Antioxidacni aktivita a obsah polyfenolu
v extraktech medunky a hluchavky

Bc. Jitka Gajarkova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie potravin

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno apfijmeni: B, Jitka Gajdrkova

Osobni gislo: 122413

Studijni program: N0721A210004 Technologie potravin

Forma studia: Prezencni

Téma préce: Antioxidacni aktivita a obsah polyfenol(i v extraktech meduriky a hluchavky
Zasady pro vypracovani

| Teoretickd cast

Charakteristika meduriky a hluchavky, jejich sloZeni, viastnosti.

Antioxidanty, zdstupdi, zdroje a piisoben.

Prehled metod vyuZivanych pro stanoveni obsahu polyfenolii a antioxidaéni aktivity.

I1. Praktickd &ast

Stanoveni antioxidacni aktivity extrakt( meduiiky a hluchavky s riznymi podminkami extrakce pomoci spektrometrickych
metod.

Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu polyfenoli extrakt meduiiky a hluchavky s riznymi podminkami ex-
trakee.

Stanoveni vybranych fenolickych sloucenin v extraktech medurky a hluchavky metodou HPLC s UV detekdi.



Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

[1] Miraj, 5., Rafieian-Kopaei, Kiani, 5. Melissa offidinalis L: A Review Study With an Antioxidant Prospective. ). Evid. Based
Complementary Altern. Med. 2017, 22, 385-3%4

[2] 5alehi, B., Armstrong, L., Rescigno, A., et al. Lamium Plants-A Comprehensive Review on Health Benefits and Biological
Activities, Molecules. 2019, 24,1913

[3] Velizek, )., Hajilovd, ). Chemie potravin |1, Tabor: Ossis, 2009. ISBN 978-80-86659-16-0

[4] Yashin, A., Yashin, Y., ¥ia, X., Nemzer, B. Antioxidant Activity of Spices and Their Impact on Human Health: A Review.
Antioxidants (Basel), 2017, 6, 70-88

Vedoud diplomové prace; doc. Ing. Sofia Skrovankova, Ph.D.
Ustav analyzy a chemie potravin

Datum zadani diplomové prace: 1. ledna 2024
Termin odevzdani diplomové prace: 10, kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Robert Gél, Ph.D.
dékan feditel dstavu

Ve Zliné dne 10. dnora 2024



PROHLASENI AUTORKY
DIPLOMOVE PRACE

Berm na védomi, Ze:

diplomova prace bude uloZena v eleldronicks podobé v univerzitnim informaénim systému
a dostupna k nahlédnuti;

na moji diplomovou praci se plné vztahuje zakon €. 1212000 Sb. o prévo autorském, o pravech
souvizejicich = pravem autorskym a o zméné nélkterjch zikond (avtorsky zdlkon) ve znéni
pozdéjfich pravnich pfedpish, zejm. § 33 odst. 3;

podle § 60 odst. 1 autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zliné pravo na vzavieni
licenéni smlowvy o uZiti Ekolniho dila v rozsaho § 12 odst. 4 autorského zakona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorskéhe zdkona mohu uZit své dilo — diplomovou praci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen 3 pfedchozim pizemnim souhlasem Univerzity Tomase Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takoveém pfipad® ode mne poZadovat pfiméfeny piispévek na dhradu
nalladd, které byly Univerzitou Tomafe Bati ve Z1iné na vytvofend dila vynaloFeny (a2 do jejich
skuteéné viie);

pokud bylo k vypracovani diplomoveé prace vyuZite softwaru poskytnutéhe Univerzitou Tomage
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vizlumnym dfelom (4.
k nekomerfnimu vyu#it]), nelze vysledky diplomové prace vyuZit ke komerénim Gfelim;
pokud je vistupem diplomové prace jakfloliv softwarovy prodult, povazugi se za soucast prace
rovnéz i zdrojové kady, popt. soubory, ze kterich se projekt sklada. Neodevzdani téte soutasti
miFe bt divodem k necbhdjeni price.

Prohlasuji,

Ze jsem na diplomové praci pracovala samostatng a pouZitou literaturu jsem citovala. V piipads
publikace vi:zledkd budu uvedena jako spoluautorka.

Ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahové
totoZne.

Ve Zlingé dne:

Jméno a piijmeni studentioy:

podpis studentloy



ABSTRAKT

V teoretické Casti diplomové prace je charakterizovana meduiika 1ékatské a hluchavka bila,
jejich vlastnosti a sloZeni, déle popis antioxidantli a metod vyuZzivanych k jejich stanoveni.
Praktickd ¢ast se zabyva stanovenim celkového obsahu polyfenolickych latek a analyzou
vybranych fenolickych latek v extraktech meduiiky a hluchavky metodou HPLC s DAD
detekci. Také byla ur€ena antioxidaéni aktivita spektrofotometrickymi metodami s DPPH
(ICs0) a ABTS v zavislosti na dvou extrakénich teplotach pii piipravé extraktli medunky

a hluchavky.

Kli¢ova slova: medurika, hluchavka, polyfenoly, antioxida¢ni aktivita, DPPH, ABTS, HPLC

ABSTRACT

In the theoretical part of the diploma thesis, lemon balm and white nettle are characterized
as well as their properties and characteristics of antioxidants and the methods used for their
evaluation. The practical part deals with the determination of the content of polyphenolic
substances and the analysis of selected phenolic compounds in extracts of lemon balm and
white nettle by the HPLC with DAD detector. Antioxidant activity was determined using
spectrophotometric methods with DPPH (ICso) and ABTS depending on two extraction

temperatures in the lemon balm and white nettle extracts preparation.

Keywords: lemon balm, white nettle, polyphenols, antioxidant activity, DPPH, ABTS,
HPLC
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UVOD

Rostliny meduiika 1ékatskéa (Melissa officinalis) a hluchavka bila (Lamium album), patii do
Celedi hluchavkovitych. Jedna se o vytrvalé rostliny, predevSim kefe nebo byliny s

aromatickymi slouc¢eninami (silice) v listech nebo kvétech.

V soucasnosti se rostliny konzumuji v podobé ndlevi, jako potravinové doplitkky nebo jako
soucast potravin a pokrmu v ramci teplé i studené kuchyné. Vyuziva se n€kolik ¢asti téchto

rostlin jako jsou nat’, list i kvét, a to v suSen¢ i Cerstvé formé.

Tyto rostliny obsahuji vyznamné biologické latky, a to predevSim fenolické latky jako
kyselina rozmarynova, kavova, protokatechovd, vanilov4, chlorogenovd, p-kumarova
a ferulova kyselina a také flavonoidy jako kvercetin, kvercitrin a luteolin. Tyto biologicky

ucinné latky plsobi v organizmu antioxidaéné, protizanétlivé, antivirové nebo

antimikrobialné.

Neékteré slozky téchto rostlin vykazuji antioxidacni ucinky, jsou to antioxidanty.
Antioxidanty jsou latky plsobici proti volnym radikaliim, zpomalujici nebo zastavujici
oxidaci (v potravinach mohou chranit lipidy, mastné kyseliny pted oxidaci). Jednotlivé
rostliny obsahuji rizné mnozstvi jednotlivych fenolickych sloucenin, pficemz kazda z téchto
sloucenin ma riazné¢ silny antioxidacni potencial a projevuje tedy riznou ucinnost. OdliSnosti
v obsahu jednotlivych slozek v rostliné a v antioxidacni aktivité¢ rostlin mizou byt
zpisobeny 1 dal$imi faktory, jako jsou ruzné klimatické, geografické a agronomické
podminky, dale dle doby sklizné nebo vzhledem k postupu pii ziskavani extraktd

a samotnému stanoveni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA ROSTLIN CELEDI HLUCHAVKOVITE
(LAMIACEAE)

Celed hluchavkovité je Siroka skupina kvetoucich rostlin, zahrnuje asi 250 rodi, které maji
az 7 852 druhovych jmen. Rostliny této celedi jsou obvykle kefe nebo byliny s aromatickymi
slouceninami (silice) v listech nebo kvétech. Pozndvacim znakem této Celedi je tvar stonku,
rysy listh a shluky kvéth. Z hlediska ekologie jsou tyto rostliny dilezité pro jejich
samosprasnost, a jako uto¢ist¢ hmyzt. Do celedi hluchavkovité patii rostliny z rodu Salvia,
Scutellaria, Stachys, Plectranthus, Hyptis, Teucrium, Vitex, Thymus, Lamium, Melissa a
antivirové nebo antimikrobidln€. VétSina druhti z celedi hluchavkovité je spojena s jejich
hlavnimi slozkami, kterymi jsou fenolické latky a silice. K nejvyznamnéj$im sloucenindm
rostlin této Celedi se fadi kyselina hydroxyskoticova, terpenoidy (iridoidy a sekoiridoidy),

flavonoidy nebo antokyaniny [1, 2].

1.1 Medunka lékarska

Medunka 1¢ékatskd, Melissa officialis L. (obr. 1) je vytrvald rostlina patiici do celedi
hluchavkovité a rodu medunka. Existuji tfi zname poddruhy z oblasti Stfredomoii M.
officinalis subsp. officinalis, M. officinalis subsp. inodora a M. officinalis subsp. altissima.
Meduiika 1ékatska je ptivodem z Evropy, Stiedni Asie a franu, nyni je rozsifena po celém
sveté. Roste v piscitych, kifovinatych oblastech, objevuje se jak v nizkych, tak ve vysokych
nadmoftskych vyskach. Rostlina se obvykle dorasta vysky od 30 do 125 cm, kvéty jsou bilé
nebo svétle rizové, jsou seskupeny do shlukli po 4-12 kvétech. Stonek je vzpiimeny,
rozvétveny, obvykle lysy a ¢tyrhranny. Listy jsou vejcCité a fapikaté o délce cca 6 cm a Sifce
3 cm. Semena medunky lékarské jsou tmavé hnédé nebo Cerné barvy. Ptizpusobuje se
odlisnym klimatickym podminkdm diky vlasatému kofenovému systému. Tradicné se
meduiika pouZzivala na uklidnéni, traveni, kiece, pro gastrointestinalni poruchy a analgetické
ucinky. V Evrop¢ se nalev z medunky pouziva k 1é¢be bézného nachlazeni, horecky a kasle,
také jako mirné sedativum k 1€cbé bolesti hlavy, migrény, nervového napéti nebo nespavosti.
Listy meduiiky se v gastronomii pouzivaji jako kofenici rostlina do salati nebo zeleninovych

polévek v Cerstvém, nebo suchém stavu [3, 4, 5].
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Obrazek 1 Rostlina Medurka Iékaiska [6]

1.1.1 Chemické sloZeni

Chemické slozeni rostliny se miize lisit podle klimatickych, sezonnich a geografickych
podminek, déle dle doby sklizn€ a postupu pfi ziskavani extraktl. Listy medunky lékatské
obsahuji flavonoidy jako je kvercitrin, rhamnocitrin a luteolin, dale fenolické slouceniny a z
nich hlavné kyselinu rozmarynovou, kdvovou a protokatechovou. Rostlina také obsahuje
terpeny jako kyselina ursolova nebo oleanolova, a silici obsahujici slozku citral. Silice
ziskana z této rostliny ma citronovou vini a Zlutou barvu. Silici meduiky lze ziskat
chemickou extrakci nebo destilaci vodni parou z ¢asti rostliny kvét, list i nat. V meduiice
byla zjisténa silice, kterd obsahovala citronelal (14,4 %), isogeranoil (6,4 %), geranyl acetat
(10,2 %), neryl acetat (5,1 %), karyofylen (8,1 %) a karyofylen oxid (11 %). SloZeni silice
se lisi podle klimatickych, sezonnich a geografickych podminek, doby sklizn€¢ a postupli
pouzité destilacni techniky [3, 4, 7, 8].

1.1.2 Biologické ucinky

Jako vyznamné biologické uCinky meduniky byly zjistény antioxidacni, hypoglykemické,
hypolipidemické, antimikrobiélni, protirakovinné a antidepresivni u€inky. Silice z medunky
ma protizanétlivé ucinky, aplikuje se pii nemocech spojenych se zanétem a bolesti. Extrakty

z této rostliny prokazali plisobeni na Sirokou Skdlu grampozitivnich a gramnegativnich
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bakterii i nékterych hub. Extrakt z medunky ma schopnost plisobit na volné radikaly, je
schopen pohlcovat Sirokou Skalu téchto syntetickych a ptirozené se vyskytujicich volnych
radikalt. Antioxidacni t¢inek byl vysvétlen dvéma mechanismy, a to vychytavanim volnych
radikall jako peroxy- a alkoxylovych radikali, kdy dojde k pferuSeni fetézové reakce,
a rozklad vzniklych hydroperoxidu [3, 4, 9, 10].

Bylo prokdzédno ze extrakt muze =zabranit oxidaci lipidovych slozek v bunéénych
membranach, plsobi proti superoxidovému aniontovému radikalu a proti radikalu oxidu

dusného [9].

1.2 Hluchavka bila

Hluchavka bila, Lamium album L. (obr. 2) je vytrvala rostlina pattici do ¢eledi hluchavkovité
a rodu hluchavka. Tento rod zahrnuje asi 40 druht, kromé& L. album jsou zname L.

purpureum, L. maculatum a L. garganicum [11].

