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Optimalizace extrakce pro stanoveni fenolu a
flavonoidi u lociky seté

Souhrn

Bakalafska prace se zabyvala optimalizaci extrakce rostlinnych fenolt a flavonoidi
Vv locice seté. Salat je znama listovad zelenina patiici do velice druhové bohaté celedi
hvézdnicovitych. Bézné se pestuje pro domaci potiebu i ve velkovyrobé. Z vyzivového hlediska
salat obsahuje nenasycené mastné kyseliny, vlakninu, vitamin C, kyselinu listovou a fenolické
slouceniny. VSechny tyto latky jsou nutri¢én€ vyznamné a maji pozitivni uc¢inky na lidské zdravi.

Rostlinné fenoly jsou Sirokd skupina sekundarnich metabolitd. Zahrnuji fenolické
kyseliny, flavonoidy, kumariny, stilbeny, tfisloviny a ligniny. V rostlin€ plni n€kolik dalezitych
funkci jako je lakani opylovaci, ochrana pfed patogeny, pohlcovani UV zafeni. Z rostlinnych
v mnoha studiich pfisuzovany vyznamné ucinky na lidské zdravi, a to predevSim
pro antioxidac¢ni a antimikrobidlni vlastnosti. Jejich pravidelnou konzumaci lze predchazet
rakoving ¢i vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni.

Prace poskytuje zakladni ptehled o starSich i modernich metodach a rozpoustédlech
uzivanych pro extrakci flavonoidu a fenolii. Rozebira rizné faktory ovliviujici extrakci jako je
naptiklad teplota a polarita.

V experimentalni ¢asti byly zkoumany ctyfi metody extrakce, jednalo se o zahiivani
pod Liebigovym chladi¢em pii 80 °C, zahfivani bez chladic¢e pti 50 °C, maceraci a ultrazvuk.
Extrakce byly provedeny spolecné se Ctyfmi bézné pouzivanymi rozpoustédly, kterymi byla
voda, 85% ethanol, 80% methanol a 70% aceton. V ramci prace byl také sledovan vliv poméru
mezi mnozstvim pouzitého rostlinného materialu a objemem rozpoustédla. Z vysledkid vychazi,
ze pro rostlinné fenoly je nejlepSi metoda extrakce zahtivani 80 °C pod Liebigovym chladi¢em
se 70% roztokem acetonu po dobu 30 minut. U flavonoidi se jako nejii¢innéjsi extrakéni Cinidlo
ukazal 85% ethanol pii zahtivani 80 °C na 1,5 hodiny s navazkou 0,3 g. S navazkou 0,2 g
se vysledky po zahiivani na 80 °C a 50 °C neliSily, kdy nejspiSe mohla byt extrahovana jina
spektra latek. Pfi pouziti v&tSiho mnozstvi rozpoustédla byly zaznamenany znatelnéj$i nartsty
u flavonoidl neZ u fenold.

Klic¢ova slova: Lactuca sativa, sekundarni metabolity, extrak¢ni metody, kvantitativni
analyza, spektrofotometrie.



Optimization of methods for total phenolic content and
flavonoids content in lettuce

Summary

Bachelor thesis deals with the optimization of the extraction of plant phenols and
flavonoids in the lettuce. Lettuce is a well-known leafy vegetable that belongs to a very species-
rich family of Asteraceae. It is grown on gardens but also in large-scale production.
From a nutritional point of view, lettuce contains unsaturated fatty acids, fibre, vitamin C, folic
acid and phenolic compounds. All these substances are nutritionally important and have
positive effects on human health.

Plant phenols are a broad group of secondary metabolites. It includes phenolic acids,
flavonoids, coumarins, stilbenes, tannins and lignins. In plant, they serve several important
functions such as attracting pollinators, protection against pathogens, absorption of UV
radiation. Regarding the plant phenols, phenolic acids and flavonoids are the most important
ones for humans. In many studies there was proved that flavonoids have significant effects
on human health, because of their antioxidant and antimicrobial properties. Their regular
consumption can prevent cancer or the development of cardiovascular disease.

Thesis also provides a basic overview of older and modern methods and solvents used
for the extraction of flavonoids and phenols. It discusses various factors influencing extraction,
such as temperature and polarity.

Four extraction methods were investigated: heating under a Liebig condenser at 80 °C,
heating without a condenser at 50 °C, maceration and ultrasound. This was done together with
four commonly used solvents, which are water, 85% ethanol, 80% methanol and 70% acetone.
The work also monitored the effect of the ratio between the amount of plant material used
and the volume of solvent. The results show that for plant phenols, the best method of extraction
is heating under a Liebig condenser with a 70% acetone solution. For flavonoids, 85% ethanol
proved to be by far the most effective extractant, for the used methods, heating at 80 °C for 1.5
hours with a weight of 0.3 g had the highest value. At 0.2 g, the heating at 80 °C and 50 °C did
not differ, when other spectra of substances were most likely extracted. Bigger increases
in flavonoids than in phenols content have been reported with larger amounts of solvent.

Keywords: Lactuca sativa, secondary metabolites, extraction methods, quantitative analysis,
spectrophotometry.
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1 Uvod

Tato bakalarskd prace se zabyva optimalizaci metodiky extrakce rostlinnych fenoll
a flavonoidul v locice seté (Lactuca sativa L.). Rozebira uréeni nejvhodnéjsich metod extrakce
a extrakCénich cCinidel pfi stanoveni téchto sekundarnich metaboliti v susSin¢ hydroponicky
pestovaného salatu genotypu ,,Kral Maje.

Literarni reSerSe poskytuje zékladni pfehled o tomto rostlinném druhu a jeho pfinosu
Vv lidské stravé, dale rozebira rostlinné polyfenoly a jejich podskupinu fenolické kyseliny. Dalsi
vyznamnou podskupinou jsou flavonoidy, které jsou v poslednich dekadach tématem mnoha
védeckych praci pro své ucinky podporujici zdravi. Piedev§im flavonoly jako kvercetin
a kaempferol se staly pfedmétem zajmu pro své antioxidacni ucinky. Tyto dvé podskupiny
sekundarnich metabolitii tvoii vétSinu piijatych rostlinnych fenold ve stravé, a proto zejména
na tyto skupiny bude prace zaméiena. Posledni kapitola teoretické Casti prace je vénovana
faktoriim ovlivilujici extrakci a stanoveni.

Zkoumany budou zndma organickd rozpoustédla o danych koncentracich spole¢né
se ¢tyfmi metodami extrakce v suSin€ salatu. VSechny metody i rozpoustédla jsou do urcité
miry popsany v odborné literatufe. ProtoZe jsou rostlinné fenoly Sirokd skupina pomérné
riznorodych pfirodnich latek, je nemozné urcit jednoduchou metodu a rozpoustédlo vhodné
pro vSechny podskupiny. Vybér spravné metodiky pii extrakci ztézuje i1 fakt, ze v ramci
rostlinnych druhti, jednotlivych genotypi, ale i podle stafi rostliny se obsah jednotlivych skupin
muze lisit.

Salat slouzi v mnoha studiich jako modelova rostlina pro testovani vlivii prostiedi
na obsahové latky v rostlinach. Sledované latky ¢asto zahrnuji i celkové rostlinné fenoly (TPC)
a flavonoidy (TFC). Optimalizace extrakce téchto latek je tedy dilezitd do budoucna,
kdy kalibrace metodiky muze pfispét nejen ke spravnému vybéru genotypu salatu s témito
nutricné hodnotnymi latkami, ale mtize slouzit i do modelovych studii.



2 Cil prace

Ptfi vyzkumu vlivu stresu na rostliny je Casto stanovovan obsah rtiznych skupin
sekundarnich metaboliti, kdy se jednotlivé postupy i vV ramci jednoho druhu mohou lisit. Cilem
prace je optimalizace metodiky extrakce rostlinnych fenol a flavonoidi v susing listd lociky
seté¢ (Lactuca sativa). V ramci bakalarské prace bude ovéiena hypotéza, ze rizna extrakéni
¢inidla a extrakcni postupy mohou mit vliv na ziskany vysledek.



3 Literarni reSerse

3.1 Locika seta

Locika seta (Lactuca sativa L.), ¢i také salatova, je povazovana za nejdulezitéjsi listovou
zeleninu a bézné je oznaCovana pouze jako salat. VyznacCuje se velkou genetickou
I morfologickou variabilitou. Existuji 4 ptedni skupiny, které jsou od sebe odliSeny
fenotypovym projevem, bézné oznaCovany jako morfotypy (Bélohlavkova et al. 2004,
Kiistkova et al. 2008). Znamo je priblizn¢ 130 kultivari (B&lohlavkova et al. 2004). Nejcasté&ji
se pouziva syrova v zeleninovych salatech (Ktistkova et al. 2008).

L. sativa je rostlina z ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae), ktera je nejrozsahlejsi celedi
dvoudéloznych rostlin. Rod locika je pravdépodobné nejzndméjsi a nejsnadnéji rozpoznatelny
Zz podceledi cekankovych. Presné vymezeni je ale problematické. Zahrnuje pftiblizné
100 taxond, pocet se 1i8i podle jednotlivych autort (Ktistkova et al. 2008).

3.1.1 Botanicky popis

Locika seta je jednoletd az dvouleta lysa rostlina vysoka 30-100 cm s tenkym hlavnim
kofenem a vzpfimené rostouci husté olistnénou lodyhou. Listy jsou casto spiralovité
usporadany do hlavkovité riizice, jejich tvar je podlouhly az pti¢né elipticky s Casto zubatym
a zvinénym okrajem listu (Bélohlavkova et al. 2004). Listy mohou byt vlivem antokyant
zbarveny &ervené az fialové. Ubory s 7-15 (35) kvéty tvoii husté zatazenou latu. Zakrov,
neboli podpiirné listeny, je svétle zeleny s bilymi okraji. Kvete ZIuté s ligulou dosahujici délky
az 15 mm. Plodem je bile ochmyfena nazka o velikosti 68 mm s 5-9 zebry (Bé&lohlavkova et
al. 2004).

3.1.2 Péstovani a pivod

Salatova locika se bézné péstuje na zahradkach pro domaci potiebu i ve velkoprodukci
na polich. Preferuje hluboké humoézni ptidy hlinitého i hlinitopis¢itého typu, dulezity je
pro ni zejména dostate¢ny obsah drasliku a fosforu. U nas se nejcastéji péstuji hlavkové salaty
(L. sativa var. capitata), které jsou vhodné pro vysev na jaro, ¢i podzim. Vysoké letni teploty
u téchto forem zptsobuji nastup kvétu. Diky absenci tendence vybihani do kvétu pii vysSich
teplotach jsou pak pro letni obdobi vhodnéjsi genotypy ze skupiny fimskych salata (L. sativa
var. longifolia) (B&lohlavkova et al. 2004).

Pivodni divok4d forma saldtu neni znama, jejim nejbliz§im pifibuznym je locika
kompasova (Lactuca serriola), z které pravdépodobné i vznikla, bud’ mutaci nebo hybridizaci,
nejspiSe ve starovékém Egypté. Jeji prvni vyobrazeni pochazi pravé ze starovékého Egypta
a datuji se priblizné 2500 let pt. n. 1. Odtud se rozsitila ve Sttedomoii a postupné v podstaté
do celého svéta (Belohlavkova et al. 2004).

