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ABSTRAKT

Echinacea purpurea je bohatym zdrojom biologicky aktivnych latok, ktorym su pripisované
viaceré¢ terapeutické ucinky. Tato praca sa zaoberala optimalizaciou extrak¢ného procesu
vzhl'adom na zisk tychto latok. Ako typ pouzitej extrakcie bola vybrana maceracia, kvoli jej
jednoduchosti. Za optimalne podmienky boli vybrané — pomer navazky k rozptstadlu 1:5,
40% etanol, 60°C, 60 minut.

Nasledne tymto optimalizovanym procesom bol pripraveny extrakt so suSenych kvetov
Echinacey purpurey, ktory bol presnejsie charakterizovany. Bola zistena koncentracia
polyfenolickych latok 365,18 = 3,51 [mggag -171] a antioxida¢na aktivita bola stanovena
na 507,50 + 6,89 [mgrgac * 171]. Schopnost’ zhasovat’ kation-radikal ABTS™ bola vypo&itana
na9545+1,30%. Zistovana bola aj antimikrobialna aktivita extraktu  voci
3 mikroorganizmom - baktériam Escherichia coli, Bacillus cereus a kvasinke Candida
glabrata. Avsak nebol detegovany Ziadny inhibi¢ny ucinok rastu mikroorganizmov. Pocet
identifikovanych aromatickych latok bol 39, z ktorych najvacsiu skupinu predstavovali
seskviterpény (70,9 %).

Ziskané vysledky potvrdzuju, Ze extrakt Echinacey vykazuje antioxida¢nu aktivitu a obsahuje
radu zaujimavych aromatickych latok. Ma tak dobry potencial pre vyuzitie ako prirodny zdroj
nutri¢ne i senzoricky cennych latok, napr. s aplikaciou do roznych potravin a pochutin.

ABSTRACT

Echinacea purpurea is a rich source of biologically active compounds, which are attributed to
several therapeutic effects. This thesis is focused on the optimization of the extraction process,
considered these substances. Maceration was chosen as a type of extraction, due to its
simplicity. The Optimal conditions were solid-solvent ratio 1: 5, 40% ethanol, 60 °C,
60 minutes.

An extract from the dried flowers of Echinacea purpurea was prepared by this optimized
process. The content of total phenolic compounds was set on 365.18 + 3.51 [mggag - 171] and
the antioxidant activity was 507.50 = 6.89 [mgrgac * 171]. The percentage of radical scavenging
activity ABTS™ was 95.45 + 1.30. The antimicrobial activity of the extract was tested against
3 microorganisms — Escherichia coli, Bacillus cereus and Candida glabrata. There was not
detected inhibitory effect on the growth of microorganisms. In a total, 39 volatile compounds
were identified, and the biggest group were represented sesquiterpenes (70.9%).

The obtained results confirm that Echinacea extract has antioxidant activity and contains
several interesting aromatic substances, In the future, it can be used as a natural resource
of nutritionally and sensory valuable compounds, e.g., into various foods and delicacies.

KIUCOVE SLOVA
echinacea, aromatické latky, antioxidanty, antimikrobidlni aktivita, SPME, GC-MS
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Echinacea spp., aroma compounds, antioxidants, antimicrobial activity, SPME, GC-MS
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1 UVOD

Echinacea purpurova patri k najznamej$im druhom rodu Echinacea, nielen pretoze je
oblibenou okrasnou rastlinou, ktora zdobi parky a zahrady, ale hlavne pretoZze ma vyhlasené
lie¢ivé ucinky. Da sa povedat, Ze pre severoamerickych Indidnov predstavovala posvétnu
bylinu, ktorou sa da skoro vsetko vyliecit'.

Medzi terapeutické vlastnosti Echinacey patria imunomodula¢né (posilfiuje imunitny
systtm pri ochoreni), protizapalové, protirakovinové, antimutagénne, antioxidac¢né,
antimikrobialne uc¢inky a vel'a d’al$ich. Nadzemné Casti a korene vykazujt silnt antivirusova
aktivitu a moézu napomahat’ pri chripkovom ochoreni alebo ochoreniach spésobenych virusmi
herpes simplex, koronavirusom a d’alsimi. Co je jej velkym pozitivom, e je pomerne
bezpecna, nevykazuje toxicitu.

Vyrobky s fiou patria k poprednym na trhu. V potravinarstve je vyuzivana skor ako doplnok
stravy vo forme tinktur, ¢ajov, sprejov, tabliet Casto v kombinacii s d’al§imi bylinami,
mineralmi, ¢i vitaminmi. Extrakty Echinacey st bohaté na bioaktivne latky ako derivaty
kyseliny kavovej, alkylamidy, alkaloidy, flavonoidy, fenolické kyseliny a polysacharidy.
Alkylamidy st situované najméd v korefioch aza hlavni zlu¢eninu nadzemnych Casti je
povazovana kyselina cichorova.

V stcasnej dobe stupol zaujem Tudi o stravu, ktora bude mat’ aj blahodarne a zdravie
podporujuce G¢inky. Vo vSeobecnosti sa vo svete vyuzivaju rozliéné byliny ako prevencia alebo
na lie¢bu zdravotnych komplikacii. R6zne bylinné extrakty vykazuji pozitivne ucinky ak su
suCast’ou vyvazenej stravy.

Z vyssie zvedenych dovodov bolo cielom tejto prace zisk extraktu Echinacey a jeho

komplexnej charakterizacie z hl'adiska antioxidacného, antimikrobidlneho a senzorického, za
ucelom posudenia jeho potencidlu pre prirodné vyuzitie v potravinarstve.



2 TEORETICKA CAST

Tato praca je zamerand na moznosti ziskavania extraktov z Echinacey s maximalnym
zachovanim biologicky aktivnych latok. Bola vypracovana literarna reSer§ zaoberajucou sa
charakteristikou antioxidacnych a antimikrobialnych vlastnosti Echinacey purpurey a jej
biologicky aktivnych latok a zaroven optimalizaciou metod ich ziskavania a stanovovania.

2.1 Rod Echinacea

Rod Echinacea patri do bohatej a rozsirenej ¢el'ade astrovité (Asteraceae). Nazov rodu je
odvodeny z gréckeho slova ,,echinos®, ¢o znamena v preklade jezovka. Toto pomenovanie
vychadza z podoby medzi pichl'avym sukvetim echinacey a jezovky. Do rodu Echinacea patri
9 uznavanych taxonomov (E. leavigata, E. atrorubens, E.paradoxa, E. tennesseensis,
E. simulata, E. sanguinea), pricom len 3 z maji nich ekonomicku hodnotu a to E. pallida,
E. angustifolia. a E. purpurea. [1, 2, 3, 4]

Domovom tohto rodu je rozsiahle tGzemie severu a severozdpadu Severnej Ameriky.
Povodné populédcie su rozsirené predovsetkym vychodne od Skalnatych hoér na wtzemi
Spojenych $tatov a Kanady. [4] Druhovo najrozmanitejsia oblast’ lezi v pasme od pohoria
Ozark v Missouri na juh k travnatym plocham v Oklahome. [3]

Povodny Ameri¢ania vyuzivali byliny rodu Echinacey ako vseliek. Aplikovali si ich pri
bolestiach zubov, pri popaleninach, k napomahaniu hojenia, k vyplachovaniu o¢i, pri uhryznuti
hadom, popripade pri lieCeni zvierat apri mnohych inych zdravotnych ochoreniach
a problémoch. Pripravovali si napriklad ¢aje z korenov, ktoré pouzivali pri reumatizme,
artritide, ¢i osypkach. [1, 2]

Druhy z rodu Echinacea boli umiestnené do rodu Rudbeckia a Branuneria, preto v skorSich
textoch mézu byt spomenuté tieto pomenovania. Pri svojej slavnej expedicii Lewis s Clarkom
(1803 — 1086) sa dostali do styku s touto uZzitocnou rastlinou a rozhodli sa poslat’ korene
asemena (E. angustifolia) vtedajSiemu prezidentovi Thomasovi Jeffersonovi. Echinacea
purpurea ako prva z druhov bola v roku 1830 spomenuta v euroamerickej lekarskej knihe
Medical Botany. Do Eurdpy sa dostali druhy Echinacea najprv len ako dekorativne bylinné
trvalky, ale postupom ¢asu nadobudali na popularite aj ich liecitel'ské vlastnosti. [1, 4]

V poslednych rokoch je dopyt po Echinacee apripravkov ju obsahujacich velmi
rozsireny. [1] Predaj sa pohybuje v milionoch dolarov ro¢ne. Echinacea leavigata je uvedena
ako ohrozeny druh, pretoze jej vyskyt je vzacny. Takisto aj E. tennesseensis patrila do roku
2011 do tohto zoznamu ohrozenych druhov, avSak bola odstranena vd’aka tspesnej obnove.
[1, 5]

K charakteristickymi ¢rtam patria kvitntce hlavky kvetov, s pestrou paletou farieb od bielej,
cez ruzovu az po tmavofialova a majtice uprostred tbor s oranzovymi az Cerveno-fialovymi
koncami, ktoré vytvaraju ostnaty kuzel. Stonky su jednoduché, najcastejSie nerozvetvené,
s hladkymi i chlpatymi listami, ktoré vyrastaju vo vacSine pripadov z jedného korena. Su
tolerantné k suchu. [1]



Echinacea bleda

Echinacea bleda (lat. Echinacea pallida) rastie az do vysky 140 cm. Ma sa uzkymi zvyc¢ajne
nerozvetvenymi stonkami s kopijovitymi listami. Typickym znakom tohto druhu je biely pel’
S najvacsimi pelovymi zrnami. Kvety sa vyznacuju bielou az ruzovou farbou (vid’ Obrazok 1).
Obdobie kvitnutia zacina koncom jari, zaCiatkom leta a nepretrzite kvitne az do septembra.
[1, 3] Vyskytuje sa vychodnejsie od E. angustifolie ato najcastejSie v slneénych a dobre
priepustnych prériach. [1]

Echinacea uzkolista

Echinacea tuzkolista (lat. Echinacea angustifolia DC.) je trvaca bylina s menSou
jednoduchou, nerozvetvenou stonkou nesucou svetlo ruzové kvety (vid’ Obrazok 1). Dosahuje
maximalnu vySku okolo 50 - 60 cm. Charakteristickou €rtou su syto zelené, tzke, kopijovité
listy bez zubkovitych okrajov. [3] Obyva suché, kamenisté prérie vychodne od Velkych prérii
v USA a vd’aka hlbokému koretiu je dobre prispdsobena na suché podmienky. Ako jediny druh
rastie i severnejsie a zasahuje do Kanady. [1]

Obrdzok 1 Echinacea pallida (vlavo) [6] a Echinacea angustifolia (vpravo) [7]

2.2  Echinacea purpurea
2.2.1 Popis rastliny

Echinacea purpurova (lat. Echinacea purpurea (L.) Moench, Ces. tfapatka nachova) je jedna
z najbeznejsie pouzivanych a najpestovanejSich lieCivych latok anajviac preStudovanym
druhom z rodu Echinacey, ktora sa v naSich oblastiach ¢asto pestuje ako posobiva ozdobna
kvetina.[1, 2, 3] Jej taxonomické zaradenie sa nachadza v Tabulke 1.

Drsna, vzpriamena stonka s hladkymi chipkami dosahuje vyku 60 — 180 cm. K rozlisujucim
vlastnostiam tohto druhu patria protistojné kopijovité listy, pri konci zaoblené, nepravidelne
pilkovité. [1] Ako jediny druh z rodu Echinacea ma hlboky vlaknity korenovy systém. [1, 3]

10



Obrdzok 2 Echinacea purpurea [8]

Typické Siroké purpurové kvety (vid’ Obrazok 2) maji predovsetkym zahradné kultivary,
Vo volnej prirode su ovela rozmanitejSie vo farbe iv tvare. Jazykovité lupene najskor
odstavaju, starnutim zac¢inaju ovisat’ smerom nadol. Stred kvetného 16zka tvori vypuknuty ubor
S pruznymi, rovnymi hrotmi, ktorych konce st zakonéené typickou oranzovou farbou. Kvety
byvaju sfarbené od ruzovych az po syto fialové, zriedka st biele. [1, 3]

Tabulka 1 Taxonomické zaradenie [9]

Risa Rastliny (Plantae)

Podrisa Zelené rastliny (Viridiplantae)

Kmen Cievnaté rastliny (Tracheophyta)

Podkmen Semenné rastliny (Spermatophytina)
Trieda Dvojkli¢nolistové (Magnoliopsida)

Rad Astrotvaré (Asterales)

Celad’ Astrovité (Asteraceae)

Rod Echinacea (Echinacea)

Druh Echinacea purpurova (Echinacea purpurea)

2.2.2 Pestovanie

E. purpurea vo volnej prirode preferuje okraje savan, prérie a lesy Casto s Ciastocnym
prenikanim slne¢ného ziarenia. M6ze byt ndjdend v nizinatych pobreznych oblastiach USA, no
vo vol'nej prirode nie je tplne obvykla. [1]

Pestovanie v okrasnych zahradach a parkoch je pomerne jednoduché, pretoze tato trvalka
netrpi prili§ chorobami a nie je napadana vo vic¢Sej miere ani Skodcami. Echinacea potrebuje
podu s dostatkom vlahy a vapnika, ale je tolerantna k suchu a obl'ubuje priame slnecné svetlo.
Je mrazuvzdorna. [10]
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Kvitne od konca juna az do septembra. [10] Zber sa neobmedzuje na konkrétne casti,
vyuziva sa cela rastlina - kvety, stonky, listy i korene. [3]

2.2.3 Bioaktivne latky Echinacey purpurey

Rod Echinacea je znamy pre svoje pozitivne Gi¢inky na 'udské zdravie, ktoré Gizko suvisia
s ich chemickym zlozenim. Vo vSeobecnosti sa predpoklada, ze za u€innost'ou tychto rastlin je
komplexny systém niekol'’kych skupin zloziek a nezodpoveda iba jednej latke, ¢i skupine latok.
Medzi jednotlivymi ¢astami rastliny existuju urcité rozdiely a plati to samozrejme i medzi
jednotlivymi druhmi rodu. [11]

Kyselina kavova a jej derivdty

Kyselina kavova a jej derivaty patria k najcharakteristickej$im a najviac skimanim latkam
celkovo vrode Echinacea. Su to fytochemikalie, ktoré prejavuji silné antioxidacné
a antiradikalne ucinky in vitro a mo6zu mat’ i protizapalové ucinky. K najcastejSie popisovanym
zliCeninam patria kyselina kaftarova, kyselina chlorogénova, kyselina kévova, cynarin,
echinakozid a kyselina cichorova. Avsak ich vyskyt a obsah sa 1i§i medzi jednotlivymi druhmi.
Napriklad echinakozid, ktory je charakteristicky pre E. pallidu a E. angustifoliu, sa nenachadza
v E. purpurea, popripade je ho mozné najst’ iba v stopovych mnozstvach. Kyselina kaftarova
je detegovana okolo 4 mg.gtv E. purpurea. [11]

Kyselina cichorova (vid’ Obrazok 3) je hlavnou zlozkou koreiia v E. purpurea s mnozstvom
v rozmedzi 0,14 — 2,05 % a zaroven je hlavnou zlozkou i nadzemnych ¢asti (1,2 — 3,1 %). [12]
M4 imunostimula¢né vlastnosti podporujuce aktivitu fagocytov, ochranny ucinok
na degradaciu kolagénu a taktiez prejavuje antihyaluronidazova aktivitu, ¢i antivirusou
aktivitu. [13]

HOOC COOH

HO OH

HO % OH
O O

Obrazok 3 Kyselina cichorova [14]
Flavonoidy a fenolické latky

Celkovy obsah fenolickych latok v korenioch e. purpurovej sa odliSuje v zavislosti
od réznych podmienok, ale priblizne sa pohybuje okolo 23 mg.g™?, ¢o ju ¢&ini najbohatsiu
na obsah fenolickych latok v porovnani s inymi druhmi. [1, 13] Lin a kol. [15] vo svojej praci
urcili poradie obsahu celkovych fenolickych latok a derivatov kyseliny kavovej v réznych
castiach rastliny zostupne: kvety>listy>stonky>korene.

Flavonoidy v E. purpurea boli identifikované v celej rastline, ale hlavnym zdrojom su kvety.
V praci Kurkin a kol. [16] izolovali z kvetov nikotiflorin a rutin. Medzi d’alsie zluceniny
pritomné v E. purpurea patri kvercetin, kaempferol aich glykozidy. Listy obsahuju okolo
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0,48 % flavonoidov (prepocitané na kvercetin). Ako hlavna zlucenina v listoch a stonkach sa
uvadza rutozid. [17]

Alkylamidy

Alkylamidy su lipofilné zluceniny so substituovanou amidovou skupinou. Preukazalo sa, ze
alkylamidy maji imunomodula¢né vlastnosti, insekticidne a onkologické vlastnosti.
V druhoch Echinacey bolo identifikovanych viac ako 25 alkylamidovych Struktar a udajne by
sa mali byt’ vyznamne podielat’ na protizapalovej aktivite Echinacey. [11]

Préave alkylamidy tvoria hlavnu lipofilni zlozku E. purpurey, azastupené su najmé
alkylizobutylamidy alebo alkylmetylbutylamidy. Lokalizované st predovsetkym v korenioch,
no v mensej miere i v nadzemnych ¢astiach. [18] MnozZstvo sa pohybuje okolo 0,01 % — 0,04 %
a obsiahnuté st predovsetkym 2,4-diénové jednotky. [12]

Polyacetdty a polyény

Polyacetylény su hlavnymi lipofilnymi zlozkami korenov E. pallidy. V E. purpurey je mozné
najst trideca-1-en-3,5,7,9,10-pentayn a ponticaepoxid. [17]

Polysacharidy a glykoproteiny

Tieto zltceniny boli izolované z réznych ¢asti druhov rodu Echinacea v 80. rokoch a ich
Studium sa zameria predovsetkym na ich imunomodulaénu aktivitu v reakcii na infekcie alebo
poranenia. [11]

V E. purpurea sa vyskytuju glykoproteiny i polysacharidy v celej rastline a medzi izolované
polysacharidy patria PS1 (metylglukuronoarabinoxyldn), PS2 (arabinorhamnogalaktan)
a xyloglukan. [12] Vys$si obsah polysacharidov bol v praci Glava¢ akol. [19] stanoveny
v kvetoch a v rastlinach so zelenymi stonkami. K d’al§im zlG¢eninam, ktoré je mozné najst’
v E. purpurea, patri fruktéza a polyméry fruktanu. Nadzemné casti obsahuju asi 10-krat
mnozstva menej fruktanu ako nadzemné Casti. [17]

2.2.4 Prchavé latky a esencialne oleje Echinacey purpurey

Esencialne oleje z rastlin Echinacey sa ziskavaji z roznych casti a v rozdielnych obsahoch
vytazkov. Medzi jednotlivymi druhmi existuje rozdiel v chemickom zloZeni v dosledku
mnohych vnutornych a vonkajSich faktorov. Vo vSeobecnosti sa da dosiahnut’ vytazku
esencialnych olejov z E. purpurey v rozmedzi 0,05 — 0,48 % z Cerstvych rastlin a zo susené¢ho
materialu sa pohybuje vytazok od 0,1 % do 1,25 %. [17]

Zoznam prchavych latok, ktoré boli doposial’ detegované v E. purpurey, sa nachadza
v Tabul’ke 2. Tabulka obsahuje iba prehl'ad zlu¢enin spomenutych vo viacerych studiach, nie
su v nej uvedené vSetky identifikované latky.

