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jako potrava, ale mnohé z nich jsou vhodné k 1é¢bé chorob, jiné jsou zdravi Skodlivé a
nékterymi je mozno se i otravit. Tyto poznatky byly pfedavany po tisice let z generace na
generaci. Bohuzel s nastupem moderni techniky, rozvojem chemického primyslu a rozsitujici
se vyrobou syntetickych 1€kt bylo rostlinné Iékafstvi postupné vytlaCovano moderni
medicinou. Zacatkem naSeho stoleti se ale zpétné dospélo k tomu, ze 1éCba bylinami ma své
opodstatnéni. Existuje mnoho védeckych analyz, které umoziuji izolovat z rostlin U¢inné
latky a pojmenovat je podle jejich piisobeni, a také zaroven studie ukazuji, Ze tyto latky
dosahuji 1éCivych uc¢inki u urCitych onemocnéni. Dnes uz jsou 1éCivé rostliny
nenahraditelnymi surovinami pii vyrob¢ 1éka.

Mezi jednu z nejznaméjsich a nejdéle pouzivanych lé¢ivych bylin patii salvéj 1ékaiska
(Salvia officinalis). Jeji nazev je odvozen z latinského slova ,salvare” - spasit, vylécit. Salvéj
byla slavnou 1é€ivou rostlinou uz u nasich predkti. R¢eni, které vzniklo okolo roku 1300, fika:
»Pro¢ by mél ¢lovék zemfit, kdyz v zahrad¢ roste Salvéj?* UZ samotny nazev vyjadiuje
vysoké ocenéni, které ma tato rostlina od nepamétil. Mimo jeji 1éCebné ucinky se uz
od starovéku hojné vyuziva jako bézné koteni. Do stfedni Evropy se Salvéj dostala az
v 9. stoleti. V 16. stoleti se pomoci ni stavélo krvaceni z ran, pouzivala se pti kiecich, tfesu
rukou a dokonce pry usnadiiovala i poleti ditéte’. Dnes u? je Salvgj lékaiska prozkouména
mnohem podrobnéji a je znama predevSim diky silnym protizdnétlivym, desinfekénim
a antioxida¢nim uc¢inktm. Silice ziskand destilaci z listl Salvéje ma také svlij primyslovy
vyznam, a to v potravinafstvi a kosmetice.

Diplomové prace je zaméfena na analyzu dvou nejvyznamnéjsich biologicky aktivnich
fenolickych kyselin v alvéji 1ékaiské, a to kyseliny kdvové a kyseliny rozmarynové, které se
V této byliné vyskytuji v nejvétsim mnozstvi. Tyto latky jsou vyznamné nejen z hlediska
biologickych U¢inki na lidsky organismus, protoZe vykazuji silné antioxidacni,
antibakterialni, antivirotické ucinky a podporuji 1écbu riznych nemoci, ale i z hlediska
obranné funkce u rostlin, které chrani napf. proti patogenim. Metoda vysoko-ucinné
kapalinove chromatografie (HPLC) je jedna z nejvyhodnéjsich a nejpouzivanéjsich technik
pro analyzu kyseliny kavoveé a rozmarynove v rostlinné matrici. NevyZaduje derivatizaci ani

slozitou Upravu vzorku. Vzhledem ktomu, Ze fenolické kyseliny jsou schopny absorpce
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zéfeni a navic, jsou to latky elektroaktivni, které se oxiduji pfi velice nizkych potencidlech, je
moZné s vyhodou vyuzit kromé UV/VIS detekce jeste citlivéjsi, elektrochemickou detekei.
Cilem diplomové prace je podat uceleny piehled o vlastnostech, ucincich
a 0 metodach stanoveni kyseliny kavové a rozmarynove. Metodou HPLC se simultannim
zaznamem UV/VIS a elektrochemické detekce dokazat ptitomnost téchto fenolickych kyselin
a nasledné stanovit a navzajem porovnat jejich obsah ve vybranych vzorcich Salvéje, které

budou podrobeny tfem typum extrakce.



B. TEORETICKA CAST

1. Charakteristika a vyskyt $alvéje 1ékarske

Salvéj lékaiska, lidové nazyvana babské ucho, konicky, smrtky, je u nas nejznaméjsi a
nejcastéji se vyskytujici bylina z rodu Salvia. Je to vytrvaly, 1m vysoky, stdlozeleny polokef.
V 1ét€ kvete modrofialovymi kvéty. Tato rostlina ma siln€¢ aromatické ovalné listy, které hyti
smési fialové, Cervené a Sedé barvy. Listy maji jemnou texturu a silné sviravé nahotklou
chut®,

Salvéj pochéazi z jizni Evropy, kde se voln& vyskytuje na suchych slunnych stranich a
skalach. Hojné roste v balkanské oblasti, ve velkém se péstuje napiiklad v Recku
a Chorvatsku. U nas roste nejcastéji na zahradach. Neni naro¢nda na zeminu, roste

i na suchych, chudych, nejlépe vapencovych puidach. Sbira se piedevsim list a nat™.

2. Utinky Salvéje 1ékaiské

Salvéj 1ékatska se miize uZivat jak vniting tak zevné. Vniting se pouziva k uklidnéni
poruch zazivaciho ustroji (ptisobi proti plynatosti, stimuluje trveni a funkci zluéniku,
urychluje 1é¢bu zalude¢nich a stievnich katard a otrav jidlem), ptsobi proti nadmérnému
poceni, které doprovazi napi. tuberkulézu ¢i neurdézu apod. Jsou zndmé jeji protihlistové
ucinky a snizuje sekreci zlaz vcetné sekrece mléka. Mnohem castéji se Salvéj uziva zevné,
protoze se vyznacuje silnymi antioxida¢nimi, desinfekénimi, antibakteridlnimi, antivirotickymi
a protizanétlivymi Gc¢inky. Plsobi proti mykoze a plisnovym onemocnénim ktize, uziva se jako
desinfek¢ni prostiedek ve formé kloktadla pii zanétech a poranénich dutiny ustni, po
zubolékatskych zakrocich a jako podpurné lé¢ivo pii bolestech v krku anemocech z
nachlazeni. Pro sviij protizanétlivy a antimykoticky ucinek se pouziva také k piipravé obkladu
pii zanétech, k vymyvani zanicenych ran a vyplachum pii vytoku. Diky jejimu antibiotickému
ucinku se uziva pii onemocnéni mocovych cest a ptfi gynekologickych zanétech. Z naté se
destiluje silice (Oleum salviae), ktera mé stejné pouziti*>®’.

Extrakt z listh pfi pokusech na zvifatech prokazal sniZeni krevniho tlaku, fungicidni,
spasmolyticky a antiviroticky G¢inek - posledni dva ucinky byly nalezeny i u silice. Kyselina

U silice ze Salvéje 1ékarské, péstované v jizni Brazilii, jejiz sloZeni bylo stanoveno
pomoci GC-MS analyzy, byla prokazana vyznamna bakteriostaticka a baktericidni aktivita

proti Bacillus cereus, B. megatherium, B. subtilis, Aeromonas hydrophila, A. sobria



a Klebsiella oxytoca. Polyfenoly (flavonoidy a fenolické kyseliny) byly podrobeny tiem
typtm in vitro testd na antioxidacni aktivitu (DPPH test, superoxid anion radikal-zhaseci test,
fosfomolybdenova metoda). Mezi flavovoidy klesala G¢innost v fadé: 6-
hydroxyluteolin 7-glykosid > luteolin-7-glykosid > luteolin-3’-glykosid > apigenin glykosid.
Z fenolickych kyselin v provedenych testech dosahly nejvyssich hodnot antioxidaéni aktivity
kyselina rozmarynova a kyselina kavova®.

V roce 2004 David Fuller provedl klinickou studii, kterd potvrdila pozitivni ucinek za
studena lisovan¢ho oleje ze Salvéje 1ékaiské na 1éCbu slabého az stfedniho stupné
Alzheimerovy choroby. Tento olej pomahd zlepSovat pamét, kterd je u pacientll postupné
napadena a navic ma vliv na jejich postoje a chovani. Studie byla provedena 30 pacientech.
Poloving pacientlim bylo podavano denn¢ 60 kapek oleje ze Salvéje 1€karské. Druhé poloviné
bylo podavano placebo (slunecnicovy olej). U pacienti, kteti uzivali Salvéj, se zlepSily testy
na Alzheimerovu chorobu o0 26%. U pacientii s placebem se stav zhorsil 0 22%6°°.

Salvéj ma také negativni ¢inky na lidsky organismus, a to kvili thujonu, ktery
je obsazen v silici. Ten ve vysSich davkach a dlouhodobém pouziti vyvolava kiece podobné
kie¢im epileptickym, nervozitu, zvraceni, tfes, pocit tepla, tachykardii 1 poSkozeni ledvin.
120 mg.kg™. Byl prokazan jeho denegerativni vliv na mozkové bunky. Orélni letadlni davka
(smrtici davka) LDso u potkani je 192 mg/kg véhy (Margaria, 1963) a 500 mg.kg™” t&lesné
hmotnosti (NLM, 1997). Intravendzni letalni davka LDso u kralika je 0,031 mg.kg™ télesné
hmotnosti (NLM, 1997)%%.

3. Hlavni obsahove latky

Salvéj lékaiska obsahuje znaéné mnozstvi silice slozené z terpenickych slozek:
1,8 cineol (6-13%), kafr (3-9%), a-thujon a B-thujon (8-43%), dale humulen, karyofylen,
borneol, linalool; kondenzované i hydrolyzovatelné tiisloviny (3—8%); flavonoidy (glykosidy
luteolinu, glykosidy apigeninu); diterpenické hoi¢iny (karnosol, 12-methylether
deoxykarnosolu, rosmarol, 7-methylether rosmarolu); triterpeny, fenolické kyseliny
(k. rozmarynova, k. kavova, k. chlorogenova, k. ferulova); estrogenni hormony a amid kyseliny

nikotinové3?®,



3.1. Terpeny

Terpeny jsou piirodni uhlovodiky, které jsou zahrnuty do rozsahlé skupiny rostlinnych
latek-isoprenoidt. Terpeny jsou odvozeny od isoprenu (2-metyl-1,3-butadien) a zahrnuji
vedle primarnich metabolitd také vice nez 25000 sekundarnich metabolitd. Jsou tedy
metabolity nékterych rostlin, stromi, zejména jehlicnant. Stale neni znamo, pro¢ rostliny tyto
latky produkuji. Predpoklada se, ze je ochranuji pied hmyzem a cizopasniky. Také plisobi
jako chut'ova bariéra pro byloiravcell'lz’la.

Terpeny jsou zchemického hlediska systematicky rozdéleny na monoterpeny,
seskviterpeny, diterpeny, tritepreny, tetraterpeny, sesterpeny a polyterpeny (Obr. 1).

