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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo stanovit optimalni extrakéni podminky pro zisk extraktu
z rostliny Plectranthus amboinicus.
Plectranthus amboinicus, nazyvany také rymovnik, je aromaticka bylina z Celedi
hluchavkovitych obsahujici velké mnozstvi bioaktivnich slouc¢enin. Diky tomu vykazuje celou
Pro zachovani maxima senzoricky a nutricné cennych slozek rymovniku byla jako
optimalni zvolena jednoducha macerace Cerstvé nasekané byliny za téchto podminek: 40 minut
pii 40 °C, rozpoustédlo 40% ethanol, navazka 20 g rymovniku na 100 ml rozpoustédla.
Extrakt pfipraveny za uvedenych optimalnich podminek byl komplexné
charakterizovan z hlediska obsahu celkovych polyfenold, jejichz koncentrace byla stanovena
na 0,08 + 0,02 mgcea-ml™?, coz odpovida 0,40 + 0,07 mgeea-g™ rostliny. Antioxida¢ni aktivita
extraktu byla 24124 + 2924 pgreac'ml? a zhaSeni radikdlu ABTS™ bylo uréeno
na 49,29 + 5,97 %. Antimikrobialni aktivita extraktii byla ovétena difuzni jamkovou metodou.
Pro ovéfeni byly vybrany dva druhy bakterii — grampozitivni Bacillus cereus, gramnegativni
Escherichia coli a kvasinka Candida glabrata. Z vysledk bylo zjisténo, ze extrakty maji
nejvyssi antimikrobialni aktivitu proti B. cereus. V extraktu bylo identifikovano celkem 64
tékavych aromatickych sloucenin, dominantni zastoupeni mély monoterpeny a seskviterpeny.
Ziskané vysledky potvrzuji, Ze rymovnik, resp. jeho pfipraveny extrakt, ma dobry
potencial pro vyuziti jako nové a netradicni pfichut’ do rGznych potravin a pochutin, kterd
zaroven muze zvysit jejich nutri¢ni hodnotu.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to determine the optimal extraction conditions for obtaining
an extract from the plant Plectranthus amboinicus.

Plectranthus amboinicus is an aromatic herb of the Lamiaceae family containing a large
number of bioactive compounds. Because of this, it has a number of biological effects —
antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, analgesic, etc.

To maintain the maximum of sensory and nutritionally valuable components of P.
amboinicus, a simple maceration of fresh chopped herb was chosen. Maceration was performed
under the following conditions: 40 minutes at 40 ° C, solvent 40% ethanol, weight 20 g of herb
per 100 ml of solvent.

The extract prepared under these optimal conditions was comprehensively characterized
in terms of the content of total polyphenols, their concentration was determined to 0,08 + 0,02
mgcea-ml™, which corresponds to 0,40 + 0,07 mgeea-g™ of the plant. The antioxidant activity
of the extract was 241,24 + 29,24 ugreac'ml™ and the radical scavenging activity of ABTS™"
was determined to be 49,29 + 5,97 %. The antimicrobial activity was verified by the agar well
diffusion method. Two types of bacteria were selected for the determination — gram-positive
Bacillus cereus, gram-negative Escherichia coli and yeast Candida glabrata. The results
showed that the extracts have the highest antimicrobial activity against B. cereus. There were
64 volatile aromatic compounds identified in the extract, with monoterpenes and sesquiterpenes
dominating.

The obtained results confirm that P. amboinicus, or its prepared extract, has a good
potential for use as a new and non-traditional flavor in various foods and delicacies, which can
also increase their nutritional value.
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1 UVOD

V poslednich letech se pouziti ptirodnich latek v potravinaistvi a kosmetickych ptipravcich tési
u spotiebiteltl velké oblibé. Casto potraviny ¢ kosmetické piipravky s piirodnimi aditivy
dostavaji na pultech obchodnich fetézct prednost pted zbozim s pridavkem syntetickych aditiv.
Diivodem je, ze lidé vice dbaji 0 vlastni Zivotni styl, coz se odrdzi také ve sledovani slozeni
potravin a pouzivané kosmetiky a jejich ptivodu.

Plectranthus amboinicus, nazyvany také rymovnik, molice ¢i kubanské oregano, je
aromaticka bylina z ¢eledi hluchavkovitych obsahujici velké mnozstvi biologicky aktivnich
latek, diky nimz vykazuje antioxidacni a antimikrobialni aktivitu. Od davnych dob byla tato
bylina vyuzivana v aromaterapii, v lidovém IéCitelstvi k 16€b¢é nachlazeni ¢i astma, pii travicich
obtizich, koznich onemocnénich a v neposledni fadé jako ochucovadlo a konzervant pokrmu
zejména v asijské kuchyni.

Proto se v poslednim desetileti védecky zdjem zaméfil na zkoumani biologické aktivity
této byliny, na izolaci bioaktivnich slou€enin a pochopeni farmakologického uc¢inku téchto
slouenin. Mezi vyznamné bioaktivni slouceniny identifikované v listech rymovniku patii
karvakrol, thymol, y-terpinen, p-cymen, a-terpineol a -selinen.

Faktory, které ovliviiuji mnozstvi a chemicky profil bioaktivnich latek v rymovniku,
jsou napftiklad podnebi, oblast péstovani rostliny, zvolend extrakéni metoda a jeji podminky,
a nasledné zpracovani a uchovavani extraktu.

Cilem této prace byla optimalizace podminek pro piipravu extraktu z rostliny
P. amboinicus. Podminky byly vybirany tak, aby obsah bioaktivnich sloucenin, senzoricky
a nutricné cennych slozek zustal v pfipraveném extraktu co nejvyssi. Pfi vybéru podminek
a metody extrakce byla diilezita i Casova a financni naro¢nost procesu. Hlavnim zamérem bylo
potvrdit, ze pfipraveny extrakt by mohl byt po jeho upravé aplikovan jako piidatna latka
do potravinarského ¢i kosmetického produktu, kde by vytvofil zajimavou chut’ nebo vini.
Z tohoto divodu byl zhodnocen z hlediska antioxida¢ni a antimikrobialni aktivity, obsahu
celkovych polyfenolickych sloucenin a aromatickych latek.
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2 TEORETICKA CAST

Tato prace je zaméfena na moznosti ziskavani extraktu z rymovniku (Plectrathus spp.) se
zachovanim maxima biologicky aktivnich latek. V nasledujicich kapitolach je charakterizovan
rymovnik a jeho ucinné latky, predev§im s antimikrobidlnim a antioxida¢nim u¢inkem; dale
jsou popsany metody ziskavani extraktd z bylin a v neposledni fadé¢ metody vhodné pro
stanoveni ukazatel charakterizujicich ziskany extrakt: tékavych aromatickych latek,
antioxidacni a antimikrobidlni aktivity.

2.1 Celed’ Hluchavkovité (Lamiaceae)

Hluchavkovité jsou jednou z nejvétsich ¢eledi krytosemennych dvoudéloznych rostlin. Nazev
je odvozen od morfologie kvétu, ktery ptfipomina jicen. Postaru je tato celed’ nékdy nazyvana
pyskaté. Tato ¢eled’ zahrnuje 236 rodti a 7 534 druhi rostlin. Patii mezi celosvétove rozsifené
rostliny, krom¢ Antarktidy se vyskytuji na vSech kontinentech. Nejvétsi druhovou diverzitu 1ze
pozorovat Vv tropickém a subtropickém podnebném pasu zejména na jizni polokouli. Rostliny
z této Celedi mohou byt jednoleté, viceleté nebo vytrvalé byliny. Mnohé druhy jsou péstovany
pro své vyrazné aromatické vlastnosti. Mezi nejvétsi rody patii Salvia, do niz patii bézné se
vyskytujici rostliny jako je hluchavka, mata, Salvéj nebo levandule, dale rody Scutellaria,
Plectranthus, Stachys, Vitex a Tetradenia [1] [2].

Hluchavkovité jsou zelené, pln¢€ autotrofni rostliny. Pro rostliny jsou typické ¢tythranné
stonky, ¢imz jsou snadno odlisitelné od ostatnich bylin. Maji dvoustranné soumérné pyskaté
péticlenné oboupohlavné kvéty produkujici nektar a vstficné, kfizmostojné, pieslenité
Ci stiidavé listy. Plody hluchavkovitych jsou obvykle suché, nejcastéji tvrdky, vyjimecné
u tropickych druhti peckovice ¢i tobolky. Nékteré aromatické druhy ¢eledi hluchavkovitych se
pouzivaji jako kofeni. Vyuziva se napiiklad Salvéj, rozmaryn, tymian, bazalka, saturejka
¢i majoranka. Africké druhy rodu Plectranthus se péstuji pro hlizy, nat' Plectranthus
amboinicus se ptidava do salati. Semena Salvéje hispanské jsou znama také jako chia a jsou
oznacovany jako superpotravina. Bazalka ma Siroké vyuziti v italské kuchyni na vyrobu pesta
a pridava se do pokrmu s téstovinami. Rostliny ¢eledi hluchavkovitych jsou ¢asto zdrojem
esencidlnich olejli a pouzivaji se pro kosmetické ¢i farmaceutické ucely (zejména Salvé;,
levandule, mata, pacule) [3] [4].

2.1.1 Rod Plectranthus (Plectranthus)

Plectranthus je aromaticka 1é¢iva bylina z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Byva Casto
také oznaCovana jako molice nebo rymovnik. Je zndma svymi terapeutickymi a nutri¢nimi
vlastnostmi, které jsou pfipisovany pfitomnosti monoterpenovych a seskviterpenovych
sloucenin. Mezi znamé zastupce patii Plectranthus amboinicus, Plectranthus scutellarioides
a Plectranthus rotundifolius [5] [6].

Rod Plectranthus obsahuje aromatické byliny i polokefe se sukulentnimi rysy. Je
nazyvan také jako mexicky eukalyptus nebo kubdnské oregano. Piirozené se vyskytuje
Vv teplych oblastech Afriky, Asie a Australie. Tyto rostliny se vyznacuji zelenymi listy tvaru
srdce s vroubkovanymi okraji. Doristaji do vysky 30 az 60 cm. Lodyhy jsou pokryté zlaznatymi
trichomy. Kvéty jsou uspofadany do hroznu ¢i laty lichopfeslend a maji namodralou, fialovou
nebo Zlutou barvu. Cerstva bylina mé pronikavou, lehce kofenénou chut’ a vini pfipominajici
meduniku. Dochut’ ma jemné nahotklou [6] [7] [8].

Listy Plectranthus amboinicus (viz obrazek 1) se konzumuji syrové nebo se pouzivaji
jako ochucovadla v asijské, predevsim ve vietnamské kuchyni pii piipravé polévek, masa
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a moiskych plodi. V lidové medicin€ se pouziva k 1€¢bé nachlazeni, astma, zacpy, horecky,
koznich onemocnéni a pfi postipani hmyzem.

Obrazek 1: Plectranthus amboinicus [9]

2.2 Chemické slozeni rostlin

Chemicky profil rostlin se mize lisit v zavislosti na jednotlivych rodech, ¢eledich a odradach.
Dale také na geografickém piivodu, klimatu a roénim obdobi. Lé€ivé rostliny obsahuji vodu,
organické a anorganické latky. Anorganické slouCeniny jsou zejména mineralni latky, které se
ucastni metabolickych procest a enzymatickych reakci v organismu [10] [11].

Mezi organické slouceniny, které jsou soucasti rostlin, patfi primarni metabolity:

sacharidy,

aminokyseliny, peptidy, bilkoviny,
nukleové kyseliny,

mastné kyseliny a lipidy,

steroidy,

organické kyseliny [11].

Kromé¢ primarnich metabolitd se v rostlinach nachazi i metabolity sekundarni:

alkaloidy,

flavonoidy,

taniny,

saponiny,

fytosteroly,

terpeny,

vitaminy,

éterické oleje [11].

Diky velkému mnozstvi prospéSnych uc¢inkl pro rostlinu se tyto latky oznacuji jako

biologicky aktivni, tj. maji rizné biologické G¢inky.
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2.3 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky jsou bohatd a riznoroda skupina latek, které ptisobi na Zivotni funkce
organismu. Mohou ovliviiovat biochemické pochody probihajici v organismech, prunik latek
bunkami nebo mohou mit vliv na koordina¢ni funkce zivych organismi [12].

Sekundarni metabolity obsazené v rostlindich jsou bohatym zdrojem bioaktivnich
sloucenin, které ptiznivé plisobi na zdravi lidi a zvitat.

Sekundérni metabolismus zahrnuje metabolické drahy, které umoziuji vytvofit velké
mnozstvi komplexnich latek. Primarni a sekundarni metabolismus vyuziva v fadé uzlovych
bodl metabolickych drah spole¢né intermediaty. Sekundarni metabolity jsou organické latky
vznikajici v téle organismu, které se pfimo nepodili na procesu rustu, vyvoje nebo
rozmnozovani dané¢ho organismu. Nedostatek nezptisobuje okamzitou smrt, ale miize naptiklad
snizovat odolnost organismu. Sekundarni metabolity mohou zvySovat schopnost preziti,
poskytnout ochranu proti predatoriim, pfispivaji k vytvoreni barvy, aroma, chuti. Mohou
pomahat rostlinam odolavat stresu nebo ultrafialovému zafeni. Klicovymi intermediaty, které
se podili na syntéze sekundarnich metabolitti, jsou:

« sacharidy,

+ Sikimova kyselina,

« aromatické kyseliny,

* nearomatické aminokyseliny,

* mastné kyseliny s kratkym fetézcem (kyselina octova a propionova),
* intermediaty citratového cyklu,

* puriny a pyrimidiny [13].

Diky dnes dostupnym analytickym technikdm, jako je plynova chromatografie,
vysokouéinna kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie a nuklearni magneticka
rezonance, lze identifikovat Sirokou $kalu biologicky aktivnich latek v rostlinach. Tyto latky
jsou znamy jako fytochemikalie a tadi se sem skupiny polyfenolt, alkaloidd, terpent,
saponinu [14].

Farmakologicka aktivita 1é¢ivych rostlin je zplsobena pritomnosti sekundarnich
metabolitl. Rostlinné sekundarni metabolity jsou obvykle zodpovédné za antimikrobidlni
vlastnosti rostlin [15].

Mezi vyznamné fytonutrienty patfi:

« polyfenoly,

« fenolicke kyseliny (hydroxybenzoové, hydroxycinnamové kyseliny),
« terpenoidy,

* resveratrol,

« flavonoidy (flavony, flavonoly, flavanoly, izoflavony),
» karotenoidy,

« fytoestrogeny,

» fytosteroly,

« antokyany,

* omega-3 mastné kyseliny,

» glukosinolaty,

« limonoidy,

» probiotika [16].

Tyto fytonutrienty (viz tabulka 1) maji rizné ucinky na lidské zdravi, naptiklad
antimikrobialni, antioxidacni, protizanétlivé, antialergické, antispastické, analgetické,
hypotenzni, hepatoprotektivni, neuroprotektivni a dalsi.

13



Tabulka 1: Vybrané fytonutrienty, jejich zdroje a biologické ucinky [16]

Fytonutrient

Zdroje fytonutrientu

Biologické ucinky

Ostruziny, tfesné, Antialergické,
Antokyany pomerance, maliny, ¢ervené | protizanétlivé, antioxidacni,
zeli, Svestky, jahody pigmenty
Antikarcinogenni, poskytuji
. ochranu rohovky proti UV
Karoteny Mrkev, dyné L iy yPp
zafeni, stimuluji enzymy pro
opravu DNA
Meruniky, papdja, rajce, Snizuje riziko aterosklerozy
Lykopen i
meloun a rakoviny prostaty
Antioxidaéni,
Borivky, arasidy, ¢ervené antikarcinogenni, snizuje
Resveratrol - iy
hrozny riziko cukrovky a srde¢nich
chorob
Antioxidacni,
PSenice, je¢men, fazole, antikarcinogenni,
Polyfenoly olivy, fepka, ryze, ¢aj, kadva, | protizdnétlivé, antialergické,
vino, pivo antivirové, chrani kazi pred
ucinky UV zafeni
Antikarcinogenni, snizuji
Sojové boby, psenice, riziko srde¢nich chorob
Fytoestrogeny

je€men, kukufice, oves

a osteoporozy, snizuji
pfiznaky menopauzy

Omega-3 mastné kyseliny

Ryby (losos, pstruh,
makrela, sled€, sardinky),
tepkovy, sdjovy, Inény olej

Snizuji hladinu cholesterolu
a vysoky krevni tlak,
zmiriuji bolesti kloubi,
zlepSuje pamét, zmiriuji
pfiznaky koznich
onemocnéni

Protirakovinné, insekticidni,

Limonoidy Citrusy antibakterialni,
antimalarické, antivirové
v s . . Antibakterialni,
Bobule, lusténiny, Caj, s, L,
. , . antioxidacni, antiviroveé,
. hrozny, olivovy olej, kakao, e e s
Flavonoidy M o analgetické, protizanétlivé,
vlasské ofechy, arasidy, R .
) . inhibuji hydrolytické
cibule, jablka N
a oxidacni enzymy
, . Antimikrobidlni, prevence
Fermentované potraviny — citimu a jinveh stfeviich
Probiotika mléko, tvaroh, syr, pr Jmy

fermentovana zelenina

onemocnéni, posileni
imunity
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2.3.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou rozséhla skupina latek vyskytujicich se v rostlinach. Tyto latky ve své molekule
obsahuji dvé nebo vice hydroxylovych skupin, které jsou navazdny na aromatické jadro.
Polyfenoly jsou nejhojnéji se vyskytujicimi sekundarnimi metabolity ve vSech cévnatych
rostlinach. Jejich funkce v organismu je rtizna. Obecné pisobi jako antioxidanty, chrani rostliny
pred oxidacnim stresem, UV zafenim, patogeny. Polyfenoly hraji dtlezitou roli v barvé, chuti
a nutri¢nich vlastnostech ovoce, zeleniny, obilovin, kavy, ¢aje, kakaa, vina a dalSich [14].

Klasifikace fenolickych antioxidantl je znazornéna na obrazku 2. Mezi ptfirodni
fenolické antioxidanty patii napiiklad:

e fenolické kyseliny,

e flavonoidy,

e stilbeny,

e lignany [17].

