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ABSTRAKT

Plectranthus amboinicus je rastlina, ktorej su pripisované mnohé bioaktivne ucinky,
najviac spajané s obsahom polyfenolickych latok. Pre zisk tychto latok aich nasledné
pouzitie napriklad v potravinarstve alebo kozmetickom priemysle je nutna ich extrakcia. Boli
vyskusané 3 metddy extrakcie — maceracia, PHWE a PFE extrakcia. NajlepSia z hladiska
obsahu vyextrahovanych celkovych polyfenolickych latok sa ukazala maceracia, ktora bola
nasledne optimalizovana pomocou matematickej Statistickej metédy planovania
experimentu.

Ako optimalne podmienky pre maceraciu boli zistené: teplota 60 °C, rozpustadlo 40%
etanol, doba 90 minut a pomer navazky a rozpustadla 1:10. V takto pripravenom extrakte
bol zisteny obsah celkovych polyfenolov 0,18 + 0,05 mgeae'ml™*, €o je v prepocte 1,83 + 0,53
mgeae'g' rastliny a antioxidacna aktivita 148,69 + 26,92 ugreac'ml”. Percento zhasania
radikalu ABTS™ v optimalnom extrakte bolo vypo&itané na 30,03 + 544 %. Dalej bolo
v extrakte identifikovanych 27 prchavych aromatickych latok, z ktorych najvyznamnejsie boli:
B-selinén (16,67 %), trans-a-bergamotén (14,22 %), karyofylén (14,11 %), 3-karén (8,22 %),
a-kopaén (7,55 %), y-terpinén (6,28 %), humulén (5,87 %), kadina-1(10)-4-dién (5,19 %).

ABSTRACT

Plectranthus amboinicus is a herb that was found to have a lot of bioactive compounds,
most of them are polyfenolic compounds. Extraction is neccesary to obtain bioactive
compounds and to use them subsequently in food or cosmetic industry. Three methods of
extraxtion — maceraction, PHWE and PFE, were used in this study. The best yield of
extracted polyfenols was observed by maceration. Maceration was, in the next step,
optimized using mathematical statistical method of planned experiment (DOE).

The optimal conditions found for extraction were: temperature 60 °C, solvent 40% ethanol,
time 90 minutes, solid-solvent ratio 1:10. Total phenolic compunds content in this extract
was 0,18 £ 0,05 mgcae-ml’, which means 1,83 + 0,53 mgceae-g” of plant. The antioxidant
activity was 148,69 £ 26,92 ugreac'ml”’. Percentage of radical scavenging activity ABTS™
was 30,03 £ 5,44 %. Further, 27 of volatile aroma compounds were identified in optimal
extract, the most important were: B-selinene (16,67 %), trans-a-bergamotene (14,22 %),
caryophyllene (14,11 %), 3-carene (8,22 %), a-copaene (7,55 %), y-terpinene (6,28 %),
humulene (5,87 %), cadina-1(10)-4-diene (5,19 %).
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rymovnik, aromatické latky, antioxidanty, extrakcia, SPME, GC-MS, planovany experiment
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1 UVOD

Do celade hluchavkovitych rastlin (Lamiaceae) patri mnoho aromatickych a lie¢ivych
rastlin, napriklad Salvia, oregano, tymian, bazalka, rozmarin ¢ mata. Do tejto ¢elade patri aj
dalsi, vSeobecne menej znamy, no vyznamny rod Plectranthus obsahujuci viac ako 300
réznych druhov, mnohé z nich doposial neidentifikované.

Z Plectanthus spp. je najviac v Cesku znamy Plectranthus amboinicus pod nazvom
rymovnik, pripadne na Slovensku znamy ako nadchovnik, ¢i CastejSie mexické oregano.
Pestuje sa v domacnostiach ako bylinka pre uvolnenie dychacich ciest, ako uz samotny
nazov napoveda. ProspeSnost rymovnika sa od pradavna vyuziva vo velkej miere
v ludovom liecitelstve, napriklad pri astme, chripke, bolesti hlavy, teplote, kasli & koznych
ochoreniach. Rymovnik ma terapeutické a nutricné vlastnosti spojené s pritomnostou
prirodnych fytochemickych zlu€enin, ktoré su vysoko cenené vo farmaceutickom priemysile.

Tejto rastline su pripisované antioxidaéné a antivirusové vlastnosti, bioaktivne latky su
predovsetkym uc€inné ako prevencia proti réznym ochoreniam, okrem iného aj chronickym ¢i
nadorovym ochoreniam. Medzi najvyznamnejSie biologicky aktivne latky, nachadzajuce sa
v rymovniku, patria terpénové zlu€eniny a polyfenolické latky.

Rastlinné extrakty ¢i esencidlne oleje zrymovnika je mozné potencialne vyuzit
v potravinarskom ¢i kozmetickom priemysle. Hlavnou vyhodou priemyselného pouzitia
bylinnych extraktov je ich pdvod. V su¢asnosti mnohé potravinarske, ale aj kozmetické
spolo¢nosti dbaju na ¢&o najprirodzenejSie zlozenie vyrobkov s minimalnym obsahom
syntetickych zlu€enin. Extrakty ziskané z lie€ivych rastlin tak mézu v buducnosti byt
vyuzivané nielen ako vonné oleje v aromaterapii (esencialne oleje), ale napriklad aj ako
konzervanty v potravinach (rastlinné extrakty). Prvym takymto prikladom je v sucasnosti
pouzivané potravinarske aditivum — E392 extrakt z rozmarinu (Rosmarinus officinalis) ako
antioxidacné €inidlo.

V su€asnosti sa vedci zameriavaju na izolaciu S$pecifickych bioaktivnych latok
P. amboinicus a snazia sa preukazat ich farmakologicku délezitost. AvSak, chemicky profil
a akumulacia bioaktivnych latok v rastlinach zavisi na viacerych parametroch, hlavne na
podmienkach pestovania, geografickej polohe, klime ana $tadiu rastliny v ¢ase zberu.
Ziskanie Specifickych bioaktivnych latok zavisi aj na metdde extrakcie.

Diplomova praca sa zaobera optimalizaciou extrakéného procesu rastliny rymovniku
(Plectranthus amboinicus) pre maximalny zisk spomenutych bioaktivnych zlu€enin, ziskany
optimalny extrakt je nasledne charakterizovany z pohladu obsahu polyfenolickych
a aromatickych latok pre pripadné pouzitie v potravinarskom alebo kozmetickom priemysile.
Pre optimalizaciu extrakcie bola vyzitd matematicka Statisticka metdéda planovania
experimentu.



2 TEORETICKA CAST

Tato praca je zamerana na moznosti ziskavania extraktov z rymovniku (Plectranthus spp.)
so0 zachovanim ¢o najvy$Siecho mnozstva nutrine a senzoricky cennych zloziek.
V nasledujucich kapitolach je charakterizovany rymovnik a jeho ucinné latky predovsetkym s
antimikrobidlnym a antioxidanym potencialom, dalej su popisané moznosti ziskavania
extraktov z rymovniku, resp. véeobecne z rastlin, a v neposlednom rade metdédy vhodné pre
meranie ukazovatelov, ktoré boli vybrané a sledované ako hlavné charakterizujuce
parametre ziskaného extraktu.

2.1 Chemické zlozenie lie€ivych rastlin

Rastliny vSeobecne obsahuju vodu, organické a anorganické latky. Z organickych
zluéenin sa vyskytuju primarne metabolity (sacharidy, aminokyseliny, bielkoviny, nukleové
kyseliny, mastné kyseliny, steroidy, lipidy a organické kyseliny) a sekundarne metabolity
(alkaloidy, flavonoidy, taniny, saponiny, fytosteroly, terpény, glykozidy a vitaminy).
Sekundarne metabolity plnia v rastline celu radu funkcii: prispievaju k vytvoreniu farby,
arbmy a chuti, chrania rastliny proti Skodcom, patogénom, konkurenénym rastlinam,
znedisteniu, stresu a ultrafialovému ziareniu. Su povazované za biologicky aktivhe a su
zname svojimi biologickymi vlastnostami. Anorganickymi zluceninami lie€ivych rastlin su
hlavne mineralne latky, ktoré su délezité pri biologickych, chemickych a metabolickych
procesoch &i enzymatickych reakciach.

Chemické zlozenie rastlin sa méze lisit u konkrétnych rodov, ¢eladi, odréd a druhov. Je
znacne ovplyvnené environmentalnymi a geografickymi faktormi, vplyv méze mat mnozstvo
dostupnych zivin, podmienky pri pestovani, vitalita alebo vek rastliny (Burdéjova, 2018).

2.1.1 Biologicky aktivne latky

Biologicky aktivne latky (BAC — Biologically Active Compounds) su sekundarne metabolity
rastlin, ktoré sa prirodzene nachadzaju v malych mnozstvach v rastlinach, cerealiach,
strukovinach, orechoch, olivovom oleji, zelenine, ovoci, ¢ajoch ¢&i Eervenom vine (Kris-
Etherton a kol., 2002).

Maju mnozstvo vlastnosti, z ktorych antioxidacné vlastnosti su povazované za
najdélezitejsie. Ich pozitivny dopad na zdravie €loveka bol dokazany mnohymi Studiami, vo
vyznamnej miere pomahaju aj pri lie€be chronickych ochoreni. Hraju délezitu rolu pri
prevencii kardiovaskularnych ochoreni, cukrovke, obezite, hypertenzii a stimulacii
obranného imunitného systému (Giacometti a kol., 2018).

Rastliny patriace do &elade hluchavkovitych (Lamiaceae) su takisto zdrojom BAC.
NajcastejSie sa ziskavaju vo forme extraktov a esencialnych olejov, ktoré su charakteristické
obsahom nizkomolekularnych terpenoidov a fenolickych latok. Obe tieto skupiny su cenené
a povazované za biologicky aktivne (Barba a kol., 2014; Karamanoli a kol., 2000).

Bioaktivne latky extrahované z rastlin, precistené a pouzité separatne alebo ako zmesi, su
vhodné pre potravinarske pouzitie, kde ovplyviauju nutriénu, chemicku, mikrobiologicku
a senzoricku kvalitu potravin. Pouzivaju sa napriklad ako fortifikujuce latky, antioxidanty,
konzervanty, farbiva atd. (Giacometti a kol., 2018). Vzhladom k tomu, Ze syntetické latky,
ako napr. syntetické antioxidanty, mézu mat nepredvidatelné toxické ucinky, zvySuje sa
zaujem konzumentov a priemyslu o vyuzitie extraktov z rastlin do potravinarskeho,
farmaceutického a kozmetického priemyslu ako nahrada syntetickych latok (Granato a kol.,
2017).



2.1.1.1 Fenolické latky

Fenolické latky obsahuju vo svojej Strukture jeden (fenoly) alebo viac benzénovych kruhov
(polyfenoly), na ktory/ktoré je naviazana minimalne jedna hydroxylova skupina.
V potravinach sa fenolické latky nachadzaju najmd ako sekundarne metabolity jedlych
rastlin. V sucasnosti bolo popisanych viac ako 500 réznych fenolickych latok v potravinach,
medzi najviac Studované vlastnosti fenolickych latok patri ich bioaktivita, ktora spodiva
najma v antimikrobialnom a antioxidaénom ucinku. Bola v8ak uz rozpoznana aj schopnost
antimutagénnych a antikarcinogénnych ucinkov (Sandoval-Acufa a kol., 2014). Ako prvé
boli pozorované ucinky zalozené na odstranovani a zabranovani vzniku reaktivnych
kyslikovych zlu€enin (ROS - Reactive Oxygen Species). V poslednej dekade sa vsak
vyskytuju poznatky, ze fenolické latky su ucinné aj inym mechanizmom ako ,bojom proti
ROS". Niektoré fenolické latky su schopné ovplyvhovat mitochondridlne procesy -
biogenézu, udrziavanie membranového potencialu, elektrénovy transportny retazec, syntézu
ATP, a tym ovplyvnovat vitalitu buniek (Sandoval-Acufaa a kol., 2014).

Polyfenolické latky v rastlinach pésobia aj ako regulatory rastu, hormonalne regulatory, pH
regulatory, maju antimikrobialnu aktivitu a v ramci regulacie metabolizmu pdésobia pri
navodzovani stavu dormancie (Inacio a kol., 2013).

Vo v8eobecnosti sa fenolické latky delia do tychto hlavnych skupin: fenolové kyseliny,
flavonoidy, stilbény a lignany (vid Obrazok 1).

Obrazok 2 zhriuje uCinky polyfenolov a prehlfadne rozdeluje désledky antioxidanych
a ne-antioxida¢nych reakcii.

0 (0] |e
= 0
: OH HO @

Fenolové kyseliny Flavonoidy
kyselina benzoova a kyselina $koricova

HO

HO

Stllbény Lignany

Obrazok 1: Zékladna chemicka Struktura fenolickych latok.
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Zhaianie ROS
(transfer elektronov/vodikov)

Odstranenie Indukcia enzymov odstrafnujucich ROS
ROS (napr. SOD katalaza, Gpx)

Indukcia endogénnych enzymov
syntetizujlcich antioxidanty
Antioxidaéné (napr. glutatién syntaza)
reakcie

Chelacia kovov
—

- - (Zelezo a med)
Zabranenie

vzniku RO S
[ Inhibicia alebo represia

ROS-formujacich enzymov

Polyfenoly

Kardiovaskularna aroveni
(protizapalove, antiagregacné, antiaterogénne*,
vazodilatané* ucinky a normalizacia lipidového profilu)

Chemo-preventivna uroven
(antimutagenne*, antiproliferativne,
antiangiogenetické ucinky)

Ne-antioxidaéné Gastrointestinalna uroven
reakcie (absorbcia ruivych kovov a uhlovodikov,
digescia/absorpcia lipidov)

Imunologicka Groven
(imunomodulacny, antialergénny ucinok)

Ostatné urovne

(antimikrobialny, antiviralny, estrogénny, neurosedativny Ucinok)
Obrézok 2: Zhrnutie doteraz preukézanych ucinkov polyfenolov. U&inky ne-antioxidacnych reakcii
oznacené hviezdi¢kou mbéZu (a nemusia) byt dosiahnuté len v kooperacii spolu s antioxidacnymi
ucinkami. ROS — Reaktivne kyslikové zliceniny (Reactive Oxygen Species). SOD — Superoxid
dismutaza (Superoxide Dismutase), GPx — Glutatiéon peroxidéza (Glutathione Peroxidase) (upravené
podla Sandoval-Acufia a kol., 2014).

Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny sa nachadzaju v rastlinach a potravinach v poetnom mnozstve,
obsahuju minimalne jednu karboxylovu skupinu adelia sa dalej do dvoch hlavnych
podskupin: hydroxyderivaty kyseliny benzoovej a kyseliny $koricovej.

Biosyntéza fenolovych kyselin v rastlinach prebieha najméa cez Sikimatovu drahu, kedy
z cukrovych substratov ziskanych v glykolyze a pentdézovej drahe vznikaju postupne cez
kyselinu Sikimovu a chorizmovu aromatické aminokyseliny fenylalanin a tryptofan, z ktorych
su nasledne tvorené kyselina skoricova, benzoova &i salicylova (Mandal a kol., 2010).