Tato oznaceni vychazeji ze sloucenin, které obsahuji dvé isoprenové jednotky (monoterpeny

maji dvé isoprenové jednotky, diterpeny Ctyfi isoprenové jednotky atd.)13
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Obr. 1 Piehled jednotlivych typa terpenti™

V salvéji 1ékaiské se z terpenickych latek vyskytuje v nejvétsim mnozstvi 1,8-cineol
a thujon. 1,8-cineol(1,3,3-trimethyl-2-oxobicyclo [2,2,2] oktan), CioH150, Obr. 2, je znamy
jako ecukalyptol a tfadi se do skupiny eukalyptovych oleji. Jeho molarni hmotnost ¢ini
154,25 g.mol™?, hustota 0,92 g.cm?3, bod varu je 1,5 °C (274,66 K)'. Je hlavni slozkou



medicinalnich silic, blokuje metabolizmus kyseliny arachidonové, a tim znemoznuje produkci
cytokind. Silice obsahujici cineol se pouzivaji také jako soucdst dezinfekEnich mydel,
inhalacnich sprejti, ustnich vod, kloktadel, zubnich past, chladivych masti a geli. Vyuziti
nalézaji 1 pifi 1é€bé lupénky. Izolovany cineol, ktery dava eukalyptové silici jeji
charakteristické aroma, je latka s mnoha dalSimi zajimavymi vlastnostmi. Ma mirny
baktericidni uc¢inek, ptsobi insekticidné a repelentné. Ma vyraznou piijemnou vini, je malo
toxicky, rychle pronika tkanémi lidského téla a funguje jako dobré rozpoustédlo pro mnoho
dalsich chemickych latek. Diky témto vlastnostem ma Siroké pouZziti i v chemickém
a kosmetickém priamyslu (napf. soucast deodorantli, anthelmintik, insekticidl, repelentd,
surfaktantl). Také se miize pouzit jako aditivum do motorovych benzin jako prevence

oddglovani zbytkii vody z benzinu®.

CHy

Obr. 2 1,8-cineol

Thujon (1-isopropyl-4-methylbicyklo [3,1,0] hexan-3-on, (CioH160) je v Salveji
1ékarskeé piirozené se vyskytujici se bicyklicky terpenoidni keton. Jeho molarni hmotnost ¢ini
152,23 g.mol™, hustota 0,92 g.cm?, bod varu 201 °C. Neni rozpustny ve v&drozpous ti se
v ethanolu. Jsou znamé jeho dvé sterecoizomernmi(+titmyn a [( -)thujon
(Obr. 3, Obr. 4). a-thujon je dilezitou soucasti mnoha silic a ve vysoké koncentraci se nachazi
zejména v nékterych druzich pelyiku a Salvéje 1ékarské. B-thujon Ize prevést na a-thujon a oba
stereoizomery mohou byt velmi dobfe vyuzity jako snadno dostupné suroviny pro
enantiomerni syntézy mnoha novych latek™.

Farmakologické a toxikologické vlastnosti a —thujonu: a-thujon mé& antinociceptivni
(snizuje odezvu na bolestivy podnét), insekticidni a antihelmicidni vlastnosti,
je neurotoxicky. Akutni toxicita a-thujonu jej fadi mezi vysoce toxické latky a je v RTECS
registru jedovatych latek. Je pétkrat toxi¢t&jsi f&Zz -thujon. Thujon aplikovany nitrozilné

zpusobuje klonicko-tonické kiece. Opakované davky vyvolavaji trvalé poskozeni CNS.



a-thujon je v organizmu mySi, potkana i Cclovéka rychle metabolizovan jaternim
mikrozomalnim oxygendzovym systémem cytochromu P-450 na hydroxylované derivaty.
Hlavnim metabolitem je 7-hydroxy-a-thujon vedle dalSich péti minoritnich hydroxy-derivata
thujonu. Pravé tento metabolit je piitomen v mozku ve vyssi koncentraci nez a-thujon a mohl
by byt zodpovédny za jeho psychotropni ucinky. Psychoaktivni vlastnosti latky byli
studovany v souvislosti s intoxikaci ozna¢ovanou jako absintismus, vznikajici nasledkem
abuzu k alkoholickému népoji - absintu. Kontakt pokozky se silici, obsahujici thujon,
zpusobuje jeji podrazdeéni, svédéni az ekzémy. Po poziti mohou vznikat zdravotni problémy
doprovazené zvracenim, prijmem, hypertenzi, tachykardii, krvacenim Zalude¢ni sliznice,

bronchopneumonii, edémem plic, klonicko-tonickymi kiecemi a degenerativnimi zménami na

jatrech a ledvinach!®1"18:19
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3.2. Polyfenoly

Polyfenoly jsou organické slou¢eniny piirodniho ptivodu, pfitomny v kazdé vyssi
rostlin¢ a v kazdém jejim organu jako sekundarni metabolity. Do skupiny polyfenolt fadime
flavonoidy, fenolické kyseliny a ligniny. Tyto latky jsou silné pfirodni antioxidanty a jejich
zdrojem je zelenina, ovoce, vlaknina, ¢aje, aromatické a 1é¢ivé rostliny. Z hlediska chemické
struktury obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader, substituovanych hydroxylovymi
skupinami, tudiz jsou tyto hydroxyly kyselé povahy a tato vlastnost je dodnes vyuZivana pro
jejich detekei, izolaci a chemickou transformaci. Obzvlast’ pokud jsou hydroxyly navazané
v poloze ortho- nebo para-, jsou zdrojem mnohych redoxnich reakci a zdkladem pro tvorbu
oligomert, polymert ¢i konjugatii s jinymi molekulami, napf. taniny, ligniny. Obecné plati,

v v s

¢im vice fenolickych skupin polyfenoly maji, tim vyssi je jejich antiradikalova aktivita. Proto,

aby polyfenoly mély antioxidac¢ni ucinek, musi mit alesponn dvé fenolické skupiny20’21’22.



Jak jiz bylo feceno, polyfenoly fadime mezi pfirodni antioxidanty. Antioxidanty jsou
molekuly, které se vyskytuji ve vSech Castech rostlin. Ovliviiuji jejich vlastnosti, barvu, vini a
chut. Jejich dilezitost spociva v jejich schopnosti eliminovat negativni uCinky volnych
radikalt v krvi. Zde také ptiznivé ovliviiuji procesy regulace tlaku krve a hladiny glukosy.
podminek maji i prooxida¢ni vlastnosti, které muZeme pozorovat napt. u kKyseliny kavové.
Antioxidacni schopnost zavisi v nejvétsi mife na struktufe molekuly (poloha, pocet
hydroxylovych skupin a typy piitomnych substituentt). Jedinou nevyhodou ptirodnich
antioxidantt je jejich nizka odolnost viici kysliku, svétlu, vysokym teplotdm a suSeni. Obsah
antioxidant v potravinach se vyrazng snizuje délkou jejich skladovéani®®. Existuje mnoho
metod méfeni antioxida¢ni aktivity latek. Kazda metoda pouziva jiny typ radikalu a jeho
genezi. Jejich rozmanitost vyplyva ze skutecnosti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou
pusobit raznymi mechanismy. Nejcastéji jde o piimou reakci s radikaly (zhaSeni,
vychytavani) nebo reakci s prechodnymi kovy. Avsak vétsinou se jedna o spektrofotometrické
metody, mezi které patii ABTS, DPPH, DMPD-test a také elektrochemické metody?*%*%.

Volné radikaly mohou v organismu zpusobit oxidativni stres, ktery vznika u rostlin
pusobenim stresovych faktori, napf. utokem patogentl, piitomnosti herbicidl, chladem,
teplem, ledem, atd. Je charakteristicky prudkou tvorbou velkého mnozZstvi aktivnich forem
kysliku (AFK), které naruduji bunéénou homeostazu, jejich koncentrace vzroste Vv bufice aZ
trojnasobné a dochazi k poruseni rovnovahy mezi produkci a odbourdvanim AFK. Volne
radikaly se také podileji na vzniku a progresi vaznych onemocnéni (kardiovaskularni,
neurodegenerativni nemoci, rakovina), poskozuji DNA, lipidy a proteiny. Zanikaji pievazné
interakci s ptirodnimi i syntetickymi antioxidanty. NejduleZitéjSi jsou reaktivni kyslikove
castice (ROS), ke kterym patii hydroxylové radikaly, superoxidové anion- radikaly, peroxid
vodiku a dalSi peroxidy, singletovy kyslik a ozon. Podobnou roli maji reaktivni dusikové
castice (RNS), mezi které patti nitroxidové radikaly, oxid dusnaty, aminové radikaly
a dal’j20:21.24.2627,28,29

Polyfenoly u ¢loveka a zivocicha inhibuji lipoperoxidaci (neenzymovou nespecifickou
peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin), a tim chrani organismus pfed rozvojem
aterosklerozy. Inhibuji vazbu kancerogenti na DNA, chelatuji ptechodné kovy atim tlumi
oxidacni stres. Indukuji u¢inky nékterych enzymii. Clovék ve své stravé pfijima denné az 1 g

polyfenoll, coZz je mnohem vys§i mnozstvi, nez napt. denni pfijem antioxidacnich vitamint,



jako jsou tokoferoly, karoteny nebo askorbova kyselina. Hlavnim mistem resorpce polyfenola
je tlusté a tenké stievo, u napoji byla také zjiSténa Castecnd resorpce v dutiné Wstni.
Z traviciho traktu jsou nasledné metabolizovany enzymy, piitomnymi v tkanich
Clovika202L22 30

U rostlin maji polyfenoly hlavni funkci stavebni, strukturni a ochrannou (chrani
rostliny pfed chladem, mrazem, slune¢nim zéafenim, proti vysouSeni, SkGdcim
¢i mechanickych poskozenim). Védci uvadéji, ze zhruba 40 % veskerého organicky vazaného

uhliku v biosféfe tvoii fenolické latky>".

3.2.1. Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny patfi mezi pfirodni antioxidanty, které maji vyznamny vliv
na lidské zdravi. Studiemi bylo prokazano, Ze antioxidacni aktivita téchto latek je mnohem
vysSi, nez G¢inek antioxida¢nich vitamind, a to z divodu pfitomnosti reaktivnich ~ hydroxy-
substituentti, navazanych na aromatickém jadfe. Jsou schopné znicit ROS a elektrofily,
zastavit nitrosaci a chelatovat ionty kovu, jsou schopné tzv. autooxidace a moduluji urcité
aktivity bunéénych enzymi. Maji vyznamny vliv na barvu, chut’, kvalitu, nutri¢ni vlastnosti
potravin a podporuji dozravani ovoce. Tyto kyseliny tvoti zhruba tretinu celkoveho dietniho
pifjmu polyfenoln?®?33334,

V rostlinnych materialech se voln¢ fenolické kyseliny vyskytuji jen ziidka. VétSinou
jsou vazané ve formé esterd, etherti nebo jsou soucasti organickych molekul, jako napf.
kyselina maleinova nebo vinna. Ve vysokych koncentracich mohou reagovat s proteiny,
sacharidy a minerdly. Vydatnym zdrojem fenolickych kyselin jsou ruzné druhy ovoce,
zeleniny, Caj, kéva, kofeni, vldknina atd.. Zde je mizeme nalézt v kofenech, listech, stopkach
a dokonce i v semenech®.