Fenolické antioxidanty
Pfirodni antioxidanty Syntetické antioxidanty
: i
! —* Kyzelina b -4 7 ieif derivaty i
: o _ ! vaelina benzroovi a jeji derivity : -
: »  Fenclické kyseliny ------ - : »
i —» Kyselina skoficova a jeji derivdty % BUT
E—} Flavonoidy =======-----3
i E—P Flavonoly
——» Karotenoidy i
| ¥ — Flavononoly
——> Stilbeny —> Flavony
! ‘— Flavanoly
——* Kopmariny ! g
| i—? Flavanony
—* Lignany !
’ w5 % Antokyanidiny
| » Taniny :—b Isoflavonoidy

Obrazek 2: Klasifikace fenolickych antioxidantii [18]

2.3.1.1 Fenolové kyseliny
Fenolové kyseliny se mohou nachazet ve volné 1 esterifikované form¢. RozliSuji se na dvé tfidy:
e kyselina benzoova a jeji derivaty (kyselina ellagova, kyselina gallova),
e kyselina skoficova a jeji derivaty (kyselina kavova, kyselina ferulova).
Kyselina ellagova a kyselina gallova se vyskytuji v bobulich a ofesich. Kyselina kdvova
a kyselina ferulova jsou citlivé na teplo a tvoii spolecné kyselinu chlorogenovou, kterd se
vyskytuje v ovoci, zelening, slune¢nicovych seminkach a kavovych zrnech [19].
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2.3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nizkomolekularni fenolové slouceniny patfici mezi rostlinné sekundarni
metabolity. Jejich zéakladni strukturu tvofi flavan (viz obrazek 3). Nachazeji se v ovoci,
zelening, obili, kiife stromt, stoncich, kvétinach, také v ¢aji a vin€. Flavonoidy jsou povazovany
za nepostradatelnou slozku mnoha nutraceutickych, farmaceutickych a kosmetickych produktt
ovliviiovat klicové bunééné enzymatické funkce a jsou silnymi inhibitory pro nékteré enzymy,
napiiklad xantinoxiddzu, cyklooxygendzu a lipoxygenazu. Obvykle se vyskytuji navazané
na molekulach cukru [20].

Flavonoidy se d€li do dvou zakladnich skupin, antokyanii a antoxantinti. Antokyany
jsou Cervené, modr¢ a fialové pigmenty. Antoxantiny, kam patii flavony, flavonoly, flavanoly
a isoflavony, jsou bezbarvé, bilé nebo zluté pigmenty [19].

Flavonoidy maji nékolik podskupin:

« flavony,

« flavonoly,
« flavanony,
+ isoflavony,
« flavanoly,

« antokyany,

+ chalkony [21].
Jednotlivé podskupiny flavonoidd, jejich pfirodni zdroje, vyskyt a zastupci jsou zminény
v tabulce 2.

Obrazek 3: Flavan — zdkladni struktura flavonoidii [19]

Tabulka 2: Podskupiny flavonoidi, jejich prirodni zdroje, vyskyt a zastupci [19] [20] [21]

Podskupina
.o Prirodni zdroj Vyskyt Priklad
flavonoidu J ySiy
Listy, kvgty, ov?ce, Cvele!‘, paprlkra, Luteolin, apigenin,
Flavony slupka citrusovych hefmének, mata, . s
o . i tangeretin, baicalein
ploda ginkgo biloba
Cibule, kapusta,
S . o Kaempferol,
Ovoce, zelenina, ¢aj, hlavkovy salat, . L
Flavonoly y . o kvercetin, myricetin,
cervené vino rajcata, jablka, L .
fisetin, rutin
hrozny a bobule
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Tabulka 2: Podskupiny flavonoidi, jejich prirodni zdroje, vyskyt a zdstupci —
pokracovani [19] [20] [21]

produkty

jahody

Podskupina » , . , »
flavonoidii Prirodni zdroj Vyskyt Priklad
. Hesperitin,
. . Pomerance, citrony, . .
Flavanony Citrusové plody h naringenin
rozny 2
a eriodictyol
ot . Genistein, glycitein,
Isoflavony Lusténiny Soja daidzein
Banany, jablka, K.ateCh"?’
R epikatechin,
Flavanoly Ovoce bortivky, broskve, . .
hrugk epigallokatechin,
Y gallokatechin
Brusinky, éemy | ¢\ - nidin, delfinidin,
. " rybiz, Cervené o
Rostliny, kvétiny, . malvidin,
Antokyany hrozny, maliny, .
ovoce . . pelargonidin
jahody, bortvky -
.. a peonidin
a ostruziny
Ovoce, zelenina, Raicata. hrugk Phloridzin, arbutin,
Chalkony nékteré pSenicné jeata, Y, phloretin a chalcon

naringenin

2.3.1.3 Stilbeny

Stilbeny jsou skupina fenolickych sloucenin pfirozené se vyskytujicich v rGznych druzich
rostlin. Jsou klasifikovany jako fytoalexiny, coz jsou antimikrobialni latky o nizké molekulové
hmotnosti, které¢ jsou syntetizovany a akumulovany v rostlindch poté, co jsou napadeny
mikroorganismy. SlouZi rostlindm jako aktivni obranné latky. Mezi zastupce stilbenli patii
resveratrol (viz obrazek 4), pterostilben, gnetol a piceatannol [22].

Zdrojem resveratrolu jsou slupky hroznti, bortivek, malin a morusi. Gnetol je stilben
pfirozené se vyskytujici ve skupiné rostlin rodu Gnetum, které se vyskytuji jako stromy, kete
i liany. Piceatannol se bézné vyskytuje v bobulich, ¢ervenych hroznech, mucence, rebarboie

a v bilém &aji [23] [24].
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2.3.1.4 Lignany
Lignany jsou polyfenolické latky pfirozen¢ se vyskytujici v rostlinach. Jsou klasifikovany
do osmi skupin:

e arylnaftaleny,

e aryltetraliny,

e dibenzocyklooktadeny,

e dibenzylbutany,

e dibenzylbutyrolaktoly,

e dibenzylbutyrolaktony,

e furany,

e furofurany.

Lignany jsou pfitomny v olejnatych semenech, obilovinach, lusténinach, ofesich, ovoci

a zeleniné. Lignany byvaji pfi potravinarském zpracovani casto odstranény spolecné
s vlakninou, proto je jich v lidské stravé nedostatek. Spolu s isoflavonoidy tvoii lignany jednu
z hlavnich skupin fytoestrogenti [26].

2.3.2 Alkaloidy

Alkaloidy jsou nizkomolekularni slou¢eniny obsahujici dusikatou bazi, obvykle heterocyklus,
diky niz maji hotkou chut a vyraznou bioaktivitu. Chemicky jsou casto odvozeny
od aminokyselin. Alkaloidy je mozné izolovat z rostlin, hub, zivo¢ichti i bakterii. Dosud bylo
objeveno vice nez 10 000 pfirozen¢ se vyskytujicich alkaloid z vice nez 300 druht rostlin.
Nékteré¢ alkaloidy maji vyuziti jako 1éCiva, stimulanty, ale také jako narkotika nebo jedy. Déli
se do 6 skupin:

e indolové alkaloidy,
pyrrolidinové alkaloidy,
tropanové alkaloidy,
chinolonové alkaloidy,
izochinolinové alkaloidy,
izidinové alkaloidy [14].
Mezi znaméjsi alkaloidy patfi napiiklad kofein, ktery se pouziva jako stimulant.
Podporuje ¢innost centralni nervové soustavy a srdecni ¢innost. Pii uzivani ve vét§im mnozstvi
se stava drogou. Dale naptiklad Yohimbin pouzivany jako veterinarni 1€k ke zvraceni sedace
U pstt a jelent. V USA byl pouzit k 1écbé erektilni dysfunkce, ale nemél velky uspéch. Dale p-
synefrin, pouzivany jako spalova¢ tukd v kombinaci s kofeinem. M-synefrin se pouziva jako
1é¢ivo k 1é¢beé Sokové reakce nebo dychacich problému spojenych s astmatem [14].

2.3.3 Terpeny

Terpeny jsou sekundarni metabolity, které jsou spojovany s ristem a vyvojem rostlin. Jejich
zékladni stavebni jednotkou je isopren (Viz obrazek 5). Terpeny jsou nejrozmanitéjsi tfida
metabolitl, existuje vice nez 55 tisic riznych struktur. Terpeny se vyskytuji v kvétech, listech,
plodech a dalSich ¢astech rostlin. Hlavni tlohou téchto sloucenin je ochranit rostliny pted
konzumaci bylozravci a napadenim patogennimi mikroorganismy [14] [27] [28].
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Obrdazek 5: 1sopren (CsHg)n [29]

Terpeny se mohou d¢lit podle struktury na acyklické a cyklické. Podle poctu izoprenovych
jednotek se déli na [28]:

e hemiterpeny — 1 molekula isoprenu,

e monoterpeny — 2 molekuly isoprenu,
seskviterpeny — 3 molekuly isoprenu,
diterpeny — 4 molekuly isoprenu,
triterpeny — 6 molekul isoprenu,
tetraterpeny — 8 molekul isoprenu,
polyterpeny — vice molekul isoprenu.
Terpeny jsou vyznamnou soucasti silic neboli éterickych oleji, coz jsou vétsinou smési
monoterpent, seskviterpentl, aldehydu, ketond, alkoholti a esterti. Maji obvykle nizkou teplotu
varu, mens$i hustotu a vyssi index lomu nez voda. Silice mohou slouzit jako 1dkadla pro opylujici
hmyz, usmériiovace transpirace nebo mohou mit obrannou funkci jako fytoncidy, tedy Ze brani
rastu mikroorganismi. Obsah silic v rostlinach zavisi na zivotnim cyklu rostliny. Vhodné
zvolené éterické oleje nebo kombinace téchto olejii maji schopnost ovliviiovat télesné funkce
a psychicky stav [30].

Silice se ziskavaji nejcastéji extrakei nepoldrnimi rozpoustédly z rostlinného materialu.

Jako rozpoustédlo mize byt pouzit naptiklad ethanol, hexan nebo glycerol. Dal§imi moznymi
zpusoby extrakce silic je destilace vodni parou, lisovani, extrakce na fluidnim lozi, extrakce
pomoci oxidu uhlicitého a dalsi.

2.3.4 Saponiny

Saponiny jsou bioaktivni slou¢eniny prevazné rostlinného ptivodu. Obvykle se vyskytuji jako
polycyklické triterpeny nebo steroidy s glykosidy [14].

Triterpenoidni saponiny se nejcastéji nachazi v kofenové casti rostlin, piikladem je
sojasaponin A, ktery je soucasti soji lustinaté a ma Stiplavou sviravou chut’. Dale jsou soucasti
napiiklad cocky jedlé, Spenatu setého, hrachu setého a 1ékofice lysé. Triterpenoidni saponiny
byly objeveny i v téle Zivocicht, naptiklad moiské okurky. Steroidni saponiny jsou specifické
pro Cesnek kuchynsky a por letni z ¢eledi cesnekovitych [31] [32].

Ve struktufe saponind se nachazi hydrofobni aglykonovy zakladni fetézec a hydrofilni
molekuly cukru. Proto jsou saponiny vysoce amfipatické molekuly, maji pénivé a emulgacni
vlastnosti. Jsou vyuzivany v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu [33].

Mnoho rostlin syntetizuje a akumuluje saponiny béhem normalniho rastu a vyvoje.
U nékterych druht rostlin je syntéza saponint indukovana jako reakce na stres, naptiklad
po napadeni bylozravci a patogeny, dale reakce na vlhkost, nedostatek zivin, svétlo a teplotu.
Saponiny maji tedy dtleZitou ulohu pfi ochrané rostlin proti patogentim, Skidcim
a bylozravciam [33].
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2.4 Antioxidanty

Do skupiny sekundarnich metaboliti se fadi také antioxidanty. V poslednich letech narostl
zajem o pouzivani pfirodnich antioxidantl v potravinarskych vyrobcich. Mezi ptirodni zdroje
antioxidantl se fadi mnohé byliny, kofeni, semena, ovoce i zelenina [34].

Antioxidanty jsou latky, jez mohou zabranit nebo zpomalit poSkozeni bunck, které je
zptisobeno volnymi radikaly. Volné radikaly jsou nestabilni molekuly, které t€lo produkuje jako
odpovéd’ na okolni stres. Antioxidant je molekula dostate¢né stabilni na to, aby darovala
elektron volnému radikalu, a tim ho neutralizovala. Diky schopnosti antioxidanti s nizkou
molekulovou hmotnosti bezpecné interagovat s volnymi radikéaly dojde k ukonceni fetézové
reakce dfive, nez nastane poskozeni zivotné dulezitych molekul a bunék [35].

Faktory, které zvysuji produkci volnych radikal v té€le, mohou byt vnitini, napiiklad
zanét, nebo vnéjsi, napiiklad vystaveni UV zéfeni, cigaretovy kouf, znecisténi. Oxidacni stres
organismu je spojovan se srde¢nimi chorobami, rakovinou, mrtvici a mnohymi zanétlivymi
stavy. Zdroje antioxidantii mohou byt pfirodni nebo umélé. Ptirodnimi zdroji antioxidanti jsou
nékteré rostlinné potraviny. Rada antioxidantfi je produkovana béhem normalniho metabolismu
v tele. Je to napiiklad glutation, ubichinol a kyselina mocova. Mezi antioxidanty, které si télo
nedokaze vyrobit, patii vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (kyselina askorbova) a B-karoten.
Tyto mikronutrienty musi byt pfijimany ve stravé [35] [36].

2.4.1 Klasifikace antioxidantu

Antioxidanty jsou riiznoroda skupina latek, déli se podle riiznych kritérii [37] [38]:
e podle ptivodu: pfirozené, syntetické;
e podle rozpustnosti: hydrofilni, lipofilni, amfifilni;
e podle zpisobu vstupu do organismu: exogenni vstupujici do organismu z vnéjsiho
prostiedi; endogenni, které si organismus vytvari sim (enzymy, hormony);
e podle velikosti molekuly: nizkomolekularni (vitamin C, B-karoten), vysokomolekularni
(enzym superoxidismutaza);
e podle lokalizace: extracelularni (mimo bunku), intracelularni (uvnitt bunky).
Pfirozenymi antioxidanty jsou lipofilni vitamin E, karotenoidy a lecitiny. Mezi
pfirozené hydrofilni antioxidanty patii vitamin C (kyselina askorbova), rostlinné fenolické
latky, naptiklad flavonoidy a antokyany. Mezi syntetické antioxidanty se fadi fenoly, naptiklad
gallaty (estery kyseliny gallové), dale sifiCitany, které se pouZzivaji pro zabranéni hnédnuti
brambor, kdy dochazi k oxidaci polyfenolt na chinony [37].

2.4.2 Urovné antioxida¢niho aéinku

Antioxidanty ptisobi v obrannych systémech na rtiznych trovnich. Mohou mit preventivni
funkci, obrannou funkci a mohou byt u¢inné k neutralizaci radikald. Mechanismus pusobeni
antioxidantll je schopnost neutralizovat reaktivni Castici tak, Ze dojde k pfenosu elektronu
a/nebo vodiku na reaktivni Castici pred tim, nez reaktivni Castice poSkodi funkci lipidi,
proteint, enzymu, sacharidit a DNA v organismu [39].

Prvni obrannou linii tvoii preventivni antioxidanty, které potlacuji tvorbu volnych
radikald. Pro potlaceni takovych reakci je nutné prfedem snizovat obsah hydroperoxidii v téle
a pfeménovat je na alkoholy a vodu, aniz by se uvoliiovaly volné radikéaly. Glutathion
peroxiddza je enzym obsahujici Ctyfi selenové kofaktory, které katalyzuji rozklad peroxidu
vodiku a organickych hydroperoxidii. Glutathion-s-transferdza a fosfolipid hydroperoxid
glutathion peroxiddza (PHGPX) rozkladaji lipidové hydroperoxidy na odpovidajici
alkoholy [40].
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Druhou obrannou linii tvofi antioxidanty, které vychytavaji aktivni radikaly, aby
nedochéazelo k fetézovym reakcim. Antioxidanty mohou byt hydrofilni nebo lipofilni.
Hydrofilni antioxidanty jsou vitamin C, kyselina mocova, bilirubin, albumin a thioly. Mezi
lipofilni antioxidanty patfi vitamin E a ubichinol. Vitamin E chrdni membrany ptfed oxidaci tak,
ze reaguje s lipidovymi radikaly produkovanymi v lipidové peroxidacni fetézové
reakci [41] [42].

Tieti obrannou linii tvofi antioxidanty, které dokazi rozpoznavat, degradovat
a odstranovat oxidované proteiny a zabranuji hromadéni téchto oxidovanych proteind. Do této
skupiny patii proteolytické enzymy, proteindzy, protedzy a peptidazy. Tyto enzymy jsou
piitomné v cytosolu a v mitochondriich sav¢ich bunék [41].

2.4.3 Rostliny jako zdroj antioxidanti

Antioxidanty se bézné vyuzivaji v potravinafstvi a v kosmetickém primyslu. Vyuzivaji se
pfirodni a synteticky pfipravované antioxidanty, pfedevSim v potravinach obsahujicich oleje
a tuky, aby nedoslo k oxidaci. Existuje cela fada syntetickych fenolickych antioxidanti,
ptikladem je butylhydroxytoluen (BHT) a butylhydroxyanisol (BHA). Nékteré fyzikalni
vlastnosti BHT a BHA, jako je vysoka tékavost a nestabilita pii zvysené teplote, pfisna
legislativa tykajici se pouzivani syntetickych potravinarskych ptidatnych latek a preference
spotiebitell, pfesunuly pozornost vyrobeti ze syntetickych na pfirodni antioxidanty [43].

V soucasné dob¢ existuje mnozstvi studii, které dokazuji antioxida¢ni potencial ovoce.
Silna antioxidaéni aktivita byla prokazéana u tfesni, citrusovych ploda, Svestek a oliv. Zelené
acerné Caje maji také silné antioxidacni vlastnosti, obsahuji velké mnozstvi fenolickych
slouCenin [44].

2.5 Biologicky aktivni latky v rymovniku

V poslednim desetileti se védecky zajem zaméfil na zkoumani biologické aktivity byliny
Plectranthus amboinicus, na izolaci bioaktivnich slou¢enin a na pochopeni farmakologického
ucinku téchto sloucenin. Chemicky profil a obsah biologicky aktivnich latek v riznych ¢astech
rostliny je odliSny v zavislosti na podnebi, riznych fazich sbéru rostlinného materidlu a je také
geograficky proménlivy. Mezi bioaktivni sloucCeniny identifikované v olejové slozce listl
rymovniku patii karvakrol, thymol, B-karyofylen, a-humulen, y-terpinen, p-cymen, a-terpineol
a B-selinen [10].

Extrakty z P. amboinicus vykazuji celou fadu biologickych ué¢inkt diky jejich
chemickému sloZeni. Obsahuji fenolické slouceniny, naptiklad kyselinu kavovou, kyselinu
rozmarynovou, flavonoidy luteolin, kvercetin a rutin. Tyto latky se podileji
na antimikrobialnich, protizanétlivych, antioxida¢nich a analgetickych vlastnostech. Extrakty
vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti Sirokému spektru bakterii, kvasinek, plisni a také
antivirovou aktivitu proti viru vezikularni stomatitidy. Rovnéz je lze vyuzit k 1é¢bé malarie
ajako alternativu Kk chemickym insekticidim a larvicidim. Pouziti éterického oleje
z Plectranthus amboinicus ma potencial fungovat jako pomalé, ale dlouhodobé a ekologické
feseni k potlaceni populace komard s malarickymi vektory [8] [10] [45] [46].