3.1.3 Nutri¢ni pFinos
Nutri¢ni hodnoty u lociky se 1i$i podle genotypu, staii pifi sklizni a barvy listi. Celkovy

obsah kalorii je v salatu nizky (Tab. 1), a proto je vhodny jako soucast ruznych pokrmd.
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Nachazi se zde ale nenasycené mastné kyseliny, které jsou velice dulezité pro spravnou funkci
organismu. Jedna se naptiklad o kyseliny linolovou a a-linolenovou, které jsou pro lidské télo
esencidlni (Kaur et al. 2014). Nejvétsi obsah nenasycenych mastnych kyselin, ale i vldkniny byl
zaznamenan v fimském salatu (Kim et al. 2016). Ze 100 g salatu Ize ziskat zhruba 10 %
doporucené denni davky vlakniny. V dietach se zvysSenym obsahem vlakniny byl zaznamenéan
ubytek hmotnosti, sniZzeni rizika kardiovaskularnich onemocnéni, rizika cukrovky a rakoviny
tlustého stteva (Lupton et al. 2002). Stejné jako velka cast zeleniny, je salat pomérné chudy
na bilkoviny (Tab. 1). Locika seta je relativné dobrym zdrojem drasliku, ktery pfispiva k snizeni
tlaku, ale jeho hodnoty jsou variabilni podle morfotypu, genotypu a sezoény. Bylo zjisténo,
ze cervené listy se vyrazné nelisi obsahem drasliku od zelenych (Koudela & Pettikova 2008),
ale jsou rozdilné zvySenym obsahem rostlinnych fenolt, které maji mnoho zdravotnich benefitl
(Kim et al. 2016). Prave rostlinné fenoly jsou hlavnim nositelem antioxidacni aktivity v salatu,
avSak o obsahu téchto latek v jednotlivych genotypech neni mnoho dostupnych informaci,
proto je dilezité optimalizovat metodu stanoveni pro dalsi studie (Lopez et al. 2014). Co se tyce
obsahu fenoll v ptfednich morfotypech podle studie od Liu et al. (2007) nejlépe vychazi listovy
salat spolecné s fimskym, hldvkovy a ledovy dosahovaly zhruba polovi¢nich hodnot. Locika
setd je dale vyznamna diky svému obsahu Zeleza, kyseliny listové a vitaminu C (Kim et al.
2016).

Tab. 1 Vyzivové hodnoty salatu (pfevzato Celysvet)

Parametr na 100g DDM (100 g)
Voda 94.52 g
Energeticka hodnota 17 kcal 0.9 %
Energeticka hodnota 72 k1 0.0 %
Bilkoviny 09g 2.0%
Tuk 0.1g 0.1%
Mineralni soli 0.47 ¢ 7.8 %
Sacharidy 49 1.7 %
Vlaknina 3.1g 12.9 %
Vapnik 19 mg 1.9 %
Zelezo 0.24 mg 1.3 %
Hof¢ik 10 mg 2.5 %
Fosfor 26 mg 2.6 %
Draslik 211 mg 4.5 %
Sodik 2mg 0.1 %
Zinek 0.16 mg 1.1 %
Med’ 0.051 mg 2.6 %
Mangan 0.1 mg 5.0 %
Selen 0.2 ug 0.3 %
Vitamin C 2.8 mg 4.7 %
Vitamin B1 (tiamin) 0.062 mg 4.1 %
Vitamin B2 (riboflavin) 0.027 mg 1.6 %
Vitamin B3 (niacin) 0.16 mg 0.8 %
Vitamin B5 (kyselina pantotenovd) 0.145 mg 1.5 %
Vitamin B6 (pyridoxal) 0.042 mg 2.1%
Vitamin B9 (kyselina listova, folat) 37 pg 9.3 %
Vitamin B9 (potravinarsky folat) 37 ug
Vitamin B9 (stravovaci ekvivalent folatu) 37 pg
Vitamin A 20M) 0.6 %
Vitamin A (ekvivalent retinolu) 1ug 0.4 %
Nasycené mastné kyseliny 0.024 g 0.1 %
Mononenasycené mastné kyseliny 0.002 g
Polynenasycené mastné kyseliny 0.044 g

Pomé&rnd hmotnost 53 g 1 head
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3.2 Rostlinné fenoly

Rostlinné fenoly zahrnuji Sirokou skupinu sekundarnich metaboliti rostlin. Celkové
rostlinné fenoly mizeme oznagit jako TPC (total phenolic content). Radi se sem zhruba 8000
prirodnich latek. VSechny tyto latky sdili stejnou aromatickou strukturu, coz je nepolarni ¢ast
molekuly s alespon jednou hydroxylovou skupinou, ktera tvoii polarni ¢ast (Stalikas 2007,
Galanakis et al. 2013). Pojem rostlinné fenoly zahrnuje fenolické kyseliny, kumariny,
flavonoidy, stilbeny az po tfisloviny a ligniny (Stalikas 2007). Nerozpustné rostlinné fenoly
se vyskytuji v bunééné sténé (Stalikas 2007), kde se podileji na stavbé ligninu a suberinu
(Bernards & Razem 2001). Rozpustné se nachazi v bunéénych vakuolach (Stalikas 2007).
Zaroven plati, ze ve vnéjSich vrstvach rostliny se nachazi véts§i mnozstvi rostlinnych fenolti nez
ve vnitinich ¢astech (Naczk & Shadidi 2004).

Diky jejich antioxidacni aktivité a chelacnim u¢inkiim je mizeme zatfadit mezi dulezité
ptirodni latky (Manaskova 2013). Mira této aktivity zavisi na poctu hydroxylovych skupin,
kdy dvé je minimalni pocet pro antioxidac¢i ucinky. Touto redukujici aktivitou chrani pted
oxida¢nim stresem, ktery zapficiniuje nékteré nemoci. Rostlinné fenoly se nevstfebavaji tak
dobfe jako naptiklad vitaminy, neni tedy jisté do jaké miry ovliviiuji lidské zdravi i pfes jejich
béznou konzumaci. VétSina rostlinnych fenol se vstiebava v tlustém stieve, Vv Krvi
se nenachazi volné, nybrz vytvaii vazby s plazmatickymi bilkovinami, ptevazné s albuminem
(Chvatalova 2006).

Nejvyznaméjsi ¢ast rostlinnych fenola piijmutych ve stravé tvoii flavonoidy, kterych je
ptiblizné dvakrat vice nez fenolickych kyselin, a dohromady tyto dvé skupiny tvoii témét
100 % pftijatych rostlinnych fenoli. Tyto latky maji vliv i na senzorické prvky potravy
(Manaskova 2013). Z vyzkumu Bunning et al. (2010) vyplynulo, Ze vysS§i obsah TPC
Vv rostlinach salatu ma negativni vliv na jeho chut’, kdy s vyssim obsahem koresponduje vétsi
hotkost. Za hotkost mohou byt zodpovédné piedevSsim nizkomolekuldrni latky, naopak
vysokomolekularni slouceniny jsou soucasti trpkosti (Mandaskovd 2013). V senzorickych
testech vySel nejlépe genotyp Crispino, ktery mél TPC nejmensi . Vyzkum také zkoumal vlivy
pocasi na TPC, kdy autofi popsali, Ze pocasi nema stejny vliv na vSechny odridy salatu.
Nicméné Ize usoudit, ze vyssi teploty okolo 30 °C maji negativni vliv na TPC. Nejvétsi roli
tedy hraje genom salatu, ktery ma pfimy vliv na mnozstvi t€chto latek v rostlin¢ (Bunning et al.
2010).

3.2.1 Vyznam rostlinnych fenoli v rostliné

V rostliné zastavaji nékolik dulezitych funkci, jsou zcela nezbytné pro rust
a rozmnozovani, protoze se podileji na tvorbe pigmenti rostliny a zaroven funguji jako lakadlo
opylovacl. Zastavaji funkci fytoalexinti, tedy chrani rostlinu pied patogeny svymi
antimikrobidlnimi a antioxida¢nimi u¢inky. Mimo jiné poskytuji ochranu pied UV zafenim jeho
pohlcovanim (Blainski et al. 2013, Khatiwora et al. 2010) V neposledni fad¢ polymery
rostlinnych fenolt ve formé tfislovin poskytuji ochranu proti okusu zvifaty, a lignany se podileji
na zpevnéni bunééné stény (Manaskova 2013).
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3.2.2 Fenolické kyseliny

Jedna se o metabolity fenolické povahy s funkéni karboxylovou skupinou. Tyto v pfirodé
vyskytujici se fenolické kyseliny jsou odvozeny od dvou zakladnich struktur: hydroxyskoticové
a hydroxybenzoové (Obr. 1) (Stalikas 2007).

Od téchto dvou sktruktur miizeme na zakladé poctu a pozici hydroxylovych skupin
odvodit dalsi fenolické kyseliny. Priklady fenolickych kyselin vyskytujicich se témét v kazdé
rostliné jsou kyselina kavova, p-kumarova, vanilova, ferulovd a protokatechova (Obr. 2)
(Stalikas 2007). Nejvice je z hydroxyskoficovych kyselin pfijimana kavova, pficemz muze
tvotit az 75 % téchto derivata ptijatych ve stravé (Chvatalova 2006). V riiznych stadiich ristu
rostliny byl zji$tén jiny obsah jednotlivych fenolickych kyselin (Ellnain-Wojtaszek et al. 2001).
Podle Wanga & Zhenga (2001) ma vliv na obsah fenolickych kyselin i prostiedi ristu rostliny.
Pouze malé ¢ast se vyskytuje ve volné formé, vétSinu mizeme nalézt vdzanou ve formé esterd,
nebo jako glykosidy (Ghasemzadeh et al. 2011, Galanakis et al 2013). Fenolické kyseliny jsou
kazdy den pfijimény ve strave, podle obsahu zeleniny, ovoce, kdvy atd. ve stravé konzumujeme
denné¢ priblizn€ 0,25—1 g (Stalikas 2007). Lidsky organismus sam o sob¢ neni schopny narusit
vétSinu esterovych vazeb. V tomto ohledu je dulezita stievni mikroflora, ktera je schopna tyto
vazby hydrolyzovat, a tak umoznit piijem téchto kyselin ve formé& volnych aglykonii

-----

na zdravi ¢lovéka (Stalikas 2007).

(@) OH
= Os OH
OH OH
hydroxyskoficova/p-kumarova hydroxybenzoova
(@) OH o OH
;\ A Os. _OH O+ OH
HO z ~OH jI/ “OCHj,
OH OH OH
skoficova kavova . vanilova
protokatechova
O OH
A
HsCO
ferulova OH

Obr. 1 Vzorce béznych fenolickych kyselin (upraveno dle Pubchem Kim et al. 2019)

3.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou ptirodnich latek, které maji polyfenolickou strukturu. Bézné
se vyskytuji ve viech rostlinnych organech. Radime je mezi sekundarni metabolity. Jsou znamy

-----
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antimutagenni, antikarcinogenni ucinky a schopnost modulace klicové funkce bunécnych
enzymu. Mechanismy fungovéni flavonoidi v lidském téle nejsou zatim plné¢ prostudovany,
avSak po staleti lidé védi, ze derivaty rostlinného ptivodu maji Siroké spektrum biologické
aktivity. V soucasné dobé se trendy vyzkumu flavonoidi tykaji izolace, identifikace,
charakterizace, funkce a na zévér jejich aplikace. Do budoucna maji potencial jako Iéky
na prevenci chronickych onemocnéni (Panche et al. 2016).

