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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva charakteristikou rostlin ¢eledi rizovité a jejich antioxidacnimi
vlastnostmi. Teoreticka Cast je zamécfena na popis vybranych rostlin (fepik Iékaisky,
kontryhel obecny, jahodnik obecny, ostruzinik ktovity), antioxidanti a metody stanoveni
antioxida¢niho Gc¢inku. Cilem experimentalni ¢asti bylo urc¢it mnozstvi polyfenolickych latek
v extraktech rostlin s pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla, a antioxidac¢ni aktivitu dvéma
spektrofotometrickymi metodami, s ¢inidly DPPH a ABTS, a zjistit vliv teploty na jejich

antioxida¢ni aktivitu.

Kli¢ova slova: rostliny ¢eledi rizovité, polyfenoly, antioxidaéni aktivita, DPPH, ABTS

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the characteristics of Rosaceae family plants and their
antioxidant properties. The theoretical part focuses on the description of selected plants
(agrimony, lady’s mantle plant, strawberry and blackberry plants), antioxidants and methods
for determining the antioxidant effect. The experimental part is aimed to determine the
content of polyphenolic substances in plant extracts using Folin-Ciocalteu reagent, and
antioxidant activity by two spectrophotometric methods, with DPPH and ABTS reagents,

and to determine the effect of temperature on their antioxidant activity.

Keywords: Rosaceae family plants, polyphenols, antioxidant activity, DPPH, ABTS
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UvVOD

Nejvyznamnéjsi prirodni zdroje antioxidanti se nachdzeji v rostlinnych materidlech. Mezi
nejbéznéjsi l1ze zaradit polyfenoly, tfisloviny, které jsou v hojném zastoupeni u rostlin
z ¢eledi rizovité, jako jsou malinik, jablon, jefab, Svestka, hruSen, mandlon, merurka.
K dal§im znAmym zastupciim &eledi Rosaceae, se kterymi se Ize v Ceské republice setkat, s
vyznamnymi zdravotnimi ucinky, patii fepik, kontryhel, jahodnik, ostruzinik, které jsou

v této praci zkoumany s ohledem k jejich antioxidacnim ucinktm.

Rostliny této &eledi zaujimaji v kvétené Ceské republiky vyznamné postaveni, nebot’ jejich
péstovani je velmi rozsifené i vzhledem k bohatému poctu plodicich ovocnych druht. Diky
jejich druhové rozmanitosti lze v této Celedi najit velké mnozstvi G€innych biologicky
aktivnich slozek, které se mohou vzijemné dopliovat a poskytovat tak SirSi spektrum

antioxidanty.

Antioxidanty jsou schopny potladovat oxidaci jinych molekul, kdy nésledné fetézovymi
reakcemi dochdzi k produkci volnych radikald, které miizou v lidském téle poskozovat
buiiky. Antioxidanty maji schopnost tyto fetézové reakce zpomalit, pfipadné zpiisobenému
poskozeni zabranit. Mnoho lidskych nemoci je negativné ovlivnéno plisobenim volnych

radikall, a proto pfijem antioxidantl z potravy plni dilezitou ilohu v ochrané organismu.

V ramci této bakalaiské prace jde o studium antioxidacnich schopnosti vybranych rostlin
celedi rizovité (fepik, kontryhel, jahodnik, ostruZinik), jenZ se jevi jako velmi dobry zdroj
antioxidac¢nich latek. Antioxidanty poméhaji chranit buniky lidského téla pfed oxidacnim
stresem tim, Ze neutralizuji volné radikaly, ¢imz ptiznivé podporu;ji lidské zdravi. Pokud je

jejich pfisun do lidského téla nedostatecny, miize se zvysit riziko vzniku mnoha onemocnéni.

Cilem této prace je 1 ziskdni prehledu o celkovém mnozZstvi polyfenolickych latek
v jednotlivych rostlinach. Existuje mnoho metod, které 1ze vyuzit ke stanoveni antioxidanti,
antioxida¢niho ucinku, pficemz k nejcastéji vyuzivanym patii spektrofotometrické metody,
jako jsou metody s vyuZzitim rtiznych reak¢nich ¢inidel. K béznym ¢inidlim patii DPPH
nebo ABTS, kdy se na zéklad¢ barevné reakce zjist'uje antioxidacni aktivita rostlin. Mezi
kvalitativni stanoveni lze zafadit chromatografické metody, béZznou metodou je vysoce
ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s vyuzitim riznych detektorti, predevsim s UV

detekeci.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA CELEDI RUZOVITE (ROSACEAE)

Celed rtizovité zahrnuje desitky rodti a tisice druhi rostlin. Jejich vyskyt je rozsifen na obou
polokoulich, avSak pouze v tropickych pasech je jejich vyskyt omezen a situovan do
prostiedi v horach. Nejcastéji se jedna o jednoleté ¢i vytrvalé byliny, kefe i stromy. Rostliny
maji vlastnost jednodomou nebo zfidka dvoudomou. Kvéty jsou bud v kvétenstvi
(hroznovita, vrcholi¢nata) nebo jednotlive. Jsou pravidelné, oboupohlavné a obsahuji 1-30,
az 50 tyc¢inek. V kvétu je Casto pritomna ceSule, neboli srostlé kvétni 1izko s ty¢inkami a
kvétnimi obaly. Kvét méa shodny pocet korunnich a kali$nich listki, nejcastéji pét, nekteré
druhy jich vSak mohou mit i dvacet (napt. rize). Listy jsou u rizovitych rostlin sttidavé,
vétSinou slozené, také vS§ak mohou byt vzacné jednoduché, s opadavymi nebo vytrvalymi
palisty. Plodem rostlin této celedi jsou pfevazné nazky, poptipadé mize byt i souplodi nazek

(jahoda) nebo peckovicek (malina, ostruzina) [18].

Radi se mezi vyznamné &eledi se spoustou rozmanitych druhd rostlin. Hospodaisky se jedna
o ekonomicky hodnotné rostliny, které jsou z hlediska vyzivy a zdravi pro ¢lovéka velmi
prospeSné a maji na lidské télo pozitivni vliv. Patfi sem byliny, plodiny produkujici ovoce,
dfeviny a v neposledni fadé i1 okrasné rostliny. Jednou z velmi zndmych okrasnych rostlin
celedi Rosaceae je ruze. Razi lze v dnesni dob¢€ nalézt po celém svété a jiz od pocatku
civilizace byla oblibena pro svou okrasnou hodnotu [16].

V rostlinach a pievazné v ovoci je obsazena fada dileZitych fytochemikalii a antioxidantt,
které maji napt. schopnost inhibovat rakovinu. Pfikladem je kyselina ellagova, ta se hojné
vyskytuje u jahod i malin a ma antioxida¢ni a protinddorové u€inky, nebot’ omezuje mnozeni

bunék a vyvolava apoptézu (bunécnou smrt) nddorovych bunck [16].
Systematické zatazeni Celedi rizovitych (Rosaceae):

e Rise: rostliny (Plantae)

e (Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)

e Ttida: vyssi dvoudé€lozné (Rosopsida)

e Rad: rizotvaré (Rosales)

1.1 Vyznamné rostliny &eledi riZovité péstované v CR

Rostliny, z ¢eledi rizovité, a pfevazné druhy s ovocnymi plody, jsou hojné péstovany na

uzemi Ceské republiky, z nichz par nejbéznéjsich bude popséano nize.
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1.1.1 Malinik obecny

Malinik obecny (Rubus ideaeus) je rozsiteny poléhavy ket jehoz plodem jsou Stavnaté
chlupaté peckovicky souhrnné nazyvané jako malina. Spravné dozrani plodua Ize rozpoznat
velmi jednoduse, nebot’ se cely plod lehce oddéli od suchého lizka. Nejcastéji kvete v letnich
slune¢nych mésicich, od kvétna do srpna. Listy je vhodné sbirat pro zdravotni ucinky a obsah
antioxidacnich latek, jako jsou napf. tfisloviny. Maliny se vyuZzivaji pii zpracovani
v potravinovém pramyslu do sirupti, kompott. Casto je 1ze konzumovat, po utrhnuti, v plné

Cerstvosti nebo po zpracovani ve formé lyofilizovanych kousk [8].

1.1.2 Jablon domaci

Jablon domaci (Malus domestica) se zaClefuje mezi listnaté stromy. Casto je diky svym
Stavnatym plodim péstovana na Ceskych zahradkach v nékolika vySlechténych odriidéach.
Kulovitd malvice byva nejcastéji zelené, cervené, Zluté barvy a sladkokyselé chuti. V plné
zralosti jsou jablka sbirdna na podzim. Nejucinngjsi latky obsazené v jablku lze ziskat

konzumaci slupek, a to jak Cerstvych, tak i suSenych [7].