Hluchavka bila je pivodem z Evropy, Asie a severni Afriky. Rostlina je 50-100 cm vysoka,
stonek je v prifezu obdélnikovy, jeji listy jsou srd¢ité nebo vejCité s pilovym okrajem. Kvéty
jsou bilé nebo krémové bilé, dvoulisté s 19—21 mm dlouhou dvoupyskou korunou, ta je delsi
nez kalich. Vyristaji z pazdi listi v horni ¢asti stonku v poctu 5-22 kvétti. Nadzemni Casti
rostlin jsou husté pokryty zldznatymi i nezlaznatymi trichomy. Jeji ¢asti nat’, list i kvét jsou
jedlé. V tradicni mediciné se hluchavka pouzivala na zanéty, trauma, hypertenzi, délozni
krvaceni a pfi bolesti. V n€kterych zemich se hluchavka pouzivala jako potravina proti
hladomoru a v Evropé, Ciné a Japonsku jako slozka alternativni vyzivy. V soudasnosti se
rostlina bézné pouziva do omelet, k dusenému a pec¢enému masu. Pro své farmakologické
ucinky se konzumuje v podobé nalevu a také jako potravinovy dopln¢k. Rod Lamium je

zdrojem ptedevsim fenolovych kyselin a flavonoidd [12, 13].
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Obrazek 2 Rostlina Hluchavka bilé [14]

1.2.1 Chemické sloZeni

Hluchavka bila obsahuje fenylpropanoidy, flavonoidy (kvercetin), polysacharidy, taniny,
fenoly, triterpenové saponiny, fytoekdysteroidy, iridoidy, sekoiridoidy antokyaniny, a silici

[11].

Kvéty hluchavky bilé vykazuji vysokou biologickou aktivitu kviili obsahu sloucenin jako
jsou flavonoidy, tfisloviny, fenolové kyseliny, dale cholinu, glykosidi, saponini, slizt
asilic. Z fenolickych latek kvét hluchavky obsahuje kyseliny protokatechovou,
chlorogenovou, vanilovou, kavovou, p-kumarovou a ferulovou. Fenoly a flavonoidy

neutralizuji reaktivni formu kysliku (ROS) vznikl¢ oxidativnim stresem [12, 15].

1.2.2 Biologické ucinky

-----

ucinky. Kvét hluchavky pomaha pii koznich zanétech, onemocnéni traviciho ustroji nebo
mocovych cest. Vysokou antioxidacni aktivitu vykazuji flavonoidy a fenolové.kyseliny.
Flavonoidy jsou spojeny s ochranou fibroblastii lidské ktze pted oxidacnim stresem.

U kvercetinu byl prokézan inhibi¢ni uc¢inek na bunéény rast [12, 13, 15].
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2 ANTIOXIDANTY

Antioxidacni aktivita rostlin souvisi s jejich chemickym sloZzenim. Antioxidanty jsou latky
ptitomné v rostlinach v malém mnoZzstvi, které vyznamné zpomaluji nebo zastavuji oxidaci,
neutralizuji volné radikaly. Mezi vyznamné zdroje antioxidantd patii rostliny [16].
Pfirodnimi antioxidanty jsou fenolové slouceniny (tokoferoly, flavonoidy a fenolové
kyseliny), dusikaté slouceniny (alkaloidy, derivaty chlorofylu), karotenoidy nebo kyselina
askorbova (vitamin C). Tyto antioxidanty vykazuji antioxida¢ni U€¢inky. Flavonoidy maji
schopnost vychytavat volné radikdly a mohou tvofit komplexy s katalytickymi kovovymi
ionty, které je ¢ini neaktivni. Antioxidanty mohou chranit lipidy v potravinach pted oxidacni

degradaci [16, 17].

2.1 Fenolové slouceniny

Jedna se o sekundarni metabolity rostlin, maji vyznamné biologické ucinky, vcetné
antioxidacnich. Tyto slouceniny maji aromaticky kruh nesouci jednu nebo vice
hydroxylovych skupin a jejich struktury maji rozsah od jednoduché fenolické molekuly az
po molekulu komplexniho vysokomolekuldrniho polymeru. Rozdéluji se do né¢kolika
kategorii jako jsou jednoduché fenoly, fenolové kyseliny, kumariny, flavonoidy, stibeny,
taniny, lignany a ligniny. Rozdéleni fenoll i s jejich strukturou je uvedeno v tabulce 2.
Z téchto kategorii jsou u¢inné zejména flavonoidy. Pisobi proti singletovému kysliku
a volnym radikaltim, které mohou zptisobovat fadu onemocnéni [5, 17, 18].

Fenolické slouceniny jsou polarni latky, pfi extrakci se vyuziva jako rozpoustédlo voda,
metanol nebo etanol. Uinnost extrakce zavisi na délce, pfi¢emz delsi doba extrakce je asto
spojena s vyss§i ucinnosti. Kazda rostlina obsahuje rtizné fenolické slouceniny a kazda
z téchto sloucenin ma rtznou antioxidacni aktivitu. Antioxidacni aktivita fenolickych
sloucenin zavisi na struktuie, zejména poctu a polohach hydroxylovych skupin a jejich
povaze [18, 19, 20].

K fenoliim, které jsou zastoupeny v rostlindich medunika a hluchavka patii kyseliny
rozmarynova, kyseliny kévova, protokatechova, vanilova, chlorogenova, p-kumarova

a ferulova. [4, 12, 15].
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Tabulka 1 Ttidy fenolickych sloucenin v rostlinach [18]

Ttidy fenolickych sloucenin Struktura
Jednoduché fenoly, benzochinony Ce
Hydroxybenzoové kyseliny Ce-Ci
Hydroxyskoticové kyseliny, fenylpropanoidy (kumariny, izokumariny, Ce-Cs
chromony, chromeny)
Naftochinony Ce-Ca
Xantony Cs-Ci1-Ce
Stibeny, antrachinony Cs-C2-Ce
Flavonoidy, izoflavonoidy Cs-C3-Co
Lignany, neolignany (Ce-C3)2
Bioflavonoidy (C6-C3-Co)2
Ligniny (Cs-C3)n
Kondenzované taniny (proantokyanidiny, flavolany) (C6-C3-Co)n

2.1.1 Kyselina rozmarynova

Tato kyselina (obr.3) je vyznamnym antioxidantem, jedna se o ester fenolovych kyselin.

Nejvice se vyskytuje u druhti z ¢eledi brutndkovité a hluchavkovité. Souc¢asny vyzkum se

soustiedi na jeho fyziologické a farmakologické ucinky. Kyselina vykazuje antialergické,

antimikrobidlni, antivirové a protizanétlivé uc¢inky. Koncentrace kyseliny rozmarynové

v rostlindch medunky zavisi na extrakénich podminkach, pohybuje se v rozmezi mezi 10 az

80 %. Kyselina rozmarynova se pouziva v potravindiském priamyslu ke zpomaleni

oxidac¢niho procesu [10, 21, 22].

Hoj@/\rcom oH
0

T
HO oH

Obrazek 3 Kyselina rozmarynova [21]
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2.1.2 Kyselina kavova

Tato kyselina (3,4-dihydroxyskoficova, obr. 4) patii k neflavonoidnim fenolickym
sloucenindm, vyskytuje se v kave, ovoci (kiwi, Svestka, hrusSka), medu a rostlinach jako je
medunka Iékaitska a hluchavka bild. Kyselina kdvova vykazuje antimikrobialni,
antitrombotické, antihypertenzni a protizanétlivé t€inky. Funguje jako antioxidant, piisobi

proti reaktivnim formam kysliku (ROS) [23].

HO . COOH

HO
Obrazek 4 Kyselina kavova [18]

2.1.3 Kyselina protokatechova

Jedna se o kyselinu 3,4-dihydroxybenzoovou (obr. 5). Bylo prok4zéano jeji plisobeni jako
ucinky a antivirovou aktivitu. Jako fenolova kyselina ma vysoky ptedpoklad poskytnuti
vodiku, pusobi proti volnym radikalim, peroxidu vodiku a hyperoxidovym radikalam.
Vzhledem ke své struktuie vykazuje vysokou afinitu ke koviim, vaznym mistem je

pyrokatechol a karboxylova kyselina [24].

COOH

OH

OH
Obrazek 5 Kyselina protokatechova [18]
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2.1.4 Mechanismus piisobeni fenolovych slou¢enin

Fenolové slouceniny (ArOH) se jako primdrni antioxidanty se uplatiiuji proti oxidaci lipida
(R-H), (obr. 6). V propagacni fazi autooxidacni reakce reaguji s hydroperoxidovymi
radikaly (ROO-) nebo alkoxylovymi radikaly (RO-), které vznikly oxidaci lipidl. Fenolové
slouceniny poskytuji volnym radikalim atom vodiku a tim pferusuji fetézovou radikalovou
reakci. Jako produkty vznikaji fenolové radikaly antioxidantu. Tyto radikaly reaguji
s volnym hydroperoxylovym nebo alkoxylovym radikdlem oxidované mastné kyseliny

v terminacni fazi reakce (obr. 6) [21].

12 10 o ;
R-CH=CH—CH=CH—CH—R
0—OH

9-hydroperoxy-10,12-oktadekadienova kyselina
e / \ - HO *
R=CH=CH—CH=CH—CH—R’ R'—c1-1:CH—CH:(:H—cl;H—-R2
|

0—0- Q-
hydroperoxylovy radikal alkoxylovy radikal

oo | o

RI—CH=CH—CH=CH—([3H—R2 R—CH=CH—CH=CH~—CH—R"
|
0

O
ﬁ; j
R R
R = terc. butyl
CH,

R'= CH;—(CH)
R’= (CH,),—COOH

Obrazek 6 Reakce volného radikalu antioxidantu s volnym radikalem oxidované linolové

kyseliny [21]
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2.2 Flavonoidy

Tato skupina piirodnich latek patii do tfidy rostlinnych sekundérnich metabolitii
s polyfenolickou strukturou. Jsou soucasti fenolickych sloucenin s nizkou molekulovou
hmotnosti. Nachazi se jako soucasti vyssich rostlin, zde maji funkci obranou a poméahaji
rustu, jsou zodpovédné za barvu a vini kvéti, nachazi se ve vSech ¢astech rostlin, v ovoci
azeleniné. Podle struktury se flavonoidy déli na flavonoidy zahrnuji katechiny,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyanidy, (obr. 7),
toto rozdeleni je dano stupném oxidace Cs. Flavonoidy, které ve své struktufe zahrnuji
furanovy cyklus se d€li na aurony, chalkony a dihydrochalkony. VSechny flavonoidy
obsahuji ve své zékladni kostfe 15 atomu uhliku, které jsou uspoiadany ve formé dvou
fenylovych kruhii (A a B) a heterocyklického kruhu C. Jedné se o uspotfadani Ce-C3-Ce.
Antioxidacni aktivita flavonoidd se zvySuje spoctem hydroxylovych skupin
substituovanych na B kruhu, zejména na Ci. Mezi jejich biologické ucinky patii
antioxidacni. Pro své piiznivé biochemické a antioxidacni u€inky jsou vyuzivany

v nutri¢nich, farmaceutickych, medicinskych a kosmetickych aplikacich [5, 20, 21, 25].

o

katechiny leukoanthokyanidiny flavanonoly flavonoly
ﬂavanony ﬂavony

(0]
+ W
O P anthokyanidiny

Obrazek 7 Obecna struktura flavonoidu [21]

Mezi flavonoidy, které jsou obsazené v rostlindich medunika a hluchavka patii predev§im

kvercetin, kvercitril a luteolin [3, 11].
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2.2.1 Kbvercetin a kvercitrin

Nejbéznéjsim flavonoidem je kvercetin (obr. 8), v rostlinach je pfitomen piedevsim jako
jeho glykosidové formy, napiiklad kvercitrin (3-rhamnosyl-kvercetin) a rutosid (3-
rhamnosy-glucosyl kvercetin). Kvercitril ma antioxidacni vlastnosti a vstfebava se 1épe nez
ostatni formy kvercetinu, strukturou se skldda z kvercetinu a deoxycukru rhamnézy. Plisobi

antibakterialng, proti peroxidu vodiku a UV zafeni [21, 26].

OH O
Obrazek 8 Kvercetin [27]

2.2.2 Luteolin

Luteolin (obr. 9) patii do skupiny flavond, je pfitomny ve vyznamném mnozstvi v ovoci
a zelening, také v meduiice. Vykazuje antioxida¢ni, antimikrobialni a protizanétlivy ucinek.
Také miiZe ptisobit proti riistu bunék. Strukturou se podoba kvercetinu. Sklada se z 15 uhliku

se dvéma benzenovymi jadry s hydroxylovymi skupinami. [28]

OH O
Obrazek 9 Luteolin [28]
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3 METODY VYUZIVANE PRO STANOVENI ANTIOXIDACNICH
VLASTNOSTI

Pro stanoveni antioxidacni aktivity se pouzivaji in vitro a in vivo metody. Metody in vitro se
pouzivaji pro rostlinné extrakty nebo izolované slouceniny, oproti tomu metody in vivo se
pouzivaji pro zjistovani AA u biologickych systémi. Mezi nejpouzivanéjs$i metody in vitro
patii metody s ¢inidly ABTS a DPPH. Metoda s ¢inidlem ABTS je vhodnd jak pro
hydrofilni, tak pro lipofilni antioxidanty. Tyto metody jsou dostupné, jednoduché a rychlé
na pripravu. Antioxidacni aktivita se miize zjiStovat jak u jednotlivych latek, tak 1 smési

[17].