Vyskyt hydoxyderivatov kyseliny Skoricovej je Castejsi, najviac v zastupeni kyseliny p-
kumarovej, kavovej, ferulovej a kyseliny sinapovej (Sandoval-Acuiia a kol., 2014).
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Flavonoidy

Flavonoidy tvoria jednu z najviac Studovanych skupin fenolickych latok. Ich zakladna
Struktura pozostava z dvoch aromatickych jadier spojenych tromi uhlikovymi atémami, ktoré
tvoria kyslikovy heterocyklus.

Flavonoidy sa dalej rozdeluju na zaklade typu heterocyklu na flavonoly, flavéony,
flavanény, flavanoly, anthokyanidiny a izoflavony (vid Obrézok 3). Individualne rozdiely
medzi tymito podskupinami spocCivaju v rozdielnosti po¢tu a usporiadania hydroxylovych
skupin a ich alkylace a/alebo glykozylacie. Flavonoidy, okrem iného, ¢asto vytvaraju v ovoci,
kvetoch a listoch atraktivne farby. NajCastejSie vyskytujuce sa flavonoidy su kvercetin,
myricetin, katechiny atd. (Sandoval-Acuia a kol., 2014).

Flavonoidy su syntetizované z malonyl-CoA a p-kumaroyl-CoA, ktoré vznikaju opat
v Sikimatovej drahe z cukrovych prekurzorov (Mandal a kol., 2010).

0
/ Flavonol

0
O Flavanon
O @
o) .
-— G S — e
OH
=

Flavanol Zakladna struktuara flavonoidu

\ Anthokyanidin

OH

|zoflavén Flavon

Obrazok 3: Zakladna Struktuara flavonoidu rozdelenie podla typu heterocyklu.

Stilbény a lignany

Stilbény obsahuju dve fenylové jednotky spojené dvojuhlikatym metylénovym mostikom.
Pritomnost stilbénov v strave ¢loveka je celkom nizka. Vacésina stilbénov v rastlinach pésobi
ako protipleshoveé fytoalexiny — zlu¢eniny, ktoré su syntetizované len ako odozva na infekciu
alebo poranenie. Jeden z najlepsie prestudovanych, prirodne sa vyskytujucich polyfenolov —
stilbénov, je resveratrol (3,4'5-trihydroxystilbén) vyskytujici sa v hrozne. Cervené vino
taktiez obsahuje znaéné mnozstvo resveratrolu (Sandoval-Acufia a kol., 2014).

Lignany su difenolické zlu€eniny obsahujuce 2,3-dibenzylbutanovu Strukturu, ktora vznika
dimerizaciou dvoch zvySkov kyseliny $koricovej. Mnohé lignany, ako napriklad
secoisolariciresinol, su povazované za fytoestrogény. Jeho najbohat§im zdrojom su lanové
semiacka (do 3,7 g'kg™' suchej vahy) (Sandoval-Acufia a kol., 2014).
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2.1.1.2 Terpény

Terpény su latky, ktoré obsahuju rézne Strukturne a funkéné skupiny. Su tvorené
z viacerych 5-uhlikatych (Cs), tzv. izoprénovych jednotiek. Terpény su syntetizované
v cytoplazme rastlinnych buniek, priCom draha syntézy prebieha cez syntézu kyseliny
mevalonovej s po€iato€nou molekulou acetyl-CoA. Terpény obsahuju uhlikové zakladné
Struktury, ktoré sa moézu pomocou cyklaz zacyklit a vytvorit tak monocyklické a bicyklické
Struktury (Hyldgaard a kol.,, 2012). NajbeznejSie terpény su monoterpény (Cio)
a seskviterpény (C1s), ale vyskytuju sa aj hemiterpény (Cs), diterpény (Cazo), triterpény (Cao) Ci
tetraterpény (Cao). Terpén obsahujuci vo svojej Strukture kyslik sa nazyva terpenoid (Bakkali
a kol., 2008).

Z monoterpénov mozno uviest niektoré konkrétne priklady: myrcén, ocimén, limonén, p-
cymén, a-pinén, 3-karén, kamfén, sabinén (Bakkali a kol., 2008).

Seskviterpény su tvorené z troch izoprénovych jednotiek (Cis), pricom zvySenie poctu
uhlikov umozriuje zvysit podet cyklizacii s moznostou velkej rozmanitosti Struktur. Struktura
a funkcia seskviterpénov je podobna ako pri monoterpénoch. Ako priklady mozno uviest
azulén, B-bisabolén, B-karyofylén, kurkumény (Bakkali a kol., 2008).

Rastliny, ktoré obsahuju tieto latky, su napriklad bergamot, koriander, eukalyptus,
geranium, levandula, citrdén, citrébnova trava, méta, pomarané, peppermint, rozmarin, Salvia,
tymian (Bakkali a kol., 2008). Posledné menované patria do ¢elade hluchavkovitych, tak isto
ako sledovany rymovnik (P. amboinicus), preto je vysoko pravdepodobné, ze tieto latky
budu takisto sucastou extraktu ziskaného z tejto rastliny.

Priklady niektorych Struktur terpénov je mozné vidiet na Obrazku 4.

Terpenoidy
Terpenoidy su terpény, ktoré vznikaju pomocou pésobenia enzymov, ktoré su schopné
pridat do Struktury molekuly kyslik a odstranit alebo presunut metylovu skupinu. Podla
pritomnosti funkénej skupiny sa daju rozdelit na alkoholy, estery, aldehydy, ketony, étery,
fenoly a epoxidy. Priklady terpenoidov mozno podla funkénych skupin uviest’ (Bakkali a kol.,
2008):
- alkoholy
o acyklické — geraniol, linalol, citronellol, lavandulol, nerol
o monocyklické — mentol, a-terpineol
o bicyklické — borneol, fenchol
- aldehydy
o acyklické — geranial, neral, citronellal
- ketény:
o acyklické — tegetén
o monocyklické — mentény, karvény
o bicyklické — gafér, fenchén, tujon

o acyklické — linalyl acetat/propionat, citronellyl acetat
o monocyklické — mentyl acetat
o bicyklické — izobornyl acetat

- étery:

o 1,8 —cineol, mentofuran
- peroxidy:

o askaridol
- fenoly:

o tymol, karvakrol.
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Terpenoidy su pomerne velka skupina latok s antimikrobialnym ucéinkom proti Sirokému
spektru mikroorganizmov, pricom najucinnejsie identifikované monoterpenoidy su karvakrol
a tymol (vid kap. 2.4.1.2) (Hyldgaard a kol., 2012).

Dorman a Deans (2000) skumali efekt viacerych esencialnych olejov s vysokym obsahom
terpenoidov proti 25 réznym bakterialnym kmerfiom a preukazali, ze vSetky terpenoidy okrem
borneolu a metylesterkarvakrolu vykazovali antimikrobialnu aktivitu. Antimikrobialna aktivita
karvakrolu, tymolu, linaloolu a mentolu bola preukazana voci Listeria monocytogenes,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. To potvrdzuje vysoku
antimikrobialnu aktivitu terpenoidov, pricom v chemickej Strukture v porovnani s terpénmi nie
je velka odlisnost, zvy$enu antimikrobialnu aktivitu je mozné pripisat prave pritomnosti
kysliku. Podstata antimikrobialneho ucinku fenolickych monoterpenoidov  spociva
v Strukturnych a funkénych poskodeniach cytoplazmatickej membrany (Hyldgaard a kol.,
2012).

Monoterpény Seskviterpén
- monocyklické - hicyklické
. HyC CH3
CHa ¥ g
CHj
\‘\\
CH,
NS H,C
HsC CH, HiC CH, 3
limonén p — cymén kamfén B - bisabolén
Terpenoidy
- alkoholy - aldehydy - ketdny
HiC  OH CH;
H4C
H,C M/\/\
o) CH, X
' HaC 0
H3C CH;
linalol geranial gafor

Obrazok 4: Chemické Struktury niektorych terpénovych zlicenin.

2.2 Extrakty rastlin

Vo v8eobecnosti su rastlinné extrakty mixom stoviek zlucenin, ktoré €asto vykazuju
synergické vlastnosti. Pri ziskavani hrubych extraktov z rastlin je prvym krokom extrakcia,
pricom kvalita a kvantita ziskanych extraktov zavisi od Struktury danych zluéenin, prirodnych
zdrojov a typu procesu.

,Esencialny olej“, nazyvany tiez ,étericky olej“ alebo ,silica“, je extrakt prchavych
(vonnych), ale aj pripadne dalSich biologicky aktivnych latok, ziskany z vhodného
prirodného materidlu. Zlozenie esencialnych olejov zavisi od viacerych faktorov, biotickych
aj abiotickych, priCom najddlezitejSie z nich su geneticka predispozicia rastliny a niektoré
stresujuce faktory (pristup vody, svetla, pritomnost pesticidov pripadne Skodcov). | napriek
tomu by mali v kvalitativnej analyze vykazovat zastupcovia jedného druhu velmi podobnu
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kompoziciu (Silvestre akol., 2019). Z pritomnych prchavych zlu€enin mozno menovat
napriklad monoterpény, seskviterpény, aldehydy, alkoholy, estery a ketény (Tohidi a kol.,
2019).

Esencialne oleje sa ziskavaju z rastlin a z ich ¢asti, ako su kvety, puky, semiacka, listy,
konare, kéra, byliny, mézu sa nachadzat aj v dreve, ovoci a korefioch. Esencialne oleje
mdézu zasadnym sposobom prispievat k prezitiu prislusného organizmu, av$ak nazov
Lesencialny” je z hladiska vyznamu v biologickom preziti zavadzajuci (Tohidi a kol., 2019).
Esencialne oleje su rozpustné v alkoholoch, éteroch a olejoch, ale prakticky nerozpustné vo
vode a schopné disperzie len za pridavku emulgatora (Balz, 1996). M6zu byt viac ¢i mengj
kvapalné, miestami az Zivicovej konzistencie. Casto maju farbu v rozmedzi svetla zIta az
smaragdovo zelena cez tmavu modru az hnedo Cervenu. Az na niektoré vynimky su
esencialne oleje ahSie ako voda s hustotou medzi 0,75 a 0,98 g'cm™. Esencialne oleje
navy$e velmi rapidne prechadzaju z kvapalnej do plynnej faze — su horfavé so ziarivym
plamenom (Balz, 1996).

Mnozstvo esencialnych olejov v rastlinach sa méze lisit od 0,1 do 10 % hm. Svetovy
konzum esencialnych olejov rastie vdaka zaujmu o ich antimikrobialne, antioxidaéné,
antivirusové a protinadorové ucinky (Giacometti a kol., 2018). Vacésina rastlinnych materialov
obsahuje esencialne oleje, avSak pre ich malé mnozstvo nie je vzdy vyhodné ich praktické
ziskavanie v porovnani s cenou. Rastliny, ktoré maju vysoku vytaznost a ich extrakcia je aj
ekonomicky vyhodna, su napriklad levandula, tymian, méata, aniz, fenikel, rozmarin,
eukalyptus a pod.

Esencialne oleje sa ¢asto pridavaju do kozmetiky, ktoru obohacuju arébmami. Napriklad
limonén z citrusove] kéry je C€asto sucastou mydiel, mycich a Cistiacich prostriedkov Ci
detergentov. Esencialne oleje su mnohé povazované za vhodné pre aplikaciu vo funkénych
potravinach, pokial vezmeme do uvahy status GRAS (Generally Recognised As Safe). Boli
testované napriklad rézne funkéné obaly s integrovanymi esencialnymi olejmi a boli
sledované ich antimikrobidlne ucinky. Mnohé esencidlne oleje su limitované ich
aromatickymi vlastnostami (Hashemi a kol., 2018).

Zisk extraktu z rastliny vo forme esencialneho oleja je podmieneny spésobom extrakcie.
Pre ziskanie esencialneho oleja z rastlin sa vyuziva najcastejSie destilacia (hydrodestilacia,
parna destilacia) a extrakcia subkritickymi tekutinami (CO., voda) (Tongnuanchan a kol.,
2014)

Rastlinné extrakty sa pouzivaju aj ako konzervanty v uz existujucich procesnych
technolégiach, napriklad rozmarin lekarsky (vid kap. 2.4.2), alebo ako arémy napriklad v
cukrovinkach, kde su nositemi chuti citrén, pomarané, Skorica ¢ muskatovy orech. Ich
dalSie vyuzitie je v aromaterapii.

2.3 Biologické ucinky rastlinnych latok

2.3.1 Antioxidanty a antioxidac¢na aktivita

Antioxidanty ako také sa dostali do povedomia v 90. rokoch 20. storoCia, kedy vedci
postupne objavovali, aku vyznamnu rolu v réznych chronickych ochoreniach a starnuti hraju
volné radikaly (Halliwell a kol., 1990).

V sucasnosti sa ako antioxidanty definuju akékolvek zlu€eniny, ktoré su schopné
eliminovat reaktivne formy kyslika ROS a ich derivaty dusika i siry (RNS — Reactive
Nitrogen Species, RSS — Reactive Sulfur Species) priamo alebo nepriamo. Bud pésobia
priamo ako inhibitor ROS, alebo pésobia ako regulator antioxidaéného procesu (Mut-Salud a
kol., 2016).
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ROS su skupinou molekul, ktoré su prirodzene produkované v metabolizme bud v
doésledku pdsobenia mitochondrialnych oxidaz, alebo inymi bunkovymi ¢astami. Produkcia
ROS sa zvysSuje s mitochondrialnym poskodenim. RNS a RSS vznikaju v dosledku reakcie
ROS s oxidmi dusika a tiolmi (Mut-Salud a kol., 2016). ROS/RNS mézu spésobovat
poskodenie bunky kovalentnymi vazbami sinymi molekulami a naslednou stimulaciou
abnormalneho bunkového rastu, alebo moézu indukovat starnutie, ¢o mbze viest
k pretrvavajucej populacii buniek, ktora vo velkom mnozstve produkuje zapalové cytokininy
(Cheynier a kol.,, 2013). Vzhladom k doterajS§im vyskumom, antioxidanty su schopné
blokovat produkciu ROS a teda inhibovat starnutie, vznik zpalov a rakovinotvornych
buniek.