1.1.3 Jerab ptacdi

Jetab ptaci (Sorbus aucuparia), lidové jetabina, je okrasny strom plodici drogu jetabinu
bohatou na vitamin C. M4 dva poddruhy, z nichZ jeden je pfimo jedly, diky své sladsi chuti.
Jedna se o jetab ptaci moravsky. Konzumovat lze vSechny druhy, avSak je vhodné je nejdiive
povarit ¢i ususit, tak aby doSlo k uspésné eliminaci latek, které by mohly vyvolat mirnou
otravu. Droga plodi je vhodna zejména pii 1€cb€ revmatismu. Kvéty se naopak sbiraji

pfevazné pro obsahovou latku podobnou Zenskym hormontim [7].

1.1.4 Svestka domaci

Svestka domaci (Prunus domestica), bézné péstovany ovocny strom, je také znama pro své
zdravé a aromatické plody. Svestky jsou bohaté na vitamin C, vitaminy skupiny B, kyselinu
jable¢nou a vzhledem k tomu, Ze obsahuji nizké mnoZzstvi sodiku, tak jsou vhodné pii 1é€bé
revmatu a pii onemocnénich ledvinového a jaterniho charakteru. Pfevazn€ na Moraveé jsou
plody sbirany a procesem kvaSeni zpracovany ve formé destilovaného alkoholického népoje,

slivovice. Dal§im vyuzitim je zpracovani Svestek do kompott [9].
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1.1.5 HruSen obecna

Dal§im ovocnym stromem, rozsifenym na izemi CR, je hruseti obecna (Pyrus communis).
Existuje mnoho druht liSici se tvarem, velikosti a barvou. Plodem jsou $tavnaté hrusky,
které jsou bohatym zdrojem vitaminu C, tfislovin, flavonoidi a drasliku. Vyuzivany jsou
bud’ k ptimé konzumaci nebo ke zpracovani v potravinovém primyslu, ale i domacnosti.
Vyrabi se z nich napiiklad kompoty, §tavy a ptesnidavky. Hruskova stava ma mocopudné
ucinky, vhodna je pii srdecnich poruchéch i horeckach ¢i zimnicich. Trhany jsou dale i listy

hrusné, jez jsou ucelné zejména pii 1€Cbe revmatismu [7].
1.1.6 Mandloii obecna

Mandlon obecnd (Amygdalus communis) je strom v nasi republice péstovany pievazné na
Moravé. Nevyhodou péstovani v CR jsou zdejsi klimatické podminky, nebot’ je, vzhledem
k jejich ¢asnému rozkvétu, mohou poskodit jarni mrazy. Plody (mandle) je mozné rozd¢lit
na hotké a sladké. V hotkych mandlich je pfitomen glykosid amygdalin, ktery se rozkladem
pomoci enzymu méni na kyanovodik, a proto pii poziti miize dojit k otravé. U déti je
nebezpecnou davkou jiz deset kust hotkych mandli. Sladké mandle, péstované v sadech,
jsou neskodné a riziko otravy pfi jejich konzumaci nehrozi. Vysoce cenény je piedevsim
mandlovy olej, ktery pozitivné ovlivituje celou travici soustavu a pomaha pii zanétu
pradusek. Vyuziti nachazi i v fadé kosmetickych piipravkl, nebot’ regeneruje a zklidnuje

pokozku obliceje [8].

1.1.7 Meruika obecna

Meruiika obecna (Armeniaca vulgaris) je péstovana pievazné pro své plody, které je mozné
konzumovat v Cerstvém stavu nebo suSené, ¢cimZ dokonce dochazi ke zvySeni obsahu Zeleza.
Cerstvé meruiiky pomahaji zlepsovat chut k jidlu, snizuji krevni tlak, podporuji zdravy zrak,
¢innost jater a také hydratuji pokoZku. Pfi 1é€bé hemoroidli se merunikovy list pouziva jako
ptidavek do koupele. Nedoporucuje se konzumovat semena, nebot’, stejné jako mandle,
mohou uvolilovat nebezpecny amygdalin. Merunky maji Siroké kulinaiské uplatnéni, 1ze

z nich d€lat moucniky, kompoty, dZzemy, marmelady, ovocné knedliky [8].
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2 VYBRANE ROSTLINY Z CELEDI RUZOVITE

K nejznaméj$im zastupctim &eledi Rosaceae, s kterymi se 1ze v Ceské republice setkat, patii
byliny s bohatymi zdravotnimi Uc¢inky jako je fepik, kontryhel nebo tuzebnik. Vyznamné
jsou také rostliny s chutnymi ovocnymi plody, pfevazné jahodnik, ostruzinik, ale i ovocné

stromy — jablon, tfesen, Svestka.

Pro tuto bakalatskou praci byly vybrany Ctyii zastupci 1éCivych rostlin z ¢eledi rizovitych,
které budou nizZe charakterizovany. Jde o fepik Iékaisky, kontryhel obecny, jahodnik obecny

a ostruzinik kiovity.
2.1 Repik lékaisky

Repik 1ékaisky (Agrimonia eupatoria) se fadi mezi vytrvalé byliny dorastajici do vysky az
tfictvrté metru. Ma kratky oddenek a z néj vyristajici pfimou chlupatou lodyhu, olisténou
pouze ve spodni ¢asti. Listy jsou ptetrhované lichozpetené. Kvéty fepiku maji jasné Zlutou
barvu a tvofi tvar klasovitych hrozntl. V ptirodé€ je pomérné rozsifeny a bézné se vyskytuje
na suchych loukach, na mezich odd¢€lujici pole nebo v kiovinnych ¢i houstinnych vegetacich.

Kvete od ¢ervna do srpna a jeho plodem je ostnata nazka [9].

Obrazek 1 - Repik lékatsky [15]
2.1.1 SlozZeni a zdravotni u¢inky

Obvykle je pro obsah ucinnych latek sbirdna kvetouci nat’ (Herba agrimoniae), ktera je
bohatd pfevazné na tiisloviny katechinového typu, ale je zde i vE&tsi mnoZstvi kyseliny
kiemicité. Mezi dal$i obsahové latky v droze patii kyselina ursolova, silice, mineralni latky
(zelezo), kyselina askorbova, cholin, flavonoidy, hoi¢iny, organické kyseliny, hlavné¢ amid

kyseliny nikotinové a malé mnozstvi saponini [9].
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Nat fepiku je jednou z nejuniverzalngjsich drog. Repik podporuje spravnou &innost Zluéniku
a jater, nebot’ pomaha jejich detoxikaci, ¢imz zaroven dochézi k lepsi regulaci metabolismu
tukl a cholesterolu v téle. Dale se vyuziva pfi tlumeni zadnétlivych procest, predev§im pii
sttevnich nevolnostech jako jsou prijmy. Vhodny je i pii koznich problémech, kdy zlepSuje

stav pokozky pouzitim riiznych masti, obkladi ¢i koupeli [9].

2.2 Kontryhel obecny

Kontryhel obecny (Alchemilla vulgaris) je 1€Civa vytrvala bylina charakteristicka drobnymi
kvéty zlutozelené barvy tvofici vrcholicnatd kvétenstvi. Ma piizemni, dlouhy, statny
oddenek zakonceny ruzici fapikatych, tuhych a na spodni stran¢ chlupatych listi. Lodyzni
listy jsou obdobné, pouze trochu mensi velikosti. Kvétni lodyha je vzpiimena az vystoupana.
Kvéty maji ¢tyfi kaliSni listky, ¢tyfi ty€inky a jeden pestik. Plodem jsou nazky. Kvete od
kvétna do zai{ na loukach, v kovi, kolem potokd a pramenistich. V Ceské republice ho Ize
nalézt po celém tizemi, od nizin az do hor. Vhodna je pro n¢j predevsim vlhka ptda [15].

A

, '3»;\
A}‘

o

Obrazek 2 - Kontryhel obecny [15]
2.2.1 SlozZeni a zdravotni uc¢inky

Sbirdna je kvetouci nat (Herba alchemillae). Utinnymi obsazenymi latkami jsou zde

ttisloviny, hof¢iny, silice 1 malé mnozstvi kyseliny salicylové [7,15].

Bylina je znama pievazné pro Zeny. Lidové je vyuZivana hojné v gynekologii, nebot’ pomaha
pfi zanétech pohlavnich orgénd, bilych vytocich a tlumi menstruacni kiece a krvaceni.
Rovnéz zpevituje podbiisek, coz je Zaddouci u Zen pii sklonech k potratim. Kontryhel plisobi
mocopudné, zlepSuje spanek a piiznive ovlivituje travici soustavu. Je vhodny i pro zmirnéni

krvéaceni z nosu a hojeni hnisavych ran. Nalev pomaha pii prijmech [7,15].
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2.3 Jahodnik obecny

Jahodnik obecny (Fragaria vesca) je Siroce znamou a oblibenou bylinou, plan¢ rostouci na
sluneénych a lesnatych stranich. Casto je proto rozsifen i pod lidovym nazvem — lesni
jahoda. Jedna se o trvalku, ktera dorasta vysky 10 az 15 cm. M4 vétveny oddenek a dlouhé
rapikaté, trojcetné listy s pilovité zubatymi okraji. Jeho korunni kvéty maji bilou barvu, jsou

peticetné, stejné jako kalisni listky. Plodem jahodniku jsou malé nazky [7].