3.1 Metoda ABTS

Tato metoda je zaloZena na schopnosti vzorku zhaset kationtovy radikal kyseliny 2,2-azino-
bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové) (ABTS-") (obr. 10). Tmavé modry roztok
kationtového radikalu ABTS"* vznika nejprve aktivaci metmyoglobinu peroxidem vodiku
v piitomnosti ABTS" a naslednou oxidaci persulfitem draselnym. Zhaseni kationtového
radikdlu ABTS'" antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se sleduje

spektrofotometricky na zakladé zmén absorpéniho spektra ABTS-". Absorbance se nejcastéji

vvvvv

Vysledna antioxida¢ni aktivita (AA) vzorku je srovndvand s antioxidac¢ni aktivitou
syntetické latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyseliny).
AA vzorkl se hodnoti parametrem TEAC, oznacuje antioxida¢ni (antiradikalovou) kapacitu
vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu. TEAC je
definovana jako milimoldrni koncentrace Troloxu vykazujici stejnou antioxidacni aktivitu

jako testovana latka pfi koncentraci 1 mmol.1"! pro &isté latky a pro smési [29, 30].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Os3 5 5 S04
>:H —M :<
M M

CzHg CaHsg
ABTS
DS \ .
= 5 s S50y
>:N—N:<
v \
CyHg CaHsg
ABTS-*

Obrazek 10 Reakce s ABTS ¢inidlem [29]

3.2 Metoda DPPH

Cinidlo DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal) je stabilni volny radikal, ktery
reaguje se slouceninami schopnymi poskytnout atom vodiku. Pfi reakci dochazi k redukci
radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin) (obr. 11). Tato reakce vede k odbarveni
tmaveé fialového cCinidla DPPH. Stupenn odbarveni je umérny koncentraci molekul
antioxida¢niho typu. Absorbance se méii spektrofotometricky nejcastéji pii vinové délce
517 nm. Nizké absorbance poukazuje na vysokou aktivitu vzorku pohlcovat volné radikaly.
Antioxidacni (antiradikdlova) aktivita se vyjadiuje v ekvivalentech vybranych standardi

jako je kyselina askorbova nebo v jednotkach standardu Troloxu [17, 30].

NO, NO,

. H
OzN N_N + A-H - OZN N_

§9
. N

Obrézek 11 Reakce s DPPH ¢inidlem [31]
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3.3 Metody stanoveni obsahu polyfenolickych latek

3.3.1 Stanoveni obsahu polyfenolickych litek s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem

BéZznym a castym Ccinidlem pro stanoveni obsahu polyfenolickych latek je Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo. Toto ¢inidlo se sklada ze smési fosfomolybdenové a fosfowolframové
kyseliny. Probihd zde oxidace fenolickych latek v alkalickém prostiedi. Produkty této
oxidac¢né-redukéni reakce maji modré zbarveni (obr. 12). Intenzita vysledného zabarveni je
umérna koncentraci polyfenolickych latek ve vzorku. Jako standard pro toto stanoveni se
vyuziva kyselina gallova. Absorbance se méti spektrofotometricky pti vinové délce kolem
750 nm. Celkovy obsah polyfenolt se vyjadiuje v mg ekvivalentu kyseliny gallové na gram

extraktu. Tato metoda neni vhodna pro lipofilni antioxidanty [17].

HO OH
\Q Folin-Ciocalteuovo éinidlo

OH i)
M Redukované
HO OH Foin Ciocaluoro Giidlo
\Q’ (WS, Mo®)
O

Obrazek 12 Princip metody s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem [19]

3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) lze separovat latky dle jejich interakce
se stacionarni fazi a pouziti mobilni faze, a je uzite¢nym nastrojem pro analyzu fenolickych
sloucenin v riznych matricich. HPLC neni omezena tékavosti vzorku nebo tepelnou
stabilitou. Touto metodou lze separovat labilni pfirodni latky i vysokomolekularni latky.
Kombinuje se s riiznymi detektory pro identifikaci jednotlivych slozek, jako jsou detektor
s vyuzitim ultrafialového (UV) a viditelného (VIS) zéfeni a detektor fotodiodového pole

(PDA) [19, 32].

HPLC se sklad4 z n€kolika ¢asti, které zahrnuji kolonu coz je stacionarni faze, ¢erpadlo,

které pohani priitok roztoku, mobilni faze a detektor, ktery sbird data. Mechanismus retence
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zavisi na interakci mezi mobilni a stacionarni fazi. Mezi bézna rozpoustédla pouzivana pii
této metod¢ je kombinace vody a organickych rozpoustédel jako je acetonitril. Rizné slozeni
mobilni faze béhem analyzy je znamé jako gradientova eluce, kterd je zaméiena na lepsi
separaci slozek v zdvislosti na aktudlnim sloZeni mobilni fidze. Slouceniny se miiZou

odd¢lovat i na zaklad¢ afinity k mobilni fazi [19].

Spektrofotometricky detektor (UV/VIS) méti absorbanci eluatu v oblasti vinovych délek od
190 do 800 nm. Pro lepsi detekcei se vyuziva detektor, ktery pomoci diodového pole (DAD)
prométi absorpcni spektrum v urcité oblasti vinovych délek. Tento detektor zaznamenéava
celé spektrum v redlném Case bez pferuseni chromatografické separace. Detektorem je pole
fotodiod, jejich pocet urcuje spektralni rozlisSeni detektoru. Umoziuje detekci analytu pii

jakékoliv zvolené vinové délce [33].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILDIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace byla charakteristika rostlin medunky 1¢katské (Melissa officinalis)
a hluchavky bilé (Lamium album), a analyza jejich antioxidacnich vlastnosti vybranymi

metodami.

V teoretické ¢asti byla prace zaméfena na popis rostlin meduiiky a hluchavky, jejich sloZeni
a zdravotni vlastnosti. Déle také charakteristika antioxidanti a jednotlivych metod pro

stanoveni antioxida¢nich vlastnosti, které byly v experimentalni ¢asti vyuzity.

V praktické ¢asti prace bylo cilem analyzovat extrakty medunky a hluchavky, ziskanych pii
dvou extrak¢nich teplotach. Celkovy obsah polyfenolickych latek stanovit
spektrofotometrickou metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Antioxidaéni aktivitu
stanovit pomoci fotometrickych metod s vyuzitim ABTS a DPPH ¢inidla. U metody
s vyuzitim DPPH ¢inidla ur€it hodnotu ICso. Ve vybranych extraktech také stanovit
vyznamné fenolické latky pomoci metody HPLC s DAD detektorem.
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Material

V diplomové praci byly analyzovany extrakty ptipravené z dvou rostlin, konkrétné¢ medunky

1ékatské (Melissa officinalis) a hluchavky bilé (Lamium album). Vzorky byly ziskany z trzni

sité od n€kolika ceskych i zahrani¢nich vyrobct a z doméciho péstitelstvi, v celkovém poctu

23 vzork, 12 vzorkli meduniky a 11 vzorkd hluchavky (tab. 2). Jednalo se o vzorky v Cerstvé

a suSené formé¢. Jako vzorky medunky byly vybrany ¢asti list a nat’. Jako vzorky hluchavky

byly vybrany ¢asti list, nat” a kvét.

Tabulka 2 Vzorky bylin
Druhy rostlin Oznaceni Forma Cast byliny Zem¢ puvodu
1 SM Susena Nat’ Polsko
2 SM SusSena Nat’ SK
3SM Susena Nat CR
4 SM Susena Nat CR
5SM SusSena Nat’ CR
6 SM Susena List EU
7 SM Susena Drcenad rostlina Polsko
Medunka lékatska 8 SM Susena List CR
9 SM Susena List CR
10 SM Susena List Domaci péstitelstvi, CR
1CM Cerstva List Domaci péstitelstvi, CR
2 CM Cerstva List CR
1 HN Susena Nat CR
2 HN SuSena Drcena rostlina Rumunsko
3HN Susena Nat CR
4 HN Susena Nat CR
5HN Sugena Nat CR
Hluchavka bila 6 HN Susena Nat’ Domaci péstitelstvi, CR
1 HL Susena List CR
1 HK Sugena Kvét CR
2 HK Susena Kvét CR
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3 HK Susena Kvét CR

4 HK SusSena Kvét EU a mimo EU

5.2 Pristroje a pomiicky

* Spektrofotometr (Libra S6 Biochrom, Velka Britdnie)

* Analytické vahy (Voyager PRO VP214C, Ohaus, USA)

« Tfepacka (Vortex CHS, CR)

« Filtraéni papir (KA 4, Papirna Perstejn, CR)

» Laboratorni sklo

* Teplomér

* Aparatura pro HPLC-DAD (Dionex Ultimate 3000 System, USA)

o

O

O

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 um)
detektor Dionex Diode Array Detector, DAD-3000 RS

vyhodnocovaci program Chromeleon 7 (verze 7.2.1.5537)

5.3 Chemikalie a roztoky

« Etanol p.a. (Penta s.r.o. CR)

« Acetatovy pufr (Luke§, CR)

« Uhli¢itan sodny (Lukes, CR)

* DPPH (Sigma Aldrich, Francie)

* ABTS (Sigma Aldrich, Francie)

* Trolox (Sigma Aldrich, Francie)

« Folin — Ciocalteauovo &inidlo (Penta s.r.o. CR)

+ Standard kyseliny gallové (Sigma Aldrich, Francie)
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* 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 chlorogenové (Sigma Aldrich, Francie)

* Standard kyseliny vanilové (Sigma Aldrich, Francie)

+ Standard kyseliny kavové (Sigma Aldrich, Francie)

+ Standard kyseliny syringové (Sigma Aldrich, Francie)

» Standard epikatechinu (Sigma Aldrich, Francie)

* Standard kyseliny t-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 t-hydroxyskoficové (Sigma Aldrich, Francie)
« Standard kyseliny protokatechové (Sigma Aldrich, Francie)

* Standard resveratrolu (Sigma Aldrich, Francie)

* Standard kyseliny trans-skotficové (Sigma Aldrich, Francie)

+ Standard kaempferolu (Sigma Aldrich, Francie)

+ Standard kvercetinu (Sigma Aldrich, Francie)

» Standard etylesteru kyseliny protokatechové (Sigma Aldrich, Francie)

* Demineralizovana voda
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6 METODIKA STANOVENI

Ze vzorkl uvedenych v tab. 2 byly pfipraveny odpovidajici vodné extrakty rostlin. Extrakty
byly vyuzity ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci metody ABTS a DPPH, ke stanoveni
celkového poctu polyfenoli za pomoci Folin-Ciocalteuovo ¢inidla a ke stanoveni vybranych

polyfenolti metodou HPLC.

6.1 Priprava extrakti rostlin

Extrakty byly pfipraveny ze suSenych a cerstvych ¢asti rostlin.

Ze susenych C¢asti rostlin bylo navazeno 1,5 g s pfesnosti na 0,0001 g. K susenym rostlinam
bylo pfiddno 100 ml demineralizované vody pii teplotach 95 a 80 °C. Rostliny byly
extrahovany 10 minut za obCasného promichani. Extrakt byl zfiltrovan pfes filtracni papir.

Extrakty byly nasledné ziedény dle potieby.

Z Cerstvych ¢asti rostlin bylo navazeno 1 g s ptresnosti na 0,0001 g. Rostliny byly rozetfeny
v tfeci misce. K Cerstvym rozetienym bylindm bylo pfiddno 100 ml demineralizované vody
pti teplotach 95 a 80 °C. Rostliny byly extrahovany 10 minut za ob¢asného promichani.
Extrakt byl zfiltrovan pies filtrani papir. Extrakty byly zfedény dle potieby.

Pro stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody ABTS a DPPH, pro urceni celkového
mnozstvi polyfenolii za pomoci Folin-Ciocalteuovo ¢inidla a pro stanoveni vybranych
zastupci polyfenoll byly podle potfeby plvodni extrakty nafedény na 50 az 10%
koncentraci. Pro stanoveni koncentrace ICso (DPPH test) byly vybrané pfipravené extrakty

také dale fedény dle potteb této metody.

6.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci metody ABTS

Pro stanoveni AA byl pouzity roztok ABTS. Vlivem reakce mezi Cinidlem a silnym
antioxidantem dochéazi k odbarveni barevného zeleno-modrého Ccinidla. Absorbanci
zreagovan¢ho odbarveného roztoku lze poté méfit spektrofotometricky pti 734 nm. Pro
vypocet inaktivace byl zméfen i kontrolni vzorek, ve kterém byl pouzity aktivovany roztok

ABTS a demineralizovana voda.
Slozeni reakcni smési [34]:
. 6 ml aktivovaného roztoku ABTS

. 75 ul vzorku
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Kontrolni vzorek:
. 6 ml aktivovaného roztoku ABTS
. 75 ul demineralizované vody

Zkumavky s reakéni smési byly uzavieny zatkou, promichany na vortexu a vloZzeny do tmy
po dobu 30 minut. Po 30minutové reakci byly vzorky méfeny na spektrofotometru pii vinové

délce 734 nm. Jako slepy pokus byl pouzit octanovy pufr.

Z hodnot absorbance vzorku byla vypocitana inaktivace pomoci rovnice pro vypocet

inaktivace I [%]:

Iz%-loO[%]

0

Ao - absorbance kontrolniho vzorku pti vinové délce 734 nm
A1 - absorbance vzorku s extraktem byliny pri vinové délce 734 nm

Z hodnot inaktivace byla vypoctena antioxidaéni aktivita (AA) jednotlivych vzorkid pomoci
kalibracni kiivky na standard trolox. AA byla piepoctena na piivodni hmotnost a vyjadiena

jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

6.2.1 Kalibracni kiivka troloxu u metody ABTS

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pouzity trolox ze zésobniho roztoku o koncentraci
0,5 mg/ml. Nésledn¢ byl zfedén na koncentrace: 0,45; 0,35; 0,25; 0,15 mg/ml. Jednotlivé
zfedény roztok troloxu reagoval s reakéni smési ABTS. Ptiprava reakcnich roztokii, méteni

jejich absorbanci a vypocet inaktivace byly provedeny postupem uvedenym v kapitole 5.2.