2.3.1.1 Mechanizmus pdsobenia antioxidantov

ROS zahfmaju napriklad singletovy kyslik, superoxidy, peroxylové radikaly, hydroxylové
radikaly a peroxynitrity. Ak je nedostatocna rovnovaha medzi produkciou ROS a ochrannymi
mechanizmami, dochadza k vzniku tzv. oxidaéného stresu. Medzi ochranné mechanizmy
okrem antioxidantov patria aj enzymy (napr. superoxid dismutaza, katalaza a glutation
peroxidaza) avitamin E, kyselina mocova a sérové albuminy (Antolovich a kol., 2002).
Oxidagny stres v kone¢nom désledku ovplyviiuje funkcie buniek a vedie kréznym
patologickym zmenam — starnutie, artritida, astma, karcinogenéza, diabetes, reumatizmus
a rézne neurodegenerativne choroby (Patel a kol., 2010). Obrazok 5 zhriiuje prehlad poruch
metabolizmu a ochoreni spdésobenych v suvislosti s najCastejSie dlhodobym oxidaénym
stresom.
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Obrazok 5: Prehlad najvyznamnejSich zdravotnych problémov spojenych s tvorbou reaktivnych
kyslikovych radikalov (upravené podla Stratil a Kubari, 2018).
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Mechanizmus pésobenia antioxidantov voéi bunke je zalozeny na schopnosti
neutralizovat reaktivnu Casticu prenosom elektrénu a/alebo vodiku na reaktivnu Casticu.
Antioxidanty su schopné zhasat aktivitu volnych radikalov pred tym nez poskodia funkciu
lipidov, proteinov, enzymov, sacharidov a DNA, ¢im sa predchadza vzniku oxidaéného
stresu a poskodeniam buniek (Patel a kol., 2010).

Antioxidanty je mozné rozdelit podla pésobenia v bunke na primarne a sekundarne.

Sekundarne (preventivne) antioxidanty spomaluju oxidaciu a to viacerymi spdsobmi,
napriklad odstranenim substratu alebo zhasanim singletového kyslikového radikalu.

Primarne antioxidanty mézu uz v stopovych koncentraciach spomalit alebo zastavit
iniciaény krok reakcie s lipidovym radikalom a inhibovat propagaciu reakciou s peroxylovym
alebo alkoxylovym radikalom:

R*+ AH >RH + A®
ROO* + AH >ROOH + A°®
RO* + AH >ROH + A®, kde AH predstavuje primarny antioxidant a R* alkylovy radikal.

Volny radikal antioxidantu méze neskér reagovat' s retazovymi propagaénymi reakciami a

vytvarat peroxy antioxidaéné molekuly:
A* + ROO*->RO0A
A* + RO*>ROA.

Obrazok 6 zobrazuje zjednoduseny mechanizmus pdsobenia primarnych a sekundarnych
antioxidantov.

Antioxidanty naru$ajuce retazovu reakciu su pritomné v potravinach bud prirodzene,
alebo su produkované synteticky (Antolovich a kol., 2002). V sucasnosti sa dava prednost
prirodnym antioxidantom pred antioxidantmi syntetickymi. Syntetické antioxidanty, ktoré sa
v praxi pouzivaju pre zabranenie oxidacii tukov a olejov, su BHT — butylhydroxytoluén, BHA
— butylhydroxyanizol a TBHQ - tercidlny butylhydrochinén. (Nariadenie Komisie (EU)
€.231/2012). NajvyznamnejSie prirodné zlu¢eniny s antioxidaénymi vlastnostami su
flavonoidy a ostatné fenolické zlu€eniny s jednou alebo viacerymi hydroxylovymi skupinami
vo svojej Strukture (Cheynier a kol., 2013; Patel a kol., 2010).
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Obrazok 6: ZjednoduSeny mechanizmus oxidacie a antioxidacnych mechanizmov. S — substrat
(upravené podla Hashemi a kol., 2018).
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2.3.2 Antimikrobialna aktivita

Esencialne oleje obsahuju latky, ktoré pdsobia proti mikroorganizmom a teda vykazuju
urcitu antimikrobialnu aktivitu (Friedman a kol., 2006).

Mechanizmus antimikrobidlneho uéinku extraktov a esencialnych olejov, vzhladom na
réznorodost chemickych zlu€enin, nie je len jeden Specificky, ale pravdepodobne je to suhra
viacerych zasahov do bunky (Carson a kol., 2002). Obrazok 7 zobrazuje hlavné lokacie
poskodenia bunky.

Podstatna vlastnost zloziek esencidlnych olejov je hydrofobicita, ktora im umoznuje
zaClenit sa do lipidov bakteridlnej bunkovej steny a cytoplazmatickej membrany, ¢&im
poskodi jej Strukturu a bakteridlna bunka sa stane viac permeabilnou. Bakterialna bunka
dokaze ur€ité mnozstvo nedostatku i6nov prezit, avSak pri nadmernom ubytku i6nov
dochadza k obmedzeniu jej vitality a nasledne kjej smrti (Burt, 2004). VSeobecne je
pozorovana vyS$Sia antimikrobidlna aktivita esencidlnych olejov pri grampozitivhych
baktériach (Kokoska a kol., 2002).
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Obrazok 7: Lokacia pravdepodobnych miest pbésobenia extraktov (esencialnych olejov) na bakterialnu
bunku: degradacia bunkovej steny; poruSene cytoplazmatickej membrany;, poSkodenie
membrénovych proteinov, nedostatok bunkovych zloZiek;, koagulacia cytoplazmy; vyCerpanie
proténovej hnacej sily (Burt, 2004).

2.4 Plectranthus spp.

Rod rastlin Plectranthus patri do ¢elade Lamiaceae (hluchavkovité). Je vo velkej miere
rozsireny v tropickych oblastiach ako su juzna Afrika, juzna Azia a Austrélia (vid Obrazok 8)
(Kubinova, Struzkova, 2014; Rice akol.,, 2011). Tento rod obsahuje viac nez 300
identifikovanych druhov. Z dévodu obtiaznosti presnej identifikacie druhov dochadzalo
v minulosti ¢asto k zamene s inymi, blizkymi rodmi, napriklad Coleus, Solenostemon, i
Englerastrum. Navy$e mnoho druhov formalne zaradenych do rodu Plectranthus su uz
uznané ako pribuzné rodu Isodon (Lukhoba a kol., 2006).

Jednotlivé druhy rodu su byliny, kry a polokry, ¢asto sukulentné. Listy su vzpriamené,
krizmostojné a pokryté trichdmami. Kvety vyrastaju v hroznovitych skupenstvach, kalich je
StvorpocCetny a koruna dvojpyska, dlho trubkovita (Kubinova, Struzkova, 2014).
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Obrazok 8: Vyskyt rodu Plectranthus. Zelena — prirodzeny vyskyt, fialova — umelo zavedena
populéacia (Plectranthus L'Hér., 2020).

Najvacési prinos rodu Plectranthus je v jeho medicinskom potenciali, az 85 % pouzitia je
pre medicinske ucely (Lukhoba a kol., 2006). V ludovom lieCitel'stve sa pouziva napriklad
v spojeni s gastrointestinalnymi problémami (Plectranthus amboinicus, Plectranthus
barbatus, Plectranthus laxiflorus, Plectranthus esculentus, Plectranthus vettiveroides) (Cook,
1995), v suvislosti s poraneniami pokozky (20 druhov, ztoho Plectranthus amboinicus,
Plectranthus barbatus) (Lukhoba a kol., 2006), s respiranymi ochoreniami (15 druhov,
z toho Plectranthus barbatus, Plectranthus amboinicus, Plectranthus madagascariensis
(Neuwinger, 2000), Plectranthus mollis (Lukhoba a kol., 2008), proti infekciam a horu¢kam
(20 druhov), pri urinalnych problémoch (8 druhov), pri bolestiach (9 druhov), pri svalovych
bolestiach (9 druhov). Rastliny rodu Plectranthus sa pouzivaju aj pri poruchach nervového
systému a pri problémoch s krvnym obehom (Lukhoba a kol., 2006).

Ako material bol vramci tejto prace pouzity druh Plectranthus amboinicus. Jeho
taxonomické zaradenie je uvedené v Tabulke 1. Prirodzene sa vyskytuje v oblastiach Kene,
Juznej Afriky, Arabskej Peninsuly a Indii (vid Obrazok 9). Umelo sa, podobne ako cely druh
Plectranthus, rozsiril do oblasti strednej Ameriky a juznej Azie. Synonymické nazvy, ktoré
mozno dohladat v literature, su Coleus amboinicus (Lukhoba akol., 2006), Coleus
aromaticus, Indian Borage (Kumaran, Karunakaran, 2007).

Tabulka 1: Zakladné taxonomické zaradenie druhu Plectranthus amboinicus (upravené podla
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng., 2020).

Klasifikana uroven Slovensky nazov Latinsky nazov

Risa Rastliny Plantae

Oddelenie Suchozemské rastliny Embryophyta

Trieda Magnéliorasty Magnoliopsida

Rad Hluhavkotvaré Lamiales

Celad Hluchavkovité Lamiaceae

Rod Plektrant Plectranthus

Druh Mexicky eukalyptus Plectranthus amboinicus
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Obrazok 9: Vyskyt druhu Plectranthus amboinicus. Zelena — prirodzeny vyskyt, fialova — umelo
zavedena populécia (Coleus amboinicus Lour., 2020).

2.41 Chemicka kompozicia rymovniku (Plectranthus amboinicus)

Chemické zastupenie latok v extraktoch a esencialnych olejoch ziskanych z rastliny sa
v literatare liSi, hlavne v percentualnom zastupeni. Jedna konkrétna rastlina méze mat
rozli€ny percentualny obsah latok predovsetkym preto, ze sa jedna o sekundarne metabolity.
Tie vo velkej miere odrazaju prostredie, v ktorom sa rastlina nachadza. Faktorov, ktoré
mdézu vplyvat na tvorbu sekundarnych metabolitov, je mnoho. Patri sem napriklad
sezénnost, cirkadialny rytmus, Stadium rozvoja, vek rastliny, teplota, dostupnost vody
a ultrafialové ziarenie. Syntéza sekundarnych metabolitov je teda podmienena prostredim
a okolitymi podmienkami (Teixeira a kol., 2018).

Bioaktivita rastliny Plectranthus ambonicus je podla Arumugam a kol. (2016) podmienena
pritomnostou 76 prchavych a 30 neprchavych latok réznych skupin — monoterpény,
diterpény, triterpény, seskviterpény a ich kyslikové formy, fenoly, flavonoidy, estery, alkoholy
a aldehydy.

Studie zameriavajuce sa na farmakologické Uginky P. amboinicus boli vykonané na
extraktoch alebo esencialnych olejoch, v ktorych sa nachadzaju komplexné prchavé
komponenty, syntetizované prirodzene v réznych ¢&astiach rastlin v sekundarnom
metabolizme s velmi vysokym potencialom v biomedicine (Vasconcelos a kol., 2017).

2.4.1.1 Antioxidacné uéinky rymovniku

Kumaran a Karunakaran (2008) prvy krat popisali antioxidaénu aktivitu proti volnym
radikdlom vodnych extraktov rastliny Coleus aromaticus (synonymum pre Plectranthus
amboinicus) pdévodom z Indie. Extrakt zlistov vykazoval dobry antioxidaény potencial
a preukazal vyznamnu redukénu silu pri odstranovani superoxidov, oxidov dusiku a tiez
vykazoval chelataéné schopnosti zelezitych iénov.

Kumaran a Karunakaran (2007) vo svojej dalSej studii potvrdili v extraktoch pritomnost
kyseliny rozmarinovej, kavovej a chlorogénovej ako hlavnych antioxidaénych molekul v P.
amboinicus. Bhatt a kol. (2013) identifikovali v metanolovych extraktoch rastlinnej stonky aj
dalSie molekuly ako kyslinu gallovu, kvercetin, rutin a kyselinu p-kumarovu.
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Khanum a kol. (2011) pozorovali nizSiu antioxida¢nu aktivitu extraktov listov P. amboinicus
v 50% etanole v porovnani s extraktmi z rastlin Oreganum vulgare a Trachyspermum ammi,
z dévodu nizSej extrakcie celkovych fenolov a celkovych flavonoidov. Ich synergicky uéinok
bol véak vyznamny.

Bhatt a Negi (2012) vo svojej Studii porovnavali extrakty v roznych rozpustadlach, pricom
extrakt ziskany pomocou etylacetatu vykazoval najvys$Siu antioxidacnu aktivitu a obsah
fenolickych latok. Extrakt ziskany s acetdbnom ako rozpustadlom takisto vykazoval dobru
antioxida€nu a aj antibakterialnu aktivitu.

2.4.1.2 Antimikrobialna aktivita rymovniku

Za hlavné zlu€eniny vykazujuce antimikrobialnu aktivitu, ktoré sa nachadzaju v rymovniku,
su povazované tymol a karvakrol (Veldhuizen akol., 2006). Tymol je fenolicky
monoterpenoid, ktory je Strukturne velmi podobny karvakrolu (vid Obrazok 10). LiSi sa len
polohou hydroxylovej skupiny (Burt, 2004). Primarny mechanizmus antibakterialneho ucinku
tymolu nie je presne znamy, ale predpoklada sa, ze zahrfiuje poskodenie vnutornej
a vonkajSej membrany, interaguje s membranovymi proteinmi, v désledku ¢oho dochadza
k zvy$eniu permeability bunkovej membrany (Hyldgaard a kol., 2012). Tymol narusa priebeh
citratového cyklu a ovplyvruje ¢innost viacerych enzymov priamo alebo nepriamo v syntéze
ATP (Di Pasqua a kol., 2010). Intracelularne pésobenie tymolu teda naznaluje, ze
ovplyvnhuje doblezité procesy tvorby energie, ¢o v koneénom ddésledku znizuje schopnost
obnovy bunky.

CH; CH,

OH

HsC CHj H,C CH4

Karvakrol Tymol

Obrazok 10: Chemicka Struktdra karvakrolu a tymolu.

Karvakrol je fenolicky monoterpenoid, ktory sa vo velkom mnozstve nachadza napriklad aj
v oregane (Origanum vulgare), tymiane (Thymus vulgaris) a dalSich rastlinach. (Sharifi-Rad
a kol., 2018). Antimikrobialny uéinok karvakrolu je pravdepodobne velmi podobny s ucinkom
tymolu, a teda spésobuje Strukturne a funkéné zmeny v bunkovej membrane (Hyldgaard a
kol., 2012). Karvakrol ma Siroké spektrum pésobenia proti baktériam, pésobi na
grampozitivne aj gramnegativhe baktérie (Friedman akol., 2002). NaruSa bunkovu
membranu gramnegativnych baktérii, uvolfiuje lipopolysacharidy a zvySuje permeabilitu
cytoplazmatickej membrany pre ATP (Burt, 2004). Pri grampozitivnych baktériach je
karvakrol schopny interagovat s membranou a poskodzovat permeabilitu pre katiény, ako su
H* a K* (Veldhuizen a kol., 2006). Karvakrol pésobi aj proti plesniam Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Penicillium rubrum, Trichoderma viridie, Candida
albigans (Sharifi-Rad a kol., 2018).

Biologickym prekurzorom karvakrolu je p-cymén. Vo svojej Strukture nema naviazané
ziadne funkéné skupiny. Nema tak efektivny antimikrobialny uéinok ak pdésobi samostatne,
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ale bol pozorovany synergizmus p-cyménu a karvakrolu (Burt, 2004). P-cymén ma vysoku
afinitu  k bunkovym membranam (je hydrofébny) a spésobuje expanziu membrany
a ovplyvhuje membranovy potencial bunky. P-cymén nema ziadny vplyv na permeabilitu
membrany, avSak spdsobuje pokles v entalpii a v teplote topenia membran, ¢o potvrdzuje
hypotézu, ze p-cymén pdsobi ako substituéna nedistota v membrane (Hyldgaard a kol.,
2012).