Pri skimani aromatickych latok roznych ¢asti Echinacey — kvet, stonka, list a koren, v stadii
Mazza a kol. [20] bolo identifikovanych viac ako 70 zluc¢enin. Koncentracie esencialneho oleja
vV suSenom materialy sa pohybovali v rozmedzi 0,1 — 1,25 hmot.%. V kvetoch, stonkach
a listoch boli majoritnou skupinou terpénoidy, pricom v listoch boli vo vac¢Sej miere zastipené
I aldehydy, estery a alkoholy. Jedine v korenioch boli ur¢ené ako hlavna skupina aldehydy.
Hlavna zlu¢enina korenov bol a-felandrén (vid’ Obrazok 14).
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Obrdzok 4 a-Felandreén [21]

V praci Mirjalili a kol. [22] izolovali vzorky esencialnych olejov zo suSenych kvetov.
Analyzovali tri lie¢ivé odrody rodu Echinacea vypestovanych v Irane. V Echinacea purpurea
identifikovali 36 zlu¢enin, pri¢om z celkového poctu az 70,9 % predstavovali seskviterpénové
uhlovodiky. Dal§imi skupinami boli kyslikaté seskviterpény s 15,4 % a monoterpény so 6,4 %.
Hlavnu zlozku predstavoval Germakrén D (vid’

Obrazok 5) so zastapenim 57 % z celkového obsahu esencialneho oleja vzorky. K hlavnym
zlu¢eninam boli zaradené i B-Karyfylén (4,6 %) a a-Felandrén (3,2 %).

[

Obrazok 5 Germakrén D [23]

Pri skiimani esencialneho oleja zo suseného korena a listov Echinacey z Juznej Afriky, urcili
Nyalambisa akol. [24] 25, respektive 31 zlucenin. Vytazok esencialnych olejov bol
0,24 hmot. % (list) a 0,29 hmot. % (koren). Medzi hlavné zluceniny v oboch ¢astiach patrili
Germakrén D, Naftalén, Karyofylénoxid, Cedrol a-Felandrén a a-Kadinol.

| v d’alsich Stadiach bolo preukazné, ze seskviterpény tvoria hlavnu skupinu v Echinacey,
spolu s kyslikatymi seskviterpénami ako druhou najpocetnejSou skupinou. [25] Napriklad
v praci Kaya a kol. [26] identifikovali az 92 zlicenin pri optimalizacii metédy HS-SPME.
Vo vicSine pripadov, vramci pouzitych vlakien, vySlo poradie terpénov zostupne:
sesquiterpény > seskviterpenoidy > monoterpény > monoterpenoidy a d’alSie.

Vo viacerych pracach patrili medzi hlavné zliceniny, obsiahnuté v esencidlnom oleji
E. purpurea, Germacrén D, Myrcén, a-Pinén, B-Pinén, B-Karyofylén, 1-Pentadecén a Limonén.
Z tychto latok, ako uz bolo spomenuté vyssie, Germacren D je najbohatSie sa vyskytujiicou
latkou. [27. 28] Celkova koncentracia prchavych latok i jednotlivych zloziek je ovplyviovana
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klimatickymi podmienkami, v ktorych rastlina rastie. V praci Thappa a kol. [28] koncentracia
Germacrénu D vykazuje staly rast v ¢ase od jina do decembra (z 7,2 % na 33,5 %), ale napr.
obsah Myrcénu sa znizil v tom istom obdobi (z 26,1 % na 10,5 %).

Tabulka 2 Aromatické latky E. purpurey

. Aromaticka Analyzovana vzorka
Skupina S - —

zlucenina List Koren Kvet Stonka

Monoterpény a-Pinén x[20.24,27]  y([20,24,27]  ([20,22,26,27,28]  [20]
B-Pinén x[20. 24] x[20. 24], x[20, 22,26, 28] 201
Sabinén x[20] x[20] x[20, 22, 28] 201
Myrcén x[20.27] x[27] x[20,22,26,27,28]  y[20]
a-Felandrén x[24] x[24] x[22, 26, 28] i
p-Cymén - - 122,26, 28] _
Limonén x[20.24] x[20. 24] 120, 26, 28] X[20]

iné [26, 28]

y-Terpinén - - X }
a-Tujén x[20] - x[28] )
Kamfén x[20l x120.241, (20, 28] X[20]

Sesquiterpény B-Elemén x[27] x[27] x[22, 26, 27,28] _
v-Elemén x[27] - x[22.26,27] )
d-Elemén x[271 - x[22], [27] [28] )
o-Bergamotén x[27] x[27] 122,26, 27] i
a-Copaen x[27] x[27] 122,26, 27, 28] )
B-Karyofylén x[71 x[27] x[22,27,28] i
a-Humulén x4 x[22. 26, 21, 28] ]

g [22, 26]

y-Kurkumén - - X )
Germakrén D x[24.27] x[24] x[22, 26,27, 28] )
B-Bisabolén - - 122, 26] _
o-Farnesén x[27] - 122, 27] )
B-Farnesén - - x[26, 28] )
y-Kadinén x[27] . x[22,26,27] )
o-Kadinén x[27] _ x[22, 27,26, 28] }
Cyclosativen x[27] - x[26,27] i
B-Guaien x[27] R X126, 27] i
a-Muurolén x[27] x[27] X126, 27, 28] )
Bicyclogermakrén — x[27] - 126,27, 28] i
a-Bulnesen x[27] - X126, 27] i
a-Kubeben x[24] x[241 x128] i
B-Kubeben x[24.27] x[24.27] X126, 27, 28] i
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Tabulka 2 Aromaticke latky E. purpurey — pokracovanie

i Aromaticka Analyzovana vzorka
Skupina R - -

Zlicenina List Korei Kvet Stonka

Kyslikaté Nerolidol - - 122, 26] _

seskviterpény Spatulenol - - 122, 26, 28] )
Karyofylin oxid x124] x1241 x[22,26, 28] _
Guaiol - - x[22, 26] -
Globulol - - x[22. 26] i
Kubenol - - 122,26, 28] )
a-Kadinol x[24] x[24] x[22. 26] i
6-1socedrol - - x[22. 26] -
B-Eudesmol - - x[26. 28] }

Monoterpenoidy  Trans-Karveol x[24] x124] x[26] -

Dalsie Hexanal x[20] x[20] x[20. 261 x[201
2-Hexenal x120. 24] x[20. 24] x[20. 28] 1201
p-Cymen-8-ol - x[24] x[26]

2.2.5 Antioxidacné ucinky
2.2.5.1 Antioxidanty a mechanizmus ich ucinku

V ramci priemyselnych procesov boli antioxidanty pouZzivané uz koncom 19. storocia, av§ak
ich vel'ky vyznam v potravinach iV l'udskom tele si I'udia zacali uvedomovat az postupom
Casu. [29]

Antioxidanty predstavuji heterogénnu skupinu zluc¢enin alebo systémov, ktoré interaguju
s vol'nymi radikdlmi a zabraiiuji a predchadzaju poskodeniu Zivotne dolezitych latok a
systémov. [30] Su schopné spomalit’ alebo eliminovat’ oxidaciu a to vo vel'mi malom mnozstve
(<1 %; 1-1000 mg:I) v porovnani s oxidovanym materidlom (s mnoZstvom materialu, ktory
ochranujt). [31] V pripade, ze dojde k ich strate, inaktivacii alebo ich vyCerpaniu, moze nastat’
naruSenie bunkového redoxného prostredia a nasledne k zdravotnym poskodeniam spojenym
s d’alsimi komplikaciami. [32]

Antioxidacné latky moézu byt rozdelené na priame (enzymatické) a nepriame
(neenzymatické).[31] V biologickych systémoch je oxidacia primarne sprostredkuvana radom
redoxnych enzymov, no zarovenn mdze dojst’ i neenzymatickej oxidacii lipidov. [33] Priame
antioxidanty bezprostredne ovplyviiuji procesy s radikdlmi branenim ich pociato¢nej tvorby
alebo popripade im konkuruji za vzniku nereaktivnych latok. Nepriame antioxidanty su
prirodné produkty, ktoré skor podporuju antioxidacny systém, napr. zvySenim aktivity
antioxida¢nych enzymov. [31] K nim radime prechodné metalochelaty, inhibitory oxida¢nych
enzymov, kofaktory antioxidacnych enzymov a latky zachytavajlice ROS (reaktivne formy
siry)/ RNS (reaktivne formy kyslika). [33]

Mnohé antioxidacné latky boli izolované z prirodnych zdrojov ako st bylinky, korenie, ¢i
zelenina. Boli vyvinuté i syntetické antioxidanty vo vyskumnych laboratoriach, k nim patri
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butylovany hydroxyanizol (BHA), butylovany hydroxytoluen (BHT) a propylgalat (PG). Medzi
antioxidanty pochéadzajuce zrastlin a ktoré mozu byt prijimané potravou patria vitaminy
(kyselina askorbova, tokoferoly), karotenoidy (kondenzované triesloviny, xantofyly a
karotény), flavonoidy (flavony, izoflaviny, flavonoly, flavanoly, flavanony), fenolové kyseliny
(kyselina hydroxy-benzoova a kyselina Skoricova), fenolové alkoholy, stilbény, lignany,
triesloviny, antioxidanty obsahujuce siru a neoformované zli¢eniny (melanoidiny). [29]

ROS a RNS su malé difuzne molekuly, ktoré st prirodzenou sucastou organizmov. Su
tvorené nepretrzite ako vedl'ajSie produkty metabolizmu a aerobneho dychania. Tvorba ROS
Vv rastlinach je lokalizovand v mitochondridch a chloroplastoch. Ich nadprodukcia médze
predstavovat’ hrozbu pre bunky a to z dovodu mozného oxidaéného poskodenia az bunkovej
smrti. ZvysSend hladina ROS v I'udskom tele méze viest’ az k disfunkcii orgdnov a vysSiemu
riziku rozvoja chronickym chordb, ako su dychacie, neurologické, srdcové a reprodukcné
choroby alebo rézne typy rakovin. Rastliny si vytvorili vlastné antioxidacné obranné systémy
ako reakciu na abiotické a biotické faktory prostredia. [32] Antioxidac¢na aktivita sa prejavuje
podla niekolkych moznych mechanizmov aG¢innost’ zavisi od chemickych vlastnosti
a umiestnenia v potravine. [30]

Autooxidécia (vid Obrazok 6) molekul prebieha retazovou reakciou sprostredkuvanou
kyslikovym radikalom. Pozostava z troch krokov, ktoré sa opakuju v niekolkych cykloch,
dokial’ neddjde k ndhodnej zrazke, k ndhodnému uhaseniu radikalov Vv termina¢nom kroku.
VolIné radikdly su iniciatormi tohto procesu a to bez ohl'adu na ich povod alebo Struktaru.
Reaguju so substratom RH, ¢im sa ziska alkylovy radikal R°®, ktory d’alej reaguje s kyslikom
za vzniku peroxylového radikdlu ROO?®. Jeho u¢inkami na ind molekulu substratu vznikne
hydroperoxid ROOH a d’al$i radikal. [31]

Obrdzok 6 Autooxidacia [34]
e R’
Iniciacia Inicidtor ————= In.
N +RH ——= InH+ R

":n:-'r

Propagacia R.+ 0y —— ROO.
k,
ROO«+ RH ——foum ROCH + R.

Lo K,
Terminacia 2RooC- ———= neradikalové produkty
2.2.5.2 Antioxidacné ucinky Echinacey

Viaceré latky rodu Echinacey vykazuju antioxida¢nt aktivitu a aktivitu zachytavania
volnych radikalov, ktoré sa mozu podiel’at’ na vzniku zapalu. Preto tieto latky moZu pozitivne
ovplyviovat’ a zvySovat protizapalovy G¢inok rastliny. [17] Struény zoznam pouzitych metdd,
ktoré sa pouzili pri stanovovani antioxidacnych tucinkov je v Tabul'ke 3.

V praci Pires a kol. [35] pozorovali rozdiely medzi extraktami Cerstvych a suSenych Casti
E. purpurey a doplnkami vyzivy vo forme tabliet a sirupu, ktoré obsahovali Echinaceu. Zistili
zretelné rozdiely v antioxidacnej aktivite jednotlivych vzoriek. Alkoholovy extrakt
pripravenych z Cerstvej rastliny vykazoval najvyraznejSie t€inky aktivity a bol najefektivnejsi,
¢o bolo potvrdené aj vysokym obsahom flavonoidov (124,83 mg-g?) a fenolickych latok
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(229,22 mg-gt). Najnizsi antioxidacny potencidl bol pozorovany v sirupe, ¢o modze mat
suvislost’ s chemickym zloZenim

V d’alSej $tadii sa porovnavala antioxida¢na aktivita etanolového extraktu z kvetov
Echinacey s kyselinou askorbovou, BHA, EDTA a a-tocoferolmi. So zvySujicou sa
koncentraciou rastla aj schopnost’ zachytavat’ radikaly a extrakt vykazoval vyssi antioxida¢ny
potencial ako a-tocoferoly. AvSak na dosiahnutie rovnakej aktivity ako kyselina askorbova bolo
potrebné 4-krat vacsie mnozstvo extraktu. Obsah celkovych fenolickych latok bol stanoveny
na 437,34 mg/g. [36] Pri porovnani antioxida¢nej aktivity so syntetickym BHA, ma rastlinny
extrakt ovela slabsi u¢inok, ktory sa ale vyznamne znizuje v mnozstvach nad 50 pg/ ml. [37]

Erenler a kol. [38] urCovali antioxida¢nt aktivitu dvojakych extraktov z kvetov a listov
E. purpurey a E. pallidy. Vodné extrakty vo vSeobecnosti mali nizS$ie hodnoty fenolickych
latok, proti metanolovym extraktom. Avsak prave vodné extrakty kvetov i listov vykazovali
vyborna antioxida¢nu aktivitu.

Toto tvrdenie sa preukazalo aj v §tadii Mohameda a kol. [39], vodny vytazok z listov dosahoval
vyssej hodnoty pri stanovovani celkového mnozstva fenolickych latok (56,7 mg.g™t) ako
extrakty z kvetov. Z tohto dovodu sa javil vodny extrakt z listov ako najhodnotnejsi
pri viacerych metodach (FRAP, ORAC, ABTS, DPPH). Pri stanovovani celkovych
flavonoidov bolo dosiahnuta najvyssia hodnota pre metanolovy extrakt pripraveny z listov
(25 mg.g1). Priuréovani chelataénych schopnosti uz vodné extrakty nepatrili k najlepsim,
prave naopak, schopnost’ klesala v poradi etylacetat > MeOH > voda a platilo to pre kvety
I listy. Vtejto studii bola kyselina cichorova uréend ako majoritna zlucenina kvetov
(4,2mg.gh) ilistov(4,9 mg.g?). Medzi dalsie identifikované latky patrili napriklad
kys. mesocichorova, kys. kaftarova a z flavonoidov — rutin.

Kyselina cichorova, ako bolo spomenuté uz vyssie, je majoritnou zlozkou v E. purpurea
(0,49 % hmot.), ¢o je niekol’ko nasobne vysSie v porovnani s mnozstvom, ktoré sa vyskytuju
Vv korenioch druhov E. pallida (0,105 % hmot.) aE. angustifolia (0,04 % hmot.). [40]
Pri stanovovani antioxida¢nej aktivity kyseliny cichorovej preukazali Thygesen a kol. [41], ze
listy s vy$§im mnozstvom kyseliny cichorovej (41,3 mg.g?) su uéinnejsie ako kore, ¢&i stonka.
TaktieZ porovnavali antioxidacni aktivitu kyseliny cichorovej s kyselinou rozmarinovou
(dobre charakterizovany antioxidant) a obe kyseliny mali podobné G¢inky.

V praci Giines akol. [42] sktmali antioxida¢nti aktivitu a obsah fenolickych latok
vybranych druhov z ¢el'ade Asteraceae. E. purpurea sa preukazala byt’ jednou z najbohatSich
na pritomnost’ niektorych antioxidantov, enzymov a fenolickych latok. | v d’alsich §tadiach
bola urcend vysokd antioxida¢na aktivita extraktov pripravenych z E. purpurey a vysoky obsah
fenolickych latok. [43, 44] Pellati a kol. [13] vo svojej praci urcili E. purpureu taktiez ako
najbohatSiu na celkové fenolické latky, ¢o sa prejavilo iV efektivite potla¢ania volnych
radikalov (pouzita metdéda DPPH).

K d’al8im latkam, ktoré boli identifikované v E. purpurea a prejavili antioxida¢nu aktivitu,
patrili kyselina gallova, kyselina chlorogénnova a vanilin.[45]
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Tabulka 3 Prehlad metod pouzitych na stanovenie antioxidacnej aktivity extraktov E. purpurey

Vzorky Metoda Rozpust’adlo ZIiceniny R
Nadzemné Casti DPPH; supoxidacia B-karoténu CBI;  80% etanol; - [35]
E. purpurea + LPI; TBARS; RP; TPC; TFC voda
tablety, sirup
Kvety E. purpurea TPC, DPPH; FRP; 50% etanol Kys. kaftarova; kys. chlorogénna; echinakozid,; [36]

kys. cichorova; cinarin
Kvety, listy DPPH; ABTS; TPC; RP Metanol; Kys. cichorova, kys. chlorogénova, quercetin, [38]
E. purpurea a etylacetat kys. ferulova, rutin, kys. kavova, kys. gallova,
E. pallida kys. 4-hydroxybenzoova
Listy, kvety TPC; TFC; DPPH; ABTS; FRAP; Etylacetat; Kys. kaftarova; kys. chlorogénova; [41]
E. purpurea CUPRAC; FB metanol, voda kys. cichorova; rutin; kaempferol; kvercetin,

kys. kavova;
Korene E. purpurea, ABTS, DPPH, RP, CUPRAC Metanol, Kys. cichorova [40]
E. pallida, chloroform
E. angustifolia
Listy, stonka, korenn, ~ TPC; DPPH 70% metanol Kys. cichorova; alkylamidy [39]
E. purpurea
Korene E. purpurea, DPPH 70% methanol Kys. kaftarova, kys. chlorogenova, kys. kavova,  [13]
E. pallida, cynarin, kys.cichorova
E. angustifolia
Listy E. purpurea DPPH, ABTS, FRAP, TPC, TFC 80% metanol Kys. kdvova, kys. neochlorogenova, [42]

Kys. cumarova, kys. ferulova, kvarcetin

R - referencie
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2.2.6 Antimikrobiilne ucinky
2.2.6.1 Antimikrobialne latky

Prirodné antimikrobialne latky boli identifikované a izolované zo zivoc¢isnych, rastlinnych
aj mikrobialnych zdrojov. Rastliny st zdrojom obrovskej s$kaly latok s antimikrobialnymi
ucinkami a mnohé znich sa pouzivaju uz po staro¢ia. [46] Tieto prirodné zli¢eniny st
sekundarnymi metabolitmi s délezitou ulohou v biochémii a fyziologii rastlin a podiel’aju sa aj
na ochrane rastliny pred mikroorganizmy. Ich primarnym 0celom je inhibicia rastu a
rozmnozovania mikroorganizmov alebo ich priama likvidacia. [46]

Absolutny a jednotny mechanizmus ucinku antimikrobidlnych latok nie je presne
definovany, pretoze rozdiely v zlozeni a Vv chemickych Strukturach zlucenin st velké.
V podstate mechanizmy mnohych z nich st zahadou a predpokladé sa, ze sa jedna o viaceré
zasahy do bunky. [46]

Antimikrobidlne latky sa vyuzivaju v potravinarstve na znizenie strat potravin pdsobenim
mikroorganizmov ana zvysenie potravinovej bezpecnosti a kvality. Vyuzitie si nasli iV
kozmetike, kde sa pridavaju do réznych kozmetickych pripravkov, z dévodu znizenia alebo
uplného odstranenia syntetickych konzerva¢nych latok. Uplatnenie nachadzaju aj v medicine,
pri boji s antibiotickou rezistenciou. Antimikrobialne latky by mohli ¢iastocne alebo plne
nahradit’ antibiotika. [46]

2.2.6.2 Antimikrobidlne ucinky Echinacey purpurey

Echinacea purpurea sa vyuziva pri ochoreni hornych dychacich ciest, ktoré vznika
v dosledku virusovej infekcie. V S$tadii Sharma akol. [47] sa zamerali predovSetkym
na respira¢né baktérie a patogény ako napr. Streptococcus pyogenes, Hemophilus influenzae,
Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis a Candida
albicans. Bol skumany komerény pripravok obsahujuci vytazok z Echinacey
a jeho antimikrobialne schopnosti. Tri z patogénov, S. pyogenes, H. influenzae alL.
pneumophila, boli vel'mi citlivé a 'ahko inaktivované, av§ak C. albicans, s viacerymi d’al§imi
patogénmi, sa prejavila ako relativne rezistentna.