3.3.1 Vyznam flavonoidi v rostliné

Tyto sekundarni metabolity hraji roli v mnoha aspektech fyziologie rostlin. Jednou
jako ochrana pted stresem, jsou schopny pohlcovat UV zafeni, a tak chranit rostlinné organy
(Treutter 2005). Neékteré flavonoidy mohou byt vylucovany jako kotfenové exudaty
do rhizosféry, kde mohou mit pozitivni i negativni interakce s okolnim prostfedim. Tyto
exudaty ve vétSing piipadd zaujimaji funkci fytoalexint, tedy slouZi k ochrané rostliny pred
patogeny, avSak mohou mit 1 signalizani funkci, coz znamend, ze ,lakaji* symbiotické
organismy do své rhizosféry. Mezi signaliza¢ni flavonoidy fadime genistein a napiiklad
daidzein (Sugiyama et al. 2008). Zaroven pisobi antioxida¢né, kdy vychytavaji volné radikaly,
které by poskozovaly bunku (Bais et al. 2006). Hojn¢ jsou zastoupeny i v semenech rostlin,
kde stejné jako u dospélcti plni roli fytoalexind, podileji se na jejich dozravani a napomahaji
I pfi kliceni (Samanta et al. 2011).

3.3.2 Struktura flavonoidu

Flavonoidy jsou fazeny do Siroké skupiny rostlinnych fenold. Zakladni chemickou
strukturou je flavan (Obr. 2), nékdy také oznacovan jako 2-fenylchroman. Tvoii ho 2 benzenova
jadra (oznacovéana jako A, B), kterd jsou spojena pyranem (C). Podle hydroxylovych
a ketonickych skupin, navazanych na zdkladni struktufe, miZeme rozdélit flavonoidy
do jednotlivych podskupin (Obr. 2). Stejné tak hraje roli misto navazani fenylu na pyran, bézné
se vaze na C2. U isoflavonoidi je fenyl vazdn na C3. U neoflavonoidi se fenyl nachézi
na ¢tvrtém uhliku pyranu (Panche et al. 2016).
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Obr. 2 Zakladni struktury flavonoida (pfevzato Panche et al. 2016)

3.3.3 Flavonoidy jako nutraceutika

Nutraceutika jsou latky vyskytujici se v jidle, které maji védecky prokazany pozitivni
ucinek na zdravi, v€etné prevence a 1écby onemocnéni. Pojem zavedl Stephen DeFelice roku
1979 (Tapas et al. 2008, Dillard & German 2000). Vyznamnou skupinou nutraceutik
vyskytujicich se v rostlin€ jsou pravé flavonoidy. Jejich vlastnosti a ucinky na jednotlivé
onemocnéni ukazuje Obr. 3.

Jak jiz bylo zminéno, jejich zékladni a nejlépe popsanou funkci jsou antioxida¢ni ucinky.
Antioxidanty funguji na zdklad€ reakce s reaktivnimi formami kysliku a volnymi radikaly, které
by jinak mohli reagovat s t€lnimi butikami, coz by vedlo k jejich poskozeni. Pravé reaktivni
formy kysliky a volné radikaly jsou spojovany s mnoha onemocnénimi (Tapas et al. 2008. Dai
& Mumper 2010)

U kaempferolu, kvercetinu, morinu, myricetinu a rutinu bylo na zaklad¢ jejich
antioxidacnich vlastnosti, prokdzano nékolik pozitivnich G¢inkli na télo, jako je zmirnéni
alergické reakce, prevence rakoviny, ¢i protizanétlivé pusobeni. U vétSiny flavonola
neobsahujicich cukr byly pozorovany antimikrobidlni G¢inky. Jednim z nich je kvercetin,
u kterého se prokazala kompletni inhibice ristu Staphylococcus aureus (Tapas et al. 2008).

Ve studiich provedenych na laboratornich potkanech byly prokazany pozitivni G€inky
kvercetinu, kaempferolu, a rutinu na tvorbu zalude¢nich viedd. Prave tyto latky se aplikovali
intraperitonealné (do pobfisnice) potkanil, kde zabranovali poSkozeni zaludkt (Tapas et al.
2008).

Studie zamé&fend na roli flavonoidd v oblasti jater, prokdzala, Ze n€kolik derivati mélo
pozitivni vliv na ochranu a regeneraci jater. Jako nejucinnéjsi ochrana proti microcystinu-LR,
toxinu produkovaném modrozelenymi fasami, se ukazal silymarin z ostropestfce marianského
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(Tapas et al. 2008, Tamova & Gallova 2006). Dale rutin a venoruton podporovaly regeneraci
jater zasazenych cirhozou (Tapas et al. 2008).

Dal$imi potenciondlnim piinosem flavonoidii je mozna podplirna 1écba diabetu
a aterosklerozy. PiedevS§im u kvercetinu byly vyzkoumény regenerativni uc¢inky
na Langerhansovy ostriivky slinivky poskozené streptozocinem u laboratornich potkant.
Dale bylo zjisténo, ze kvercetin diky svym antioxidacnim ucinkiim zabraiiuje nezadoucim
oxidacim LDL (nizkodenzitni lipoprotein), ¢imz funguje jako prevence aterosklerdzy. Byla

také prokazana zaporna korelace mezi piijmem flavonoidli a obsahem LDL v plazmé (Tapas et
al. 2008).
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Obr. 3 Vlastnosti flavonoidi a G¢inky na nékteré choroby (pievzato Tapas 2008)

3.3.4 Flavony

vvvvv r

Flavony jsou povazovany za jednu z nejdulezitéjSich skupin flavonoidt. Jsou Siroce
roz$iteny v listech, kvétech a plodech. Za vyznamné zdroje se uvadéji napiiklad celer, petrzel,
Cervena paprika, mata a Ginko biloba. Do této sekce lze zatadit napiiklad luteolin, apigenin,
a tangeritin (Manach et al. 2004). Na zdkladnim skeletu je mezi 2. a 3. uhlikem dvojna vazba
a vétsina flavonti obsazenych v ovoci a zeleniné ma hydroxylovou skupinu na kruhu A v pozici
7 anakruhu B v pozici 3¢ a 4° (Panche et al. 2016).

3.3.5 Flavonoly

Flavonoly se vyznacuji svou hydroxylovou skupinou umisténou na tetim uhliku kruhu
C. Hojné¢ se vyskytuji v ovoci a zelenin¢ jako napiiklad v cibuli, salatu, rajc¢atech, jablkach
a vinné réveé (Manach et al. 2004). Kromé¢ toho jsou obsazeny i v cerveném ving, kde interaguji
s antokyany a zodpovidaji za typickou barvu ¢erveného vina (Gonzalez et al. 2004). Jedna
se pravdépodobné o nejbeéznéjsi a nejvetsi skupinu flavonoidl. K nejvice prozkoumanym patii
kaempferol, kvercetin, myricetin a fysetin (Manach et al. 2004).
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3.3.6 Flavanony

Flavanony, obcCas oznacovany jako dihydroflavony, maji kruh C nasyceny. Béhem
poslednich desetileti mnozstvi objevenych flavanonti prudce stouplo. Obecné je miizeme najit
ve vSech citrusech, kde jsou zodpoveédné za jejich hotkost. Zastupci jsou napiiklad hesperetin
typicky pro citrony a naringin zpisobujici hotkou chut’ grapefruitu. Vychytavaji volné radikaly
a jsou spojovany se snizenim cholesterolu (Manach et al. 2004).

3.3.7 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou velkou skupinou flavonoidi. Na rozdil od pfechozich maji pouze
limitovany vyskyt v rostlinach. Obsahuji je pfedevsim lusténiny jako napiiklad soja. Nékteré
isoflavonoidy byly také nalezeny v mikroorganismech (Matthies et al. 2008). Od ostatnich
skupin se odlisuji navazanim fenylu na pyran Vv pozici 3. Bylo zjisténo, ze hraji dilezitou roli
jako prekurzory pro syntézu fytoalexint, které slouzi k ochran¢ rostliny pied mikroorganismy
(Aoki et al. 2000), Panche et al. 2016). Isoflavonoidy maji obrovsky potencial v boji proti fade
nemoci. Genistein a daidzein jsou fytoestrogeny, které maji estrogenni vliv 1 na zvifata.
Do budoucna by mohli ptispét k 1écbé riznych hormondlnich i metabolickych onemocnéni
(Szkudelska & Nogowski 2007).

3.3.8 Antokyany

Antokyany jsou pigmenty zodpovédné za Cervené az fialové zbarveni rostlin. Kyanidin,
delfinidin, malvidin, pelargonidin a peonidin jsou nejvice prozkoumanymi aglykony
antokyant. Vyskytuji se pfedevs§im ve vnéjsich bunéénych vrstvach v riznych druzich ovoce
jako napfiklad v brusinkéch, rybizu, malinach, jahodéach a bortivkach. Diky svym zdravotnim
benefitiim a zbarveni mohou byt vyuZivany v potravinarském pramyslu (Giusti & Wrolstand
2003). Jejich barva zavisi na pH prostiedi, ale i na navazanych methylovych a acylovych
skupinach a miize se pohybovat od oranzové pies cervenou az po fialovou (Iwashina 2013, Dai
& Mumper 2010).

3.4 Metody extrakce a detekce rostlinnych fenoli

Existuje mnoho zplsobi, jak extrahovat rostlinné fenoly, mezi které patifi napiiklad
Soxhletova, extrakce, macerace nebo ultrazvuk. Hraje zde roli n¢kolik faktord jako chemicka
povaha metabolitl, provedeni a délka extrakce, pH, teplota, pomér vzorek/rozpoustédlo,
nebo velikost ¢astic pouzitého materialu (Stalikas 2007, Naczk & Shadidi 2004).

3.4.1 Faktory ovliviiujici extrakei

Chemicka povaha je dana chemickou strukturou, zasadni je polarita dané latky, ktera je
ovlivnéna velikosti molekuly a typem navazanych skupin. ProtoZe je skupina rostlinnych fenoli
velice rozsahla, extrahuje se vzdy vice skupin, které jsou rozpustné v pouzitém rozpoustédle
(Naczk & Shadidi 2004). Ovsem nikdy nelze vyextrahovat vsechny rostlinné fenoly jednim
rozpoustédlem (Sun & Ho 2005). Do vysledného roztoku se mohou také extrahovat nechténé
pfimési jako vosky, tuky, proteiny, sacharidy, terpeny a chlorofyly, coZ ma za nasledek
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navySovani vysledki méfeni (Naczk & Shadidi 2004, Sun & Ho 2005). Zéasadni roli
V rozpustnosti hraje stupen polymerizace a tvorba nerozpustnych komplexii s dalsimi slozkami
vyskytujicich se v rostliné jako jsou proteiny, ¢i sacharidy. (Dai & Mumper 2010). Tvorba
komplext s bilkovinami mtze mit za uréitych podminek za nasledek tvorbu koloidnich zakalt
(Cepi¢ka & Karabin 2002). Casté jsou opakované extrakce, kdy je po uréitém Gase vzorek
prefiltrovan, k rostlinnému materidlu je pfiddno nové cinidlo, a nakonec jsou vzorky
zhomogenizovany (Stalikas 2007).

