozeni:



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Vzorek:
e 3,8 ml roztoku DPPH
e 2 ml acetatového pufru o pH=5,5
e 0,2 ml extraktu bylin
Slepy vzorek:
e 3.8 ml etanolu
e 2 ml acetatového pufru o pH=5,5
e (0,2 ml vzorku
Kontrolni vzorek:
e 3,8 ml roztoku DPPH
e 2 ml acetatového pufru o pH
e 0,2 ml demineralizované vody

Roztoky v uzavienych zkumavkéich byly dikladné¢ promichany na vortexu a byly
ponechany reagovat ve tmé pii laboratorni teploté po dobu 1 h. Pribézné byly zkumavky
promichavany. Po 1 hodinové reakci bylo provedeno spektrofotometrické méteni vzorku a

odpovidajiciho kontrolniho vzorku pii vinové délce 517 nm.

Ziskané hodnoty absorbance vzorku a kontrolniho vzorku byly déle pouzity k vypoctu

inaktivace [.

Hodnota inaktivace I [%] byla vypoctena ze vztahu (1):
K-A
I'=—=-100 (1

K - absorbance kontrolniho vzorku pfi vinové délce 517 nm

A - absorbance extraktu jednotlivych vzorkt pii vinové délce 517 nm

Z hodnot inaktivace se vypocetla antioxidacni aktivita (AA) vzorkd pomoci kalibra¢ni
ktivky na standard kyseliny askorbové, a byla pfevedena na piivodni hmotnost a vyjadiena

jako ekvivalent kyseliny askorbové v miligramech na gram vzorku.
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5.3.1 Kalibraéni kiivka standardu kyseliny askorbové

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byly pouzity koncentrace kyseliny askorbové v hodnotach

0,15;0,125; 0,1; 0,08 0,06 mg/ml.

Kalibra¢ni kiivka kyseliny askorbové byla sestavena z vypoctenych hodnot inaktivace I
[%] v zavislosti na koncentraci kalibra¢niho roztoku kyseliny askorbové. Hodnoty
inaktivace byly spoéteny ze zmétenych absorbanci z rovnice pro vypocet inaktivace (1)

(kap. 5.3).

Kyselina askorbova
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¢ [mg/ml]

Obrazek 12 Kalibra¢ni ktivka kyseliny askorbové

Rovnice linearni regrese z kalibra¢ni piimky kyseliny askorbové:
y=316,35x-1,9199

y - hodnota inaktivace [%]
x - koncentrace kyseliny askorbové [mg/ml]
Hodnota R2=0,9911

5.3.2 1IC50 stanoveni

Hodnota IC50 vyjadiuje koncentraci roztoku, kterd je nezbytné pro inhibici 50 % volnych
radikalit DPPH. V rozmezi koncentraci bylinnych extrakti 4-10 mg/ml bylo ptipraveno 4
nebo 5 ziedénych roztoki u tif vybranych bylin (Hluchavka bil4, Srdenik obecny, Sisak
bajkalsky). Reakéni smési s ¢inidlem DPPH byly pfipraveny stejnym zpiisobem jako u

stanoveni AA (kap. 5.3). Hodnoty zjisténé inaktivace pro dané koncentrace pouzitého



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

extraktu bylin byly graficky zobrazeny a vysledné hodnoty koncentraci IC50 byly nasledné

vypocitany pomoci linedrni regrese pro I = 50 %.

5.4 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity nami modifikovanou metodou s ABTS [42] byl

pripraven roztok vzorku a slepy pokus v nasledujicim slozeni:
Reakéni smés:
e peroxodisiran draselny (K,S,0g) (0,06 M)
e roztok ABTS (3,5 mM)
e octanovy pufr o pH 4,3
Vzorek:
e 4 ml reakéni smési
e 50 pl vzorku
Slepy vzorek:
e octanovy pufr o pH 4,3

Piipravené roztoky vzorkid a slepého vzorku v uzavienych zkumavkach byly dikladné
promichany na vortexu a ponechany reagovat ve tmé pii laboratorni teplot¢ po dobu 30
minut. Pribézné byly zkumavky promichavéany. Po ptlhodinové reakci bylo provedeno

spektrofotometrické métfeni vzorku pii vinové délce 734 nm.