Fenolické kyseliny jsou rozdéleny do dvou skupin: derivaty benzoové kyseliny, které
jsou v potravé ¢loveka zastoupeny spise jako slozky komplexnich struktur,  napt.ve formée
hydrolyzovatelnych tanini (gallotanin v ¢aji) a derivaty skoficové kyseliny (p-kumarova,
kavova, chlorogenovd, ferulova a sinapova kyselina). Tyto kyseliny jsou vétSinou ve formeé
glykosylovanych derivatt nebo jako estery kyseliny chinové, Sikimové nebo vinné. V nasi
potravé se Castéji vyskytuji kyseliny hydroxyskoficové, z nichz nejrozsitencjsi je kévova
kyselina. Jeji obsah ¢ini az 75% celkového obsahu hydroxyskoficovych kyselin

v OVOCi21'32'33'35.



Salvéj lékaiska obsahuje z fenolickych kyselin nejvétsi mnozstvi kyseliny kavové
ajejich derivatii (kyselina chlorogenova, rozmarynova, ferulova a jiné). Celkovy ptehled
0 vyskytu téchto kyselin a zaroven flavonoidi v ruznych druzich Salvéje podava prace

Y. Lua. a Y.L Fooa®.

Biosyntéza fenolickych kyselin

Klicové slouceniny k biosyntéze fenolickych kyselin jsou hydroxyderivaty skoticové
kyseliny (Obr. 5 Biosyntéza fenolickych kyselin). VSe zacina Sikimovou kyselinou, ktera
indukuje metabolismus fenylalaninu. Fenylalanin je aminolyasou pieveden na trans-
skoticovou kyselinu, naslednou hydroxylaci v poloze para aromatického jadra dochazi ke
vzniku 4-hydroxyskoficové kyseliny nebo p-kumarové kyseliny. Dal$i hydroxylaci ve tieti
poloze aromatického jadra vznika kavova kyselina. Metylaci kavove kyseliny v poloze ortho

vznika ferulova kyselina®’.

HsC, CHa
HOOC . hooc
Hooe—{ 1S I— w e W
COH
gikirnod kyselina L-fenrlalanin frans-skoficond kyseling
lhy‘limx;iaj:e
HOOC \ HooC \ HOOo
o -— — _
OCHz OH
felurond kyselina kédvovd kyselina p-kmaroeed kyselina

Obr. 5 Biosyntéza fenolickych kyselin®’
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3.2.1.1. Rozmarynova kyselina
ester kavoveé kyseliny a kyseliny 3,4-dihydrofenylmlécné

O

HO

Obr.6 Rozmarynova kyselina

Rozmarynova kyselina, CigH160g, Obr.6, je piirodni polyfenolickd karboxylova
hmotnost ¢ini 360,31 g.mol™, bod varu 171-175 °C. Je to &erveno-oranzovy prasek, lehce
rozpustny ve vodé a vyborné rozpustny v organickych rozpoustédlech. Vyskytuje se v ¢eledi
Hluchavkovitych (Lamiaceae), a to nejcast&ji v rozmarynu, dale pak v Salvéji, oreganu,
majorance, tymianu, maté¢ a V asijské zelenin¢ perille, jejiz extrakty se pouZivaji na
konzervaci jidel v Japonsku. Tato kyselina je syntetizovana z aminokyseliny- fenylalaninu a
thyrozinu. Rozmarynova kyselina ma také své prirozen¢ vyskytujici se derivaty, a to kyselinu
lithospermovou (Obr. 7), vzniklou konjugaci kavove a rozmarynové kyseliny. Vyskytuje se

ve dvou stereoizomernich formach, z nich (-) lithospermova kyselina ma protirakovinotvorny

uéinek. Druhym derivatem je dimer kyseliny rozmarynové, a to kyselina lithospermova B
(Obr, g)%:3%.40.41

CH,
HO
CH,
COOH COOH
HO HO
OH OH
Obr. 7 Lithospermova kyselina* Obr. 8 Lithospermova kyselina B*
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3.2.1.1.1. Biologické ucinky

Antioxidac¢ni aktivita rozmarynové kyseliny je mnohem silngjsi nez u vitaminu E.
Pisobi proti poskozeni bunc¢k volnymi radikaly, a tim snizuje riziko vzniku rakoviny
antimutagenni, antibakterialni a antivirové vlastnosti. Antivirové vlastnosti jsou vyuzivané
k 1éCeni opart. Pfi této 1é¢bé se rozmarynova kyselina obohacuje o extrakt z meduiky
Iékarské.  Protizanétlivé  vlastnosti  jsou zakladem inhibice enzymi lipogenasy
a cyklooxygenasy. Také chrani bunky proti rakoviné a pfispiva k antioxida¢nim vlastnostem
rostlin, pouZivanych v kosmetickém prumyslu. Byl prokazan pozitivni vedlejsi Gcinek pii
oralnim poziti kyseliny rozmarynové na alergické astma. Jina studie prokézala potlaceni
zanétu synovialnich blan u mysi (tyto blany tvoii tuhé vazivo v kloubnich pouzdrech), coz
muze byt prospésné pro 1écbu revmatické artritidy. Na rozdil od antihistaminil, rozmarynova
kyselina chrani proti aktivaci imunitnich buné¢k, které mohou zptuisobovat otoky. Jsou znamé
jeji léCebné Gcinky proti viedim, kataraktu (Sedému zakalu), priduskovému astma, rakoviné a

revmatické artritids*,

3.2.1.1.2. Funkce rozmarynové kyseliny u rostlin
U rostlin méa kyselina rozmarynova hlavni funkci obrannou. Chrani je viéi patogeniim
a bylozraveim. Velmi snadno se kumuluje v riiznych bunéénych kulturach a v nékterych

v v s

piipadech je zde zastoupena v mnohem vyssich koncentracich nez v rostling samotné*.

3.2.1.1.3. Biosyntéza

Na Obr. 9 je vyobrazeno schéma biosyntézy rozmarynové Kkyseliny. Prvnim
prekursorem je a-fenylalanin 1. V pfitomnosti enzymu PAL dochazi k jeho deaminaci
na trans skoficovou kyselinu 2. Naslednou hydroxylaci trans skoficové kyseliny v poloze
ortho vznika psobenim cytochromu P450-trans-cinamat-4-monooxygenasy kyselina 4-
kumarova 3, které reaguje s enzymem 4CL za vzniku 4-kumaroyl CoA 4.

Druhym prekursorem jex -tyrosin 5. V piitomnosti enzymu TAT a 2-oxoglutaratu
probéhne transaminace, jejiz vysledkem je kyselina 4-hydroxyfenylpyrohroznova 6.
Tato kyselina se mize pusobenim HPPD pfeménit na kyselinu homogentisovou 7 a dale
na esencialni tokoferoly a plastochinony. Nebo miize reagovat s HPPR za vzniku pravotocivé

kyseliny 4-hydroxyfenyloctové 8. Spojenim produkti 4 a 8 za piitomnosti enzymu RAS
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vznikne Kkyselina 4-kumaroyl-4fenyloctovd 9. Tato kyselina je nasledné hydrolyzovana
v poloze 3 a 3" aromatického j&dra a rozpada se na dva meziprodukty: kyselinu kafeoyl-4"-
hydroxyfenyloctovou 10 a kyselinu 4-kumaroyl-3,4"-dihydroxyfenyl octovou 11. DalSi

hydroxylaci meziproduktu 10 v poloze 3" aromatického jadra a meziproduktu 11 v poloze 3

aromatického jadra a jejich spojenim vznikéa rozmarynova kyselina 12(cit.**).

COOH

[:::]//\\r/ NH
HO

lPAL lTAT COOH

COOH COOH OH
2 HO HO 7
lCAH lFPPR l

COOH tokoferoly

COOH
X R plastochinony
H
HO 3

MSCOA
OH
COOH O ., COOH
HO ",
o OH
12
HO
O , COOH

jg/\/‘k

Obr. 9 Biosyntéza rozmarynové kyseliny**

COOH
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3.2.1.1.4. Metabolismus
Metabolismus kyseliny rozmarynové, popt. dalSich derivata kavové kyseliny,
neni dodnes zcela objasnén. Predpoklada se, Ze muze dochazet k jejich aktivaci $tépenim

esterovych vazeb a naslednému uvolnéni kavové kyseliny42.

3.2.1.1.5. Elektrochemické vlastnosti

Kyselina rozmarynova patii mezi elektroaktivni latky. Na Obr. 10 je vyobrazeno
schéma oxidace a redukce kyseliny rozmarynové. K oxidaci dochazi pii potenciale +620 mV
a k redukci pfii potenciale +130 mV (vs.Ag/AgCl), viz. Obr. 11. Za nizkou hodnotu potenciélu

oxidaéni piku jsou zodpové&dné hydroxy skupiny v poloze ortho na aromatickych jadrech®.

(0]
OH
o cooH o o . COOH
H e e
HO X . g o AN o o
4 -4H"
HO 0

Obr. 10 Oxidace a redukce k. rozmarynové

2o 0

1# °

“1mp °

R | I | I
o

Obr. 11 Cyklicky voltamogram k. rozmarynové*
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3.2.1.2. Kavova kyselina
(kyselina 3,4-dihydroxyskoricova)

HO
T

o
HO 2 &

OH

Obr. 12 Kéavova kyselina

Kavova kyselina, CgHgO4, Obr. 12, je hydroxyderivat skoficové kyseliny. Jeji molarni
hmotnost &ini 180,16 g.mol™, bod varu 223-225 °C, hustota 1,48 g.cm3, je rozpustna v horké
vodé¢ a v alkoholu. Z fyzikalniho hlediska se vyskytuje ve formé zlutych krystalkd. V ptirodé
ji mizeme nalézt jak volné, tak ve form¢ derivati. Nejcastéji je obsazena v rostlinach ve
forme esteru, v nichZ se vazi karboxylem na hydroxylové skupiny organickych kyselin nebo
sacharidi. Dale pak v kavovych zrnech, bramborach, ryzi, obili, zelenin¢ atd. Kavovou

kyselinu fadime do skupiny pfirodnich in vitro antioxidanti a tudiz pfispiva k prevenci proti

-----

antimetastatické ﬁ(‘:inky25'29'30’31’44.