V bylinkéistvi se vyuzivaji i dalsi druhy jahodniku, kromé obecného se nejcastéji vyskytuje
jahodnik vys$i nebo jahodnik chlumni. Jahodniky se ovSem od sebe lisi jen minimalné
botanickymi znaky, a proto se, vzhledem k u¢innym a lécivym latkdm, mezi nimi ned¢laji

rozdily [7].

Obrazek 3 - Jahodnik obecny [15]
2.3.1 SlozZeni a zdravotni ucinky

Sbiranou ¢asti jahodniku je list (Folium fragariae), ktery se sbira idealné v kvétnu, ptipadné
po celou dobu ristu — od kvétna béhem celého 1éta. Uginnymi latkami v listu jsou
flavonoidy, tfisloviny, vitamin C, draslik a silice. Jahody, zralé plody jahodniku, maji na
lidské télo také pozitivni vliv. Obsahuji pektiny, organické kyseliny, aromatické latky,

antokyan, vitamin C a cukry [7].

Jahodnikov¢ listy jsou silnou drogou, kterda ma mocopudny a protizanétlivy ucinek, cehoz
lze vyuzit pii 1é€b€ priymu infekéniho pivodu. Pouziva se pii 1é€bé mocovych cest, kde
ptiznivé pomdha k rozpadu mocovych kamenl a zlepSuje vyluCovéani kyseliny mocové.

Samotné plody jahodniku se doporucuji pro zmirnéni revmatismu [7].
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2.4 Ostruzinik krovity

Ostruzinik ktovity (Rubus fruticosus) je znamy popinavy kef, ktery ma v dobé€ plné zralosti
pocetné mnozstvi tmaveé modrych az Cernych ploda. Ostruzina je bézné lesni ovoce, proto
1ze rostouci ket nalézt prevazné€ na lesnich mytinach, ale i podél cest nebo u starych zdi. Jeho
charakteristickym rysem jsou dievnaté, ostnaté lodyhy. Listy jsou stfidavé, fapikaté a ma
petilistkovou korunu bilé nebo nartizovélé barvy. Plodem je souplodi peckovicek srostlych
s kvétnim lizkem. Ostruzinik kvete zaCatkem Cervna, zhruba po dobu jednoho mésice, do
pocatku Cervence. Listy je vhodné sbirat pted rozkvétem rostliny, v obdobi kvétna a Cervna.
Nadzemni poléhavé vyhony byvaji bézn¢ dvouleté, ale mohou byt i viceleté. Jednoleté jsou
neplodné. V Ceské republice roste zhruba stovka dal$ich druhti a poddruht ostruzinik, které

se vzajemné kiizi a je tak velmi problematické jejich botanické zarazeni [8].

Obrazek 4 - Ostruzinik kiovity [15]
2.4.1 SloZeni a zdravotni ucinky

Mnozstvi vSech latek v ostruZiniku neni pfili§ velké, fadi se mezi drogu s mensi u¢innosti.
Listy obsahuji tfisloviny, organické kyseliny, flavonoidy, inositol a pektin. U ploda lze

z u¢innych latek vyjmenovat antokyany, karotenoidy, cukry, pektin, slizy a vitamin C [8].

Listy jsou vhodné ptedevsSim pro 1écivé tcely, droga piisobi mocopudné, pouziva se k
zastaveni krvaceni, kasle i priymu. ProcCiStuje travici i mocové ustroji. Dale se vyuziva ke
kloktani pii bolestech v krku nebo rymé. Uginna je i pro 16¢bu zanétlivého onemocnéni kiize
a zlepSuje projevy ekzému. Plody jsou naopak sbirdny primarn¢ pro potravinatské tcely, 1ze

je vyuzit na piipravu marmelad nebo ostruzinového napoje, vina [8].
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3 ANTIOXIDANTY

Antioxidant je latka, jejiz molekuly jsou schopny ur¢itym zpiisobem potlacovat oxidaci
jinych molekul. Oxidace je chemickou reakci, pfi niz dochazi k ubytku elektronti, coz se
projevi zvySenim oxidacniho ¢isla prvku. Oxidacni reakce mohou produkovat volné
radikaly, které nasledn¢ fetézovymi reakcemi poskozuji buiiky v lidském téle. Antioxidanty
maji schopnost tyto fetézové reakce zpomalit, ptipadné zplisobenému poskozeni zabranit.
Pisobi jako reduk¢ni ¢inidla, kterd neutralizuji reaktivni druhy kysliku dfive, nez bunky
poskodi [11]. Mnoho lidskych nemoci je negativné ovlivnéno volnymi radikaly a jelikoz
ptirozend obrana lidského téla neni vici nim vzdy dostate¢nd, tak pfijem antioxidantii

formou potravy plni dilezitou ulohu v ochrané organismu [3].

3.1 Typy antioxidanti

Antioxidanty lze rozdélit do dvou skupin na zéklad¢ jejich rozpustnosti. Mezi antioxidanty
ve vodé rozpustné (hydrofilni) patii napiiklad kyselina askorbova, glutathion a kyselina
mocova. Obecné plati, Ze ve vodé rozpustné antioxidanty reaguji s oxidanty v buné¢ném
cytosolu a krevni plazm¢. Karoteny, tokoferoly a ubichinol, forma koenzymu Q10. se tadi
mezi zastupce druhé skupiny, antioxidantt rozpustnych v tucich (lipofilni). Nachazi se napf.
v bunéénych membranach, kde je chrani pied peroxidaci lipidG. Rozdé€leni na zakladé
rozpustnosti neni jedinou moznosti, jak 1ze antioxidanty délit. Dalsi variantou je klasifikace

vzhledem k jejich pivodu na syntetické a ptirodni, nebo primarni a sekundarni [11].

3.1.1 P#irodni antioxidanty

ey e

trvanlivosti potravin, konzervaci masa a ryb kofenénim nebo s pomoci bylin. U tukové
bohatych vyrobkii zamezuji antioxidanty zluknuti. Vyskytuji se predevSim v rostlinach,
ovoci, zelenin€ a bylindch, houbach. NejvyznamnéjSimi pfirodnimi antioxidanty jsou
tokoferoly (slozky vitaminu E), flavonoidy a fenolové kyseliny. Konzumace rostlinné stravy
bohat¢ na latky s antioxidac¢ni aktivitou piizniv€ snizuje riziko kardiovaskuldrnich

onemocnéni, rakoviny a zpomaluje starnuti [11].
Kyselina askorbova (vitamin C) je povazovana za jeden znejsilngjSich pfirodnich
antioxidantl. Patfi mezi vitamin rozpustny ve vodé¢ a nachazi se ve vysokych koncentracich

v mnoha rostlinnych zdrojich, potravinach. Vyznamnymi zdroji kyseliny askorbové jsou
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ruzné druhy ovoce jako citrusové plody, kiwi, tieSn¢€, také zelenina jako rajCata, brokolice,

zeli, a jiné [5].

3.1.2 Syntetické antioxidanty

Syntetické, umeéle vyrobené, antioxidanty jsou piedev§im fenolické slouCeniny jako
napiiklad butylhydroxytoluen (BHT) a butylhydroxyanisol (BHA). Vyuziti nachazeji
v primyslu, pfevdzné v potravinaiském, ale i farmakologickém. Zajistuji potravindm
pozadované aroma, barvu a texturu [11]. BHA a BHT jsou pomérné stabilni na zahtati a
Casto se pouzivaji ke stabilizaci tukli v pecenych a smazenych vyrobcich [5].

BHT a BHA vsak byly omezeny legislativnimi pravidly kvili pochybnostem o jejich
potravindiské vyuziti a roste i trend preferenci spotiebiteld, ktefi uptednostituji ptirodni
formu antioxidantli a mohou ziskat legislativni schvéleni snadné¢ji nez syntetické aditiva.
Skutecnost, ze se latka vyskytuje v potraving, vSak neni dostate¢nou zarukou, Ze je zcela
netoxicka. Syntetické antioxidanty se testuji na karcinogenni nebo mutagenni ucinky, ale
mnoho ptirodnich potravinarskych sloucenin dosud testovano nebylo. Piinosy konzumace

antioxidantl vSak pievazuji nad moznymi riziky [5].

3.2 Polyfenoly

Polyfenoly jsou slou¢eninami, které maji na aromatickém jadie navazanou vice neZ jednou
fenolickou hydroxylovou skupinu. Charakteristicky se vyskytuji ptevadzné u rostlin, nejvice
v jeji nadzemni Casti. V rostlindch plni fadu diilezitych funkei, jako je napf. ochrana pied
oxidac¢nim stresem a naslednym poSkozenim. V lidském téle maji také vyznam diky svym
biologickym ucinkiim [21]. Polyfenoly lze obecné délit na flavonoidy, fenolové kyseliny a

hydrolyzovatelné slouceniny taniny [4].