Listy rostliny pfi testovani na morcatech vykazovaly pozitivni bronchodilataéni aktivitu
diky obsahu thymolu a karvakrolu. A proto jsou odvary a $tavy z listd rymovniku pouzivany
na karibskych ostrovech a v Indii k 1é¢bé chronického kasle, astmatu, bronchitidy a bolesti
v krku [47] [48].

Nektefi obyvatelé¢ indického venkova konzumuji listy P. amboinicus v kombinaci
S probiotickymi potravinami, napiiklad s podmaslim nebo jogurty, pii zaZivacich obtiZich
vyvolanych patogennimi mikroorganismy. V Indonésii a Malajsii je Stava z rozdrcenych listh
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pouzivana pii 1é¢bé zacpy. V asijskych oblastech a v Malajsii jsou listy pouzivany jako obklad
po kousnuti stonozky a Stira [49].

Gurgel a kol. [50] vroce 2009 provedli experimentalni in vivo studii zaméfenou
inhibici ristu naddorti na tlapkach mysi, které byly 1é¢eny davkou 350 mg-kg™ hexanového
extraktu. Bylo také pozorovano vyrazné snizeni otoku tlapek pifi davkach 150, 250
a 350 mg-kg ! hexanového extraktu. Inhibiéni uéinky ethylacetdtového extraktu na rist
rakovinnych buné€k v prsu byly pozorovany ve studii Hasibuan a kol. [51]. Ramalakshmi
a kol. [52] zjistili, ze ethanolovy extrakt z P. amboinicus indukuje apoptézu v bunééné linii
AS549 lidské rakoviny plic.

Thippeswamy a kol. [53] provedli vyzkum, ktery se zabyval regulaci metabolismu
sacharidii alkoholovym extraktem z listd P. amboinicus u krys trpicich diabetem vyvolanym
alloxanem. V této studii krysy trpély hyperglykémii a pti 16¢bé extraktem doslo k postupnému
snizeni hladiny glukézy v séru, ¢imz byl prokazan hypoglykemicky u¢inek P. amboinicus. Tyto
ucinky mohou byt zplsobeny piitomnosti flavonoidi. Na zékladé vysledkd studie lze
predpokladat, Zze by se Plectranthus amboinicus mohl v budoucnu stat soucasti
fytomedikamentl pro 1é¢bu diabetu.

V rostlin¢ P. amboinicus bylo identifikovano 76 t€kavych a 30 netékavych sloucenin
patficich do riznych tfid fytochemikalii, jako jsou monoterpenoidy, diterpenoidy,
triterpenoidy, seskviterpenoidy, fenoly, flavonoidy, estery, alkoholy a aldehydy [10].

2.5.1 Tékavé slouceniny v P. amboinicus

Etericky olej, ktery byl ziskan z listd a stonki rostliny P. amboinicus, obsahoval 76 tékavych
sloucenin. Ukazka téch nejvice zastoupenych je uvedena v tabulce 3. Nejvice zastoupeny byly
thymol a karvakrol, dale se jednalo o monoterpenoidy obsahujici kyslik, monoterpenové
uhlovodiky, seskviterpenové uhlovodiky a okysli¢ené seskviterpeny [10] [54].

Pino a kol. [55] provedli extrakci éterického oleje z P. amboinicus pomoci hexanu,
destilaci vodni parou a superkritickou fluidni extrakci oxidem uhli¢itym, pficemz zjistili, Ze
jednotlivé metody poskytuji odlisny chemicky profil slouenin. Metoda extrakce hexanem
poskytla vyssi vytézek olejnatych sloucenin (6,52 %) ve srovnani s destilaci vodni parou
(0,55 %) a superkritickou fluidni extrakei (1,40 %).

Dle studie Asiimwe a kol. [56] jsou v listech P. amboinicus nejvice zastoupeny tékavé
slozky linalool (50,3 %), geranyl-acetat (11,75 %), nerol-acetat (11,6 %), karvakrol (10,3 %),
y-terpinen (3,2 %), p-cymen (2,9 %), nerol (2,3 %), a-4- karen (1,3 %), karyofylen (1,2 %) a -
myrcen (0,8 %). Slozky byly extrahovany pomoci head-space mikroextrakce tuhou fazi (HS-
SPME) a analyzovany pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Tabulka 3: Priklady tekavych sloucenin identifikovanych v extraktech z P. amboinicus
metodou GC-MS [10]

Skupina Nazev slouceniny
d-3-karen

p-Cymen

Monoterpenové uhlovodiky limonen

B-myrcen

ocimen
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Tabulka 3: Priklady tekavych sloucenin identifikovanych v extraktech z P. amboinicus
metodou GC-MS — pokracovani [10]

Skupina Nazev slou¢eniny

a-pinen

Monoterpenové uhlovodiky B-pinen

sabinen
kafr

karvakrol

eugenol

Kyslikaté monoterpeny -
geraniol

linalool

thymol

a-amorphen

a-bergamoten

Seskviterpenové uhlovodiky B-bergamoten
B-karyofylen
a-kopaen

karyofylen oxid

Kyslikaté seskviterpeny B-cedren epoxid

B-eudesmol
1,2-benzendiol 4-(1,1 dimethylethyl)
chavikol

methyl oktanoat

Jiné (terpeny, estery, mastné

kyseliny, alkoholy, aldehydy) kyselina olejova

fytol

skvalen

thymol acetat

2.5.2 Netékavé slou¢eniny v P. amboinicus

Mezi netékavé chemické slouceniny vyskytujici se v extraktech Plectranthus amboinicus patii
fenolové kyseliny a flavonoidy. Pfiklad téch nejvice zastoupenych je uveden v tabulce 4.
V ethylacetatovych frakcich stonktl a kofenli rymovniku analyzovanych pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS), byla identifikovana
ptitomnost kyseliny rosmarinové, chrysoeriolu, kyseliny kavové a p-kumarové. Slouceniny
eriodictyol, luteolin a kvercetin byly identifikovany pouze v ethylacetatovych frakcich
stonkt [10].

23



Tabulka 4. Priklady netekavych sloucenin identifikovanych v extraktech z P. amboinicus
riiznymi analytickymi metodami [10]

Nazev slouc¢eniny Pouzita analytickd metoda
Kyselina kdvova UV/NMR/UPLC/MS/HPLC
Kyselina gallova HPLC
Fenolové kyseliny -
kyselina p-kumarova UV/NMR/UPLC/MS/HPLC
Kyselina rosmarinova UV/NMR/UPLC/MS/HPLC
chrysoeriol UV/NMR/UPLC/MS
luteolin UV/NMR/UPLC-MS
Flavonoidy rutin HPLC
kvercetin UV/NMR/UPLC/MS/HPLC
thymochinon UV/NMR/MS/HPLC

UV —ultrafialové, NMR — nukledrni magnetickad rezonance, UPLC — vysokoucinnd kapalinova
chromatografie, MS — hmotnostni spektrometrie, HPLC — vysokoucinna kapalinova
chromatografie

2.6 Metody pouzivané pro zisk a charakterizaci extrakti rostlin

2.6.1 Extrak¢ni metody

Rostliny obsahuji Sirokou skalu bioaktivnich sloucenin. Extrakty z rostlin jsou pouzivany
V potravinafském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Pro stanoveni sloZzeni a mnozstvi
biologicky a aromaticky aktivnich latek v rostlinach je popsano mnoho riznych metod
extrakce. Hlavnim faktorem, ktery zajistuje kvalitu éterickych oleji je pouzita extrakéni
metoda. Nevhodné zvolené extrakéni postupy mohou zplsobit destrukci a ovlivnit plisobeni
a obsah fytochemikalii v esencialnich olejich [57].
Extrakéni metody lze rozdélit do dvou skupin [57]:
e Konvenc¢ni metody
e Inovativni metody

2.6.1.1 Konvenéni metody extrakce

Konven¢ni metody extrakce, napiiklad Soxhletova, jsou obvykle casové velmi ndrocné
a vyzaduji velké mnozstvi rozpoustédla. Proto roste poptavka po novych extrakénich metodach
s krat§i dobou extrakce a sniZenou spotiebou organickych rozpoustédel. Nové extrakéni
techniky pracuji pfi zvySené teploté a/nebo tlaku, coz vyrazné zkrati dobu extrakce [58].

Hydrodestilace
Hydrodestilace je nejstarsi a nejjednodussi metoda pro ziskavani éterickych oleju. Velkou
vyhodou této extrakéni techniky je schopnost izolace aromatickych latek z rostlinného
materialu teplotou nizsi nez 100 °C. Tato metoda neni vhodna pro termolabilni latky. Voda
pouzivana v prubéhu hydrodestilace je nemisitelna s vétsinou terpenickych molekul éterického
oleje, proto je mozné tyto dvé slozky jednoduse odd¢lit dekantaci. Nevyhodou je Casova
narocnost této metody, a proto neni vhodné ji pouzivat pro velké mnozstvi vzorka [57] [59].
Princip je zaloZen na azeotropni destilaci. Pfi hydrodestilaci je rostlinny material
ponoien do vrouci vody. Rostlinny material absorbuje ¢ast vody. Pti atmosférickém tlaku
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vznika heterogenni smés éterického oleje a vody. Tato smés je odpafena pii teploté varu nizsi
nez 100 °C. V chladi¢i dojde ke kondenzaci par. V separacni Casti destilacni aparatury dojde
k oddéleni organické faze (éterického oleje) od vodné faze [60] [61].

Hydrodestilaci pro pfipravu éterickych oleju z P. amboinicus pouzili napiiklad Manjamalai
a Berlin Grace [62], Vasconcelos a kol. [63], Hsu a Ho [64]. Dao a kol. [65] pro extrakci
éterického oleje pouzili kombinaci hydrodestilace a mikrovinné extrakce.

Parni destilace

Parni destilace je proces pouzivany pro izolaci termolabilnich latek nerozpustnych ve vodé,
jako jsou naptiklad éterické oleje z rostlin. Podstatou parni destilace je destilace slou¢enin nebo
jejich smési pii teploté nizsi, nez je skutecnd teplota varu samotné slouceniny. Diky smiseni
éterického oleje s vrouci vodou nebo vodni parou dojde k tékani sloucenin z éterického oleje
uz pii teplotach kolem 100 °C pii atmosférickém tlaku [66].

Voda a/nebo para slouzi jako extrakéni ¢inidlo k odpafovani nebo uvoliovani tékavych
slouCenin z rostlinného materidlu. Vznikajici slouceniny absorbuji teplo z pary a stanou se
tékavymi, poté jsou transportovany do pary, kde jsou rozptyleny. Vyslednd parni faze je
ochlazena, ¢imz tékavé latky zkondenzuji. V tomto procesu jsou ziskany dva produkty: té€kavy
olej a hydrosol. T¢kavy olej se nachdzi v horni fazi a hydrosol, ktery se skladd z vody
a hydrolyzovanych sloucenin, je ve spodni fazi. Podle typu interakce mezi rostlinnou matrici
a vodou a/nebo parou, existuji tii mozné varianty (viz obrazek 6): sucha parni destilace (a),
piima parni destilace (b) a hydrodestilace (¢) [67].

Extrakci listd P. amboinicus parni destilaci pouzili Bezerra a kol. [68], Lopes a kol. [69]
a Pino a kol. [55].

Kondenzator
A
a b T C‘L k)
T ™ N
Pbm\ Para (;“"

) Tékavy olej
Matrice Matrice Matrice |

by Hydirosol

ES——}

Kotel @

4

Obrdazek 6: Schéma riznych typu destilace vodni parou [67]

Macerace

Macerace je nejjednodussi zplisob extrakce rostlinného materialu. Pfi maceraci se rostlinny
material upravi na malé ¢asti krdjenim ¢i drcenim, smiché se v nadob¢ s rozpoustédlem a necha
se uritou dobu stat pii laboratorni teploté. Po ukonceni procesu se oddéli rozpoustédlo
od pevné matrice filtraci [70].
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Maceraci jako extrakéni techniku pouzili Taher a kol. [71] ve vyzkumu antimalarické
aktivity Plectranthus amboinicus proti Plasmodium berghei. Tuto techniku pouzili také Patel
a kol. [72] pti vyzkumu fyzikalné-chemického slozeni listu.

Extrakce rozpoustédlem
Rozpoustédlo pouzivané k extrakci 1é¢ivych rostlin se oznacuje také jako menstruum. Volba
vhodného rozpoustédla zavisi pfedevSim na typu rostliny, ¢asti rostliny, ktera se ma extrahovat,
dale také na povaze bioaktivnich sloucenin a dostupnosti rozpoustédla. Obecné plati, Ze se pro
extrakci polarnich sloucenin pouzivaji polarni rozpoustédla jako je voda, methanol, ethanol. Pi
extrakci nepoldrnich sloucenin se pouzivaji nepolarni rozpoustédla, naptiklad hexan
a dichlormethan. Pti vybéru rozpoustédla je nutné vzit v uvahu rizné faktory [73]:
e selektivitu — schopnost rozpoustédla extrahovat aktivni slozku,

bezpecnost — idedlni rozpoustédlo by mélo byt netoxické a nehotlavé,
naklady — co nejnizsi cena rozpoustédla,
reaktivita — vhodné extrak¢ni rozpoustédlo by nemélo reagovat s extraktem,
teplota varu — méla by byt co nejnizsi, aby nedoslo k degradaci termolabilnich
sloucenin.
Pti extrakci rozpoustédlem se vzorek rostliny smisi s rozpoustédlem, ptfipravena smes
se extrahuje bud’ pfi pokojové teploté, nebo se smés mirn¢ zahieje. Poté nasleduje filtrace
a odpareni rozpoustédla.

Extrakci vodou, ethanolem, hexanem nebo jejich smési v riznych pomérech pouzivali
Wibisono a kol. [74] pro optimalizaci celkového mnozstvi extrahovanych flavonoidi
a inhibiéni aktivity a-glukosidazy z listi P. amboinicus.

Soxhletova extrakce

Jednim z moznych zptsobu je extrakce v Soxhletové extraktoru (viz obrazek 7). Soxhletova
extrakce je metoda automatické kontinudlni extrakce s vysokou ucinnosti. Postup spociva
V navazeni jemné mletého vzorku do patrony, kterd je umisténa v aparatute. Extrakéni
rozpoustédlo je zahfivano ve varné bance, odkud se odpatuje do patrony se vzorkem, vymyva
rozpustné komponenty z tuhé matrice vzorku, kondenzuje v chladi¢i. Rozpoustédlo obsahujici
rozpuSténé analyty je poté vraceno do varné banky a proces je opakovan, dokud nejsou
pozadované komponenty ze vzorku izolovany v dostatecném mnoZstvi. Vyhodou této metody
jsou nizsi potizovaci naklady, malé naroky na obsluhu, jednoducha obsluha pfistroje a kontakt
vzorku s rozpoustédlem po celou dobu procesu. Nevyhodou je ¢asova naro¢nost extrakce (az
20 hodin) a velka spotieba organickych rozpoustédel. Moderni extrak¢ni techniky (napiiklad
systém Soxtherm, Soxtec) jsou zaloZeny na tom, Ze vzorek je béhem procesu ponoien pfimo
v organickém rozpoustédle, ¢imz dojde k docasnému zvySeni teploty extrakce. Docasnym
zvySenim teploty mize vSak dojit k degradaci méné¢ stabilnich slou¢enin [70] [75].

Dulezitym parametrem pro spravné provedeni Soxhletovy extrakce je volba vhodného
rozpoustédla. Nejéastéji pouzivanym rozpoustédlem je hexan, jehoz hlavni slozka n-hexan byl
oznacen Agenturou pro ochranu Zivotniho prostiedi v USA jako latka znecistujici zivotni
prostiedi. Proto se z divodu ochrany zivotniho prostiedi, zdravi a bezpe¢nosti zacala pouzivat
alternativni rozpoustédla jako je isopropanol, ethanol, a dokonce i voda [76].

Chong a Wahida [77] pouzili Soxhletovu metodu pro optimalizaci extrakce thymolu
z listi P. amboinicus metodou plochy odezvy (RSM). Jako rozpoustédlo byl pouzit ethanol, n-
hexan a diethylether. Doba extrakce byla nastavena na 4 az 6 hodin.
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Obrazek 7: Soxhletuv extraktor [78]

2.6.1.2 Inovativni metody extrakce

Duivody, pro¢ se zacaly rozvijet nové extrakéni metody jsou zejména ty, Zze v konvencnich
metodach extrakce éterické oleje podléhaly riznym chemickym zménam, predevs§im oxidaci
a izomeraci. V konvenénich metodach jsou ¢asto také pouzivany vysoké teploty, které ovliviuji
kvalitu éterickych oleji. Proto jsou v inovativnich extrakénich technikdch zohlednény
nasledujici parametry: krat$i doba a niz$i teplota extrakce, spotieba energie, pouzité
rozpoustédlo [57].

Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction — SFE) je metoda, ktera pro
extrakci analytll z matrice pouziva superkritickou kapalinu. Tato metoda umoziuje zpracovani
rostlinného materidlu pii nizkych teplotach, ¢imz omezuje degradaci termolabilnich latek,
a vyhyba se pouziti toxickych rozpoustédel [34].

Jako rozpoustédlo se pouziva oxid uhlicity v superkritickém stavu, kdy ma oxid uhlicity
nizkou kritickou teplotu 31 °C a kriticky tlak vétS§i nez 73 atm. Vyhodou pouziti oxidu
uhli¢itého jako rozpoustédla je jeho chemickd inertnost, nehoflavost, je snadno odstranitelny
a lehce dostupny za relativné nizkou cenu. Oxid uhli¢ity mé nizkou polaritu, a proto je vhodny
pro extrakci nepolarnich latek, kterymi jsou i éterické oleje. Pomoci této metody nelze
extrahovat fenoly, alkaloidy a glykosidové slouceniny, jelikoz jsou $patné rozpustné v oxidu
uhlic¢itém [34] [58].

Instrumentace superkritické fluidni extrakce je na obrazku 8. Rostlinny material je
vloZen do extrakéni nadoby vybavené teplotnimi regulatory a tlakovymi ventily pro dodrzeni
pozadovanych podminek extrakce. Oxid uhli¢ity je pod tlakem Cerpan v podobé superkritické
kapaliny do extrak¢ni nadoby. Superkriticka kapalina je spolu s rozpusténymi slouc¢eninami
Z rostlinného materialu transportovana do separatort, kde dojde k usazovani extraktu. Extrakt
se shromazd’uje ventilem ve spodni ¢asti separatorii. Superkriticky oxid uhli¢ity se oddé€li
od extraktu, regeneruje se a znovu se pouziva [58].