Antimikrobialnu aktivitu Studovali vo svojej praci Mohamed a kol. [41] proti 21 kmenom
zahriiujicim  grampozitivne, = gramnegativne,  aerobne i fakultativne  anaerdbne
mikroorganizmy. Na skimanie aktivity sa vyuzila mikrodilu¢nd metéda bujonom. Zistili, ze
vys$iu antimikrobidlnu aktivitu voci testovanym mikroorganizmom vykazovali metanolové
extrakty, ¢o naznaluje vyssiu efektivitu extrakcie bioaktivnych latok metanolom. Uginnost
pripisali vysokému obsahu fenolickych latok. Hodnoty MIC (minimalna inhibi¢na
koncentracia) a MBC (minimalna bakterialna koncentracia) sa pohybovali v koncentraciach
od 62,5 do 500 pg:ml™. Ako najcitlivej$im mikroorganizmom na extrakty sa javil Enterococcus
faecalis. Preto na zaklade tychto vysledkov ur¢ili, Ze extrakty pripravené z listov a kvetov
E. pupurey, mozu byt dobrymi kandidatmi na liecbu infekcii sposobenych E. feacalis.

Metanolovy extrakt bol pouzity iV stidii Hassana akol. [48] a bolo vybranych 6
mikroorganizmov — Aspergillus oryzae, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Alternaia solani, Escherichia coli a Streptococcus faecalis. Zaroven bolo skimané mnozstvo
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extraktu (30, 50, 100 mg-1") a ukézalo sa, ze proti C. albicans, A. solani a A. oryzae pri najniziej
koncentracii extrakt nevykazoval Ziadne antimikrobidlne u¢inky. Pri koncentracii 100 mg-1™2.
inhibi¢né zony u E. coli a Saccharomyces cerevisiae boli najvyraznejsie (12 respektive 15 mm).
U S. feacalis sa vytvorila 10 mm inhibi¢na zona a u A. solani 11 mm.

V Praci Stanisavljevi¢ a kol. [49] boli skimané etanolové extrakty proti 7 mikroorganizmom
a jedinou vynimkou, pri ktorej nebol pozorovany rast inhibi¢nych zon, bol Aspergilus niger.
Naproti tomu, u C. albicans (21 mm) a S. cerevisiae (25,7 mm) bola preukazana zna¢na
inhibicia rastu. Dokonca sa prejavila vysSia citlivost’ na extrakty, ako na testované antibiotika.

Aj v dalsich stidiach bola potvrdena antimikrobialna aktivita extraktov obsahujucich
Echinaceu voc¢i r6znym mikroorganizmom. V studii Coss a kol. [50] sa prejavila aktivita voci
E. coli, a Staphylococcus aureus, avsak Enterococcus hirae bol rezistentny voc¢i pripravenym
extraktom. Extrakty Echinacey vykazuji inhibiény G¢inok aj na Bacillus subtilis. [51]
Echinacea pupurea patrila medzi 50 rastlin skimanych na antimikrobialnu aktivitu. Thnhibi¢né
zOny v okoli vytazku sa vytvorili v pripade C. albicans (2,3 mm), E.coli (4,2 mm), P. vulgaris
(5,3 mm) a K. pneumonia (8,5 mm). [52]

Struény prehlad niektorych mikroorganizmov a metod, ktoré boli pouzité na zistenie u¢inku
sa nachadza v Tabul’ke 4.

Tabulka 4 Prehlad mikroorganizmov a metod

Mikroorganizmus Cast’ rastliny  Metéda | R
Baktérie  Enterococcus durans Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Enterococcus faecalis Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Enterococcus faecium Kvety, listy Mikrodilacia bujonu  + [41]
Sarcina lutea Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Staphylococcus aureus Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
- Jamkova diftizna + [51]
Nadzemné Casti  Jamkova diflizna + [49]
Staphylococcus Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
epidermidis
Staphylococcus alpha Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
haemolyticus
Streptococcus pneumoniae  Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Listeria monocytogenes Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Cela rastlina Diskova difuzna - [52]
Escherichia coli Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
- Jamkova diftzna + [51]
Nadzemné Casti  Jamkové difuzna + [49]
Listy Jamkova difizna + [48]
Cela rastlina Diskova difuzna + [52]
Enterobacter aerogenes Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Proteus mirabilis Kvety, listy Mikrodilucia bujonu  + [41]
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Tabulka 4 Prehlad mikroorganizmov a metdd - pokracovanie

Mikroorganizmus Cast’ rastliny Metéda I R
Baktérie  Proteus vulgaris Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Cela rastlina Diskova difizna + [562]
Salmonella enteritidis Kvety, listy Mikrodiltucia bujonu  + [41]
Salmonella kentucky Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Salmonella typhimurium Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Cela rastlina Diskova difuzna - [52]
Serratia marcescens Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Yersinia enterocolitica Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Pseudomonas aeruginosa  Kvety, listy Mikrodiltcia bujonu  + [41]
Nadzemné Casti  Jamkova difuzna + [49]
Bacillus subtilis - Jamkova difizna + [51]
Nadzemné Casti  Jamkova difuzna + [49]
Streptococcus faecalis Listy Jamkova difuzna + [48]
Klebsiella pneumoniae Cela rastlina Diskova difuzna + [52]
Corynebacterium xerosis  Cela rastlina Diskova difuzna - [52]
Plesne Aspergillus niger Nadzemné Casti  Jamkova difuzna - [49]
Aspergillus oryzae Listy Jamkova difuzna + [48]
Alternaria solani Listy Jamkova difiizna + [48]
Kvasinky Candida albicans - Jamkova difizna + [51]
Nadzemné¢ Casti  Jamkova diftizna + [49]
Listy Jamkova difuzna + [48]
Cela rastlina Diskova difuzna + [52]
S. cerevisiae - Jamkova difizna + [51]
Nadzemné¢ Casti  Jamkova difizna + [49]
Listy Jamkova difuzna + [48]
R — referencie; | — inhibicia; + (pozitivna), - (negativna), + (zaznamenand aj negativna aj
pozitivha)
2.3  Moznosti ziskavanie rastlinnych extraktov — extrakéné metody

Rastlinné extrakty su bohatym zdrojom bioaktivnych latok asvoje miesto si nasli
Vv potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom priemysle. [53] Extrak¢né techniky, ktoré
sa vyuzivaju na zisk bioaktivnych latok sa rozdeluji na tradi¢né (konvencné), a moderné
(nekonvenc¢né). Tradi€né vyuzivaji jednoduché a nendro¢né zariadenia. Zamerom vyvoja
modernych technik je odstranenie obmedzeni konveénych technik, ako je dizka extrakcie,
potreba vysoko ¢istého rozpustadla a odparovanie jeho velkého mnozstva, termicky rozklad
termolabilnych zlucenin a nizka extrakcna selektivita. Niektoré z nich sa povazuju za ,,zelené
techniky*. [54]
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Extrakéné metody byvaju ovplyvnené premennymi (parametrami, faktormi), ktoré priamo
poOsobia na efektivnost’ procesu. V klasickej extrakcii su to predovsetkym rozpuastadlo, cas
extrakcie, teplota, pomer latky ku ¢inidlu a velkost’ astic, resp. stupen rozomletia. [25]

2.3.1 Konven¢éné extrakéné metody

V konvenénych extrakénych technikach hra doélezitt tlohu vyber rozpustadla. Faktory,
ktoré ovplyviiuji vyber rozpustadla alebo by sa mali brat’ do Gvahy, su polarita ziskavanej
zliCeniny, pouzitie pomocného rozpustadla, bezpecnost zivotného prostredia, toxicita pre
Cloveka a finan¢né nadklady. Medzi klasické extrak¢éné techniky patri Soxhletova extrakcia,
maceracia a hydrodestilacia. [54]

Soxhletova extrakcia

Soxhletova extrakcia je dlho vyuzivanou, dobre zavedenou, Standardnou metddou, ktora
bola navrhnuta predovsetkym na extrakciu lipidov. [54] V sucasnosti ma Siroké pouzitie i pre
d’alSie extrakcie ako napr. extrakcie bioaktivnych zlG¢enin z réznych prirodnych zdrojov. [53]
Jedinou vynimkou je obmedzenie pri aplikacii na extrakciu termolabilnych zlac¢enin. [54]

Pri extrakcii sa vyuziva Soxhletova aparatura, v ktorej dochadza k izolacii analytu z tuhej
vzorky pomocou vhodného rozpustadla. Rozpustadlo, ktoré neustdle kondenzuje, sa vracia
spat’ do varnej banky. Tento proces sa opakuje, kym nie je dosiahnutd Uplna extrakcia.
Najbeznejsie pouzivanym rozpustadlom olejov je hexan, avSak patri k nebezpecnym latkam
zneCistujucim zivotné prostredie. Z doévodu ochrany Zzivotného prostredia, zdravia
a bezpecnosti sa zaviedlo pouzivanie alternativnych rozpustadiel, ako izopropanol, etanol,
uhl'ovodiky, ¢i voda. Je samozrejmé, ze tieto rozpustadla nie st efektivne ako hexan, ¢o vedie
k mensiemu vytazku atomu spojenymi nakladmi. Vyhodami tejto osvedéenej techniky je
Sirokd priemyselnd aplikacia, lepSia reprodukovatelnost’” a UCinnost, avSak velkymi
nevyhodami st ¢as a rozpustadla. [54]

Macerdcia

Maceracia je pomerne populdrny a lacny spdsob zisku élerickych olejov a bioaktivnych
latok. Pozostava z niekol’kych krokov. Rozomletim na malé castice sa zvac¢si plocha rastlinného
materidlu a to umozni spravne zmieSanie s vhodnym rozpustadlom. V pripade, Ze sa v procese
maceracie extrakt pretrepava, tak to napomaha k zvySeniu difuzie a kK odstraneniu
koncentrovaného roztoku z povrchu vzorky. Finalny extrakt sa ziska oddelenim od vyliskov a
necistot filtraciou. [53] Okrem filtracie, ako separa¢ného procesu, sa este pouziva dekantacia
alebo Cirenie. AvSak tato jednoduchd metdda vyzaduje velké objemy rozpustadla a je casovo
naroc¢na, ¢o je velkou nevyhodou. [55]

Hydrodestilacia

Tato tradi¢na metdda extrakcie latok z rastlinnych matric nevyuziva organické rozptstadla.
Ako rozpustné ¢inidlo sa pouziva horuca voda, pripadne sa do vzorky vstrekuje priamo para.
Existuju tri typy hydrodestilacie: vodnd destilacia, vodna a parnd destilacia a priama parna
destilacia. Rastlinny material sa namoci na nejaky ¢as do vody a potom sa zmes zahreje.
Nasledne prebehne kondenzacia nepriamym ochladenim vodou v chladici a vzniknuta zmes
oleja a vody sa oddelia v zbernej nadobe. [54]
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Pri pouziti vysokej extrakénej teploty moze dojst k strate niektorych prchavych latok, takze
sa neodporuca pre extrakciu termolabilnych latok. Vyuziva sa na extrakciu bioaktivnych
zlucenin a éterickych olejov z rastlin. [54]

2.3.2 Nekonvecné metédy

Nekonvencné extrakéné techniky sa vyvijaji a zavadzaju a hlavne kvoli odstraneniu
obmedzeni konveénych technik, ako je dizka extrakcie, potreba vysoko &istého rozpustadla
a odparovanie jeho velkého mnozstva, termicky rozklad termolabilnych zltcenin, zvysila
kvalita extraktov anizka extrak¢na selektivita. Niektoré znich sa povazuji za ,zelené
techniky*. [53]

Ultrazvukova extrakcia

Principom tejto metddy je vyuzitie kavitatného ucinku ultrazvuku, teda zvukovej viny
presahujucej I'udské vnimanie, v rozmedzi 20 kHz az 100 MHz. Kavitcia je jav, pri ktorom sa
vytvaraju bubliny v kvapaline, naberaju na objeme az prasknu, exploduju a vzniknu tak lokalne
horuce miesta s teplotou az 5000 K a tlakom 1000 atm. Tieto podmienky a energia sposobujt
destrukciu rastlinnych buniek aulahcuje sa tak extrakcia organickych a anorganickych
zlicenin z rastlinnych matric. [53, 54] Mechanizmus extrakcie zahiia prekonanie selektivne
priepustnej bunkovej membrany, naruSenie stien bunky a uvolnenie obsahu bunky,
intracelularnych latok do rozpustadla. [54]

Pdsobenie ultrazvuku riadi vel’a faktorov vratane frekvencie, tlaku, teploty a ¢asu pdsobenia.
Je potrebné, aby bola regulovana teplota extrakcie, kvoli generovanému teplu ultrazvukom a pri
nadmerne dlhom poésobeni moéze dojst’ k poskodeniu extraktov. Pre priechod ultrazvukovych
vin a zabraneniu tak stojatym vIndm, &i formovaniu volnych pevnych miest sa pouZiva
mieSanie alebo pretrepavanie.[54] Ultrazvukova extrakcia pontka vel'a vyhod, medzi tie hlavné
patri zniZenie doby extrakcie, energie a pouzitia rozpustadla, taktiez je to lacnd, jednoducha
metdda, ktorou sa dosahuju vacsie vytazky. [53]

Enzymovo asistovand extrakcia

Pouzitie enzymov v procese sa povazuje za efektivny spdsob uvolnenie latok a za
ekologickti technologiu vdaka vyuzitiu vody ako extrakéného rozpustadla. Pridanie
Specifickych enzymov pocas extrakcie napoméha k regeneracii bunkovej steny po rozbiti
a hydrolyze polysacharidov. Faktory ovplyvilujuce extrakciu su zloZenie a koncentracia
enzymov, ¢as hydrolyzy a velkost’ Castic materialu a jeho pomer k vode. Okrem toho obsah
vlhkosti materialu je tiez zasadny faktor. [54]

St zname dva postupy extrakcie vyuZzivajiice enzymy: enzymovo asistovana vodna extrakcia
(EAAE) aenzymovo asistované lisovanie za studena (EACP). [54]

Superkritickad extrakcia

Superkriticka extrakcia (SFE) umoznuje extrakciu v superkritickej tekutine ako rozpust'adle,
ktoré ma vlastnosti plynov a kvapalin. Latka sa nachadza v tzv. superkritickom stave, ktory sa
dosiahne v pripade zvysenia teploty a tlaku latky nad kritické hodnoty. Vdaka dosiahnutiu
tohto stavu zacne rast’ hustota a tym aj schopnost’ rozpustat’ latky. [53]
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Ako hlavné rozpustadlo pre SFE sa pouZziva oxid uhli¢ity, ktory dosiahne superkriticky stav
pri teplote 304 K a tlaku 7,3 MPa. Vyhodou je aj, Zze je nehorlavy a netoxicky a je vhodny
na extrakciu nepolarnych zlicenin. V pripade extrakcie polarnych latok je potrebné k CO2
pridat’ znaéné mnozstvo polarneho modifikatora (etanol, metanol, aceton). [53] Metoda ma
mimoriadny vyznam hlavne kvoli Cistote poskytovanych extraktov. [56]

Mikrovinna extrakcia

Mikrovinna extrakcia (MAE) je zaloZend ohreve rozpuitadla posobenim mikrovin
Vo frekven¢nom rozsahu od 0,3 do 300 GHz. Na absorpciu mikrovinného ziarenia je potrebna
pritomnost’ polarnej latky (napr. voda), s ktorou interagujii v biomateridloch a vytvaraju tak
teplo. Material sa ohreje na hibku prieniku mikrovin. [53][54]

Pri tejto metdde sa nevznikd velmi vysoka teplota, preto je vhodnd na extrakciu
termolabilnych latok. [54]VysSie vytazky je mozné dosiahnut’ napr. zvlhéenim vzorky
a pri procese tak dochadza k rozsireniu a pretrhnutiu bunkovych stien matrice, s naslednym
uvolnenim do rozpustadla. U¢innost MAE zavisi len od matrice, ale predovietkym
od rozptstadla. Vyber rozpustadla je dany rozpustnost'ou sledovanych extraktov, interakciou
s matricou a schopnost'ou absorbovat’ mikroviny. K vyhovujucim rozpustadlam patri etanol,
voda a metanol. [53]

V pripade nepolarnych alebo prchavych zlucenin sa efektivita MAE znizuje az je vel'mi
slab4. AvSak metdda ponuka vela vyhod ako kratSi Cas, lepSi vytazok anizSie objemy
rozpustadla. [53]

Vysokotlakova extrakcia rozpust’adlom (Tlakom urychlend kvapalinova extrakcia)

Proces vysokotlakovej extrakcie rozpustadlom (PFE, ASE) prebieha pri zvySenych
teplotach, zvycajne v rozmedzi 50 az 200 °C a pri tlakoch 10 - 15 MPa. [54] Vd'aka tejto
kombinacii vysokého tlaku a teploty sa ul'ahfuje a urychl'uje doba extrakcie, a umoziuje
pouzitiec malého mnozstva rozpustadla. [54] A dochadza k ul'ah¢eniu desorpcie a rozpustnosti
molekal. [55]

Zvycajne sa vyuzivaju organické rozpustadla, ale je mozné aj pouzitie vody. V tom pripade
sa tato metdda oznacuje ako extrakcia stlacenou kvapalnou horucou vodou (PHWE). Hodnoty
teploty atlaku sa v takomto pripade sa drzia v rozmedzi 100°C a 0,1 MPa a pod hodnotami
kritického stavu (374°C; 22,1 MPa). [56] Okolo 200°C d6jde k zmene dielektrickych vlastnosti
vody, vd’aka ¢omu poOsobi ako Standardné organické rozpuStadlo a zlepsSi sa tak kapacita
extrakcie. Velkym pozitivom metddy je Cistota extraktov. Z nevyhod st to obmedzenia ako
nizka selektivita analytov pocas extrakcie, pritomnost’ interferencii po€as procesu, vysoka
uroven zriedenia a naklady spojené s pristrojom. [55]

Extrakcia vyuZivajuca pulzné elektrické pole

Metdda extrakcie vyuzivajicej pulzné elektrické pole (PEF) sa pouziva na material, ktory je
umiestneny medzi dvoma elektrodami. A prebieha pri teplote okolia alebo mierne vyssej teplote
po dobu posobenia kratSiu ako 1S (nanosekundy alebo milisekundy). Zariadenie vytvara
impulz, ktorého amplitida sa pohybuje od 100-300 V/cm do 20-80 kV/cm. Elektrické pole
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poskodzuje bunkové membréany rastlin, co ma za pri¢inu vzniku docasnych alebo trvalych
porov — ,,elektroporacia‘. [56]

2.3.3 Ziskavanie rastlinnych extraktov — aplikacie na Echinaceu

Tsai a kol. [36] vo svojej praci optimalizovali podmienky extrakcie na kvalitu extraktov
z kvetov E. purpurey. Faktory, ktoré hodnotili, boli teplota (25 — 95°C, ) a koncentracia etanolu
(25 - 95 %, ). Na zaklade vysledkov zhodnotili, Ze koncentracie etanolu vyznamne ovplyvnili
vytazok extrakcie (pokles vytazkov z 39,8 % (vodny extrakt) na 3,3 %, pri pouziti 95%
etanolu), obsah celkovych fenolickych latok, ale i pritomnost’ bioaktivnych latok. Efektivitu
koncentrécie etanolu zoradili v zostupnom poradi 50>75=25>0>95. Pouzité extrakéné teploty
taktiez ovplyviovali extrakty. So zvySujucou sa teplotou sa zvySoval vytazok a obsah
fenolickych latok, ale po dosiahnuti teploty 65°C doslo k poklesu mnozstva fenolickych latok.
Ako optimalne podmienky urcili 50% roztok etanolu a teplotu 65°C. [36]

Pri $tadiu rozdielnych extrakénych technik boli v praci Lepojevi¢ a kol. [25] skiimané tri
metdody — konvencnd extrakcia rozpustadlom (SE), vysokotlakovd extrakciu (LCDE)
a extrakciu superkritickym oxidom (SFE). Extrahovalo sa z nadzemnych casti E. purpurey
v pomere 1:5 a kazdou metddou sa skiimali rozdielne premenné. K parametrom skimanym
pri maceracii patrili, ako v predchadzajacom pripade, teplota (40°C, 55°C, 70°C)
a koncentracia etanolu (30%, 50%, 70%). V ramci tejto prace bolo potvrdené, Ze po dosiahnuti
optimalnej hodnoty koncentracie etanolu a teploty, dochadza ku klesaniu vytazku
extrahovanych flavonoidov, resp. fenolickych latok. Predpovedali podmienky, pri ktorych by
sa dosiahli maximalne vysledky, pre celkové fenolické latky (52,76°C; 56,45% etanol),
pre flavonoidy (55,59°C; 46,46% etanolu) a pre antioxidacnt aktivitu extraktu (44,95°C;
42,6 %). [25] Pri vyuziti SFE, ako zelenej metody, na extrakciu kyseliny kaftarovej
acichorovej boli vysledky porovnatelné s efektivitou tradicnej metddy, dokonca sa
vyextrahovalo vyssieho poctu kyselin metdédou SFE s vyuzitim iba 10% etanolu. [57]

Vo svojej praci Stanisavljevi¢ akol. [49] skumali pouzitie Soxhletovej extrakcie a
ultrazvukovej extrakcie s vplyvom na antioxida¢nt a na antimikrobialnu aktivitu extraktov.
Pri stanovovani antioxida¢nej aktivity vykazovali vy$Sie hodnoty extrakty, ktoré boli
pripravené Soxhletovou extrakciou. Touto metddou pripraveny extrakt obsahoval o 29 % viac
fenolickych zlucenin a 0 20 % viac flavonoidov. Ultrazvukova extrakcia bola menej efektivna
ako klasickd metdda, pretoze mohlo dojst k redukcii latok v dosledku degradacie pocas
sonifikacie. Pre maximalny vytazok latok oboma metédami uviedli optimalny ¢as 40 mint.
Pri stanovovani antimikrobialnej aktivity sa vytvarali inhibi¢né zény v oboch pripadoch, ale
extrakt Soxhletovej extrakcie dosahoval vécsie priemery.[49] V ramci porovnavania
rozdielnych extrakénych ¢inidiel (voda, n-hexan, dichlormetan, etylacetat, aceton a metanol)
s vplyvom na antimikrobialnu aktivitu dosli v praci Coelho a kol. [58] k zaveru, ze najlepSie
vysledky dosahovali dichlormetanové, etylacetatové a acetonové extrakty.