Jednim ze zminénych faktorl, ktery ovliviiuje extrakci, je pomér vzorku k objemu
rozpoustédla. Je nutné zvazit, jestli zvétSovani objemu extrakéniho Cinidla je spravna cesta
k dosazeni vétsiho vynosu vzhledem k finan¢ni naro¢nosti (Dai & Mumper 2010). Podle Zhu
et al. (2009), kteti zkoumali pomér rostlinny material/rozpoustédlo, se do poméru 1:40 (g/ml)
zvySovalo mnozstvi extrahovanych flavonoidd. Pfi dal§Sim navySovanim rozpoustédla jiz byla
hodnota flavonoidii konstantni.

Dal$im nezanedbatelnym faktorem je velikost ¢astic rostlinného materialu. Meyer (2005)
zkoumal vliv tohoto faktoru pfi extrakcich podporovanych enzymy. Velikost ¢astic byla zcela
zasadni pro spravné fungovani enzymu, které rozkladaji bunééné struktury.

Forino et al. (2020) provedl vyzkum zaméfeny na zmény obsahu antokyant, taninti a TPC
pii rizném pH ve viné. Rozsah pH ¢inil 3,2-3,7, kdy antokyany vykazovaly negativni reakci
se zvySovanim pH. Naopak obsah celkovych fenoll a tfislovin se pii vyssich hodnotach pH
zvySoval.

Podle Asami et al. (2003) hraje svou roli 1 proces suseni v pfipravé samotné¢ho vzorku.
Vyzkum hodnotil TPC ve vzorcich suSenych dvéma metodami — teplym vzduchem a mrazem.
Z jeho zavérh vyplyva, Ze pii suSeni mrazem se latky lépe zachovaly. TPC tedy vykazoval vétsi
hodnoty nez u suseni vzduchem. Toto potvrzuji i Soto et al. (2014) kdy v rostlinném materialu
suSenym mrazem bylo naméfeno vzdy vice TPC neZ v listech suSenych teplym vzduchem

Extrakéni Casy se bézné 1isi od jedné minuty po hodiny az dny (Naczk & Shadidi 2004).
Teplota, pii které probihd extrakce je zcela zasadni faktor. Pfi vySSich teplotach se méni
vlastnosti rozpoustédel, nartsta jejich schopnost rozpoustét latky, zaroven se zrychluje difuze.
Zvysena teplota latek také sniZzuje povrchové napéti a viskozitu, coZ méa za nasledek lepsi
kontakt vzorku s rozpoustédlem. Z tohoto vyplyva, ze zvySeni teploty zcela jednoznacné
prispiva k rychlosti extrakce (Dai & Mumper 2010). Zhu et al. (2009) provedli sérii pokusti na
extrakci flavonoidi pfi teplotach od 30 °C do 55 °C, zjistili, Ze nejvétsi t€innost byla pti 45 °C.
Dalsi navySovani teploty snizovalo celkovy obsah flavonoidi v rozpoustédle nejspise vlivem
degradace termolabilnich latek.

Nevyhodou delSich extrakénich dob a vysokych teplot je moznost oxidace a hydrolyzace
nékterych termolabilnich rostlinnych fenold jako naptiklad antokyanii. Tyto pro néas negativni
procesy snizuji celkovy obsah fenolll. Proto je zcela zdsadni zvolit Cas a teplotu tak, aby nedoslo
k degradaci latek, které se maji stanovit. Problém s oxidaci miize byt vyfeSen pfidanim
redukénich ¢inidel (Naczk & Shadidi 2004, Dai & Mumper 2010).
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3.4.2 Rozpoustédla

vvvvvv

stanoveni rostlinnych fenoli a flavonoidt (Zhao et al. 2006). Nejpouzivané€jsimi rozpoustédly,
co se tyCe extrakce rostlinnych fenolli, jsou methanol, ethanol, aceton, voda a ethyl-acetat.
Méné se pak vyskytuji propanol a dimethylformamid. Ptipadné se uzivaji jejich kombinace,
coz umoznuje extrakci vétSiho spektra latek (Naczk & Shadidi 2004, Dai & Mumper 2010).
Rozhodujicim faktorem je polarita rozpoustédla i1 extrahované latky. NejpolarnéjSim
rozpoustédlem je voda, ethanol a methanol maji polaritou podobnou a jsou o néco méné polarni
nez voda (Tab. 2). Vysoka polarita alkoholl je zaptiinéna vlastni asociaci, kterd vede k tvorbé
cyklickych a polymernich linearnich struktur, kdy pravé tyto polymerni linearni struktury jsou
vysoce polarni (Henkel et al. 2018). Dle poucky ,,similia similibus solvuntur®, aby se latka
do extrak¢niho ¢inidla uvolnila, je pak nutné, aby tyto komponenty mély podobnou polaritu.

Naptiklad fenolické terpeny se rozpousti spiSe v nepoldrnich rozpoustédlech jako
napiiklad v hexanu. Diethylether a ethylacetat dobfe rozpousti fenolické kyseliny a aglykony,
které jsou méné polarni nez glykosidy, protoze obsahuji méné vodikovych mistkd. Na druhou
stranu rostlinné fenoly s vétsi molekularni hmotnosti a polaritou jako glykosidy flavonoidu jsou
1épe extrahovany do vodnych roztokl alkoholil, které jsou zndmy svoji vysokou polaritou
(Galanakis et al. 2013, Chuang et al. 2017, Stalikas 2007). Tyto roztoky se prokazaly také jako
nejucinnéjsi, co se ty¢e TPC (Soto et al. 2014). Tento fakt odpovida logice véci, protoze prave
flavonoidy jsou nejrozsifenéjSimi rostlinnymi fenoly v rostlinné fisi (Manaskova 2013).
Ve vyzkumu Soto et al. (2014) zkoumali extrakéni schopnosti Cistych alkoholll a roztoki
alkohol /voda v poméru 1:1. Zde potvrdili teorii, Ze pfidanim vody do alkoholl se zasadné
zlepsi jejich schopnost rozpoustét rostlinné fenoly, diky navySeni jejich polarity. Methanol
se ukazal jako vhodnéjsi pro rostlinné fenoly s niz§i molekularni hmotnosti, zatimco roztok
acetonu s vodou zvladne rozpustit i molekuly o vysoké molekularni hmotnosti (Dai & Mumper
2010). Podle Sun & Ho (2005) v piipadé pohanky byl nejvétsi TPC v ¢istém acetonu. Uginnost
¢istého ethanolu a methanolu byla v jejich vyzkumu srovnatelnd, coz odpovida jejich podobné
polarité (Tab. 2).

Ve vyzkumu Zarina & Tan (2013) zjistili, Ze vodny roztok methanolu je U¢inn&jsi
extrakéni Cinidlo flavonoidii prfedevsim v extrakcich s niz§imi teplotami (50 °C), naopak vodny
roztok ethanolu se ukazal jako lepsi v extrakcich s teplotami od 65 °C. V tomto nejspiSe hraje
roli bod varu rozpoustédel, kdy methanol ma mensi bod varu nez ethanol, coZ naznacuje, Ze var
rozpoustédla nepiispiva pozitivné k jeho extrakénim vlastnostem (Zarina & Tan 2013).

Tab. 2 Polarita vybranych rozpoustédel (upraveno dle Reichardt & Welton 2010)

Voda Ethanol Methanol Aceton
Polarita 1 0,654 0,762 0,355

Pti extrakci ze vzorkli bohatych na antokyany se jako zvlast’ ucinné ukdzaly alkoholy
(ethanol, methanol) s pfidavkem kyselin. Bézné€ se doporucuji silné kyseliny o nizké
koncentraci (1% chlorovodikova, 0,5-3% trifluoroctova). Tento systém je schopny antokyany
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stabilizovat a zaroven rozpoustét cytoplazmatickou membranu, a tim napomoci extrakci
z rostlinnych bunék (Dai & Mumper 2010).

3.4.3 Metody extrakce

V posledni dekadéach se kromé klasickych konvencnich metod jako macerace a zahtivani
zacaly prozkoumavat nové zpusoby, jak extrahovat pozadované latky z rostlinného materialu.
Jednou z nevyhod starSich metod je vysoka spotiecba rozpoustédel, coz ma jak finanéni,
tak ekologické dusledky. Mezi novéjsi metody lze =zafadit ultrazvuk nebo extrakci
podporovanou tlakem (Dai & Mumper 2010).

3.4.3.1 Macerace

Jedna se o metodu za laboratorni teploty neboli extrakci za studena. Pfed rozvojem
modernégjSich metod v 19. stoleti byla uzivana k vyluhovani u¢innych latek z 1é¢ivych rostlin.
Existuje n€kolik variant, pfi¢emz za zakladni 1ze povazovat maceraci v klidu bez miseni. Mezi
jeji prednosti patii pfedevsim jednoduchost na provedeni a je vhodna pro latky, které snadno
degraduji (Mandal et al. 2015). Jeji zasadni nevyhodou je ¢asova naro¢nost a relativné velka
spotieba rozpoustédel. Obvykle probiha del§i dobu, v pfipadé rostlinného materidlu
S pevnéjsim povrchem (semena) byla jako nejucinnéjsi zaznamendna macerace trvajici nejdelsi
Cas (tfi tydny) (Gonzalez et al. 2004).

Macerace, kdy je roztok neustale misen, se nazyva kinetickd. Pfednosti tohoto zpisobu
je zlepSeni difuze a nehromadéni koncentrovaného rozpoustédla kolem ¢astic. Tato technika
s vylepSenim pomoci stlatené¢ho oxidu uhli¢itého se mize vyuzivat pii vyrobé vina. Bunky
zménou tlaku méni svou strukturu, coz vede ke zlepSeni extrakce senzoricky vyznamnych latek
(Mandal et al. 2015).

3.4.3.2 Zahtivani

Zahtivani obecné piispiva ke zrychleni extrakci latek z rostlinného materidlu nékolika
zpisoby. Pti zvySeni teploty se zrychluje samovolného rozptylovani castic (diftize). Déle klesa
povrchové napéti kapalin spolecné s jejich viskozitou, coz umoziiuje lepsi smaceni a pronikani
rozpoustédla do rostlinného materidlu. V neposledni fadé se se zvySujici teplotou u kapalin

zvySuje bod nasyceni. Rozpoustédlo je tedy schopno pojmout vice extrahovatelnych latek
(Mandal et al. 2015).

3.4.3.3 Soxhletova extrakce

Tento typ extrakce je jednou z klasickych konvenénich metod. Dodnes se pouziva jako
srovnani k dalSim typim extrakce rozpoustédly. Rostlinny material je umistén do patrony a do
Soxhletova extraktoru, zatimco v destilaéni bance se odpafuje zahiaté rozpoustédlo.
To se v zpétném chladi¢i ochladi zpét do kapalné faze a stékd do patrony se vzorkem, kde
probiha samotna extrakce. Kdyz rozpoustédlo dosdhne ptrepadu v piepadové trubici, vrati
se opét do destilacni baiiky z prostoru extraktoru. Tento proces se opakuje az do ukonceni
extrakce. Jejimi nevyhodami jsou relativné velkd spotieba rozpoustédla, delsi extrakéni Casy
¢i degradace termolabilnich latek. Jeji vyhodou je privadéni Cistého extrakéniho Cinidla, tedy
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lepsi podminky pro extrakei latek, s ¢imz souvisi, Ze neni potieba vzorek po ukonceni filtrovat.
Pro zlepseni G¢inku se da kombinovat s ultrazvukem (Mandal et al. 2015).