Superkritickou fluidni extrakci oxidem uhli¢itym v rdmci studie chemického sloZeni
t€kavych latek z P. amboinicus provedli Pino a kol. [55]. Jako dal$i srovnavaci metody ve studii
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byly pouzity: parni destilace a extrakce rozpoustédlem. Matias a kol. [79] pfi zkoumani
cytotoxické aktivity diterpent z Plectranthus madagascariensis pouzili taktéz superkritickou
fluidni extrakci.

Kondenzator
Separator 2
Separitor 1

Produkt2 Produktl
neho odpad

Extraltor

Cerpadlo CO:
gl =y Ohiivaé

Zisobnik CO:

Obrdazek 8: Instrumentace superkritické fluidni extrakce [58]

Mikrovinnd extrakce
Mikrovinna extrakce (Microwave-Assisted Extraction — MAE) je extrak¢ni technika, ktera
kombinuje mikrovinnou energii a tradi¢ni extrakci rozpoustédlem. Pouzivani MAE zacalo
na konci 80. let, kdy se tato technika stala velmi efektivni a populdrni diky technologickému
vyvoji. Princip mikrovinné extrakce spociva v aplikaci mikrovin pro ohfev extrak¢nich
rozpoustédel, ¢imZz dochazi ke zvySeni kinetiky reakce. Mikroviny mohou pronikat
biomateridlem, interagovat s polarnimi molekulami a vytvéfet tak teplo. Voda obsaZend
Vv rostlinné matrici absorbuje mikrovinnou energii, ¢imz dojde k ptehtati bunék a jejich
naruseni. V diisledku naruseni bun¢k dojde k uvolnéni chemickych latek z matrice a zvySeni
vytéZzku extrahovatelnych latek. Vyhody MAE spocivaji v krat§i dobé extrakce, menSim
mnozstvi pouzitého rozpoustédla, vyssi rychlosti extrakce a v nizsich nakladech. S postupem
Casu se rozvinuly i dalSi variace této techniky jako je tlakova mikrovinna extrakce (PMAE)
a mikrovinna extrakce bez rozpoustédla (SFMAE) [58] [80].

Mikrovinou extrakci se ve studii zabyvali Nabilah a kol. [81]. Cilem bylo ur¢it optimalni
provozni podminky extrak¢éniho procesu P. amboinicus zménou doby ozafovani, koncentrace
rozpoustédla a poméru rozpoustédla K rostlinnému materialu.

Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce (Ultrasonic-Assisted Extraction — UAE) vyuziva zvukové viny s vyssi
frekvenci, nez je zvuk slySitelny lidskym uchem. Podle intenzity a frekvence ultrazvukové viny
rozliSujeme vysokofrekvencni ultrazvuk a silovy ultrazvuk. Vysokofrekvencni ultrazvuk ma
frekvenci 2 az 20 MHz a vyuziva se pro 1ékai'ské zobrazovani a analyzu kvality potravin. Silovy
ultrazvuk pracuje na nizSich frekvencich nez vysokofrekvencni, a to 20 az 100 kHz. Tento typ
ultrazvuku se vyuZzivad pro extrakce bioaktivnich sloucenin, extrakce olejl, povrchovou
dekontaminaci, mikrobialni inaktivaci a inaktivaci enzymu [82].

Ultrazvukem asistovana extrakce je zaloZena na principu akustické nebo ultrazvukové
kavitace. V dusledku kavitace se zvySuje kontakt mezi pouzitym rozpoustédlem a vzorkem,
dochazi ke vzniku tlakovych rozdild a k vysokym smykovym silam. Tim dojde k naruseni
Castic, rostlinnych bunék nebo tkani a ke zvyseni transportu rozpoustédla do bunék [70].
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Faktort, které ovliviiuji prabéh ultrazvukové extrakce, je vice. Je to frekvence
ultrazvuku, tlak, teplota, doba pilisobeni ultrazvuku, rozpoustédlo, dale pak vlastnosti
pouzivaného rostlinného materialu, naptiklad vlhkost a velikost ¢astic. Vyhodou tohoto typu
extrakce je zejména jeji kratsi extrak¢ni ¢as a nizsi spotieba rozpoustédla. Pokud vSak béhem
ultrazvukové extrakce bude pouzita frekvence vyssi nez 20 kHz, mize to mit negativni vliv
na aktivni fytochemikalie a dojde ke vzniku volnych radikala [58] [70].

Ukézalo se, Zze UAE je ve srovnani s maceraci a mikrovinnou extrakci efektivnéjsi
metoda pouzivana pro extrakci napiiklad propolisu z hlediska vysokého extrak¢niho vytézku,
doby extrakce a celkového obsahu fenolickych latek [83].

Metodu ultrazvukové extrakce pro zjisténi koncentrace thymolu z listi Plectranthus
amboinicus pouzili Zahari a kol. [84]. Z kinetické analyzy extrakce bylo zjisténo, ze nejvyssi
koncentrace thymolu (5,51 %) 1ze dosahnout pfi teploté 25 °C.

Extrakce za zvySeného tlaku a teploty
Extrakce za zvySeného tlaku a teploty (Accelerated Solvent Extraction — ASE, Pressurised Fluid
Extraction — PFE, Pressurised Solvent Extraction — PSE) probiha pfi tlacich 10 az 15 MPa
a teplotach 50 az 200 °C. Extrakce se provadi pii vysokém tlaku, aby rozpoustédlo bylo
v kapalném skupenstvi, tedy v kritickém stavu. ZvySena teplota urychluje kinetiku reakce [58].

V porovnani se Soxhletovou extrakci je u ASE mnohem mensi spotieba rozpoustédla
a kratsi extrakéni doba. Pokud vSak bude pouzita v pribéhu ASE vysoka extrakcni teplota,
muze dojit k degradaci termolabilnich sloucenin. Extrakce za zvysSeného tlaku a teploty je
vhodna pro extrakeci stabilnich organickych slou¢enin z matrice [85].

ASE byla ptivodné vyvinuta pro rychlou extrakci kokainu a benzoylecgoninu z list
koky za pouziti methanolu jako rozpoustédla [86].

Vysokotlakou extrakci rozpoustédlem pouzili Laila a kol. [87] pti identifikaci
fytochemickych sloucenin Vv P. amboinicus. Instrumentace extrakce je zndzornéna
na obrazku 9.
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Obrdazek 9: Instrumentace extrakce za zvyseného tlaku a teploty [85]

2.7 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Rostliny obsahuji obrovské mnoZstvi strukturné rozmanitych sloucenin. Proto byl vyzkum
Vv poslednich letech zaméfen na zkoumani rostlinnych extraktt, éterickych oleji a sekundarnich
metabolith také jako potencidlnich antimikrobidlnich latek. Metody pro stanoveni
antimikrobialni aktivity se d€li na difizni a dilu¢ni [88].
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2.7.1 Difazni metody — kvalitativni

Mezi kvalitativni metody stanoveni antimikrobidlni aktivity patii diskova difizni metoda
a gradientovd metoda E-test. Jedna se o techniky pouzivané pro stanoveni citlivosti daného
mikroorganismu na antimikrobialni latku.

2.7.1.1 Diskova difuzni metoda

Diskova difazni metoda (viz obrazek 10) byla vyvinuta v roce 1940. Je to jednoducha a Casto
pouzivand metoda pro rutinni testovani antimikrobidlni aktivity v mikrobiologickych
laboratotich [89].

Princip spoc¢iva v naockovani agarovych ploten testovanym mikroorganismem. Poté se
na povrch agaru umisti papirové disky o priméru piiblizné 6 mm, které jsou napustény
antimikrobialni latkou v pozadované koncentraci. Antimikrobidlni latka z papirového disku
béhem kultivace difunduje do agaru a inhibuje rist testovaného organismu z kultivacniho
média, pficemz vznikaji inhibi¢ni zony. Vyhodnoceni vysledkt se provadi méfenim inhibi¢nich
zon. Dle velikosti vzniklé inhibi¢ni zony jsou mikroorganismy rozdélovany na citlivé, sttedné
citlivé nebo rezistentni vii¢i pouzité antimikrobialni latce [88] [90].

Tato metoda neni vhodna pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), neni
totiz mozné kvantifikovat mnozstvi antimikrobialni latky, kterd difunduje do média. Vyhodou
diftzni diskové metody je jeji jednoduché provedeni, nizkd cena, moznost testovat Sirokou
Skalu mikroorganismu a snadna interpretace vysledku [88].

Obrazek 10: Diskova difiizni metoda [91]

2.7.1.2 Gradientova metoda (E-test)

Metoda antimikrobialniho gradientu kombinuje princip difuzni (kvalitativni) a dilucni
(kvantitativni) metody za ticelem stanoveni miniméalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika (MIC).
E-test (viz obrazek 11) je zaloZeny na vytvofeni koncentraéniho gradientu v okoli
antimikrobialniho Cinidla testovaného na agarovém médiu. Antimikrobialniho Cinidlo ma
podobu diagnostického prouzku, ve kterém se logaritmicky snizuje koncentrace 1é¢iva. Vznikla
inhibi¢ni zéna ma tvar kapky. V misté, kde kapka protind diagnosticky prouzek, je mozné
odecist hodnotu MIC [88].
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Tato metoda se pouziva pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik
a antimykotik. E-test je mozné pouzit také ke studiu kombinovaného ucinku dvou antibiotik.
Vyhodou je jednoduché pouziti, nevyhodou E-testu je vyssi cena [88] [92].

Obrazek 11: Gradientova metoda (E-test) [93]

2.7.2 Dilu¢ni metody — kvantitativni

Dilu¢ni metody jsou kvantitativni, pouzivaji se ke zjisténi miry citlivosti nebo rezistence.
K zékladnim metoddm pro stanoveni citlivosti patii agarovd diluéni metoda, dilu¢ni
mikrometoda a jiz zminény E-test. Diluéni metody se pouZivaji ke stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) nebo minimalni baktericidni koncentrace (MIB) antibiotika
na agarovych ¢i bujonovych pidach, ktera bude potiebna pro inhibici riistu sledované bakterie.
Pouzivana antibiotika jsou fedéna geometrickou fadou. Agarova dilu¢ni metoda je pouZzivana
jako referenéni metoda hodnotici citlivost jinych metod k antimikrobialnim latkam [91].

2.7.3 Antimikrobialni aktivita extrakti z rymovniku

Rostlinny extrakt z P. amboinicus vykazoval naptiklad antibakterialni aktivitu proti methicilin-
rezistentnimu Staphylococcus aureus (MRSA) na mys§im modelu [94] a bylo prokazano, ze
extrakty jsou ucinné také proti infekcim reprodukéniho traktu zpisobenym kmeny Candida
albicans, Proteus vulgaris a Klebsiella pneumoniae [95].

Extrakt vykazuje inhibi¢ni aktivitu proti parazitu Plasmodium berghei vyvolavajicimu
malarii. Eterické oleje z P. amboinicus obsahuji velké mnoZstvi monoterpentl, jako je limonen,
linalool, a-pinen, B-pinen, cymen, a-terpinen, dominantnimi jsou thymol a karvakrol. Tyto
slozky maji potencidl byt pomérné levnym a Setrnym prostiedkem ke kontrole a redukci
populace komarli prendSejicich maldrii a dalSi infekce, jako je virus zika, zlutd zimnice
a horecka dengue [8] [96].

Swamy a kol. [97] hodnotili antimikrobialni aktivitu extraktt z listd P. amboinicus
diftzni diskovou metodou. Test zahrnoval ¢tyfi bakterialni druhy, jmenovité Bacillus subtilis,
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
a kvasinku Candida albicans. Nejvyssi antimikrobidlni aktivita byla pozorovana
v methanolovém extraktu pro B. subtilis a S. aureus. Hexanové ani acetonové extrakty vsak
nedokazaly inhibovat rust E. coli.

Antibakterialni aktivitou hexanovych, ethylacetatovych, acetonovych, methanolovych
extraktd z lista P. amboinicus agarovou dilu¢ni metodou se zabyvali Bhatt a Negi [98]. Pro
studii byly pouzity ¢tyfi mikroorganismy: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia
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coli a Yersinia enterocolitica. Ze vSech extrakti vykazoval acetonovy extrakt nejnizsi hodnoty
minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) oproti testovanym kulturdm. Ackoli acetonovy
extrakt obsahoval mens$i mnozstvi fenolickych slozek nez ethylacetdtovy, vykazoval vyssi
antibakterialni aktivitu. Ve studii byla také prokazana vyssi rezistence gramnegativnich bakterii
ve srovnani s grampozitivnimi u vSech extraktl, coz je pficitano rozdiliim ve slozeni bunécné
stény.

V praci Hassani a kol. [99] byla zjistovana antimikrobialni aktivita éterického oleje z P,
amboinicus, izolovaného pomoci hydrodestilace, za pouziti difuznich testd na agarovém gelu.
Vysledky ukazaly, ze étericky olej z P. amboinicus i zde vykazoval vys$si antimikrobialni
aktivitu proti grampozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus) nez proti gramnegativnim
bakteriim (Escherichia coli). Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla 0,2 % pro E. coli a 0,1 %
pro S. aureus.

Sivaranjani a kol. [100] testovali methanolové a chloroformové extrakty z lista
Plectranthus amboinicus v koncentracich 50 mg-ml? a 100 mg-mlI? proti deviti bakteriim,
tj. Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Bacillus cereus,
kvasince Candida albicans, a plisnim Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus a Aspergillus
flavus. Methanolovy extrakt vykazoval nejvyssi antimikrobialni aktivitu proti K. pneumoniae
(MIC =35 mm pii koncentraci extraktu 100 mg-ml™?) a C. albicans (MIC =40 mm v 100
mg-ml-1). Naopak S. flexneri nevykazovala Z4dnou inhibici plisobenim methanolového
extraktu. V ptipadé chloroformového extraktu byla nejvyssi antibakterialni aktivita pozorovana
proti E. faecalis (MIC = 17 mm v 100 mg-mlI?) a B. cereus (MIC =17 mm v 100 mg-ml™).
Chloroformovy extrakt taktéz nebyl uc¢inny proti S. flexneri a P. aeruginosa. Ve studii bylo také
prokazano, ze ani jeden z extraktii nebyl u¢inny proti plisnim rodu Aspergillus, u nichz nebyla
zaznamenana zadna zona inhibice.

2.8 Metody stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek

Metody pro stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek jsou vétSinou zaloZeny
na oxida¢né-redukénich reakcich. Pouzivaji se tii spektrofotometrické metody [101]:

e Folin-Ciocalteu (FCM),

e Price a Butler (PBM),

e metoda s 4-aminoantipyrinem (AAPM).

V metod¢ Price a Butlera (PBM) dochézi k oxidaci fenolatového aniontu na fenolatovy
radikal a soucasné je hexakyanozelezitan redukovan na hexakyanozeleznatan za vzniku pruské
modii. Nékdy je tato metoda nazyvana také jako metoda pruskd modi. Je mozné ji pouzit
naptiklad pro kvantifikaci tfislovin ve vin¢ [102].

Metoda stanoveni s 4-aminoantipyrinem (AAPM) je zaloZena na reakci fenolid
reagujicich za ur¢itych podminek za vzniku barevnych komplexi.

2.8.1 Folin-Ciocalteu metoda

Pii  Folin-Ciocalteu metodé¢ (FCM) dochazi kredukci smési fosfomolybdenanu
a fosfowolframanu fenolickymi slou¢eninami za vzniku modrych produkti. Fenolické
slouceniny reaguji s Folin-Ciocalteu ¢inidlem pouze za bazickych podminek (za pouziti roztoku
uhli¢itanu sodného pii pH kolem 10). Vzniklé modré komplexy jsou sledovany
spektrofotometricky pti 750 az 765 nm. Vysledné naméien¢ koncentrace fenolovych sloucenin
ve vzorku jsou vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové dle kalibracni kiivky,
I proto je tato metoda n¢kdy nazyvana jako GAE (Gallic Acid Equivalent method). FCM je
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bézn¢ pouzivana pro stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek v rostlinnych
extraktech a stavach [101] [102].

Shamsul a Siti Fatimah Zahrah [103] se zabyvali vlivem varu na antioxida¢ni aktivitu,
celkovych obsah polyfenolickych latek (TPC) a celkovy obsah flavonoida (TFC)
Vv ethanolovych extraktech z listii Plectranthus amboinicus. Vzorky byly vafeny po dobu 30,
60, 90 a 120 minut. TPC v ethanolovych extraktech byl stanoven Folin-Ciocalteu metodou.
Jako standard byla pouzita kyselina gallova. Opticka hustota byla odectena spektrofotometricky
pii 765 nm. Obsah celkovych polyfenolickych latek ve vzorcich byl vyjadien jako miligram
ekvivalentu kyseliny gallové na gram extraktu (mg GAE-g?). TFC ve vzorcich byl stanoven
kolorimetrickou metodou pomoci chloridu hlinitého, kdy dochéazi k tvorbé barevného
komplexu, jehoz absorbance se odecita spektrofotometricky pii 506 nm. Jako standard byl
pouzit kvercetin. Celkovy obsah flavonoidii ve vzorcich byl vyjadien jako miligram
ekvivalentu kvercetinu na gram vzorku (mg QE-g™?). Zvyseni TPC a TFC v ethanolovych
extraktech beéhem varu silné€ korelovalo s antioxidacni aktivitou stanovenou metodami TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH a FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma).
Existuji dva mozné divody, pro¢ doSlo ke zvySeni antioxidacni aktivity po tepelném
zpracovani. Prvni je, ze nastala inaktivace enzymu polyfenoloxidazy, ¢imz doslo k inhibici
degradace polyfenolti. Druhym divodem mohla byt Maillardova reakce, probihajici jako
nasledek tepelného zpracovani, pti niz se rozkladaji polyfenolické latky a tvofi se latky nové
S vyssi antioxidacéni aktivitou.
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Obrdazek 12: Celkovy obsah polyfenolickych latek (TPC) a celkovy obsah flavonoidii (TFC)
V ethanolovych extraktech z listit Plectranthus amboinicus — prevzato z [103]

Ve studii Shamsul a Siti Fatimah Zahrah [103] zjistili, Zze TPC v extraktech z vafenych vzorku
po dobu 30, 60, 90 a 120 minut byl vyssi o 13,09 %, 27,65 %, 47,51 % a 67,13 %, v tomto
pofadi, nez v extraktech z nevatenych vzorkd na hladiné vyznamnosti 0,05. Podobny vzorec
byl také zaznamenan pro mnozstvi TFC, kdy v extraktech z vafenych vzorkd po dobu 30, 60,
90 a 120 minut byl vyssi o 42,85 %, 53,89 %, 75,99 % a 99,06 %, v tomto potradi, nez
v extraktech z nevafenych vzorki na hladin€ vyznamnosti 0,05 (viz obrazek 12).