Z vypocitané inaktivace troloxu byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako zavislost ubytku

absorbance (inaktivace I) na koncentraci kalibracnich roztok troloxu (obr. 13).
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Obrazek 13 Kalibra¢ni kiivka troloxu (ABTS)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Z grafu byla zjisténa rovnice linedrni regrese troloxu:
y=179,76 - x + 1,5355

y — hodnota inaktivace I [%]

x — koncentrace troloxu [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti R? = 0,9986

Z hodnot inaktivace byla vypoctena antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkii pomoci
kalibra¢ni kiivky na standard troloxu. AA byla pfepoctena na pivodni hmotnost a vyjadiena

jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

6.3 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody DPPH

Pro stanoveni antioxidacni aktivity je vyuzivano ¢inidlo DPPH. Vlivem reakce mezi
¢inidlem a silnym antioxidantem dochazi k odbarveni syté fialového barevného cinidla.

Absorbance 1ze méfit spektrofotometricky pfi 517 nm.

Do zkumavky byla napipetovana reakéni smés [35]:

. 2,75 ml roztoku DPPH
. 1,5 ml acetatového pufru o pH 5,5
. 0,15 ml extraktu bylin

Kontrolni vzorek:

. 2,75 ml roztoku DPPH

. 1,5 ml acetatového pufru o pH 5,5
. 0,15 ml demineralizované vody

Zkumavky s reakéni smési byly uzavieny zatkou, promichany na vortexu a vloZzeny do tmy
po dobu 60 minut. Po 60minutové reakci byly vzorky méfeny na spektrofotometru pti vinové
délce 517 nm. Jako slepy pokus byla pouZita smés obsahujici etanol misto ¢inidla DPPH.

Pro vypocet inaktivace byl zméfen i kontrolni vzorek.

Z hodnot absorbance vzorkli byla vypocitand inaktivace pomoci rovnice pro vypocet

inaktivace I [%]:



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

1=%2.100[%]
K

[ - inaktivace [%]
K - hodnota absorbance kontrolniho vzorku
A - hodnota absorbance extraktu

Z hodnot inaktivace byla vypoctena antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkii pomoci
kalibra¢ni kiivky na standard troloxu. AA byla pfepoctena na pivodni hmotnost a vyjadiena

jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

6.3.1 Kalibrac¢ni kfivka troloxu u metody DPPH

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pouzity trolox ze zdsobniho roztoku o koncentraci
0,5 mg/ml. Nasledn¢ byl zfedén na koncentrace: 0,45; 0,35; 0,25; 0,15 mg/ml. Jednotlivé
ziedéné roztoky troloxu reagovaly s reakéni smési DPPH. Ptiprava reakénich roztok,
meieni jejich absorbanci a vypocet inaktivace byl proveden postupem uvedenym v kapitole

6.3.

Z vypocitané inaktivace roztokl troloxu byla sestavena kalibracni kiivka jako zévislost

ubytku absorbance (inaktivace I) na koncentraci kalibra¢nich roztokt troloxu (obr. 14).
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Obrazek 14 Kalibra¢ni kiivka troloxu (DPPH)

Z grafu byla zjisténa rovnice linearni regrese troloxu:
y=192,49 - x + 1,9321

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

Hodnota spolehlivosti R? = 0,9558

6.3.2 ICs stanoveni

Hodnota ICso vyjadiuje koncentraci roztoku, kterd je potiebna pro 50% redukci radikalt
DPPH. Bylo vybrano 6 vzorkd, tfi vzorky s nejvyssi antioxidaéni aktivitou, dva vzorky
s nejniz$i antioxidacni aktivitou a jeden vzorek z Cerstvé Casti rostliny, u kterych bylo
provedeno také stanoveni ICso. Jednalo se o vzorky meduiiky 2 SM, 8 SM a 1 CM, vzorky
hluchavky z nat¢ 3 HN a 5 HN a vzorek hluchavky kvét 2 HK. VSechny vzorky byly
extrahovany pii teplot¢ 95°C. Priprava reak¢nich roztokli, méfeni jejich absorbanci

a vypocet inaktivace byl proveden postupem uvedenym v kapitole 6.3.

Hodnoty inaktivace jednotlivych zifedénych vzorkii rostlin byly graficky zobrazeny
a vysledné hodnoty koncentraci ICso byly nasledné vypocitany pomoci linearni regrese pro

[=50%.

6.4 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem
Pro stanoveni celkového obsahu polyfenolti je vyuzivano Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo.

Metoda je zaloZena na reakci zmény barvy mezi ¢inidlem a pfitomnymi polyfenoly, kdy

vzniké syt¢ modry komplex, ktery 1ze méfit spektrofotometricky pii 750 nm.
Do zkumavky byla napipetovana reakéni smés [34]:

. 2 ml 10 % roztoku Folin-Ciocalteuova ¢inidla

. 0,2 ml extraktu bylin

Zkumavky s reak¢éni smési byly uzavieny zatkou, promichany na vortexu a vlozeny do tmy
po dobu 5 minut. Po 5-minutové reakci bylo do smési pfidano 2 ml 10%-niho roztoku
uhlic¢itanu sodného. Zkumavky byly uzavieny zatkou, promichany a vlozeny do tmy po dobu
15 minut. Po 15-minutové reakci byly vzorky promichany a méfeny na spektrofotometru pii

vlnové délce 750 nm. Jako slepy pokus byla pouzita smés obsahujici vodu.

Pomoci kalibra¢ni kiivky na standard kyseliny gallové byl vypocitin celkovy obsah
polyfenoli ve vzorcich a obsah byl pfepocten na piivodni hmotnost. Celkovy obsah

polyfenolt je vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku.
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6.4.1 Kalibracni kiivka standardu kyseliny gallové

Pro sestaveni kalibra¢ni ktivky byla pouzita kyselina gallova o koncentracich: 0,2; 0,15; 0,1;
0,06; 0,03 mg/ml. Jednotlivé zfedéné roztoky kyseliny gallové reagovaly s reakéni smési.
Ptiprava reak¢nich roztokd, méfeni jejich absorbanci a vypocet celkového mnozstvi

polyfenolii byl proveden postupem uvedenym v kapitole 6.4.

Z naméienych hodnot absorbance v zavislosti na koncentraci kalibra¢niho roztoku kyseliny

gallové byla sestavena kalibra¢ni kiivka standardu kyseliny gallové (obr. 15).

1.2

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
¢ [mg/ml]

Obrazek 15 Kalibrac¢ni kiivka kyseliny gallové
Rovnice linearni regrese kalibra¢ni ptimky kyseliny gallové:
y=4,681-x+0,019
y — absorbance [1]
x — koncentrace kyseliny gallové [mg/ml]

Hodnota spolehlivost R? = 0,9988

6.5 Stanoveni vybranych fenolickych latek metodou HPLC/DAD

Pro stanoveni vybranych fenolickych latek metodou HPLC s detektorem DAD bylo vybrano
vzorek z Cerstvé Casti rostliny. Jednalo se o vzorky meduniky ze suSené 7 SM a 8§ SM,
a vzorek Gerstvé 1 CM rostliny, vzorky hluchavky z naté 3 HN a 1 HL a vzorek hluchavky
z kvétu 2 HK. VSechny vzorky byly extrahovany pfti teploté 95°C.
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Déleni vybranych polyfenoll probihalo na koloné¢ Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm x
4,6 mm) o velikosti Castic 5 um. Mobilni faze A byla slozena v poméru 99:1 z vody
a kyseliny octové o cCistoté 99,8%. Mobilni faze B byla sloZzena v poméru 67:32:1 z vody
acetonitrilu a kyseliny octové o cistoté 99,8%. Byla pouzita selektivita mobilnich fazi

v prubehu déleni, presné slozeni mobilnich fazi v zavislosti na ¢ase je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3 Slozeni mobilnich fazi béhem gradientové eluce

v

Cas [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0-10 80 - 90 10 -20
10-16 60 — 80 20-40
16 —20 50 - 60 40 - 50
20-25 30-50 50-70
25-30 30 70
30-40 30-90 70— 10
40 - 45 90 10

Teplota kolony byla udrzovana pfi teploté 30 °C. Pritok mobilni faze byl 1ml/min a objem
nastiiku vzorku byl 10 pl. Analyza trvala 45 minut. Méfeni probihalo pfi vinovych délkach
210, 254, 275 a 375 nm a vyhodnoceni bylo provedeno pii vlnové délce 275 nm vici

naméfenym standardim.

6.5.1 Urceni kalibra¢nich k¥ivek standardi u metody HPLC

Pro stanoveni vybranych 22 standardd vyznamnych fenolickych latek pomoci metody HPLC
byly piipraveny jejich kalibra¢ni kiivky. Byly analyzovany tyto fenolické latky: kyselina
gallova, kyselina protokatechova, kyselina neochlorogenova, kyselina 4-hydroxybenzoova,
epigallokatechin, katechin, kyselina chlorogenova, kyselina vanilova, kyselina kavova,
kyselina syringova, epikatechin, kyselina t-p-kumarova, kyselina ferrulovda, kyselina
sinapova, kyselina elagova, rutin, kyselina t-hydroxyskoficova, etylester kyseliny

protokatechové, resveratrol, kyselina trans-skoficova, kaempferol a kvercetin.

U kazdého standardu byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 100 pg/ml, nasledné byl
kazdy roztok ziedén mobilni fazi A na koncentrace: 5; 20; 30; 50 pg/ml. Redéné standardy
byly prométfeny za podminek danych v kapitole €. 6.5. Ze zjisténych hodnot byla pokazdé
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sestavena kalibracni kiivka jako zéavislost plochy piku na koncentraci kalibracnich roztokt
standardt. Z kalibracni kiivky byla zjiSténa rovnice linearni regrese (tab. 4), pomoci které

byl poté vypocitan obsah fenolickych latek v pg na gram vzorku.

Tabulka 4 Rovnice linedrni regrese fenolickych latek

Rovnice regrese
Kyselina gallova y = 0,5896x
Kyselina protokatechova y =0,2359x
Kyselina neochlorogenova y = 0,1559x
Kyselina 4-hydroxybenzoova y =0,5114x
Epigallokatechin, y =0,0221x
Katechin y =0,1076x
Kyselina chlorogenova y = 0,4383x
Kyselina vanilova y =0,2125x
Kyselina kavova y =0,4118x
Kyselina syringova y = 0,4632x
Epikatechin y =0,1366x
Kyselina trans-p-kumarova y =0,6377x
Kyselina ferrulova y =0,3616x
Kyselina sinapova y=0,1767x
Kyselina elagova y = 0,2005x
Rutin y =0,1653x
Kyselina t-hydroxyskoticova y =1,2589x
Etylester kyseliny protokatechové y =0,2618x
Resveratrol y = 0,5899x
Kyselina trans-skoticova y =1,4799x
Kaempferol y =0,2241x
Kvercetin y =0,2074x
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V diplomové praci byla metodami ABTS, DPPH a ICso zjiStovana antioxida¢ni aktivita
ptfipravenych extraktii z rostlin. Metodou s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem byl stanoven
celkovy obsah polyfenoli. Technikou HPLC s DAD detekci byly stanoveny jednotlivé
vybrané polyfenoly.

7.1 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita metodou ABTS byla stanovena u vSech vzorkl rostlin pfi dvou
extrakénich teplotach, 95 a 80 °C. Vzorky byly pfipraveny zpiisobem uvedenym v kapitole
6.1. Stanoveni bylo provedeno postupem popsanym v kapitole 6.2. Antioxidacni aktivita
byla vypocitana postupem uvedenym v kap 6.2.1. AA byla piepoctena na pivodni hmotnost

a vyjadiena jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

7.1.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS extrakti medurniky

Antioxidac¢ni aktivita metodou ABTS byla provedena celkem u 10 vzorkd suSené medunky

a 2 vzorki Cerstvé medunky. Na obr. 16 jsou vysledky stanoveni AA.
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Obrazek 16 AA stanovené metodou ABTS ze suSenych a Cerstvych vzorki medunky
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Pti porovnani pisobeni extrakéni teploty u susenych vzorkd medunky bylo zjisténo, ze vyssi
AA mély ve vSech ptipadech vzorky extrahované pti vyssi teploté, 95 °C, v porovnani
s hodnotami AA vzorkidl po extrakci pii nizsi teploté, 80 °C, a to primérné o 35,8 %.
Primérnd AA extraktl suSenych vzorkii meduiiky je 202,69 mg troloxu na gram vzorku pfti
extrakéni teploté 95 °C. U extrakce pfi nizsi teploté je primérma AA u suSenych vzorka
149,30 mg/g. Primérna AA u Cerstvych vzorkd je mnohem nizsi, 24,48 mg/g pfi extrakeni
teploté 95 °C, u extrakce pii nizsi teploté¢ je primérna AA u Cerstvych vzorkll pouze
14,6 mg/g. U cerstvych vzorkl byla zjisténa niz§i AA neZ u suSenych vzorki o 87,9 % pfi
vyssi teploté a 0 90,2 % pii nizsi teplot€, 1 z divodu obsahu vyssiho mnozstvi vody v téchto

vzorcich.