Ziskané hodnoty absorbance vzorkli byly dale pouzity k vypoctu inaktivace pomoci

rovnice pro vypocet inaktivace (1) uveden v kap. 5.3.

Z hodnot inaktivace se vypocetla antioxidacni aktivita (AA) vzorkd pomoci kalibra¢ni
ktivky na standard troloxu, ktera byla pfevedena na pivodni hmotnost a vyjadiena jako

ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

5.4.1 Kalibra¢ni krivka troloxu

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byly pouzity koncentrace troloxu v hodnotach 0,4; 0,3;

0,25;0,2; 0,15; 0,1 mg/ml.
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Kalibra¢ni ktivka troloxu byla sestavena z vypoctenych hodnot inaktivace [%] v zavislosti
na koncentraci kalibra¢niho roztoku troloxu. Hodnoty inaktivace byly spocteny z ubytku

absorbance z rovnice pro vypocet inaktivace (1) (kap. 5.3).

Trolox
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Obrazek 13 Kalibra¢ni kiivka troloxu

Rovnice linearni regrese kalibra¢ni ptimky troloxu:
y =181,66-x + 0,0153

y - hodnota inaktivace I [%]
x - koncentrace troloxu ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti R* = 0,9932
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Testovano bylo 6 vzorkli suSenych bylin (Hluchavka bild, Rozmaryn 1ékatsky, Saturejka
zahradni, Srde¢nik obecny, Sisak bajkalsky, Yzop Iékaisky). Vysledky hodnoceni
celkového obsahu polyfenoll a antioxida¢ni aktivity stanovené né¢kolika metodami (DPPH,

IC50, ABTYS) jsou uvedeny v nésledujicich kapitolach.

6.1 Celkovy obsah polyfenolii bylin

Celkovy obsah polyfenolickych latek (TPC) byl stanovovan pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla postupem uvedenym v kap. 5.2. Extrakty vybranych bylin byly pfipraveny
postupem uvedenym v kap. 5.1. Celkovy obsah polyfenolli v extraktech byl nasledné
prepocitan na standard kyseliny gallové (KG) pomoci rovnice linearni regrese kalibracni

kiivky KG (kap.5.2.1) a vyjadien jako ekvivalent KG v miligramech na gram vzorku.

Vysledky hodnoceni celkového obsahu polyfenolt bylin jsou uvedeny na Obr. 14

Sisak Hluchavka Rozmaryn Saturejka Yzop Srdecénik

10

TPC [mg ekv. KG/g]
[ N w & (6] [e)} ~

o

Obrazek 14 Hodnoty TPC bylin v sestupném potadi

Hodnota TPC se u bylin ¢eledi hluchavkovité pohybovala v rozmezi od 3,10 do 8,65 mg
ekv. KG/g. Nejnizsi stanovend hodnota polyfenolll byla u srde¢niku, a to vice nez

polovi¢ni zjistény obsah v porovnani s ostatnimi bylinami, které mély obsah podobny (6,86



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

- 8,65 mg ekv. KG/g). Nejvice polyfenoll bylo zjisténo u §iSdku, o 14 % vice nez u druhé

byliny v pofadi (hluchavka).

Autofi Vaidya a kol. [43] stanovovali celkovy obsah polyfenolii v metanolovém extraktu
pfipraveném z riznych ¢asti Sisaku bajkalského. Stanoveni bylo provadéno pomoci metody
s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Celkovy obsah polyfenolil stanovili u extrakti cerstvého
Sisaku na 91,8 mg ekv. KG/g vzorku a u extraktii susené¢ho Sisaku na 185 mg/g vzorku.
Vysledky stanoveni polyfenolickych latek v danych metanolovych extraktech byly oproti
nasemu stanoveni vys$i, coz muze byt z divodl rozdilné tpravy vzorkl, rozpoustédla,

modifikované metody stanoveni apod.