El-Hawary a kol. [104] studovali obsah fenoli a tanind v listech, stoncich a kotfenech
P. amboinicus pomoci ¢inidel Folin-Ciocalteau a Folin-Denis.
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2.9 Metody stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Analytické metody pro stanoveni antioxidacni kapacity jsou rozliSovany do tii kategorii —
metody  spektrofotometrické, elektrochemické a  chromatografické.  Nejznaméjsi
a nejrozsirenéjsi spektrofotometrické metody jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

2.9.1 TEAC metoda — Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Metoda TEAC je zalozena na schopnosti vzorku zhaset kation-radikal ABTS™ ((2,2"-azino-
bis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). ABTS je peroxidazovy substrat, ktery pfi
oxidaci peroxylovymi radikdly za ptitomnosti peroxidu vodiku vytvaii intenzivné zbarveny
kation-radikdl ABTS™. Vyslednd antiradikdlova aktivita vzorku je srovnavéana
s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu. V disledku zhaSeni radikalu dochazi
ke zmé&nam v absorpénim spektru ABTS™" a mé&fi se absorbance pii vinové délce v rozmezi 600
az 750 nm, nejcastéji v§ak pti 734 nm [105] [106].

Pro oxidaci ABTS je mozné pouzit také chemickou latku, napiiklad peroxodisiran
draselny nebo oxid manganiéity. Pro stanoveni je mozno pouzivat dva postupy. Prvni postup
je, ze se antioxidant pfidava do reak¢ni smési, ve které je radikal ABTS™ jiZ pfitomen. Druhou
moznosti je generovani radikalu v reak¢éni smési za pfitomnosti antioxidantu [105].

Tato metoda je pouzivana nejéastéji pro snadné provedeni a moznost méfeni v Sirokém
rozmezi pH. Umoziiuje stanoveni hydrofilnich i lipofilnich antioxidantt, naptiklad karotenoida
a tokoferolu [106].

2.9.2 DPPH metoda

Principem metody DPPH je reakce testované latky se stabilnim radikdlem
difenylpikryphydrazylem DPPH ((1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Béhem reakce
dochazi k redukci radikadlu na DPPH-H. Intenzivni fialové zbarveni je zplisobeno piitomnosti
neparového elektronu na dusiku hydrazylu. PGsobenim antioxidacnich latek se intenzita
fialového zbarveni snizuje. Pribéh reakce je sledovan spektrofotometricky poklesem
absorbance pfi vinové délce 517 nm nebo metodou elektronové spinové rezonance [105].

Vyhodou metody vyuZivajici DPPH je jednoduché a rychlé provedeni. Nevyhodou je,
ze se DPPH rozpousti pouze v organickych rozpoustédlech. Neni vhodna pro stanoveni
hydrofilnich antioxidantd. Interference absorbance sloucenin ze vzorku mize komplikovat
kvantitativni analyzu [106] [107].

2.9.3 FRAP metoda - Ferric Reducing Ability of Plasma

FRAP se tadi mezi chemické metody stanoveni antioxidacni kapacity. Metoda je zaloZena
na schopnosti antioxidaénich latek redukovat zluty tripyridyltriazin Zelezity (Fe**-TPTZ)
namodry zeleznaty komplex (Fe?*-TPTZ). Vznikly modry komplex je stanovovan
spektrofotometricky pii vinové délce 593 nm a pii kyselém pH = 3,6 pro udrzeni rozpustnosti
zeleza. Metoda FRAP odrazi schopnost latek redukovat iont Fe®*, coz nemusi pozitivné
korelovat s celkovou antioxidaéni aktivitou vzorku [105] [106].

2.9.4 ORAC metoda — Oxygen Radical Absorbance Capacity

ORAC metoda je Siroce pouzivana pro méteni antioxidacni aktivity vitamind, fytochemikalii
a dalSich organickych i anorganickych sloucenin. Je to fluorescen¢ni metoda, jejimz principem
je vychytavani peroxylového radikélu antioxidanty ve vzorku. Peroxylovy radikal je indukovan
2,2-azobis-2-amidinopropan hydrochloridem pi#i 37 °C. Detekce je zalozena na sledovani
ubytku fluorescence B-fykoerytrinu po ataku radikdly. ORAC metoda se vyznacuje vysokou
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citlivosti a moznosti méfit antioxidacni aktivitu u hydrofilnich i lipofilnich latek. Limity metody
spocivaji v citlivosti na zmény teplot a pH [105] [106] [108].

2.9.5 CUPRAC metoda — Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity

CUPRAC metoda je zaloZena na redukci Cu®* na Cu* antioxidanty pfitomnymi ve vzorku. Pro
stanoveni se pouziva chromogenni oxida¢ni ¢inidlo komplex neokuproin s méd’natymi ionty.
Vznika oranzovo-zluty komplex, ktery je stanovovan spektrofotometricky méfenim absorbance
pti vinové délce 450 nm. Chromogenni oxidacni ¢inidlo je stabilnéj$i nez jina ¢inidla, naptiklad
ABTS, DPPH. Stanoveni probihad pfi neutralnim pH, je vhodné pro hydrofilni i lipofilni
latky [106].

2.9.6 Antioxidac¢ni aktivita extrakti rymovniku

Zakladnim sloZenim éterického oleje z listd P. amboinicus a jeho antioxidacni aktivitou
Vv zavislosti na ro¢nim obdobi se zabyvali Bezerra a kol. [68]. Jako extrakéni techniky byly
pouzity hydrodestilace a destilace vodni parou. Ve studii bylo ovéieno, ze éterické oleje ziskané
hydrodestilaci vykazovaly lepsi antioxida¢ni aktivitu. Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena
metodou DPPH. Vzorky sbirané v dubnu 2014 a v fijnu 2014 vykazovaly nejlepsi hodnoty
inhibi¢nich koncentraci (ICso) 132,6 mg-1™ a 125,0 mg-1, coz bylo pravdépodobné zptisobeno
vysokou koncentraci karvakrolu. Ve vzorku rostliny Sebraném V Cervenci 2014 nebyla
pozorovana vyznamna antioxidacni aktivita. Vzorky ziskané v lednu 2015 vykazovaly nejhorsi
hodnoty ICso = 352,1 mg-I™ pii hydrodestilaci a 1Cso = 595,0 mg-I"! pti destilaci vodni parou.

Hasibuan a kol. [109] se zabyvali antioxida¢nimi vlastnostmi ethylacetatovych frakci
z listt Plectranthus amboinicus. Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla pouzita metoda
DPPH. Jednotlivé frakce vykazovaly hodnoty antioxidacni aktivity v rozmezi od 124
do 137 mg-I2.

Shamsul a Siti Fatimah Zahrah [103] se zabyvali vlivem varu na antioxidac¢ni aktivitu
v ethanolovych extraktech z listi Plectranthus amboinicus, pro jejiz stanoveni pouzili metody
TEAC, DPPH a FRAP. Vice informaci je popsano v kapitole 2.8.1.

2.10 Stanoveni aromaticky aktivnich latek

Tékave aromatické latky je mozZné stanovit bud’ analytickymi technikami, naptiklad plynovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii, nebo olfaktometrickymi technikami. Olfaktometrie
je zaloZena na hodnoceni intenzity pachu jednotlivych slozek smési a je provadéna skupinou
odbornikt. Na rozdil od chemické analyzy touto metodou nelze identifikovat ptesné chemické
slozeni [110].

2.10.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Micro Extraction — SPME) je izola¢ni metoda, ktera
byla vyvinuta v roce 1989 Arthurem a Pawliszynem. VVzhledem k jednoduchosti, spolehlivosti,
rychlosti a piesnosti je SPME c¢asto pouzivana v kombinaci s plynovou a kapalinovou
chromatografii s hmotnostni nebo UV detekci. Odbér, extrakce a zakoncentrovani vzorku je
sjednoceno do jediného kroku bez ptitomnosti rozpoustédel. Principem je sorpce slozky vzorku
na stacionarni fazi, kterd pokryva kemenné vlakno nachazejici se uvnitt kovové jehly. Vldkno
dokaze zachytit t¢kavé i netekavé slozky z plynnych, kapalnych a pevnych vzorka [111] [112].

Proces je rozdélen do dvou ¢asti. V prvni je analyt extrahovan na kfemenné vlékno,
a nasledné dochazi k desorpci ve chromatografu. Jehla s vlaknem (viz obrazek 13) je zasunuta
do vzorku, po ustaveni sorpéni rovnovahy se vlakno zatahne zpét do jehly, a nakonec je vlozeno

35



do nastfikového prostoru v chromatografu. Vysledky ziskané touto metodou mohou byt
ovlivnény polaritou a tloustkou vrstvy na povrchu vlakna, vzorkovaci metodou, iontovou silou
roztoku, pH amichanim vzorku. Jehla mize byt potazena riznymi materialy, naptiklad
polydimethylsiloxanem, carboxenem, divinylbenzenem, polyakrylonitrilem nebo carbowaxem
v riznych tloustkach [113].

Pist

= Plast
. Pistovy pojistny sroub
| Z-driha

Jehla k propichnuti

Posuvny nadstavec
- septa

Trubicka

G g upeviiujici vlakno

Tésnici septum

Kiemenné vldkno

Obrazek 13: SPME vidkno [113]

2.10.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC) je fyzikalné-chemicka technika separace
smési latek, zaloZena na distribuci latek mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi je inertni
nosny plyn, jako je dusik, helium nebo vodik. Pii vstfikovani smési latek na vstup kolony je
kazda slozka smési nosnym plynem nesena smérem k detektoru. Aby doslo k oddé€leni, musi
byt soucasti kolony stacionarni faze. V zavislosti na tom, zda je staciondrni faze pii své
pracovni teploté pevna nebo kapalna, je mozno rozlisit plynovou absorpéni chromatografii
(Gas-solid Chromatography — GSC) a plynovou rozdélovaci chromatografii (Gas-liquid
Chromatography — GLC). Jednim z prvnich pouziti plynové chromatografie ve forenzni védé
byla analyza drog. Aby bylo moZzné provést analyzu, musi mit slouceniny relativné vysoky tlak
par. Mnoho sloucenin lze analyzovat v jejich pfirozené formé, jiné je tfeba derivatizovat, aby
byly dostatecné tékavé, méné polarni a/nebo tepelné stabilngj$i. Distribuce molekul mezi
stacionarni a mobilni fazi je definovana distribu¢nimi konstantami [114] [115].

Plynova chromatografie je pouZivana v kombinaci se specifickymi a citlivymi
detektory, napiiklad s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) nebo detektorem plameno-
ionizacnim (GC-FID). Lze analyzovat tepeln¢ stabilni latky, jejichz molekulova hmotnost je
mensi nez 1000 Da a teplota varu neptesahuje 500 °C. Je to metoda vhodna pro stanoveni plynt,
nedisociovanych kapalin, pevnych organickych molekul a organokovovych latek. Naopak neni
vhodnd pro stanoveni makromolekularnich latek, organickych a anorganickych
soli [116] [117].

Plynova chromatografie dokaze odd¢lit mnoho tékavych a polotékavych sloucenin, ale
ne vzdy je detekuje, zatimco hmotnostni spektrometrie mize detekovat mnoho sloucenin, ale
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ne vzdy je oddéluje. Pocateni obavou pii spojeni téchto dvou technik byly vyznamné rozdily
Vv tlacich, protoze plyn opoustéjici plynovy chromatograf ma tlak kolem jedné atmosféry
(101 325 Pa), zatimco hmotnostni spektrometrie pracuje ve vakuu [118].
Zpusob ionizace ve hmotnostni spetrometrii (MS) je volen podle skupenstvi analyzované latky:
e elektronova (EI) nebo chemicka ionizace (CI) pro plynné vzorky,
e clektrosprej (ESI), chemickda ionizace (APCI) nebo fotoionizace (APPI)
za atmosférického tlaku pro kapalné vzorky,
e laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice (MALDI) pro vzorky v pevném
skupenstvi.

Vzniklé¢ ionty jsou v hmotnostnim spektrometru analyzovany iontovou pasti,
kvadrupdlovym analyzatorem nebo analyzatorem doby letu. Detektor poskytne pro kazdou
slozku hmotnostni spektrum, které je mozné identifikovat porovnanim s knihovnou spekter
V pocitaci [119].

Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci je Casto pouzivana
V biochemickych analyzich ke stanoveni mastnych kyselin, aminokyselin a organickych
kyselin v mo¢i, séru nebo plazmé [120]. GC-MS lze vyuzivat také pro kvalitativni
a kvantitativni analyzu kontaminujicich latek a rezidui. Uplatnéni ma i pfi odhalovani falSovani
potravin, coz potvrdili Tsimidou a kol. [121], ktefi touto metodou identifikovali pFidani
diethylenglykolu do vina a ethylenoxidu do kofeni.

Aplikace na analyzu rymovniku a tékavé latky v ném identifikované jsou uvedeny
v kapitole 2.5.1.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje

Analytické digitalni vahy HELAGO, GR—-202-EC, Italie

Plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Gaithersburg, Maryland, USA

Vyhodnocovaci systém Xcalibur 2.2 Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA
SPME vlédkno DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA
Vortex Vitrum Heidolph Reax Top, USA

Susarna Memmert, Némecko

Spektrofotometr Helios Gamma & Delta Spectronic Unicam, USA

Autoklav Vaposteri, BMT, CR

Inkubator LTE Scientific Ltd, Velka Britanie

Inkubator Binder BD 115, USA

BéZné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Chemikalie

Ethanol 96% p.a, Penta chemicals unlimited, CR

Uhli¢itan sodny bezvody p.a, Central chem, SR

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich, USA

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Sigma-Aldrich, USA

Peroxodisiran draselny p.a, Lach-ner, CR

ABTS  (2,2'-azino-bis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazolin-6-sulfonova  kyselina)),
Sigma-Aldrich, USA

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), Sigma-
Aldrich, USA

3.3 Analyzované vzorky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly analyzovany vzorky byliny rymovniku
(Plectranthus amboinicus) z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Bylina byla vypéstovana
Vv laboratornich podminkach. Pro experiment byly pouzity Cerstvé listy i stonky rymovniku
nasekané nozem na Castice o velikosti 3 az 5 mm (viz obrazek 14).
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Obrazek 14: Nasekany vzorek rymovniku pro maceraci

Extrakty z rymovniku byly pfipraveny metodou macerace. Zvolené mnozstvi nasekaného
rymovniku bylo spole¢n¢ s rozpoustédlem umisténo do Erlenmayerovych ban¢k, piikryto
alobalem a ponechéno pfi laboratorni teploté ¢1 vyssich teplotach v susarné po zvolenou dobu.
Po ukonceni macerace byly rymovnikové extrakty zfiltrovany a uchovany v lednici.

S ohledem na maximalni zisk bioaktivnich sloucenin, senzoricky a nutri¢né cennych
slozek byla provedena optimalizace podminek macerace (viz kapitola 4.1).

3.4 Stanoveni vybranych vlastnosti extrakti

U dil¢ich extrakti byl v ramci optimalizace stanoven vzdy profil aromatickych latek a obsah
celkovych polyfenolickych latek. Na zaklad¢ téchto vlastnosti byly vyhodnoceny podminky,
za kterych byl pfipraven optimalni extrakt, u néhoz byla navic stanovena také antioxidacni
aktivita metodou TEAC a antimikrobialni aktivita.

3.4.1 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek

Celkovy obsah polyfenolickych latek byl stanoven Folin-Ciocalteu metodou
spektrofotometricky pii vinové délce 750 nm.

3.4.1.1 Piiprava standardniho roztoku kyseliny gallové

Byl piipraven standardni roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g-I*. Na analytickych vahach
bylo navazeno 0,025 g kyseliny gallové. Navazka byla kvantitativné prevedena do odmérné
banky 0 objemu 25 ml. Roztok byl dopInén destilovanou vodou po rysku.

3.4.1.2 Priprava 7,5% roztoku uhlic¢itanu sodného

Byl ptipraven 7,5% roztok uhli¢itanu sodného. Na analytickych vahach bylo navazeno 7,5 g
uhli¢itanu sodného. Navazka byla rozpusSténa v 95 ml destilované vody a kvantitativné
prevedena do odmérné banky na 100 ml. Roztok byl doplnén destilovanou vodou po rysku.

3.4.1.3 Priprava kalibracni Fady

Pro ptipravu kalibrac¢ni fady byl pouzit standardni roztok kyseliny gallové o koncentracich:

0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,25:; 0,50 mg-ml'l. Absorbance byla méfena pti 750 nm proti slepému

vzorku. Pfed stanovenim byl pfipraven zfedény roztok Folin-Ciocalteu ¢inidla v poméru 1 : 9.
Do zkumavek bylo napipetovano 1 ml desetkrat ziedéného Folin-Ciocalteu ¢inidla, 1 ml

destilované vody a 100 pl kalibraéniho standardu. Roztoky byly promichdny na vortexu. Po péti
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minutach byl do kazdé zkumavky napipetovan 1 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a obsah
byl promichan. Vzorky byly ponechiny 45 minut v temnu, nésledné¢ byly opét promichany
a byla prométena jejich absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 750 nm oproti
slepému vzorku. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym zptisobem jako kalibra¢ni fada, avSak
misto kalibra¢niho standardu bylo ptidano 100 pl destilované vody.

1.4 y = 2,8386x + 0,0162
R? = 0,9985

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

.ml-1
Ckyselina gallova [mg ml ]

Graf 1: Kalibracni zavislost absorbance kyseliny gallové na jeji koncentraci

3.4.1.4 Priprava vzorkii
Samotné vzorky extraktli pro méfeni byly pfipraveny obdobnym zptisobem. Do zkumavky bylo
napipetovano 1 ml desetkrat zfedéného Folin-Ciocalteu ¢inidla, 1 ml destilované vody a 100 pl
extraktu vzorku. Roztoky byly promichany na vortexu. Po péti minutach byl do kazdé
zkumavky napipetovan 1 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a obsah byl promichan. Vzorky
byly ponechany 45 minut v temnu, nasledné¢ opét promichdny a byla proméfena jejich
absorbance na spektrofotometru pfi vlnove délce 750 nm oproti slepému vzorku. Slepy vzorek
byl pfipraven stejné, avSak misto vzorku byl pfidano 100 pl destilované vody.

Z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky, zobrazené na grafu 1, byla vypocitana koncentrace
celkovych polyfenolickych latek ve vzorcich extraktl jako ekvivalent kyseliny gallové v mg
na gram rostliny (mgeae-g™t). Stanoveni bylo provedeno pro kazdy vzorek tiikrat.

3.4.2 Stanoveni aromatickych latek

V diléich extraktech v ramci optimalizace i v optimalizovanych extraktech bylo provedeno
stanoveni aromaticky aktivnich latek. Pro stanoveni byla pouZita metoda headspace
mikroextrakce tuhou fazi s plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem (HS-SPME-
GC-MS).