V studii Erny Sabrina a kol. (2014) esencialny olej ziskany zrastliny Plectranthus
amboinicus vykazoval najvysSiu antimikrobialnu aktivitu vo€i Escherichia coli, Staphylococus
aureus, Candida tropicalis. ZIu€eniny, ktoré najviac prispievali k antimikrobialnemu ucinku
boli gafér, karvakrol a 3-karén.

V dalej studii Murthy a kol. (2009) ziskany esencialny olej vykazoval antimikrobialnu
aktivitu proti plesniam Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus oryzae, Candida versatilis, Fusarium sp., Penicilium sp. a Saccharomyces
cerevisiae. Bol preukazany aj inhibicny uc€inok voc&i produkcii ochratoxinu kmeriom
A. ochraceus ainhibicia rastu samotného A. ochraceus pri pouziti esencialneho oleja
v urcitych typoch potravin — podzemnica olejna, kukurica €i krmivo pre hydinu.

Metanolovy extrakt rymovnika vykazoval vy$Siu antimikrobialnu aktivitu voéi vSetkym
testovanym mikroorganizmom (Bacillus subtilis, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Candida albicans) oproti acetéonovym
a hexanovym extraktom. Tieto extrakty vSak vobec neinhibovali E. coli a S. aureus
a citlivejSie vocCi v8etkym extraktom boli kvasinky C. albicans (Swamy a kol., 2017).

Vasconcelos a kol. (2017) ziskali esencialny olej z Plectranthus amboinicus s vysokym
obsahom karvakrolu (88,17 %) a preukazali jeho antimikrobidlnu aktivitu proti
planktonickému biofilmu S. aureus. Jednalo sa o P. amboinicus pochadzajuci z Brazilie a
esencialny olej bol ziskany hydrodestilaciou.

Ajitha a kol. (2014) vo svojej Studii vyjadrili potencial inhibi€éného u€inku extraktu
P. amboinicus vo forme striebornych nanocastic proti Staphylococcus spp, Escherichia coli,
Pseudomonas spp, Bacillus spp a Penicillium spp. Najvy$sia antimikrobialna aktivita bola
namerana proti E. coli a Penicillium spp.

2.4.1.3 Aromaticky aktivne latky rymovniku

Esencialne oleje a extrakty ziskavané z rastlin obsahuju zmes latok, medzi ktorymi sa
nachadzaju aj aromatické prchavé latky, ktoré sa pouzivaju ako aromy avonné latky
napriklad v parfémoch alebo aj v potravinach. Prchavé latky pritomné v rastlinach
pozostavaju z komplexného mixu chemickych zlu€enin, z ktorych kazda ma urcité chemické
a fyzikalne vlastnosti. Urcitou kombinaciou tychto latok v réznych pomeroch ziskavaju
esencialne oleje jedine¢né vonné charakteristiky. Rozdielnost arédmy jednotlivych rastlin
spociva v roznorodosti pritomnosti prchavych latok a ich pomerov. Prchavé latky su zvacsa
terpény (mono-, seskvi- a di-terpény) a spolu s alkaloidmi a fenolickymi latkami su jednymi
z najddlezitejsich latok produkovanymi rastlinami (Figueiredo a kol., 2008). Tieto latky okrem
aromatickej aktivity vykazuju aj antioxida¢né a antimikrobialne uc€inky, najméa vdaka svojej
Strukture.

Medzi Easto sa vyskytujuce aromatické latky v rymovniku patria spomedzi monoterpénov
a-pinén, A-3-karén, y-terpinén, kamfén, spomedzi monoterpenoidov linalol, gafor, zo
seskviterpénov B-karyofylén, B-selinén, zo seskviterpenoidov karyofylén oxid a z vyrazne
aromatickych zlu€enin tymol, karvakrol a o-cymén (Hassani a kol., 2012).

Analyza esencialneho oleja ziskaného hydrodestilaciou z rastliny Plectranthus amboinicus
pochadzajucej z Bazilie (Araripe narodny les, Ceard) preukazala pritomnost tymolu
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(64,3 %), p-cyménu (10,3 %), y-terpinénu (9,9 %) a B-karyofylénu (2,8 %) (Teixeira a kol.,
2018).

Dalsia analyza esencialneho oleja ziskaného za podobnych podmienok, taktieZ z Brazilie
(Zahrada medicinskych rastlin, regionalna Univerzita Cariri) potvrdzuje pritomnost
karvakrolu (67,9 %), p-cyménu (10,3 %), y-terpinénu (5,9%), B-karyofylénu (2,8 %), (E)-a-
bergamoténu (1,4 %), tymolu (1,3 %), cis-B-ociménu (1,3 %), aromadendrénu (1,2 %), B-
pinénu (1,2 %), terpinén-4-olu (0,9 %), a-pinénu (0,8 %) a a-humulénu (0,7 %) (Galvao
Rodrigues a kol., 2013).

Esencialny olej ziskany hydrodestilaciou rastliny Plectranthus amboinicus pochadzajucej
z Indie obsahoval celkom 26 identifikovanych zlu€enin. Najviac zastupeny bol karvakrol
(28,65 %), dalej tymol (21,66 %), a-humulén (9,67 %), undekanal (8,29 %), y-terpinén
(5,9 %), p-cymén (6,46 %), karyofylén oxid (5,85 %), a-terpineol (3,28 %) a B-selinén
(2,01 %) (Senthilkumar, Venkatesalu, 2010).

Esencialny olej ziskany hydrodestilaciou rastliny pochadzajucej z Komorskych ostrovov
obsahoval tieto hlavné komponenty: karvakrol (23,0 %), gafor (22,2 %), A-3-karén (15,0 %),
y-terpinén (8,4 %), o-cymén (7,7 %) a a-terpinén (4,8 %) (Hassani a kol., 2012).

El Hawary a kol. (2013) vo svojej studii sledovali variaciu vlastnosti esencialnych olejov
ziskanych z listov rastliny P. amboinicus v 4 réznych roénych obdobiach. Zlu¢enina y-
kadinén bola hlavnou komponentou v esencialnom oleji ziskanom na jar (18,66 %) ana
jesen (12,52 %). B-karyofylén (12,65 %) bol hlavhou komponentou ziskanou v esencialnom
oleji v zime a tymol (8,75 %) bol hlavhou komponentou esencialneho oleja ziskaného v lete.
Porovnavali aj esencialne oleje ziskané zo stoniek rastliny. V tomto pripade boli najviac
zastupené tieto latky: a-humulén (zima 11,14 % aleto (12,70 %), B-kopaén-4-a-ol (jar
9,37 %) a tymol (jesen 13,02 %).

2.4.2 Potencial ¢elade Lamiaceae

Celad Lamiaceae je velmi pogetna, mnohé rastliny z tejto &elade sa pouzivaju ako
koreniny, lie€ivé rastliny alebo suroviny v kozmetickom priemysle. Prikladom ich pouzitia
v potravinarstve je rozmarin lekarsky (Rosmarinus officinalis). Mnoho $tudii odporucalo
rozmarinovy extrakt a esencialny olej pre komeréné ucely ako prirodny konzervant.
Europska komisia rozhodnutim 2010/67/EU povolila pouzitie rozmarinového extraktu ako
novej aditivnej latky pod oznadenim E392 (Smernica Komisie 2010/67/EU). Antioxidanty
extrahované z rozmarinovych listov sa pripravuju extrakciou z listov Rosmarinus officinalis
s pouzitim rozpustacieho systému povoleného pre potraviny. Extrakty potom mézu (a
nemusia) byt zbavené zapachu a farby a podliehaju $tandardizacii (Nariadenie Komisie (EU)
¢. 231/2012).

Najnovsia Studia sa zaoberala pouzitim extraktu z rozmarinu lekarskeho a dalSich rastlin
ako antioxidaénych cinidiel pouzivanych pri vyrobe biodieselu. Kombinaciou extraktu
zrozmarinu azbacuri (Platonia insignis) bolo preukazané, ze extrakty vykazuju
antioxidaCnu aktivitu, ktora spomaluje oxidaéné reakcie prebiehajuce v biodiesle. Tym sa
umoznila dlhSia doba skladovania. Extrakty boli ziskavané maceraciou do organického
rozpustadla — etanolu (Chendynski a kol., 2020).

Seydim a Sarikus, (2006) vo svojej Studii popisali pozitivny antimikrobidlny ucinok
pridanych esencialnych olejov do jedlych obalov vyrobenych na zaklade srvatkového
proteinu. Najvy$Siu antimikrobialnu aktivitu vykazoval oreganovy esencialny olej
a esencialny olej z rozmarinu.

Lee a kol. (2019) popisali aplikaciu rozmarinového extraktu ako antimikrobialneho Cinidla
viazaného v chitosanovych nanocasticiach. Tuto metddu popisali ako prirodnu alternativu
konzervantu.
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Davila-Rodrigues a kol. (2019) popisali pouzitie nanoemulzii $koricovych, rozmarinovych
a oreganovych esencidlnych olejov pripravenych pomocou ultrazvuku z hladiska
antimikrobialnej ucinnosti proti E. coli a L. monocytogenes. Nanoemulzie pouzili na oSetrenie
povrchu Cerstvého zeleru, pricom najvy$Siu antimikrobialnu aktivitu preukazala emulzia
z oreganovych esencialnych olejov.

2.5 Pouzivané metdédy a experimentalne techniky

2.5.1 Metédy ziskavania extraktov

Proces extrakcie hra vyznamnu rolu v obsahu a kvalite ziskaného extraktu, hlavne
z dévodu velmi malého obsahu sekundarnych metabolitov v rastline. Je teda ziaduce
pouzivat metddu, ktora poskytuje maximalne mnozstvo extraktu, pripadne esencialneho
oleja s pokial mozno €o najmenej zmenenymi vlastnostami v porovnani s obsahom
sekundarnych metabolitov v rastline. Esencialne oleje sa ziskavaju niekolkymi zakladnymi
spésobmi: destilaciou (vodnou parou alebo superkritickym oxidom uhli¢itym) alebo
lisovanim. Pri priprave rastlinnych extraktov sa v poslednej dobe stale viac uplathuju
moderné (nekonvencné) extrakéné metddy, ktoré ponukaju mnoho vyhod.

Nové extrakéné metddy dostali nazov ,zelené metody“. Pri ich rozvoji sa jedna hlavne
o potrebu extrakcie rastlin, rias a bylin ekologickejSou metédou. Klasické konvenéné metddy
spotrebuju mnozstvo energie, velké mnozstvo rozpustadla s naslednym vysokym
environmentalnym dopadom. Nové alebo alternativne metédy musia teda byt ekonomicky
uskutoénitelné (,economically viable®), priatelské k zivotnému prostrediu (,environmentally
friendly”) a efektivne v prevadzke (,efficient in operations”). Princip takéhoto pristupu sa
nazyva e’. Alternativy ku konven&nym extrakcidm musia teda mat krat§i extrakény &as,
menej spotrebovanej energie aj rozpustadla, v idealnom pripade aj menej produkovanych
emisii CO..

Chemat a kol. (2019) popisali 6 principov ,zelenej extrakcie®:

1. opodstatnené ziskavanie zdrojov

2. minimalizacia organického rozpustadla

3. redukcia spotrebovanej energie

4. produkcia vedlajSich produktov namiesto produkcie odpadu a vysoka pridana
hodnota
skratenie extrakéného ¢asu a znizenie poctu potrebnych ukonov
cielené ziskavanie ,zelenych extraktov® so ,zelenymi hodnotami“ a nedenaturova-
nych a biodegradabilnych extraktov bez kontaminantov.

o o

2.5.1.1 Konvencné extrakéné metody

Vaésina konvencénych extrakénych metdd je zalozena na extrakcii rozpustadiom spolu
s pouzitim tepla a/alebo mieSania. Radia sa sem klasické metddy, medzi ktoré patri
napriklad maceracia, Soxhletova extrakcia €i hydrodestilacia, prip. parna destilacia.

Soxhletova extrakcia

Bola prvy krat pouzita Franzom Ritter Von Soxhletom, nemeckym chemikom v roku 1879.
Primarne bola tato metdda zostavena pre extrakciu lipidov. Bola v8ak a aj je uspesne
pouzita napriklad na extrakciu bioaktivnych latok z réznych prirodnych zdrojov (Azmir a kol.,
2013). V sucasnosti sa pouziva najméa ako referenéna metéda pri porovnavani uspesnosti
inych metod alebo pri vyvijani novych metéd (Azmir a kol., 2013).

Pri extrakcii tuhych latok sa pouziva Soxhletova aparatura (vid Obrazok 11). Vzorka je
umiestnena do papierovej extrakénej patréony s valcovitym tvarom a gufatym dnom. Do
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patrény neustale kondenzuje rozpustadio a vymyva rozpustné komponenty z tuhej matrice
vzorky. Rozpustadlo, ktoré obsahuje rozpustené analyty, je nasledne vratené spéat do varnej
banky atento proces sa opakuje, kym nie su pozadované komponenty vyextrahované
v minimalnom pozadovanom mnozstve. Analyty sa ziskavaju odparenim rozpustadlia
v tlakovej rotacnej odparke (Mohammad Azmin a kol., 2016).

Soxhletova extrakcia vyzaduje znaéné mnozstvo rozpustadla a dihy ¢€as v rade hodin.
Odstranenie rozpustadla je pomerne finan¢ne naroéné a environmentalne nevyhodné.
Metéda je vhodna len pre extrakciu termostabilnych latok, nakolko odstranovanie
rozpustadla musi byt pri bode varu daného rozpustadla. NajcastejSie sa pouziva ako
extrahovadlo hexan s bodom varu 65 °C a s neziaducim environmentalnym dopadom. Ako
alternativne rozpustadla sa pouzivaju voda alebo metanol (Mohammad Azmin a kol., 2016;
Azwanida NN, 2015).

-

Chladi¢ Chladiaca
voda
£
— J
Extrakéna :
Ratrona * Matrica tuhej
I T vzorky
ar
Para

Rozpustadlo
I- P

Obrazok 11: Soxhletova aparatira so znazornenim toku pary a vyextrahovanych latok (upravené
podla Dabbs a kol., 2006).

Maceracia

Maceracia je najjednoduch$ia metdéda extrakcie, ku ktorej je potrebné len rozpustadio a
prislusna matrica. Maceracia pozostava z troch hlavnych krokov. Ako prvé je potrebné
rastlinu rozdrvit na malé Castice tak, aby sa zvySila sty¢na plocha s rozpustadlom. Tento
krok maju spoloéné vSetky typy extrakcii. Druhy krok je zmieSanie rastlinnej matrice
s rozpustadlom (Azmir a kol., 2013). Nadoba s rozpustadlom a vzorkou je ponechana po
urcitu dobu pri laboratérnej teplote v kflude. Bunkové steny prirodnej matrice sa v désledku
pdsobenia rozpustadla oslabia a uvolnia rozpustné bioaktivne latky do rozpustadia.
V tretom kroku sa rozpustadlo odfiltruje od pevnej matrice (Azwanida NN, 2015).
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Uginnost maceracie je podmienena rozpustadiom, ktoré svojou polaritou uréuje typ latok,
ktoré sa budu extrahovat (Azwanida NN, 2015).