3.2.1.2.1. Biologické ucinky

K hlavnimu biologickému uc¢inku kavové kyseliny patii jeji antioxida¢ni aktivita, dale
V pfitomnosti iontdh médi pomérné silnym protioxidantem. Reakci polyfenoli a iontd meédi
dochézi k jejich redukci a pii nasledné reoxidaci jsou produkovany reaktivni kyslikové
radikdly. Timto dochazi k poskozeni DNA. Bylo zjisténo, Ze koncentrace iontt médi pii
riznych nadorovych onemocnénich vzrista, a proto za protektivni vlastnosti kavové kyseliny
muze spiSe protioxidativni aktivita nez antioxidativni. Jak bylo dfive feCeno, antioxidacni
schopnost zavisi na struktufe slouceniny. V ptipadé kavové kyseliny a jejich derivati je
dulezitym faktorem stabilita vzniklého antioxidantu na malo reaktivni fenoxylovy radikal 30

nebo na neradikalni chinoidni strukturu 31 (Obr. 13)?%#:2¢,
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OH o OH

R RH .
OH u OH R RH OH
—_— u
A A A

30 31

Obr. 13 Stabilizace kavové kyseliny a jejich derivati

3.2.1.2.2. Biosyntéza k&vové kyseliny

Vychozimi latkami pro biosyntézu kavové kyseliny (Obr. 14) jsou aminokyseliny
tryptofan, tyrozin a fenylalanin. Hlavnim metabolitem pro syntézu téchto aminokyselin
je kyselina Sikimova, resp. jeji fosforylovany anion 16. Dochazi ke kondenzaci aniontu
s fosfoenulpyruvatem 17 za vzniku 3-fosfo-5-enolpyruvylSikimatu 18, ze kterého se odstépi
fosfat za vzniku chorsimatu 19. Chlorsimat se mize S$tépit na tryptofan nebo vznika
meziprodukt 20, ktery dekarboxylaci, aminaci a dehydroxylaci poskytuje tyroxin
a fenylalanin 21. Deaminaci fenylalaninu vznikd anion kyseliny skoficové 22 a jeho

postupnou hydroxylaci pies para-kumarét 23 vznika anion kyseliny kavové 24 (cit***>*%),
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po 17 )
CoOo
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dehydroxylace, “,
aminace
+ tyroxin | = - CH,
: O/lLCH
21 H 3
OH OH
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tryptofan
COoOo (elele) CcoOo’
= = =
hydroxylace hydroxylace
- —_—
OH
OH OH
22 23 24

Obr. 14 Biosyntéza kavové kyseliny*

3.2.1.2.3. Metabolismus
Metabolismus kyseliny kévové se v lidskych tkanich podoba metabolismu IéCiv,
u kterych, podobné¢ jako u této kyseliny, latky podléhaji metylaci. Podrobny piehled vSech

metabolitd a jejich pfemén jsou uvedeny v praci Brancové P.*.
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3.2.1.2.4. Derivaty

Kavova kyselina se v ptirodé vyskytuje jak ve volné formé, tak ve formé derivat
(Obr. 15). Zzalezi na tom, kolik molekul kévové kyseliny se v jednotlivych derivatech
vyskytuje. Mezi derivaty sjednou molekulou patéi napf. fenylethylester kavové kyseliny
(CAPE) 25 nebo chlorogenova kyselina 26, kondenzaci dvou molekul vznika rozmarynova
kyselina 27(cit.42).

0
(@]
HO X o
o HO
HO
HO 25
HO
HO
WO
HO 27

Obr. 15 Derivaty kavové kyseliny*?

COOH
OH

Hlavnim derivatem kyseliny kavové je kyselina chlorogenova, ptesnéji kyselina

5-O-kafeoylchinova (5-CQA) 26. Stejné jako kyselina kavova a rozmarynova se vyznacuje

antioxida¢nimi Uc¢inky, 1 kdyz ponékud slabsimi, jak uvadi prace Marinove E. a kol.*".

Malé mnozstvi kyseliny chlorogenové mizeme nalézt v ¢ajovych listcich, kave, kakaovych

. . f o loXi 1AL el 248,49
bobech, ovoci a zelening a také v Salvéji 1ékarské™ ™.
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3.2.1.2.5. Elektrochemické vlastnosti

Kyselina kavova, stejné jako kyselina rozmarynova, patii mezi elektroaktivni latky.
Na Obr. 16 je vyobrazeno schéma oxidace, ktera vede ke vzniku o-chinon kavové kyseliny a
redukce kavové kyseliny. Oxiduje se pii potenciale +540mV a redukuje se pii potenciale
+180 mV (vs.Ag/AgCl), viz. Obr. 17. Za nizkou hodnotu potencialu oxidac¢ni piku
jsou zodpovédné hydroxy skupiny v poloze ortho na aromatickych jadrech®. Podrobny
piehled z hlediska elektrochemického chovani kyseliny kévové je popsan v praci S. K.

Trabelsiho a kol.*°.

HO 0
-2 -2H"
HO = © +2e" +2H" o = >
OH OH

Obr. 16 Oxidace a redukce k. kavové

T T T | T
CH=CTHCOOH
pig

OH
OH

caffeic acid

=02 0 02 4 0.6 0.8

Obr. 17 Cyklicky voltamogram k. kévové*
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3.2.1.3. Metody stanoveni fenolickych kyselin

Vzhledem ke skutecnosti, ze vyse diskutované fenolické kyseliny maji velice podobné
chemickeé i fyzikalni vlastnosti, stanovuji se v rostlinném materiale nejc¢astéji spoleéné. Mezi
dnes nejpouzivanéjsi metody pro jejich stanoveni patfi separacni metodyzg, a to
chromatografie na tenké wvrstvé, plynova chromatografie s plamenoionizacnim
nebo hmotnostnim  detektorem, kapalinova chromatografie sUV/VIS, hmotnostnim
nebo elektrochemickym detektorem a elektromigra¢ni techniky s UV/VIS, hmotnostnim nebo
elektrochemickym detektorem. Kromé metod separa¢nich a elektromigra¢nich se mohou také

vyuZivat metody elektrochemické, a to voltametrie nebo biosenzory®%°3>*

i metody
molekulové spektrometrie, jako NMR>>®, IR*. NemiZeme opomenout metody
enzymatické®®, které jsou ale oproti separaénim vyuZivané jen zfidka, a vzhledem k zam&Feni

diplomové prace nebudou dale diskutovany.

Elektroanalytické metody
Voltametrie

Cyklicka voltametrie patii do skupiny potenciodynamickych experimentalnich metod,
které doznaly v poslednich desetiletich rychlého rozvoje a velkého rozsifeni do laboratorni
praxe. Bylo publikovano nékolik voltmetrickych metod pro stanoveni fenolickych kyselin
v rostlinném materiale®®>®*. \Voltametrie se ale nemusi pouZivat jen pro stanoveni obsahu
analyti v raznych matricich, ale také k hodnoceni antioxidacni aktivity napt. kyseliny
rozmarynové a kavové a dalSich kyselin v suchych bylinach, jak popisuje prace M.S. Cosia, S.
Burattiho, S. Mannina a S. Benedetta. Nejprve byla provedena cyklicka voltametrie s pufrem
o sloZeni 70% metanol, 28% 0,1mol.I"* octanu sodného pH 4, 2% a monohydratu chloristanu
sodného. Standardni roztoky fenolickych sloucenin (kdvova, rozmarynova, kumarova,
ferulova a carsoova kyselina, kaemferol, quercetin a hesperitin) byly zfedény na koncentraci
3,2.10” mol.I". Zapojeni cely bylo  tti-elektrodové a sestavalo z uhlikaté sklendné pracovni
elektrody, platinové pomocné elektrody a Ag/AgCI referentni elektrody. Rychlost skenu byla
100 mV.s™'. Z cyklického voltamogramu autofi zjistili, e zkoumané analyty se chovaji
reverzibilné, vykazuji velice nizké hodnoty oxida¢nich potencial, coz mé spojitost se
strukturou sloucenin a tudiz vSechny vykazuji antioxidacni G€inky. Pro zhodnoceni velikosti
tohoto ucinku byl sestrojen hydrodynamicky voltamogram v rozmezi potencialu od +0,1 do

+0,8 V (vs.Ag/AgCl). Nasledn¢ byl vybran potencial +0,5 V, pii kterém sledovali odezvy
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analyti a z nich posoudili navzajem velikost antioxidacni aktivity mezi analyty. Ta klesala
v fad¢ od k.carnosoova > quercetin > k.rozmarynova > kaemferol > k.kédvova. Kyselina

kumarova, ferulova a hesperitin jevili minimalni antioxida¢ni antioxida¢ni aktivitu®.

Separacni metody
Chromatografie na tenké vrstve

Metoda tenkovrstevné chromatografie (TLC) patii k jedné z nejstar§im separa¢nim
metodam. Jeji princip je znam uz pres sto let a od 30. let je jednou z nejpouzivanéjSich
chromatografickych technik. Je jednoducha, levna a rychla. Nejcastéji se pouziva pro detekci
latek v ptirodnich extraktech. M. Petersen ve své praci identifikoval rozmarynovou kyselinu
metodou TLC. Jako mobilni faze slouzila smés EtOAc/CHCI3/HCO,H (50:40:10). VysuSeny
papir byl postiikan smési metanolu a polyethylenglykolu a k identifikaci vyuzil UV detekci

pii 254 a 312 nm (cit. 41). Dal$i publikace jsou uvedeny v cit.%2%%646%,

Elektromigracni techniky

Tyto techniky vynikaji pfedevSim velice malou spotiebou vzorku a cinidel, velkou
ucinnosti a rychlosti separace a kratkou dobu potfebnou na optimalizaci podminek.
Dnes elektromigra¢ni metody dosahuji u¢innosti nékolik stovek tisic az miliont teoretickych
pater Jsou povazovany za jedny z nejucinngjSich, nejcitlivéjSich a nejperspektivnéjsich
analytickych separaénich technik. Bylo napsano mnoho publikaci pro stanoveni fenolickych
kyselin v rostlinném matriale metodu kapilarni elektroforézy s riznymi typy detekce, a to
s UV/VIS®O0798.9 " hmotnostni™ ™72 a elektrochemické, jak uvadi napt. prace Y. Penga a
kol., ktefi separovali rozmarynovou kyselinu zextraktu rozmarynu. Pouzili pracovni
uhlikovou elektrodu s potencialem +0,9 V (vs.SCE), boratovy pufr o pH 9 a 75 cm kapilara.

Detekéni limit pro rozmarynovou kyselinu byl 1.10°° mol.I™ (cit.™).