Celkovy obsah polyfenolli v etanolovém extraktu pifipraveném z riznych ¢asti rostliny
hluchavky byl zjistovany podle modifikované metody s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem
autory PEREIRA a kol [13]. Obsah celkovych polyfenolii urcili na 24,24 mg ekv. KG/g, co
je vyssi hodnota, nez byla stanovena u hluchavky v této praci, z obdobnych divodi jako

byly uvedeny vyse.

VALYOVA a kol. [44] zjistovali celkovy obsah polyfenoll u in vivo a in vitro extrakti
hluchavky péstované v Bulharsku. Zjistili, Ze obsah polyfenold je zévisly na polarité
pouzitého rozpoustédla, kdy hodnoty dosahovaly 21,45 az 103,12 mg ekv. KG/g. Nejvyssi
mnozstvi ur€ili u in vivo metanolovych extrakti, nizsi u etanolovych extraktd, pfi¢emz in

vitro extrakty mély az 2x mensi obsah téchto latek.

Stanoveni obsahu polyfenoli provadéli u rozmarynu WEIGUANG a HAZEL [45], ktefi
zjistovali vliv suSeni bylin (na slunci, pii 40 a 70 °C) na obsah téchto latek. Nejvyssi obsah
stanovili u bylin suSenych na slunci, které byly nasledné extrahovany do metanolu (39,6
mg ekv. KG/g), kde urcili vyss§i TPC nez u etanolového extraktu (34,3 mg/g). V obou

ptipadech je to vyssi hodnota nez v nami stanovovaném vodném extraktu rozmarynu.

Autofi GUMUS a kol. [46] ve své praci stanovovali antioxida¢ni aktivitu a celkovy obsah
polyfenolli v etanolovych extraktech saturejky zahradni. TPC stanovili na 81,3 mg ekv.
KG/g vzorku. Odlisnost vysledkt stanovenych autory se lisi oproti nasim nejspiSe pouZzitim

jiného rozpoustédla i metodou stanoveni.

VLASE a kol. [47] ve své praci zjistovali celkovy obsah polyfenoll v etanolovém extraktu

yzopu lékatského. Mnozstvi polyfenoll u této byliny stanovili na 77,7 mg ekv. KG/g.

WEIGUANG a HAZEL [45] zjistovali vliv suseni bylin (na slunci, pti 40 a 70 °C) také na

obsah TPC u metanolového a etanolového extraktu ze srde¢niku. Nejvy$si mnozstvi
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polyfenolt urcili u této byliny susené pii 40 °C, a to s vyuzitim obou rozpoustédel (max.
pro metanol 38,1 mg ekv. KG/g). Rozdily stanoveni proti nasim vysledkiim lze pfipsat

riznym extrakénim podminkam a pribéhu stanoveni.

U tif vybranych bylin - Sisék bajkalsky, Hluchavka bila, Srdeénik obecny (s nejvys$sim,
byliny na mnozstvi polyfenolti. Na zaklad€ vyuziti riznych teplot (70 °C, 80 °C a 100 °C),
pti kterych byly byliny extrahovany, byly zjistény zmény obsahu polyfenolickych latek.
Vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny na Obr. 15.
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Obrazek 15 Hodnoty TPC bylin pfi riiznych teplotach extrakce u vybranych
vzorkl

Jak je z grafu (Obr. 15) patrné, pfi stanoveni TPC za riznych teplot extrakce, u vzorkl
vybranych bylin se hodnota obsahu TPC s teplotou snizuje. V piipad¢ SiSaku doslo pii
snizeni teploty extrakce na 80 °C k poklesu obsahu TPC o 13 %, a pfi teploté¢ 70 °C klesla
hodnota TPC o 21 % oproti extrakci pti 100 °C. Mnozstvi TPC stanovené u hluchavky pfi
extrakci za teploty 80 °C kleslo o 30 % oproti extrakci pii teploté 100 °C, a u teploty 70 °C
bylo TPC snizeno az o 39 %. U srde¢niku pfi teplotach 80 a 100 °C byla urcena jen
minimalni zména hodnoty TPC, kdy se liSila tato hodnota o necelé¢ 4 %. Obsah polyfenolt