Maceraciou boli ziskavané extrakty z rastliny Plectranthus amboinicus napriklad v studii
Kumaran a Karaunakaran (2006), Khanum a kol. (2011), Bhatt a Negi (2012), Swamy a kol.
(2017). Maceracia bola pouzitd aj pri optimalizacii extrakéného procesu pri ziskavani
polyfenolov zo susenej arénie (Aronia melanocarpa) (Cuji¢ a kol., 2016) alebo z materinej
dusky (Thymus serpyllum) (Jovanovi¢ a kol., 2017).

Hydrodestilacia

Hydrodestilacia je dalSou tradiénou metédou extrakcie bioaktivnych latok, najma pri
ziskavani esencialnych olejov zrastlinnych matric. Ako rozpustadlo sa pouziva voda
a mechanizmus extrakcie je podobny ako pri Soxhletovej extrakcii. Vzorka spolu s vodou
ako rozpustadlom sa umiestni do destilacnej banky, na ktoru sa pésobi teplom a dochadza
k vzniku vodnej pary. Vyextrahované esencialne oleje su unasané vodnou parou do
chladi¢a, v ktorom skondenzuju a zbieraju sa v zbernej nadobe. V tejto nadobe sa na
povrchu oddeli esencialny olej a voda, ktoré sa od seba oddelia do separatnych nadob.

Tato metdda nie je vhodna pre termolabilné latky, na druhej strane je vyhodné pouzitie
pomerne finanéne nenaroéného extrakéného Einidla (Mohammad Azmin a kol., 2016).

Hydrodestilacia sa pre pripravu esencialneho oleja z rastliny Plectranthus amboinicus
v laboratérnych podmienkach pouziva velmi ¢asto, pouzili ju napriklad Murthy a kol. (2009),
Da Costa a kol. (2010), Senthilkumar a kol. (2010), Gongalves a kol. (2012), Hassani a kol.
(2012), Erny Sabrina a kol. (2014), Aguiar a kol. (2015), Vasconcelos a kol. (2017).

2.5.1.2 Nekonvencéné extrakcné metody

Rozvoj nekonvenénych extrakénych metéd bol podmieneny potrebou ekologickejSich
metdd. Hlavnym prinosom tychto metdd je redukcia objemu rozpustadla a skratenie ¢asu
extrakcie (Wang, Weller, 2006).

Ultrazvukova extrakcia

Ultrazvukova extrakcia (UAE — Ultrasound Assisted Extraction) poskytuje ekologicku, €istu
extrakciu s mnohymi vyhodami. Je jednoducha na manipulaciu, vSestranna, flexibilna
a v porovnani s ostatnymi nekonvenénymi metdédami vyzaduje malé pociato¢né investicie.
Pouziva sa na extrakciu réznych molekul a biomateridlov, vratane polysacharidov,
esencialnych olejov, proteinov, peptidov, jemnych chemikalii (bielidla a farbiva)
a bioaktivnych zluéenin.

Ultrazvukova extrakcia sa vykonava pri frekvenciach nad hranicou ludského vnimania, t. j.
nad 20 kHz, a zarover pod hranicou mikrovinnych vin, t.j. pod 10 000 kHz. V ramci tohto
rozmedzia sa ultrazvukova extrakcia méze dalej delit na nizko-intenzitnu a vysoko-intenzitnu
(Tiwari, 2015).

Hlavnou hnacou silou ultrazvukovej extrakcie je vznik akustickej kavitacie. Prestupom
ultrazvukovych vin médiom dochadza ku kompresii a zriedeniu molekul v médiu. Takato
striedava zmena tlaku tvori v médiu bubliny. Bubliny tlak dlho nevydrzia a dochadza kich
prakticky okamzitej expldzii. Tato tvorba bublin, ich nasledny rast a nahla explézia su zname
ako ,akusticka kavitacia“. Expléziou bublin a lokalnym zvysenim teploty dochadza k zuzeniu
a poruseniu bunkovej membrany a nasledne k rozpadu bunky, ¢im dochadza k uvolneniu
ziadanych zlu€enin do rozpustadla. Implézie kavitaénych bublin vytvaraju aj mikroskopické
turbulencie, vysokorychlostné kolizie medzi ¢&asticami adochadza kmieSaniu v
mikroporéznych ¢asticiach matrice, €o urychluje difuziu.
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Hlavné faktory, ktoré ovplyvhuju ucinnost ultrazvukovej extrakcie, su charakteristiky
ultrazvuku, charakter média (viskozita a povrchové napétie, rozpustadlo) a podmienky
prostredia (teplota a tlak) (Tiwari, 2015; Azwanida NN, 2015).

Ultrazvukova extrakcia bola pouzita v Studii optimalizidcie extrakéného procesu
polyfenolov z rastliny Thymus serpyllum (Jovanovi¢ a kol., 2017).

Superkriticka fluidna extrakcia

Superkritickd fluidna extrakcia (SFE — Supercritical Fluid Extraction) vyuziva ako
rozpustadio superkriticku tekutinu. Ma podobnu rozpustnost ako kvapalina a podobnu
difuziu ako plyn a dokaze rozpustit Siroku Skalu prirodnych latok. Rozpustnost prirodnych
latok sa dramaticky meni v blizkosti ich kritickych bodov kvéli malym zmenam tlaku a teploty.
NajCastejSie sa ako rozpustadlo pouziva superkriticky oxid uhliity (S-CO.), pretoze ma
nizku kriticku teplotu (31 °C), je inertny, selektivny, netoxicky, nizkonakladovy a schopny
vyextrahovat aj termolabilné latky. Vdaka nizkej polarite je S-CO; vhodny k extrakcii
nepolarnych prirodnych latok ako su napriklad lipidy a prchavé oleje. K superkritickym
tekutinam sa moézu pridavat modifikatory pre zlep$enie ich extrakénych vlastnosti (Zhang a
kol., 2018).

Mikrovinna extrakcia

Elektromagnetické Ziarenie o vinovej dizke 1:10°mm az 1:10° mm a o frekvencii od
3:10° MHz do 3:102 MHz je klasifikované ako Ziarenie mikrovinné. Pri prechadzani mikrovin
médiom dochadza k absorbovaniu energie a k jej transformacii na termalnu energiu. Vznik
tepla je zalozeny na dvoch javoch, na vodivosti idnov a dipdlovej rotacii. Vodivost iénov
odkazuje na elektroforeticku migraciu nabitych vodiCov (napr. idny a elektrény) pod vplyvom
elektrického pola vytvoreného mikrovinnym ziarenim. Vznikajuce ,trenie® medzi prudom
nabitych &astic a médiom spdsobuje vznik tepla. K dipolovej rotacii dochadza, ked sa
viacero dipdlovych molekul pokusi nasledovat elektricky pruad v rovnakom smere. Kmitanie
dipdlovych molekul spdsobuje koliziu medzi dipdlovymi a okolitymi molekulami, a tym padom
dochadza k vzniku tepla (Zhang a kol., 2018).

Typické pre mikrovinnu extrakciu (MAE — Microwave Assisted Extraction) su nizky
extrakény ¢as a vysoké vytazky. Hlavné parametre, ktoré vplyvaju na tento typ extrakcie, su
frekvencia avykon mikrovin, doba pésobenia mikrovin, vihkost, velkost @&astic rastlin,
koncentracia rozpustadla, navazka, teplota extrakcie, tlak extrakcie a pocCet extrakénych
cyklov. Z toho najpodstatnejsim faktorom je rozpustadio, pretoze od neho zavisi absorbcia
mikrovin. Rozpustadio musi mat afinitu k extrahovanym latkam a musi absorbovat
mikrovinné ziarenie (Mohammad Azmin a kol., 2016).

Mikrovinna extrakcia bola pouzita pri optimalizacii extrakéného procesu polyfenolov
z rastliny Thymus serpyllum (Jovanovic a kol., 2017).

Vysokotlaka extrakcia rozpustadlom

Vysokotlakd extrakcia rozpustadlom (PFE - Pressurised Fluid Extraction, PSE -
Pressurised Solvent Extraction, ASE — Accelerated Solvent Extraction) je metéda, pri ktorej
sa pouziva tlak v rozmedzi 10—100 MPa, Casto sa pouziva 15-20 MPa. Vykonava sa pri
zvySenych teplotach v rozmedzi najastejSie 50-200 °C. Jedna sa o extrakény systém
pevna latka-kvapalina. Extrakcia sa vykonava pri teplotach nad bodom varu rozpustadia,
preto sa rozpustadlo udrziava v kvapalnom stave zvySenim tlaku, ¢im narasta aj efektivita
a rychlost extrakcie (Mohammad Azmin a kol., 2016; Putnik a kol., 2018).

Proces extrakcie latok z matrice prebieha v troch fazach. V prvej faze dochadza
k zvySovaniu tlaku z atmosférického na pozadovany. Tlak v bunke je velmi maly oproti tlaku
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okolia, ¢im dochadza k poruseniu rastlinnych pletiv, bunkovych stien, membran a organel,
¢o umoznuje prestup rozpustadla k matrici a prestup rozpustnych latok do rozpustadla
(Giacometti a kol., 2018).

V druhej faze, takzvanej faze udrziavania tlaku, dochadza k udrziavaniu tlaku po urcity ¢as
tak, aby sa vyrovnal tlak v bunkach atlak v okoli. Vytazok extrakcie méze byt vyznamne
ovplyvhovany prave v tomto bode (Huang a kol., 2013).

Tretia faza trva zvy€ajne velmi kratko, len niekolko sekund. Dochadza k znizeniu tlaku,
k poklesu tlaku v bunkach ak zmene nekovalentnych vazieb. To vedie k expldzii bunky
s vyznamnym poskodenim bunkovej membrany a naslednym zvySenim permeability
aznizenou rezistenciou k difuzii a permeécii. Po znizeni tlaku je potrebné zmes
odseparovat a ziskany extrakt purifikovat.

Pokial je rozpustadlom voda, extrakcia sa oznaduje ako extrakcia stlatenou kvapalnou
horucou vodou (PHWE — Pressurised Hot Water Extraction) alebo subkritickou vodou, pokial
je extrakéna teplota vody pod kritickou teplotou bodu varu vody. Pre extrakciu je vyhodné, ze
relativna permitivita vody sa vyznamne meni s narastajucou teplotou, ¢o umoznuje pouzit
vodu pre extrakciu nepolarnych zlu¢enin. Nespornou vyhodou je, ze voda je ekologicky
a ekonomicky prijatelnejsia ako ostatné organické rozpustadia (P4l a kol., 2007).

Okrem extrakcii sa vysoky tlak pouziva napriklad pri konzervovani potravin, vratane
inaktivacie mikroorganizmov a enzymov, kontroly fazovych zmien, ¢i zmene konformacie
biopolymérov. Jednou z vyhod pri pouziti vysokotlakého oSetrenia potravin je velmi nizka
zmena teploty (len 3 °C na kazdych 100 MPa), v nasledku ¢oho nedochadza k zmenam
farby, chuti, textury, véne €i obsahu vitaminov v potravinach (Giacometti a kol., 2018).

PFE a PHWE boli napriklad pouzité pri extrakcii steviozidu z rastliny Stevia rebaudiana
(P4l akol., 2007). Azmir a kol. (2013) vo svojom ,review“ ¢lanku uvadza dalSie priklady
pouzitia PFE pre extrakciu biologicky aktivnych latok z rastlin.

=
=

=
=

l@6 13

=
=

12

Obrazok 12: Extrakcna aparatura PFE/PHWE. 1 — zasobnik extrahovadla, 2 — vysokotlaka pumpa, 3
— dusik, 4 — hlavny kontrolny ventil, 5 — predohrev extrahovadla, 6 — tlakové cidlo, 7 — extrakéna
patréna so vzorkou, 8 — chladice, 9 — ventily, 10 — trojcestny ventil, 11 — restriktor (dynamicky madd,
v tomto pripade nevyuZity), 12 — zberné vialka, 13 — kontrolné jednotky teploty a tlaku. Sedé zény
indikuja ¢asti s termostatmi (P6l a kol., 2007).
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Extrakcia vyuZivajuca pulzné elektrické pole

Extrakcia, pri ktorej sa vyuziva pésobenie pulzného elektrického pola (PEF — Pulsed
Electric Field Assisted Extraction), je metdda, pri ktorej sa nepouziva teplo. Bunky su
vystavené externému elektrickému polu po kratku dobu (niekolko nanosekund az
milisekund) (Chemat a kol., 2017), ¢o v bunkach vyvola uréitu nestabilitu. Tlak spdsobeny
elektromechanickou kompresiou vytvara v membranach poéry, &im dochadza k zvySeniu
permeability (Wouters akol.,, 2001). Intracelularne latky vdaka zvySenej priepustnosti
prechadzaju z buniek do okolitého rozpustadia.

Presny postup vzniku permeability buniek nie je znamy, ale je v8eobecne prijaté, ze
elektroporacia pozostava zo 4 faz (Saulis a kol., 2010): (a) externym elektrickym polom sa
zvySi transmembranovy potencial cytoplazmatickej membrany, (b) po dosiahnuti prahového
transmembranového potencialu (0,1-1,0 V) sa vytvaraju malé nestabilné hydrofilné péry, (c)
pocas pésobenia PEF vznika urCité mnozstvo pér o urcitych velkostiach, (d) po pdsobeni
PEF nastava stav so znacnym ubytkom intracelularnych latok, vstup rozpustadla do bunky
je bud ireverzibilnou elektroporaciou alebo reverzibilnou elektroporaciou s obnovou
bunkovej membrany.

2.5.2 Metédy merania antioxidacnej aktivity

Metody merania antioxidanej aktivity su zalozené na réznych principoch, takisto ako
samotna antioxidac¢na aktivita prebieha viacerymi mechanizmami (vid kap. 2.3.1.1). Metody
merania sa rozliSuju aj podla matrice, iné metddy sa pouzivaju pri merani antioxidacnej
aktivity v potravinach ainé pri merani v zivych tkanivach. Najjednoduch$ia a ¢asto
vyuzivana inStrumentalna technika pre samotné stanovenie je UV-VIS spektrometria (vid
kap. 2.5.3)

2.5.2.1 Metéda ORAC - Oxygen Radical Absorbance Capacity

Peroxylovy radikal reaguje s fluorescenénou sondou za tvorby nefluoreskujuceho
produktu. Tato metéda meria inhibiénu schopnost antioxidantov voéi peroxylovym radikalom
a preto zodpoveda klasickej antioxidaénej aktivite narusajucej retazovu reakciu transferom
vodika (Prior a kol., 2005).