3.2.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velmi rozsédhlou skupinou polyfenolt pftispivajici k podpote lidského
flavonoidl ve vyziveé ¢loveéka patii flavanoly, jejichZ zdroj je pfevazné v €aji, ovoci a viné.
Hlavnim flavanolem je katechin, silny pfirodni antioxidant. Dale se k flavonoidim ftadi

antokyany, flavony ¢i flavonony [21].
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3.2.2 Fenolové kyseliny a taniny

K této skupin€ patii pfedevsim kyselina gallovd, kterd ma vyznamné antioxidacni ucinky.
Kyselina gallova patii mezi trihydroxykyseliny. Volnou formu této kyseliny Ize nalézt
v rostlinnych materidlech. Jako primarni zdroj kyseliny gallové lze uvést zralé¢ jahodové
plody. Casto je piitomna jako soudast hydrolyzovatelnych t¥islovin. Jeji obsah, stejné jako
obsah primarnich fenolovych kyselin, se u riiznych druhli ovoce znacné 1isi, nebot je
ovlivilovan samotnym zranim rostlinnych plodi. Z kyseliny gallové jsou odvozeny
hydrolyzovatelné slouceniny, taniny. Taniny, neboli tfisloviny, jsou polyfenoly trpké, hotké
chuti, se schopnosti vézat se na bilkoviny. Pfirozené jsou pfitomny v potravinach, v nichz
ovliviiuji chutové vlastnosti, jak zadouci (u ¢aje, kavy), tak i nezadouci (nezralé ovoce).
Dale do této skupiny patii i dal$i vyznamna antioxidacni slozka, kyselina hydroxyskoticova

[4,20,21].
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4 METODY VYUZIVANE PRO STANOVENI ANTIOXIDACNICH
VLASTNOSTI

Antioxidanty maji vyznamnou roli pro lidské zdravi, nebot’ vzhledem ke své schopnosti
snizovat oxidacni stres pomahaji ptfi prevenci i vyskytu nemoci. Metody vyuzivané pro
stanoveni antioxida¢nich vlastnosti potravin jsou proto podstatné pro zjisténi kvality mnoha
surovin a potravin, a také pro zjiSténi G€innosti potravinafskych antioxidantd. Pokud jsou
tedy antioxidanty pfitomny v potraviné ¢i lidském téle, tak jiz v nizkych koncentracich
oddaluji, kontroluji a zabranuji oxidacnim procestim, které mohou vést ke zhorSeni kvality
potravin a degenerativnim zménam v organismu [ 12].

Studiem antioxidantl v riznych oborech, vcetné potravinafstvi, se zabyva véda jiz spousty
zaloZené na pfenosu vodiku patii napf. test absorpcni kapacity radikali kysliku (ORAC)
nebo test celkového antioxidacniho zachycovani peroxidovych radikali (TRAP). K dalsi
skupin¢ se fadi Folin-Ciocaltetv test stanoveni obsahu polyfenolickych latek, ktery patii
mezi metody zakladajici se na pienosu jednoho elektronu. Posledni skupinu tvoii smisené
zkousky, pfi nichZ dochézi k ptenosu vodikového atomu i elektronu, zde lze zatadit obé

metody (ABTS, DPPH) ke stanoveni antioxidacni aktivity zahrnuté v této praci [12].
4.1 Metody stanoveni obsahu polyfenolickych latek

4.1.1 Analyza polyfenolu

Pied samotnou analyzou je nutné polyfenoly izolovat pomoci extrakce. V praxi se to béZné
provadi vodou nebo organickymi rozpoustédly, jako je metanol, aceton a etanol. Po extrakci
1ze provést samotnou analyzu, a to jak kvantitativni, kdy se zjiSt'uje obsahové mnozstvi, tak
1 kvalitativni, kde se zjiStuje konkrétni sloZeni danych latek ve vzorku. Mezi kvalitativni
stanoveni lze zatadit chromatografické metody, bézné€ se pouZziva vysoce G€inna kapalinova
chromatografie, ptipadné 1 tenkovrstva nebo plynova chromatografie. U extraktu lze zjistit 1

ucinnost polyfenolt, k ¢emuz se pouziva metoda s vyuzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla [21].

4.1.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem

Jde o velmi zndamou metody zamétenou na stanoveni celkového obsahu polyfenold (TPC).

Pivodné byla tato metoda navrzena k analyze bilkovin, ale pozdéji byla pfijata za tcelem
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analyzy fenolickych slozek ve ving€, ¢imz se nasledné stala béznou zkouskou vyuzivanou pro

hodnoceni antioxidantii rostlinnych a potravinaiskych extraktt [12].

Folin-Ciocalteuovo stanoveni je zalozeno na redukci Folin-Ciocalteuova (FC) reaktantu
fenolickymi slouceninami v zasaditém stavu. Chemicky charakter FC ¢inidla neni zcela
jasn¢ definovan, ale je predpoklddano, ze obsahuju komplex kyseliny fosfomolybdenové ¢i
fosfowolframové kyseliny. Samotné ¢inidlo, Zluty roztok, nejdiive reaguje s fenolickymi
slouceninami a nasledné je smés redukovana na modré chromogeny, které lze zachytit
spektrofotometricky. Intenzita barvy je zavisla na koncentraci polyfenolla pfitomnych ve

vzorku. Méfeni probihé na spektrofotometru pti vinové délce 765 nm [12].

Bézné pouzivanym referencnim standardem je kyselina gallova a stanovené hodnoty byvaji
obvykle vyjadifeny jako ekvivalenty kyseliny gallové. Piilezitostné se vSak vyuziva i

vyhodnoceni s vyjadienim jako katechiny, kyselina kofeinova nebo kyselina chlorogenova.

Vyhodou FC testu je jednoduchost, av§ak ma i nékteré nevyhody. Metoda je citliva na pH,
teplotu a reakéni Cas, a proto je nutné pro spolehlivé vysledky pfesné zvolit reakeni stav.
Dalsi nevyhodou a hlavnim problémem je, Ze pouzitd cinidla mohou reagovat se
slouc¢eninami nefenolického typu. Mezi takové latky patii naptiklad redukujici cukry nebo

aminokyseliny, ¢imz mohou byt vysledky méteni TPC nadhodnoceny [12].

4.2 Metody stanoveni antioxidaéni aktivity

Existuje nespocet metod k vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity. Teoreticky je lze rozdélit do
tfi kategorii. Rozsahlou skupinu metod tvoti spektrometrie (ORAC, ABTS, DPPH), dale se
vyuzivaji elektrochemické testy (voltametrie, amperometrie) a v neposledni ftad¢
chromatografie, kam patfi naptiklad vysoce U¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
s Sirokou moznosti detekce (UV-VIS, fluorometricka, elektrochemickd nebo hmotnosti

detekce) [12].

4.2.1 DPPH test

Test DPPH se b&zné pouziva pro posouzeni antioxida¢ni aktivity rostlinnych extraktl.
DPPH, neboli 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl, je stabilni volny radikal s
modrofialovou barvou. Metoda je zaloZena na darovani elektronil antioxidanty k neutralizaci
DPPH radikalu. Ten ma diky své struktuie moznost atom vodiku piijmout za vzniku stabilni

diamagnetické molekuly DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Pfi reakci dochéazi ke zméné
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barvy (odbarvovani), coz lze povazovat jako indikétor antioxidacni aktivity. Stanoveni je

spektrofotometrické s vyuzitim vinové délky 517 nm [17].

I pfesto, Ze je tato metoda technicky snadna a nevyzaduje specialni tipravu vzorku, mohou
byt vysledky hodnoceni ovlivnény fadou faktorti. Mezi nejCastéjsi patfi druh a mnozstvi
pouzitého rozpoustédla, pritomnost a koncentrace vodikovych a kovovych iontd a

v neposledni fad¢ zalezi na Cerstvosti ptipraveného ¢inidla DPPH [17].

Nicméné hlavni nevyhodou je prekryvajici se spektrum sloucenin, které jsou pohlcovany ve
stejném rozsahu vinovych délek jako DPPH. Mezi takové barevné antioxidanty patii napf.
antokyany. Lze tak radgji pouzit elektronovou paramagnetickou spektroskopii (EPR), ktera
primo méii koncentraci DPPH radikalu a ma vyhodu pii detekci vysoce zbarvenych vzorkd,

ale 1 u vzork, které jsou zakalené ve zvoleném rozpoustédle [17].