3.4.2.1 Priprava vzorkit pro méieni

Pro méteni bylo vzdy 2 ml extraktu napipetovano do vialky a uzavieno kovovym Sroubovacim
uzavérem s plynotésnym septem. Vialka byla vlozena do autosampleru a byla spusténa analyza.
Identifikace aromatickych latek byla zaloZena na porovnani reten¢nich ¢asii a hmotnostnich
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spekter s proméfenymi standardy a s dostupnou knihovnou spekter. Obsah aromatickych
slou¢enin ve vzorcich byl uréen semikvantifikaci z plochy identifikovanych pikd.

Podminky SPME extrakce

Doba inkubace (temperovani) 10 minut

Teplota extrakce a inkubace (teplota o

agitatoru) 40°C

Doba extrakce 20 minut

Agitator zapnuty 5 sekund

Agitator vypnuty 60 sekund

Podminky GC-MS analyzy

Kapilarni kolona TG-WaxM$S

Rozmeéry kolony 30m x 0,25 mm x 0,5 pm

Teplota injektoru (desorpce) 240 °C

Doba desorpce 20 minut

Davkovani splitless, ventil uzaviren 10 minut

Nosny plyn helium

Priitok nosného plynu 1 ml'min?

Teplotni program 40 °C s vydrzi 1 min., vzestupny gradient
5 °C/min do 220 °C s vydrzi 22 minut

Celkova doba analyzy 60 minut

Hmotnostni detektor v médu EI

Energie ioniza¢nich elektronii 70 eV

Teplota iontového zdroje 200 °C

Skenovaci rozsah m/z 30-370 amu

Rychlost skenovani 0,2s

3.4.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity optimalizovaného extraktu

Antioxidacni aktivita ziskaného optimalizovaného extraktu byla stanovena metodou TEAC. Je
to metoda, pii niz se testuje schopnost vzorku zhaset kation-radikal ABTS".

3.4.3.1 Piiprava ABTS™
Rozpusténim ABTS v destilované vodé bylo ptipraveno 10 ml roztoku ATBS o koncentraci 7
mmol-I. Po reakci s 2,45 mmol-I" peroxodisiranu draselného byl ptipraven radikalovy kation
ABTS™". Takto pfipraveny roztok byl ponechan ve tmé a chladu po dobu 12 hodin.

Pfed pouzitim byl roztok ABTS™" zfedén 60% ethanolem na absorbanci 0,7 + 0,02 p¥i
vlnové délce 734 nm (mefeno proti ethanolu) a ndsledné byl pouzivan pouze tento roztok.
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3.4.3.2 Priprava kalibracni rady

Byl ptipraven standardni roztok Troloxu o koncentraci 1 g-1"%. Z tohoto roztoku byla ptipravena
fada osmi kalibraénich roztokt o koncentracich 50-400 pug-ml™.

Do zkumavky bylo nejprve napipetovano 10 pl destilované vody a 1 ml zfedéného roztoku
ABTS'" a byla zméfena absorbance pii 734 nm v Case 0 (Ao). Pii dalsich méfenich bylo
ve zkumavce smichano 10 pl roztoku z kalibraéni fady a 1 ml zfedéného roztoku ABTS™.
Vzorek byl promichan a uchovan 10 minut ve tmé. Po uplynulych 10 minutach (A1o) byla
zméfena absorbance. Vysledna absorbance byla vypocitana podle rovnice (1).

A = Ay - Aqo
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y = 0,0013x
R> = 0,9866

o
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Ctrolox [Mg‘ml'l]

Graf 2: Kalibracni zavislost absorbance Troloxu na jeho koncentraci

3.4.3.3 Piiprava vzorkii
Ve zkumavce bylo smichano 10 pl extraktu a 1 ml zfedéného roztoku ABTS™. Vzorek byl
promichan auchovan 10 minut ve tm¢. Po uplynulych 10 minutach (A1) byla zméfena
absorbance. Vysledna absorbance byla vypocitana podle rovnice (1).

Vyslednd antioxidaéni aktivita vzorki se vyjadiuje ekvivalentnim mnoZstvim Troloxu
(TEAC) v ug-ml1. Podle rovnice (2) bylo vypo¢itino také procento zhaseni radikalu.

A s Ag - Aqg
zhaseni radikalu (%) = 100 - —
0

)
3.4.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity optimalizovaného extraktu
Antimikrobidlni aktivita ziskaného optimalizovaného extraktu byla stanovena diflzni
jamkovou metodou. Jako testovaci mikroorganismy byly vybrany dva druhy bakterii —
grampozitivni Bacillus cereus, gramnegativni Escherichia coli, a kvasinka Candida glabrata.
Vsechny pouzité mikroorganismy pochazi z Ceskeé sbirky mikroorganismd.
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B. cereus a C. glabrata byly nejprve zaockovany na Sikmy agar a kultivovany tyden pfi teploté
25 °C. Nasledné byly pteockovany z Sikmého agaru do bujonu, ktery byl kultivovan 24 hodin
pfi teploté 25 °C. Stejny postup byl zvolen také s E. coli, kultivace vsak probihala pfi teploté
37 °C.

3.4.4.1 Priprava kultivacnich médii

Pro kultivaci bakterii Bacillus cereus a Escherichia coli byl pouzit masopeptonovy agar
(Nutrient Agar No.2) od vyrobce HiMedia Laboratories. Slozeni média je popsano v tabulce 5.
Kultiva¢ni médium bylo pfipraveno rozpusténim 8 g agaru v 200 ml destilované vody
v Erlenmayerové baiice. Sterilizace média probé&hla v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20
minut.

Tabulka 5: Slozeni kultivacniho média Nutrient Agar No.2

Slozka Obsah (g-1)
Masovy pepton 10,0
Hovézi extrakt 10,0
Chlorid sodny 50

Agar 15,0

Pro kultivaci kvasinky Candida glabrata byl pouzit sladinovy agar (Malt Extract Agar Base)
od vyrobce HiMedia Laboratories. Slozeni média je popsano v tabulce 6. Kultiva¢ni médium
bylo pfipraveno rozpusténim 7,5 g agaru v 150 ml destilované vody v Erlenmayerové barice.
Sterilizace média probéhla v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 6: Slozeni kultivacniho média Malt Extract Agar Base

Slozka Obsah (g-1)
Sladovy extrakt 30,0
Mykologicky pepton 50
Agar 15,0

3.4.4.2 Ovéieni antimikrobidlni aktivity
Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byla zvolena diftizni jamkova metoda. Princip spociva
v difuzi ptipraveného extraktu do agaru s naoCkovanym testovanym mikroorganismem.
V piipadé potlaceni ristu mikroorganismu dojde k vytvofeni tzv. inhibi¢ni zony.
Vysterilizované kultivaéni médium bylo zchlazeno na teplotu cca 45 °C. Do 200 ml
vychlazeného masopeptonového agaru byly napipetovany 2 ml bujonu, ktery obsahoval 24
hodinovou kulturu bakterii B. cereus nebo E. coli. Pti testovani kvasinky bylo do 150 ml
sladinového agaru napipetovano 1,5 ml bujonu obsahujiciho C. glabrata. Pfipravena inokula
byla promichana a rozlita do Petriho misek. Pro Escherichia coli bylo tieba pfelit jiz ztuhlé
médium s inokulem dal$i vrstvou masopeptonového agaru bez inokula, protoze se jedna
o0 fakultativn€ anaerobni mikroorganismus. Po ztuhnuti byly do agarovych ploten vyvrtany ¢tyfi
jamky sterilnim korkovrtem. Do tii jamek bylo napipetovano 100 ul zkoumaného extraktu,
Ctvrta jamka byla kontrolni a bylo do ni pipetovano 100 ul 40% ethanolu kvuli ovéfeni
antimikrobialni aktivity daného rozpoustédla. Takto ptipravené Petriho misky s B. cereus a C.
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glabrata byly kultivovany pii 25 °C po dobu 72 hodin, v ptipad¢ E. coli probihala kultivace pti
37 °C. Antimikrobialni aktivita byla vyhodnocena métenim priiméru inhibi¢ni zony S piesnosti
na milimetr.

3.5 Statistické zpracovani vysledkii

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny pomoci programu MS Excel a Statistica 13.
Vysledky jsou vyjadieny ve tvaru primér = smérodatnd odchylka, pfiCemz méfeni byla
opakovana dvakrat (n = 2).

Pro zjisténi rozdill mezi vzorky byla pouzita parametrickd jednofaktorovéd analyza
rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) s vyuzitim Tukeyho HSD-testu a Kruskal-Wallistiv
test. Pfi zpracovani vysledki obsahu polyfenolickych sloucenin v dil¢ich extraktech byly
predpokladany dvé hypotézy:

e Ho— mezi ziskanymi vysledky neni statisticky vyznamny rozdil,

e Ha— mezi ziskanymi vysledky existuje statisticky vyznamny rozdil.

Nejprve byla provedena deskriptivni analyza se zamétenim na Shapiro-Wilktv test pro zjisténi
normalni ¢i nenormalni distribuce dat.

U dat s normalni distribuci (typ rozpoustédla, navazka vzorku a teplota extrakce) byl
proveden test homogenity rozptylu (Brown-Forsythtv test) a jednofaktorova parametricka
analyza rozptylu ANOVA s vyuzitim Tukeyho HSD-testu.

U doby extrakce byla zjisténa nenormalné distribuovana data, proto bylo nutné zvolit
jednofaktorovou neparametrickou ANOVU, tj. Kruskal-Wallisuv test. U neparametrickych
testd neni mozné pouzit Tukeyho test, proto se jako alternativa pouziva funkce vicendsobné¢ho
porovnani p-hodnot. Veskeré testovani bylo provedeno na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je soucasti rozsahlé studie zabyvajici se moznosti ziskavani extraktii biologicky
aktivnich latek z vybranych druhti ptirodnich rostlinnych materiéli a jejich aplikaci do potravin,
kosmetickych a jinych vyrobki.

Podstatou této diplomové prace byla optimalizace podminek pro ptipravu extrakti z rostliny
P. amboinicus se zaméfenim na maximalni zisk bioaktivnich slou¢enin. Na zakladé studia
literatury a provedenych piedbéznych experimentii byla jako extrakéni metoda zvolena
jednoducha macerace.

V ramci optimalizace podminek se tato prace zaméfuje na vliv teploty, doby extrakce,
koncentrace rozpoustédla a hmotnosti navazky rostlinného materidlu na vybrané vlastnosti
extraktu. Podminky, pii nichz byl pfipraven extrakt obsahujici nejvice tékavych latek
a celkovych polyfenolt, byly vyhodnoceny jako optimalni. Tyto podminky byly nasledné
zkombinovany a pouzity pro piipravu optimalniho extraktu. Ptipraveny optimalni extrakt byl
opét charakterizovan z hlediska obsahu aromatickych latek, celkovych polyfenolickych latek,
a navic také antioxidac¢ni a antimikrobidlni aktivity.

4.1 Optimalizace podminek macerace

Na zékladé¢ studia literatury a provedenych pfedbéznych experimentl byly optimalizovany Ctyfi
faktory, které¢ vyznamné ovliviwji vytézek cilenych latek: teplota a doba extrakce/macerace,
koncentrace rozpoustédla a pomér hmotnosti rostlinného materidlu ku mnozstvi rozpoustédla.
Kazdy vzorek v ramci optimalizace byl pfipraven ve dvou opakovénich.

Pro ptipravu extraktl byla testovana teplota 20, 40 a 60 °C. Jako rozpoustédlo byla pouzita
voda a ethanol o koncentracich 40 a 80 %. Navazka rymovniku na 100 ml rozpoustédla byla
10, 20 a 30 g a doba extrakce 20, 40 a 60 minut. Podminky zvolené k provedeni experimentu
jsou piehledné znazornény v tabulce 7.

Jako kritéria kvality ziskanych extrakt byl sledovan vzdy profil tékavych latek a obsah
polyfenolickych sloucenin. T¢kavé slouceniny a jejich obsah jsou zakladnim ukazatelem
senzorické kvality ziskaného extraktu, obsah polyfenoltl souvisi s antioxida¢ni aktivitou, a tedy
pfedpokladanou nutri¢ni hodnotou extraktu.

Tabulka 7: Optimalizované parametry

¢islo vzorku teplota [°C] ¢as [min] Crozpoustédla [%0] | Mnavazky [9/100 ml]
1 20 20 40 10
2 20 40 40 10
3 20 60 40 10
4 20 60 0 10
5 20 60 40 10
6 20 60 80 10
7 20 60 40 10
8 20 60 40 20
9 20 60 40 30
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Tabulka 7: Optimalizované parametry — pokracovani

¢islo vzorku teplota [°C] ¢as [min] Crozpoustédia [%0] | Mnavazky [9/100 ml]
10 20 60 40 10
11 40 60 40 10
12 60 60 40 10

4.1.1 Obsah polyfenolickych sloucenin v dil¢ich extraktech

Pro stanoveni obsahu celkovych polyfenoli byla pouzita Folin-Ciocalteu metoda, kazdy vzorek
byl analyzovan tiikrat.

4.1.1.1 Vliv doby extrakce

Pro sledovani proménného parametru doby extrakce byl zvolen ¢as 20, 40 a 60 minut. Ostatni
parametry extrakce byly neménné, tzn. teplota byla nastavena na 20 °C, koncentrace ethanolu
byla 40 % a hmotnost pouZitého rostlinného materialu byla 10 g na 100 ml rozpoustédla.

Pti delsi dobé macerace 1ze ocekavat vyssi vytézek biologicky ucinnych latek, nicméné
vyextrahovan pii dob& extrakce 20 minut. Naopak nejvys$s§i mnozstvi polyfenoll 0,49
mgcae-g ! bylo zjisténo pti dobé extrakce 40 minut. Naméfené vysledky jsou prezentovany
v tabulce 8 a grafu 3. K dosazeni maximalniho vytézku polyfenolickych latek tedy staci 40
minut macerace.

Tabulka 8: Priimerny obsah polyfenolii ve vzorcich po dobé extrakce 20, 40 a 60 minut.
Hodnoty ve sloupci ozrnacené jinym pismenem (a, b) se podle porovnani p-hodnot statisticky
vyznamné lisi (p < 0,05).

. Cpolyfenoly [mgGEA'g'l] + SD )
Cas [min] Min [mgeea-g?] | Max [mgcea‘g™]
vzorky A vzorky B
20 0,16a+ 0,00 | 0,19a+ 0,04
40 0,49b £ 0,01 0,46a + 0,03 0,16 0,49
60 0,41ab + 0,02 | 0,44a+ 0,02
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Graf 3: Priumérny obsah polyfenolit ve vzorcich pri dobé extrakce 20, 40 a 60 minut
v mgeaeg™

4.1.1.2 VIliv typu rozpoustédla
Pii optimalizaci typu (koncentrace) rozpoustédla byla zvolena koncentrace ethanolu 0 %
(tj. destilovana voda), 40 % a 80 %. Ostatni parametry extrakce zlstaly nezménény, tzn. teplota
byla nastavena na 20 °C, doba extrakce 60 minut a hmotnost pouzitého rostlinného materialu
byla 10 g na 100 ml rozpoustédla.

Nejvyssi mnozstvi polyfenolti 0,52 mgeae-g™ bylo zjisténo pii pouziti 80% ethanolu.
Naopak nejméné polyfenoltt (0,05 mgeae-g™) bylo vyextrahovano pfi pouZiti vody jako
rozpoustédla. Namétené vysledky jsou prezentovany v tabulce 9 a grafu 4. Vyssi koncentrace
ethanolu tedy poskytuje vyssi vytézky polyfenolickych latek.

Tabulka 9: Priimérny obsah polyfenolii ve vzorcich pri koncentraci rozpoustédla 0, 40
a 80 %. Hodnoty ve sloupci oznacené jinym pismenem (a, b, c) se podle Tukeyho testu
statisticky vyznamné lisi (p < 0,05).

Cmpgugtédla Cootyenoty [MgoEAG7] + SD Min [mgeea-g?l] | Max [mgeea-g?]
[%6] vzorky A vzorky B
0 0,21a + 0,03 0,05a + 0,01
40 0,29ab + 0,08 | 0,31b +0,05 0,05 0,52
80 0,41b £ 0,03 0,52¢ + 0,03
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Graf 4: Prumérny obsah polyfenolii ve vzorcich pri pouziti rozpoustédla o koncentraci 0, 40
a80%yv mgGAE-g‘l

4.1.1.3 Vliv navaZky vzorku
Pfi zkoumani vlivu navazky, resp. poméru navazka vs. rozpoustédlo, byly zvoleny podminky:
teplota 20 °C, doba extrakce 60 minut a rozpoustédlo 40% ethanol. Ménicim se faktorem byla
hmotnost navazky, 10, 20 nebo 30 g na 100 ml rozpoustédla.

Nejvyssi mnozstvi polyfenolii 0,33 mgeae-g™ bylo identifikovano pfi pouziti navazky
10 g rostliny. Naopak nejméné polyfenoli 0,16 mgcae-g™ bylo zjisténo pfi pouziti nejvyssi
navazky 30 g na 100 ml rozpoustédla. Namétené vysledky jsou prezentovany v tabulce 10
a grafu 5. Jak je vidét, vytézek celkovych polyfenold se piekvapiveé snizoval s niz§im objemem
rozpoustédla, resp. veétSim mnozZstvim vzorku, nejvyssi vytézek byl ziskan pii poméru
navazka/rozpoustédlo 1 : 10.

Tabulka 10: Primeérny obsah polyfenolii ve vzorcich pri navazce 10, 20 a 30 g rvmovniku
na 100 ml rozpoustédla. Hodnoty ve sloupci oznacené jinym pismenem (a, b, c¢) se podle
Tukeyho testu statisticky vyznamné lisi (p < 0,05).

Musvizky [g] | Ceolvieroly [MgaEa-g™] + SD Min [mgeea-g?] | Max [mgeea-g?]
na 100 ml vzorky A vzorky B

10 0,33a+ 0,03 0,32a+ 0,01

20 0,23b £ 0,01 0,24b + 0,01 0,16 0,33

30 0,22b + 0,03 0,16¢c + 0,01
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Graf 5: Priumérny obsah polyfenolii ve vzorcich pri navazce 10, 20 a 30 g rymovniku na 100
ml rozpoustédla

4.1.1.4 Vliv teploty extrakce
Pro sledovani vlivu teploty na vlastnosti vysledného extraktu byla zvolena teplota 20, 40
a 60 °C. Ostatni parametry byly neménné. Doba extrakce byla nastavena na 60 minut,
koncentrace ethanolu jako rozpoustédla 40 % a hmotnost pouzitého rostlinného materialu 10 g
na 100 ml rozpoustédla.