pti 70 °C extrakci byl ale az o 33 % nizsi nez pfi extrakei za teploty 100 °C.
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K nejvétsimu poklesu TPC tedy doslo u hluchavky, kdy teplota 100 °C je nejvhodnéjsi pro
ziskani nejvétsiho mnozstvi polyfenolil z této byliny. I v pfipadé srde¢niku doslo k poklesu

TPC, ale jen pfi teploté 70 °C. U §iSaku byl pozorovan nejnizsi pokles.

6.2 Antioxidacni aktivita bylin

6.2.1 Antioxidac¢ni aktivita bylin stanovena metodou s DPPH

Antioxidacni aktivita (AA) metodou s DPPH byla uréena postupem uvedenym v kap. 5.3.
Extrakty bylin byly pfipraveny postupem uvedenym v kap. 5.1. AA u vSech extrakt byla
nasledné prepocitdna na standard kyseliny askorbové pomoci rovnice linearni regrese
kalibra¢ni kiivky kyseliny askorbové (KA) (kap. 5.3.1). Celkova AA byla vyjadiena jako

ekvivalent kyseliny askorbové v miligramech na gram vzorku.

Vysledky stanoveni AA u jednotlivych bylin jsou uvedeny na Obr. 16.
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Obrazek 16 Hodnoty AA (DPPH) bylin v sestupném potadi

Hodnoty AA se pohybovaly v rozmezi 0,78 az 1,53 mg ekv. KA/g. Nejvyssi stanovena

hodnota AA byla u vzorku Sisaku, pficemz dalsi ¢tyfi vzorky bylin mély velmi podobné

Sv v
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Autofi GAO a kol. [48] zjistovali antioxidacni aktivitu flavonoidi obsazenych
v extraktech §iSdku bajkalského. Pomoci metody DPPH stanovili hodnoty koncentraci
IC50 v etanolovych extraktech §iSaku na 24 az 32 umol/ml. NejucinnéjSimi latkami byly

baikalein a baikalin.

KASPARAVICIENE a kol. [31] stanovovali ve své praci antioxidaéni aktivitu v
etanolovych extraktech rozmarynu. Etanol o riznych koncentracich (30-96 %) byl pouzit
pro extrakci rozmarynu, nasledné¢ byla méfena AA metodou DPPH, kdy stanovili
schopnost rozmarynu inaktivovat 72-85 % DPPH v zavislosti na koncentraci pouzitého

etanolu.

VALYOVA a kol. [44] zjistovali antioxida¢ni aktivitu metanolovych a etanolovych in vivo
a in vitro extraktl hluchavky péstované v Bulharsku pomoci metody DPPH. Byly
metanolové extrakty in vivo a etanolové extrakty in vivo (20,6 — 49,9 ng/ml), u extrakti in
vitro byly urCeny podstatné vyssi IC50 (193,8 — 274,4 ng/ml) a tedy nizs$i AA. Rozdilnost
hodnot s nasimi vysledky jsou dany napf. jinym druhem extrakéniho rozpoustédla nebo

rozdilnym postupem u stanoveni metodou DPPH.

Studie autori HATIPOGLU a kol. [49] u yzopu lékafského byla zaméfena na stanoveni
antioxida¢ni  aktivity metodou s DPPH v metanolovo-vodnych, vodnych a
chloroformovych extraktech in vitro. Hodnota IC50 u vodného extraktu byla 18,8 pg/ml. V
metanolovo-vodném roztoku hodnota IC50 byla stanovena na 28,8 pupg/ml a
chloroformového extraktu ¢inila hodnota 250 pg/ml. Dle této studie je pro extrakci
nejvhodnéjsi pouzit jako rozpoustédlo vodu. Autoti KIZIL a kol. [50] stanovili AA
metodou DPPH u yzopu lékatského na mirné niz$i hodnotu IC50, 16,4 pg/ml. Hodnoty
stanovené v nasi praci se mohou liSit z divodu rozdilného postupu pii stanoveni ¢i
vyuzitim jiné ¢asti rostliny apod.