4.2.2 ABTS test

Metoda ABTS je dalsi ze zakladnich metod pro stanoveni antioxidacni aktivity. Jeji princip
je zaloZen na schopnosti zhaSet radikalovy kationt ABTS™, neboli 2,2‘-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfondt), jez je intenzivné zbarven do modrozelené barvy. Pro
generaci ABTS" je nejbéznéji vyuZivan oxidant peroxodisiran draselny, ale lze vyuZit i jiné
siln¢ oxida¢ni ¢inidla. Méfeni se provadi pomoci spektrofotometru pti vinové délce 734 nm
a dochazi ke snizovani intenzity zabarveni v pfitomnosti antioxidant. Stupen zbarveni
zalezi na délce trvani reakce, vnitini antioxida¢ni aktivité a koncentraci vzorku. Hodnoty
ziskané timto testem se vyjadiuji jako ekvivalenty troloxu. Radikdl ABTS je rozpustny ve
vodé i v organickych rozpoustédlech, ¢ehoz 1ze vyuZit pfi stanoveni antioxidacni aktivity jak

hydrofilnich, tak lipofilnich sloucenin [12,17].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIL BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalaiské prace byla charakteristika vybranych rostlin z ¢eledi rizovité a analyza

jejich antioxidacnich vlastnosti spektrofotometricky.

V teoretické ¢asti byla prace zamétena na popis rostlin ¢eledi rizovité, predevsim vybranych
bylin (fepik 1ékatsky, kontryhel obecny, jahodnik obecny, ostruzinik kfovity), jejich slozeni
a zdravotni vlastnosti. Dale také charakteristika antioxidantli a jednotlivych metod pro

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

V praktické ¢asti v rdmci zkoumani antioxidacnich vlastnosti bylo cilem u vybranych bylin
stanoveni celkového obsahu polyfenolii spektrofotometricky s vyuzitim Folin-Ciocalteuova
¢inidla a také stanoveni jejich antioxidaéni aktivity spektrometrickou metodou s DPPH a

ABTS ¢inidlem.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Rostlinny material

Pro realizaci praktické casti byly pouzity nasledujici vzorky ¢tyt druhii bylin z celedi
ruzovité (fepik 1€karsky, kontryhel obecny, jahodnik obecny a ostruzinik kiovity), které byly
ziskéany z trzni sit¢ od nékolika ¢eskych vyrobcii, v celkovém poctu 17 vzorkt. Vzorky bylin

oznacené hvézdiCkou byly extrahovany pfi jiné teploté extrakce nez zbyvajici vzorky.

Tabulka 1 Vzorky bylin

Oznaceni Druh byliny Cast byliny | Pavod bylin
R1 | R2
R3 | R4 | Repik lékatsky nat’
RS5 | R5*
K1 | K2
K3 | K4

Kontryhel obecny nat’ 5
K5 | K6 CR

Ko6*
J1 ]2
Jahodnik obecny list

J3 | J3*
o1 | 02

Ostruzinik kfovity list
03 | O3*

6.2 Pouzité chemikalie
e Demineralizovana voda
e Folin-Ciocalteuovo &inidlo, Penta s.r.o. CR
e Uhligitan sodny 10% (Na>COs), Luke§, CR
e Kyselina gallova, Sigma Aldrich, Francie
e DPPH, Sigma Aldrich, Francie
e Acetatovy pufr, Luke§, CR

e Ethanol p.a., Penta s.r.o. CR
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e Kyselina askorbova, Fluka — Chemika, Svycarsko
e ABTS, Sigma Aldrich, Francie
e Peroxodisiran draselny (K2S>0Og), Sigma Aldrich, Francie

e Trolox, Sigma Aldrich, Francie

6.3 Pouzité laboratorni pristroje a pomiicky
e Analytické vahy Voyager PRO VP214C, Ohaus, USA
e Homogenizator Vortex CHS, CR
e Spektrofotometr Libra S6 Biochrom, Velka Britanie
e Filtratni papir KA 4, Papirna Perstejn, CR
e Laboratorni sklo

e Teplomér
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7 METODIKA STANOVENI

7.1 Priprava extraktii rostlin

Pti ptipravé extraktl rostlin byl v prvnim kroku navazen 1 g vzorku suSenych rostlin z ¢eledi
ruzovité s presnosti na 0,0001 g. Byly to Ctyfi byliny, a to fepik 1ékaisky, kontryhel obecny,
jahodnik obecny a ostruzinik kfovity. Po navdzeni byl vzorek extrahovan s 50 ml
demineralizované vody o teploté¢ 100 °C (nebo demineralizovanou vodou o teploté 70 °C), s
obcasnym promichanim se louhoval 10 min. Po uplynuti této doby byl roztok zfiltrovan a
doplnén demineralizovanou vodou do 100 ml odmérné banky. U bylin bylo pfed samotnym
méfenim nutné fedéni.

Ptipravené extrakty z rostlin byly vyuzity pro stanoveni obsahu polyfenoll i ke stanoveni

antioxidac¢ni aktivity, a to metodou DPPH 1 ABTS.

7.2 Stanoveni obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Pro stanoveni obsahu polyfenolli vybranou metodou [23] pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla, kterou jsme dle naSich potfeb modifikovali, byla pipetovana, do zkumavek pro

ptipravu vzorkt danych bylin a slepého vzorku, reakéni smés nasledujiciho 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

¢ 0,2 ml demineralizované vody

Timto zptisobem byly jednotlivé vzorky pfipravené ve zkumavkach, uzavieny zatkou a
dikladné promichany na vortexu. Nasledné byly vloZzeny do tmy, kde byly ponechany pii
laboratorni teploté po dobu 5 minut. Po uplynuti reak¢éni doby byl do vSech vzorka pfidan
10%-ni roztok uhli¢itanu sodného v mnozstvi 2 ml. Opét byly vSechny zkumavky fadné
promichdny a ponechdny ve tmé pii laboratorni teploté, po dobu 15 min. V pribéhu
probihajici reakce byly zkumavky se vzorky promichény. Po uplynuti pozadované doby
reakce byla u vSech vzorkli zméfena absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 765

nm.
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Nasledné, ze zjisténych hodnot absorbance, byl celkovy obsah polyfenolti ve vzorcich bylin
pfepocitan z rovnice kalibracni kiivky pro standard kyseliny gallové a po pfevedeni na

puvodni hmotnost vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku.

7.2.1 Kalibra¢ni kiivka standardu kyseliny gallové

Pro sestaveni kalibracni kiivky kyseliny gallové byla pouzita kalibracni fada roztokl o
znamych koncentracich — 0,02; 0,025; 0,04; 0,05; 0,065 mg/ml. Pro kazdou koncentraci byla
zméfena absorbance odpovidajici témto roztoktim. Méfeni bylo provedeno na
spektrofotometru pifi vinové délce 765 nm. Ziskané hodnoty byly poté vyneseny do grafu a
byla sestavena kalibracni kiivka jako zavislost zméfené absorbance na koncentraci

kalibra¢niho roztoku kyseliny gallové.
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Obrazek 5 - Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové
Rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové:
y =14,969x — 0,0108
y — absorbance A [1]
x — koncentrace standardu kyseliny gallové ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti R? = 0,9989
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7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Pro stanoveni antioxidacni aktivity spektrometrickou metodou s DPPH ¢inidlem [23], kterou
jsme dle nasich potfeb modifikovali, byla do zkumavek pro piipravu vzork danych bylin,

slepého vzorku a kontrolniho vzorku, pipetovana reakéni smés nésledujiciho slozeni:

Vzorek:
e 3,8 ml etanolového roztoku DPPH
e 2 ml acetadtového pufru o pH =5,5
e 0,2 ml extraktu byliny

Slepy vzorek:
e 3,8 ml etanolu
e 2 ml acetatového pufru o pH =5,5
e 0,2 ml extraktu byliny

Kontrolni vzorek:
e 3,8 ml etanolového roztoku DPPH
e 2 ml acetatoveého pufru o pH =5,5
¢ 0,2 ml demineralizované vody

Timto zplsobem byly pfipravené roztoky ve zkumavkéach uzavieny zatkou a dikladné
promichany na vortexu. Nasledné vlozeny do tmy, kde byly ponechdny pii laboratorni
teploté po dobu 1 h. V pribehu probihajici reakce byly zkumavky promichany. Po uplynuti
dané doby reakce byla u v§ech roztokti zmétena absorbance na spektrofotometru pii vinové

délce 517 nm.

Nasledné, ze zjisténych hodnot absorbance vzorku s extraktem byliny a kontrolniho vzorku,

byla vypoctena hodnota inaktivace.
Hodnota inaktivace I (%) byla vypoctena dle vztahu (1):

K-A
[===-100 (1)

K — absorbance kontrolniho vzorku pti vinové délce 517 nm

A — absorbance vzorku s extraktem byliny pfi vlnové délce 517 nm
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Z vypoctenych hodnot inaktivace byla stanovena antioxidaéni aktivita ve vzorcich bylin
prepocitana z rovnice kalibracni k¥ivky pro standard kyseliny askorbové a po prepoctu na
puvodni hmotnost vyjadiena jako ekvivalent kyseliny askorbové v miligramech na gram

vzorku.