3.4.3.4 Ultrazvuk

V posledni dekadach se ultrazvuk, jako nova metoda extrakce, stal pfedmétem zajmu
mnoha studii. Tradi¢ni metody, které obvykle vyzaduji delsi extrak¢ni ¢asy kvili své malé
efektivit¢ mohou byt vylepSeny ¢i nahrazeny pravé ultrazvukem. Pfi jeho pouziti se prokazalo
urychleni extrakce. DalSi vyhodou je sniZeni teploty oproti klasickému zahtivéani, tudiz
nedochézi k degradaci termolabilnich latek.

Ultrazvuk stoji na principu akustické energie, kterou latky nutné neabsorbuji, nybrz jimi
prochazi. Zvukové viny pfi prichodu médiem zpiisobuji vibraci molekul, coz mé za nasledek
cykly vysokého a nizkého tlaku. B&hem téchto cykli se molekuldrni struktury stahuji
a roztahuji. Rychlost cykll je ovlivnéna frekvenci ultrazvuku. Zmeény tlaku maji za nésledek
proces ,kavitace®, coz znamend, Ze se na molekularni urovni tvoii bubliny a dutiny, které¢
nasledné imploduji. Pii implozi je dosazeno obrovskych lokdlnich teplot (5000 °K) i tlaku
(2000 atm). Timto se narusi bunééné struktury, coz umozni lepsi prunik rozpoustédla do bunék,
a tak mohou byt pozadované latky 1épe extrahovany (Mandal et al. 2015, Dai & Mumper 2010).
Bylo zjisténo, Ze proces kavitace za normalniho tlaku nejlépe probiha za nizsich frekvenci (20
kHz) (Mandal et al. 2015).

Svoji uéinnost prokdzal pii extrakci nékterych piirodnich latek jako polysacharidy,
esencialni oleje, bilkoviny, peptidy, barviva a pigmenty. Oproti nékterym metodam je levnéjsi
a snadno pouzitelny. Redukuje spotiebu rozpoustédel i energie (Tiwari 2015).

3.4.3.5 Extrakce podporovana tlakem

Jedna se o jednu z relativné novéjsich metod, béZné je oznaCovana jako PSE, nicméné
existuje n¢kolik druht této metody, které maji vlastni nazvy. Princip metody stoji na zvySeném
tlaku a teplotach od laboratornich az po 200 °C. Vysoky tlak (100-140 atm) v uzavieném
systému udrzuje rozpoustédlo v tekutém stavu. Systém musi byt navrzen tak, aby byl schopny
odolat témto podminkam. U PSE jsou vyuZivany stejna rozpoustédla jako u konvencnich
metod, ale v porovnani s napiiklad Soxhletovou extrakci je spotieba rozpoustédel nizka.
Vysoké teploty podporuji rychlost extrakce snizenim povrchového napéti, viskozity
a navySenim koeficientu difuze (Mandal et al. 2015). Podle Ibafiez et al. (2003) se pii extrakci
podporované tlakem, za uZiti vody jako rozpoustédla (subkritickd extrakce vodou)
a pii zvySujici se teploté dochazi ke sniZeni polarity vody. Mendiola et al. (2007) potvrdil tuto
hypotézu, kdy popsal, Ze relativni permitivita vody pii 200 °C je zhruba na urovni methanolu
a tim umoznuje extrakci latek, které by voda normalné nerozpoustéla, nebo jen v malé mire.

3.4.3.6 Perkolace

Metoda perkolace vyuziva zatfizeni ve tvaru nalevky se spodnim uzavérem, perkolatoru,
ve kterém je umistén filtr. Zcela zdsadnim faktorem je zde opé&t ptiprava rostlinného materialu.
Prvnim krokem je homogenizovat material na idedlni velikost ¢astic. Pti pfili§ jemném pomleti
muze dojit k ucpani perkolatoru. Naopak u ptilis velkych ¢astic by extrakce nemusela byt iplna.
Jesté pred naplnénim perkolatoru je nutné rostlinny materidl smocit, aby pii perkolaci
nevznikala sucha mista. Pfi plnéni by mél byt material stlacovan rovnomérné, tak aby

21



rozpoustédlo protékalo kazdou casti stejn€. Nakonec se perkolator doplni rozpoustédlem
a spodnim otvorem se nechd odkapavat extrakt. Po odkapani muze byt pfiddno nové
rozpoustédlo a jednotlivé extrakty mohou byt nakonec spojeny. Perkolace muze byt
modifikovana naptiklad zvySenim teploty. Jejimi nevyhodami jsou pfedevsim ¢asova narocnost
a vetsi spotieba rozpoustédel (Seidel 2005).

3.4.4 Folin-Ciocalteuva metoda

Folin-Ciocalteuva metoda je nejznaméjsi a nejcastéji pouzivany zpusob pro zjisténi
celkového obsahu rostlinnych fenold (TPC) v ovoci a zelenin€. Vznikla jako vylepseni Folin-
Denisovy metody (Sanchez-Rangel et al. 2013). Jedna se o spektrofotometrickou metodu, kdy
se vyuziva redukujici schopnosti rostlinnych fenolt, které reaguji s Folin-Ciocalteuovym
(FCR) ¢inidlem, coz je smés fosfomolybdenanu (H3PMo012040) a fosfowolframu (H3PW12040),
za vzniku modfe zbarvenych sloucenin, které mohou byt nasledné kvantitativné zméfeny
spektrofotometrem. Méfeni se provadi pii vlnové délce okolo 760 nm. Tato reakce probiha
pouze Vv zasaditém prostiedi, aby byla umoZznéna reakce vSech rostlinnych fenoll latek
s Folinovym cinidlem. Folinovo ¢inidlo se v zasaditém prostfedi rychle rozklada, coz by mélo
za nasledek spottebu velkého mnozstvi Cinidla a zaroven by vznikalo zakaleni, proto Folin
a Ciocalteu ptidali do ¢inidla lithiové soli, které tyto problémy eliminuji (Blainski et al. 2013).
Kalibraéni kivka je bézn¢ sestavena z roztokt kyseliny gallové Jeji prednostmi jsou predevsim
jeji jednoduchost, rychlost a moznost opakovatelnosti s velice podobnymi vysledky.
(Khoddami et al. 2013).

3.4.5 Urdeni flavonoidi na zakladé aluminiovych komplexi

Tato metoda se pouZiva pro stanoveni celkového obsahu flavonoidl (total flavonoid
content, TFC) v potravinach i 1é¢ivych rostlinach Jedna se o spektrofotometrickou analyzu,
kterou popsali Christ a Miiller v roce 1960 a béhem nésledujicich let se metoda optimalizovala
pro zlepsSeni jeji funkce. Stoji na principu tvorby komplext skladajicich se z flavonoidu
a hliniku (Obr. 4), které maji ¢ervenou barvu. Na zéklad¢ tvorby téchto komplexa Ize urcit
mnozstvi flavonoida podle mnozstvi vytvofenych komplext. (Pekal & Pyrzynska 2014, Zhu et
al. 2009). Metoda ma vice podob, pficemz existuji dva zakladni postupy. Prvni metoda probiha
Vv kyselém prostiedi za pouziti kyseliny chlorovodikové a octanu sodného ¢i, amonného. Druha
probiha v zasaditém prostredi, vyuZziva roztok dusitanu amonného k nitraci aromatickych kruhti
nesouci katecholovou skupinu, kdy se po jeho pfidani roztok zbarvi do Zluta, a po inkubaci je
vzorek neutralizovan hydroxidem sodnym, coz zptsobi oranzové zbarveni. Pekal & Pyrzynska
(2014) provadeli srovnani téchto dvou metod. Z jejich meéfeni vyplyva, Ze metoda
vyuzivajici alkalickém prostfedi zachytdva zejména rutin, luteolin a katechiny, ale i nékteré
dalsi slouceniny. Zatimco druhd metoda je vhodna pouze pro stanoveni flavonola a luteolinu
(Pekal & Pyrzynska 2014). Kalibra¢ni kiivka je nejCastéji zaloZzena na koncentracni fadé
roztokll kvercetinu ¢i rutinu.
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Obr. 4 Tvorba opticky aktivnich komplext flavonoidti (upraveno dle Pubchem, Kim et al. 2019)

3.5 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je univerzalni metoda vhodna jak pro kvantitativni, tak 1 kvalitativni
analyzu. Je zaloZend na interakci hmoty se svétlem. Svétlo mize byt odraZeno, lamano,
absorbovano, ¢i vyzafovano pii prichodu hmotou. Rozdilné latky ovliviiuji svétlo o raznych
vlnovych délkach, a proto Ize urcit jak typ latky, tak jeji mnozstvi podle stupné¢ zmény svétla
prochézejiciho kyvetou. Jednéd se o metodu srovnédvaci, hodnoti se mnozstvi svétla proslého
srovnavaci kyvetou s ¢istou vodou nebo slepym vzorkem a kyvetou s méfenym vzorkem
(Morris 2015). Pro vypoéet hodnot se pouzivd Lambert-Beertiv zikon (A=[][]c*l). Rika,
ze absorbance je ptfimo imérna molarnimu absorpénimu koeficientu stanovované latky, jeji
molarni koncentraci a tloust'ce vrstvy roztoku (Werner&Erhan 2017).
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4 Metodika
4.1 Rostlinny material

Pro extrakci rostlinnych fenoll a flavonoida byly vybrany rostliny lociky seté, genotyp
,Kral Maje* ktery se fadi mezi hlavkové salaty. Jednalo se o salat péstovany hydroponicky
ve skleniku. Vysev probihal do sadbovacich kostek o velikosti 25%25x40 mm ze sterilniho
materialu ,,rockwool®. Pti kliceni se pH pohybovalo mezi 5,6-6,9, vodivost (EC) béhem kli¢eni
odpovidala hodnoté¢ 1,2 mS/cm. Ve vegetacnim stadiu byla EC namétena v hodnotach kolem
1,5 mS/cm. Svételny rezim byl piirodni v cca plilce vegetacni sezony, coz odpovida optimu.
Teplota ptes den m¢la rozsah 24-26 °C, v noci pak 19-21 °C. Salatu byly dodavany ziviny
formou zivného roztoku podle Hoaglanda. Sklizen se uskutecnila po Sesti tydnech ristu. Suseni
probihalo v susarné pfi teploté 60 °C do konstantni hmotnosti. Ziskand suSina pak byla v mlynu
(Obr. 5) homogenizovana na prasek prochézejici sitem o velikosti oka 100 pum.

4.2 Priprava vzorki

Pro kazdou metodu byly vyzkouSeny 2 navazky s rozdilnym objemem rozpoustédla.
V prvnim piipadé se jednalo o pfiblizné 0,3000 g homogenizovaného rostlinného materialu,
ktery byl extrahovan dvakrat 15 ml rozpoustédla a nasledné doplnén do 25 ml v odmérné barice.
U druhého typu byla zvolena navazka s 0,2000 g rostlinného materidlu a 10 ml rozpoustédel
z diivodu jejich mensi spotfeby. Oba zvolené poméry byly vyzkouSeny se vSemi metodami.
Mensi velikost zkumavek oproti varnym bankam umoznila extrakci vétsiho poctu vzorkt, coz
vedlo k vyraznému usetieni Casu.