Lze ptredpokladat vyssi zisk fenoll s vyssi teplotou, coz se také potvrdilo. Nejvyssi
mnozstvi polyfenolii 0,61 mgcae-g™ bylo identifikovano pfi pouiti teploty 60 °C. Naopak
nejmensi obsah polyfenoltl byl 0,23 mgcae-g™ pfi teploté 20 °C. Naméfené vysledky jsou
prezentovany v tabulce 11 a grafu 6. Na druhou stranu aplikace pfili§ vysoké teploty vSak neni

vhodna, protoze mtize dochazet k degradaci polyfenolickych sloucenin.

Tabulka 11: Priimérny obsah polyfenolii ve vzorcich pri teploté 20, 40 a 60 °C. Hodnoty
ve sloupci oznacené jinym pismenem (a, b, c) se podle Tukeyho testu statistiCky vyznamné lisi
(p < 0,05).

Cpolyfenoly [mgGEA°g'l] + SD

Min [mgcea-g?]

Max [mgcea-g?]

Teplota [°C]
vzorky A vzorky B
20 0,23a+ 0,04 0,25a + 0,03
40 0,43b £ 0,03 0,39b £ 0,01 0,23 0,61
60 0,61c £+ 0,05 0,51c £ 0,03
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Graf 6: Prumeérny obsah polyfenolit ve vzorcich pri teploté 20, 40 a 60 °C

4.1.2 Obsah tékavych latek v dil¢ich extraktech

Pro stanoveni profilu tékavych latek byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS. Kombinace
plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem byla zvolena z nasledujicich davodu.
Plynova chromatografie se pouziva k separaci jednotlivych slozek pomoci teploty
Vv pfiméfeném case tak, aby mohly byt studovany nezavisle na ostatnich latkach. Podminkou
plynové chromatografie je skutecnost, Ze oddélené molekuly musi byt v plynném skupenstvi.
Plynova chromatografie neni vhodna technika pro zkoumani samotnych rostlin, protoze vétSina
sloucenin, které jsou jejich soucasti, neni v plynném skupenstvi. Po provedeni extrakce z této
rostliny vznikaji éterické oleje, které obsahuji stovky t€kavych molekul, které snadno prechazi
do plynné faze. Proto je tento typ chromatografie vhodny pro studium éterickych oleju.
Samotny plynovy chromatograf pouze separuje a uvoliiuje jednotlivé molekuly, ale neposkytuje
informace o povaze a obsazeném mnoZzstvi jednotlivych latek pfitomnych v esencidlnich
olejich. Ke zkoumani téchto separovanych molekul slouzi pravé hmotnostné spektrometricky
detektor [122].

GC-MS dokédze identifikovat vétSinu tékavych sloucenin, cizorodych latek
a kontaminanti. Naopak vétSinou neni mozné detekovat pesticidy, netékavé slouceniny a tézké
kovy a nelze urcit, zda ma detekovana sloucenina piirodni nebo synteticky ptvod.

Vysledky popsané v této Kkapitole jsou piehledné prezentovany v tabulce 12
anagrafu7, grafu 8 a grafu 9. Obsah aromatickych latek ve vzorcich byl urcen
semikvantitativné z plochy identifikovanych pikii a je prezentovan jako procento z celkové
plochy pikd.

4.1.2.1 Vliv doby extrakce

Pii optimalizaci doby extrakce bylo z rymovnikovych extrakti metodou HS-SPME-GC-MS
identifikovano po 20 minutach 40 sloucenin, po 40 minutach 43 slou¢enin a po 60 minutach 48
sloucenin. Dominantni zastoupeni v pfipravenych extraktech mély terpeny, estery, alkoholy
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a aldehydy. Nejvyssi procentualni zastoupeni terpentt 79,07 % bylo ve vzorku extrahovaném
Procentualni obsah esterit 12,50 % byl srovnatelny pii dob¢ extrakce 20 a 60 minut. Nejvyssi
procentudlni obsah alkohold (12,50 %) byl ve vzorku extrahovaném 60 minut.

4.1.2.2 Vliv typu rozpoustédla

Rozpoustédlo pouzivané pro maceraci byla voda a ethanol o koncentraci 40% a 80%. Pii pouziti
vody, jakozto 0% rozpoustédla, bylo izolovano 42 sloucenin, s pouzitim 40% ethanolu 38
sloucenin a s 80% ethanolem 37 sloucenin. Nejvyssi zastoupeni terpenti 83,78 % bylo pii
pouziti 80% ethanolu. Nejvyssi procento esteri (10,53 %) bylo zastoupeno ve vzorku
extrahovaném 40% ethanolem.

4.1.2.3 Vliv navaZky vzorku

Celkem 59 sloucenin bylo identifikovano pfi pouZiti navazky 20 g rymovniku na 100 ml 40%
ethanolu. Pfi této navazce bylo vyhodnoceno nejvyssi procentudlni zastoupeni terpenti
sloucenin bylo identifikovdno pfi navazce 10 g rymovniku na 100 ml stejné koncentrovaného
ethanolu.

4.1.2.4 Vliv teploty extrakce

Pti optimalizaci parametru teploty extrakce bylo pii 40 °C identifikovano nejvice sloucenin,
ato 47. Nejmensi pocet 41 slou€enin byl identifikovan pii 20 °C. Obsah terpenil byl pii
teplotach 20 a 40 °C velmi podobny, kolem 78 %. Zastoupeni ester bylo nejvyssi (8,51 %)
ve vzorcich extrahovanych pfi teplot¢ 40 °C, ale zaroven pfii této teplot¢ bylo nejnizsi
procentudlni zastoupeni alkoholti a aldehydil.

Ze skupiny monoterpenovych uhlovodikii byly v pfipravenych extraktech nejcastéji
zastoupeny: 1R-o-pinen, y-terpinen, o-cymen, p-cymen, thymol a limonen. Obsazené byly
I kyslikaté monoterpeny, nejcastéji kafr, karvakrol, karvakrol methyl ether a fenchon.
Ze skupiny seskviterpenovych uhlovodikd byl zastoupen naptiklad B-selinen, kadina-1(10),4-
dien, a-bergamoten, karyofylen a humulen.

1-okten-3-ol, cis-3-hexen-1-ol, 3-oktanol, a-terpineol, a-akorenol a 1-dodekanol patii
mezi alkoholy, které byly vyznamné zastoupeny v extraktech. Ze skupiny estert byl zastoupen
napiiklad nonyl acetat, ethyl oktanoat a ethyl palmitat. Aldehydy jsou skupinou, ktera byla
identifikovana v extraktech nejméné Casto. Jedinymi zastupci této skupiny jsou nonanal a o-
hexyl-cinnamaldehyd. Pouze jedinkrat pii pouziti nejvyssi navazky 30 g na 100 ml 40%
ethanolu byl identifikovan furfural.

Do skupiny ostatnich identifikovanych slouéenin patii naptiklad kadalen, polycyklicky
aromatickych uhlovodik odvozeny od seskviterpenti. Byly zde zafazeny i minoritné se
vyskytujici monosacharidy I-gala-l-ido-oktoza a 6-acetyl-p-D-mandza.

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22l-Gala-l-ido-octose%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20219659%5bStandardizedCID%5d

Tabulka 12: Prehled poctu aromatickych latek identifikovanych v extraktech p#i optimalizaci

podminek
¢as [min] Crozpoustedla [%0] | Mhnavazky [9/100 ml] teplota [°C]
Skupina
20 40 60 0 40 80 | 10 20 30 |20 40 60

Terpeny | 29 34 33 |32 28 31 | 35 45 29 |32 37 31
Estery 5 4 6 3 4 3 4 2 8 1 4 3
Alkoholy 3 3 6 4 4 2 7 9 10 5 3 5
Aldehydy 2 2 2 3 2 1 2 2 3 2 2 2
Ostatni 1 0 1 0 0 0 1 1 2 1 1 1
Celkem 40 43 48 42 38 37 49 59 52 41 47 42
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Graf 7: Pocet sloucenin identifikovanych v extraktech pri optimalizaci riiznych parametri dle

chemickych skupin
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Na grafu 10 a grafu 11 je pro zajimavost znazornéno pomérné a procentudlni zastoupeni
potencialné¢ alergennich latek dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009.
Jsou to latky, které mohou u citlivych osob vyvolat podrazdéni ¢i alergickou reakci. Reakce
na vonné latky se obvykle projevuje kozni vyrazkou, nevolnosti, zavrati, bolesti v krku,
dusnosti ¢1 kaslem. Potencidlni alergeny jsou soucasti parfému, pracich praskt, mydel,
vlasovych pfipravki, krémit, vonnych tyCinek asvicek. Mohou se vSak nachézet
I v potravinach, napiiklad v cukrovinkach, citrusech, napojich nebo v aromatizovanych ¢ajich.

V piipravenych extraktech z P. amboinicus byly béhem optimalizace podminek
identifikovany 4 potencialni alergeny: limonen, linalool, a-hexyl-cinnamaldehyd a pouze
jednou byl identifikovan eugenol pii dob¢ extrakce 20 minut.

Limonen je klasifikovan jako cyklicky terpen s vyraznou pomeran¢ovou vini. Byl
obsazen ve vSech pfipravenych vzorcich. Nejvice limonenu (1,88 %) bylo identifikovano
ve vzorku pfipraveném maceraci 20 g rymovniku ve 100 ml 40% ethanolu. Naopak nejnizsi
procentudlni zastoupeni limonenu (0,14 %) bylo ve vzorku, ktery byl pfipraven maceraci
rymovniku ve vodé. Lze tedy soudit, Ze na extrakci tohoto potencialniho alergenu ma vliv
pouzité rozpoustédlo, jeho koncentrace a mnozstvi rostlinného materialu.

V kazdém vzorku byl obsazen i a-hexyl-cinnamaldehyd, nazyvany také hexylcinnamal.
Je to aldehyd odvozeny od kyseliny skoficové, Casto pouzivany pii vyrobé kosmetickych
ptipravki a parfémi. Obsah hexylcinnamalu byl v rozmezi 0,07 % az 1,77 %. Nejvyssi obsah
tohoto potencialniho alergenu byl ve vzorku piipraveném extrakci 80% ethanolem. Nejnizsi
mnozstvi bylo identifikovano pfi pouZzité nejvyssi navazce rymovniku 30 g na 100 ml 40%
ethanolu. Divodem tohoto vysledku mohlo byt nedostate¢né pronikani rozpoustédla mezi
Castice nasekané rostliny.

Linalool je terpenovy alkohol s pfijemnou kvétinovou vini. Vyskytuje se v rostlinach
z Celedi hluchavkovitych, ale také vaviinovitych a rourovitych. Linalool, jakoZto potencialni
alergen, byl obsazen ve vétsin¢ vzorkl. Nejvyssi obsah (0,86 %) byl identifikovan ve vzorku
s 0% rozpoustédlem — vodou.

Obsah potencialnich alergeni ve vzorcich byl urfen semikvantitativné z plochy
identifikovanych pikti a je prezentovan jako procento z celkové plochy piki.
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4.2 Priprava a charakterizace optimalniho extraktu

Na zakladé¢ vysledki optimaliza¢niho procesu (kapitola 4.1) byl ptipraven ,,optimalni extrakt,
tj. extrakt ktery obsahoval pokud mozno co nejvyssi obsah polyfenolickych latek a zaroven
pocet a obsah aromatickych sloucenin. Tento extrakt byl pfipraven ve tfech paralelnich
opakovéanich za téchto podminek:

e doba extrakce/macerace 40 minut,

e rozpoustédlo 40% ethanol,

e hmotnost navazky 20 g rymovniku na 100 ml rozpoustédla,

e teplota 40 °C.

Na zakladé nejvyssiho obsahu polyfenolickych latek (0,49 mgcea-g? rostliny) v dil¢ich
extraktech byla pro pfipravu optimalniho extraktu vybrana doba extrakce 40 minut. Pocet
identifikovanych aromatickych sloucenin byl sice nejvyssi v ¢ase 60 minut, avSak rozdil mezi
poctem latek v Case 40 a 60 minut nebyl vyznamny. Zarovein byl pfi této dobé extrakce ziskan
nejvyssi obsah aromatickych slou¢enin — viz graf 8. Proto byla zejména z divodi casové tspory
celého procesu vybrana kratsi doba extrakce.

Extrakty pfipravené s pouzitim ethanolu o koncentraci 80% vykazovaly vysoky obsah
celkovych polyfenolii (0,52 mgcea-g™? rostliny). Divodem je, Ze typ a koncentrace pouzitého
rozpoustédla zvySuje extrahovatelnost polyfenolickych latek. Proto také extrakty piripravené
maceraci pouze ve vodg, vykazovaly nizky obsah polyfenoli (0,05 mgcea-g? rostliny). Pti
pouziti 0% rozpoustédla (tj. destilovana voda) byl ziskdn nejvyssi obsah aromatickych
kompromis v podobé 40% ethanolu. Divodem pro zvoleni této stfedni koncentrace byla
predevsim finan¢ni tspora v cen¢ rozpoustédla. V disledku pandemie onemocnéni COVID-19
totiz cena ethanolu v obdobi od biezna 2020 do kvétna 2021 vzrostla trojnasobné. Dle pocétu
a plochy pikl identifikovanych aromatickych slouc¢enin byla zvolend 40% koncentrace
rozpoustédla prostiedni moznosti.

Zvolené mnozstvi navazky rymovniku 20 g na 100 ml rozpoustédla (tedy pomér 1 : 5)
nevychazelo opét nejvyssi v obsahu celkovych polyfenolickych latek. Tento parametr byl
zvolen podle poctu (59) a obsahu identifikovanych aromatickych latek v extraktu, které byly
vyrazné vys$i oproti jinym pouzitym navazkam (viz graf 7, graf 8).

Teplota 40 °C byla zvolena proto, ze ve vzorku pfipraveném pii této teploté byl
identifikovan vyssi pocet aromatickych latek (47), nez ve vzorcich ptipravenych pfii teplotach
20 a 60 °C. Obsah polyfenolickych latek a obsah aromatickych latek v extraktech pfipravenych
pfi teploté 40 °C sice nebyly nejvyssi dosaZené, §lo opét o vhodné zvoleny kompromis; jak jiz
bylo feceno, aplikace pfili§ vysoké teploty mize zpusobit ztratu nebo degradaci nékterych
slouenin.

Ptipraveny optimalni extrakt (tfi paralelni provedeni — oznaceny OPT A, OPT B a OPT C —viz
obrazek 15) byl, stejné jako dil¢i extrakty, charakterizovan z hlediska obsahu celkovych
polyfenolickych latek, obsahu aromatickych latek. Navic byla stanovena jeho antioxida¢ni
a antimikrobialni aktivita.

U vzorku OPT B je pozorovatelné intenzivnéj$i zbarveni ve srovnani s dal§imi dvéma
vzorky OPT A a OPT C. Rozdilna barva mohla byt zptisobena tim, Ze rostlinny material pro
své pouziti nepatrné¢ déle cekal (cca 10 minut) a doslo k vyraznéj§im projevim reakce
enzymového hnédnuti, ktera nastala pfi poSkozeni listi a stonkl rostliny krajenim. Coz
dokazuje, Ze pfipravené extrakty jsou pomérné nestabilni a je tieba je zpracovavat rychle.
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Obrazek 15: Extrakty rymovniku pripravené pri podminkdach: 40 minut, 40% ethanol, pomér
rostliny ku rozpoustédlu 1 : 5 a teplota 40 °C (t7i paralelni stanoveni)

4.2.1 Obsah polyfenolickych slou¢enin v optimalnim extraktu

V extraktech pfipravenych za optiméalnich podminek byl stanoven obsah celkovych
polyfenolickych latek spektrofotometricky Folin-Ciocalteu metodou. Kazdy extrakt byl
analyzovan tiikrat. Vysledky jsou zobrazeny v tabulce 13. Jak je vidét, mezi vzorky jsou patrné
rozdily. Odchylky v naméfenych vysledcich mohly byt zpisobeny tim, Ze i piesto, ze doslo
k promichani rostlinného materialu pied jeho pouzitim, mohl byt v n€kterém vzorku obsaZzen
vys$§i pomér stonkl ¢i listi nez ve vzorku jiném. Primérny obsah polyfenolickych latek
v optimalizovaném vzorku byl uréen na 0,08 + 0,02 mgeea-ml™, coz je v piepoétu 0,40 + 0,07
mgcea-g rostliny (viz tabulka 15).

Tabulka 13: Primeérny obsah polyfenolii ve vzorcich pripravenych za optimdlnich podminek.

Cpolyfenoly [mgGEA'g'l] +SD | Min [mgGEA'g'l] Max [mgGEA'g'l]
OPT A 0,31 +0,02
OPTB 0,40 + 0,04 0,31 0,49
OPTC 0,49 + 0,05

4.2.2 Tékavé (aromaticky aktivni) latky v optimalnim extraktu

Prehled tekavych latek identifikovanych v optimalnim extraktu isamotny chromatogram
tékavych latek z méfeni jsou umistény v ptilohach (Priloha A-B). V tabulce 17 je pro kazdou
identifikovanou slouc¢eninu uveden retencni Cas, jeji ndzev a chemickd skupina.

V optimalizovanych extraktech bylo identifikovano 62 a 64 aromatickych sloucenin

vvvvv
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vzork, 1ze tedy usuzovat, ze podminky pro piipravu optimalnich rymovnikovych extrakt byly
vhodné zvoleny.

Pocet, plocha a procentualni zastoupeni identifikovanych slou¢enin rozdélenych dle
chemickych skupin je zobrazeno nagrafu 12, 13 a 14. Dominantni zastoupeni v extraktech
meély monoterpeny a seskviterpeny. Ve vSech tfech pfipravenych vzorcich byl pocet
monoterpenovych uhlovodiki a aldehydt shodny. Nejvyssi pocet seskviterpend (27) byl
ve vzorku OPT C. Pocet estert a alkoholi byl témét shodny ve vSech vzorcich.

Monoterpeny nejvice zastoupené ve vzorcich byly 1R-a-pinen, y-terpinen, p-cymen, 3-
karen. Mezi vyznamné zastoupené kyslikaté monoterpeny patfil kafr, karvakrol a karvakrol
methyl ether. Seskviterpeny tvorily nejpocetnéjsi skupinu a mezi jejich zastupce v extraktech
patfil a-bergamoten, karyofylen, B-selinen, y-gurjunen, a-kopaen, humulen a kadina-1(10),4-
dien. VSechny ze zminénych nejcastéji zastoupenych monoterpent a seskviterpeni byly
identifikovany metodou GC-MS také ve studii Arumugam a kol. [10], ktefi se zabyvali
botanickou, fytochemickou, farmakologickou a nutriéni vyznamnosti rostliny P. amboinicus.
V této studii bylo identifikovano celkem 76 tékavych a 30 netékavych sloucenin.