Vo svojej praci Hudai a kol. [18] porovnavali 3 metody extrakcie a to extrakciu Soxhletom,
ultrazvukovu extrakciu a mikrovinnu extrakciu (MAE), priCom extrahovanou zlozkou boli
celkove lipofilné latky, alkylamidy a sesqiterpény. Ako extrakéné c¢inidla boli pouZité
chloroform, n-hexan a metanol (70%), ktory bol pouzity pri ultrazvukovej extrakcii i pri MAE.
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Pomocou MAE aultrazvukovej extrakcie stanovili pouzitie metanolu ako najlepSicho
rozpustadla, pretoze boli poskytnuté vyssie vytazky alkylamidov i celkovej lipofilnej frakcie.
Suviselo to najmé s polaritou rozpustadla a zaroven mikrovinnym efektom, ktory zvySoval
ucinnost’ rozpustadla. [18] Aj v pripade prace Pellati a kol. [13] urcili 70% metanol ako
najucinnejsie rozpustadlo.

V praci Glavaca a kol. [19] bola popisana optimalizacia extrakéného postupu pre stanovenie
polysacharidov z kvetov a listov. Ako izolacné ¢inidla boli pouzité petroléter a metanol
na odstranenie farebnych latok. Nasledna extrakcia prebehla za pouzitia hydroxidu sodného
(c=2 moll?) ako extrakéného ¢inidla v kombindcii s ultrazvukom. [19] Pre extrakciu
derivatov kyseliny kavovej z koretiov E. purpurey optimalizovali parametre Wu a kol. [59]
Pri pouziti 60% etanolu a 60°C teploty sa dosiahli vysledky 53,4 mg-g* fenolov; 33,1 mg-g*
flavonoidov; 56,6 mg-g™* polysacharidov; 4,1 mg-g kyseliny kaftarovej; 3,6 mg-g* kyseliny
chlorogénnej a 28,8 mg/g kyseliny cichorovej. Cielom stadie Yildiz akol. [60] bolo
optimalizovat’ metody (Soxhletova extrakcia, MAE, SFE, SCW) a ich podmienky na zisk
celkovych flavonoidov. Pre SFE predstavovali optimum podmienky 30 MPa, 80°C, 13% etanol
a ziskalo sa 0,472 mg-g?* (vyjadrené ako ekvivalent rutinu) Pre zisk 0,202 mg-g™ (vyjadrené
ako ekvivalent rutinu) boli potrebné v MAE podmienky 60°C, 10 min a 300 W.

2.4  Metody stanovenia antioxidac¢nej aktivity

Stanovenie antioxidantov zahfila vela metdd, ktorymi sa hodnoti celkova antioxidacna
aktivita, ale iindividualna identifikacia a kvantifikacia antioxida¢nych latok. Kvantifikacia
antioxidantov prebiecha pomocou jednej metddy, pripadne viacerymi technikami naraz, pricom
sa vyuzivaju metody in vitro, in vivo, elektrochemické, chemiluminiscenéné, elektronova
spinova rezonancia, chromatografia, kapilarna elektroforéza, nuklearna magnetické rezonancia,
metddy, hmotnostna spektrometria alebo blizka infracervena spektrometria. [30]

Medzi in vitro metody patri DPPH, TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Potential), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).
Zahrnuju reakcie ROS s ¢inidlami a vzniknuty komplex je nasledne detegovany UV-VIS

spektrometriou pri réznych vlnovych dizkach, popripade sa tiez vyuZiva fluorometricka
detekcia. [30]

2.4.1 DPPH test

DPPH (2,2-difenyl-B-pikrylhydrazyl) je nebiologicky, vol'ny radikal, ktory patri k jednym
z mala stabilnych, komer¢ne dostupnych radikalov organického dusika. Stanovenie spociva
vtom, Ze radikal interaguje s antioxidacnou zluceninou, pricom doéjde k zniZeniu absorpcie.
Koniec reakcie sa vyznacCuje vyblednutim farby roztoku a detekcia sa sleduje
spektrofotometricky pri 517 nm. Pouzitie metody DPPH je technicky jednoduché. [29, 33]

2.4.2 Metéda TEAC

Tato metéda vyuZiva intenzivne sfarbenych kationovych radikalov ABTS** (2,2°-
azinobis(3-etylnezothiazolin-6-sulfonova kyselina)). Kedze radikal ma intenzivne modré
sfarbenie, po reakcii s antioxida¢nou zlaceninou ddéjde zniZeniu pritomnosti radikalu, a teda
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dojde k poklesu sfarbenia, ktoré sa meria pri charakteristickych vinovych dizkach (734 nm).
Vysledky st vyjadrené ako ekvivalent Standardu Trolox. [61]

Jestvujii dva spdsoby prevedenia tejto reakcie ato bud’ vzorka priamo reaguje uz
so vzniknutym, predpripravenym  radikdlovym  katibonom, alebo je  pridavana
do zmesi pred sformovanim radikal kationu a zachytava pociato¢nu oxidaciu a zabranuje tym
jeho produkcii. Preferuje sa stanovovanie v presnom ¢asovom useku, no mézu existovat
odlisné vysledky pre tu istl zli€eninu (napr. GSH) v zavislosti na pouzitom oxida¢nom c¢inidle.
[61]

243 FRAP

Pri metéde FRAP sa vyuziva ako oxidant zelezita sol' (Fe3+-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-
triazin) (Fe3+-TPTZ)). Da sa povedat,, Ze nie je vel’ky rozdiel medzi metodami FRAP a TEAC,
pretoze redoxny potencial soli je porovnatelny s potencialom radikalu ABTS**. Rozdielom
v podmienkach, pri ktorych sa testy vykonavaju, je pH. FRAP prebieha za kyslych podmienok
(pH=3,6). Jednotka FRAP je definovana ako redukcia 1 molu Fe** na Fe?*. Zmena absorpcia sa
meria uz po 4 minatach pri 593 nm. [33]

Touto metddou nie je mozné testovat’ antioxidacnu aktivitu karotenoidov a tiolov. Najma
z dovodu neschopnosti t¢inne oxidovat’ biotioly sa neda efektivne vyuzit' pri hodnoteni
celkovej antioxidacnej aktivity. Taktiez u polyfenolov, ako napr. kyselina kavova, trieslova,
ferulova, kvercerin, nie je schopna zmerat' antioxidacnu aktivitu v protokolovanom case
(4 min), pretoze vykazuju pomalé kinetické spravanie alebo v Kyslom prostredi nie su
disociované a preto mozu byt vysledky celkovej antioxida¢nej aktivity nizSie ako v skuto¢nosti
st. [61]

244 ORAC

Fluorescein, synteticka neproteinova sonda, reaguje s kyslikovymi radikalmi vyskytujucimi
sa vo vzorke a postupne klesd intenzita fluorescencie Umerne so zniZovanim mnoZstva
pritomného fluoresceinu. Meria sa teda schopnost’ latky zastavit’ alebo spomalit’ radikalova
reakciu. [33]

Pred pridanim roztoku AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid) najprv
prebehne inkubdacia pri konStantne udrziavanej teplote (37°C). Roztok AAPH sa pouziva ako
iniciator na generovanie radikalov. Fluorescencia sa meria kazdii minttu po dobu 35 minut
pri laboratérnych podmienkach. K vyhodnoteniu ziskanych dat sa pouziva vypocet plochy
fluorescenéného signalu pod krivkou, popripade porovnanie krivky vzorky a krivky $tandardu,
naj¢astejsie Troloxu. ORAC je vhodna metdda pre analyzu lipofilnych vzoriek. [33]

Je potrebné, aby sa kontrolovali 2 parametre — teplota a koncentracia kysliku, na ktoré je tato
metdda velmi citliva. V pripade, Ze nie je dosiahnutd pozadovana teplota na tepelny rozklad
azozluceniny, reakcie su pomalé a neuplné. I nedostatocne rozpusteny kyslik moéze viest
k prediZeniu reakcii a k nereprodukovatelnym vysledkom. [29]
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2.45 Folin-Ciocalteuova metéoda

Povodny tucéel Folin-Ciocalteuového c¢inidla bola analyza proteinov. V sucasnosti je
vSeobecne znamy ako test na celkové fenolické latky. [33] Podstatou stanovenia antioxida¢nej
aktivity je oxidécia fenolovych zlucenin v alkalickom roztoku, ¢im sa ziska farebny produkt.
Vychadza z Folin-Denisovej metody. [61]

Vyroba €inidla za¢ina varenim zmesi wolframanu sodného (Na2WO04.2H20), molybdenanu
sodného (Na2MoO4.2H20), koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej, 85% kyseliny
fosfore¢nej a vody. Nasledne sa prida siran litny (Li2SO4) a ziska svoje zIt¢ sfarbenie. Ked'ze
fenolové zluceniny reaguju s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlom iba v zasaditych podmienkach,
pre upravu pH sa pridava do roztoku uhli¢itan sodny a ziskava sa typické modré sfarbenie. [33]
Maximum absorbancie tohto produktu lezi v rozmedzi 750 — 765 nm. [61]

Nie je presne definovana chemicka povaha a redoxny potencial Folin-Ciocalteuova ¢inidla.
Je to silné oxida¢né ¢inidlo, ktoré moze nespecificky oxidovat’ i vel'ké mnozstvo nefenolovych
latok. Za vyhody tejto metddy sa daji povazovat’ rychlost’, jednoduchost, robustnost’ a ze
nevyzaduje Specifické vybavenie. Avsak nevyhodou je, Ze reduk¢éné ¢inidla ako je kyselina
askorbova, kyselina citronova alebo niektoré aminokyselina mo6zu ovplyvilovat’ analyzu a tym
navySovat obsah fenolovych zlucenin. Bezne sa pouziva vo vyskumnych laboratoriach
na testovanie rastlinnych a potravinovych extraktov. [61]

2.5  Metédy stanovenia antimikrobialnej aktivity
2.5.1 Difazne metédy

Difiizna metdda je Standardizovana kvalitativna technika vyuzivand v mnohych klinickych
mikrobiologickych laboratoriach, ktorou sa testuje antimikrobialna citlivost’. Spociva v difuzii
antimikrobidlnej latky do agaru snaockovanym inokulum mikroorganizmu. V pripade
inhibicie rastu sa vytvoria tzv. inhibi¢né rastové zény a meria sa velkost ich priemeru.
Na zéklade porovnania vysledkov vyhodnocovania snormovanymi tabulkami sa potom
Kategorizuji mikroorganizmy ako citlivé, stredne citlivé alebo rezistentné. Avsak, ked’ze ide
0 inhibiciu mikrobidlneho rastu, tato metdoda neumoziuje rozliSenie bakteriocidnych
a bakteriostatickych ucinkov. [62]

Podl'a spdsobu nandSania testovanej latky rozoznavame: jamkovu, diskovu, kvapkovl
a kominkovt metodu. [62]

2.5.1.1 Diskova difizna metoda

U diskovej diftiznej metody su ukladané disky z filtraéného papiera nasytené skiimanou
latkou v pozadovanej koncentracii na agar. Na stanovenie minimélnej inhibi¢nej koncentracie
(MIC) nie je tento postup vhodny, pretoze sa neda urcit’ obsah Cinidla, ktory difundoval
do agaru. [62]

Polarita zlacenin, ich koncentracia a molekulova hmotnost’ priamo suvisia s priemerom
zOny. Diskova difuzna metdda je idealna pre vysoko polarne zluceniny, u nepolarnych moze
viest' k faloSnym vysledkom. Velkost’ zony zavisi od rastu buniek a od rychlosti difuzie, priCom
rozne zltceniny budu difundovat’ r6znymi rychlost’ami. [63]
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Napriek tomu poskytuje vela vyhod — je to jednoduchd metdda s nizkymi ndkladmi a
umoziuje Studovat obrovské mnozstvo mikroorganizmov a antimikrobidlnych zlucenin
s I'ahkou interpretaciou vysledkov.[62]

2.5.1.2 Difuzna jamkova metoda

Podobne ako pri diskovej metdde je u jamkovej najskor cely povrch agaru zaockovany
mikrobialnym inokulom. Potom sa do agaru vyhibia otvory s priemerom 6 az 8 mm pomocou
sterilného korkového vrtaku (korkovrtom). Tieto jamky vytvaraju priestor pre nadavkovanie
antimikrobidlneho Ccinidla alebo roztoku extraktu v pozadovanej koncentracii. Inkubacia
prebicha za vhodnych podmienok v zavislosti od testovaného mikroorganizmu. [62]

2.5.1.3 E-test

Metoda antimikrobialneho gradientu je kvantitativnou modifikaciou diskovej diftiznej
metoédy s kombindciou principu diluénych metdd. Pre diagnostiku sa vyuzivaji prazky
na jednej strane s napustenym antimikrobialnym c¢inidlom so zvySujucim sa koncentraénym
gradientom. Na opacnej strane prizku je vyznacena stupnica s hodnotami MIC. Ak je ¢inidlo
ucinné voci naoCkovanému mikroorganizmu vytvori sa zona inhibicie rastu v tvare elipsy
a hodnota MIC sa od¢ita v mieste pretnutia s prizkom. Tento postup moze byt znacne
nakladny. [62]

2.5.2 Dilu¢né metody

Jedna sa o kvantitativne testy, ktoré¢ sluzia k zisteni hodnot MIC, ktoré su definované ako
minimélna koncentracie testovanej latky, schopné zastavit' rast mikroorganizmu. Dilu¢na
metdda v bujone ma dve moznosti prevedenia a je jednou zo zékladnych metdd stanovovania
antimikrobidlnej citlivosti. Mdze sa jednat' o makrodiluéné stanovenie v skimavkach alebo
0 pouzitie 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky. [62]

Vysledky ziskané z dilu¢nej metddy sa povazuju za presnejSie ako vysledky z difiznej
metody. Nevyhodou je, ze tepelne labilné extrakty na baze vody st spolahlivo sterilované iba
membranovou filtraciou, takze moze dojst’ k ovplyvneniu aktivity a je nevhodna na $tidium
vysoko nepolarnych zluéenin a extraktov. [63]

Alternativnou metodou je dilucnd metdoda v agare, kedy agar sa zmieSa so vzorkou
anaockuje sa mikroorganizmom. Je ovela zdlhavejsia, predovietkym pri praci s velkym
pocétom vzoriek. [63]

2.6  Metédy stanovenia prchavych latok
2.6.1 Mikroextrakcia tuhou fazou

Pri mikroextrakcii tuhou fazou (SPME) nie je potrebné akokol'vek upravovat’ vzorku pred
samotnou analyzou a je mozné ju vyuzit’ na r6zne skupenstva vzoriek — kvapalné 1 pevné. Tuto
techniku vyvinula Pawliszynova skupina v roku 1990 a bola prijata ako rychla, jednoducha,
zelena technika. Kombinuje niekol’ko krokov v jednom ako odber vzoriek, extrakciu,
koncentraciu, Cistenie a zavedenie vzorky. Principom metody je, Ze po zahriati vzorky
vo vialke, dochadza k sorpcii latok na kremenné vldkno pokryté vrstvou polyméru (napr.
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nepolarny polydimetylsiloxan (PDMS), semipolarny polydimetylsiloxandivinylbenzén
(PDMS-DVB), polarny polyakrylat (PA), ...). [64]

Podl'a polohy vldkna v extrakénom priestore sa rozliSuju dva typy metéd SPME:

e DI (priame extrakcia) — vlakno je tplne ponorené

e HS (,,hlavny priestor®) — vlakno sa zastavi nad matricou, extrakcia prebieha z priestoru
nad vzorkou

Pri aplikacii DI-SPME je dolezity krok predipravy, pretoze vldkna su krehké a moze dojst’
k poskodeniu pri styku so vzorkou, ale vdaka priamemu kontaktu ma technika vysSiu
efektivnost’ a je vhodnejsia pre semiprchavé zliceniny. V HS-SPME ovplyviuje efektivitu
metddy mnozstvo vzorky a pouziva sa predovSetkym na analyzu prchavych latok. Aj v tejto
metode sa vyuziva uprava pred samotnou analyzou, kvoli zlepSeniu citlivosti (podpore prenosu
analytov do plynnej fazy a zvySeniu ich mnozstva). [64]
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Obrdzok 7 Schematické zobrazenie mikroextrakcie tuhou fazou [65]
2.6.2 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je separaéna technika, ktora sa vyuziva na Kvantitativnu
I kvalitativnu analyzu prchavych a semiprchavych latok viaczlozkovych zmesi ako su éterické
oleje, uhlovodiky arozpustadla. Vyhodami tejto techniky je jednoduchost, citlivost’
a ucinnost’ separacie jednotlivych zloziek zmesi. [66]

Principom tejto metddy je separacia latok (v plynnej forme) medzi dve nemieSatel'né fazy —
mobilntl a stacionarnu. Transport latky kolonou je zaisteny prietokom inertného plynu
(mobilnej fazy). Latky sa sorbuju na stacionarnu fazu, ktord sa nachadza v kolone, podl'a afinity
a nasledne sa desorbuji s novo prichadzajucim nosnym plynom. [66, 67]

Ako detektory sa pouzivaji plamenovy ioniza¢ny detektor (FID) alebo ECD (detektor
elektronového zachytu), ktoré maja vysoku citlivost’ a dokazu detegovat’ latky v materialoch
pritomné i vo vel'mi nizkych koncentraciach. [66] K d’alsim Castym spojeniam patri metdda
GC-MS. Toto spojenie sa zacalo pouzivat v 50. rokoch 20. storocia. Detekcia drog,
vySetrovanie poziarov, analyza zivotného prostredia, vySetrovanie vybusnin, patria k prikladom
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aplikacie GC-MS. [67] Vo vSeobecnosti sa touto technikou analyzuju estery, mastné kyseliny,
alkoholy, aldehydy, terpény a iné. [66]

V hmotnostnej spektrometrii (MS — Mass Spectrometry) dochadza k rozliSeniu i6nov podl'a
pomeru hmotnosti a naboja (m/z). Medzi najbeznejsie pouzivané typy MS patria kvadrupélovy
analyzator (Q), idnova past’ (IT) lebo analyzator doby letu (TOF). [67]
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3.1
3.1.1

3.1.3

EXPERIMENTALNA CAST
Laboratorne vybavenie
Pristroje a vybavenie

Analytické digitalne vahy (Helago, GR—202—EC, Taliansko)

UV-VIS Spektrofotometer (Helios y, Thermo Spectronic; Anglicko)

Vortex (Reax Top, Heidoplh, Nemecko)

Susiaren (Memmert UFE 550, Memmert; Nemecko)

Plynovy chromatograf TraceTM 1310 so split/splitless injektorom (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Hmotnostny detektor ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

Knihovna spektier NIST/EPA/NIH, Verzia 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)
Vyhodnocovaci systém Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Mikropipety (Biohit a Thermo Scientific; USA)

Bezné laboratorne sklo a vybavenie

Pouzité chemikalie

Destilovana voda (FCH VUT; Cesko)

Ethanol 96% (Penta; Cesko)

Kyselina gallové (Penta; Cesko)

Folin-Ciocaltauove ¢inidlo (Sigma—Aldrich; USA)

Uhli¢itan sodny bezvody (Lachema; Cesko)

ABTS (Sigma-Aldrich; USA)

Trolox (Sigma-Aldrich; USA)

Peroxosiran draselny (Penta; Cesko)

Hélium cistota 4.8, vtlakovej nadobe sredukénym ventilom (SIAD)

Analyzované vzorky

V experimentalnej Casti diplomovej prace boli analyzované vzorky Echinacey purpurey.
Boli pouzité suSené kvety Echinacey (Obrazok 8), ktoré boli ziskané od sukromného
pestovatela.
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Obrazok 8 Susené kvety E. purpurey

Priprava extraktov — macerdcia

Pre zisk extraktov z Echinacey bola v ramci tejto prace pouzitd maceracia. Navazené
mnozstvo vzorky sa premiestnilo do Erlenmayerovych baniek a bolo zaliate vodnym roztokom
etanolu. Vzdy na zaciatku boli banky premiesané pomocou ty¢inky, aby doslo k ponoreniu
celého obsahu do rozpustadla. Nésledne boli banky zakryté alobalom a ponechali sa stat’
po ur¢itt dobu. Po ukonceni maceracie bol extrakt sfiltrovany. Vzorky boli skladované
Vv chladnicke az do d’alSej analyzy.