4.3 Podminky extrakce

Na zéklad¢ literarni reSerSe byly k extrakci zvoleny 4 rozpoustédla. Jednalo
se o destilovanou vodu a vodné roztoky polarnich rozpoustédel o nasledujicich koncentracich:
85% ethanol, 80% methanol a 70% aceton. Roztoky byly fedény ze zasobnich roztokl pred
vlastni extrakci, pro tu byly zvoleny 4 metody, které byly provedeny v laboratofi katedry
botaniky a fyziologie rostlin.
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4.3.1 Zah¥ivani 80 °C

Navazeny rostlinny materiadl byl smiSen s uvedenymi rozpoustédly ve varné baice
a vlozen do vodni lazné pfedehiaté na teplotu 80 °C pod zpétnym (Liebigovym) chladi¢em.
Do ban¢k byly ptfidany varné kaminky, aby se zabranilo skrytému varu. Protoze se béhem prace
jevilo zahtivani jako nejlepsi metoda pro extrakci rostlinnych fenold, byly poté testovany 2
ruzné extrak¢ni Casy i1 navazky (viz Ptiprava vzorkl). Délky extrakei byly na zaklad¢ literatury
uréeny na 30 minut a 1,5 hodiny. U kazdé délky byla vyzkouSena i dvoustupiiova extrakce, kdy
vzorek byl po polovin€ uplynutého Casu zfiltrovan, a k rostlinnému materialu byl pfidan cerstvy
roztok rozpoustédla. Dale prob¢hlo stanoveni celkového objemu rozpoustédla na 25 ml a 10 ml
podle navézek. Takto bylo testovano, zdali jiz extrahované latky maji vliv na extrakci zbylych
latek.

Obr. 6 Mlyn (foto: autor, 2020) Obr. 5 Extrakce pod Liebigovym chladicem
(foto: autor, 2020)

4.3.2 Zahrivani 50 °C

Odvazeny rostlinny vzorek byl umistén do uzaviratelnych plastovych zkumavek a vlozen
do vodni 1azné o teploté 50 °C, pticemz zatizeni zpusobilo uplné ponoteni. Tato metoda byla
aplikovana jako srovnani s ultrazvukem. Celkovy ¢as zahfivani ¢inil 1,5 hodiny.

4.3.3 Kineticka macerace

Macerace neboli extrakce za studena byla provedena michanim na tfepacce. Rostlinny
materidl byl smisen s extrak¢nimi ¢inidly ve zkumavkéch, které se uchytily do stojanu ve skoro
vodorovné poloze, protoze tak nedochazelo k rychlému usazeni vzorku. Extrakce probihala 1,5
hodiny pfi nastaveni 200 kmitd za minutu, v poloviné procesu byly vzorky vyjmuty a rucné
protiepany.
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4.3.4 Ultrazvuk

Pokus byl navrzen tak, ze rostlinny material byl smichan s extrakénim c¢inidlem
a umistén do zkumavek, které byly kruhové uspotadany do vodni lazné. Hrot ultrazvuku (Obr.
7) se nachazel uprostied kruhu zkumavek par centimetrti pod hladinou tak, aby byl od vSech
zkumavek umistén stejné daleko. Vykon ultrazvuku byl 200 W o frekvenci 20 kHz s intervalem
0,9 s. Extrakce probihala 1,5 hodiny. Zvukové viny produkovaly teplo, kdy kone¢na teplota
Vv lazni byla naméfena piiblizn¢ 50 °C.

> S
e b b = ik

Obr. 7 Ultrazvuk (foto: autor, 2020) Obr. 8 Filtrace (foto: autor, 2020)

4.4 Skladovani vzorku

Po provedeni extrakci nasledovalo odd¢leni ¢inidla od rostlinného materialu odstfedénim
centrifugou na 10 minut pti 6000 ot./min, dale prob¢hlo piefiltrovani odstiedénych vzorki pies
vatu (Obr. 8). U jednotlivych druhi rozpoustédel jsme mohli pozorovat riiznou barvu vzorku.
Nejmarkantnéjsi rozdil byl pozorovan u vody, byla zbarvena spiSe do oranzova, zatimco ostatni
vzorky mély syté zelenou barvu. Takto upravené vzorky byly uchovany v mrazicim zatizenim
pfi teploté -20 °C do doby méfeni fenolt a flavonoidd.

4.5 Stanoveni celkového fenolického obsahu

Pro stanoveni celkového fenolického obsahu (TPC) byla pouzita Folin-Ciocalteu metoda
podle Marinova et al. 2005. Do ¢irého extraktu o objemu 0,25 ml se pfidalo 0,75 ml 10x
zfedéného FCR a nechalo se po promichdni 6 minut inkubovat pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti doby inkubace bylo do vzorku napipetovano 0,8 ml 7% roztoku uhli¢itanu sodného,
kdy vzorky ziskaly syté¢ modrou barvu. Nakonec se doplnil destilovanou vodou na konecny
objem 2,5 ml. Vzorky se nechaly stat pti pokojové teploté bez pristupu svétla dveé hodiny, a poté
se proméfily spektrometrem pfi vinové délce 760 nm. Obsah celkovych fenolll byl vypocitan
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pomoci kalibra¢ni kiivky pripravené ze standardu kyseliny gallové (Obr. 9) (Marinova et al.
2005).
HO.__O

HO OH
OH

Obr. 9 Kyselina gallova (upraveno dle
Obr. 10 Kvercetin upraveno dle Pubchem Kim et al. 2019)

Pubchem Kim et al. 2019)

4.6 Stanoveni celkovych flavonoidu

Stanoveni celkovych flavonoidi (TFC — total flavonoid content) probéhlo na zakladé
spektrofotometrické metody vyuZzivajici vzniku komplexu mezi flavonoidy a hlinikem podle
Ying & Wan (2012). Do zkumavek se napipetovalo 0,4 ml extraktu spolecné s 0,16 ml
destilované vody. Do této smési se piidalo 0,12 ml 5% dusitanu sodného a nechal se 5 minut
inkubovat. Po uplynuti doby inkubace byl dodan 10% roztok chloridu hlinit¢ého a smés
se ponechala stat Sest minut. Vzorek se béhem tohoto Casu zbarvil do zluta. Posléze bylo
napipetovano do vzorku 0,8 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/l. Po ptidani hydroxidu
se barva vlivem zmény pH na zésadité zménila na oranZovou. Vzorek byl doplnén destilovanou
vodou na 2 ml. V této fazi byly pozorovatelné oranzové srazeniny, které pii promichani fedénim
vymizely. Méfeni probihalo témét bez ¢asové prodlevy od piipravy pii vinové délce 415 nm.
Obsah celkovych flavonoidl byl vypocitdn pomoci kalibra¢ni kiivky ptfipravené ze standardu
kvercetinu (Obr. 10) (Ying & Wan 2012).

4.7 Analyza dat

One-way ANOVA byla pouZita ke stanoveni rozdilu mezi kombinacemi 4 rozpoustédel,
6 metod a 2 navazek. Pritkkazné rozdily mezi priméry na hladin€ vyznamnosti a=0,05 byly dale
testovany pomoci Tukey HSD post-hoc metody. Post-hoc testy se provadéji az po zamitnuti
nulové hypotézy, kdy je zpravidla p <0,05 a pomahaji nalézt homogenni skupiny v testovanych
datech (Lep$ & Smilauer 2016) Vsechny vypodty byly provedeny pomoci softwaru
STATISTICA 13.5 (Statsoft, Tulsa, USA).

Nomenklatura
Nomenklatura byla sjednocena podle Kli¢e ke kvétené CR (Kaplan 2019).
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5 Vysledky
5.1 Celkové fenolické latky (TPC)

Graf 1 ukazuje obsah fenolickych latek s navazkou 0,2 g/10 ml v mg GAE (gallic acid
equivalent) na gram suSeného rostlinného materialu za pouziti riznych metod a rozpoustédel.
Graf 2 predstavuje vysledky pii navazce 0,3 g/25 ml. Hodnoty se v zavislosti na kombinaci
variant pohybovaly od 117 mg/g (macerace s methanolem) do 230 mg/g (extrakce acetonem
80 °C 30minut).

Nejvyssi hodnota TPC (230 mg/g) byla mezi jednotlivymi kombinacemi rozpoustédlo-
metoda-pomér navazka/rozpoustédlo nalezena u vodného roztoku 70% acetonu (Grafy 1, 2;
Tab. 3). Z hlediska jeho u¢innosti se vyssi koncentrace stanovovanych latek prokazala u vétSiny
s nim zkouSenych metod. Nicmén¢ dle provedené statistiky nebyl prokédzan vyznamny rozdil
mezi jim a 85% ethanolem pfi zahtivani na pal hodiny pii 80 °C (Graf 2), které mélo nejvyssi
hodnoty TPC, rozdil se vSak projevil pfi pouziti odlisné navazky (Tab. 3), kdy ale doslo
k poklesu naméfenych hodnot u obou rozpoustédel (Graf 1).

Kromé této metody, a macerace s navazkou 0,2 g, se ukdzala voda jako ucinnéj$i nez
ethanol ve vSech ostatnich metodach, kde byly vzorky zahtivany. U ptilhodinového zahtivani
pii 80 °C s navazkou 0,2 g dokonce byla uc¢inngjsi nez aceton (Graf 1). Prikazny rozdil byl
vSak zjistén pouze u ultrazvuku a zahtivani pti 50 °C (Graf 1). Z Grafu 1 a 2 lze vycist,
ze pro extrakci vodou je zadsadni jeji zvySend teplota. U macerace, kterd byla provadéna
pfi laboratorni teploté, byly pozorovany prikazné nizsi hodnoty TPC v porovnani s ostatnimi
metodami, a i v rAmci obou navazek.

Tteti primérné nejvyssi hodnoty byly naméteny u 85% ethanolu. Jak bylo uvedeno vyse,
ethanol v jedné kombinaci dosahoval u¢innosti acetonu (Graf 2), ale vétSinou byly hodnoty
TPC pfi jeho pouziti mensi nebo srovnatelné s vodou. Oproti vodé€ nebyl, s vyjimkou jedné
extrakce, pozorovan pozitivni nebo vyznamny narist obsahu sledované skupiny metabolita pti
pouziti vyssich teplot. Rizné navazky také nemély na extrakci signifikantni vliv (Tab. 3), pouze
u dvou bylo v pfipadé pouziti 0,3 gramu suSiny potvrzen vyrazny nartst TPC.

Nejméné celkovych fenolll pak bylo zjiSténo v 80% methanolu. Stejné tak se u navazky
0,3 projevily malo t¢inné metody bez ptimého zahtivani, tedy macerace a ultrazvuk (Graf 2).
S vyjimkou macerace rovnéz opét nebylo u TPC prokédzdno mnoho statisticky vyznamnych
rozdilt (Tab. 3) v zavislosti na mnoZstvi vzorku.