U ziskanych extraktii ze suSenych vzorka pii extrakéni teploté 95 °C se AA pohybovala
7 SM, kde bylo pozorovano nejvice riznych drobnych casti, pfimési, oproti ostatnim
vzorkiim. Vzorek pochazi z Polska a skladd se z celé nadrcené rostliny. Mezi vzorky se
nachazel 1 vzorek v Bio kvalité, 6 SM, a vzorek z domaciho péstitelstvi, 10 SM. AA vzorku
v Bio kvalité se pohybuje nad primérem AA vsech ziskanych extraktl pti teplotach 95 a 80
°C, a to AA vyssi o0 24,6 % pfti vyssi teploté extrakce, a o 7,6 % pfi nizsi teploté. Naproti
tomu AA vzorku z domaciho péstitelstvi je podprimérna u obou extrakti ziskanych pfti

teplotach 95 a 80 °C, AA je nizsi 0 4,1 % pii vysSi teploté a 0 52 % pfii niz$i teploté extrakce.

Vzorky suSenych rostlin meduniky pochazeji z dvou ¢asti rostlin, z naté (1-5 SM) a listu
(6, 8-10 SM). Primérna AA u susSenych rostlin z ¢asti nat’ je 192,03 mg/g pfi extrakeni
teploté 95 °C, z ¢asti list je 249,42 mg/g. Prumérna AA je tedy vyssi u vzorki obsahujicich
listy rostliny, a to o 29,9 %. U cerstvych vzorkli byla vy$§i AA naméfena u vzorku
z doméciho péstitelstvi (1 CM), pii obou extrakénich teplotich, oproti druhému vzorku,
ktery byl zakoupen v trzni siti. AA vzorku 1 CM byla vyssi o 126,8 % pii vyssi teploté a o

98,9 % vyssi pii nizsi teploté.
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7.1.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS extrakti hluchavky

Antioxidac¢ni aktivita metodou ABTS byla provedena celkem u 7 vzorki susené hluchavky

z nat¢ a listli, a 4 vzorkl z kvéti. Na obr. 17 a 18 jsou vysledky stanoveni AA.
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Obrazek 17 AA stanovené metodou ABTS ze suSenych vzorka hluchavky nat a list

Pfi porovnéni ptlisobeni extrak¢nich teplot na hodnoty antioxida¢ni aktivity ze suSenych
vzorkl naté€ a listu hluchavky byla namétena vyss$i AA pii vyuziti extrakeni teploty 95 °C u
5 vzorkil extraktd, u dvou vzorkli byla namétena AA podobné jako hodnota AA pfi nizsi
extrakéni teploté. Primérna AA pfi teploté 95 °C je 48,53 mg/g, pii teploté 80 °C 45,15
mg/g, hodnoty se tedy lisi jen o 7,5 %. U vzorki ziskanych extrakci pti 95 °C se AA
pohybovala v rozmezi od 35,64 mg/g do 67,55 mg/g. Jako vzorek s nejnizsi AA lze oznacit
vzorek 2 HN, kde se opét nachédzelo vice rliznych casti pfimési oproti jinym vzorkim.
Vzorek pochdzi z Rumunska a sklada se z celé nadrcené rostliny. Nejvyssi AA byla zjisténa
u vzorku 3 HN, ktery je z CR a sklada se z &asti rostliny nat’. AA tohoto vzorku se pohybuje

nad primérnou hodnotou AA vsech ziskanych vzork, a je 0 39,2 % vyssi po extrakei pti 95

vvvvv
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Obrazek 18 AA stanovené metodou ABTS ze suSenych vzorkl hluchavky kvét

U AA stanovené metodou ABTS ze suSenych vzorkl hluchavky kvétu byla namétena vyssi
AA pfi extrakéni teploté 95 °C, o 15,9 % vice nez po extrakci pii niz$i teploté. Primérna
AA po extrakei pti 95 °C je 86,27 mg/g, a 74,47 mg/g pii extrakéni teploté 80 °C. AA vSech
vzorkli se pohybuje kolem primérné hodnoty, 1isi se pouze vzorek 1 HK, kde se AA

pohybuje pod primérem, a to 0 32,5 % pfi extrakéni teploté 80 °C.

Pfi porovnani AA extraktl ze vSech susenych vzorka hluchavky je patrné, ze nejvyssi AA
maji vzorky pochazejici ze susené ¢asti kvétu oproti vzorkiim z nati nebo listu, pficemz AA
byla u kvétd v priméru o 77,8 % vysSi pii vyssi extrakéni teploté, a o 64,9 % vyssi pii

extrakéni teploté 80 °C.

7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Antioxidacni aktivita metodou DPPH byla stanovena u vSech vzorkli bylin pfi dvou
extrak¢nich teplotach, 95 a 80 °C. Vzorky byly pfipraveny zptisobem uvedenym v kapitole
6.1. Stanoveni bylo provedeno postupem popsanym v kapitole 6.3. Antioxidacni aktivita
byla vypocitana postupem uvedenym v kap. 6.3.1. AA byla pfepoctena na ptivodni hmotnost

a vyjadrena jako ekvivalent troloxu v mg na gram vzorku.
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7.2.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH extrakti meduiky

Antioxidac¢ni aktivita metodou DPPH byla provedena celkem u 10 vzorka susené medunky

au 2 vzorka Cerstvé meduiiky. Na obr. 19 jsou vysledky stanoveni AA.
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Obrazek 19 AA stanovené metodou DPPH ze suSenych a Cerstvych vzorkti medunky

Hodnoty AA stanovené¢ metodou DPPH ze suSenych a Cerstvych vzorkii medunky byly
ovlivnény pouZzitou extrakéni teplotou. Bylo zjisténo, ze vyssi AA mély ve vSech ptipadech
vzorky meduiiky extrahované pii teploté 95 °C, a to primérné o 28,1 % vice v porovnani
s vysledky vzorki po extrakei pfi nizsi teploté. Primérna AA u extraktl ze susenych vzorkl
meduiiky byla 248,14 mg/g pti extrakéni teploté 95 °C. U extraktt ziskanych ze suSenych
vzorkl pii extrakéni teploté 95 °C se AA pohybovala v rozmezi od 73,11 mg/g do 413,90
hodnoceni vzorkd metodou ABTS. Mezi vzorky byl i vzorek v Bio kvalité (6 SM) a vzorek
z domaciho péstitelstvi (10 SM). AA vzorku v Bio kvalité se pohybuje nad primérem AA
vSech ziskanych extrakti pii teplotach 95 a 80 °C, a to 0 16,2 % pfi vyssi teploté, a 0 4,6 %
pii nizsi teploté. AA vzorku z domaciho péstitelstvi se pohybuje o 4 % vyssi oproti priméru

pii vyssi extrakéni teploté, pficemz pii niz$i extrakeni teploté byl o 50,9 % nizsi.

U extrakce pii nizsi teplot€ je prumérna AA u susenych vzorkt 196,03 mg/g. Primérna AA
u Cerstvych vzorkli meduniky je n¢kolikandsobné nizsi, 45,43 mg/g pii extrakeni teploté 95
°C, 22,44 mg/g pfti nizsi teploté. U Cerstvych vzorki byla zjisténa nizs§i AA nez u suSenych

vzorkd, i z divodu vyssiho obsahu vody ve téchto vzorcich.
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Vzorky susenych rostlin jsou jak z ¢asti rostliny naté, tak i listu. Primérna AA u nati susené
meduiky (1-5 SM) je 240,04 mg/g pfi extrakéni teploté 95 °C. Primérna AA u listl ze
suSené medunky (6 SM, 8-10 SM) je 302,04 mg/g pti extrak¢ni teploté 95 °C. Primérnd AA

je vyssi u vzorkli meduniky obsahujicich listy, a to 0 25,8 %.

U cerstvych vzorkd medunky byla vyssi AA naméfena u vzorku z domaciho péstitelstvi
(1 CM), pti obou extrakénich teplotach, nez u druhého vzorku (2 CM) zakoupeného v trzni
siti

Ve studii Palamuglu a kol. [36] byla zjiStovdna antioxidacni aktivita suSené¢ meduiiky
1ékatské metodou DPPH. Zkouman byl vliv teploty a doby extrakce, a to, zda byl nebo nebyl
vzorek namlety. Bylo zjisténo, Ze doba extrakce nebyla statisticky vyznamna pro hodnoty
AA vzorkli. Hodnoty AA se liSily vzhledem k pouzitym extrakénim teplotam a namleti

vzorku. Nejvyssi AA byla zjiSténa pii extrakeni teploté 95 °C a u rozemletého vzorku.

7.2.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH extraktii hluchavky

Meéfeni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH bylo provedeno celkem u 7 vzorkd susené
hluchavky z ¢asti rostliny nat’ a list a u 4 vzorkl susené hluchavky z ¢asti kvét. Na obr. 20

a 21 jsou vysledky stanoveni.
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Obrazek 20 AA stanovené metodou DPPH ze suSenych vzorka hluchavky nat a list
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Primérna AA extraktti hluchavky louhované pfti teploté 95 °C je téméf totozné jako hodnota
pii extrakéni teplot¢ 80 °C (53,33 a 53,97 mg/g). Mezi primérnou AA pii porovnani
ptisobeni extrak¢nich teplot neni vyznamny rozdil. Od ostatnich vzorki se 1i$i vzorek 3 HN,
kdy jeho AA je o 38,6 % vyss§i neZ primérna AA vSech vzorkl pfi extrakéni teploté 95 °C,
a0 24,6 % vyssi nez pramérnd AA vSech vzorkl pii nizsi extrakeni teploté. Jedné se o vzorek
hluchavky nat’ pochazejici z Ceské republiky. Analyzovan byl i jeden vzorek hluchavky,
ktery pochdzel z domaciho péstitelstvi a byl tvofen pouze suSenymi listy, vzorek 1 HL. Jeho
AA ale také nevycnivala nad zjiSténou primérnou hodnotu ze vSech ziskanych extrakti pti

obou extrak¢nich teplotach.
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Obrazek 21 AA stanovené metodou DPPH ze suSenych vzorkd hluchavky kvét

U extrakth z hluchavky kvét byla naméfena vyS$i AA pii extrakéni teploté 95 °C, a to
pramérné o 11,5 % vice v porovnani s vysledky vzorkd po extrakci pifi nizsi teploté.
Primérna AA je 121,32 mg/g pti extrakéni teploté 95 °C, a 108,83 mg/g pii extrakéni teploté
80 °C. Od ostatnich vzorkt se lisi pouze vzorek 1 HK, jeho AA pfi extrakéni teploté 80 °C

se pohybuje pod primérem vSech ostatnich vzorkd, a je 0 32,9 % niZsi.

Podobné, jako u vysledkit ABTS testu, 1ze konstatovat, ze vyssi AA maji vzorky hluchavky
pochazejici ze suSené Casti kvét nez z nati nebo listu, a v pruméru je vyssi o 127,5 % pii

extrakéni teploté 95 °C a 0 101,6 % vysSi pii niZsi extrakéni teploté.

7.2.3 IC50 stanoveni

Hodnoty IC50 byly stanoveny u 6 vzorkll s nejvyssi antioxida¢ni aktivitou (DPPH test).
Jednalo se o vzorky susené meduiiky - 2 SM a 8 SM, o vzorek &erstvé meduiiky 1 CM, dale
o vzorky susené hluchavky z nat¢ 3 HN a 5 HN a vzorek susené hluchavky kvét 2 HK.

Vzorky pro toto stanoveni byly extrahovany pfi teploté 95 °C. Stanoveni bylo provedeno
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postupem

popsanym v kapitole 6.3.2. Grafy zjisténych hodnot inaktivace v zavislosti na

koncentracich extrakti téchto vzorkl jsou zobrazeny na obrazcich 22 - 27.
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Obrazek 22 Hodnoty inaktivace extraktl meduiiky 2 SM

Rovnice linearni regrese extraktl meduiiky 2 SM:

y=54,71 - x—0,245

y — absorbance [1]

x — koncentrace polyfenoli [mg/ml]

Hodnota spolehlivost R? = 0,9999

Hodnota IC50 pro extrakt meduiiky 2 SM byla vypoc¢tena na hodnotu: 0,9184 mg/ml
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Obrazek 23 Hodnoty inaktivace extraktti meduniky 8 SM
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Rovnice linearni regrese extrakti medunky 8 SM:
y=53,697 - x + 5,725

y — absorbance [1]

x — koncentrace polyfenolt [mg/ml]

Hodnota spolehlivost R? = 0,9806

Hodnota IC50 pro extrakt meduiiky 8 SM byla vypoc¢tena na hodnotu: 0,8245 mg/ml

40

I [%]

¢ [mg/ml]

Obrazek 24 Hodnoty inaktivace extraktti meduiiky 1 CM
Rovnice linearni regrese extraktii meduiky 1 CM:
y=72717 - x- 1,75
y — absorbance [1]
x — koncentrace polyfenol [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R* = 0,9903

Hodnota IC50 pro extrakt meduiiky 1 CM byla vypodtena na hodnotu: 7,1166 mg/ml
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Obrazek 25 Hodnoty inaktivace extraktd hluchavky 3 HN
Rovnice linearni regrese extraktii hluchavky 3 HN:
y=10,04 - x + 3,835
y — absorbance [1]
x — koncentrace polyfenolli [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R? = 0,9989

Hodnota IC50 pro extrakt hluchavky 3 HN byla vypoc¢tena na hodnotu: 4,5981 mg/ml.
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Obrazek 26 Hodnoty inaktivace extraktd hluchavky 5 HN

Rovnice linearni regrese extraktth hluchavky 5 HN:

y=283368 - x +2,45
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y — absorbance [1]
x — koncentrace polyfenolt [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R? = 0,9974

Hodnota IC50 pro extrakt hluchavky 5 HN byla vypoctena na hodnotu: 5,7036 mg/ml.
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Obrazek 27 Hodnoty inaktivace extrakti hluchavky 2 HK

Rovnice linearni regrese extrakti hluchavky 2 HK:
y=18,235 - x—4,45

y — absorbance [1]

x — koncentrace polyfenoli [mg/ml]

Hodnota spolehlivost R? = 0,9999

Hodnota ICso pro extrakt hluchavky 2 HK byla vypoctena na hodnotu: 2,9860 mg/ml.