3.2  Metody a postup prace

V tejto praci bol optimalizovany proces ziskavania alkoholového extraktu zo suSenych
kvetov E. purpurey s ohl'adom na ¢o najvyssi obsah fenolickych (Folin-Ciocalteuova metoda)
a aromatickych latok (HS-SPME-GC-MS). Faktory, ktoré boli optimalizované, st rozpustadlo,
Cas, teplota anavdzka av Tabulke 5 si uvedené podmienky, pri ktorych prebiehali

optimalizacie.
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Tabulka 5 Prehlad podmienok vyuzitych pri optimalizacii extrakcii

Otimalizovany | Pomer navazka/ Rozpustadla Doba Teplota
faktor rozpustadlo extrakcie
Rozpist’adlo 1:10 Voda 60 min labor.
1:10 40 % EtOH 60 min labor.
1:10 80 % EtOH 60 min labor.
Doba 1:10 40 % EtOH 20 min labor.
1:10 40 % EtOH 40 min labor.
1:10 40 % EtOH 60 min labor.
Navazka 1:10 40 % EtOH 60 min labor.
1:5 40 % EtOH 60 min labor.
1:3,33 40 % EtOH 60 min labor.
Teplota 1:10 40 % EtOH 60 min labor.
1:10 40 % EtOH 60 min 40°C
1:10 40 % EtOH 60 min 60°C

Po stanoveni najvhodnejSieho extrakéného systému bol pripraveny optimalizovany extrakt,
ktory bol d’alej skimany. Prebiehalo stanoveni aromatickych latok, stanovoval sa obsah
celkovych fenolickych latok a merala sa antioxida¢na a antimikrobialna aktivita extraktu.

3.2.1 Optimalizacia typu rozpust'adla

K stanoveniu vhodného rozpustadla bola pouzita voda a zaroven boli pripravené zadsobné
roztoky 40% a 80% etanolu zriedenim 96% etanolu. Do Erlenmayerovych baniek bolo
navazenych 5 g rastlinného materialu. Nasledne bolo pridané 50 ml rozpustadla. Vzorka bola
extrahovand po dobu 60 minit pri laboratornej teplote. Po uplynuti ¢asu bol extrakt
prefiltrovany. V takto pripravenom extrakte bola stanovovand koncentracia fenolickych latok
spektrofotometrickou metdédou a zaroven prebehlo stanovenie aromatickych latok metodou
HS-SPME-GC-MS. Kazda hodnota rozpustadla sa stanovovala 3-krat.

3.2.2 Optimalizacia navazky

Zriedenim 96% etanolu bol pripraveny zasobny roztok etanolu o koncentracii 40%.
K stanoveniu optimalnej navazky bolo do Erlenmayerovych baniek postupne navazenych 5 g,
10 g a15g kvetov E. purpurey. Potom bol material zaliaty 50 ml rozpustadla a extrakcia
prebiehala pri laboratornej teplote po dobu 60 mintit. Po ukonfeni maceracie bola vzorka
prefiltrovand anasledne sa stanovovala celkova koncentracia fenolickych latok
spektrofotometrickou metédou a stanovenie aromatickych latok pomocou HS-SPME-GC-MS.
Kazda hodnota navazky bola vykonana 3-krat.

3.2.3 Optimalizacia doby extrakcie

Zriedenim 96% etanolu bol pripraveny zasobny roztok etanolu o koncentracii 40%.
Optimalna doba extrakcie bola vyhodnocovana v ¢asoch 20 minut, 40 minit a 60 minut.
Do Erlenmayerovych baniek bolo navazenych 5 g vzorky rastliny a k materialu bolo pridanych
50 ml rozpustadla. Extrakcia prebiechala pri laboratérnej teplote. V stanovenom case bol
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ukonceny proces a extrakt sa prefiltroval, aby sa oddelila pevna forma materialu. Pripravené
vzorky boli analyzované na celkova koncentraciu fenolickych latok spektrofotometrickou
metodou a na aromatické latky pomocou HS-SPME-GC-MS. Kazdy extrakt v danom ¢ase bol
pripraveny 3-krat.

3.2.4 Optimalizacia teploty extrakcie

Zriedenim 96% etanolu bol pripraveny zasobny roztok etanolu o koncentracii 40%.
Pre stanovenie optimalnej teploty extrakcie boli vybraté hodnoty laboratorna teplota, 40°C
a 60°C. 5 g vzorky bolo navazenych do Erlenmayerovych baniek a postupne sa pridavalo 50 ml
rozpustadla. Banky boli uloZzené do suSiarne na dosiahnutie 40°C a 60°C. Extrakcia prebiehala
60 mint a potom boli vzorky prefiltrované. Stanovovala sa celkova koncentracia fenolickych
latok spektrofotometrickou metdodou a aromatické latky pomocou HS-SPME-GC-MS. Kazdy
extrakt pri rozdielnych teplotach bol pripraveny 3-krat.

3.2.5 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Celkovy obsah fenolickcyh latok bol stanovovany pomocou Folin-Ciocalteuva ¢inidla
spektrofotometricky.

Priprava chemikalii:

Najprv boli pripravené roztoky. Roztok nasytené¢ho uhlic¢itanu sodného bol pripraveny
navazenim 7,59 Na,CO;, ktory bol prevedeny do 100 ml odmernej banky a doplneny
destilovanou vodou po rysku. Roztok Folin-Ciocalteuového ¢inidla bol pripraveny zriedenim
v pomere 1:9 destilovanou vodou.

Priprava kalibracnej krivky:
Pre pripravu kalibracnej krivky bol pouzita kyselina gallova (

Graf 1). Zo zakladného $tandardu 0 koncentracii 1 g-I* boli postupnym riedenim pripravené
4 roztoky o koncentraciach 100, 150; 200, 300 mg-It. Do skiimaviek bolo napipetovanych vzdy
po 1 ml Folin-Ciocalteuového cinidla, 1 ml destilovanej vody a 100 ul jednotlivych roztokov
Standardu. Obsah bol premiesany a nechal sa stat’ po dobu 5 mintit. Potom bol pridany 1 ml
roztoku uhli¢itanu sodného a bol znova premiesany. Po 35 minatach v tme bola zmerana
absorbancia pri 750 nm proti slepej vzorke.
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Graf 1 Kalibracna krivka — zavislost koncentrdacie na absorbancii
Vilastné meranie:

Vlastné meranie prebiehalo obdobne ako priprava kalibrac¢nej krivky. Do skumaviek bolo
napipetovanych vzdy po 1 ml Folin-Ciocalteuového ¢inidla, 1 ml destilovanej vody a 100 ul
extraktu vzorky. Obsah bol premiesany a nechal sa stat’ po dobu 5 mintt. Potom bol pridany
1 ml roztoku uhli¢itanu sodného a bol znova premiesany. Po 35 minatach v tme bola zmerana
absorbancia pri 750 nm proti slepej vzorke. Pri priprave slepej vzorky sa na miesto extraktu
vzorky pridalo rozpustadlo (40% etanol).

3.2.6 Stanovenie aromatickych latok

Na stanovovanie aromatickych latok bola pouzitd metdéda HS-SPME-GC-MS. Do vialky bol
napipetovany objem 3 ml extraktu a uzatvorena kovovym uzaverom. Takto pripravena vialka
bola umiestnena do autosampleru a pomocou programu Xcalibur 2.2 bola vykonana analyza.
K identifikacii latok bola vyuzita dostupna knihoviia spektier, pomocou ktorej sa porovnavali
retencny €as a hmotnostné spektra. Na zaklade ploch pikov bol vyjadreny semikvantitativne
obsah latok. Kazda vzorka bola stanovena 3-krat.

3.2.6.1 Podmienky SPME extrakcie

e Doba inkubacie: 10 minut

e Doba extrakcie: 20 minut

e Teplota extrakcie a inkubéacie: 40 °C

e  Agitator: zapnuty 5 s, vypnuty 60 S

e  Mnozstvo vzorky: 3 ml

e Hibka ponorenia vldkna do vialky: 20 mm

3.2.6.2 Podmienky GC-MS analyzy
e Kapilarna kolona TG-WaxMS (30 m x0,25 mm x0,5 pm)
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e Teplota injektoru (desorpcia): 240°C

e Doba desorpcie: 40 minut

e Davkovanie: splitless, ventil uzavrety 10 minut

e Hibka ponorenia vlakna do injektoru: 40 mm

e Nosny plyn: Hélium

e  Prietok nosného plynu: 1 ml'min*

e Teplotny program: 40 °C s vydrzou 2 minut, vzostupny gradient 3 °C/min do 130°C
s vydrzou 0 minut, vzostupny gradient 5 °C-min™* do 200°C s vydrzou 0 minut, celkova
doba analyzy 50 mintt

e Hmotnostny detektor v mode EI

o Energia ioniza¢nych elektronov: 70 eV
o Teplota ibnového zdroja 200°C

o Skenovaci rozsah m/z 30-370 amu

o Rychlost’ skenovania 0,2 s

3.2.7 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Antioxida¢nd aktivita bola stanovend pomocou metddy vyuzivajucu radikal kationu

ABTS"". Zhasanie radikalu sa sleduje spektrofotometricky na zaklade zmien absorpéného
spektra. Vysledna aktivita vzorky je porovnavana s antioxida¢nou aktivitou syntetickej latky
Troloxu.

Priprava chemikalii:

Bol pripraveny roztok ABTS v 10 ml odmernej banke o koncentréacii 7 mmol It Odmerna
banka bola doplnena po rysku destilovanou vodou. Reakciou s 2,45 mmol-I peroxodisiranom
draselnym (K,S,0g) bol pripraveny radikalovy kation ABTS™. Roztok bol ponechany
Vv chladni¢ke, v tme po dobu 12 hodin.

Priprava kalibracnej krivky:
Bola pripravend kalibra¢na krivka Troloxu v rozmedzi koncentracii 100-500 ug ml™ (

Graf 2). Standard Troloxu bol rozpusteny v 60% etanole a bola zmeran4 kalibra¢na zavislost’
absorbancie na koncentracii.
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Graf 2 Kalibracna krivka — zavislost absorbancie Troloxu na koncentracii
Vilastné meranie:

Pred samotnym pouzitim bol zasobny roztok ABTS™ zriedeny 60% etanolom
na absorbanciu 0,7 + 0,02 pri 734 nm (merané proti etanolu pri UV-VIS). Potom bol do kyvety
napipetovany 1 ml zriedeného roztoku ABTS™ a 10 pl rozpustadla aihned’ sa zmerala
absorbancia v case 0 (Ay). Nasledne pre stanovenie antioxidac¢nej aktivity vzorky bolo
do kyvety napipetovany 1 ml zriedeného ABTS™" a k nemu pridanych 10 ul extraktu. Obsah bol
premieSany na Vortexe ana 10 minut ponechany v tme. Po uplynuti ¢asu bola zmerana
absorbancia (A;y).

Vypocet:

Pre vypocet vyslednej absorbancie bola pouzita rovnica (1) a vysledna antioxida¢na aktivita
bola vyjadrena parametrom TEAC, j. ekvivalentnym mnozstvom Troloxu. Zhasanie radikalu
sa vypocita podl'a vzorca (2).

A=Ay —Aq 1)
Ay —A 2
zhaganie radikalu [%] = 100 x ———° )
0
3.2.8 Stanovenie antimikrobidlnej aktivity

Antimkrobidlnia aktivita bola stanovend difuznou jamkovou metoddou, testované boli 3
mikroorganizmy — grampozitivna baktéria Bacillus cereus, gramnegativna baktéria Escherichia
coli akvasinka Candida glabrata. Mikroorganizmy pochadzali z Ceskej zbierky
mikroorganizmov v Brne.

Kultivacia baktérii prebiehala na masopeptonovom agare Nutrient Agar No. 2
a pre kultivaciu kvasinky bol pouzity sladinovy agar (Malt Extract Agar BASE).

39



Zlozenie zivnych médii

e Masopeptonovy agar: Masovy pepton 10 g-1, hovidzi extrakt 10 g-1*, chlorid sodny
5g1?, agar 15 g1t

e Sladinovy agar: sladovy extrakt 30 g-1", mykologicky pepton 5 g%, agar 15 g-1*

Pred zahijenim stanovovania boli mikroorganizmy preockované na Sikmy agar
a kultivované pri optimdlnej teplote tyzdeii. Nésledne boli zo Sikmého agaru preockované
do tekutej zivnej pody (5 ml skiimavka s bujonom) a kultivované pri 25°C, 24 hodin.

Difuzna jamkova metoda:

Zivné média (MPA, SA) boli pripravené podl'a navodu na obale do Erlenmayerovych baniek
(200 ml) a vysterilizované. Banky boli nasledne ochladené, tak aby pdda ostala este tekuta
apipetou boli pridané 2 ml suspenzie bujonu s prislusnou kultirou mikroorganizmu.
Pripravené médium bolo rozliate do Petriho misiek. V pripade E. coli bolo uz stuhnuté médium
preliate este jednou vrstvou agaru. Po stuhnuti boli sterilnym korkovrtom vyvitané 4 jamky. 3
Z nich boli naplnené 100 pl extraktu. Do poslednej bolo napipetované 100 pl rozpustadla
a sluzila ako kontrolna jamka. Petriho misky s médiami boli kultivované pri optimalnej teplote
25°C pre Bacillus cereus a Candidu glabratu, a pri 37°C pre Escherichia coli, po dobu 3 dni.
Nasledne boli zmerané inhibi¢né zony.

3.3  Statistické spracovanie vysledkov

Vysledky boli spracované a vyhodnotené pomocou MS Excel 2016 a programom
STATISTICA 13 a st vyjadrené v tvare priemer + smerodajna odchylka, prip. graficky, kde
chybové tsecky vyjadruji smerodajné odchylky. Merania boli vykonané trikrat (n = 3).

Pre zistenie rozdielov medzi vzorkami bol pouzity Kruskal-Wallisova metoda
(jednofaktorova neparametrickd ANOVA).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato praca je suCastou rozsiahlej Studie zaoberajicou sa moznost'ou ziskavania extraktov
biologicky aktivnych latok =z vybranych druhov prirodnych rastlinnych materialov
a ich aplikacii do potravin, prip. inych vyrobkov.

Ciel'om tejto prace bola optimalizacia extrakéného systému na zisk extraktu z E. purpurey,
ktory by bol bohaty na biologicky aktivne latky. Ako typ pouzitej extrakcie bola vybrana
maceracia, kvoli jej jednoduchosti. Po stanoveni vhodnych extrakénych podmienok bol
pripraveny extrakt. Tento ,,optimalny* extrakt bol d’alej skimany z hl'adiska jeho antioxidac¢nej
a antimikrobialnej aktivity, a zaroven z hl'adiska profilu prchavych latok a celkového obsahu
koncentracie fenolickych latok.

4.1  Optimalizacia maceracie

Na zaklade Studia literatiry a vykonanych predbeznych experimentov boli pre optimalizaciu
vybrané 4 faktory, a to teplota a doba maceracie, koncentracia rozpustadla a pomer navazky
k rozptstadlu. Prehl'ad podmienok vyuzitych pri optimalizacii je uvedeny v kapitole 3.2
v Tabul’ke 5.

Kazda extrakcia pozostavala z dvoch paralelnych merani. Ziskané vyluhy boli hodnotené
na obsah celkovych polyfenolickych latok pomocou Folin-Ciocalteuového ¢inidla. Druhou
analyzou bolo semikvantitativne stanovovanie aromatickych latok pomocou metddy HS-
SPME-GC-MS. Vhodné podmienky boli vybrané na zaklade dosiahnutého ¢o najvécsieho
mnozstva fenolickych latok v extrakte, a zaroven ¢o najvyssieho poc¢tu a obsahu prchavych
latok.

4.1.1 Optimalizacia typu (koncentracie) rozpust’adla

Prvym stanovanym parametrom pre optimalizaciu extrakcie kvetu E. purpurey bolo
rozpust'adlo, resp. jeho vhodna koncentracia. Bol zvoleny etanol (40% a 80%) a voda, pretoze
st vhodné pre pouzitie v potravinarstve. Maceracia prebiehala pri laboratdrnej teplote, 60 minut
a navazenych bolo 10 g suSeného materialu na 100 ml rozpustadla. Pre ilustraciu pripravenych
extraktov je uvedeny Obrazok 9.

V takto ziskanych extraktoch boli stanovované celkové polyfenoly a aromatické latky.
Vysledky ziskané z tychto merani boli spriemerované a spracované. Vypocitané hodnoty je
mozné Vidiet' v Tabul'ke 6 pre stanovenie polyfenolov a v Tabul’ke 7 pre stanovenie prchavych
latok.
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Obrazok 9 Pripravené extrakty pre optimalizaciu rozpustadla, zl'ava - voda, 40% etanol, 80% etanol

Tabulka 6 Celkovy obsah fenolickych latok v extrakte pripravenom pre optimalizdaciu rozpustadla

Koncentracia Absorbancia + SD [-] Obsah fenolickych

rozpustadla latok = SD [mggag - 171]
Voda 0,335 +0,030 118,53 +£10,80

40% etanol 0,994 + 0,024 362,80 + 8,89

80% etanol 0,097 £ 0,003 30,57 £ 1,23

Pomocou S$tatistickej metody bolo zistené, Zze ziskané parametre nie st normalne
distribuované. Bola zvolena Kruskal-Wallisovova metoda a na zaklade vysledkov z nej
ziskanych (p = 0,005) sa da tvrdit’, ze maceraty sa Statisticky vyznamne lisia, ¢o je mozné vidiet’
z ich jednoduchého vizualneho porovnania (Obrazok 9). Nasledne bolo vykonané porovnanie
skupin. Najvacsi rozdiel bol medzi 40% a 80% etanolom.