7.3.1 Kalibraéni kfivka standardu kyseliny askorbové

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky kyseliny askorbové byla pouzita kalibra¢ni fada roztokli o
koncentracich — 0,04; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2 mg/ml. Pro kazdou koncentraci byla zmé&fena
absorbance odpovidajici témto roztoktim. Méfeni bylo provedeno na spektrofotometru pii
vinové délce 517 nm. Ziskané hodnoty byly poté prepocitany na procenta inaktivace a
vyneseny do grafu. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena jako zavislost vypoctenych hodnot

inaktivace na koncentraci kalibra¢niho roztoku kyseliny askorbové.
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Obrazek 6 - Kalibracni kiivka kyseliny askorbové

Rovnice linearni regrese kalibraéni kiivky kyseliny askorbové:
y=291,87x — 0,6512

y — hodnota inaktivace I [%]

x — koncentrace standardu kyseliny askorbové ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti R? = 0,9986
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7.4 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou s ABTS ¢inidlem [23], ktera byla dle potieb
modifikovana, byly ve zkumavkach ptichystany roztoky bylin, slepého vzorku a kontrolniho

vzorku, které¢ mély nésledujici slozeni:
Vzorek byliny:

e 8 ml reakéni smési

e 100 pl extraktu byliny
Slepy vzorek:

e Octanovy pufr o pH =4,3
Reakéni smés (kontrolni vzorek):

e Roztok ABTS o koncentraci 3,5 mM a roztok peroxodisiranu draselného o
koncentraci 60 mM v poméru 50:1. Takto ptfipraveny roztok byl vlozen do tmy, kde

byl ponechén pii laboratorni teploté po dobu 16 hodin.

e Octanovy pufr o pH = 4,3, ktery byl po uplynuti pozadované doby reakce smichan

s roztokem vygenerovaného radikalu ABTS v poméru 39:1.

Timto zplisobem byly pfipravené jednotlivé roztoky ve zkumavkach, uzavieny zatkou a
dikladné promichany na vortexu. Nasledné byly vlozeny do tmy, kde byly ponechany pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 30 min. V pribéhu probihajici reakce byly zkumavky
promichany. Po uplynuti poZadované doby reakce byla u vSech roztokii zmétena absorbance

na spektrofotometru pii vinové délce 734 nm.

Ze zjisténych hodnot absorbance vzorku s extraktem byliny a kontrolniho vzorku byla

vypoctena hodnota inaktivace.

Hodnota inaktivace I (%) byla vypoctena dle vztahu (2):

1 =2"%.900 (2
Ag

Ao — absorbance kontrolniho vzorku pfi vinové délce 734 nm
A1 — absorbance vzorku s extraktem byliny pfi vinové délce 734 nm

Ze ziskanych hodnot inaktivace byla dale vypoctena antioxida¢ni aktivita (AA) ve vzorcich

bylin. Vypocet byl proveden z rovnice kalibraéni kiivky pro standard troloxu a po pfepoctu
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na puvodni hmotnost byla AA vyjadiena jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram

vzorku.

7.4.1 Kalibraéni kiivka standardu troloxu

Pro sestaveni kalibracni kiivky troloxu byla pouzita kalibra¢ni fada roztoki o zvolenych
koncentracich — 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 mg/ml. Pro kazdou koncentraci byla zmétena
absorbance odpovidajici témto roztokim. M¢feni bylo provedeno na spektrofotometru pfi
vlnové délce 734 nm. Naméfené hodnoty absorbance byly poté piepocteny na procenta
inaktivace a vyneseny do grafu. Kalibra¢ni kfivka byla sestavena jako zavislost vypoctenych

hodnot inaktivace na koncentraci kalibra¢niho roztoku troloxu.
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Obrazek 7 - Kalibraéni kiivka troloxu

Rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky troloxu:
y =187,86x —0,2143

y — hodnota inaktivace I [%]

x — koncentrace standardu troloxu ¢ [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti R? = 0,998
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8 VYSLEDKY

V praci byly hodnoceny ctyfi druhy susenych bylin celedi Rosaceae (fepik lékaisky,
kontryhel obecny, jahodnik obecny, ostruzinik kiovity) od Sesti vyrobcu, v celkovém poctu
17 vzorkt, ze kterych bylo ptipraveno 17 extrakti pti teploté 100 °C a 4 extrakty pii teploté
70 °C. Nasledn¢ byly u ziskanych extrakti provedeny analyzy jejich antioxidacnich
vlastnosti, konkrétn¢ stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH a ABTS, a také

stanoveni mnozstvi polyfenolit metodou s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem.

8.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla

Celkové mnozstvi polyfenolickych latek (TPC) ve vzorcich bylin bylo stanoveno
spektrofotometrickou metodou s vyuzitim Folin-Ciocalteuova reaktantu. Kompletni postup
provedeni metody je uveden v kapitole 7.2. M¢feni bylo postupné provedeno pro kazdou
rostlinu, a to fepik 1ékafsky (R1-R5), kontryhel obecny (K1-K6), jahodnik obecny (J1-J3) a
ostruzinik kiovity (O1-03). Od kazdé byliny byl vzorek s nejvyssi hodnotou extrahovan také
pfi nizsi teploté (R5*, K6*, J3*, O3%).

Vysledné hodnoty stanoveni celkového obsahu polyfenoli (TPC) jsou zobrazeny na obrazku
8 pro tepik lékarsky a kontryhel obecny, a na obrazku 9 pro jahodnik obecny, ostruzinik

kiovity.
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Obrazek 8 - Hodnoty TPC u rostlin ¢eledi riizovité (fepik 1ékatsky, kontryhel obecny)
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Obrazek 9 - Hodnoty TPC u rostlin ¢eledi rizovité (jahodnik obecny, ostruZinik kfovity)

Z vysledki uvedenych na obrazku 8 a 9 je patrné, Ze nejnizsi koncentrace polyfenolickych
latek u danych vzorkl byla namétena u fepiku, kde se pohybovala v rozmezi 8,2-9,6 mg ekv.
KG/g, v priméru 9,2 mg ekvivalentu kyseliny gallové (KG)/g. Nasledovaly obsahové
vzorky ostruziniku a jahodniku s priiméry hodnot 12,9 mg ekv. KG/g pro Rubus fruticosus
a 15,3 mg ekv. KG/g pro Fragaria vesca. Rozsah hodnot TPC pro tyto byliny byl 11,7-14,0
a 13,9-17,5 mg ekv. KG/g. Nejvyssi obsah celkovych polyfenolt byl u vzorkt kontryhelu,
primérné 17,3 mg ekv. KG/g, kde jednotlivé vzorky koncentracné kolisaly v rozmezi 12,5-

20,3 mg ekv. KG/g, s nejvyssi hodnotou u poloviny téchto vzorki kolem 20 mg ekv. KG/g.

Pro porovnani byly vzdy pro vzorky s nejvyssimi hodnotami TPC u kazdé byliny hodnoceny
1 vzorky pfipravené po extrakei pii niZsi teploté, konkrétné pii 70 °C, v grafu jsou vidét jako
sloupce zluté barvy. U fepiku a kontryhelu byly zmény minimalni, pokles hodnot byl u

jahodniku a ostruziniku, kdy se hodnota TPC s teplotou snizuje pramérné o 20 %.

Muruzovi¢ a kol. [13] zkoumali celkovy obsah fenoli metodou s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem v A4. eupatoria ¢tyfmi riznymi extrakénimi metodami. Nejvyssi obsah stanovili
v acetonovém extraktu ptfipraveném z kvetouci nati, kde mnozstvi fenolii bylo 220,3 mg ekv.
KG/g extraktu. V etanolovém a vodném roztoku byl obsah stanoven na 123,9 a 118,5 mg
ekv. KG/g extraktu, pfiblizn¢ polovina oproti nejvysSimu mnozstvi. Tyto hodnoty jsou o
dost vyssi, nez jsou zjisténé hodnoty fepiku v téhle praci. Je to nejspiSe dano rozdilnymi

extrakénimi metodami a pouzitymi rozpoustédly.
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Kubinova a kol. [10] porovnavali n€kolik bylin rodu Agrimonia s vysledkem, Ze nejvyssi
obsahové mnozstvi polyfenoll, ze zkoumanych druhti, bylo zjisténo ve vodnim extraktu
Agrimonia procera, 104,8 mg ekv. KG/g, cozZ je o 31 % vice nez u Agrimonia eupatoria.
Agrimonia eupatoria ma z péti zvolenych druht druhy nejnizsi obsah celkovych polyfenola
ve vodném roztoku, a to 72,4 mg ekv. KG/g. Hodnota TPC zjisténa témito védci je vyssi nez

v ndmi stanovovanych vodnych roztocich fepiku.

Kvantitativni analyzu celkovych polyfenolti provedli Benedec a kol. [1], jez pro své méteni
vyuzili tfi vzorky Alchemilla vulgaris od rumunskych spolecnosti ve formé 1é¢ivych Cajt.
Jejich zjisténim byla nejvyssi koncentrace polyfenoltl v jednom vzorku 77,8 mg ekv. KG/g,

zatimco dalsi dva vzorky vykazovaly koncentraci nizsi.