ARMATU a kol. [26] zjistovali antioxida¢ni aktivitu srdecniku obecného in vitro

v metanolovém a etanolovém extraktu. Inhibi¢ni efekt volnych radikalti stanovovan

metodou DPPH ¢inil kolem 47,8 %.

I pfi hodnoceni AA (podobné jako u stanoveni polyfenoltl) byl u tii vybranych bylin -

v v

Sisak bajkalsky, Hluchavka bila, Srde¢nik obecny (s nejvyssi, podobné vysokou a nejnizsi
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hodnotou) zkouman vliv teploty pii extrakci bylin na antioxida¢ni aktivitu extraktu. Také
v tomto piipadé byly zjiStény jisté rozdily v hodnotach AA pii riznych teplotach (70 °C,
80 °C a 100 °C). Vysledky stanoveni jsou uvedeny na Obr. 17.
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Obrazek 17 Hodnoty AA (DPPH) bylin pfi riznych teplotach extrakce u
vybranych vzorkt

Pii stanoveni AA metodou DPPH vlivem rGznych teplot pouzitych pii extrakci byl
pozorovan minimalni pokles AA pfi snizovani teploty extrakce. V ptipad¢ Sisaku doslo u
teploty 80 °C oproti louhovani pti 100 °C ke snizeni hodnoty AA o 4 %, u teploty 70 °C
hodnota AA klesla 0 5 %. AA stanovend metodou DPPH u hluchavky pfi extrakci za
teploty 80 °C klesla o 2 % oproti extrakci pii teploté 100 °C, a u teploty 70 °C byla AA
snizena o 5 %. U srde¢niku byla stanovena téméf stejnd hodnota AA pii teplotach 80 a 100
°C, kdy se hodnoty liSily o méné nez 1 %. AA pti 70 °C byla o 5 % nizsi (0,74 mg ekv.

A4

bylin.
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6.2.1.1 Hodnoty IC50 vybranych bylin

Urceni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno také stanovenim hodnot IC50 s vyuzitim
DPPH ¢inidla, postupem uvedenym v kap. 5.3 a 5.3.2. Zékladni extrakty tfi vybranych
bylin - Sisak bajkalsky, Hluchavka bila, Srde¢nik obecny, byly piipraveny postupem
uvedenym v kap. 5.1, nasledné byly fedény postupem uvedenym v kap. 5.3.2. Hodnoty
IC50 byly u vybranych extrakti vypocteny pomoci rovnice linedrni regrese pro danou

bylinu v miligramech na mililitr vzorku.

Vysledky stanoveni IC50 u vybranych bylin jsou uvedeny na obrazcich Obr. 18-20.

0 2 4 6 8 10
¢ [mg/ml]

Obrazek 18 Hodnoty inaktivace pro rizné koncentrace extraktu $isaku

Rovnice linearni regrese pro IC50:
y=7,1017x-0,1011

y - hodnota inaktivace I [%] pro jednotlivé koncentrace roztoki vzorki
x - koncentrace ¢ [mg/ml] roztoku vzorku byliny
Hodnota spolehlivosti R* = 0,9995

Vypoctend hodnota koncentrace IC50 (pii inaktivaci I = 50 %): 7,03 mg/ml
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Obrazek 19 Hodnoty inaktivace pro riizné koncentrace extraktu hluchavky

Rovnice linearni regrese 1C50:
y=7,5878x-0,1139

y - hodnota inaktivace I [%] pro jednotlivé koncentrace roztoki vzorki
x - koncentrace ¢ [mg/ml] roztoku vzorku byliny
Hodnota spolehlivosti R* = 0,99789