V Grafe 3 st vyobrazené ziskané vytazky polyfenolov a je zrete'né, Ze najvyssie vytazky
boli ziskané 40% etanolom (362,80 + 8,89 mg-1'). V porovnani s najnizSou hodnotou
(30,57 + 1,23 mg-1Y), ktord bola ziskand pouzitim 80% etanolu, je rozdiel viac nez 11-nasobny.
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Graf 3 Celkovy obsah fenolickych latok v rozdielnych koncentraciach rozpustadlach

Identifikované aromatické latky boli rozdelené do skupin podla ich chemickej Struktury :
aldehydy, alkoholy, ketony, estéry, epoxidy, dusikaté zluceniny, furany, terpény, kyseliny,
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fenoly, étery, alkany, arény, laktony, alkény a ostatné. V Tabul'ka 7 sa nachadza vypocitané

percentudlne zastipenie skupin v jednotlivych rozpustadlach.

Tabulka 7 Percentudlne zastupenie aromatickych latok v extraktoch pripravenych pre optimalizdaciu

rozpustadla
. Percentudlne zastipenie [%]

Skupina Voda 40% etanol 80% etanol
Aldehydy | 15,70 2,43 8,17
Alkoholy | 7,32 1,33 13,49
Estery 17,27 2,38 12,19
Ketény 4,26 0,70 4,55
Epoxidy | 0,42 - -
Dusikate |, 5 1,17 14,75
zluceniny
Furany 2,65 2,52 17,53
Terpény | 42,24 85,22 16,75
Kyseliny | 0,71 - -
Fenoly 1,15 - -
Ostatné 6,03 2,78 8,21
Etery 1,26 0,79 8,73
Alkany 0,33 - -
Arény 0,63 1,35 -
Laktéony | 0,32 - -

Obsah zlucenin bol stanoveny semikvantitativne na zaklade ploch pikov (relativny obsah).

Najvyssi obsah vyextrahovanych aromatickych latok bol zisteny v 40% etanole, ¢o je mozné
vidiet i na Grafe 4. Vo vode aj v 40% etanole boli terpény najzastipenejSou zlozkou, ¢o bolo
oCakavané, ked'ze sa jedna o rastlinny material. Do 80% etanolu bolo vyextrahované
niekol'’kondsobne mensie mnozstvo aromatickych latok ako do zvy$nych dvoch rozpustadiel.

Najvicsie skupiny latok v lom predstavovali furany a terpény.
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Graf 4 Grafické zobrazenie relativneho obsahu skupin aromatickych ldtok pre rozdielne koncentrdcie

rozpustadlo

Porovnanie poétu identifikovanych latok je mozné vidiet' v Grafe 5. Na zaklade ziskaného
poctu latok sa voda javi ako optimalne rozptstadlo s najvacSou dosiahnutou hodnotou a
predstavovala by aj vyhodné rozpustadlo zekonomického hladiska. Avsak je rizikova
z hl'adiska mikrobidlnej kontaminécie. Tvrdenie, Ze voda obsahovala najviac latok je mozné
zhodnotit” i pomocou Obrazku 9, kde je krasne vidiet farebni zmenu s pribadajucou
koncentraciou. Preto bola voda zhodnotena ako nevyhovujica. Najmensia hodnota bola znova
dosiahnuta pre 80% etanol.

Na zéaklade vysledkov ziskanych zo skiimania obsahu fenolickych latok, poctu a obsahu
aromatickych latok, bol stanoveny 40% etanol ako optimalne rozpustadlo pre extrakciu
suSenych kvetov E. purpurey.

V praci Wu a kol. [59] boli testované koncentracie etanolu v rozmedzi 20 — 100 % a ako
vyhovujuce rozpustadlo pre zisk fenolickych latok urcili 60% etanol. AvSak vysledky neboli
zhodné s vysledkami ziskanymi v tejto praci. Pretoze aj ked” bol detegovany pokles latok
s rastucou koncentraciou, v 80% etanole bol stanoveny vacsi obsah fenolickych latok ako
v 40% etanole. Podobné vysledky poklesu latok fenolickych latok so zvySujicou sa
koncentraciou etanolu boli zaznamenané aj v $tidii Tsai akol. [36], ale ako optimalnu
koncentraciu urcili 50% etanol. V praci Lepojevica a kol. [25] bol pozorovany najvyssi obsah
polyfenov v 50% roztoku etanolu. Aj ked’ tidaje z literatiry nie st zhodné s vysledkami tejto
préce, predstavuje to isty zaklad pre d’alsi vyskum optimalizécie rozptstadla.
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Graf 5 Grafické zobrazenie poctu latok v skupindch v extraktoch pripravenych pre optimalizaciu
rozpustadla
4.1.2 Optimalizacia navazky materialu

Pre optimalizaciu navazky rastlinného materialu boli vybrané 3 hodnoty - 1:10, 1:5a 1:3,33
v pomere ku rozpustadlu. Maceracia prebehla pri laboratornej teplote 40% etanolom a po dobu

60 minut. Pripravené rastlinné extrakty pre analyzy je mozné vidiet na Obrazku 10. Ziskané
hodnoty boli spriemerované a spracované.

Obrazok 10 Pripravené extrakty pre optimalizaciu navazky, zlava (v pomere navazky ku rozpustadlu) -
1:10, 1:5, 1:3,33

Vysledky stanovenia celkovych fenolickych latok st uvedené v Tabulke 8 aich grafické
zobrazenie v Grafe 6. V grafe je mozné vidite'ne pozorovat’ narast koncentracie s narastajicou
navazkou. TakZe najvyssie hodnoty mnozstva fenolickych latok boli stanovené v navazke 30 g
na 100 ml rozpustadla a to 382,30 + 14,07 mg-1™.

Na zaklade statistického zhodnotenia bolo zistené, ze data nie su normalne distribuované.
Bola pouzita Kruskal-Wallisovova metoda (p = 0,005) a na zaklade vysledkov sa da tvrdit’, Ze
maceraty sa Statisticky vyznamne liSia. Nasledne bolo vykonané porovnanie skupin a
vyhodnotené, ze parametre sa medzi sebou odliSovali. Najvacsi rozdiel bol medzi pomerom
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1:10 a1:3,33. Na zaklade ziskanych dat sa javi ako najlepSie pouzitie parametra pomeru
navazky k rozpustadlu 1:3,33.

Tabulka 8 Celkovy obsah fenolickych latok v extrakte pripravenom pre optimalizdaciu navazky

Pomer navazka/ . Obsah fenolickych
rozpust'adlo Absorbancia £ SD [] latok + SD [mggag - 171]
1:10 0,451 £0,057 161,56 +21,11

1:5 0,729 +0,054 264,64 +20,00

1:3,33 1,047 £0,038 382,30 14,07

Graf 6 Celkova koncentracia fenolickych latok pri rozdielnych navazkach
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Identifikované prchavé latky boli zaradené na zéaklade chemickej Struktary do skupin
v Tabul’ke 7 sa nachadza vypocitané percentualne zastupenie skupin pre jednotlivé navazky.

Tabulka 9 Percentudlne zaStupenie skupin prchavych latok v extrakte pripravenom pre optimalizdciu

navazky

. Percentualne zastipenie [%]

Skupina
1:10 1:5 1:3,33

Aldehydy | 1,88 1,43 0,47
Alkoholy | 2,54 0,61 -
Estéry 10,50 5,48 2,73
Ketony 2,41 0,66 0,58
Dusikate -} ) 53 0,23 .
zluceniny
Furany 0,44 - -
Terpény | 78,44 84,83 89,79
Kyseliny | - - 0,54
Ostatné 3,09 4,42 3,35
Etery 0,86 0,44 -
Alkany - 0,23 -
Arény - 4,03 -
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Graf 7 Grafické zobrazenie relativneho obsahu skupin aromatickych latok pre rozdielne navazky

Tak isto ako v pripade fenolickych latok i tu je z Grafu 7 vidiet’ jednozna¢ny narast obsahu
fenolickych latok s pribudajucou navazkou rastlinného materialu. NajbohatS$im extraktom
na obsah aromatickych latok bol teda urCeny vytazok s navazkou 30 g na 100 ml. V kazdom
z extraktov predstavovali najvacsiu skupinu terpény, pricom ich mnozstvo sa viac ako
zdvojnasobilo.
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Graf 8 Grafické zobrazenie poctu prchavych latok v extraktoch pripravenych pre optimalizdciu navazky

Vv

Pri stanovovani poctu latok vsak bolo zistené, Ze sa vysledky lisia. Najvacési pocet latok bol
zisteny pre navazku 15 g suSeného kvetu E. purpurey.

Aj ked analyzy obsahu polyfenolov a aromatickych latok preukézali, Ze najvyssie hodnoty
boli dosiahnuté u navazky 30 g na 100 ml rozpustadla. Prirastok extrahovanych latok je vidiet
I na Obrazku 10 (stmavnutie vyluhu). Ako optimalna hodnota bola vybrana — 20 g na 100 ml,
z dévodu uspory rastlinného materialu. Taktiez boli spojené problémy s maceraciou, pretoze
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pri 30 g suseného kvetu nebolo mozné dostatocné ponorenie, teda celej navazky, danym
objemom rozpustadla. Literatira pre porovnanie vplyvu navazky na koncentraciu bioaktivnych
latok nebola najdena.

4.1.3 Optimalizacia doby extrakcie

Celkovo boli vykonané pre optimalizaciu doby extrakcie 3 merania, ato v ¢ase 20 min,
40 min, 60 min. Extrakcia prebehla pri podmienkach uvedenych v kapitole 3.2 v Tabul'ke 5.
Pre ilustraciu pripravenych extraktov je prilozeny Obrazok 11.

Obrdzok 11 Pripravené extrakty pouzité pri stanovovani optimalizacie doby, zlava - 20 min, 40 min,
60 min

Pri stanoveni celkového obsahu fenolickych latok boli medzi vysledkami zaznamenané malé
rozdiely. Najmé v grafickom zobrazeni je vidiet, Ze rozdiely nie su tak zjavné ako boli
v predchadzajtacich pripadoch. Najvyssia hodnota bola dosiahnuta pri 60 minttach
(189,46 + 2,96 mg-1™Y). Vietky vysledky st uvedené v Tabulke 10 a zobrazené v Grafe 9.

Na zaklade Statistickej analyzy bolo zistené, Zze data nie si normalne distribuované. Bola
pouzita Kruskal-Wallisovova metéda (p = 0,0361) a na zaklade vysledkov sa da tvrdit, Ze
Maceraty sa Statisticky vyznamne liSia. Bolo vyhodnotené, ze extrakty ziskané pri 40 min
a 60 min st si podobné a najvacsi rozdiel bol zaznamenany medzi maceratmi pripravenymi
pri 20 min a pri 60 min. Na zaklade $tatistickej analyzy sa javi ako najlepsie pouzitie 60 mintt.

Tabulka 10 Celkovy obsah fenolickdch latok pre rozdielne hodnoty doby extrakcie

Doba Obsah fenolickych
Absorbancia % SD [-
sorbancia 1 Ltok +SD [mgeae - 171]

20 min 0,433 + 0,042 154,7037 + 15,37
40 min 0,499 + 0,045 179,3333 + 16,67
60 min 0,526 + 0,008 189,4568 + 2,96
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20 min 40 min 60 min

Graf 9 Zobrazenie porovnania koncentrdcie polyfenolov v extraktoch pripravenych pri rozdielnej dobe

Aromatické latky boli opit’ roztriedené do chemickych skupin na zédklade Struktary
v Tabulke 11 sa nachadza vypocitané percentualne zastupenie skupin pre jednotlivé doby
extrakcie.

Tabulka 11 Percentudlne zastupenie skupin prchavych latok v extrakte pripravenom pre optimalizdciu

doby

Percentualne zastipenie [%]

Skupina 20 min 40 min 60 min
Aldehydy 6,87 2,77 1,23
Alkoholy 1,41 2,17 -
Estery 8,46 531 6,52
Ketony 0,75 0,52 0,35
Epoxidy 1,08 0,78 0,28
Dusikaté zliceniny 1,02 5,09 0,86
Furany 2,50 1,63 1,20
Terpény 66,30 75,29 83,44
Kyseliny 6,57 2,60 1,13
Fenoly 1,80 0,59 0,22
Ostatné 2,14 2,93 4.60
Etery 1,09 0,33 0,17
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Graf 10 Grafické zobrazenie relativneho obsahu skupin aromatickych latok pre rozdielne doby extrakcie

Obsah aromatickych latok sa, na rozdiel obsahu polyfenolov, javil jednoznacne. V Grafe 10
je vidiet’ zvySujuce sa mnozstvo aromatickych latok s dlh§im ¢asom extrakcie. TakZe najvyssie
hodnoty boli dosiahnuté pri 60 minatach. Pri kazdej extrakcii predstavovali terpény najvacsi
podiel z obsahu a ostatné skupiny boli v minoritnom zastapeni.

Obdobné vysledky boli zistené i pri stanoveni po¢tu aromatickych latok (Graf 11), i ked’
rozdiel medzi extrakciami nebol tak vyrazny. Najvy$si pocet latok bol dosiahnuty
pri 60 minutach a najnizsi pri 20 minutach. Tento narast je vidiet’ aj na Obrazok 11, s rasticim
¢asom je farba extraktu tmavsia. Ked’ze pri kazdom stanovovani vysli najvyssie hodnoty pre Cas
60 mint, bola tato doba stanovena ako optimalna. V dostupne;j literatire boli pouzité rozdielne
¢asy (30 min [36], 15 min [13], 1 hod [59]) , ale v Ziadnej praci nebola skimana doba maceracie

a jej vplyv na fenolické alebo aromatické latky.
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Graf 11 Grafické zobrazenie poctu latok v skupindach v extraktoch pripravenych pre optimalizdciu doby
extrakcie

4.1.4 Optimalizacia teploty extrakcie

Stanovovanie optimalnej teploty extrakcie bolo vykonané pri 20°C (laboratérna teplota),
40°C a 60°C. Vyssie hodnoty teploty boli dosiahnuté umiestnenim materialu s rozptistadlom
v Erlenmayerovych bankéach do suSiarne, ktora bola zahriata na poZzadovant teplotu. Maceracia
prebehla pri parametroch uvedenych v kapitole 3.2 v Tabulke 5. Na Obrazku 12 je mozné
vidiet’ pripravené extrakty.

Obrazok 12 Pripravené extrakty pouzité pri stanovovani optimalizacie doby, zlava - 20 °C, 40°C, 60°C

Najvacsi narast obsahu polyfenolov bol detegovany pri 60 C. V ostatnych dvoch pripadoch
narast nebol az taky prudky a opticky sa moze zdat’, ze medzi hodnotami 20°C a 40°C nie je
rozdiel (Graf 12). Je ocakavané, ze S narastajucou teplotou dochadza k zvySovaniu
vyextrahovanych latok. Toto tvrdenie je mozZzné pozorovat’ i na Obrazku 12, kde s pribiidajucou
teplotou sa menilo i sfarbenie extraktov. Vysledky koncentracie fenolickych latok st uvedené
v Tabulke 12.
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Statisticka analyza preukazala, ze data nie st normalne distribuované. Bola pouzita Kruskal-
Wallisovova metoda (p = 0,0357), podla ktorej bolo urcené, ze sa extrakty od seba Statisticky
lisia. Bolo vyhodnotené, ze extrakty ziskané pri 20°C a 40°C st si podobné a najvacsi rozdiel
bol zaznamenany medzi macerdtmi pripravenymi pri 40°C a pri 60°C. Na zaklade ziskanych
dat sa da povedat’, ze parameter 60°C je najvhodnejsi z hl'adiska ziskanych polyfenolov.

Tabulka 12 Celkovy obsah fenolickych latok v extrakte pripravenom pre optimalizdciu teploty

Teplota Obsah fenolickych
Absorbancia + SD [-
sorbancta Ll atok +SD [mgeae -171]

20°C 0,591 £0,126 213,3457 + 46,48
40°C 0,612 +0,019 221,1852 + 7,04
60°C 0,768 + 0,105 278,9012 + 38,95

350

300

¢ [mg/1]

250

200

150

100

50

0
20°C 40°C 60°C

Graf 12 Zobrazenie porovnania koncentrdcie polyfenolov v extraktoch pripravenych pri rozdielnej
teplote extrakcie

Skupiny, do ktorych boli roztriedené aromatické latky na zaklade Struktiry st obdobné ako
vyssie. V Tabulke 13 sa nachddza vypocitané percentudlne zastipenie skupin pre jednotlivé
teploty .

52



Tabulka 13 Percentudlne zastupenie skupin prchavych latok v extrakte pripravenom pre optimalizdciu

teploty

Percentualne zastipenie [%]

Skupina
20°C 40°C 60°C
Aldehydy | 0,63 0,25 0,27
Alkoholy | - 0,19 1,47
Estery 14,67 2,59 4,01
Ketony 0,42 0,28 0,31
Epoxidy | - 0,26
Dusikaté | - 0,88 0,83
zlucéeniny
Furany 0,43 0,15 -
Terpény | 81,20 93,61 90,83
Kyseliny |0 0,40 -
Ostatné 1,15% - 0,39
Etery - 0,12 0,12
Arény 1,70% 1,78 1,52
8,0E+09 H Aldehydy
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= Dusikaté zluceniny
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Graf 13 Grafické zobrazenie relativneho obsahu skupin aromatickych latok pre rozdielne teploty
extrakcie

Znova, z hladiska obsahu latok je vidiet' nemalé rozdiely medzi extraktmi ziskanymi pri
jednotlivych teplotach. V Grafe 13 je mozné pozorovat’ zna¢ny narast obsahu aromatickych
latok so zvySujucou sa teplotou. Takze pri 60°C bolo mnozstvo aromatickych latok viac ako
dvakrat vicsie ako pri 20°C. Obsah terpénov bol pri kazdej teplote majoritny, ale tiez je mozné
poznamenat’, Ze S pribudajicou sa teplotou sa ich koncentracia zdvojnasobila.

Toto tvrdenie, ale nie je mozné povedat’ o poctu aromatickych latok. Tu sa narast javil skor
linearne (Graf 14) a najvyssi pocet bol urceny pre 60°C extrakciu. V pripade terpénov nebolo
detegované nejaké vyrazne navySenie. Skor pribudli iné typy zlacenin.
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Vdaka ziskanym datam bola teplota 60°C urcend ako optimalna pre extrakciu zo susenych
kvetov E. purpurey. Podobné vysledky boli najdené aj v literatare. V praci Tsai. a kol. [36]
urcili ako optimalnu teplotu 65°C. Wu a kol. [59] sktimali taktiez vplyv teploty na extrakciu
latok z E. purpurea a vyhodnotili ako optimalnu teplotu 60°C. Hodnoty teploty extrakcie 40°C,
55°C a70°C boli zjednym zo stanovovanych parametrov v praci Lepojevic akol. [25]
a najvyssie hodnoty obsahu polyfenolov boli pri teplote 55°C. D4 sa ale tvrdit, Ze hodnota
teploty okolo 60°C je vyhovujuca pre extrakciu latok z E. purpurey.
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50
Estery

40 W Ketény
H Epoxidy
30 Dusikaté zluceniny

B Furany

Pocet latok

20 H Terpény
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| |
F | |

W Etery

20°C 40°C 60°C Arény

Graf 14 Grafické zobrazenie poctu latok v skupindch v extraktoch pripravenych pre optimalizaciu
teploty extrakcie

4.2  Charakterizacia optimalizovaného extraktu

Na zaklade ziskanych vysledkov z kapitoly 414.1 bol stanoveny optimalny extrakény systém
pre pripravu extraktu zo suSeného kvetu E. purpurey. Ako optimalne podmienky boli uréené:
teplota 60°C, 40% etanol, 60 minut a navazka v pomere 20 g na 100 ml. VVzorky extraktu boli
pripravené maceraciou V troch paralelnych meraniach a je mozné ich vidiet na Obrazoku 13.
Charakterizacia extraktu prebehla z hl'adiska obsahu celkovych fenolickych latok,
semikvantitativneho stanovenia aromatickych latok, antimikrobidlnej a antioxidacnej aktivity.