Na generovanie peroxylovych radikalov po zahriati na 37 °C v pritomnosti dostatoéného
mnozstva Cinidla sa pouziva iniciator AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid).
Vzniknuté peroxylové radikaly potom reaguju s fluorescenénou sondou za tvorby
nefluoreskujuceho produktu. Antioxidanty naopak chrania fluorescenénu sondu pred stratou
fluorescencie. Znizenie fluorescencie sa sleduje opticky a antioxidaéna aktivita sa uréuje
spomalenim straty fluorescencie v pritomnosti antioxidantu (Apak a kol.,, 2013). Ako
fluorescenéna sonda sa pouziva fluorescein (3',6'-dihydroxyspiro[izobenzofuran-1[3H],
9'[9H]-xantén]-3-6n) alebo dichlérfluorescein (2',7'-dihychlorodihydrofluoresceindiacetat)
(Prior a kol., 2005). Kvyhodnoteniu celej metéody sa pouziva bud porovnanie plochy
fluorescenéného signalu pod krivkou, kedy je plocha slepej vzorky nizSia nez plocha vzorky
obsahujucej antioxidanty, alebo sa porovnavaju krivky vzorky s krivkami Standardu,
najCastejsie sa pouziva ekvivalent Troloxu (Prior a kol., 2005).

ORAC metdéda umoziuje stanovit antioxidaénu aktivitu hydrofilnych antioxidantov proti
peroxylovym radikalom vo fyziologickych systémoch ale aj v potravinach. Po uprave zdroja
radikalov arozpustadla sa metdda da prispésobit aj na meranie antioxidaénej aktivity
hydrofilnych aj hydrofébnych antioxidantov (Prior a kol., 2005).

Variantou metédy ORAC je metéda TRAP, ktora ale pouziva SirSie rozmedzie iniciatorov,
sond a koncovych merani (Apak a kol., 2013).
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2.5.2.2 Metdéda FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Potential

Metoda FRAP je zalozena na principe redoxnej reakcie, pri ktorej redukuju antioxidanty zo
vzorky komplex Fe3*-2 4 6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe*-TPTZ). Narast absorbancie pri
593 nm odpoveda mnozstvu vzniknutého komplexu Fe?-TPTZ a je mierou antioxidacnej
aktivity vzorky (Paulova a kol., 2004).

Metoda prebieha pri Specifickych podmienkach, pH je nizke (3,6) z dévodu udrzania
rozpustnosti zeleza. Nevyhodou je, ze pri stanoveni sa najcastejSie pouziva detekcia uz po
4 minutach, ¢o vSak nesie riziko nezapocitania antioxidaénej aktivity polyfenolov (kyselina
kavova, ferulova, askorbova alebo kvercetin) reagujucich pomaly (Prior a kol., 2005).
Metoda nie je schopna zmerat antioxidaénu aktivitu tiolov, ako je napriklad glutation. Metdda
sa zameriava len na redukujicu schopnost zaloZenu na redukcii Fe®** iénov, ¢o nemusi
korelovat s celkovou antioxidaénou aktivitou (Paulova a kol., 2004). Metoda je vSak rychla,
jednoducha, lacna, robustna a nevyzaduje ziadne $pecialne zariadenie (Prior a kol., 2005).

2.5.2.3 Metéda TEAC - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Metdda je zalozend na schopnosti antioxidantov zhasat radikal kation ABTS** (2,2'-
azinobis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)). Radikal katién ABTS** je intenzivne
sfarbeny a antioxidaéna aktivita je merana schopnostou znizovat pritomnost radikalu, a teda
znizovat intenzitu zafarbenia. Pre spektrofotometrické stanovenie ABTS™ sa najcastejSie
pouziva vinova dizka 734 nm (Paulova a kol., 2004). Vysledky su vyjadrené ako ekvivalent
Standardu Trolox (Prior a kol., 2005).

Radikal kation ABTS™ sa vreakCnej zmesi generuje oxidaciou, enzymovou alebo
chemickou. Prevazne sa pouzivaju enzymové systémy ABTS/H2O/peroxidaza alebo
ABTS/metmyoglobin/H.O.. Chemické oxidacie sa prevadzaju pomocou peroxodisiranu
draselného alebo oxidu manganicitého (Paulova a kol., 2004; Prior a kol., 2005). Existuju
dve mozné metdédy prevedenia experimentu, bud sa vzorka s antioxidantom pridava do
zmesi s uz vytvorenym radikdlom ABTS** alebo sa vzorka pridava priamo do zmesi a radikal
sa vytvara za jej pritomnosti. Castejsie sa pouziva pridanie vzorky k radikalu, ktory sa
predom vytvori pomocou peroxidazy.

Vyhodou je, ze tato metdéda médze byt pouzitda v réznom rozmedzi pH a umoznuje tak
sledovat vplyv pH na antioxidaénu aktivitu. Radikal je tiez rozpustny vo vodnych aj
v organickych rozpustadlach a nie je ovplyviiovany idbnovou silou, tym padom je vhodny pre
stanovenie hydrofilnych aj lipofilnych antioxidantov (Prior a kol., 2005).

2.5.2.4 DPPH test

Radikal DPPH' (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) je stabilny radikal s fialovou farbou, je
komeréne vyrabany anemusi sa teda generovat pred experimentom ako ABTS™.
Stanovenie spo€iva vzhasani jeho aktivity av poklese absorbancie, o sa meria
spektrofotometricky pri 517 nm bud po uplynuti konkrétneho Casu, alebo sa pracuje
v kinetickom rezime. Reakciu je mozné detekovat aj pomocou elektrénovej spinovej
rezonancie (ESR) alebo HPLC, pri ktorej sa hodnoti pik DPPH, ¢o je vyhodné hlavne pri
zafarbenych vzorkach (Paulova a kol., 2004). Tato metdda je jednoducha na prevedenie
a z pristrojov vyzaduje v zdkladnom prevedeni len UV-VIS spektrofotometer.

2.5.2.5 Folin-Ciocaulteu metéda, stanovenie celkovych fenolov

Folin-Ciocalteu metéda (F-C) vychadza z Folin-Denisovej (F-D) metédy zalozenej na
nepriamom stanoveni celkovej koncentracie proteinov meranim obsahu tyrozinu
a tryptofanu. Princip oboch metdd je zalozeny na reakcii medzi oxidaénym cinidlom
a tyrozinom/tryptofanom za vzniku modrej farby umernej ku koncentracii proteinu. Hlavny
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rozdiel medzi F-C aF-D metdédou je pomer molybdénanu pouzivaného k priprave F-D
¢inidla. F-C je viac citlivy a reprodukovatelny. Obe metédy boli modifikované a prispésobené
k stanoveniu celkového obsahu fenolov (Sanchez-Rangel a kol., 2013).

F-C ¢inidlo sa sklada z Na;WO42H2.0O, Na:MO42H20, HCI, H3PO4 a LixSO4 a ma Zltu
farbu. Pre zvySenie pH a k optimalnemu priebehu reakcie sa pridava uhli¢itan sodny. Za
tychto podmienok dochadza k disociacii fenolickych proténov a k tvorbe fenolatovych iénov,
ktoré reaguju s F-C cCinidlom (Sanchez-Rangel a kol., 2013). Vznikda modré sfarbenie,
ktorého absorbancia sa meria pri 700-765 nm a celkovy obsah fenolickych latok sa
vyjadruje ako ekvivalent kyseliny gallovej (Cicco a kol., 2009).

Tato metdda je jednoducha a €asto sa pouziva pri stanovovani botanickych rastlin. Pri
tejto metdode mdze dochadzat k niekolkym interferenciam s cukrami, aromatickymi aminmi,
oxidom siriitym, kyselinou askorbovou a ostatnymi endiolmi a redukténmi, organickymi
kyselinami a Fe?*, na ktoré by sa mala prevadzat korekcia. Ostatné latky, ktoré reaguju s F-
C ¢cinidlom su adenin, adenozin, alanin, anilin, kyselina aminobenzoova, kyselina
askorbova, benzaldehyd, kreatinin, cystein, cytidin, cytozin, dimethylalanin, difenylamin,
EDTA, fruktéza, guanin, guanozin, glycin, histamin, histidin, indol, metylamin, kyselina
nitriloctova, kyselina olejova, kyselina fenylthiomoc€ova, proteiny, pyridoxin, sukréza,
kyselina sulfanilova, kyselina thiomocova, tymin, tymidin, trimetylamin, tryptofan, uracil,
kyselina uracilova a xantin ale aj anorganické zlu€eniny (Prior a kol., 2005).

2.5.3 Molekulova absorbéna spektrometria v oblasti UV-VIS

Molekulova absorbéna spektrometria v oblasti UV-VIS je analyticka spektralna metoda,
v praxi €asto vyuzivana pre jej jednoduchost, v8estrannost, rychlost, presnost a pre nizke
naklady. Byva vymedzena obvykle vinovymi dizkami v ultrafialovej oblasti (UV — Ultraviolet)
180 az 380 nm respektive viditelnej oblasti (VIS — Visible) 380 az 780 nm.

Podstatou je absorbcia UV-VIS ZzZiarenia, ku ktorej dochadza po vystaveni molekul
(kvapalna vzorka) svetelnej energii. Pri absorbcii ziarenia dochadza k excitacii vonkajsich
(vazbovych) elektrénov z molekulovych orbitalov (Zaruba a kol., 2016).

Vyuzivané pristroje su jednoluéové alebo dvojluCové. Zdrojom ziarenia je obvykle
deutériova vybojka pre UV oblast a wolframova alebo wolfram-halogénova lampa pre oblast
VIS. Obe oblasti pokryva xenénova vybojka. Ako disperzny prvok sa pouziva difrakéna
mriezka alebo monochromator. Detektorom je obvykle fotonasobi¢, kremikova fotodioda
alebo diddové pole. Pri merani vzorky od 180 nm sa pouzivaju kremenné kyvety, sklenené
alebo plastové kyvety su pouzitelné v oblasti nad 300 nm (Zaruba a kol., 2016).

Pri kvantitativnom stanoveni pomocou molekulovej absorbénej spektrometrie sa vyuziva
Lambert-Beerov zakon. Analyt je schopny absorbovat Ziarenie o uréitych frekvenciach, ktoré
su pre neho charateristické. Prijatie energie molekulou zoslabi tok ziarenia zo zdroja, pricom
tento pokles zavisi na koncentracii analytu aje charakterizovany Lambert-Beerovym
zakonom. Plati, ze pri danej koncentracii analytu dochadza k poklesu ziarivého toku
s rastucou hrubkou absorbujuceho prostredia. Meria sa hodnota absorbancie, ktora je
vyjadrena ako zaporny logaritmus transmitancie. Transmitancia je vyjadrena ako pomer
ziarivého toku prepusteného a dopadajuceho ziarenia (Skoog a kol., 2019).

2.5.4 Metédy merania antimikrobialnej aktivity
Pre preukazanie antimikrobialnej aktivity esencidlnych olejov sa najCastejSie pouzivaju
konvenéné metody. Existuju dve zakladné techniky:
- agarova difuzna metdda (diskova/jamkova)
- diluéna metodda (agar alebo tekuté médium).
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Testovanie a vyhodnocovanie antimikrobialnej aktivity esencialnych olejov je obtiazne
z ddévodu ich prchavosti, nerozpustnosti vo vode a komplexnosti. Specidlne vlastnosti
esencialnych olejov vyzaduju uréité modifikacie vyssie uvedenych metdd, ktoré boli primarne
vyvinuté pre antimikrobialne latky rozpustné vo vode. Esencialne oleje maju hydrofébne
vlastnosti a vy$Siu viskozitu. Tieto ich vlastnosti mézu spésobovat problém pri dilucii
a spbésobovat nerovnomernu distribuciu oleja v médiu aj pri dokonalej disperzii alebo pri
pouziti rozpustadla. Musi sa skontrolovat, ¢i aplikované koncentracie emulzifikatora alebo
rozpustadla neovplyviuju rast a diferenciaciu testovanych mikroorganizmov. Esencialne
oleje su navy$e velmi komplexné zmesi prchavych latok. Dlha inkubacia méze spdsobit
odparenie a dekompoziciu niektorych komponentov pocas testovania, preto sa musia
podmienky testovania prispésobit tomuto fenoménu (Kalemba, Kunicka, 2003).

Testovacia kultura mikroorganizmov je viazana v zivhom médiu, v optimalnych
podmienkach pre jednotlivé druhy. Testovacie mikroorganizmy sa najCastejSie pouzivaju zo
zbierok medzinarodnych Cistych kultur, ale daju sa takisto pouzit aj kultury izolované
z réznych prostredi (napriklad klinicki pacienti, mlieko, syr, rastliny, chlieb alebo zivocichy).
Mikroorganizmy musia dosiahnut vhodnu rastovu fazu a musi sa pouzit’ Specifické mnozstvo
buniek (Kalemba, Kunicka, 2003).

Experimenty sa vzdy opakuju 2 az 7 krat. Kultury obsahujuce sledované vzorky sa
porovnavaju s negativnymi kontrolami kultur, kde je vzorka nahradena vodou. Pozitivhe
kontroly kultur s pridavkom antibiotik sa takisto ¢asto pouzivaju ako kontrola citlivosti danej
kultury. Testy sterility sa vykonavaju len zriedkavo.

Rast mikroorganizmov sa mdéze vyhodnocovat vizualne alebo inStrumentalne. Poziva sa
turbidimetria, ktorou sa meria opticka hustota rastucej kultury (Kalemba, Kunicka, 2003).

V oboch metdédach sa odhad antimikrobialnej aktivity vyjadruje tromi moznymi spésobmi:

- minimalna inhibiéna koncentracia (MIC — Minimal Inhibitory Concentration) -
minimalna koncentracia vzorky v médiu, ktora obmedzi rast mikroorganizmov

- minimalna letalna koncentracia (MLC — Minimal Lethal Concentration) — minimana
koncentracia vzorky v médiu, ktora usmrti mikroorganizmy

- rastuci inhibiény index definovany ako percentualny pomer ku kontrolnej kulture bez
vzorky.

2.5.4.1 Agarova difizna metdéda

Tato metdda je v suvislosti s meranim antimikrobialnej aktivity najviac rozSirena. Povazuje
sa za presnu aspolahlivy, iked znej dostavame semikvantitativne vysledky, podla
niektorych autorov nie vzdy replikovatelné.

Podla tejto metddy sa Petriho misky s priemerom 5-12 cm (naj¢astejSie 9 cm) naplnia 10
az 20 ml agarového média a su inokulované mikroorganizmami. Inokulacia je mozna dvomi
spbésobmi, bud na papierovy disk alebo do predom vytvorenych jamiek v agarovom médiu.