Celkovy obsah polyfenolti A. vulgaris stanovili Vlaisavljevi¢ a kol. [22] modifikovanou
metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. S pomoci nékolika testi in vitro stanovili celkové
mnozstvi u vodného roztoku na 6,9 mg ekv. KG/g. Nejvyssi obsahova koncentrace sloucenin

polyfenolt byla zjisténa v etylacetatovém extraktu, a to konkrétn¢ 9,7 mg ekv. KG/g.

Ivanov a kol. [6] si pfipravili pro porovnani obsahu polyfenolii dva vodné extrakty byliny
Fragaria vesca (infizni a dekokéni). Po provedeni vSech méfeni zjistili, Ze dekokéni extrakt
mél vys$si obsah polyfenold, a to 39-46 mg ekv. KG/g, zatimco v infuznim extraktu se

mnozstvi pohybovalo v rozmezi 28-37 mg ekv. KG/g suSiny.

Buricova a kol. [Bur] méfenim s vyuzitim Folin-Ciocalteuova Cinidla ve vodnich extraktech
z listd rostliny Fragaria vesca ¢eledi Rosaceae, stanovili vyssi obsah polyfenold, 62,4 mg
ekv. KG/g. Obsah polyfenoli pro listové vytazky z Rubus fruticosus byl stanoven na vyssi
hodnotu, 75,4 mg ekv. KG/g. Oproti vyslednym hodnotdm v této praci jsou jejich hodnoty

vys$$i, coz lze ptipsat odliSnym extrakénim metodam.

Pavlovi¢ a kol. [14] zkoumali mnozstvi celkovych fenolickych latek v listovych vytazcich
Rubus fruticosus za pouziti Folin-Ciocalteuova reaktantu. Listy byliny péstované v Srbsku,
se vyznaCovaly vysokym obsahem polyfenoli, vysledna hodnota byla 132,9 mg ekv. KG/g
suSiny. Vyssi vysledek je nejspiSe dan pouzitou modifikovanou metodou, odliSnou piipravou

extraktll nebo zkoumanym kultivarem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

8.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH cinidlem

Prvni vyhodnoceni antioxidaéni aktivity (AA) bylo provedeno metodou s vyuzitim DPPH
¢inidla. Postup piipravy jednotlivych vzorkl a nasledného méfeni AA je uveden v kapitole

7.3. Méfeni bylo provedeno pro 21 extraktli pfipravenych ze ¢tyt vybranych rostlin.

Vysledné hodnoty antioxidacni aktivity (AA) stanovené metodou DPPH jsou zobrazeny na

obrazku 10 (fepik 1¢katsky a kontryhel obecny) a 11 (jahodnik obecny, ostruzinik kiovity).
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Obrézek 10 - Hodnoty AA (metoda DPPH) u rostlin ¢eledi razovité (fepik 1ékatsky,

kontryhel obecny)
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Obrézek 11 - Hodnoty AA (metoda DPPH) u rostlin ¢eledi rizovité (jahodnik obecny,

ostruzinik ktfovity)
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antioxidacéni aktivity byla opét u extraktu fepiku, kde dosahovala v priméru pouhych 38,8
mg ekvivalentu kyseliny askorbové (KA)/g, a pohybovala se v rozmezi od 32,3 do 44,3 mg
ekv. KA/g. Vyssich primérnych hodnot AA dosahovaly extrakty z ostruzinikovych a
jahodnikovych listli, konkrétné s priméry u ostruziniku 62,5 a jahodniku 77,5 mg ekv. KA/g.
Rozsah naméfenych hodnot byl u obou bylin v uvedeném potadi v intervalu 52,7-70,2 a
65,3-89,0 mg ekv. KA/g. Nejvice kolisaly zjisténé hodnoty u jednotlivych vzorka
kontryhelu, kde byly v rozmezi od 75,1 az do 102,6 mg ekv. KA/g. U tii kontryhelovych
vzorkil se vypoctena hodnota pohybovala okolo 100 mg ekv. KA/g a vysledna primérna

hodnota zde byla, ze vSech vybranych bylin, nejvyssi, a to 88,7 mg ekv. KA/g.

I zde bylo ke srovnédni provedeno méteni pii nizsi teploté (70 °C) pro vzorky s nejsilné;si
AA u kazdé byliny. U kontryhelu byl pokles AA s teplotou slabsi, 5 %. U tepiku byl rozdil
teplot pii extrakci jiz znatelnéjsi, nebot’ dosahoval 20 %. Nejvyssi rozdil byl opét viditelny
u jahodniku a ostruziniku, kde bylo prokazano, ze stejné jako u TPC, tak i hodnota
antioxidacéni aktivity se s teplotou snizuje, a to v pruméru o 28 %. Sloupce hodnot s nizsi

teplotou byly odliSeny Zlutou barvou.

Autofi Muruzovic¢ a kol. [13] testovali extrakty A. eupatoria v rozmezi raznych koncentraci
od 7,8 pg/ml do 250 pg/ml. Antioxidacni aktivita byla nejvyssi u extraktu z acetonu a
pohybovala se v rozmezi od 97,1 % do 27,7 %. Vyznamna byla i AA u extraktii z vody a
etanolu. Extrakt z dietyléteru mél AA suverénné nejnizsi, od 53,1 % do 14,3 %. Vysledky
dale porovnali s vitaminem C, ¢imZ dospéli k ndzoru, ze vyS$$i koncentrace extraktu

z acetonu a vitaminu C funguji podobnym zplisobem.

Benedec a kol. [1] provedli pro vyhodnoceni AA tii extraktd A. vulgaris test DPPH.
Zjisténim bylo, Ze celkovy obsah polyfenoll souvisi s antioxidaéni aktivitou, takze extrakt
s nejvyssim obsahem polyfenolid (kap. 8.1) vykazoval 1 nejvyssi AA — 57,6 %. Dva zbylé
extrakty mély nizsi hodnoty, coZ mlZe byt zptisobeno faktory pted sklizni (genotyp, doba

sklizn€), a také po sklizni (suSeni, skladovani, zptisob extrakce).

Vlaisavljevi¢ a kol. [22] ve své studii provedli n€kolik testl antioxidaéni aktivity u byliny
Alchemilla vulgaris a stejn¢ jako Benedec a kol. [BE] potvrdili, ze celkovy obsah fenolovych
latek siln¢ koreluje s AA. Etylacetatovy extrakt by tudiZ i zde mél byt zdiiraznén, nebot’

vykazoval nejvyssi antioxidaéni aktivitu.
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Cilem prace Buricova a kol. [3] bylo srovnani ¢eskych 1é¢ivych rostlin s ohledem na jejich
antioxidacni aktivitu. AA byla zjiStovdna ve vodnich a etanolovych extraktech byliny
Fragaria vesca pomoci testu s vyuzitim DPPH ¢inidla, obvykle pouzivané¢ho v tomto typu
screeningové studie. Stanovend hodnota AA byla u vodného roztoku 121,6 mg ekv. KA/g a
u etanolového roztoku 33,6 mg ekv. KA/g. Stanovené AA byly na zavér srovnany s AA
zeleného caje, ktery je znamy jako jeden z nejbohatSich zdroji pfirodnich antioxidantd. Ve
vodnich extraktech zeleného caje byla zjiSténa vyssi AA, nez byla zjiSténa zrostlin

pouzitych v této analyze.

Buricova a kol. [3] dale stanovili i antioxida¢ni aktivitu u vodného vytazku z
ostruzinikovych listl, konkrétni hodnota byla 114,8 mg ekv. KA/g a u etanolového extraktu
z listd Rubus Fruticosus 30,1 mg ekv. KA/g.

Celkova antioxida¢ni aktivita byla mé&fena metodou DPPH autory Buricova a kol. [2]. Ve
vodnim vytazku z jahodovych listli byla AA stanovena na 110,1 mg ekv. KA/g. V ramci
prace bylo stanoveni provedeno i ve vodnim extraktu z listi rostliny Rubus fruticosus, kde
byla zjisténa hodnota vyssi — 125,2 mg ekv. KA/g. Hodnota u ostruziniku je v priméru az o
50 % vys8i nez v ptipad¢ priméerné hodnoty naseho stanoveni. AA obecné zavisi na pouzité
metodé a ani vysledky ziskané stejnou metodou nemusi byt podobné, nebot zalezi na
pouzitych rozpoustédlech, standardech kalibrace atd. Je ale zifejmé, Ze jahodové i

ostruzinové listy vykazuji velmi dobrou antioxidac¢ni aktivitu.

8.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s ABTS cinidlem

Pro porovnani zjisténé AA (metodou DPPH) byla vyuZita dalsi spektrofotometricka metoda
vhodna ke stanoveni antioxidacni aktivity, s ABTS c¢inidlem. Zplsob provedeni prace a
jednotlivé kroky charakteristické pro tuto metodu byly popsany v kapitole 7.4. I zde byly
vyuzity vzorky ¢tyt bylin, celkem 21 vzorkd.