Obrazok 13 Optimalizovany extrakt kvetu E. purpurovej
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4.2.1 Stanovenie celkovej koncentracie fenolickych latok a antioxida¢nej aktivity

Celkovy obsah polyfenolov v optimalnom extrakte bol stanoveny s vyuzitim Folin-
Ciocaltetauho Cinidla spektrofotometricky, rovnako ako v priebehu optimalizacie. Dochadza
k redukcii fenolickych latok pritomnych vo vzorke za vzniku modrého sfarbenia.

Vzorky neboli nijak upravované a ihned’ boli stanovované koncentracie fenolickych latok.
Priemernd hodnota z troch merani bola dosadend do rovnice linearnej regresie kalibracnej
krivky kyseliny gallovej. Vypocitany obsah polyfenolov bol vyjadreny ako ekvivalent
mnozstva kyseliny gallovej (mg-ml™?). Ziskané vysledky je mozné vidiet v Tabul'ke 14.

Pre stanovenie antioxida¢nej aktivity pripraveného extraktu bola aplikovand metoda TEAC,
ktora je zalozena na principe zhaSania radikal-kationu ABTS™ pdsobenim latok vykazujucich
tato schopnost’. Vyhodnotenie vlastnosti vzoriek prebiehalo spektrofotometricky stanovenim
absorbancie pri 734 nm.

Pre vypocet antioxidacnej aktivity bola pouzitd priemerna hodnota absorbancie z troch
merani, ktord bola dosadena do rovnice linearnej regresie kalibracnej krivky Troloxu. Vysledna
hodnota je vyjadrena ako ekvivalentné mnozstvo Troloxu (ug-1™). Rovnice pre vypocet
antioxidacnej aktivity pomocou nameranej absorbancie a percentualneho zhasania radikalu je
mozné vidiet' v kapitole 4.2.1. Vysledna hodnota antioxida¢nej aktivity extraktu suseného
kvetu E. purpurea je 507,5 + 6,90 mgrrorox - 1721

V literatire sa pre stanovovanie celkovej koncentracie polyfenolov najcastejSie pouziva
metoda Folin-Ciocalteuva. V praci Pires a kol. [35] bola dosiahnuta koncentracia polyfenolov
229,22 + 4,38 mggag - 171 v Cerstvej rastline. V pripade analyzy suSeného materidlu bola
koncentracia iba 49,26 + 1,34 mggag - 171 S pouzitim 80% etanolu ako rozpustadla, ¢o mohlo
mat’ za pri¢inu niZz8iu stanovent hodnotu ako v tejto praci. Antioxida¢na aktivita Echinacey
purpurey je vel'mi pravdepodobne spojena s vysokym obsahom fenolickych latok.

Tabulka 14 Antioxidacna aktivita a obsah fenolickych latok optimalneho extraktu

Antioxida¢na aktivita

Absorbancia [-] 0,609 £+ 0,008
Koncentracia [mgr - 171] 507,50 + 6,898
% zhasanie radikalu 95,45 £ 1,297

Obsah fenolickych latok
Absorbancia [-] 0,988 + 0,010
Koncentracia [mggag - 171] 365,177 + 3,510

4.2.2 Stanovenie antimikrobiilnej aktivity

Overenie antimikrobialnej aktivity optimalneho extraktu bolo vykonané difiznou jamkovou
metodou abol sledovany potencidlny inhibiény u¢inok extraktu vocéi vybranym
mikroorganizmom.

Antimikrobidlne vlastnosti Echinacey purpurovej st spojené s Vysokym obsahom
fenolickych latok. Aj napriek stanovenému zna¢nému mnozstvu V optimalnom extrakte, neboli
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prejavené antimikrobidlne vlastnosti rastliny. Je mozné tvrdit, na zaklade vysledkov
experimentu, Ze testovany extrakt nemal v danej koncentréacii a objeme Ziaden inhibi¢ny Gi¢inok
voci baktériam Bacillus cereus, Escherichia coli a kvasinke Candida glabrata. V pripade
baktérie Bacillus cereus bola detegovana difuzia extraktu do agaru, ale bez pozorovania
inhibicie rastu. Rast Escherichia coli bol dokonca podporeny, ¢o sa prejavilo vytvorenim
rastovych zén v okoli vyvftanych jamiek. Vysledky st je mozné vidiet na Obrazku 14,
Obrazku 15.

V dostupnej literatire st opisané Géinky E. purpurey voci E. coli aj B. substilis. V praci
Stanisavljevica a kol [49] boli preukazané antimikrobialne vlastnosti extraktu (v koncentracii
20 mg-ml™Y) z E. purpurey proti E. coli (11,2 mm) aj proti B. substilis (10,9 mm). V praci
Hassana a kol. [48] bolo zistené, Ze metanolovy extrakt dokdzal v koncentracii 0,03 mg-ml*
inhibovat’ rast E. coli. Pre porovnanie inhibicie extraktu voc¢i kvasinke C. glabrata neboli
najdené ziadne zdroje, v ktorych by boli skimané antimikrobidlne vlastnosti E. purpurey
s touto kvasinkou.

Obrazok 14 Ukazka pozorovania antimikrobidlnej aktivity optimalného extraktu; zlava - E. coli,
Bacillus cereus
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Obrazok 15 Ukdzka pozorovania antimikrobidlnej aktivity optimdlneho extraktu voci Candide glabrata
4.2.3 Stanovenie aromatickych latok

Vzorky optimalizovaného extraktu boli analyzované pomocou metédy HS-SPME-GC-MS
pre identifikaciu a semikvantifikaciu pritomnych prchavych latok. Identifikacia prebehla
na zaklade porovnavania hmotnostnych spektier s dostupnou knihoviiou spektier.

V Tabul’ke 15 je uvedeny prehl'ad identifikovanych latok spolu s ich chemickym zaradenim.
Tato tabul’ka bola zostavena z hodndt priemeru retenéného Casu a plochy pikov z troch merani.
Ich percentualne zastipenie je vyjadrené na zéklade ploch pikov vzt'ahom: plocha jedného piku
k suctu ploch vetkych pikov v percentach.

Celkovo bolo v pripravenych extraktoch identifikovanych 39 zlacenin, ¢o ¢ini 93,69 %
z celkového mnozstva identifikovanych latok, pricom neboli zapocitané latky so stopovym
mnozstvom. Prchavé latky boli rozdelené do nasledujicich skupin: alkény, arény,
monoterpény, seskviterpény, kyslikaté seskviterpény a ostatné.

Seskviterpény boli hlavnou skupinou identifikovanou v extrakte z kvetu E. purpurea
a zaroven predstavovali najvaési podiel z celkového obsahu (79,89 %). Celkovo bolo
identifikovanych 25 seskviterpénov. Druhou najzastipenejSou skupinou boli monoterpény
(10,15 %) s poctom latok 7. Ostatné skupiny aromatickych latok sa vyskytovali ako minoritné
zlozky. Jednotlivé pocty latok boli: 2 pre alkény, 1 pre arény, 2 pre kyslikaté seskviterpény a 2
pre ostatné. Grafické porovnanie poctu latok je mozné vidiet v Grafe 15 a percentualne
vyjadrenie obsahu je mozné vidiet' v Grafe 16.
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Graf 15 Porovnanie poctu identifikovanych latok jednotlivych skupin v optimalnom extrakte
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Graf 16 Koldacovy graf percentudlneho zastiupenia jednotlivych skupin v optimalnom extrakte

Najvacsi obsah bol zaznamenany pre karyofylén (19,15 %), ktory predstavoval hlavnu
zli€eninu zo seskviterpénov. Z monoterpénov bol identifikovany s najvacsim zastupenim o-
felandrén v 4,46 %. Okrem karyofylénu boli este v extrakte najdené vo vySSom mnozstve latky
ako y-muurolén (12,22 %), kadina-1(10),4-dién (8,24 %) a D-germacrén (7,46 %).

V porovnani s literatirou boli dosiahnuté rovnaké vysledky, v ktorych boli uréené
seskviterpény ako hlavna skupina nachadzajica sa v E. purpuree. V praci Mazza a kol. [20]
identifikovali v kvete E. purpurey 83 terpénov adruhou najzastiipenejSiu skupinou boli
aldehydy, ktoré v optimalizovanom extrakte tejto prace neboli detegované. V praci Mirjalili
a kol. [22] identifikovali v kvete 36 aromatickych latok, ¢o priblizne odpoveda vysledkom tejto
prace. Obdobné hodnoty boli i v obsahu seskviterpénov (70,9 %). Hlavnou zluc¢eninou bol
gerrmakrén D (57 %), ktory ale vtejto praci bol az Stvrtym najzastipenejsim. Obsah
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karyofylénu bol zaznamenany iba v obsahu 4,6 %, ¢o je zna¢ny rozdiel oproti vysledkom tejto

prace.
Tabulka 15 Identifikované zliiceniny Spolu so zaradenim a percentudlnym zastupenim
A . Percenta .
RT  Zlucenina Skupina (%] Referencie
5,59  o-Pinén Monoterpén 2,63 [24, 22,26, 20, 27, 28]
6,53 Kampfén Monoterpén 0,43 20, 24, 28]
7,34  B-Pinén Monoterpén 1,28 [20. 22,24, 26, 28]
7,80 Tuja-2,4(10)-dién Monoterpén 0,29 -
8,89 «-Felandrén Monoterpén 4,46 (22, 24,26, 28]
9,80 Limonén Monoterpén 0,38 20, 24, 26, 28]
11,90 m-Cymén Monoterpén 2,96 -
12,04 1,2-Dietylbenzén Arény 0,54 -
16,64 y-Gurjunén Seskviterpény 0,12 -
16,74 o-Kubebén Seskviterpény 0,67 (24, 28]
17,05 2,8,8-Trimetyl-4-metylén-2-  Ostatné 0,78 -
vinylbicyklo[5,2,0]nonan

17,44 Ylangén Seskviterpény 1,36 271
17,68 Kopaén Seskviterpény 2,76 [22, 26,27, 28]
18,82 a-Isokomén Seskviterpény 2,36 -
18,83 9-Eikosén Alkény 1,41 -
19,48 1,13-Tetradecadién Alkény 1,84 -
19,99 trans-o-Bergamotén Seskviterpény 0,81 [22, 26, 27]
20,19 B-Copaene Seskviterpény 1,99 [27]
20,38 Karyofylén Seskviterpény 19,1 [22, 24,26, 21, 28]
20,78 3-Amino-2-metyl-3-(4- Ostatné 0,73 -

metylfenyl)-1-fenyl-1-propanol
21,37 Kadina-3,5-dién Seskviterpény 1,32 -
21,84 Kadina-1(6),4-dién Seskviterpény 0,98 -
22,12 Humulén Seskviterpény 4,43 [22, 24,26, 27, 28]
22,54 y-Muurolén Seskviterpény 12,22 24
23,04 D-Germacrén Seskviterpény 7,46 [22, 24,26, 27, 28]
23,28 B-Selinén Seskviterpény 1,01 -
23,37 o-Muurolén Seskviterpény 4,32 26, 27, 28]
24,13 Kadina-1(10),4-dién Seskviterpény 8,24 -
24,19 vy-Kadinén Seskviterpény 2,23 [22,26, 27]
24,46 o-Kurkumén Seskviterpény 3,05 22, 26]
24,70 Kubenén Seskviterpény 2,13 (24, 26,27, 28]
24,91 o-Kadinén Seskviterpény 4,27 28]
25,83 cis-Kalamenén Seskviterpény 1,53 28]
27,65 a-Kalacorene Seskviterpény 1,27 -
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Tabulka 16 Identifikované zluiceniny spolu so zaradenim a percentudlnym zastupenim — pokracovanie

Percenta

RT  Zlacenina Skupina Referencie
[%0]

28,07 Globulol Kyslikové seskviterpény 0,15 [22, 26]

29,59 Salvial-4(14)-én-1-6n Seskviterpény 0,33 -

30,38 Karyofylénol Kyslikové seskviterpény 0,05 -

30,59 a-Korocalén Seskviterpény 0,17 -

33,72 Kadalén Seskviterpény 0,32 -
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5 ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo vytvorit optimdlny extrakény systém pre zisk
biologicky aktivnych latok zo suSenych kvetov Echinacey purpurey. Vyhodnotenie
sledovanych parametrov prebiehalo na zaklade obsahu celkovych fenolickych latok a
aromatickych latok.

Ako prva bola vykonana optimalizacia typu pouzitého rozptstadla. Testovanymi hodnotami
boli destilovana voda, 40% a 80% roztok etanolu. Ako najlepsie rozpustadlo bol stanoveny
40% etanol. Dalsim parametrom bola navazka vzorky. MnoZstvo rastlinného materialu bolo
pouzité¢ v pomere 1:3,33, 1:5, 1:10 k rozptstadlu. Pomer 1:5 bol vyhodnoteny ako najlepsi,
predovsetkym kvoli lepSiemu prestupu rozpust'adla materidlom. Nasledne bola hodnotena doba
(20 mintt, 40 minat, 60 minat). ateplota (20°C — laboratérna, 40°C a 60°C) extrakcie
Najvyssie hodnoty fenolickych a aromatickych latok boli dosiahnuté pre maceraciu Vv case
60 minut a pri teplote 60°C.

Nasledne bol pripraveny extrakt podl'a vybranych parametrov, ktory bol skiimany na obsah
polyfenolov, antioxida¢nu aktivitu a obsah a pocet aromatickych latok.

Najprv prebehlo stanovenie obsahu polyfenolickych latok pomocou metody s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlom. Koncentracia bola vyjadrena ako ekvivalent kyseliny gallovej a ¢inila
365,18 + 3,51 [mggag - 171]. Antioxida¢na aktivita bola stanovena pomocou metody TEAC,
ktora vyuziva schopnost’ latky zhasSat’ kation-radikal. Antioxidacna aktivita bola vyjadrena ako
ekvivalent standardu (Troloxu) - 507,50 + 6,89 [mgr - 171].

Antimikrobialny G¢inok voéi baktériam Escherichia coli, Bacillus cereus a kvasinke
Candida glabrata bol zistovany pomocou jamkovej difuznej metdédy. Vzorky etanolového
extraktu nevykazovali ziadny inhibi¢ny U¢inok vo¢i ani jednému z pouzitych
mikroorganizmov. V pripade E. coli bol naopak zaznamenany zvyseny rast v okoli jamiek
s extraktami, ¢o nasved¢uje, Ze boli pritomné latky, ktoré podporovali rast mikroorganizmu.

Poslednou analyzou bolo semikvantitativne stanovovanie aromatickych latok pomocou
metody mikroextrakcie tuhou fazou v spojeni s plynovou chromatografiou a hmotnostnou
detekciou. Celkovo bolo identifikovanych 39 zlicenin, z toho seskviterpény predstavovali
majoritnt zlozku (79,89 %). Podl'a obsahu je mozné zoradit' skupiny latok zostupne:
sekviterpény > monotepény >alkany> ostatné > arény >kyslikaté seskviterpény. Toto poradie,
ale nie je v stlade s po¢tom identifikovanych latok, v ktorom arény vystupuju ako posledna
skupina. V extrakte bol najzastupenejsou aromatickou latkou karyofylén (19,15 %).
Z monoterpénov najvyssie mnozstvo dosahoval a-felandrén (4,46 %).

Vysledky ziskané v tejto praci by mohli predstavovat’ zaklad pre budice experimenty,
Vv ktorych by sa optimalizovali d’alSie faktory v ramci extrakéného systému, ako napr. vyuzitie
mieSania pocas extrakcie alebo velkost cCastic materialu. Zaroven by sa upresnili uz
stanovované podmienky pre zisk bioaktivnych latok v kvete Echinacey purpurey.

Da sa taktiez povedat’, ze pripraveny extrakt Echinacey ma potencial pre pripadné vyuzitie
V potravinarstve ako prirodny zdroj nutri¢ne i senzoricky cennych latok, ¢o bolo preukazané
I jeho uspesnou aplikaciou do vzoriek syrov a cukroviniek.

61



6
[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

KINDSCHER, Kelly, ed. Echinacea [online]. Cham: Springer International Publishing,
2016 [cit. 2021-04-22]. ISBN 978-3-319-18155-4. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-319-
18156-1

KELLER, H.W. The genus Echinacea (Asteraceae): Floral, stem, and petiole morphology.
Journal of the Botanical Research Institute of Texas [online]. Botanical Research Institute
of Texas, 2014, 8(1), 87-126 [cit. 2021-04-22]. ISSN 19345259.

MCKEOWN, Kathleen A. A Review of the Taxonomy of the Genus Echinacea [online].
1999 [cit. 2021-5-12]

MILLER, Sandra Carol a He-Ci YU. Echinacea: the genus Echinacea. Boca Raton: CRC
Press, c2004. ISBN 9780415288286

Removal of Echinacea tennesseensis (Tennessee purple conefl ower) from the federal list
of endangered and threatened plants [online]. , U.S. Fish and Wildlife Service. Federal
Register, 2011 [cit. 2021-6-14]. Dostupné z: https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-
2011-08-03/pdf/2011-19674.pdf

Echinacea pallida [online]. [cit. 2021-6-20]. Dostupné z:
https://appeltern.nl/nl/tuinadvies/plantenencyclopedie/echinacea_pallida_-
_egelzonnehoed_zonnehoed

Echinacea  angustifolia  DC. [online].  [cit.  2021-6-20]. Dostupné z:
https://swbiodiversity.org/seinet/taxa/index.php?taxon=18155&clid=69

Echinacea purpurea [online]. [cit. 2021-5-20]. Dostupné zZ:
https://plants.ces.ncsu.edu/plants/echinacea-purpurea/

Integrated Taxonomic Information System [online]. [cit. 2021-4-14]. Dostupné z:
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=37
281#null

Pestovanie echinacey [online]. [cit. 2021-5-12]. Dostupné z:
http://www.echinacea.sk/pestovanie-echinacey/

BRUNI, Renato, Virginia BRIGHENTI, Lindsay K. CAESAR, Davide BERTELLI,
Nadja B. CECH a Federica PELLATI. Analytical methods for the study of bioactive
compounds from medicinally used Echinacea species. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis [online]. 2018, 160, 443-477 [cit. 2021-04-22]. ISSN 07317085.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jpba.2018.07.044

BARNES, Joanne, Linda A ANDERSON, Simon GIBBONS a J David PHILLIPSON.
Echinacea species ( Echinacea angustifolia (DC.) Hell., Echinacea pallida (Nutt.) Nultt.,
Echinacea purpurea (L.) Moench): a review of their chemistry, pharmacology and clinical
propertiest. Journal of Pharmacy and Pharmacology [online]. 2005, 57(8), 929-954 [cit.
2021-04-22]. ISSN 0022-3573. Dostupné z: doi:10.1211/0022357056127

62


https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-2011-08-03/pdf/2011-19674.pdf
https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-2011-08-03/pdf/2011-19674.pdf
https://appeltern.nl/nl/tuinadvies/plantenencyclopedie/echinacea_pallida_-_egelzonnehoed_zonnehoed
https://appeltern.nl/nl/tuinadvies/plantenencyclopedie/echinacea_pallida_-_egelzonnehoed_zonnehoed

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

PELLATI, Federica, Stefania BENVENUTI, Lara MAGRO, Michele MELEGARI a
Fabrizia SORAGNI. Analysis of phenolic compounds and radical scavenging activity of
Echinacea spp. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2004, 35(2),
289-301 [cit. 2021-7-14]. ISSN 07317085. Dostupné z: doi:10.1016/S0731-
7085(03)00645-9

Chicoric Acid [online]. [cit. 2021-6-14]. Dostupné Z:
https://www.caymanchem.com/product/24960

LIN, Sheng-Dun, Jih-Min SUNG a Chung-Li CHEN. Effect of drying and storage
conditions on caffeic acid derivatives and total phenolics of Echinacea Purpurea grown in
Taiwan. Food Chemistry [online]. 2011, 125(1), 226-231 [cit. 2021-6-10]. ISSN
03088146. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodchem.2010.09.006

KURKIN, V. A., A. S. AKUSHSKAYA, E. V. AVDEEVA, E. |. VELMYAIKINA, E. D.
DAEVA a V. |. KADENTSEV. Flavonoids from Echinacea purpurea. Russian Journal of
Bioorganic Chemistry [online]. 2011, 37(7), 905-906 [cit. 2021-7-24]. ISSN 1068-1620.
Dostupné z: doi:10.1134/S1068162011070120

MISTRIKOVA, INGRID a STEFANIA VAVERKOVA. Echinacea — chemical
composition, immunostimulatory activities and uses. Thaiszia — J. Bot. 16. 2006, , 11-26.
ISSN 1210-0420.