Tabulka 5 Hodnoty ICso vybranych vzorkt meduiiky a hluchavky

ve vzestupném poradi

Nazev vzorku Rovnice linearni regrese IC 50 [mg/ml]
8 SM y =53,697 x + 5,725 0,8245
2 SM y=54,71x-0,245 0,9184
2 HK y=18,235x - 4,45 2,9860
3 HN y=10,04 x + 3,835 4,5981
5 HN y =8,3368 x + 2,45 5,7036
1CMm y=7,2717 x- 1,75 7,1166
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Hodnoty ICso jsou uvedeny v tabulce 5. Nejmensi hodnota ICso byla zjisténa u susenych
vzorkd medunky, tyto vzorky maji tedy nejvyssi AA. Celkove nejvyssi AA byla zjisténa u
vzorku 8 SM. U tohoto vzorku byla stanovena nejvyssi antioxida¢ni aktivita i u metody
s ABTS. U stanoveni pomoci ¢inidla DPPH byla zjiSténa nejvyssi AA u vzorku 2 SM. Tento
vzorek ma druhou nejvys$si AA u metod ICso a ABTS. Vyssi hodnota ICso byla zjisténa u
byla zjisténa u extraktu z Cerstvého vzorku medunky. Celkové toto poradi AA, od nejvyssi
po nejnizsi, je shodné s vysledky stanoveni AA s ¢inidlem ABTS, pfi stanoveni AA s DPPH

¢inidlem jsou v potadi jen malé odchylky.

Pii porovnani AA u jinych druht rostlin z ¢eledi hluchavkovité, ve studii Matkowski A.
a kol. [37] byla zjistovéana reakce DPPH ¢inidla a metanolového extraktu z hluchavky bilé
a dalSich rostlin z celedi hluchavkovité (srde¢nik obecny, jablecnik obecny, bukvice
1ékatskd, hluchavka nachova, konopnice velkokvétd. Z vysledkli byla vypocétena hodnota
ICso. Nejmensi hodnota ICso a tedy nejvyssi AA byla zjisténa u srde¢niku obecného,
hluchavky bilé a jable¢niku obecného. Nejnizsi AA byla zjisténa u bukvice lékarské,

hluchavky nachové a konopnici velkokvété.

7.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem

Celkovy obsah polyfenoll s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem byl stanoven u vSech vzorkl

rostlin pfi dvou extrakénich teplotach, 95 a 80 °C. Vzorky byly pfipraveny zplsobem

uvedenym v kapitole 6.1. Stanoveni bylo provedeno postupem popsanym v kapitole 6.4.

Celkovy obsah polyfenolt (TPC) byl vypocitan postupem uvedenym v kapitole 6.4.1. TPC

je vyjadfen jako ekvivalent kyseliny gallové (KG) v miligramech na gram vzorku.

7.3.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli extrakti medunky

Celkovy obsah polyfenolid s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem extrakti z meduiiky byl
stanoven celkem u 10 vzorka susené meduiiky a 2 vzorkt cerstvé meduiiky. Na obr. 28 jsou

vysledky stanoveni celkového poctu polyfenolt.
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Obrazek 28 TPC suSenych a Cerstvych vzorkli medunky

Vyssi celkovy obsah polyfenoll susenych vzorkti meduniky byl zjistén po piisobeni vyssi
extrakéni teploty, a to 0 32,9 %. Primérny TPC extraktt susenych vzorkd medunky je 71,75
mg kyseliny gallové na gram vzorku pti extrak¢ni teploté 95 °C. U extrakce pii nizsi teploté
je primémy obsah TPC u suSenych vzork 53,97 mg/g. Nejmensi TPC byl zjistén u
suSen¢ho vzorku meduniky 7 SM, v porovnani s primérem ostatnich vzorkt je tato hodnota
0 60,3 % mensi pfi vyssi extrakéni teploté, a 0 53,6 % mensi pii nizsi extrakeni teploté. V
tomto vzorku pochazejicim z Polska, vyrobeném z celé nadrcené rostliny, bylo zjisténo vetsi
mnozstvi riznych ¢asti dané rostliny. Mnohem nizsi TPC byl zjiStén u Cerstvych vzorkd, a to
pramérné 13,75 mg/g pti vyssi extrakeni teploté, pfiCemz tato hodnota je o 80,8 % nizsi nez
u susenych vzorktl. Pfi niz$i extrakéni teploté byla primérna hodnota 8,35 mg/g, coz je o
84,5 % nizsi nez u suSenych vzorkd, a to 1 z divodu obsahu vys§iho mnoZstvi vody v téchto
vzorcich. V ramcei hodnoceni TPC této rostliny byl i vzorek susené meduniky 6 SM, v Bio
kvalité. TPC vzorku se pohybovala nad priimérem vsech vzorkl susené medunky, atoo 17,3
% vice pii vyssi extrakeni teploté, a o 4,9 % vice pfi nizsi extrakéni teploté. Dalsi vzorek
suSené¢ meduniky, 10 SM, na rozdil od zbyvajicich, pochazi z domaciho péstitelstvi. TPC
vzorku se pohybuje u hodnoty priméru TPC vSech ziskanych extrakti pii teploté 95 °C.
Naopak pfi extraktech ziskanych pfi nizsi teploté 80 °C se TPC tohoto vzorku pohybuje pod

pramérem TPC vsech ziskanych vzorkd, a to o0 41,3 %.

Vzorky suSenych rostlin meduiiky pochéazeji z dvou casti rostlin, z naté (1-5 SM) a listu
(6, 8-10 SM). Primérny TPC u suSenych rostlin z ¢asti nat’ je 67,06 mg/g pii extrakéni
teploté 95 °C, z ¢asti list je 88,43 mg/g. Primérna AA je tedy vyssi u vzorkl obsahujicich
listy rostliny, a to 0 31,9 %.
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Vyssi celkovy obsah polyfenolii ¢erstvych vzorkd medunky byl zjistén u vzorku z domaciho
péstitelstvi (1 CM), a to pti obou extrakénich teplotach neZ u vzorku z trzni sité. TPC tohoto
vzorku byl o0 250,7 % vy$si pti vySsi extrakéni teploté, a 0 193,2 % vySSi pfi nizsi extrakéni

teploté, oproti druhému vzorku Cerstvé meduniky.

Ve studii Palamuglu a kol. [36] byl zjistovan celkovy obsah polyfenold ve
vodnych extraktech medunky lékatské, které byly ziskany pfi riiznych extrakénich teplotach.
Nejvyssi obsah TPC byl zaznamenan v extraktech ptipravenych pii 95 °C, pfi nejdelSim
extrakénim Case 4 minuty. Déle bylo pozorovano, ze vy$si mnozstvi TPC bylo u suSenych
vzorkd meduiiky majici jemng;jsi texturu z divodu mleti vzorkli nez u vzorkd bez mleti. Dle
Carvalho a kol. [4] bylo zjisténo Ze esencialni olej prokazal lepsi antimikrobialni ucinek nez
vodny nebo ethanolovy extrakt z meduiiky. Vyjimkou jsou pouze bakterie Escherichia coli
a Staphylococcus aureus, u kterych byl pozorovan vyssi antimikrobidlni G€inek u vodnych
extraktli nez u ethanolovych. V rdmci studie s vyuzitim superkritické extrakce v publikaci
Ribeiro a kol. [10] byla zjisténa nejvyssi mnozstvi fenolovych sloucenin u extrakt pii 10

MPa, teploté 50 °C a ¢ase 30 min.

Dle ¢lanku De Oliveira a kol. [38] mohou agronomické postupy vyrazné ovlivnit chemicky
profil a bioaktivitu extraktl zmedunky Iékatské. Ptfi zkouméni celkového obsahu
fenolickych latek byl zjistén vysSi obsah u rostlin s vodnim deficitem. Tato studie

nepotvrdila vyssi obsah celkovych fenolickych latek u ekologicky péstovanych rostlin.
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7.3.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii extraktii hluchavky

Celkovy obsah polyfenolti metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem byl zjistovan celkem
u 7 vzorkl susené hluchavky z ¢asti rostliny nat’ a list a u 4 vzorki suSené hluchavky z ¢asti

kvét. Na obr. 29 a 30 jsou vysledky stanoveni.
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Obrazek 29 TPC suSenych vzorki hluchavky nat’ a list

Primérny celkovy obsah polyfenolt u susenych vzorkt hluchavky pti vyssi a niz$i extrakéni
teploté se od sebe témert nelisi. Od ostatnich vzorki se 1isi vzorek 3 HN, kdy jeho TPC je o
23,4 % vyssi nez primérnd hodnota TPC vSech vzorkt pti extrakeni teploté 95 °C. Jedna se
o vzorek hluchavky z nati pivodem z Ceské republiky. Z domaciho péstitelstvi pochézi
vzorek 1 HL, pfi¢emz jeho AA se také pohybuje okolo priméru hodnot ze vSech ziskanych

extraktli pfi obou extrakénich teplotach.
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Obrazek 30 TPC suSenych vzorki hluchavky kvét

U extraktii z hluchavky kvét byl naméten vyssi obsah polyfenolt pii extrakéni teploté 95 °C,

a to pramérné o 25 % vice v porovnani s vysledky vzorki po extrakei pfi nizsi teploté.
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Praimérna AA je 40,04 mg/g pii extrakeni teploté 95 °C a 32,84 mg/g pii extrakeni teploté
80 °C. Od ostatnich vzorki se lisi vzorek 1 HK, jeho TPC se pohybuje pod primérem vsech
ostatnich vzorki, a to 0 29,5 % méné pii extrakeni teploté 80 °C.

Lze konstatovat, Ze vyssi obsah polyfenolti maji vzorky pochéazejici ze susené ¢asti kveét,

vvvvv

extrak¢ni teploté.

Pereira O. a kol. [13] provadéli stanoveni TPC u etalonovych extraktti hluchavky bilé.
Stanoveni bylo provedeno ze suSené rostliny, a to ze smé&si ¢asti nat’, list a kvét. Vysledky
jsou uvedeny jako ekvivalent kyseliny gallové na gram susené hmotnosti rostlinného
materialu. Celkovy obsah polyfenoli je 24,24 mg/g vzorku. Primér naseho stanoveni TPC
ze vsech ¢asti hluchavky je 29,34 mg/g pii vyssi extrakeni teploté. Ve ¢lanku Matkowski A.
a kol. [37] byl zjistén u etanolovych extrakti TPC 32,8 mg/g. Odlisnost miiZe byt zpisobena
jinym postupem extrakce a jinym extrakénim cinidlem, dale jinymi agronomickymi

podminkami.

7.4 Korela¢ni analyza

Pro zjisténi vzajemnych vztahii mezi antioxida¢ni aktivitou (AA) a celkovym obsahem
polyfenoli (TPC) u obou metod stanoveni, s ¢inidly ABTS a DPPH, byla provedena
korela¢ni analyza suréenim hodnot korela¢nich koeficientd. Na obr. 31 — 34 jsou
znazornény zavislosti vytvorené z hodnot AA a TPC u vSech extraktli bylin. Hodnoty vSech

uréenych korelacnich koeficientli jsou uvedeny v tab. 6.
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Obrazek 31 Zavislost AA (ABTS) na TPC pro extrakty medunky pfi teplotach 80 a 95 °C

Korelacni koeficient R=0,9770
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Obrazek 32 Zavislost AA (ABTS) na TPC pro extrakty hluchavky pfi teplotach 80 a 95 °C
Korelacni koeficient R=0,9666

Pti porovnani korelaci mezi vysledky AA (ABTS) a TPC u vSech vzorki meduiiky byla
zjisténa vysoka hodnota korela¢niho koeficientu, 0,9770. Tato hodnota je kladna, jde tedy
o kladnou linearni zavislost. Podobny vysledek byl stanoven i pii vypoctu korela¢niho

koeficientu mezi AA, stanovenou pomoci ABTS, a TPC u vSech vzorkl hluchavky, kde je
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hodnota tohoto koeficientu 0,9666. I tato hodnota je kladna a vysoka, i v tomto ptipad¢ se

jedna o kladnou linearni zavislost.

Lze tedy konstatovat, ze AA (méfena metodou ABTS) téchto vzork je ve velké mife zavisla

na pfitomném mnozstvi polyfenolickych latek.
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Obrazek 33 Zavislost AA (DPPH) na TPC pro extrakty medunky pfi teplotach 80 a 95 °C

Korelacni koeficient R=0,9847
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Obrazek 34 Zavislost AA (DPPH) na TPC pro extrakty hluchavky pfi teplotach 80 a 95 °C

Korelaéni koeficient R=0,9638
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Hodnoty korelacnich koeficientd jsou uvedeny v tabulce 6. Korelace mezi vysledky AA,
stanovené metodou DPPH a TPC, u vSech vzorkti meduiiky byl zjistén korela¢ni koeficient
0,9847. Tato hodnota je vysoka a kladna, jde tedy o kladnou linedrni zavislost. Pfi porovnani
korelace mezi vysledky AA (DPPH) a TPC u vSech vzorki hluchavky byly podobné jako u
meduiiky. Korelacni koeficient je 0,9638 1 v tomto pfipad¢ se jedna o kladnou linearni

zavislost.