Vypoctena hodnota koncentrace IC50 (pfi inaktivaci I = 50 %): 6,60 mg/ml
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60
@
50 ......
40 ...... ‘ ......
< | ] e )
s£30 ' 2
20 [
0 e
0 e
0 2 4 6 8 10 12
¢ [mg/ml]

Obrazek 20 Hodnoty inaktivace pro rizné koncentrace extraktu srde¢niku
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Rovnice linearni regrese 1C50:
y =5,2066-x - 1,0791

y - hodnota inaktivace I [%] pro jednotlivé koncentrace roztoki vzorki
x - koncentrace ¢ [mg/ml] roztoku vzorku byliny
Hodnota spolehlivosti R? = 0,9908

Vypoctend hodnota koncentrace IC50 (pii inaktivaci I = 50 %): 9,81 mg/ml

Z hodnoceni koncentraci IC50 je zifejmé, ze nejvyssi hodnotu koncentrace IC50, a tedy
antioxidac¢ni aktivity metodou s DPPH. Podstatn¢ nizsi hodnotu IC50 (téméf o 33 % nizsi)
a proto vyssi AA ma $iSak, a proti této hodnoté jen o malo nizs§i koncentraci IC50 a

podobné vysokou AA, ma hluchavka.

6.2.2 Antioxidacni aktivita bylin stanovena metodou s ABTS

Stanoveni antioxidacni aktivity (AA) metodou ABTS bylo provadéno postupem uvedenym
v kap. 5.4 u extraktli vS§ech 6 vzorkl bylin. Extrakty byly pfipraveny postupem uvedenym
v kap. 5.1. AA jednotlivych vzork byla pfepocitana z hodnot inaktivace na standard
troloxu (TE) (kap. 5.4.1) a vyjadiena jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram

vzorku. Vysledky stanoveni AA u jednotlivych bylin jsou uvedeny na Obr. 21.

Antioxidacni aktivita u vybranych hluchavkovitych bylin stanovend metodou ABTS byla
uréena vrozmezi od 15,88 do 39,82 mg ekv. TE/g. Nejniz§i AA, podobné jako pfi
stanoveni TPC a AA (DPPH) byla zjiSténa u srde¢niku, a dosahovala nize nez 50 % hodnot
ostatnich bylin. Dalsi dvé byliny vykazovaly podobnou AA v sifi 35,37 — 35,75 mg ekv.
TE/g. Jen mirné vyS$s$i a zaroven témeéf shodné hodnoty antioxidacni aktivity byly

stanoveny u rozmarynu, hluchavky a yzopu.
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Obrazek 21 Hodnoty AA (ABTS) bylin v sestupném potadi

Hodnoty AA zjisténé metodou ABTS byly pro byliny také piepocteny a vyjadieny v
jednotkach pmol ekvivalentu troloxu na gram vzorku (Tab. 2), kde je také vidét dany trend

u hodnot AA hodnocenych bylin.

Tabulka 2 Antioxida¢ni aktivita (ABTS) vybranych bylin
ve vzestupném potadi

Vzorek byliny AA (ABTS) [umol ekv. TE/g]
Srde¢nik obecny 63,43
Hluchavka bila 141,32
Yzop lékarsky 142,81
Rozmaryn Iékatsky 154,34
Sisak bajkalsky 158,71
Saturejka zahradni 159,10
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6.3 Korelacni vztahy mezi celkovym obsahem polyfenolii a antioxida¢ni

aktivitou

Pro zjisténi vzajemnych vztahi mezi celkovym obsahem polyfenolt (TPC) a antioxida¢ni
aktivitou (AA) u obou metod (DPPH, ABTS) byla provedena korela¢ni analyza s ur¢enim
hodnot korelac¢nich faktori. Na Obr. 22 a 23 jsou znazornény zavislosti vytvotené z hodnot
AA a TPC u vSech Sesti druhii bylin. Dané zavislosti jsou vyjadieny i rovnici linearni

regrese primky.
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Obrazek 22 Zavislost AA (DPPH) na TPC pro extrakty bylin