1-okten-3-ol, cis-3-hexen-1-ol, 3-oktanol, 1-dodekanol, 1-heptatriakontanol
a a-akorenol jsou piikladem alkoholt identifikovanych v extraktech. Ptitomnost 1-okten-3-olu
a cis-3-hexen-1-olu byla potvrzena studiemi Arumugam a kol. [10] a Tewari a kol. [123].

Ze skupiny estert byl nejvice zastoupen napiiklad nonyl acetat, ethyl oktanoat, ethyl
palmitat a ethyl dekanoat. Aldehydy jsou skupinou, ktera byla identifikovana v extraktech
nejméné. Jedinymi zastupci této skupiny v extraktech jsou nonanal a a-hexyl-cinnamaldehyd.
Do skupiny ostatnich identifikovanych sloucenin byly zatazeny napiiklad sacharidy I-gala-I-
ido-oktoza a 6-acetyl-p-D-manodza, epoxidy trans-Z-a-bisabolen a oxid karyofylenu a jeden
cykloalkan 4,5,9,10-dehydro-isolongifolen. Ptitomnost oxid karyofylenu byla taktéz potvrzena
ve studii Tewari a kol. [123].

Tabulka 14: Prehled poctu aromatickych latek identifikovanych v optimalnich extraktech

Skupina OPT A OPT B OPTC
Monoterpeny 19 19 19
Seskviterpeny 24 23 27

Estery 6 6 5
Alkoholy 6 7 7
Aldehydy 2 2 2

Ostatni 5 5 4

Celkem 62 62 64
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Graf 14: Procentudlni zastoupeni jednotlivych chemickych skupin v optimalnich extraktech

Na grafu 15 agrafu 16 je pro zajimavost znazornéno pomérné a procentualni zastoupeni
potencialn¢ alergennich latek (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009).
V ziskanych optimalnich extraktech z rymovniku byly identifikovany 3 potencialni alergeny:
limonen, linalool, a-hexyl-cinnamaldehyd. Jsou to stejné slouceniny, které byly nalezeny
i v dil¢ich vzorcich v procesu optimalizace.

Z té&chto tii identifikovanych alergent mél nejvyssi zastoupeni limonen (1,22 %) ve vzorku
OPT B, zbylé dva vzorky OPT A a OPT C obsahovaly témé&t shodné 0,36 % a 0,35 % limonenu.
Obsah linaloolu ve vzorcich byl v rozmezi 0,05 % (OPT A) az 0,09 % (OPT C). Nejmensi
procentualni zastoupeni ve vzorcich mél potencialni alergen o-hexyl-cinnamaldehyd. Jeho
obsah byl maximaln¢ 0,03 % (vzorek OPT A). Obsah potencialnich alergenti ve vzorcich byl
uréen semikvantitativné z plochy identifikovanych pikli a je prezentovan jako procento
z celkové plochy pik.
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4.2.3 Antioxida¢ni aktivita optimalniho extraktu

V ziskanych optimalnich extraktech byla stanovena antioxidac¢ni aktivita metodou TEAC.
Vysledky jsou vyjadireny standardné jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

Primérna hodnota antioxida¢ni aktivity u ziskanych optimalnich extrakti byla ur¢ena
na 241,24 + 29,24 ugreac'mlt. Procento zhaseni kation-radikdlu ABTS™ bylo vypoéitano
podle rovnice (2) na 49,29 + 5,97 %.

Tabulka 15: Charakteristika optimdlniho extraktu

0,08 +£ 0,02 mgGEA-mI'l

Celkovy obsah polyfenolickych latek :
0,40 = 0,07 mgeea g™ rostliny

Antioxidac¢ni aktivita 241,24 £ 29,24 pgreac-ml?

% zhaseni radikalu ABTS™* 49,29 + 597 %

Swamy a kol. [97] se zabyvali stanovenim celkovych polyfenolickych latek a antioxida¢ni
aktivity P. amboinicus. Pro stanoveni pouzili 25 g suSenych listd do 100 ml tfi rGznych
rozpoustédel: methanolu, acetonu a hexanu. Smés nasledné zfiltrovali a odpafili na vakuové
odparce. Obsah celkovych polyfenoli stanovenych metodou Folin-Ciocalteu byl
v methanolovém extraktu uréen 94,37 + 1,24 mgcea-g ™ extraktu. Procento zhaseni radikalu
DPPH bylo stanoveno na 90,13 + 3,32 %.

Kromé¢ toho, Ze se Bhatt a Negi [98] zabyvali antimikrobialni aktivitou riznych druht
extraktd zlistd P. amboinicus, jak jiz bylo popsano v kapitole 2.7.3, fesili také jejich
antioxidac¢ni aktivitu. Kapacita zachytavani radikalu DPPH u 0,1% hydroalkoholového extraktu
byla 27,62 + 1,67 %.

Hodnoty obsazené v tabulce 15 jsou obtizné srovnatelné s vysledky z vyse zminénych
studii. Dlvodem je, Ze antioxidacni aktivita byla méfena v neodpafeném extraktu a pro
stanoveni byla pouzita metoda TEAC. Na vyslednou antioxida¢ni aktivitu rostliny ma vliv
I pouzité extrakeéni rozpoustédlo, metoda extrakce, podminky a oblast péstovani rostliny.
Poslednim ze zminénych faktort se zabyvali Slusarczyk a kol. [124]. Ve své studii popsali, Ze
rostliny P. amboinicus péstované v Polsku maji vyrazné vyssi obsah polyfenolickych sloucenin
neZ rostliny péstované v Indonésii. Je znamo, ze obsah polyfenolickych slou€enin pozitivné
koreluje s antioxidacni aktivitou.

4.2.4 Antimikrobidlni aktivita optimalniho extraktu

Antimikrobialni aktivita optimalizovanych extraktti z P. amboinicus byla ovéfena difazni
jamkovou metodou za podminek uvedenych v kapitole 3.4.4.

V tabulce 16 a na obrazku 16, 17 a 18 jsou uvedeny vysledky antimikrobialni aktivity
proti testovanym mikroorganismiim — Bacillus cereus, Escherichia coli a kvasinka Candida
glabrata. Jak je vidét, extrakty vykazovaly nepatrnou antimikrobidlni aktivitu pouze proti
Bacillus cereus.

Inhibi¢ni zo6ny na obrazku 16 byly obtizné¢ pozorovatelné kvili podobnému zbarveni
kolonii mikroorganismu a kultivaéniho média. Primérna velikost inhibi¢ni zoény B. cereus
na pripravené extrakty byla ur¢ena na 0,59 + 0,08 cm.

Extrakty nevykazovaly antimikrobialni aktivitu proti kvasince Candida glabrata.
Kvasinka na Petriho miskach s médiem vzdy vyrostla, ale nedoslo k vytvoteni inhibi¢nich zon.
Khan a spol. [125] ve své studii prokazali u¢innost ethanolovych extrakt proti C. glabrata.
Extrakty v jejich studii byly piipraveny metodou Soxhletovy extrakce s koncentrovanéj$im
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rozpoustédlem. Primérna velikost inhibi¢nich zén byla vrozmezi 6 az 30 mm. Pouziti
koncentrovanéjsiho rozpoustédla a extrakéni metoda mulze pozitivné ovlivnit piestup
bioaktivnich latek do vyluhu, ¢imz se projevi antimikrobidlni aktivita.

V piipadé Escherichia coli také nedoSlo k vytvofeni inhibi¢nich zén. Bakterie
na miskach narostla, dokonce pifimo v jamkach vytvoienych korkovrtem. V kapitole 2.7.3 je
zminéno mnoho studii s riznymi typy extraktl. Jednou ze zminénych studii je Bhatt
a Negi [98], ktefi prokazali vys$i rezistenci gramnegativnich bakterii u hexanovych,
ethylacetatovych, acetonovych, methanolovych extraktd zlisti P. amboinicus. Je tedy
pravdépodobné, ze 40% ethanolovy extrakt z rymovniku, ktery byl pfipraven v této diplomové
praci, neni Géinny proti E. coli.

Tabulka 16: Velikost namérenych inhibicnich zén po odectu ucinku rozpoustédla

Inhibi¢ni zéna [cm]

MO OPT A OPTB OPT C

la 1b 2a 2b 3a 3b

B. cereus |0,53+0,05|0,93+0,12 |0,53+0,12 | 0,43 + 0,05 | 0,60 = 0,08 | 0,50 + 0,08

C. glabrata — - — — — -

E. coli - - - - - -

e ——

Obrazek 16: Inhibicni zény optimdlniho extraktu (OPT A) na mikroorganismus Bacillus
cereus ve dvou paralelnich provedenich (la, 1b)
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Obrazek 17: Inhibicni zény optimalniho extraktu (OPT A) na mikroorganismus Candida
glabrata ve dvou paralelnich provedenich (1a, 1b)

Slepy vzorek

Obrdzek 18: Inhibicni zony optimdlniho extraktu (OPT A) na mikroorganismus Escherichia
coli ve dvou paralelnich provedenich (1a, 1b)
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5 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro piipravu extraktt z rostliny
rymovniku (Plectranthus amboinicus) se zaméfenim na maximalni zisk bioaktivnich slouc¢enin
a zachovanim senzoricky i nutri¢né cennych slozek.

Na zaklad¢ studia literatury a provedenych predbéznych experimenti byla jako extrakéni
metoda zvolena jednoducha macerace. Pro experiment byly pouzity Cerstvé listy i stonky
rymovniku péstovaného v laboratornich podminkach.

Na zakladé vyhodnoceni obsahu polyfenolickych latek a aromatickych sloucenin
u pfipravenych extrakti byly jako optimalni podminky macerace zvoleny: doba extrakce 40
minut, rozpoustédlo 40% ethanol, navazka 20 g rymovniku na 100 ml rozpoustédla
a teplota 40 °C.

U extraktd z rymovniku pfipravenych za optimalnich podminek byl stanoven obsah
celkovych polyfenolti Folin-Ciocalteu metodou na 0,08 + 0,02 mgeea-ml™, coz odpovida
0,40 + 0,07 mgGEA-g'1 rostliny. Antioxida¢ni aktivita extrakt byla stanovena metodou TEAC
a odpovidala hodnoté 241,24 + 29,24 pgreac'ml™. Zhageni radikalu ABTS™ bylo uréeno
na 49,29 + 5,97 %.

Pii stanoveni obsahu aromatickych latek metodou HS-SPME-GC-MS bylo
Vv optimalizovanych extraktech identifikovdno 62 a 64 aromatickych slou¢enin. Dominantné
byly zastoupeny monoterpeny a seskviterpeny, dale také estery, alkoholy a aldehydy.

Antimikrobidlni aktivita extrakti byla ovéfena difuzni jamkovou metodou, pro
stanoveni byly vybrany dva druhy bakterii — grampozitivni Bacillus cereus, gramnegativni
Escherichia coli, a kvasinka Candida glabrata. Extrakty vykazovaly antimikrobidlni aktivitu
pouze proti B. cereus. Divodem mohlo byt malo koncentrované rozpoustédlo (40% ethanol),
nebo malo koncentrované samotné extrakty, ptip. zvolena extrakéni metoda. U gramnegativni
E. coli je moznym diivodem jeji vy$si rezistence ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi, coz
souvisi s odlisnou skladbou bunécné stény.

Vysledky, které jsou popsany v této diplomové praci, potvrzuji, Ze rymovnik, resp. jeho
pfipraveny extrakt, vykazuje urcitou antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivitu a obsahuje
spektrum atraktivnich aromatickych latek typu terpenti a terpenoidi, a ma tedy dobry potencial
pro vyuziti do kosmetickych ptipravkt nebo jako nova a netradi¢ni ptichut’ do riznych potravin
a pochutin. Toto bylo potvrzeno aplikaci ziskané¢ho extraktu do Cerstvého syra v ramci
navazujici diplomové prace Be. Stefana Kuderky [126].
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAPM
ABTS
APCI

APPI
ASE
BHA
BHT

Cl
CUPRAC

DNA
DPPH

El

ESI

FCM
Fe**-TPTZ
Fe¥*-TPTZ
FRAP

GAE
GC
GC-ECD

GC-FID
GC-MS

GLC
GSC
HPLC

HS-SPME

MAE
MALDI

MIB
MIC
MRSA
MS
NMR
ORAC
PBM
PFE
PHGPx

79

Metoda stanoveni s 4-aminoantipyrinem
2,2"-azino-bis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric-Pressure Chemical
lonization)

Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Photoionization)
Extrakce za zvySeného tlaku a teploty (Accelerated Solvent Extraction)
Butylhydroxyanisol

Butylhydroxytoluen

Chemicka ionizace (Chemical lonization)

Antioxida¢ni kapacita redukce médnatych kationtd (Cupric lon Reducing
Antioxidant Capacity)

Deoxyribonukleova kyselina

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

Elektronova ionizace (Electron lonization)

Elektrosprej (Electrospray lonization)

Folin-Ciocalteu metoda

Fe?*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)

Fe3*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)

Antioxida¢ni kapacita redukce zeleznatych ionti (Ferric Reducing Ability of
Plasma)

Ekvivalent kyseliny gallové (Gallic Acid Equivalent)

Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Plynova chromatografie/Detektor elektronového zachytu (Gas
Chromatography/Electron Capture Detector)

Plynova chromatografie/Plameno-ioniza¢ni detektor (Gas
Chromatography/Flame lonization Detector)

Plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie (Gas Chromatography/Mass
Spectrometry)

Plynova rozdélovaci chromatografie (Gas-Liquid Chromatography)

Plynova absorp¢ni chromatografie (Gas-Solid Chromatography)
Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

Head-Space mikroextrakce tuhou fazi (Head-Space Solid-Phase
Microextraction)

Mikrovinna extrakce (Microwave-Assisted Extraction)

Laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization)

Minimalni baktericidni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)

Kapacita absorpce kyslikovych radikali (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
Metoda Price a Butler

Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (Pressurised Fluid Extraction)

Enzym fosfolipid hydroperoxid glutathion peroxidaza (Phospholipid-
Hydroperoxide Glutathione Peroxidase)
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PMAE
PSE
RSM
RT

SFE
SFMAE

SPME
TEAC

TFC

TPC
Trolox
UAE
UPLC-MS
uv

Tlakova mikrovlnna extrakce (Pressurized Microwave-Assisted Extraction)
Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (Pressurised Solvent Extraction)

Metoda plochy odezvy (Response Surface Methodology)

Retencni Cas

Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction)

Mikrovinna extrakce bez rozpoustédla (Solvent-Free Microwave-Assisted
Extraction)

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid-Phase Microextraction)

Ekvivalent antioxidacni kapacity Troloxu (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)

Celkovy obsah flavonoida

Celkovy obsah polyfenolickych latek
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina

Ultrazvukova extrakce (Ultrasonic-Assisted Extraction)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Ultrafialové
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8 SEZNAM PRILOH

Priloha A GC-MS analyza optimalizovaného extraktu
Piiloha B Chromatogram optimalizovaného extraktu
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8.1 Priloha A: GC-MS analyza optimalizovaného extraktu

Tabulka 17: Slouceniny identifikované v optimalizovaném extraktu (OPT A) z P. amboinicus

RT [min] Slou¢enina Skupina
6,55 kamfen Monoterpeny
8,41 3-karen Monoterpeny
8,38 1R-a-pinen Monoterpeny
8,84 [-myrcen Monoterpeny
9,26 (+)-4-karen Monoterpeny
9,80 limonen Monoterpeny
10,07 B-terpinen Monoterpeny
11,02 a-felandren Monoterpeny
11,13 y-terpinen Monoterpeny
11,82 0-cymen Monoterpeny
11,89 p-cymen Monoterpeny
12,03 terpinolen Monoterpeny
13,64 isoterpinolen Monoterpeny
15,02 cis-3-hexen-1-ol Alkoholy
15,16 3-oktanol Alkoholy
15,25 nonanal Aldehydy
15,41 fenchon Kyslikaté monoterpeny
16,30 ethyl oktanoat Estery
16,66 1-okten-3-ol Alkoholy
17,67 a-kopaen Seskviterpeny
17,76 a-kubeben Seskviterpeny
18,54 kafr Kyslikaté monoterpeny
19,12 linalool Kyslikaté monoterpeny
19,85 nonyl acetat Estery
20,02 a-bergamoten Seskviterpeny
20,38 karyofylen Seskviterpeny
20,62 karvakrol methyl ether Kyslikaté monoterpeny

82



Tabulka 17: Slouceniny identifikované v optimalizovaném extraktu (OPT A) z P. amboinicus —

83

pokracovani

RT [min] Sloucenina Skupina
21,29 ethyl dekanoat Estery
21,63 epi-pB-santalen Seskviterpeny
21,92 cis-p-farnesen Seskviterpeny
22,13 humulen Seskviterpeny
22,27 guaia-1(10),11-dien Seskviterpeny
22,41 isokaryofylen Seskviterpeny
22,55 y-muurolen Seskviterpeny
23,08 eremofilen Seskviterpeny
23,32 B-selinen Seskviterpeny
23,43 y-gurjunen Seskviterpeny
24,12 kadina-1(10),4-dien Seskviterpeny
24,37 B-funebren Seskviterpeny
24,49 a-kurkumen Seskviterpeny
24,70 guaia-6,9-dien Seskviterpeny
24,93 a-kadinen Seskviterpeny
25,86 kadina-1,3,5-trien Seskviterpeny
26,24 trans-Z-a-bisabolen epoxid Epoxidy
26,65 y-selinen Seskviterpeny
26,89 3-0-benzyl-D-glukédza Monosacharid
27,36 4,5,9,10-dehydro-isolongifolen Cykloalkan
27,68 a-kalakoren Seskviterpeny
28,08 7-epi-cis-seskvisabinen hydrat Seskviterpeny
28,50 1-dodekanol Alkoholy
29,85 I-gala-I-ido-oktoza Monosacharid
30,40 karyofylen alkohol Alkoholy
30,61 a-korokalen Seskviterpeny
32,91 thymol Monoterpeny




Tabulka 17: Slouceniny identifikované v optimalizovaném extraktu (OPT A) z P. amboinicus —

pokracovani

RT [min] Sloucenina Skupina
33,24 askaridol epoxid Kyslikaté monoterpeny
33,46 karvakrol Kyslikaté monoterpeny
33,75 azulol Seskviterpeny
34,00 ethyl palmitat Estery
34,09 1-heptatriakotanol Alkoholy
34,51 B-vatirenen Seskviterpeny
36,14 a-hexyl-cinnamaldehyd Aldehydy
38,80 6-acetyl-B-D-mandza Monosacharid
40,14 decyl ester kyseliny kaprinové Estery
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8.2

Piiloha B: Chromatogram optimalizovaného extraktu

RT: 0.00 - 45.08
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Obrdzek 19: Chromatogram tekavych latek v optimalizovaném extraktu (OPT A) pripraveného z P. amboinicus, identifikace sloucenin

na zakladé retencnich casi viz Tabulka 17
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