Priemer Whatmanovho papierového disku/jamiek, mnozstvo sledovanej vzorky a druh
disperzného rozpustadla su doblezité parametre pre akukolvek variaciu tejto metddy.
Esencialny olej sa malokedy pouziva ako Cisty esencialny olej, najCastejSie sa pouziva
v roztokoch. Pripravi sa rada Petriho misiek s rovhakym mnozstvom roztoku esencialneho
oleja v réznych koncentraciach. Misky su uchovavané rovnaku dobu, aby sa komponenty
esencialneho oleja uvolnili a postupne prestupili agarovym médiom, a nasledne su
inkubované.

Uginnost esencidlnych olejov je vyjadrena velkostou inhibiénej zény mikroorganizmov
okolo disku/jamiek a zvyCajne sa vyjadruje ako priemer tejto zény (mm/cm) (Kalemba,
Kunicka, 2003).
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Agarova difuzna metéda sa povazuje za nie prili§ vhodnu pre esencialne oleje, pretoze je
vysoka pravdepodobnost vyprchania latok s rozpustadlom pocas inkubacnej doby, zatial ¢o
malo rozpustné latky nedokazu dostato€ne prestupit agarovym médiom. | napriek tomu je to
Odporuca sa pouzit ju ako skriningovu pri viacerych esencialnych olejoch (Kalemba,
Kunicka, 2003).

2.5.4.2 Diluéna metéda

Diluéna agarova metoéda sa pouziva pre baktérie a plesne, jej modifikacia s tekutym
médiom sa pouziva najcastejsie pre plesne (Kalemba, Kunicka, 2003).

Kultury s agarovym médiom sa kultivuju v Petriho miskach alebo tubach, kym kultury
kvapalného média sa kultivuju v kénickych bankach naplnenych 100 ml média alebo v
testovacich skumavkach s 2,5-5 ml média. Inhibi¢ny efekt esencialneho oleja v skumavkach
sa meria turbidimetricky alebo s pocitacou metédou (Kalemba, Kunicka, 2003).

2.5.5 Metédy stanovenia aromaticky aktivnych latok v extraktoch z bylin

Pre stanovenie aromaticky aktivnych latok je vaésinou nevyhnutna ich izolacia z matrice
vzorky a pripadné zakoncentrovanie, k ¢omu mozno pouzit rézne metddy, vratane metdd
uvedenych v kap. 2.5.1, v su¢asnej dobe sa €asto pouziva mikroextrakcia tuhou fazou (Can
Baser a kol., 2012).

Pre ich analytické stanovenie je najvhodnejSia a najCastejSie pouzivana plynova
chromatografia, vaésinou v spojeni s hmotnostnou spektrometriou.

2.5.5.1 Mikroextrakcia tuhou fazou

Metdda mikroextrakcie tuhou fazou (SPME — Solid Phase Micro Extraction) je vhodna pre
pevné ale aj kvapalné vzorky. Principom metédy je, ze po zahriati vzorky v dobre utesnenej
vialke dochadza k sorpcii analytov na kremenné vlakno pokryté vrstvou polyméru. Polymér
tvori stacionarnu fazu o réznej polarite a sorpénych vlastnostiach. Kremenné vlakno o dizke
1 cm je spojené s piestom a je umiestnené v dutej ocelovej ihle, ktora chrani viakno pred
mechanickym poskodenim (vid Obrazok 13). lhla s vlaknom sa vysunie do priestoru, kde ma
dojst k sorpcii a po dosiahnuti rovnovahy sa vlakno zatiahne spéat. Po tepelnej desorpcii
v split/splitless injektore dochadza k premiestneniu analytov priamo do GC alebo GC-MS
systému (Tranchida a kol., 2020).

SPME metéda sa pouziva ako pre kvantitativne, tak aj pre kvalitativnhe stanovenie.
Vysledky mézu byt ovplyvnené hrubkou sorpénej vrstvy, charakterom sorpénej vrstvy,
mieSanim vzorky, vysolovanim, vplyvom hodnoty pH a iné (Prochazkova, 2002).

Mikroextrakciu tuhou fazou je mozné previest tromi spésobmi. Priamou extrakciou
ponorenim vlakna do vzorky, extrakciou z priestoru vo vialke nad vzorkou (HS — Headspace)
a extrakciou s membranovou ochranou vidkna. Obrazok 14 zobrazuje rozdiely medzi tymito
tromi spésobmi. Headspace extrakcia je pouzivana najma pre to, aby sa ochranilo vlakno
pred poskodenim vysokomolekularnymi latkami, alebo neprchavymi latkami pritomnymi vo
vzorke, ako su napriklad proteiny. Pri tejto metdde je tiez mozné modifikovat matricu vzorky
(napriklad zmena pH) bez toho, aby sa poskodilo viakno (Lord, Pawliszyn, 2000).
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Obrazok 13: Zariadenie pre SPME (upravené podla Lord, 2011).

volny priestor nad

vzorkou (Headspace) membrana

L 4

ochranny obal vlakna vzorka ochranny obal vlakna vzorka

a b o

Obrazok 14: Metédy SPME: a — priama extrakcia ponorenim viakna do vzorky, b — headspace
extrakcia, ¢ — extrakcia s membranou (upravené podla Lord, Pawliszyn, 2000).

2.5.5.2 Plynova chromatografia

Aromatické latky sa v extraktoch z bylin stanovuju najcastejsie plynovou chromatografiou.
Plynova chromatografia je analyticka separaéna technika, pri ktorej sa distribuuju analyty
medzi dve nemiesatelné fazy — mobilnu a stacionarnu. Mobilna faza je nosny plyn, ktory sa
pohybuje skrz alebo pozdiZne stacionarnou fazou umiestnenou v koléne. Velmi &asto sa
k stanoveniu aromatickych latok pouziva spojenie SPME-GC-MS, teda extrakcia z pevnej
fazy spojena s plynovou chromatografiou a hmotnostnou spektrometriou. Pri neprchavych
latkach sa da takisto pouzit metdéda SPME, ale v tom pripade je nutné, aby sa sorbujuce
vlakno ponorilo do vzorky.

Spojenie plynovej chromatografie (GC - Gas Chromaography) s hmotnostnou
spektrometriou (GC-MS) je beznou sucastou praxe analytickej chémie, potravinarskej

34



chémie, biolégie ¢i biochémie. Kombinacia plynového chromatografu a hmotnostného
spektrometru umoznuje separovat a zaroven identifikovat zmes neznamych latok.
Hmotnostna spektrometria (MS — Mass Spectrometry) je analytickd metoda, ktorej princip je
rozliSenie idbnov podla pomeru hmotnosti a naboja (efektivha hmotnost, m/z). Jednotlivé
relativne intenzity idnov su zachytené a vdaka tomu je mozna identifikacia vzorky pomocou
hmotnostného spektra. Metdda vyzaduje malé mnozstvo vzorky a je vysoko citliva. Spojenie
GC-MS je uvedené na Obrazku 15. Pouziva sa vyhradne spojenie kapilarnych kolon
s chemickou alebo elektrébnovou ionizaciou. NajbeznejSie pouzivané detektory su
kvadrupélovy analyzator (Q — Quadrupole), iénova past (IT — lon Trap) alebo analyzator
doby letu (TOF — Time Of Flight). Dominantnou vyhodou spojenia GC-MS je moznost
porovnania nameranych spektier s kniznicou hmotnostnych spektier (Hol¢apek, 2016).

Vstup vzorky
lonizacia Kvadrupdlovy analyzator Nasobic
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Obrazok 15: Schéma spojenia GC-MS s kvadrupdlovym analyzatorom (upravené podlfa Kim a kol.,
2016).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité pristroje

- Spektrofotometer (Helios Gamma & Delta Spectronic Unicam, USA)

- Analytické digitalne vahy (GR-202-EC, HELAGO, Taliansko)

- Mikropipety (Hirschmann Laborgerate, Biohit)

- Vodny kupefl (Julabo TW 2, Nemecko)

- Vakuova rota¢na odparka (KIKA®-WERKE-RVO6-ML, Nemecko)

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

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

- Kniznica spektier NIST/EPA/NIH (Gaithesburg, Maryland, USA)

- Vyhodnocovaci systém Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

- PFE extrakéna aparatura vyvinuta na Ustave analytickej chémie AVCR

- Bezné laboratérne sklo a vybavenie

3.2 Pouzité chemikalie

- Ethanol 96 % p.a. (Sigma-Aldrich, USA)

- Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)
- Uhligitan sodny (Lachema, CR)

- Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Analyzované vzorky

V experimentalnej casti diplomovej prace boli analyzované vzorky rymovniku
(Plectranthus amboinicus) vypestovaného v laboratérnych podmienkach.

Priprava vzorky:

Pre experiment boli pouzité Cerstvé listy rymovniku, ktoré boli nasekané keramickym
nozom na castice o velkosti do 3 mm. Pre zabezpecéenie vaésej homogenity vzorky rastliny
bola pri navazovani pouzitd metoda kvartacie (vid Obrazok 16).

.

Obrazok 16: Analyzovana vzorka rymovniku a pohlad na kvartovanie pri navaZovani vzorky.
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3.4 Ziskavanie extraktov

Pre zisk extraktov z rymovnika v ramci tejto prace boli pouzité a porovnané dostupné
metody: maceracia, PFE a PHWE extrakcia.

3.4.1 Maceracia

Pozadované mnozstvo nasekanej vzorky rymovnikovych listov spolu s rozpustadiom bolo
premiestnenych do Erinemayerovych baniek, prikryté alobalom a ponechané bud pri
laboratérnej teplote alebo vo vodnom kupeli po uréitu dobu. Ako rozpustadio bola pouzita
voda a etanol v koncentracii 2096 %. Navazka rymovniku na 100 ml rozpustadla bola 5—
30 g, teplota extrakcie bola v rozmedzi 20-60 °C, ¢as extrakcie v rozmedzi 5 min—24 hod.
Optimalizacia podmienok tohto procesu je hlavnym cielom prace a je blizSie popisana v kap.
42.

Po ukonceni procesu maceracie boli maceraty sfiltrované a uchované v mrazni¢ke do
dalSej analyzy (maximalne 3 dni).

3.4.2 Vysokotlaka extrakcia rozpust’adiom

Vysokotlaka extrakcia rozpustadlom (PFE) bola vykonana na extrakénej aparature
vyvinutej Ustavom analytickej chémie AVCR (vid Obrazok 12).

Postup extrakcie:

Bol navazeny 1 g vzorky Cerstvého nasekaného rymovniku spolu s 10 g balotiny 6 (skelny
piesok, 600-800 um) a dostatoéne spolu s 500 pl destilovanej vody premiesany tak, aby sa
vzorka nabalila na balotinu. Vzorka spolu s balotinou bola premiestnena do ocelovej patrény
(11 ml) avlozena do pristroja. Polyfenolické latky boli extrahované pomocou zvoleného
rozpustadla (40 % etanol) pri teplotach 40—120 °C s krokom 20 °C a pri tlaku 15 MPa. Doba
extrakcie trvala 5 minut s naslednym preplachom s rozpustadiom (1 min) a dusikom (1 min).
Vysledny extrakt bol ihned ochladeny na 5 °C a skladovany v mraznicke az do doby analyzy
(maximalne 3 dni).

3.4.3 Extrakcia stlaéenou kvapalnou horiacou vodou

Extrakcia stlaenou kvapalnou horucou vodou (PHWE) bola realizovana na rovnakom
extraktore ako PFE (vid Obrazok 12).

Postup extrakcie:

Postup navazky a umiestnenia ocelovej patrony do pristroja bol rovnaky ako pri PFE.
Polyfenolické latky boli extrahované vodou zahriatou na teplotu 40-180 °C s krokom 20 °C
atlaku 15 MPa. Doba extrakcie trvala 5 minut s naslednym preplachom s rozpustadiom
(1 min) a dusikom (1 min). Vysledny extrakt bol ihned ochladeny na 5 °C a skladovany
v mraznic¢ke az do doby analyzy (maximalne 3 dni).

3.5 Stanovenie vybranych vlastnosti extraktu

3.5.1 Stanovenie koncentracie celkovych polyfenolov

Celkovy obsah polyfenolickych zlu€enin bol stanoveny spektrofotometricky Folin-
Ciocalteau metodou. Kvantifikacia bola prevedena na zaklade kalibracnej krivky (vid Graf 1)
a vysledky vyjadrené ako ekvivalent kyseliny gallovej (GAE — Gallic Acid Equivalent).
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Priprava kalibraénej krivky:
Bol pouzity Standardny roztok kyseliny gallovej o koncentracii 0,1-0,5 mg-ml’.
Absorbancia bola merana pri 750 nm oproti slepej vzorke.

Postup stanovenia:

Pred stanovenim bol pripraveny &erstvy nasyteny roztok uhli¢itanu sodného a zriedeny
roztok Folin-Ciocalteuovho cCinidla v pomere 1:9.

Do skumaviek bolo postupne napipetovanych 1 ml destilovanej vody, 100 pl vzorky
(v pripade slepej vzorky destilovana voda), 1 ml zriedeného Folin-Ciocalteuovho Ccinidla
avzorka bola premieSana pomocou vortexu. Po piatich minutach bol k vzorkam
napipetovany 1 ml nasyteného roztoku Na>COs a opéat boli vzorky premiesané. Vzorky boli
ponechané 45 minut v tme, nasledne opat premieSané a pomocou UV-VIS spektrofotometra
bola stanovena absorbancia jednotlivych vzoriek pri 750 nm proti slepej vzorke.

Pre vypocet koncentracie bola pouzita kalibraéna krivka zostavena pre standardny roztok
kyseliny gallovej o koncentracii 0,1-0,5 mg-ml-'.

Koncentracia celkovych polyfenolov vo vzorkach bola prepocitana na mg ekvivalentu
kyseliny gallovej na gram rastliny (mgeae'g™).

1,6 1

1,4 - y =2,7549x + 0,0184
R?=0,9958

A (750 nm)

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

.ml-1
Ckyselina gallova (mg mi )

Graf 1: Kalibracna krivka — zavislost absorbancie Kyseliny gallovej na jej koncentracii.

3.5.2 Stanovenie aromatickych latok

Pre stanovenie aromatickych latok pritomnych jednak v samotnej rastline, ale aj
v ziskanych extraktoch, bola pouzita metéda headspace mikroextrakce tuhou fazou v
spojeni s plynovou chromatografiou s hmotnostnou detekciou (HS-SPME-GC-MS).

Postup stanovenia:

Pri stanoveni aromatickych latok v samotnej rastline boli listy rastliny nakrajané
keramickym nozom na €astice o velkosti 1-3 mm. Do vialky o objeme 4 ml bolo navazené
0,5 g takto pripravenej vzorky a vialka bola uzavreta kovovym uzaverom so vzduchotesnym
kaucCuk-teflonovym septom. Pri analyze extraktov bol do vialky napipetovany objem 3 ml
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ziskaného extraktu. Vialka bola umiestnena do autosampleru a nasledne bola pomocou
programu Xcalibur 2.2 spustena analyza s parametrami uvedenymi v Tabulke 2.
K identifikacii latok bolo pouzité porovnanie retenénych €asov a hmotnostnych spektier
s internou a externou kniznicou. Obsah jednotlivych latok pritomnych v rastline alebo
extrakte bol vyjadreny semikvantitativhe na zaklade pléch pikov meranych v rezime uplného
skenu (30-370 m/z).