Rovnice linearni regrese korelace:
y=0,1513-x + 0,3765

y - antioxidac¢ni aktivita [mg ekvivalentu KA/g vzorku]

x - celkovy obsah polyfenol [mg ekvivalentu KG/g vzorku]

Pro zéavislost AA (DPPH) na TPC pro extrakty hluchavkovitych bylin byl uréen vysoky

korelacni faktor, R = 0,9469. Jde tedy o kladnou linearni zavislost.
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Obrazek 23 Zavislost AA (ABTS) na TPC pro extrakty bylin

Rovnice linearni regrese korelace:
y=4,6132-x + 3,454

y - antioxidac¢ni aktivita [mg ekvivalentu TE/g vzorku]

x - celkovy obsah polyfenolt [mg ekvivalentu KG/g vzorku]

I u zavislosti AA (ABTS) na TPC pro extrakty hluchavkovitych bylin byl stanoven vysoky
korela¢ni faktor, R = 0,9386, mirn¢ niz§i nez v ptredchozim piipad¢€. I v tomto piipadé se

jedné o kladnou linearni zavislost.

Z danych zjisténi korelacnich faktorii s kladnou linearni zavislosti tedy 1ze konstatovat, ze
pfitomnost polyfenolickych latek a jejich obsah je velmi dilezitym pfedpokladem pro

ovlivnéni hodnot antioxida¢ni aktivity vybranych bylin.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

ZAVER

Rostliny celedi hluchavkovité jsou Siroce vyuzivany v potravinaiském, kosmetickém ci
farmaceutickém primyslu a v lidovém éCitelstvi. Jejich Siroké vyuziti je dano jednak
jejich antioxidanimi a antimikrobnimi vlastnostmi, a také jejich aromatickym
charakterem. Antioxidanty jsou pro lidské télo dilezité zejména kvili redukci volnych
radikalt v téle, které zptsobuji poSkozeni tkani. Zejména latky polyfenolické, které maji
antioxida¢ni ucinky, tak napomahaji k ochrané pred nékterymi onemocnénimi, jako napf.

kardiovaskularnimi.

V této praci bylo cilem stanovit obsah polyfenolickych latek (TPC) metodou s Folin-
Ciocalteuovym c¢inidlem a jejich antioxidac¢ni aktivitu (AA) ve vodnych extraktech
vybranych bylin (Hluchavka bila, Rozmaryn lékatsky, Saturejka zahradni, Srdecnik
obecny, Sisak bajkalsky, Yzop lékaisky), pii riiznych teplotach, pomoci metody DPPH a
ABTS.

Bylo zjisténo, ze teplota pouzita k louhovani ma vliv jak na TPC, tak i na AA. V ptipadé
sisaku, ktery vykazoval nejvyssi hodnoty TPC v rdmci vSech bylin, doslo zménou teploty
pfi extrakcei ze 100 °C na 70 °C ke snizeni hodnoty TPC o vice nez 20 %. V rdmci vSech
analyzovanych extraktd rostlin byl stanoven jako bylina s nejvyssi AA a TPC tedy $iSak
bajkalsky, ktery obsahuje znacné mnozstvi antioxidacnich latek a ma vyznamnou
antioxidacni aktivitu. Nizs$i hodnoty byly zjiStény u saturejky zahradni, hluchavky bilé a u

v

v porovndni s ostatnimi bylinami.

V ramci hodnoceni vSech analyzovanych vzork bylin je nutné brat v tvahu mnoho
faktor. V1iv na obsah antioxidantll v urcité rostliné ma typ konkrétni odriidy, podminky
pestovani (klima, padni podminky, zplsob péstovani), uzitim rtznych casti rostliny
k vyluhu ¢i riiznych rozpoustédel pro extrakei. Celkové 1ze konstatovat, ze Sisak bajkalsky

a hluchavka bila byly vyhodnoceny jako byliny s dobrym antioxida¢nim u¢inkem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DPPH

ABTS

TPC

AA

KG

KA

TE

1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)
2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
celkovy obsah polyfenolt

antioxidacni aktivita

kyselina gallovd

kyselina askorbova

trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)
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