Plynova chromatografie

Metoda plynové chromatografie (GC) je jedna z nejrozsifenéjSich analytickych metod,
pouzivana pro analyzu t€kavych sloucenin. Diivodem je jeji vysokd separacni u¢innost a velka
citlivost. Dovoluje nam pracovat s minimalnim mnozstvim vzorku (pg). Jestli-ze bychom
chtéli analyzovat fenolické kyseliny plynovou chromatografii, je nutné je pievést na tékavé

trimetylsilyl derivaty, napt. hexametyldisilazanem s pfidavkem trifluoroctové kyseliny, jak je
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popséno v préci Fiizfaie a Molnar-Perla®. V dnesni dobé se pro lepsi objasnéni povahy slozek
slozitych smési nejcastéji spojuje s vysoce vykonnou hmotnostni detekci. BohuZzel nevyhodou
této detekce jsou vysoké potfizovaci ndklady. Této kombinace vyuzil M. A. Hossain pro
separaci rozmarynové kyseliny z riznych odrad jablek. K analyze si pfipravil metanolicky
extrakt vzorku (1:100 v/v), jako nosny plyn slouzilo helium a separace probihala na
kfemennych kapilarach pfi nastiiku vzorku 0,2l. U hmotnosin detekce byla vyuZita

ionizace elektronem. Detekéni limit pro rozmarynovou kyselinu &inil 2.10 g.I(cit™).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) je jedna z nejpopularnéjsich
separacnich metod, ktera se mize kombinovat s nékolika detekénimi systémy, a to s: UV/VIS,
popft. detektorem diodového pole (DAD), elektrochemickym (ECD), fluorescenénim ™ (FD)

a hmotnostnim’’: 787980

(MS) detektorem. Nejéastéji se pracuje v systému reverznich fazi, ve
kterych je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze polérni. Tato technika je pro stanoveni
fenolickych kyselin nejpouzivang;si.

Wang H., Provan G.J., Helliwell K. ve své praci srovnavali pouziti mobilnich fazi
a extrakei pro kyselinu kédvovou a rozmarynovou. Autofi uvadéji, Ze nejlepSi separace
probihala pii sloZzeni mobilni faze methanol/0,1 % kyselina fosfore¢na a po extrakci realné
matrice v etanolu nebo metanolu. Tyto extrakce poskytovaly piiblizné stejné vytézky. Vinova
dé¢lka byla nastavena na 330 nm, prutok na 1 ml/ml, separace probihala na kolon¢ Kingsorb 5
um. Byl powit gradient mobilni faze. Detekéni limit pro kyselinu kavovou byl 1,5.10™ g.I*,
pro kyselinu rozmarynovou 7,1.10 g.I"(cit.®"). N&které z mnoha dal$i publikaci, vyuZivajici
spektrofotometrickou detekci jsou uvedeny v cit, 5283848586

Elektrochemicka detekce je az o fad citlivéjsi, nez UV/VIS detekce. Dokonce nékteti
autofi uvadéji, ze pro fenolické kyseliny je tento detektor nejcitlivéjsi ze vSech. Podminkou
pro jeho pouZiti je, Ze analyzovand latka musi byt elektroaktivni a mobilni faze vodiva, coz se
zajisti ptidavkem soli do vodné faze. Tento detektor ma jedinou nevyhodu, a to je jeho Gzka
linearita kalibra¢ni piimky v koncentratnim rozmezi. Dnes se nejcastéji vyuziva Coulochem,
jak uvadi prace V. Skefikové., L. Grynové a P. Jandery, pro stanoveni antioxidantd v pivé.
Zaroven ho porovnavali s osmikandlovym detektorem CoulArray a s fluorescen¢nim
detektorem. Separace probihala na kolon¢ Zorbax SB-C18. Mobilni faze byla slozena s 5 mM

octanu amonného pH 3,15 s acetonitrilem v gradientu. Vysledkem bylo, ze nejcitlivéjsim
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detektorem, az o 3 tady, byl detektor fluorescencni, bohuzel ne vSechny latky fluoreskuji a
vét§ina znich se tedy nedala stanovit bez komplikované derivatizace®’. Dalsi vyuZiti
coulometrického detektoru pro separaci fenolickych kyselin v rostlinném materidle jsou
uvedeno v cit.®%,

Krom¢ coulochemického detektoru je casto vyuzivan o néco méné citlivy
detektor ampérometricky®. Vanbeneden N. a kol. analyzovali fenolické kyseliny v pivé
za pouziti ampérometrického detektoru ED40 s pracovni uhlikovou a referentni Ag/AgCI
elektrodou. Citlivost byla nastavena na 100 nA. Chromatografickd analyza probihala
Vv systému reverzni faze na koloné 250 mm x 4 mm Nucleosil 100-10 C18 s guard kolonou
8 mm x 4 mm Nucleosil 100-10 C18. Mobilni faze byla slozena z H,O/CH3OH/H3PO,

(745/245/10; viv) s prutokem 0,1 ml/min.(cit. 90).
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3.2.1.4. Metody pouZivané p¥i analyze fenolickych kyselin

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je v poslednich letech jednou
z neperspektivnéjsich separa¢nich technik v analyze ptirodnich latek. Je zalozena na rozdilne
distribuci slozek analytu mezi stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni fazi je film ptislusné
latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny adsorbent. Stacionarni faze muze byt jak
poléarni tak nepolarni. Dnes se nejéastéji pracuje v systému reversnich fazi, kde na silikagel
chemicky vazané alkylové fetézce (nejéastéji Ci1gHs7) slouZi jako stacionarni faze (nepolarni)
a voda s piidavkem organickych rozpoustédel jako faze mobilni (polarni), které zvysuji
rozpustnost a stabilitu nékterych analytd. Mobilni fze neni inertni a vyznamné se podili
na separatnim procesu. Mame prakticky neomezené moznosti jejitho slozeni a miiZeme
ji ovliviiovat zménami ve slozeni rozpousStédel, pH, iontové sily atd. Mobilni faze
je charakterizovana hlavné polaritou a selektivitou™ .

Vyhodou kapalinové chromatografie je jeji spojeni s riznymi typy detektort.. V dnesni
dob¢ je obecné jeden z nejpouzivanéjSich detektor spektrofotometricky, zaloZeny na
schopnosti latek absorbovat zaieni. AvSak ve srovnani s jinymi detektory je pomérné malo
citlivy. Jeho detekéni limity se pohybuji mezi 10° aZz 10° mol.I*. Jednim z nejcitliv&jsich
detektort ve spojeni s HPLC detektor elektrochemicky, u néhoz je mozné dosahnout
detekénich limitii az 10°° mol.I™ a tim bez problémii konkuruje detektoru fluorescenénimu®,

Vzhledem Kk témto poznatkiim je v analyze pfirodnich antioxidant posledni dobou
VvyuZivana pravé vysoce citliva a selektivni elektrochemicka detekce. Mezi ni fadime
ampérometrii a coulometrii. Obé tyto detekéni techniky jsou pouzitelné pro systém reverznich
fazi, a to nejcastéji na kolonach C18. Na rozdil od jinych detektort, je u elektrochemické
detekce podminkou vodivost mobilni faze. Ta se zajiStuje pridavkem soli do vodné slozky.
Organicka slozka je tvofena stejnymi rozpoustédly, jako u ostatnich typu detekce, avsak
nejCastéji je vyuzivan methanol nebo acetonitril. Dalsi, velice dulezitou podminkou je
pouzivani vysoce Cistych chemikalii a dokonalého odvzdusnéni, aby bylo dosazeno stabilni
zakladni linie a reprodukovatelnosti vysledki. Elektrodovy systém je nejcastéji
tiielektrodovy. Jako pracovni elektrody se pouZzivaji rizné formy uhliku nebo uslechtily kov,
jako referentni slouzi napf. argentchloridova, kalomelova nebo hydrogen-paladiova a jako
pomocna elektroda je nejéastdji vyuzivana platina ve formé dratku &i plisku®.

Ampérometrickd detekce je zalozend na méfeni proudu, ktery protéka pracovni

elektrodou, v zavislosti na ¢ase. Velikost tohoto proudu v pfitomnosti analytu je potom ptfimo

24



umérny jeho koncentraci. Na pracovni elektrodu se vklada konstantni napéti a hodnota tohoto
vloZeného potencialu je volena zpravidla tak, aby elektrodou tekl v ptitomnosti analytu limitni
proud. | kdyZz je zekonomického hlediska ampérometrickd detekce financné nejméné
nenarocna, neni v dnesni dobé moc vyuzivand. Dlvodem jsou problémy s nestabilitou
zakladni linie, rychlou pasivaci pracovni elektrody, kterd vede v pribéhu méfeni ke snizovani
odezvy detektoru, nelinearitou kalibra¢ni ktivky a také neni kompatibilni s gradientovou
eluci. VétSina problému je dnes minimalizovana, popf. nahrazovano pouZitim detekce
coulometrické.

Coulometrickd detekce je zalozend na kvantitativni pfeméné analytu
v elektrochemické cele a ten je potom stanoven z velikosti ndboje proslého elektrodou. Jako
detekéni technika je citlivéj$i nez ampérometrie a jeho zakladni linie je stabilnéjsi. Vyhodou
také je, Zze se muze vyuzit zapojeni vice detek¢nich cel v sérii. Na kazdou celu je mozné
nastavit rizné hodnoty potencidlu a tim sledovat napt. oxidaci a redukci latek v jednom
zédznamu. Dalsi vyhodou coulometrické detekce je moznost pouziti tzv. ,,guard” cely, Cili
ochranné cely, na kterou se vklada potencial o 30 mV vyssi, nez je nejvétsi vkladany
potencial na pracovni elektrodu. Tato cela slouZi k odstranéni elektroaktivnich neéistot
z mobilni faze pfed vstupem do injektoru, kolony a analytické cely, které mohou interferovat
pii stanoveni. Bohuzel, ve vétSiné piipadd neni mozné coulemtricky detektor pouZzit
s gradientovou eluci, a proto se tento zasadni problém fes$i pouzitim multikandlového
CoulArray detektoru se 4-mi, 8-mi, 12-ti nebo 16-ti elektrochemickymi celami®, zapojenymi
vserii. Ten kromé jiného vykazuje reprodukovatelnéj$i odezvu, neZ piedchozi, vySe

diskutované detektory.
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C. EXPERIMENTALNI CAST

4. Pristrojové vybaveni

HPLC systém sestaval z kapalinového chromatogramu Agilent 1100 Series, vybaveny
autosamplerem a online vakuovym degasérem, vSe od firmy Agilent Technologies (Canada,
USA), isokratické pumpy s tlumi¢em pulzi model 582 a ampérometrické cely 5040 (ESA
Inc., MA Chelmsford). K simultannimu zaznamu p#i 245 nm byl pouzit UV-detektor znacky
Pye Unicam PU 4025 (PYE UNICAM, Cambridge, UK). Kseparaci byla vyuzita
chromatograficka kolona Puropher Star RP-18 (5 um) 250 x 4 mm s piedkolonkou (Merck,
Darmstadt, Némecko). Nastfikované mnozstvi pomoci autosampleru bylo nastaveno na 5 pl.

Pro coulometrickou detekci byla pouZita guard cela model 5020 a coulometricky
detektor Coulochem 11l s dvoukanédlovou analytickou celou (model 5010A), vSe vyrobeno
firmou ESA Inc., MA Chelmsford. Vzorky byly nastfikované 23l sklenénou stiikackou
(Hamilton, Reno, USA) pomoci davkovaciho ventilu s 20 ul smykou (Rheodyne, Cotati,
USA).

Pro kontinudlni zadznam analyzy a vyhodnoceni chromatogramu byl pouZit software
Clarity (DataApex, Praha, CR). Vysledky byly zpracovény statistickym software QC Expert
2.5 (Trilobite Statistical Software s.r.o0., Pardubice, CR).