Z vysokych korelacnich koeficientl téchto vzorkl 1ze konstatovat, ze AA méfena metodou

DPPH je zavislé na ptitomném mnozstvi polyfenolickych latek.

Tabulka 6 Hodnoty korela¢nich koeficientll v sestupném potadi

Korelace Vzorky Korela¢ni koeficient
DPPH a TPC Medurka 0,9847
ABTS a TPC Medunka 0,9770
ABTS a TPC Hluchavka 0,9666
DPPH a TPC Hluchavka 0,9638

Z velikosti korelacnich koeficientti I1ze usoudit, ze vyS$i zavislost AA na piitomném

mnozstvi polyfenolickych latek je u extraktli z meduiiky nez u extraktl z hluchavky.

Miraj a kol. [3] zkoumali korelaci mezi antioxidacni aktivitou a celkovym obsahem
polyfenolti medunky lékatské, kde bylo zjisténo, Ze AA suSenych vzorkd meduiky je
prisuzovana také hlavné polyfenolim. Ke stejnému zavéru dosli i Zheng a kol. [20]. V této

studii byly zkoumany extrakty z ¢erstvych vzorki meduriky.

7.5 Stanoveni vybranych fenolickych latek metodou HPLC/DAD

U 6 extraktt vzork rostlin s nejvyssi nebo nejnizsi antioxida¢ni aktivitou (susena medurka -
2 SM a 8 SM, cerstva medunky 1 CM, susena hluchavka list 3 HL a 5 HL, su$ena hluchavka
kvét 2 HL), které byly extrahovany pii teplot¢ 95 °C, bylo stanoveno 22 vybranych
vyznamnych fenolickych latek. Vzorky byly pfipraveny zpisobem uvedenym v kapitole 6.1.
Stanoveni bylo provedeno postupem popsanym v kapitole 6.3. Obsah fenolickych latek byl
vypocitan postupem uvedenym v kap 6.5.1. a byl uveden jako obsah latky v pg na gram
vzorku. Vysledky obsahu fenolickych latek jsou uvedeny v tabulce 7. Ukazka

chromatogramu je na obr. 35.
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Mezi fenolické latky, které nebyly detekovany v zddném ze vzorkl patii: epigallocatechin,
kyselina chlorogenova a kaempferol. V malém mnozstvi nebo v minimalnim mnozstvi byly
detekovany: kyselina gallova, kavova, trans-p-kumarovad a trans-skoficova. Nejvice
zjisténych fenolickych latek bylo ve vzorcich suSené meduniky 8 SM (15 fenolickych latek)
a suSené hluchavky z ¢asti nat’ 3 HN (13 fenolickych latek). U téchto vzorkl byla také,
v souladu s témito vysledky, stanovena nejvyssi AA obéma metodami s Cinidly ABTS
a DPPH. Nejméné¢ zjisténych fenolickych latek bylo ve vzorcich suSené medunky 7 SM (9
fenolickych latek), suSené hluchavky z ¢asti list 1 HL (11 fenolickych latek) a suSené
hluchavky zc¢asti kvét 2 HK (11 fenolickych latek). U extraktu z cCerstvé meduiky
pochazejici z domaciho péstitelstvi (1 CM) byly detekovany 3 fenolické latky. Tento vzorek
obsahoval nejvice epikatechinu. V extraktech ze susenych vzorkti medunky (7 SM a 8 SM)
byla nejvice detekovéana kyselina sinapovd, etylester kyseliny trans-hydroxyskoficové,
resveratrol a rutin. Vzorek 8 SM obsahoval o 3,6 % vice fenolickych latek nez vzorek 7 SM.
V extraktech ze suSenych vzorktl hluchavek z ¢asti nat’ a list (3 HN a 1 HL) bylo nejvice
detekovano kyseliny protokatechové, neochlorogenové, vanilové, syringoveé, ferrulové
sinapové¢ a elagové, dale pak katechinu, epikatechinu a rutinu. Vzorek 3 HN obsahoval o
24,78 % vice fenolickych latek, nejvice bylo detekovano katechinu, a to v mnozstvi 1601,9
ng/g. Extrakt ze suSené hluchavky kvét neobsahoval oproti extraktu z nat¢ a listu epikatechin
a kyselinu ferrulovou. Vzorek obsahoval velké mnozstvi kyseliny vanilové (529,6 ng/g)

a rutinu (1150,4 pg/g).

Vramci porovnani mezi suSenymi vzorky meduniky a hluchavky bylo v extraktech

hluchavky detekovano vétsi mnozstvi vybranych fenolickych latek.

V publikaci Pereira a kol. [35] byly v medurice analyzovany fenolické latky metodou HPLC.
Vodné extrakty byly ziskany vylouhovanim v horké vodé¢. Zjistény byly ptedevsim kyselina
gallova, chlorogenové, kavova, ellagova, katechin, epikatechin, kvercetin a rutin. Ve
vodnych extraktech medunky byly detekovany vSechny uvedené fenolické latky,
v nejvyssim mnozstvi kyselina kavova a gallova, poté kyselina ellagova, kvercetin a kyselina
chlorogenova. Pii porovnani s nami ziskanymi vysledky byly zjisténi podobné, v extraktech
suSené medunky byly stanoveny vsechny fenolické latky kromé kyseliny chlorogenové. Ve
studii Sulborska a kol. [12] bylo metodou HPLC v kvétu hluchavky bilé detekovano né¢kolik
fenolickych latek, a to kyselina protokatechova, vanilova, kavova, syringova, gallova,

gentisova, trans-p-kumarova a chlorogenova, ve stopovém mnozstvi pak kyselina ferulova.
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Tyto vysledky se témét shoduji s vysledky ziskanymi z naSich vzorki. Ve vzorku 2 HK

nebyla zjisténa kyselina kavova, trans-p-kumarova, chlorogenova, gentisova a ferulova.

Jako vzorovy chromatogram (obr. 36) je uvedeno stanoveni fenolickych latek ve vzorku
hluchavky nat’ (3 HN), kde bylo detekovano 13 fenolickych latek (viz. obr.xx) s retencnimi
casy: kyselina protokatechova (5,98 min.), kyselina neochlorogenova (6,49 min.), kyselina
4-hydroxybenzoova (9,41 min.), Katechin (11,17 min.), kyselina vanilovad (12,29 min.),
kyselina syringova (15,29 min.), epikatechin (16,20 min.), kyselina ferulova (20,72 min.),
kyselina sinapova (21,43 min.), kyselina elagové (22,63 min.), rutin (22,63 min.), kyselina
t-hydroxyskoticova (24,29 min.), etylester kyseliny protokatechové (25,08 min.).
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8 ZAVER

Medunka Iékatskd (Melissa officinalis) a hluchavka bilad (Lamium album) jsou rostliny
obsahujici velké mnozstvi biologicky aktivnich latek, které plsobi antimikrobidlné,
antioxidacné a maji i dal$i vyznamné ucinky. Diky pfitomnym antioxidantim dochazi
k redukci volnych radikali zplsobujici posSkozeni tkané a ochrané pred nékterymi
onemocnénimi. Tyto rostliny vykazuji antioxida¢ni ucinky ptredev$im diky piitomnosti

fenolickych sloucenin.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit antioxidacni aktivitu a polyfenolické latky
v extraktech ze vzorklti medunky I¢katské a hluchavky bilé. Extrakty byly pfipraveny celkem
ze 23 vzorkd, suSenych i Cerstvych rostlin, z ¢asti nat’, list a kvét, pti dvou teplotach extrakce,

80°Ca9s5°C

Bylo zjisténo, Ze extrakty pfipravené pii vyssi extrakéni teploté maji vSeobecné vyssi
antioxidac¢ni aktivitu i celkovy obsah polyfenoll. U extrakti z meduniky byly tyto hodnoty
vy$si v priméru o 32,3 %. U extraktd z hluchavky z ¢asti nat’ a list jsou tyto rozdily mezi
teplotami nevyznamné. Naopak u extraktl z hluchavky z ¢asti kvét jsou tyto hodnoty o

17,5 % vyssi pti extrakéni teploté 95 °C.

Extrakty pochazejici ze suSenych vzorki medunky z ekologického zeméd¢lstvi vykazovaly
vys$i antioxidacni aktivitu pii obou metodach méfeni, i vyssi celkovy obsah polyfenoli
oproti priméru AA 1 TPC ze vSech ziskanych vzorkl suSené meduniky, a to v priméru az o
19,4 %. Extrakty ziskané z Cerstvé medunky mély niz$i AA 1 TPC oproti suSenym vzorkiim
1z divodu obsahu vyssiho mnozstvi vody. Vzorky susené meduiky pochéazely ze dvou ¢asti
rostliny, a to nat’ a list. Pfi méfeni AA 1 TPC byly stanoveny vyssi hodnoty u ¢asti list, a to
v priméru o 29 % vice neZ extrakty pfipravené z naté. Vyssi antioxidacni aktivita a vySsi
celkovy obsah polyfenoli byly namétfeny u extrakti ze suSené hluchavky z ¢asti kvét

v porovnani s extrakty ze susené hluchavky z ¢asti nat’ a list.

Mezi AA a TPC byla zjisténa vysoka korelace u vSech extraktli. Ze zjisténych vysledki lze
konstatovat, ze AA (méfend metodou ABTS i DPPH) vzorki je z velké casti zavisld na

pfitomném mnozstvi polyfenolickych latek.

V ramci analyzy fenolickych latek metodou HPLC/DAD bylo zjisténo, ze v extraktech
pochazejicich ze suSené medunky se nachazi nejvice kyseliny sinapové, etylesteru kyseliny
protokatechové a kyseliny trans-hydroxyskoficové. Pti porovnani mezi extrakty ze susené

medunky a hluchavky (nat, list a kvét) je zastoupeni nejvice obsazenych kyselin odlisné.
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Extrakty ze susené hluchavky z ¢asti nat” a list obsahuji epikatechin, kyselinu syringovou
a rutin, na rozdil extrakty ze suSené hluchavky z ¢asti kvét obsahuji rutin, kyselinu vanilovou

a protokatechovou.

Zjisténé vysledky u extraktd medunky a hluchavky mohou byt ovlivnény nékolika faktory
zahrnujicimi jejich ptipravu, napiiklad extrakéni teplotu, déale odrtidou, podminkami
péstovani i pouzitou Casti rostliny vzorkl. Agronomické postupy mohou také vyrazné

ovlivnit chemicky profil a bioaktivitu extraktt.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] SALEHI, Bahare; ARMSTRONG, Lorene; RESCIGNO, Antonio; YESKALIYEVA,
Balakyz; SEITIMOVA, Gulnaz et al., 2019. Lamium Plants—A Comprehensive Review on
Health Benefits and Biological Activities: Anatomical, Histochemical, and Phytochemical
Study. Online. Molecules. Ro¢. 24, ¢. 10, s. 5165-5170. ISSN 1420-3049. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/molecules24101913.

[2] ALOSAIMI, Areej A., 2023. Petiole anatomy of selected species in family Lamiaceae
and its systematic relevance. Online. Flora. Ro¢. 306. ISSN 03672530. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.flora.2023.152367.

[3] MIRAJ, Sepide; RAFIEIAN-KOPAEI, Shiow Y. a KIANI, Sara, 2017. Melissa
officinalis L: A Review Study With an Antioxidant Prospective. Online. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. RoC. 22, ¢. 3, s. 385-394. ISSN 2156-5872. Dostupné
z: https://doi.org/10.1177/2156587216663433.

[4] CARVALHO, Filomena; DUARTE, Ana P. a FERREIRA, Susana, 2021. Antimicrobial
activity of Melissa officinalis and its potential use in food preservation. Online. Food
Bioscience. Roc¢. 44. ISSN 22124292. Dostupné zZ:
https://doi.org/10.1016/].fb10.2021.101437.

[5] SHAKERI, Abolfazl; SAHEBKAR, Amirhossein a JAVADI, Behjat, 2016. Melissa
officinalis L. — A review of its traditional uses, phytochemistry and pharmacology.
Online. Journal of Ethnopharmacology. Ro¢. 188, s. 204-228. ISSN 03788741. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.jep.2016.05.010.

[6] Ipavelvana: Medurika lékarska. Online. In:.Dostupné

z: https://www.ipavelvana.eu/cs/content/4 1-medunka-lekarska.

[7] LOBACH, Alexandra R.; SCHMIDT, Florian; FEDRIZZI, Davide a MULLER, Severin,
2024. Toxicological safety evaluation of an aqueous lemon balm (Melissa officinalis)
extract: A Review Study With an Antioxidant Prospective. Online. Food and Chemical
Toxicology. Ro¢. 187, ¢ 3, s. 385-394. ISSN 02786915. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.fct.2024.114565.

[8] MOHASSELI, Vahid; FARBOOD, Farzad; MORADI, Abolfath a MULLER, Severin,

2020. Antioxidant defense and metabolic responses of lemon balm (Melissa officinalis L.)


https://doi.org/10.3390/molecules24101913
https://doi.org/10.1016/j.flora.2023.152367
https://doi.org/10.1177/2156587216663433
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2021.101437
https://doi.org/10.1016/j.jep.2016.05.010
https://www.ipavelvana.eu/cs/content/41-medunka-lekarska
https://doi.org/10.1016/j.fct.2024.114565

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

to Fe-nano-particles under reduced irrigation regimes. Online. Industrial Crops and

Products. Ro¢. 149. ISSN 09266690.