HUDAIB, Mohammad, Roberto GOTTI, Romeo POMPONIO a Vanni CAVRINI.
Recovery evaluation of lipophilic markers fromEchinacea purpurea roots applying
microwave-assisted solvent extraction versus conventional methods. Journal of
Separation Science [online]. 2003, 26(1-2), 97-104 [cit. 2021-6-14]. ISSN 1615-9306.
Dostupné z: doi:10.1002/jss¢.200390021

GLAVAC, Nina, Iztok KOSIR, Janko RODE a Samo KREFT. Optimization and use of a
spectrophotometric method for determining polysaccharides in Echinacea purpurea. Open
Life Sciences [online]. 2012, 7(1), 126-131 [cit. 2021-7-22]. ISSN 2391-5412. Dostupné
z: doi:10.2478/s11535-011-0091-z

MAZZA, G. a T. COTTRELL. Volatile Components of Roots, Stems, Leaves, and
Flowers of Echinacea Species §. Journal of Agricultural and Food Chemistry [online].
1999, 47(8), 3081-3085 [cit. 2021-5-27]. ISSN 0021-8561. Dostupné z:
doi:10.1021/jf981117y

A-Phellandrene [online]. [cit. 2021-6-19]. Dostupné Z:
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.7180.html

MIRJALILI, Mohammad Hossein, Peyman SALEHI, Hassanali Naghdi BADI a Ali
SONBOLLI. Volatile constituents of the flowerheads of threeEchinacea species cultivated
in Iran. Flavour and Fragrance Journal [online]. 2006, 21(2), 355-358 [cit. 2021-5-24].
ISSN 0882-5734. Dostupné z: doi:10.1002/11j.1657

Germacrene D [online]. [cit. 2021-5-19]. Dostupné z:
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.28288426.html

63


https://www.caymanchem.com/product/24960

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

NYALAMBISA, M., LLA. OYEMITAN, R. MATEWU, 0.0. OYEDEIJI, O.S.
OLUWAFEMI, S.P. SONGCA, B.N. NKEH-CHUNGAG a A.O. OYEDEII. Volatile
constituents and biological activities of the leaf and root of Echinacea species from South
Africa. Saudi Pharmaceutical Journal [online]. 2017, 25(3), 381-386 [cit. 2021-5-24].
ISSN 13190164. Dostupné z: doi:10.1016/j.jsps.2016.09.010

LEPOJEVIC, Ivana, Zika LEPOJEVIC, Branimir PAVLIC, Mihailo RISTIC, Zoran
ZEKOVIC a Senka VIDOVIC. Solid-liquid and high-pressure (liquid and supercritical
carbon dioxide) extraction of Echinacea purpurea L. The Journal of Supercritical Fluids
[online]. 2017, 119, 159-168 [cit. 2021-5-24]. ISSN 08968446. Dostupné z:
doi:10.1016/j.supflu.2016.09.002

KAYA, Meltem, Melek MERDIVAN, Paniz TASHAKKORI, Pelin ERDEM a Jared L.
ANDERSON. Analysis of Echinacea flower volatile constituents by HS-SPME-GC/MS
using laboratory-prepared and commercial SPME fibers. Journal of Essential Oil Research
[online]. 2019, 31(2), 91-98 [cit. 2021-5-24]. ISSN 1041-2905. Dostupné z:
doi:10.1080/10412905.2018.1545707

AHMADI, Fatemeh, Abbas SAMADI, Ebrahim SEPEHR, Amir RAHIMI a Sergey
SHABALA. Optimizing hydroponic culture media and NO3—/NH4+ ratio for improving
essential oil compositions of purple coneflower (Echinacea purpurea L.). Scientific
Reports [online]. 2021, 11(1) [cit. 2021-6-25]. ISSN 2045-2322. Dostupné z:
d0i:10.1038/s41598-021-87391-9

THAPPA, R. K., S. K. BAKSHI, P. L. DHAR, S. G. AGARWAL, S. KITCHLU, M. K.
KAUL a K. A. SURLI. Significance of changed climatic factors on essential oil composition
ofEchinacea purpurea under subtropical conditions. Flavour and Fragrance Journal
[online]. 2004, 19(5), 452-454 [cit. 2021-5-24]. ISSN 0882-5734. Dostupné z:
doi:10.1002/ffj.1352

COMERT, Ezgi Dogan a Vural GOKMEN. Evolution of food antioxidants as a core topic
of food science for a century. Food Research International [online]. 2018, 105, 76-93 [cit.
2021-04-18]. ISSN 09639969. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodres.2017.10.056

OROIAN, Mircea a Isabel ESCRICHE. Antioxidants: Characterization, natural sources,
extraction and analysis. Food Research International [online]. 2015, 74, 10-36 [cit. 2021-
04-18]. ISSN 09639969. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodres.2015.04.018

FRANKEL, Edwin N. a John W. FINLEY. How To Standardize the Multiplicity of
Methods To Evaluate Natural Antioxidants. Journal of Agricultural and Food Chemistry
[online]. 2008, 56(13), 4901-4908 [cit. 2021-04-16]. ISSN 0021-8561. Dostupné z:
d0i:10.1021/jf800336p

JEREMY ASTIER. Interplay between NO Signalling, ROS, and the Antioxidant System
in Plants. Frontiers Media, 2017. ISBN 9782889450695.

HUANG, Dejian, Boxin OU a Ronald L. PRIOR. The Chemistry behind Antioxidant
Capacity Assays. Journal of Agricultural and Food Chemistry [online]. 2005, 53(6), 1841-
1856 [cit. 2021-04-22]. ISSN 0021-8561. Dostupné z: doi:10.1021/jf030723¢

64



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

LUCARINI, Marco a Gian Franco PEDULLI. Free radical intermediates in the inhibition
of the autoxidation reaction. Chemical Society Reviews [online]. 2010, 39(6) [cit. 2021-
6-20]. ISSN 0306-0012. Dostupné z: doi:10.1039/b901838¢g

PIRES, Cristiana, Natalia MARTINS, Ana Maria CARVALHO, Lillian BARROS a
Isabel C.F.R. FERREIRA. Phytopharmacologic preparations as predictors of plant
bioactivity: A particular approach to Echinacea purpurea (L.) Moench antioxidant
properties. Nutrition [online]. 2016, 32(7-8), 834-839 [cit. 2021-04-16]. ISSN 08999007.
Dostupné z: doi:10.1016/j.nut.2016.01.005

TSAI, Yu-Ling, Shiow-Ying CHIOU, Kung-Chi CHAN, Jih-Min SUNG a Sheng-Dun
LIN. Caffeic acid derivatives, total phenols, antioxidant and antimutagenic activities of
Echinacea purpurea flower extracts. LWT - Food Science and Technology [online]. 2012,
46(1), 169-176  [cit.  2021-04-16]. ISSN  00236438.  Dostupné  z:
doi:10.1016/j.lwt.2011.09.026

JUKIC, Huska, S. HABES, Asmir ALDZIC, K. DURGO a I. KOSALEC. Antioxidant
and prooxidant activities of phenolic compounds of the extracts of Echinacea purpurea
(L.) [online]. 2015 [cit. 2021-6-20]. Dostupné Z:
http://hemija.pmf.unsa.ba/glasnik/files/Issue%2044/5-43-52-Juki.pdf

ERENLER, Ramazan, Isa TELCI, Musa ULUTAS, Ibrahim DEMIRTAS, Fatih GUL,
Mahfuz ELMASTAS a Omer KAYIR. Chemical Constituents, Quantitative Analysis and
Antioxidant Activities of E chinacea purpurea (L.) Moench and E chinacea pallida (Nutt.)
Nutt. Journal of Food Biochemistry [online]. 2015, 39(5), 622-630 [cit. 2021-5-20]. ISSN
01458884. Dostupné z: doi:10.1111/jfbc.12168

THYGESEN, Line, Johanna THULIN, Alan MORTENSEN, Leif H. SKIBSTED a Per
MOLGAARD. Antioxidant activity of cichoric acid and alkamides from Echinacea
purpurea, alone and in combination. Food Chemistry [online]. 2007, 101(1), 74-81 [cit.
2021-04-16]. ISSN 03088146. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodchem.2005.11.048

HU, C, D D KITTS a C HU. Studies on the antioxidant activity of Echinacea root extract.
Journal of agricultural and food chemistry [online]. 2000, 48(5), 1466-1472 [cit. 2021-04-
19]. ISSN 0021-8561. Dostupné z: doi:10.1021/j£990677+

MOHAMED SHARIF, Khawla Omran, Enis Fuat TUFEKCI, Buket USTAOGLU,
Yasemin Celik ALTUNOGLU, Gokhan ZENGIN, E.J. LLORENT-MARTINEZ, Kerim
GUNEY a Mehmet Cengiz BALOGLU. Anticancer and biological properties of leaf and
flower extracts of Echinacea purpurea (L.) Moench. Food Bioscience [online]. 2021, 41
[cit. 2021-04-16]. ISSN 22124292. Dostupné z: doi:10.1016/j.fbi0.2021.101005

GUNES, Adem, Saban KORDALI, Metin TURAN a Ayse USANMAZ BOZHUYUK.
Determination of antioxidant enzyme activity and phenolic contents of some species of
the Asteraceae family from medicanal plants. Industrial Crops and Products [online].
2019, 137, 208-213 [cit. 2021-4-20]. ISSN  09266690. Dostupné z:
doi:10.1016/j.indcrop.2019.05.042

65



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

WOJIDYLO, A, J OSZMIANSKI a R CZEMERYS. Antioxidant activity and phenolic
compounds in 32 selected herbs. Food Chemistry [online]. 2007, 105(3), 940-949 [cit.
2021-7-20]. ISSN 03088146. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodchem.2007.04.038

GEORGIEVA, Silviya, Valentina CHRISTOVABAGDASSARIAN a Maria
ATANASSOVA. Comparative evaluation of the polyphenol composition and antioxidant
capacity of propolis and Echinacea purpurea. Journal of Experimental and Integrative
Medicine [online]. 2014, 4(1) [cit. 2021-7-20]. ISSN 1309-4572. Dostupné z:
doi:10.5455/jeim.050913.0r.089

ARSLAN BURNAZ, Nesibe, Murat KUCUK a Zeynep AKAR. An on-line HPLC system
for detection of antioxidant compounds in some plant extracts by comparing three
different methods. Journal of Chromatography B [online]. 2017, 1052, 66-72 [cit. 2021-
6-20]. ISSN 15700232. Dostupné z: doi:10.1016/j.jchromb.2017.03.003

FAN, Xuetong, Helen NGO a Changqging WU. Natural and Bio-based Antimicrobials: A
Review. FAN, Xuetong, Helen NGO a Changging WU, ed. Natural and Bio-Based
Antimicrobials for Food Applications [online]. Washington, DC: American Chemical
Society, 2018, 2018-01-04, s. 1-24 [cit. 2021-04-22]. ACS Symposium Series. ISBN
9780841233058. Dostupné z: doi:10.1021/bk-2018-1287.ch001

SHARMA, S.M., M. ANDERSON, S.R. SCHOOP a J.B. HUDSON. Bactericidal and
anti-inflammatory properties of a standardized Echinacea extract (Echinaforce®): Dual
actions against respiratory bacteria. Phytomedicine [online]. 2010, 17(8-9), 563-568 [cit.
2021-5-21]. ISSN 09447113. Dostupné z: doi:10.1016/j.phymed.2009.10.022

HASSAN, R., Safaa ALI, Azza MOHAMED a Sahar HAMED. Antioxidant and
Antimicrobial Activities of Echinacea purpurea L. Extracts. .S siliadl ddaisV)
Qs ¥ Laall cily Glaldiiee & @b Sadls Journal of Agricultural Chemistry and
Biotechnology [online]. 2020, 11(10), 279-283 [cit. 2021-04-23]. ISSN 2090-3707.
Dostupné z: doi:10.21608/jach.2020.123553

STANISAVLJEVIC, Ivana, Sasa STOJICEVIC, Dragan VELICKOVIC, Vlada
VELJKOVIC a Miodrag LAZIC. Antioxidant and Antimicrobial Activities of Echinacea
(Echinacea purpurea L.) Extracts Obtained by Classical and Ultrasound Extraction.
Chinese Journal of Chemical Engineering [online]. 2009, 17(3), 478-483 [cit. 2021-04-
23]. ISSN 10049541. Dostupné z: doi:10.1016/S1004-9541(08)60234-7

COSS, Emily, Carmel KEALEY, Damien BRADY a Patrick WALSH. A laboratory
investigation of the antimicrobial activity of a selection of western phytomedicinal
tinctures. European Journal of Integrative Medicine [online]. 2018, 19, 80-83 [cit. 2021-
5-20]. ISSN 18763820. Dostupné z: doi:10.1016/j.eujim.2018.02.008

RADY, Mohamed, Ahmed ABOUL-ENEIN a Mona IBRAHIM. Active compounds and
biological activity of in vitro cultures of some Echinacea purpurea varieties. Bulletin of
the National Research Centre [online]. Berlin/Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg,
2018, 42(1), 1-12 [cit. 2021-04-23]. Dostupné z: doi:10.1186/s42269-018-0018-1

66



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

ZAZHARSKYIL, V. V., P. 0. DAVYDENKO, O. M. KULISHENKO, I. V. BOROVIK a
V. V. BRYGADYRENKO. Antimicrobial activity of 50 plant extracts. Biosystems
Diversity [online]. 2019, 27(2), 163-169 [cit. 2021-04-23]. ISSN 2520-2529. Dostupné z:
doi:10.15421/011922

WANG, Lijun a Curtis L. WELLER. Recent advances in extraction of nutraceuticals from
plants. Trends in Food Science & Technology [online]. 2006, 17(6), 300-312 [cit. 2021-
7-18]. ISSN 09242244. Dostupné z: doi:10.1016/5.tifs.2005.12.004

AZMIR, J., L.S.M. ZAIDUL, M.M. RAHMAN, et al. Techniques for extraction of
bioactive compounds from plant materials: A review. Journal of Food Engineering
[online]. 2013, 117(4), 426-436 [cit. 2021-04-22]. ISSN 02608774. Dostupné z:
doi:10.1016/j.jfoodeng.2013.01.014

ALARA, Oluwaseun Ruth, Nour Hamid ABDURAHMAN a Chinonso Ishamel
UKAEGBU. Extraction of phenolic compounds: A review. Current Research in Food
Science [online]. 2021, 4, 200-214 [cit. 2021-7-24]. ISSN 26659271. Dostupné z:
doi:10.1016/j.crfs.2021.03.011

BARBA, Francisco J., Zhenzhou ZHU, Mohamed KOUBAA, Anderson S. SANT'ANA
a Vibeke ORLIEN. Green alternative methods for the extraction of antioxidant bioactive
compounds from winery wastes and by-products: A review. Trends in Food Science &
Technology [online]. 2016, 49, 96-109 [cit. 2021-7-24]. ISSN 09242244. Dostupné z:
doi:10.1016/j.tifs.2016.01.006

LEKAR’, A. V., S. N. BORISENKO, O. V. FILONOVA, E. V. VETROVA, E. V.
MAKSIMENKO, N. I. BORISENKO a V. I. MINKIN. Extraction of caftaric and cichoric
acids from Echinacea purpurea L. in subcritical water. Russian Journal of Physical
Chemistry B [online]. 2013, 7(8), 968-975 [cit. 2021-5-20]. ISSN 1990-7931. Dostupné
z: d0i:10.1134/S199079311308006X

COELHO, Joana, Lillian BARROS, Maria Inés DIAS, et al. Echinacea purpurea (L.)
Moench: Chemical Characterization and Bioactivity of Its Extracts and Fractions.
Pharmaceuticals [online]. 2020, 13(6) [cit. 2021-04-23]. ISSN 1424-8247. Dostupné z:
d0i:10.3390/ph13060125

WU, C.H., H.N. MURTHY, E.J. HAHN, H.L LEE a K.Y. PAEK. Efficient extraction of
caffeic acid derivatives from adventitious roots of IEchinacea purpurea/l. Czech Journal
of Food Sciences [online]. 2008, 26(4), 254-258 [cit. 2021-5-20]. ISSN 12121800.
Dostupné z: doi:10.17221/1120-CJFS

YILDIZ, Ece, Dilan KARABULUT a Ozlem YESIL-CELIKTAS. A bioactivity based
comparison of Echinacea purpurea extracts obtained by various processes. The Journal of
Supercritical Fluids [online]. 2014, 89, 8-15 [cit. 2021-7-24]. ISSN 08968446. Dostupné
z: doi:10.1016/j.supflu.2014.02.005

APAK, Resat, Mustata OZYUREK, Kubilay GUCLU a Esra CAPANOGLU. Antioxidant
Activity/Capacity Measurement. 1. Classification, Physicochemical Principles,
Mechanisms, and Electron Transfer (ET)-Based Assays. Journal of Agricultural and Food

67



[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

Chemistry [online]. 2016, 64(5), 997-1027 [cit. 2021-04-18]. ISSN 0021-8561. Dostupné
Z: doi:10.1021/acs.jafc.5b04739

BALOUIRI, Mounyr, Moulay SADIKI a Saad Koraichi IBNSOUDA. Methods for in
vitro evaluating antimicrobial activity: A review. Journal of Pharmaceutical Analysis
[online]. 2016, 6(2), 71-79 [cit. 2021-04-22]. ISSN 20951779. Dostupné z:
doi:10.1016/j.jpha.2015.11.005

TAN, Joash Ban Lee a Yau Yan LIM. Critical analysis of current methods for assessing
the in vitro antioxidant and antibacterial activity of plant extracts. Food Chemistry
[online]. 2015, 172, 814-822 [cit. 2021-04-22]. ISSN 03088146. Dostupné z:
doi:10.1016/j.foodchem.2014.09.141

YANG, Cui, Juan WANG a Donghao LI. Microextraction techniques for the
determination of volatile and semivolatile organic compounds from plants: A review.
Analytica Chimica Acta [online]. 2013, 799, 8-22 [cit. 2021-6-18]. ISSN 00032670.
Dostupné z: doi:10.1016/j.aca.2013.07.069

Sample Preparation: Headspace SPME [online]. [cit. 2021-5-24]. Dostupné z:
http://2014.igem.org/Team:Valencia_UPV/Project/modules/methodology/sample_prepar
ation

AL-RUBAYE, Abeer Fauzi, Imad Hadi HAMEED a Mohanad Jawad KADHIM. A
Review: Uses of Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) Technique for
Analysis of Bioactive Natural Compounds of Some Plants. INTERNATIONAL
JOURNAL OF TOXICOLOGICAL AND PHARMACOLOGICAL RESEARCH
[online]. 2017, 9(01) [cit. 2021-6-19]. ISSN 0975-5160. Dostupné z:
doi:10.25258/ijtpr.v9i01.9042

HIMABINDU, M.R. Lakshmi, S. Angala PARAMESWARI a Chakka GOPINATH. A
Review on GC-MS and Method Development and Validation. International Journal of
Pharmaceutical Quality Assurance. 4(3), 42-51. ISSN 0975 9506

68



7 ZOZNAM PRILOH

Priloha 1 Ukazka chromatogramu aromatickych latok v optimalnom extrakte
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