5. Chemikalie a vzorky

Pro analyzu byly pouZity standardy kyseliny chlorogenové, kavové a rozmarynové
(Fluka, Chemie AD, Buchs, Svycarsko), kyselina fosfore¢na a dihydrogenfosfore¢nan sodny,
obé v kvalité Trace Select (Fluka Chemie AD, Buchs, Svycarsko), organicka rozpoustédla
acetonitril a methanol od firmy Merck (Darmstadt, Némecko), octan etylnaty (Lachema,
Brno, CR), deionizovana voda (Millipore), realny vzorek Salvéje lékaiské, komeréni Gaj ze
Salvéje lékaiské (Dr.Popov, Pland, CR), propylen-gylokolovy extrakt Salvéje lékaiské,

vyhradné pouzivany v kosmetickém priimyslu (Plantapharm, Némécko).

6. Pracovni postup
Mobilni faze, standardy, kalibracni standardy, popt. realné vzorky byly fedény
deonizovanou vodou, piefiltrovanou pied mikrofiltr s membranou o porozité 0,2 um od firmy

Merci (Brno, CR).
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6.1. Pfiprava mobilni faze

K analyze byla pouZita mobilni faze o sloZzeni 50 mmol.I* fosfat sodny (pH 3) -
acetonitril (80:20 v/v). 50 mmol.I* vodny roztok fosfatu sodného byl pipraven fedénim
deionizovanou vodou a uprava na pH 3 byla provedena titraci roztokem kyseliny fosfore¢né,
ziedéné deionizovanou vodou v poméru 1:1. Mobilni faze byla nasledné piefiltrovana pies

mikrofiltr s membranou o porozité¢ 0,2 um a odplynéna pod vakuem.

6.2. Priprava standardi fenolickych kyselin

Ze zakoupenych standardii kyseliny chlorogenové, kavové a rozmarynové byly
piipraveny zasobni roztoky o koncentraci 1 mg.ml'1 rozpu$ténim navazky v methanolu.
Zasobni roztoky byl uchovéavany pii -18 °C. Z téchto zasobnich roztokli byly nésledné
pripraveny pracovni roztoky o koncentraci 0,1 mg.ml™ rozpusténim navazky v deionizované
vodé. Roztok byl dikladné homogenizovan po dobu jedné minuty na tiepacce. Takto
ptipraveny roztok byl pouzit k pfimé analyze. Pracovni roztoky byly uchovavany v lednici pti
+2 °C.

6.3. Priprava kalibra¢nich standardi fenolickych kyselin

Pro stanoveni kyseliny chlorogenové, kavové a rozmarynové byla pfipravena
osmibodova kalibra¢ni fada v koncentraénim rozmezi od 1.10™* do 1.10* mg.mlI™, postupnym
fedénim deionizovanou vodou ze zasobniho roztoku o koncentraci 1 mg.ml™. Vzorky byly

uchovavany v lednici pii +2 °C.

6.4. Priprava vzorku
Extrakce fenolickych kyselin z komercéniho propylen-glykolového extraktu

100 pl extraktu bylo okyseleno 10 ul 50% H3PO4 a k nému bylo pfidano 200 pl octanu
ethylnatého, jako organického extrakéniho ¢inidla. Roztok byl po dobu 5 min.
homogenizovan na tfepacce a nasledné centrifugovan (10 000 G, 5 min.). Organicka vrstva
byla odebrana a odpafena pod dusikem. Takto zakoncertovany extrakt byl ziedén 2501
methanolu a 250 ul 0,1% H3PO, a analyzovan.

Pro coulometrickou detekci byl jako jediny vzorek pouZity propylen-glykolovy

extrakt, ktery byl 100krat ziedény mobilni fazi.
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Extrakce fenolickych kyselin z komeréniho Eaje

Cajova inflze: 3 g komeréniho ¢aje 3alvéje lékaiské byly ziedény 250 ml vrouci
deionizovanou vodou. Takto pfipraveny roztok byl po dobu 15 min. ponechan vyluhovani
a nasledn¢ zfiltrovan pies mikrofiltr s membranou o porozité 0,2 um. Z vyluhovaného roztoku
byl odebran 1 ml k centrifugaci (10 000 G, 5 min.). Timto doslo k dokonalému oddéleni diené

od roztoku a takto pfipraveny roztok byl pouzit k pfimé analyze.

Methanolicky vyluh: 3 g komeréniho Caje Salvéje 1ékatské bylo zfedéno 250 ml methanolu
okyseleném 1 % kyselinou octovou. Roztok byl vloZzen do ultrazvukové lazné na 10 min.
a nasledné zfiltrovan ptes mikrofiltr s membranou o porozité 0,2 pm. Z roztoku byl odebran 1
ml k centrifugaci (10 000 G, 5 min.). Timto doslo k dokonalému odd¢leni diené od roztoku a

takto pfipraveny roztok byl pouzit k pfimé analyze.

Soxhletova extrakce: 0,36 g komer¢niho Caje Salvéje lékaiské bylo vlozeno do extrakéni
patrony Soxhletova extraktoru. Do varné baiiky bylo nalito 90 ml octanu ethylnatého a banka
byla vloZzena do topného hnizda. Na varnou bainku byla nasazena extrakéni patrona se
vzorkem a na ni chladi¢. Vzorek byl extrahovan po dobu 4 hodin. Ziskany extrakt byl ptelity
do 100 ml odmérné bariky a po rysku doplnén octanem ethylnatym. Alikvotni podil

(1 ml) byl odpaten pod dusikem, zfedén 200 pl mobilni fze a centrifugovan po dobu 5 min.
(10 000 G). Timto doslo k dokonalému oddé€leni dfené od roztoku a takto pfipraveny roztok

byl pouZit k pfimé analyze.
Extrakce fenolickych kyselin z éerstvych a susenych listit

Cerstvé a susené listy byly rozdrceny a extrahovany stejnym zptisobem jako komeréni

Caj ze Salvéje 1€karske.
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6.5. Chromatografické podminky

Prttok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min., jemuz odpovidal tlak 175 bart. Métfeni
probihalo pfi vinové délce 245 nm a pti konstantnim potenciale pracovni Pt-elektrody
230 mV s nastavenou citlivosti na 50 nA. K davkovani vSech standardt a vzorka byl pouzit
autosampler, objem nastiiku byl nastaven na 5 pl.

Pro coulometrickou detekci byl nastaven stejny prutok mobilni faze, jemuz odpovidal
tlak 112 bari. Mé&feni probihalo s analytickou celou se dvémi coulemtrickymi ¢idly, na Které
se nastavoval potencial dle potieby. Potencial na guard cele byl nastaven vzdy o 30 mV vyssi,
nez nejvyssi potencial na €idlech. Citlivost coulometrického detektoru byla nastavena na 5
HA.
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D. VYSLEDKY A DISKUSE

7. Volba experimentalnich podminek
7.1. Hydrodynamicky voltamogram

Pro zjisténi oxidacniho potencidlu kyseliny chlorogenové, kavové a rozmarynové byl
sestrojen hydrodynamicky voltamogram (HDV). HDV je tedy zavislost protékajiciho proudu
mérnou celou na vkladaném napéti, nebo se mize misto hodnoty protékajiciho proudu do

grafu vynaset odpovidajici plocha piku.
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—e— k. chlorogenovd —— k. kdvova —e— k.rozmarynova

Obr. 18 Hydrodynamicky voltamogram fenolickych kyselin

Na Obr. 18 Ize vyc¢ist hodnoty oxidacnich potenciali fenolickych kyselin. Kyselina kavova
arozmarynovd se oxiduji pfi velice nizkém potencidle 180 mV, kyselina chlorogenova
pii 230 mV. Z teoretického hlediska by experimentdlni méfeni mélo probihat pfi limitnim
protékajicim proudu, pii kterém je plocha piku konstantni. Pro nase ucely byl zvolen potencial
230 mV, abychom zajistili co nejvétsi selektivitu stanoveni téchto kyselin, protoze je jen

velmi malo latek, které se oxiduji pfi takto nizkych potencialech.
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7.2. SloZeni a pomér slozek v mobilni fazi

Byly provedeny analyzy standarda fenolickych kyselin ve dvou typech mobilni faze, a
to o sloZeni fosfat sodny/methanol (50:50 v/v) a fosfat sodny/ACN (80:20 v/v). Ptiprava
fosfatu sodného je popsana v oddile 6.1. Mobilni faze s obsahem methanolu byla nepouzitelna
pro naSe méfeni, protoze se z elektrochemického detektoru nepovedlo ziskat Zadné data. To
mohlo byt zplisobeno tim, ze detektor nebyl delsi dobu pouzivan a pii pouziti methanolu
nebyla elektroda dostate¢né zaktivovana.

Pro zjisténi idedlniho poméru 50 mmol.I"* fosfatu sodného o pH 3 a ACN v mobilni
fazi na retenci fenolickych kyselin byly vyzkouSeny tfi poméry, a to 85:15, 80:20 a 75:25
(v/v). Do grafu je vynesena zavislost kapacitniho (neboli reten¢niho) faktoru k’, ktery je dan

pomérem redukovaného retenéniho ¢asu tg’a mrtvého Casu ty, na obsahu ACN.

14 -
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kapacitni faktor k”

. e S

0 T 1 —& !

10 15 20 25 30

obsah acetonitrilu (v/v)

—e— k.chlorogenovd —@— k kdvova —8— k.rozmarynova

Obr. 19 Zavislost kapacitniho faktoru k’na obsahu acetonitrilu v mobilni fazi

Z obrézku 19 je patrné, ze pomér vodné a organické slozky v mobilni f4zi ma vyrazny vliv na
retenci fenolickych kyselin. Se zvySujicim se objemem organické faze dochazi k poklesu
kapacitnich poméru fenolickych kyselin. Kyselina chlorogenovd ma nulovy kapacitni faktor
pii poméru 75:25 (v/v), tudiz se eluuje s mrtvym ¢asem, v kolon¢ neni zadrZovana a proto
tento pomér nemuze byt zvolen. Na druhou stranu, pii poméru 85:15 (v/v), ma kyselina

chlorogenovéa dostatecny kapacitni faktor, ale u kyseliny rozmarynové nabyva vysokych
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hodnot (eluuje se v 74-té minut€), coz je pro méfeni nepraktické. Proto pro nase ucely byla
zvolena mobilni faze z fosfatu sodného o pH 3 a acetonitrilu v poméru 80:20 (v/v). Hlavnim
divodem je, ze pracujeme s izokratickou eluci, a proto je nutné zvolit kompromis mezi

retencnim ¢asem a kapacitnim faktorem.