Naméfené hodnoty antioxidacni aktivity, stanovené metodou ABTS, jsou zobrazeny na
obrazku 12 (fepik lékatsky a kontryhel obecny) a na obrazku 13 (jahodnik obecny, ostruZinik
ktovity).
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Obrézek 12 - Hodnoty AA (metoda ABTS) u rostlin celedi rizovité (fepik 1€katrsky,

kontryhel obecny)
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Obrazek 13 - Hodnoty AA (metoda ABTS) u rostlin ¢eledi rizovité (jahodnik obecny,
ostruzinik kfovity)

Na obrazku 12 a 13 je zobrazena antioxida¢ni aktivita (AA) jednotlivych rostlin, mé&fena
spektrometrickou metodou s ABTS ¢inidlem. I v tomto piipad€ bylo u kontryhelu zjisténo,
7e z nami vybranych bylin ma nejsilnéjsi antioxidacéni vlastnosti. Konkrétn€ zde dosahovala
pramérnd hodnota AA Alchemilla vulgaris 123,0 mg ekvivalentu troloxu (TE)/g.
Vyznamnych primérnych hodnot dosahovaly i jahodnik a ostruzinik. Nejslabsi antioxidacni

aktivitu mél opét fepik 1ékarsky, jehoz vysledny primér AA zde byl 54,0 mg ekv. TE/g, coz



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

je 0 56 % slabsi antioxida¢ni aktivita, zjist€éna metodou ABTS, nez mél nejsilngjsi kontryhel

obecny.

Pii méfeni AA touto metodou je patrny vliv extrakce s nizsi teplotou pouze u jahodniku
obecného, kde doslo s nizsi teplotou k poklesu AA o 8,5 %. Mirny pokles byl zjiStén i u

ostruziniku kiovitého, ale o pouhé 2 %. U tepiku a kontryhelu doslo k minimélni zméné.

Tusevski a kol. [19] zkoumali AA riznych makedonskych rostlin, z nichz jedna byla z ¢eledi
ruzovité, tepik, Agrimonia eupatoria. U rostlinného extraktu byla antioxidacni aktivita
zkoumana nékolika metodami, i metodou ABTS. Metodou ABTS byla AA stanovena na
hodnotu 504,7 umol TE/g.

Vlaisavljevi¢ a kol. [22] provedli test s vyuzitim ABTS u ¢tyf riznych extrakti kontryhelu,
Alchemilla vulgaris. Zjistili, ze nejvys$si antioxidacni aktivity dosahuje etylacetatovy extrakt
s hodnotou 174,0 mg ekv. TE/g. Nasledoval metanolovy a etanolovy extrakt s hodnotami
143,5 a 119,6 mg ekv. TE/g. Extrakt s vodou vykazoval, ve srovnani s ostatnimi, velmi

nizkou AA, v priméru az o 74 %.

8.4 Korelace mezi hodnotami celkového obsahu polyfenoli a
antioxidacni aktivity

Abychom mohli porovnat vzajemny vliv obou zkoumanych antioxida¢nich vlastnosti, byla

provedena korela¢ni analyza.

Korelace vytvofena pro antioxidacni aktivitu zjiSténou metodou DPPH a celkovym obsahem
polyfenoll je uvedena na obrazku 14. V druhém grafu (obrazek 15) je zobrazena korelace
mezi antioxidacni aktivitou zjisténou metodou ABTS a celkovym obsahem polyfenold. Obé

ziskané zavislosti byly sestaveny pro vzorky extrahované teplotou 100 °C.
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Obrazek 14 - Korelacni zdvislost hodnot AA (DPPH) a TPC

Rovnice korela¢ni zavislosti hodnot AA (DPPH) a TPC:
y =5,5851x-9,5599

y — antioxidacéni aktivita AA [mg ekv. KA/g]

x — celkovy obsah polyfenolt TPC [mg ekv. KG/g]

Korelac¢ni koeficient: 0,9661

Jelikoz miru korelace urcuje korelacni koeficient, Ize z dané hodnoty fici, ze se jedna o
vyznamnou kladnou linearni korelaci, tedy mnozZstvi polyfenolickych latek pfitomnych
v extraktu byliny ovlivituje jejich antioxida¢ni aktivitu, kdy s rostoucim mnozstvim

polyfenoll se u danych extraktli zvysSuje i antioxidac¢ni aktivita.
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Obrazek 15 - Korelacni zdvislost hodnot AA (ABTS) a TPC

Rovnice korela¢ni zavislosti hodnot AA (ABTS) a TPC:
y =8,2908x — 21,193

y — antioxidaéni aktivita AA [mg ekv. TE/g]

x — celkovy obsah polyfenold TPC [mg ekv. KG/g]

Korelaéni koeficient: 0,9076

V ptipad¢ druhé zavislosti, AA (ABTS) s TPC, je sice korela¢ni koeficient niz8i nez
v ptipad€¢ vztahu AA (DPPH) s TPC, i pfes to se zde také jedna o vyznamnou kladnou
linearni korelaci, a 1 v tomto hodnoceni se hodnoty navzdjem ovliviiyji, kdy se zvySujicim

mnozstvim polyfenolti u danych extraktli se zvySuje i antioxidacni aktivita.
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ZAVER

Byliny od nepaméti patii k vyhledavanym zdrojim Ié¢ivych latek, jejichz vyhodou je snadna
dostupnost z ptirody. Celed’ Rosaceae nabizi velké mnozstvi 1é¢ivych rostlin, bylin, ale i
ovocné dfeviny nebo kete a jejich plody, nat i listy, které jsou Casto zdravi prospésné. Asi
sto druhti této &eledi je bézné péstovano na tzemi Ceské republiky. K znamym a dillezitym
zastupcum této Celedi patii malinik, jablon, jefab, Svestka, hruSefi, mandlon, merurka.
Vybrané rostliny pro tuto praci (fepik, kontryhel, jahodnik, ostruzinik) patii k vyznamnym 1
kvili jejich zdravotnim G&inkiim. Repik podporuje spravnou &innost Zluéniku a jater,
pomaha v regulaci metabolismu tuk a cholesterolu v téle, ma protizanétlivé ucinky.
Kontryhel diky obsahu pfirodnich hormonli poméha pii rtiznych Zzenskych obtizZich.

pusobi mocopudné, pouziva se pti problémech s kaslem, i proti prijmu.

Cilem této prace bylo urcit mnozstvi polyfenolickych latek (TPC) metodou s vyuzitim Folin-
Ciocalteuova ¢inidla a antioxidaéni aktivitu (AA) metodou s DPPH a ABTS c¢inidly ve
vodnych extraktech Etyf vybranych bylin (fepik Iékatsky, kontryhel obecny, jahodnik
obecny, ostruzinik ktovity), s celkovym poctem 21 extraktii suSenych rostlin od nékolika

producentii z Ceské republiky.

Z vysledki je patrné, ze zvolena teplota extrakce ma vliv na TPC 1 AA, kdy jejim snizenim
dochdzi kslabsi extrakci polyfenolickych latek, coz se projevi i niZS§imi hodnotami
antioxida¢ni aktivity. To bylo v nejvétsi mife pozorovano u jahodniku a ostruziniku, se

snizenim hodnot az o 20 %.

Kontryhel obecny mél nejvyssi obsahové zastoupeni TPC 1 AA. Mirné€ niZsi hodnoty byly
stanoveny u jahodniku a ostruZiniku, a nejniz$i hodnoty mél fepik lékatsky, u né& byly
vysledné hodnoty TPC a AA sniZzeny aZ o 45 %, pfi porovnani s kontryhelem. Vliv na
kone¢né¢ hodnoty mé tada faktorti, zeyména pii péstovani mohou hrat podstatnou roli

klimatické a ptidni podminky, doba sklizné, pouZita ¢ast byliny nebo i samotné skladovani.

Provedenim korela¢ni zavislosti mezi hodnotami TPC a AA byly zji§tény vyznamné kladné
linearni korelace, kdy mnozZstvi polyfenolickych latek pfitomnych v extraktu byliny
ovliviiyje jejich antioxida¢ni aktivitu, a s rostoucim mnoZstvim polyfenold se u danych
extraktll zvySuje i1 antioxidacni aktivita. Proto 1ze konstatovat, ze polyfenolické latky maji

velky podil na celkové antioxidacni aktivité.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA Antioxidac¢ni aktivita

ABTS 2,2¢-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
BHA Butylhydroxyanisol

BHT Butylhydroxytoluen

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

DPPH-H Difenylpikrylhydrazin

HPLC Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

KA Kyselina askorbova

KG Kyselina gallova

ORAC Test absorp¢ni kapacity radikala kysliku

TPC Celkovy obsah polyfenold

TRAP Test celkového antioxida¢niho zachycovani peroxidovych radikalt

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

UV-VIS UV/VIS detektor
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