[9] DASTMALCHI, Keyvan; DAMIEN DORMAN, H.J.; OINONEN, Péivi P.; DARWIS,
Yusrida; LAAKSO, Into et al., 2008. Chemical composition and in vitro antioxidative
activity of a lemon balm (Melissa officinalis L.) extract. Online. LWT - Food Science and
Technology. Ro¢. 41, ¢ 3, s. 391-400. ISSN 00236438. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.1wt.2007.03.007.

[10] RIBEIRO, M.A; BERNARDO-GIL, M.G a ESQUIVEL, M.M, 2001. Melissa
officinalis, L: study of antioxidant activity in supercritical residues. Online. The Journal of
Supercritical  Fluids. Ro¢. 21, ¢ 1, s. 51-60. ISSN 08968446. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/S0896-8446(01)00078-X.

[11] GHALKHANI, Atiech; MORADKHANI, Shirin; SOLEIMANI, Meysam a DASTAN,
Dara, 2021. Functional components, antibacterial, antioxidant, and cytotoxic activities of
Lamium garganicum L. ssp. pictum as a novel natural agents from lamiaceae family.
Online. Food Bioscience. Roc. 43. ISSN 22124292. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.1b10.2021.101265.

[12] SULBORSKA, Aneta; KONARSKA, Agata; MATYSIK-WOZNIAK, Anna;
DMITRUK, Marta; WERYSZKO-CHMIELEWSKA, Elzbieta et al., 2020. Phenolic
Constituents of Lamium album L. subsp. album Flowers: Anatomical, Histochemical, and
Phytochemical Study. Online. Molecules. Ro€. 25, €. 24, s. 385-394. ISSN 1420-3049.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/molecules25246025.

[13] PEREIRA, Olivia R.; DOMINGUES, Maria R.M.; SILVA, Artur M.S. a CARDOSO,
Susana M., 2012. Phenolic constituents of Lamium album: Focus on isoscutellarein
derivatives. Online. Food Research International. Ro€. 48, €. 1, s. 330-335. ISSN 09639969.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.04.009.

[14] Cesky rozhlas: Hluchavka bila. Online. In:. Dostupné
z: https://temata.rozhlas.cz/hluchavka-bila-7948193.

[15] PADUCH, Roman; WOJCIAK-KOSIOR, Magdalena a MATYSIK, Grazyna, 2007.
Investigation of biological activity of Lamii albi flos extracts: an overview. Online. Journal
of Ethnopharmacology. Ro€. 110, ¢. 1, s. 69-75. ISSN 03788741. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/].1ep.2006.09.004.



https://doi.org/10.1016/j.lwt.2007.03.007
https://doi.org/10.1016/S0896-8446(01)00078-X
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2021.101265
https://doi.org/10.3390/molecules25246025
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.04.009
https://temata.rozhlas.cz/hluchavka-bila-7948193
https://doi.org/10.1016/j.jep.2006.09.004

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

[16] YASHIN, Alexander; YASHIN, Yakov; XIA, Xiaoyan a NEMZER, Boris, 2017.
Antioxidant Activity of Spices and Their Impact on Human Health: A Review. Online.
Antioxidants. Roc. 6, C. 3. ISSN 2076-3921. Dostupné Z:
https://doi.org/10.3390/antiox6030070.

[17] ROJAS, Janne a BUITRAGO, Alexis, 2019. Antioxidant Activity of Phenolic
Compounds Biosynthesized by Plants and Its Relationship With Prevention of
Neurodegenerative Diseases. Online. Bioactive Compounds. S. 3-31. ISBN 9780128147740.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814774-0.00001-3.

[18] BALASUNDRAM, Nagendran; SUNDRAM, Kalyana a SAMMAN, Samir, 2006.
Phenolic compounds in plants and agri-industrial by-products: Antioxidant activity,
occurrence, and potential uses. Online. Food Chemistry. Ro¢. 99, ¢. 1, s. 191-203. ISSN
03088146. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.07.042.

[19] SHI, Linghong; ZHAO, Wanrong; YANG, Zihong; SUBBIAH, Vigasini a SULERIA,
Hafiz Ansar Rasul, 2022. Extraction and characterization of phenolic compounds and their
potential antioxidant activities. Online. Environmental Science and Pollution Research.
Roc. 29, ¢. 54, . 81112-81129. ISSN 0944-1344. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s11356-022-23337-6.

[20] ZHENG, Wei a WANG, Shiow Y., 2001. Antioxidant Activity and Phenolic
Compounds in Selected Herbs. Online. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2001-
11-01, ro¢. 49, ¢ 11, s. 5165-5170. ISSN  0021-8561. Dostupné
z: https://doi.org/10.1021/jf010697n.

[21] VELISEK, Jan, 1999. Chemie potravin 3. 1. OSSIS. ISBN 80-902391-5-6.

[22] SHEIKHIAN, Leila a JAMALIFARD, Yasaman, 2022. Multi-walled carbon nanotube-
based dispersive solid phase extraction with following back-extraction for HPLC/UV
determination of Rosmarinic acid in lemon balm and Rosemary plant samples.
Online. Journal of the Indian Chemical Society. Ro€. 99, ¢. 8. ISSN 00194522. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.jics.2022.100595.

[23] AKHLAGHIPOUR, Iman; NASIMI SHAD, Arya; ASKARI, Vahid Reza;
MAHARATI, Amirhoseina BARADARAN RAHIMI, Vafa, 2023. How caffeic acid and its
derivatives combat diabetes and its complications: A systematic review. Online. Journal of
Functional ~ Foods. Roc¢. 110, ¢. 8. ISSN 17564646. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/1.jf£.2023.105862.



https://doi.org/10.3390/antiox6030070
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814774-0.00001-3
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.07.042
https://doi.org/10.1007/s11356-022-23337-6
https://doi.org/10.1021/jf010697n
https://doi.org/10.1016/j.jics.2022.100595
https://doi.org/10.1016/j.jff.2023.105862

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

[24] DEUCHANDE, Teresa; FUNDO, Joana F.; PINTADO, Manuela E.; AMARO, Ana L.
a BARADARAN RAHIMI, Vafa, 2024. Protocatechuic acid as an inhibitor of lipid
oxidation in meat: A systematic review. Online. Meat Science. RoC. 213, ¢. 8. ISSN

03091740. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2024.109519.

[25] PANCHE, A. N.; DIWAN, A. D. a CHANDRA, S. R., 2016. Flavonoids: an overview.
Online. Journal of Nutritional Science. Ro¢. 5. ISSN 2048-6790. Dostupné z:
https://doi.org/10.1017/jns.2016.41.

[26] YIN, Yuanqin; LI, Wenqi; SON, Young-Ok; SUN, Lijuan; LU, Jian et al., 2013.
Quercitrin protects skin from UVB-induced oxidative damage. Online. Toxicology and
Applied Pharmacology. Ro€. 269, ¢. 2, s. 89-99. ISSN 0041008X. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.taap.2013.03.015.

[27] P-lab: Kvercetin. Online. In:. Dostupné z: https://www.p-lab.cz/kvercetin.

[28] RAUF, Abdur; WILAIRATANA, Polrat; JOSHI, Payal B.; AHMAD, Zubair;
OLATUNDE, Ahmed et al., 2024. Revisiting luteolin: An updated review on its anticancer
potential.  Online. Heliyon. Ro¢. 10, ¢. 5. ISSN  24058440. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e26701.

[29] LEE, Yunho; YOON, Jeyong a VON GUNTEN, Urs, 2005. Spectrophotometric
determination of ferrate (Fe(VI1)) in water by ABTS. Online. Water Research. Roc. 39, €. 10,
s. 1946-1953. ISSN 00431354. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.watres.2005.03.005.

[30] PAULOVA, Hana; BOCHORAKOVA, Hana a TABORSKA, Eva, 2004. Metody
stanoveni antioxida¢ni aktivity pfirodnich latek in vitro. Chemické listy. Ro¢. 98, €. 4, s. 174-

179. ISSN 0009-2770.

[31] Chimactive: Determination of the activity of an antioxidant by the DPPH® assay.

Online. In:. Dostupné z: https://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-

dpph/principe/1.

[32] WILLARD, Hobart H.; MERRITT, JR., Lynne L.; DEAN, John A. a SETTLE, JR.,
Frank A., 1986. Instrumental methods of analysis. 7. New Delhi. ISBN 81-239-0943-8.

[33] KLOUDA, Pavel, 2003. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel
Klouda. ISBN 80-863-6907-2.

[34] FATIHA, Brahmi; DIDIER, Hauchard; NAIMA, Guendouze; KHODIR, Madani;
MARTIN, Kiendrebeogo et al., 2015. Phenolic composition, in vitro antioxidant effects and


https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2024.109519
https://doi.org/10.1017/jns.2016.41
https://doi.org/10.1016/j.taap.2013.03.015
https://www.p-lab.cz/kvercetin
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e26701
https://doi.org/10.1016/j.watres.2005.03.005
https://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe/1
https://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe/1

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

tyrosinase inhibitory activity of three Algerian Mentha species: M. spicata (L.), M. pulegium
(L.) and M. rotundifolia (L.) Huds (Lamiaceae). Online. Industrial Crops and Products. Roc¢.
74, s. 722-730. ISSN 09266690. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.04.038.

[35] PEREIRA, Romaiana Picada; BOLIGON, Aline Augusti; APPEL, André Storti;
FACHINETTO, Roselei; CERON, Carla Speroni et al., 2014. Chemical composition,
antioxidant and anticholinesterase activity of Melissa officinalis. Online. Industrial Crops
and Products. Roc¢. 53, S. 34-45. ISSN 09266690. Dostupné
z:_https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.12.007.

[36] PALAMUTOGLU, Recep; KASNAK, Cemal; DURSUN, Muhammed; UNALDI,
Rabia Nur a OZKAPLAN, Nihat. Determination of phenolic contents and antioxidant

activities of infusions prepared from lemongrass (Melissa officinalis). Online. Carpathian

Journal of Food Science and Technology. S. 98-109. ISSN 2066-6845.

[37] MATKOWSKI, Adam; PIOTROWSKA, Magdalena a CHANDRA, S. R., 2006.
Antioxidant and free radical scavenging activities of some medicinal plants from the
Lamiaceae: an overview. Online. Fitoterapia. Ro¢. 77, €. 5, s. 346-353. ISSN 0367326X.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/].fitote.2006.04.004.

[38] DE OLIVEIRA, Izamara; CHRYSARGYRIS, Antonios; HELENO, Sandrina A.;
CAROCHO, Marcio; CALHELHA, Ricardo C. et al., 2023. Determination of phenolic
contents and antioxidant activities of infusions prepared from lemongrass (Melissa
officinalis): A Review Study With an Antioxidant Prospective. Online. Carpathian Journal
of Food Science and Technology. Roc¢. 170, €. 3, s. 98-109. ISSN 2066-6845. Dostupné
z: https://doi.org/10.34302/crpjfst/2022.14.1.8.



https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.04.038
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.12.007
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2006.04.004
https://doi.org/10.34302/crpjfst/2022.14.1.8

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

68

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA
ABTS
ABTS-"
ArOH
DAD
DPPH
HPLC
PDA
R-H
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Antioxidac¢ni aktivita
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Kationtovy radikal kyseliny 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové)
Fenolové slouceniny
Detektor s diodovym polem
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Detektor fotodiodového pole

Oxidace lipid

Hydroxyperoxidovy radikal

Reaktivni forma kysliku

Ultrafialovo-viditelna spektrofotometrie
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Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Kyselina gallova

Celkovy obsah polyfenola
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PRILOHA P I: CHROMATOGRAM STANOVENI VYBRANYCH
FENOLICKYCH LATEK STANOVENE METODOU HPLC/DAD U
VZORKU SUSENE MEDUNKY (7 SM)
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PRILOHA P II: CHROMATOGRAM STANOVENI VYBRANYCH
FENOLICKYCH LATEK STANOVENE METODOU HPLC/DAD U
VZORKU SUSENE MEDUNKY (8 SM)
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PRILOHA P III: CHROMATOGRAM STANOVENI VYBRANYCH
FENOLICKYCH LATEK STANOVENE METODOU HPLC/DAD U
VZORKU CERSTVE MEDUNKY (1 CM)
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PRILOHA P IV: CHROMATOGRAM STANOVENI VYBRANYCH
FENOLICKYCH LATEK STANOVENE METODOU HPLC/DAD U
VZORKU SUSENE HLUCHAVKY Z CASTI LIST (1 HL)

rs
=
]
o
-
=13 [=1
3y Bl
o
= —
= s
& = —
) £ =
: Z
L )
f- N
= o >
2o a =]
w o
= A
B <
il a
| = ~
8 (@)
—
=
N
fe=]
B S}
: £
= o)
= o,
5 o 4
L [ q-)
VR - +~
~ =
S
>
8= <
L
°
5
[t
= —
= g
o
>
)
g
il <
E b7
<
e
&
®
5] B =
F g
w1
o o
g £
0 ) o
& o
™ on
-
(]
N
L= o]
=5 =
O
@)
)
% |
T T T T o
z S 2 S 2 ] 2 i
N (o] [l ] - =




PRILOHA P V: CHROMATOGRAM STANOVENI VYBRANYCH
FENOLICKYCH LATEK STANOVENE METODOU HPLC/DAD U
VZORKU SUSENE HLUCHAVKY Z CASTI KVET (2 HK)
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