7.3. pH mobilni faze

Pro zvoleni idedlniho pH mobilni faze na retenci fenolickych kyselin byly vyzkouseny
tfi hodnoty pH, a to 3, 3,5 a 4.

kapacitni faktor k
N

—
0

Py
T hy

®

2,5 3 3,5 4 45
pH

—e—k. chlorogenova ——k. kavovd —e—k. rozmarynova

Obr. 20 Zavislost kapacitniho faktoru k™ na pH fosfatu sodného

Z obrazku 20 vyplyva, Ze se zvysujici se hodnotou pH klesa kapacitni faktor fenolickych
kyselin. Jedna se o slabé kyseliny, u kterych se sniZujici se hodnotou pH dochézi k potlaceni
jejich disociace a tim ke zvySeni retence. Kyselina chlorogenova se v pH 3,5 eluuje témér
s mrtvym ¢asem a v pH 4 je jeji kapacitni faktor nulovy. Z toho divodu bylo zvoleno pro

fosfat sodny pH 3, pii kterém jsou kapacitni faktory vSech fenolickych kyselin dostatecné.
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7.4. Teplota kolony

Pro volbu vhodné teploty kolony na retenci fenolickych kyselin byly prométeny 4 jeji
hodnoty, a to 25, 30, 35 a 45 °C. Vzhledem k tomu, Ze teplota ma vztah s termodynamikou
chromatografického déje, uvadi se do grafu zavislost In kapacitniho faktoru k'na reciproké

hodnoté¢ termodynamické teploty T.

;

In kK

'3 T T T T 1
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036

UT (K)

—e—k.chlorogenova —e—k.kavovd —e—K. rozmarynova

Obr. 21 Zavislost In kapacitniho faktoru k" na teploté kolony

Jak jiz bylo nastinéno, teplota mé vliv na termodynamiku i na kinetiku chromatografické
separace. Z termodynamického hlediska vyplyvé, Ze zména teploty je nepfimo Umeérna
hodnoté¢ kapacitniho poméru. Tudiz se vzristajici teplotou dochazi ke sniZeni kapacitniho
pom¢éru fenolickych kyselin. Jestli-Ze budeme usuzovat hledisko kinetické, tak se vzristajici
teplotou bude chromatograficky systém ucinnéj$i. V naSem piipadé zmeéna teploty nema
vyrazn&j§i vliv na hodnotu kapacitniho poméru fenolickych kyselin, ani na G¢innost
chromatografického déje (viz. Obr. 21), a proto vSechny separace byly provadény pfi

laboratorni teploté.
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8. Kvalitativni analyza

V tabulce (Tab. I) jsou uvedeny pramérné retenéni ¢asy kyseliny fenolickych kyselin
pro UV/VIS a elektrochemicky detektor (ECD), ve tvaru priimérny retencni ¢as (min.) +

smérodatna odchylka.

Tab. I Primérné reten¢ni ¢asy fenolickych kyselin

Kyselina UV/IVIS ECD
Chlorogenova 6,37 + 0,03 6,27 £ 0,03
Kavova 10,49 £ 0,08 10,39 £ 0,08
Rozmarynova 27,42 £ 0,43 27,32 0,43

9. Kvantitativni analyza
9.1. Kalibrace

Koncentrace standardi fenolickych kyselin pro sestrojeni kalibracni pfimky byla
namichana vrozmezi od 1.10" mg.ml* do 1.10* mgml™. Ve statistickém programu
QC Expert 2.5 byla vytvofena osmibodova kalibra¢ni pfimka, tedy zéavislost ploch piki

na koncentraci jednotlivych kyselin. Vysledky jsou vyhodnoceny v grafech I-I11.
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Graf I:  Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny chlorogenové pro

UV/VIS a elektrochemickou detekci
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Graf Il: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny kavové pro UV/VIS
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Graf 111: Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny rozmarynové pro

UV/VIS a elektrochemickou detekci
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koncentrace moinl koncentrace mgnl
Rovnice kalibracni kiivky: y =30669,534x y = 30945416x* + 99803,498x
Korelaéni koeficient: R%=0,998 R%=0,997
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9.2. Limit detekce, limit kvantifikace
Ke kalibra¢nim zavislostem byly zjiStény limity detekce (LOD) a limity kvantifikace
(LOQ), jako trojnasobek, resp. desetindsobek vysky Sumu, podle vzorce 1. Limity jsou pro

srovnani vypocitané zvlast’ pro UV/VIS a elektrochemickou detekci a jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 2)

Vzorec 1. LOD = (3.h)/m
LOQ = (10.h)/m
h = vySka Sumu

m = smérnice kalibra¢ni pifimky

Tab. I Hodnoty LOD a LOQ (mol.I") fenolickych kyselin pro UV/VIS a elektrochemickou

detekci
UVIVIS ECD
Kyselina LOD LOQ LOD LOQ
Chlorogenova 5,6.10°° 1,8.10° 5,1.10” 1,7.10°
Kévova 1.10° 3,3.10° 6,7.10" 2,2.10°
Rozmarynova 1,410° 48107 6,0.10°° 2,0.10°
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10. Analyza fenolickych kyselin v §alvéji 1ékarské
10.1. HPLC s ampérometrickou detekci

Byla provedena analyza kyseliny chlorogenové, kavové a rozmarynove v realnych
vzorcich Salvéje 1ékarské. Pritomnost téchto kyselin byla zjisténa metodou vysoko-ucinné
kapalinové chromatografie se simultdnnim zaznamem UV/VIS detekce aampérometricke

detekce. K tomuto experimentu byly pouZity celkem 4 vzorky Salvéje:

vzorek €. 1: komeréni propylen-glykolovy extrakt  (Plantapharm)

vzorek €. 2: komeréni Caj (Dr.Popov)
vzorek ¢. 3: Cerstvé listy (Florcentrum Olomouc)
vzorek €. 4: susené listy (Florcentrum Olomouc, susené volng¢)
Na nize uvedeném Obr. 22 je vyobrazen chromatogram komer¢niho propylen-

glykolového extraktu ze Salv&je 1ékaiské. Tento extrakt se pouziva vyhradné v kosmetickém
primyslu kvuli antioxida¢nim, protizanétlivym a antibakterialnim G¢inkim pfitomné kyseliny
kavové (CA) a rozmarynové (RA). Vyrobci uvadéji, ze tyto kyseliny se v extraktu Salvéje
vyskytuji v nejvétsim mmnozstvi, a to z divodu dosazeni Zadanych Géinkd, coz také bylo
prokézano. Obr. 23 demonstruje ¢ajovou infuzi komer¢niho Caje ze Salvéje 1ékaiské. Ze vech
tii extrakci u komer¢niho Caje se cajovou infuzi vyextrahovalo nejvétsi mnozstvi CA a RA.
Experimentem bylo zjisténo, ze délka luhovani nema na vytézek vliv. Spektrum latek 1 jejich
mnozstvi bylo stejné jak po 15 min., tak po 24 hod. vyluhu. Chromatograficky zaznam na
Obr. 24 ukazuje Soxhletovu extrakci Cerstvého listi ze Salvéje 1ékatské. V pripadé této
extrakce octanem ethylnatym bylo o¢ekavano, Ze se vyextrahuje zcela odlisSné a velice bohaté
spektrum latek ve srovnani s ostatnimi extrakcemi a také, ze vytézky u Cerstvych listi budou
nejveétsi. Vsechny tyto predpoklady byly potvrzeny. Je to dano hlavné jinou polaritou
extrakéniho ¢inidla a s tim spojenou extrakéni silou, ktera je selektivni pro mnoho dal§ich
latek, které se vodou nebo methanolem nevyextrahuji. Na Obr. 25 je zobrazena Soxhletova
extrakce suSeného listi ze Salvéje 1ékaiské. Ze vSech provedenych extrakei u suSenych listi
byly vytézky u Soxhletovy extrakce nejvyssi, stejné jako u Cerstvych listd, i kdyz ve srovnani

s Cerstvymi listy jsou obsahy kyselin mnohonasobné mensi.
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Obr. 22 Chromatograficka separace komercniho propylen-glykolového extraktu ze Salvéje

1ékatské.
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Obr. 23 Chromatograficka separace ¢ajové infuze komercniho Caje ze Salvéje 1ékarské.
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Obr. 24 Chromatograficka separace Soxhletova extraktu ¢erstvého listi ze Salvéje 1ékarské.
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25 Chromatograficka separace Soxhletova extraktu suseného listi ze Salvéje 1ékaiske.
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10.2. HPLC s coulometrickou detekci

Coulometrickd dualni detekce byla vyuZita pouze jako srovnavaci metoda
k ampérometrii z hlediska citlivosti, a také pro sledovani oxida¢né-redukéniho chovani
fenolickych kyselin. Experimentu byly podrobeny standardy fenolickych kyselin a propylen-
glykolovy extrakt ze Salv¢je 1ékarské.

Na niZze uvedeném Obr. 26 je vyobrazen zdznam dualni coulometrické detekce
standardli fenolickych kyselin o koncentraci 0,01 mg/ml. Na prvni elektrodu byl vlozeny
kladny oxida¢ni potencial El: + 30 mV, na druhou zaporny reduk¢ni potencial E2: -300 mV
(vs. Pd) a guard cela +60 mV (vs. Pd). Natfikovany objem ¢inil 5 ul. Timto experimentem
bylo potvrzeno, Ze u fenolickych kyselin dochézi nejen k oxidaci, ale i k jejich redukci. Za
stejnych podminek byl analyze podroben propylen-glykolovy extrakt ze $alvéje 1ékaiské, viz.
Obr. 27. U propylen-glykolového extraktu byla také provedena pouze oxidace (viz Obr. 28),
a to pti potencialech + 60 mV a + 120 mV (vs. Pd), guard cela byla nastavend na +150 mV

(vs. Pd), nastfikované mnozstvi ¢inilo 10 pl.
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Obr. 26 Chromatograficka separace s dualni coulometrickou detekci standardi

fenolickych kyselin, s vkladanymi potencialy pro sledovani oxidace a redukce
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Obr. 27  Chromatograficka separace s dualni coulometrickou detekci propylen-glykoloveho

extraktu ze Salvéje 1ékaiské, s potencialy pro sledovani oxidace a redukce
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Obr. 28 Chromatograficka separace s dualni coulometrickou detekci propylen-glykoloveho

extraktu ze Salvéje 1ékaiské, s riznymi vkladanymi oxida¢nimi potencialy
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Ve srovnéni s ampérometrickou detekci 1ze u coulometrické detekce, jak jiz bylo diive
feceno, zapojit do série dvé a vice elektrochemickych cel. V nasem piipadé byl k dispozici
Coulochem 11l s dvoukanalovou analytickou celou flow-through, a timto bylo umoznéno
pracovat v tzv. ,screen“ modu, kdy na jedné elektrochemické cele dochazi k oxidaci
redukovadel, jakymi jsou fenolické kyseliny a souc¢asné na druhé cele dochazi k redukci.
Ampérometricky detektor neumoZnuje analyzu ve ,screen“ modu. Podminky je mozné
nastavit pouze pro oxidaci nebo redukci analyzovanych latek.