Z uvedenych vystupt tak lze fici, ze extrakce pti vyssi teploté s kratSim ¢asovym tsekem
za pouziti acetonu jako rozpoustédla méla nejvyssi hodnoty TPC.
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Graf 1. TPC s navazkou 0,2 g. V grafu jsou zobrazeny vysledky jednocestné ANOVA (F (27,80) =9,2835;
p<0,001) po provedeném post hoc Tukeyho testu. Stejna pismena oznacuji homogenni skupiny.
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Graf 2. TPC s navazkou 0,3 g. V grafu jsou zobrazeny vysledky jednocestné ANOVA (F (27,30)
=9,2835; p<0,001) po provedeném post hoc Tukeyho testu. Stejnd pismena oznacuji homogenni

Tab. 3 Srovnani rozdilu v TPC mezi odli$nymi poméry navazka/rozpoustédlo. V tabulce jsou zobrazeny vysledky jednocestné
ANOVA (F (27,80) =9,2835; p<0,001) po provedeném post hoc Tukeyho testu. Hvézdi¢ky oznacuji prikazné rozdily mezi
dvéma sledovanymi variantami navazek, n.p. — neni priikazny.

Macerace Zahtivani 80 °C 30 min Zahtivani 80 °C 1,5h
H20 | EtOH | MeOH | AcON | H20 | EtOH | MeOH | AcON | H20 | EtOH | MeOH | AcON
n.p. | np. * n.p. n.p. * n.p. * n.p. | n.p. n.p. n.p.
Zahtivani 50 °C 1,5h Ultrazvuk
H20 | EtOH | MeOH | AcON | H20 | EtOH | MeOH | AcON
n.p. * n.p. n.p. n.p. | np. n.p. n.p.

29



5.2 Celkovy obsah flavonoidu (TFC)

Graf 3 obsahuje srovnani metod a rozpoustédel pii navazce 0,2 g/10 ml pro extrakci
celkovych flavonoidu, které jsou vyjadieny v miligramech QE (quercetin equivalents) na gram
suseného rostlinného materialu. Graf 4 srovnava vysledky pii navazce 0,3 g/25 ml. Hodnoty
byly v rozmezi 150,25 mg/g (extrakce vodou 30 minut pii 80 °C) az 566,344 mg/g (extrakce
85% ethanolem 1,5 hod pfti 80 °C).

U flavonoidt se jako nejucinnéjsi extrakéni ¢inidlo ukazal vodny roztok ethanolu, poté
nasledovaly roztoky 70% acetonu, 80% methanolu a voda (Graf 3 a 4). Hodnoty ethanolu byly
prikazné vyssi oproti jinym rozpoustédliim u vice typt extrakci. Vyznamny rozdil se projevil
u ethanolu také v délce extrakce, kdy zahtivani pii 80 °C na 1,5 hodiny se statisticky odliSovalo
vys$simi hodnotami oproti ptilhodinové extrakci nezavisle na navazce. Nejlepsiho vysledku bylo
dosazeno pfi zahtivani 80 °C na 1,5 hodiny s navazkou 0,3 g, které se statisticky vyznamné
lisilo od vSech ostatnich metod a rozpoustédel (Graf 4, Tab 4.). Zahtivani pti niz$i teploté (50
°C) bylo pro TFC vhodnéjsi nez pro fenoly, pii navazce 0,2 g dokonce piesahlo hodnoty
zahtivani 80 °C, avSak nebyl zaznamenén statisticky vyznamny rozdil. Roli zde pak patrn¢ hrala
i délka extrakce, ktera byla delsi ve srovnani s ptilhodinovou variantou, a méla pozitivni vliv
U vétsiny rozpoustédel,

Aceton byl v tomto pfipadé druhym nejacinnéj§im rozpoustédlem pro TFC, vcetné
vy$Sich hodnot pti delsi extrakei. V Grafu 4 1ze pozorovat, Ze aceton miize byt i€inny 1 pii nizsi
teploté s vétsim mnozstvim rozpoustédla, kdy pii maceraci s navazkou 0,3 g ptekonal hodnoty
ethanolu, rozdil byl ale neprikazny.

Methanol extrahoval vyrazné méné flavonoidi oproti ethanolu u vétSiny pouzitych
metod, avSak statisticky se pfili§ neliSil od acetonu. S vyjimkou ultrazvuku se u tohoto
rozpoustédla neprojevil vliv navazky (Graf 3).

Jako nejhorsi rozpoustédlo pro stanoveni TFC se projevila voda, kdy jeji mala Gi¢innost
byla pozorovana predev§im u extrakci s pomérem 0,2 g/10 ml rozpoustédla a teplotou mensi
nebo rovnou 50 °C — u macerace, zahfivani na 50 °C a ultrazvuku. U téchto metod se ale
navySenim mnozstvi vody v poméru rostlinny materidl/rozpoustédlo na 0,3 g/25 ml
2 0,2 g/10 ml zvysil obsah flavonoidu.

U TFC se objevily statisticky vyznamné rozdily v navazkach vice nez u TPC, a to
predev§im u metod s vyssi teplotou extrakce (Tab. 4). Pro flavonoidy byl jako velice uc¢inny
stanoven ethanol, na rozdil od TPC se zde delsi extrakce ukézala jako vhodnéjsi. Zaroven
se ukazaly jako pomérné G€inné 1 extrakce s niz§imi teplotami nez 80 °C.
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Graf 3. TFC s navazkou 0,2 g. V grafu jsou zobrazeny vysledky jednocestné ANOVA (F (27,80)=19,729; p<0,001)

po provedeném post hoc Tukeyho testu. Stejna pismena oznacuji homogenni skupiny
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Graf 4. TFC s navazkou 0,3 g. V grafu jsou zobrazeny vysledky jednocestné ANOVA (F (27,80)=19,729;
p<0,001) po provedeném post hoc Tukeyho testu. Stejna pismena oznacuji homogenni skupiny

Tab. 4 Srovnani rozdilu v TFC mezi odlisnymi poméry navazka/rozpoustédlo. V tabulce jsou zobrazeny vysledky jednocestné
ANOVA (F (27,80)= 19,729; p<0,001) po provedeném post hoc Tukeyho testu. Hvézdicky oznacuji priikazné rozdily mezi
dvéma sledovanymi variantami navazek, n.p. — neni prikazny.
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Macerace Zahtivani 80 °C 30 min Zahtivani 80 °C 1,5h

H2 EtO MeO | AcO H2 EtO MeO | AcO H2 EtO MeO | AcO
0] H H N 0] H H N 0] H H N
* n.s. n.s. n.s. * * n.s. * n.s. * n.s. *

Zahtivani 50 °C 1,5h Ultrazvuk
H2 EtO MeO | AcO H2 EtO MeO | AcO
0] H H N 0] H H N
* n.s. * n.s. * n.s. n.s. *



6 Diskuze

Ptedevsim v poslednich letech se rostlinné fenoly a flavonoidy staly predmétem mnoha
studii pro své ucinky podporujici zdravi. Optimalizace jejich stanoveni je tedy dulezita
vzhledem K jejich variabilité i mezi jednotlivymi genotypy rostlin stejného druhu.

6.1 Optimalizace extrakce TPC

6.1.1 Optimalizace rozpoustédel

Protoze metabolity fenolického charakteru tvoii velice rozsédhlou skupinu ptirodnich
latek, neni jednoduché uréit univerzalni metodu pro jejich extrakci. Volbou rozpoustédla jsou
voleny i skupiny latek, které maji byt extrahovany. Jako nejuniverzalnéjsi rozpoustédlo
pro jejich extrakci se v provedeném vyzkumu projevil 70% aceton. Ke stejnému zavéru dosli i
Zhao et al. (2006), kde provadeli optimalizaci rozpoustédel pro stanoveni fenolti v jeémenu
setém (Hordeum vulgare) za pouziti ultrazvuku, avSak v pofadi dalSich rozpoustédel
se vysledky lisi. V jejich vyzkumu se voda projevila jako horsi rozpoustédlo nez vodné roztoky
alkoholti, coz se v provedeném vyzkumu nepotvrdilo, protoze voda dosahovala témét 95 %
ucinnosti acetonu a u navazky 0,2 g byla dokonce vyssi (Graf 1). K podobnym vysledktim dosli
ve své studii zaméfené na celkovy obsah fenolt v ¢aji (Camelia sinensis) Bhebhe et al. (2016),
kde se voda ukazala jako nejucinnéjsi hned po roztoku acetonu. Dale prokazali, ze vodné
roztoky organickych rozpoustédel maji lepsi schopnost extrahovat fenolické latky nez Cista
rozpoustédla. Protoze se voda a aceton zna¢né li$i ve své polarité (Tab. 2), da se usuzovat,
Ze ob¢ rozpoustédla extrahovala jina spektra fenolickych latek. Z vysledki je mozné vydist,
ze pro vodu je zasadni jeji zvySena teplota. U macerace, tedy pfi laboratorni teploté, voda
nebyla tak G¢inna jako u ostatnich metod, které pracovaly se zvySenou teplotou (Grafy 1 a 2).
Vysledky od Bhebhe et al. (2016) koreluji s namé&fenymi hodnotami, i coO se ty¢e ethanolu
a methanolu. Vodny roztok ethanolu se ukazal jako u¢innéjsi nez vodny roztok methanolu
ve vétsing extrakei. Tato zjiSténi ovSem nemusi platit pro vSechny rostliny, rtizné druhy mohou
obsahovat jiné sloZzeni fenolickych latek a vzhledem k variabilité jejich polarity mize byt
uéinngj$i jiné extrakéni ¢inidlo. Toto potvrdili Bhebhe et al. (2016) kdy u Cuphea
carthagenensis (Jacg.) J.F. Macbr se jako nejucinngjsi rozpoustédlo ukéazal vodny roztok
ethanolu.

Hodnoty TPC v salatu pii pouziti vodného roztoku acetonu byly v mém vyzkumu
v priméru 194 mg/g, zatimco ve vyzkumu od Park et al. (2018) nedosahovaly zdaleka takovych
hodnot na zeleném typu salatu suseném mrazem (primérmé 50 mg/g). K extrakci pouzili
methanol, ktery byl vyhodnocen podle namétenych vysledki jako nejhorsi pro extrakci fenoli
(Graf 2). Ptestoze uziti methanolu mélo ziejmé vliv na snizeni jejich hodnot, nezda se toto byt
hlavnim divodem odli$nosti, protoZze v mnou provedeném vyzkumu vodny roztok methanolu
dosahoval v priméru 152 mg/g. Pfi¢ina mize tedy byt v metod¢ extrakce, kdy ve vyzkumu
Park et al. (2018) uzili teplotu pouze 37 °C.
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6.1.2 Optimalizace metod

V metodach extrakce, nebyly rozdily tolik zfetelné, coz potvrzuje tvrzeni ze studie Zhao
Nicméné 1 metoda extrakce je nezanedbatelnou proménou. Jako nejucinngjsi se ukazalo
zahfivani pod Liebigovym chladi¢em ve vodni lazni zahtaté na 80 °C. Ve studii Muhamad et
al. (2014) zjistili, Ze optimalni teplota pro stanoveni fenoli je 70—80 °C. Naméfené vysledky
tedy potvrzuji tento zavér (Graf 2). Moznych davodu pro to je nékolik, pfispiva k tomu
predevsim zlepSeni difuze, sniZzeni povrchového napéti, viskozity a schopnost rozpoustédla
pojmout vice latek. Tato studie zaroven tika, ze optimalni ¢as pro extrakci fenolt jsou 3
hodiny. Tak dlouhé extrak¢ni Casy byly na zacatku vylouceny z divodu mozné degradace
fenolickych latek pfi zvySené teploté a Casové narocnosti. Nicméné v dalSich vyzkumech by
se tento faktor mohl prozkoumat Iépe.