Coulometricky detektor také zaznamenal odezvu fenolickych kyselin uz pfi vlozeném
oxidanim potencidle + 30 mV (viz. Obr. 25), zatimco ampérometricky detektor az pti 120
mV. Divodem vyssi citlivosti je moZnost pouZiti coulometrické porézni grafitové elektrody,
ktera ma daleko vétsi povrch a oxidacné-redukéni reakei na povrchu elektrody podléha vice
jak 90 % analytu. Je tedy mnohem uCinnéj$i, stabilnéjsi a selektivnéjsi oproti elektrodam
pouZivanym v ampérometrii, u kterych oxida¢né-redukénim dé&jim podléha pouze 10-15 %

analytu.
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11. Stanoveni obsahu fenolickych kyselin v $alvéji 1ékaiské
Obsah vybranych fenolickych kyselin byl vypoéten zrovnice kalibraéni piimky

pomoci statistického software QC Expert 2.5. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2-5.

Tab. 11 Obsah fenolickych kyselin v komerénim propylen-glykolovém extraktu Salvéje
1¢kaiské (mg/g)

Kyselina Redéni mobilni fazi

Chlorogenova -

Kavova 7,98.10°°

Rozmarynova 0,014

Tab. 111 Obsah fenolickych kyselin v komerénim ¢aji Salvéje 1ékaiské (mg/g)
Kyselina Cajova infiize Soxhlet Methanol
Chlorogenova - 3,3.10° -
Kavova 2,83.10°° 5,9.10* 1.10
Rozmarynova 0,015 1,96.10° 7,3.10°

Tab. IV Obsah fenolickych kyselin v Cerstvych listech Salvéje 1ékaiské (mg/g)

Kyselina Cajova infiize Soxhlet Methanol
Chlorogenova - 7,1.10° -
Kavova - 4,76.10° 1,2.10°
Rozmarynova 0,07 0,39 0,03

44



Tab. V Obsah fenolickych kyselin v suenych listech Salvéje 1ékaiské (mg/g)

Kyselina Cajova infiize Soxhlet Methanol

Chlorogenova - - -
Kéavova - 1,39.10° 1,6.10"
Rozmarynova - 5,16.107 3,1.10°

Pii analyze komercniho Caje ze Salvéje 1ékaiské, podrobeného tfem typim extrakce,
bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi kyseliny kdvové a rozmarynové v ¢ajové infuzi, nasledné
Vv methanolickém vyluhu a nejmensi mnozstvi pfi extrakci Soxhletem. Divodem muize byt, ze
Salvéjovy Caj se pouziva pouze k pfipravé Caji a vzhledem k tomu, Ze pravé tyto kyseliny
vykazuji nejsilnéj$i antioxidacni a protizdnétlivé ucinky, mély by zde byt zastoupeny
V nejvetsim mnozstvi, coz se potvrdilo. Na druhou stranu, jestli-ze se srovnaji vytézky
Z ¢ajov¢ infuze u suSenych listd, mél by byt logicky obsah kyselin pfiblizné stejny. Tato
logicka tivaha ale neodpovida realité, kdy u suSenych listd bylo mnozstvi kyselin pod mezi
detekce, Cili minimaln€é o tfi hmotnostni fady méné. Timto se potvrzuji informace,
Ze komercni ¢aj je suSeny jinym zplisobem nez volnym susenim, a to bez pfistupu vzduchu a
svétla. Je totiz znamo, ze fenolické kyseliny pii pusobeni svétla a vzdusného kysliku velmi
snadno podléhaji rozkladnym reakcim. Ale i pifes zohlednéni jiného procesu suseni jsou
vytézky tak malé, Ze se s velkou pravdépodobnosti potvrzuje nepsané pravidlo odborniki, a to
takové, Zze komercni €aje jsou obohacovany praveé vySe uvedenymi latkami s antioxidacnimi
ucinky. Pfi pouziti primyslové technologie vyroby je jejich pfipadna ztrita eliminovana
doplnénim téchto latek na hodnoty pouzitelné a schvalené pro volny prodej. Komer¢ni ¢aj ma
timto zajiSténou vlastnost podptirného lécebného prostiedku pro uzivatele.

Nejvétsi vytézky fenolickych kyselin (0,36 g RA a 0,03 g CA) u Cerstvych listt pfinesla
ocekavan¢ Soxhletova extrakce. Duvodi je hned nékolik. Jedna se totiz o zcela jiny
mechanismus extrakce a také, Ze fenolické kyseliny jsou mnohem lépe rozpustné
v organickych rozpoustédlech nez ve vodnych. Jako extrakéni cinidlo byl zvolen octan
ethylnaty, ktery se svou polaritou nejvice blizi k polarité fenolickych kyselin a ty pak maji

vetsi snahu do ného piejit, a proto je 1 ucinngjsi nez methanol. A nejen vytézky kyseliny
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kavové a rozmarynové byly nejvétsi, ale také se jako u jediného typu extrakce vyextrahovalo
malé mnoZstvi kyseliny chlorogenové a dalSich mnoho jinych latek. To hlavné z dtvodu jiz
diive zminované podobné polarity a zcela jiné extrakéni sily octanu ethylnatého ve srovnani
s vodou a methanolem.

Podobny zavér je mozné usoudit u suSenych listd, jen srozdilem, ze vytézky
se pohybovaly 0 1 — 2 hmotnostni fady mén€, coz mize byt zplisobeno volnym susenim
na vzduchu a naslednym rozkladnym reakcim fenolickych kyselin.

Avsak ke vzajemnému srovnavani obsahu fenolickych kyselin mezi jednotlivymi vzorky
je potebné si uvédomit vychozi stav realného vzorku. Jestli-Ze tedy chceme provést takovéto
vzajemné srovnani, bylo by nutné vSe prepocitat na stejnou matrici, ¢ili na suché listy, coz ale
kvali malému mnozstvi vypéstované Salvéje 1ékaiské nebylo mozné. Jestli-Zze budeme
uvazovat, ze Cerstvé listi obsahuje piiblizné 60 - 70 % vody, tak veSkeré obsaZzené latky
v Cerstvych listech jsou timto procentem ziedény a koncové mnozstvi obsahu kyselin by bylo
0 60 - 70 % vétsi. Ztoho plyne zavér, Ze Cerstvé listy obsahuji nékolikandsobné véEtsi
mnozstvi kyseliny rozmarynové a kavové nez komercni €aj, a proto by méel mit ¢aj z Cerstvé
natrhanych listi siln€j$i antioxidacni a protizdnétlivé ucinky a vyrazné 1épe by mél

podporovat 1é€bu nemoci.
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E.ZAVER
Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo podat podrobny piehled o vlastnostech,
ucincich a metodach stanoveni fenolickych kyselin, a to kyseliny rozmarynové a kavoveé.
Prakticka cast byla zaméfena na analyzu téchto kyselin v Salvéji 1ékarské, ktera je dodnes
jednou z nejvyuzivanéjsich 1é¢ivych bylin. A to nejen z divodu jejich silnych antioxidaénich
Byla vyvinutd rychla, spolehlivd a citlivA metoda HPLC se simultdnnim
zaznamem UV/VIS a elektrochemické (ampérometrické) detekce pro stanoveni fenolickych
kyselin v salvéji 1ékaiské. Vyhodou této metody je jednoduchd a nenaro¢na uprava vzorkd.
Analyzovéany byly Ctyfi redlné vzorky Salvéje lékaiské, které byly navic podrobeny tfem
vybranym typim extrakce. Obsahy kyselin v zavislosti na typu extrakce byly porovnany a
diskutovany. Cajové infize poskytla nejvétsi vytézky fenolickych kyselin u komeréniho ¢aje,
Soxhletova extrakce u Cerstvych a suSenych listi z domaci sklizné. Zaroven se Soxhletova
extrakce jevila jako nejucinnéjsi, protoze jeji vytézky byly v priméru o jeden hmotnostni fad
vySSi, a také jako jedina vyextrahovala malé mnozstvi kyseliny chlorogenové. Vypocétem
LOD a LOQ se potvrdilo, Ze ampérometrickéa detekce je o jeden Fad citlivejsi (107 mol.I™)
nez UV/VIS detekce (10°® mol.l™"), coz umoziuje analyzovat latky hlavné ve stopovém
mnozstvi, které UV/VIS detektor uz neni schopen detekovat.
Vedle ampérometricke detekce byla pro srovnani pouzita coulometrickd detekce
s dualni pritokovou analytickou celou, ktera umoznovala sledovat jak oxidaci, tak redukci
fenolickych kyselin. | kdyZz coulometricka detekce obecné poskytuje reprodukovatelngjsi
vysledky, je citlivéjsi, ucinnéj$i a selektivnéjsi, coZ také bylo experimentem potvrzeno,
Z tohoto divodu byla v diplomové praci vyuZita pravé ampérometrickd detekce, aby bylo
poukézano na to, ze pomoci vhodné zvolenych podminek a precizni piipravé vzorki dosahuje
ve spojeni s HPLC vybornych vysledki. Muze byt proto vyuZivana jako rutinni metoda
v Iékafstvi a farmacii pro stanoveni elektrochemicky aktivnich latek, a to nejen v rostlinném,

ale 1 zivo¢isném materialu.
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F. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-H
3-H
4CL
5-CQA
ABTS
ACN
AFK
CA
CAPE
CNS
CoA
CZE
DAD
DMPD
DPPH
ECD
FD
GC
HDV
HPLC
HPPD
HPPR
CHA
IPP

LDso
LOD
LOQ
MS
NMR
PAL

hydroxycinamat-hydroxyfenylacetat-3"-hydroxylasa
hydroxycinamat-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylasa
hydroxycinaméat-CoA-ligasa

kyselina 5-O-kafeoylchinova

diamonna sul kyseliny 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonove)
acetonitril

aktivni formy kysliku

kyselina kdvova

fenyl-ethyl ester kyseliny kavové (angl.Caffeic Acid Phenethyl Ester)
centralni nervova soustava

koenzym A

kapilarni zonova elektroforéza

detektor diodového pole
4-amino-N,N-dimethylanilin dihydrochlorid
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

elektrochemicka detekce

fluorescencni detektor

plynovéa chromatografie

hydrodynamicky voltamogram

vysoko-ucinna kapalinova chromatografie
hydroxyfenylpyruvat-dioxygenasa
hydroxyfenylpyruvat-reduktéasa

kyselina chlorogenova

izopentyl-difosfat

infraCervena spektroskopie

stiedni smrtelna davka (angl. Lethal Dose, 50%)
limit detekce

limit kvantifikace

hmotnostni detektor

nuklearni magneticka rezonance

fenylalaninamonia-lyasa
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RA kyselina rozmarynova

RAS hydroxycinaméat-CoA-hydroxyfenylacetat-hydroxycinamat-transferasa
RNS reaktivni dusikové Castice

ROS reaktivni formy kysliku

RTCES registr toxicity chemickych slou¢enin

SCE standardni kalomelova elektroda

TAT tyrosin-aminotransferéza

TLC tenkovrstevna chromatografie

uv ultrafialova oblast spektra

VIS viditelna oblast spektra
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