Jak jiz bylo uvedeno, zahifivani na 50 °C, které se provadélo za ucelem srovnani
s ultrazvukem, se ukazalo jako druha nejaéinngj$i metoda extrakce pro stanoveni TPC.
Ultrazvukové viny zplisobuji zahtati vodni l4zné&, na konci byla teplota média 48 °C, tedy jen
0 2 °C mén¢ nez u zahfivani 50 °C. Hodnoty vzorkd z ultrazvuku byly o néco mensi
nez ze zahiivani 50 °C. Lze tedy usoudit, ze ultrazvukové viny nemély zasadni vliv
na extrakci. Toto by mohlo byt dano zptisobem usporadani ultrazvukové lazné€, kdy hrot nebyl
piimo v extraktu ale ve vodni 1azni, do které se umistily zkumavky. Ultrazvukové viny tedy
pravdépodobné nepenetrovaly do rostlinného materidlu a zvySené hodnoty oproti kinetické
maceraci zpusobilo zahiati (Mandal et al. 2015). Kineticka macerace vysla jako nejméné
efektivni zptsob extrakce. Vzhledem k tomu, ze macerace obvykle probiha delsi ¢as, byly
nejspiSe malé hodnoty zpiisobeny nedostatecnou délkou. Dalsi faktor kinetické macerace je
pohyb rostlinného materialu v rozpoustédle, bohuzel z hlediska uspofadani pokusu nebylo
mozné zajistit, aby se rostlinny material neusazoval, coz nejspiSe také mélo negativni vliv
na extrakci.

6.1.3 Dalsi faktory ovliviiujici extrakci

Odchylky ve stanoveni TPC mohou byt zplisobeny vice faktory. Jednim z nich je,
ze Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo reaguje i s jinymi nez fenolickymi latkami, coz ma za nasledek
navySovani hodnot. Tyto slouCeniny jsou nejcastéji vitamin C a redukujici cukry,
které se vyskytuji i v salatu (Sanchez-Rangel et al. 2013, Ahmed et al. 2019). Mohammedi &
Atik (2011) provedli studii na piitomnost fytochemikalii v Tamarix aphylla (L.) Karst za pouziti
vody, vodnych roztokd ethanolu, methanolu a acetonu jako extrakénich Cinidel. Zjistili,
ze redukujici cukry se extrahovaly pouze do vody. NejvétSi problém pii stanoveni casto
predstavuje vitamin C, a to ptedevs§im u druht s jeho vysokym obsahem. Znamkou vysokého
obsahu vitaminu C, ¢i jinych redukujicich latek je modré zbarveni vzorku jesté pied pridanim
zasadité latky (Sanchez-Rangel et al. 2013). Ve vyzkumu Sanchez-Rangel et al. (2013)
se zabyvali eliminovanim neZadoucich redukujicich sloucenin v extraktech z jahod. Pti pouziti
peroxidu vodiku se celkové mnozstvi namétenych fenoli snizilo o 54 %. Avsak jahody oproti
salatu maji mnohonéasobné vyssi obsah vitaminu C, proto by u lociky nemély byt vysledky
zasadné zkresleny. To potvrdilo i zjiSténi, Ze u extraktl nevznikd modré zbarveni pted piidanim

33



uhli¢itanu sodného. Dal§im zkoumanym faktorem byl pomér rostlinny material/rozpoustédlo.
Naczk & Shadidi (2004) uvadi, ze pii zmén€ pomeru ze 1:5 na 1:10 se u extrakce z komeréné
vyrabénych fepkovych mouk zvysil TPC ze 773,5 mg/100 g na 805,8 mg/100 g za pouziti
acetonu. Zaznamenal tedy narGst o 4,18 % pfi dvojnasobném mnozstvi rozpoustédla.
V provedeném vyzkumu, kde byly poméry 0,2 g/10ml a 0,3 g/25ml, nebyly zaznamenany
vyrazné rozdily v extrahovanych rostlinnych fenolech (Grafy 1, 2, Tab. 3). NavySovani
rozpoustédla tak mé pravdépodobné ucinek jen do urcitého pomeru.

Bylo také zjisténo, ze sytost barvy vysledného vzorku urCenému k méfeni nutné
neodpovidd hodnoté fenold. U néckterych tmavsich vzorkd bylo totiz naméfeno méné
nez U svétlejsich.

6.2 Optimalizace extrakce TFC

6.2.1 Optimalizace rozpousStédel

Ve vysledcich se ukéazalo, ze zdaleka nejucinnéjSim rozpoustédlem pro extrakci
flavonoidi se projevil vodny roztok ethanolu o koncentraci 85 % (Graf 3, 4). Do et al. (2014)
ve svém c¢lanku zaméfeném na optimalizaci stanoveni TPC a TFC v Limnophila aromatica
Merill potvrzuji, ze ethanol je nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro extrakci flavonoidd, kdy u nich
Cisty ethanol mél vétsi celkovy vynos flavonoidl nez jeho 75% roztok. Naopak ve vyzkumu
Muhamad et al. (2014) na karambole tupé (Averrhoa bilimbi L.) prokazali, ze vodné roztoky
alkoholit mnohem Iépe extrahuji rostlinné fenoly i flavonoidy nez jejich ¢isté formy. Toto
potvrzuji Fernandes et al. (2012) kdy se v jejich studii jako nejucinnéjsi ukazal 80% ethanol.
Stejné jako ve studii Do et al. (2014) byl druhym nejucinnéjsi rozpoustédlem aceton ve vétSing
extrakci.

Navys$eni mnozstvi rozpoustédla melo velky vliv predevsim u vody. Podobné se chovala
i ostatni rozpoustédla, kdy s vétSim mnozstvim rozpoustédla hodnoty flavonoidl rostly.
Zaroven podle provedené statistiky bylo nalezeno vice signifikantnich rozdilti nez u TPC (Tab.
3, 4), proto lze usoudit, Ze navySeni mnoZstvi rozpoustédla pii extrakci flavonoidii mé pozitivni
vliv na TFC.

Na rozdil od fenolli se u flavonoidd li§i mé hodnoty od vyzkumu Park et al. (2018)
relativné malo. Jejich celkovy obsah flavonoidl v zeleném salatu pfi pouziti methanolu se lisil
Vv par desitkach i pfes rozdilnost metod.

6.2.2 Optimalizace metod

V piipadé pouzitych metod extrakce nebyly vysledky TFC tolik zifejmé jako u TPC.
Zahtivani 80 °C na 1,5 hodiny pfi navazce 0,3 g/25ml se ukézalo jako nejucinnéj$i metoda,
avSak zahtivani pii 50 °C dosahovalo také vysokych hodnot zvlasté pii navazce 0,2 g
s ethanolem. Zahtivani na 30 min pii 80 °C se v pruméru ukézalo jako viibec nejhorsi metoda,
toto mlize byt zplisobeno vyse zminénou krat$i dobou extrakce. Muhamad et al. (2014) zjistili,
ze nejlepsi teplota pro extrakci flavonoidl je kolem 38 °C s délkou 60 minut, delsi extrakce
mely negativni vliv na hodnoty celkovych flavonoidia. To rozporuji Bimakr et al. (2011) kdy
ve vyzkumu na maté klasnaté (Mentha spicata) zjistili, ze v rozmezi teplot 40—60 °C byla
nejucinngjsi teplota nejvyssi, tedy 60 °C.
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Z dosavadnich poznatkl mize byt usouzeno, ze stanoveni délky zahtivani 80 °C na jednu
hodinu by mohlo byt spravnym krokem optimalizace, kdy by mohla vzniknout u¢inngjsi metoda
vhodna pro extrakci jak TFC, tak i TPC.

Kineticka macerace se u flavonoida podle ptedpokladti ukazala ¢innéjsi nez u TPC.
Dtivodem je vyssi optimalni teplota pro extrakci rostlinnych fenoli a termolabilnost flavonoida.
Jako nejméné ucinny se prokazal ultrazvuk. To podporuje piedpoklad uvedeny u TPC,
z¢ ultrazvukové viny nepronikly az k rostlinnému materialu a jejich Géinnost byla tedy velmi

mala.
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7 Zavér

Tato prace se zamétovala na optimalizaci extrakce pro stanoveni celkovych fenolickych
latek a flavonoidi v locice seté, zaroven dava zakladni piehled o tomto rostlinném druhu a jeho
piinosu pro lidské zdravi. Déle poskytuje informace o rostlinnych fenolech a podrobnéji
rozebira jejich podskupinu flavonoidy. Pravé tyto sekundarni metabolity jsou piredmétem
mnoha studii pro své pozitivni Ulinky na lidské zdravi. Tyto vlastnosti spocivaji
Vv antioxidacnich a chelatacnich schopnostech. V fad¢ studii bylo prokazano, ze funguji pii
mozné prevenci chorob zplisobenych oxidacnim stresem jako jsou napfiklad rakovina
a kardiovaskularni onemocnéni.

Prakticka ¢ast porovnavala nékolik rozpoustédel a metod extrakce, které se vice ¢i méné
pouzivaji pro stanoveni téchto sekundarnich metaboliti. Hypotéza, ze metoda a druh
rozpoustédla maji vliv na TPC a TFC na jejich extrakci v susing lociky seté, byla potvrzena.

Z namétenych vysledki bylo zjisténo, ze predevsim druh extrakéniho ¢inidla je zasadnim
faktorem pfi extrakci, kdy vodny roztok acetonu o koncentraci 70 % byl nejvhodnéjsi
pro rostlinné fenoly spolecné s destilovanou vodou. Tento fakt naznaCuje rozmanitost
fenolickych latek ve vzorku salatu. Jako nejvhodnéjsi metoda pro extrakei rostlinnych fenoli
bylo zjisténo zahfivani 30 minut pod Liebigovym chladicem ve vodni l4zni o teploté 80 °C.

V piipadé flavonoidu se jako zdaleka nejucinnéjsi rozpoustédlo projevil vodny roztok
ethanolu o koncentraci 85 %, jedna se o pomérné polarni roztok, lze tedy usoudit,
ze extrahovany byly latky predevsim vyssi polarity, jako jsou napiiklad flavonoidni glykosidy.
V piipadé metod extrakce u flavonoidu se zahtivani na 1,5 hodiny pii 80 °C a navazce 0,3 g
ukézalo jako nejvhodné&jsi, avSak zahtivani pti 50 °C se, pii stejné navazce 0,2 g, podobalo
zahfivani 80 °C. Optimalizace teploty a také doby extrakce flavonoidii by tedy mohla byt
do budoucna vice prozkoumana. Pro toto zkoumani by bylo vhodné pouzit stejny genotyp
salatu, protoze se v jednotlivych genotypech mohou obsahové latky liSit. AvSak bylo zjisténo,
rozpoustédla.

Vysledky rovnéz ukazaly malou Gc¢innost vodného roztoku methanolu, ktery je jednim
Z nejpouzivangjSich rozpoustédel pro extrakci rostlinnych fenolti a flavonoidi. Na tyto
vysledky by tak mohl nasledné navézat vyzkum tykajici se optimalizace vlastniho stanoveni
TPC a TFC v extraktech pro ovéfenou metodu analyzy téchto sekundarnich metabolitl
Vv susin€ lociky seté, genotyp 'Kral Maje’.
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