Tabulka 2: Podmienky HS-SPME-GC-MS analyzy.

Podmienky SPME extrakcie
Doba inkubacie (temperovanie) 10 minut
Teplota extrakcie a inkubacie (teplota agitatoru) 40 °C
Agitator zapnuty 5 sekund
Agitator vypnuty 60 sekund

Podmienky GC-MS analyzy
Kapilarna koléna TG-WaxMS
Rozmery kolény 30 mx0,25mm x 0,5 um
Teplota injektoru (desorpcia) 240 °C
Doba desorpcie 20 minut

Davkovanie splitless, ventil uzavrety 10 minut
Nosny plyn hélium
Prietok nosného plynu 1 ml/min
Teplotny program 40°C s wvydrzou 1min., vzostupny
gradient 5 °C/min do 220 °C s vydrzou
22 minut
Celkova doba analyzy 60 minut
Hmotnostny detektor v méde elektrébnovej ionizacie

Energia ionizaénych elektrénov 70 eV
Teplota ibnového zdroja 200 °C
Skenovaci rozsah m/z 30-370 amu
Rychlost skenovania 02s

3.5.3 Stanovenie antioxidaénej aktivity ziskaného extraktu
Antioxida¢na aktivita bola stanovena metédou pouzivajucu radikalovy kation ABTS™.

Priprava ABTS™:

Rozpustenim ABTS v destilovanej vode bol pripraveny roztok ABTS o koncentracii
7 mmol-I'. Reakciou s 2,45 mmol-I" peroxodisiranom draselnym bol pripraveny radikalovy
kation ABTS™. Vzniknuty roztok bol ponechany v tme po dobu 12 hodin.

Postup stanovenia:

ABTS™ bol pred pouzitim zriedeny 60% etanolom na absorbanciu 0,7 + 0,02 pri 734 nm
(merané proti etanolu pri UV-VIS) a nasledne bol pouzivany len tento roztok.

Do kyvety bolo napipetovanych 1 ml zriedeného ABTS™* a 10 pl destilovanej vody a ihned
bola zmerana absorbancia v ¢ase 0 (A:=0). Do dal$ej kyvety bolo napipetovanych 1 ml
zriedeného ABTS™ a 10 pl vzorky. Vzorka bola premieSana a ponechana vtme. Po
10 minutach (v €ase A: = 10). Absorbancia bola stanovena vypoétom — vid (1). Zaroven bolo
vypocitané aj percento zhasania radikalu podla vzorca (2).

A=Ay —Aq (1)
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zhasanie radikalu (%) = 100 x % 2)

Priprava kalibraénej krivky: i
Bola pouzita kalibracna krivka Troloxu v rozmedzi koncentracii 50-400 pg-ml'. Standard

Troloxu bol rozpusteny v 60% etanole a bola zmerana jeho kalibraéna zavislost absorbancie
na koncentracii. Vysledky su vztiahnuté na ekvivalentné mnozstvo Troloxu, jednotka TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Boli vyjadrené ako pgreac-ml™.
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Graf 2: Kalibracna krivka — zavislost' absorbancie Troloxu na jeho koncentracii.

3.6 Statistické spracovanie vysledkov

Vysledky boli spracované a vyhodnotené pomocou programu MS Excel 2016
a programom STATISTICA 13 a su vyjadrené v tvare priemer £ smerodatna odchylka.
VSetky merania boli prevedené trikrat (n = 3).

Experiment bol navrhnuty a vygenerovany pomocou Statistického programu STATISTICA
13. Pre zistenie rozdielov medzi vzorkami bola pouzita parametricka jednofaktorova analyza
rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) s vyuzitim Tukeyho HSD-testu, vSetko Statistické
testovanie bolo prevedené na hladine Statistickej vyznamnosti a = 0,05.

40



4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato praca je sucastou rozsiahlej Studie, ktora sa zaobera moznostou ziskavania
extraktov biologicky aktivnych latok z vybranych druhov prirodnych rastlinnych materialov a
ich aplikaciou do potravin, kozmetickych a inych vyrobkov.

Podstatou tejto prace bola optimalizacia podmienok pre zisk extraktu z rymovniku
(Plectranthus amboinicus) so zachovanim pokial mozno maxima nutrine a senzoricky
cennych zloziek. Ziskany extrakt bol charakterizovany jednak z hladiska antioxidaénej
aktivity, resp. celkového obsahu polyfenolov ako dominantnych biologicky aktivnych
zlu¢enin s antioxidacnym potencialom, a jednak z hladiska profilu prchavych (aromatickych)
latok ako markerov senzorickej kvality.

4.1 Multivariaéna optimalizacia extrakcie

Vytaznost extrakcie a kvalitu ziskanych extraktov ucinnych latok ovplyvhuje cela rada
faktorov, ako najdélezitejSie mozno uviest — typ pouzitého rozpustadla, pomer hmotnosti
(objemu) vzorky a rozpustadla, uprava matrice vzorky (Cerstvé, susené), homogenizacia
(velkost Castic) vzorky, pouzita extrakéna metdda, pH, teplota a doba extrakcie. Pre zisk
kvalitného extraktu je potrebné vSetky tieto faktory optimalizovat.

Optimalizaciu mozno previest pomocou tzv. jednorozmernej analyzy dat, ktorej princip
spociva v tom, ze sa meni vzdy jeden parameter v ¢ase a sleduje sa jeho vplyv na vysledok,
ostatné parametre zostavaju behom experimentu konstantné, tzv. metéda OFAT (One
Factor at Time) (Meloun, Militky, 2006). Tento klasicky postup je vSak €asovo narocny
a naviac neumoznuje urcit, €o sa stane v pripade sucasnej variability viacerych parametrov.

K tomuto ucelu mozno pouzit metédu planovania (riadenia) experimentu (DOE — Design
of Experiments). Tato metdda umozriuje Studovat vplyv viacerych nezavislych premennych
(aich interakcii) na zavislu premennu. Umozhuje menit vSetky parametre sucasne
a stanovit optimalne pracovné podmienky. Jedna sa o matematicku Statisticki metodu,
pomocou ktorej sa prevedenim malého poctu pokusov (za predom definovanych podmienok)
vyberu tie podmienky, ktoré su pre skumany proces vyznamné€, ostatné su potom
zanedbané. Velkou vyhodou je znizenie poctu vliastnych experimentov, a tym uspora ¢asu aj
nakladov na ich realizaciu.

Statistické spracovanie dat spogiva v najdeni takej kombinacie hodnét jednotlivych
faktorov, aby bola odozva optimalna. Toto spracovanie je z vacSej Casti zalozené na
regresnej analyze a na analyze rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) (Meloun, Militky,
2006).

V su€asnosti sa metéda DOE pri optimalizacii extrakénych metéd pomerne €asto pouziva.
Napriklad Noriega a kol. (2012) pouzili tuto metoédu pri extrakcii flavonoidov z Passsiflora
alata a P. edulis. Faktory, ktoré sledovali, boli pomer pouzitych rozpustadiel (voda:etanol) a
typ extrakcie — perkolacia alebo maceracia. Vysledkom bolo, ze najvacsi vplyv ma
rozpustadlo v rozmedzi koncentracii 50-70 %.

Cujié a kol. (2016) vo svojom vyskume pri ziskavani polyfenolov zo suchych plodov arénie
takisto pouzili metéodu DOE. Pouzili uplny faktorovy navrh 24, sledovali vplyv 4 faktorov — typ
rozpustadla, velkost Castic vzorky, pomer vzorka/rozpustadlo a doba extrakcie. Pouzili
maceraciu ako jednoduchu a u€innu metddu pre zisk extraktov, hlavné ovplyviujuce faktory
boli velkost ¢astic vzorky a pomer vzorka/rozpustadlo.

Jovanovi¢ a kol. (2017) pouzili metédu DOE pri optimalizacii extrakcie polyfenolov
z materinej dusky (Thymus serpyllum). Optimalizovali a porovnavali 3 metédy extrakcie —
maceracia, ultrazvukova extrakcia a mikrovinna extrakcia, sledovali vplyv tych istych 4
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faktorov — typ rozpustadla, velkost ¢Eastic vzorky, pomer vzorka/rozpustadlo a doba
extrakcie. Pri véetkych 3 metddach boli vyznamné faktory typ rozpustadla, velkost Castic
vzorky a pomer vzorka/rozpustadlo, ako najvhodnejSia a naju€innejSia pre dany ucel sa
ukazala byt ultrazvukova extrakcia.

4.2 Ziskavanie extraktov z rymovnika maceraciou

Prvé extrakty boli pripravené najjednoduch$ou, no inapriek tomu &asto pouzivanou
metédou — maceraciou (Kumaran, Karaunakaran, 2006; Khanum a kol., 2011; Bhatt, Negi,
2012; Cuji¢ a kol. 2016; Swamy a kol., 2017).

Pri optimalizacii maceracie bola vyuzita Statisticka metéda DOE. Ako uz bolo spomenuté,
principom tejto metddy je spravne navrhnut a nasledne Statisticky vyhodnotit model
experimentu s ciefom ¢o najviac znizit pocet potrebnych merani a spotrebovaného
materialu. Tento princip sa dnes velmi ¢asto pouziva v technologickej, ale aj vyskumnej
praxi (Noriega a kol., 2012; Cuji¢ a kol., 2016; Jovanovié a kol., 2017).

Prvym krokom pri planovani experimentu je stanovenie sledovanej premennej (odozvy) —
v tomto pripade bol zvoleny obsah polyfenolickych latok. Dalej je potrebné zvolit variabilné
charakteristiky (faktory) a rozsah ich variability — teda realne rozmedzie, v ktorom sa
nastavenie jednotlivych parametrov méze menit a kde mézu nastat potencialne vzajomné
interakcie. Volia sa dve krajné hodnoty kazdého faktoru (v kdédovacom jazyku -1, +1),
pripadne sa pre znizenie Sumu voli eSte centralny bod (v kéddovacom jazyku 0). Z faktorov
vyrazne ovplyvAujucich proces extrakcie a vlastnosti ziskaného extraktu boli pre
experimentalny dizajn v tejto praci vybrané 4 parametre (faktory) — typ rozpustadla, pomer
navazka/rozpustadlo, teplota a doba extrakcie, resp. maceracie. Hlavnou prioritou bolo
ziskanie extraktu s maximalnym obsahom polyfenolickych latok.

Rozsah variability vybranych parametrov bol skiumany pomocou vys$Sie uvedenegj
jednorozmernej analyzy vramci predbezného skriningového experimentu. Zistené
maximalne a minimalne hodnoty jednotlivych faktorov boli dalej pouzité k multivariaénej
optimalizacii extrakcie/maceracie.

4.2.1 Uvodny skrining vplyvajucich faktorov

Kazdy zo Styroch faktorov bol najprv podrobeny tzv. skriningu, kedy bol sledovany trend
faktorov vplyvajucich na sledovanu odozvu (celkovy obsah polyfenolov) v ziskanom extrakte.

Boli vzdy vykonané tri paralelné maceracie, kazdy macerat bol trikrat zmerany pomocou
spektrofotometru (n = 9).

Skrining jednotlivych faktorov bol vyhodnoteny pomocou Statistickej metédy analyzy
rozptylu. Analyza rozptylu je postavena na dvoch zakladnych hypotézach. Hypotéza Hg
predpoklada, ze rozdiely medzi vzorkami (nameranymi urovhami) nie su Statistiky
vyznamné. Hypotéza Hi predpoklada opak — medzi nameranymi urovhami su Statisticky
vyznamné rozdiely. Alternativna hypotéza H, plati, ak hodnota p < 0,05 a F > Fyi.. (Meloun,
Militky, 2008). Interval spolahlivosti bol nastaveny na 95 %. Pre rozdelenie sledovanych
urovni do skupin, medzi ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel, bol pouzity Tukeyho test.

Vzhladom k tomu, ze vramci reSerSe nebola najdena publikacia, ktora by sa priamo
zaoberala ziskavanim maceratov a optimalizaciou tohto procesu z rymovniku, vysledky boli
porovnavané so Studiou Jovanovi¢ akol. (2017), ktord sa zaoberala podobnym
experimentom, ale aplikovanym na materinu dusku (Thymus serpyllum), patriacu taktiez do
Celade hluchavkovitych.

Vysledkom skriningového experimentu boli minimalne a maximalne hodnoty jednotlivych
faktorov, pouzité pre vygenerovanie modelu podfa DOE.
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4.2.1.1 Vplyv navazky rastlinného materialu na celkovy obsah polyfenolov

Bol testovany vplyv navazky vzorky, presnejSie pomeru hmotnosti vzorky k objemu
rozpustadla. Navazka bola testovana vrozmedzi 5-30g s krokom 5g na 100 ml
rozpustadla, ¢o je v prepocte na pomer navazka/rozpustadio 1:20; 1:10; 1:6,67; 1:5; 1:4 a
1:3,34.

Ostatne faktory boli nastavené takto:
- teplota: laboratérna (20 °C)
- doba macerécie: 30 minut
- rozpustadlo: 40% etanol.

Ziskané hodnoty koncentracie polyfenolov boli spriemerované (n=9) asu uvedené v
Tabulke 3 a Grafe 3. Mozno pozorovat, ze koncentracie polyfenolov sa pohybovali
v rozsahu od 0,34 + 0,09 mg'g"' do 0,72 + 0,14 mg-g™.

Pomocou S&tatistickej metdédy analyzy rozptylu bolo zistené, ze medzi nameranymi
hodnotami jednotlivych extraktov je Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,0000,
F (14,32) > Fkit (2,53)), €0 znamena, ze pomer navazka/rozpustadlo ma vyznamny vplyv
(p < 0,05) na obsah polyfenolov v extrakte.

Pomocou Tukeyho testu boli jednotlivé vysledky rozdelené do troch homogénnych skupin,
medzi ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel. Na zaklade tohto rozdelenia boli vybraté dve
krajné hodnoty (-1 a +1), v ktorych je najvy$sSia koncentracia polyfenolov.

Podla studie Jovanovic¢ a kol. (2017) sa vytazok celkovych polyfenolov znizoval s niz§im
objemom rozpustadla, resp. vacsSim mnozstvom vzorky, €o pripisovali zvySeniu viskozity
a naslednému zhorseniu difuzie polyfenolov extrakénym médiom. Ako je vidiet v Grafe 3, v
tomto pripade podobny trend nebol pozorovany, max. vytazok bol dosiahnuty pri pomere 1:5
a 1:4. Medzi nimi v8ak podla Tukeyho testu nie je vyznamny rozdiel, takisto ako pri tretom
najvy$som vytazku (1:3,34). Ako Statisticky vyznamne odliSny sa ponuka az pomer 1:20,
kde bol v8ak ziskany najniz§i vytazok polyfenolov. Z tohoto dévodu, ataktiez vzhladom
k mensej spotrebe rozpustadla, a v neposlednom rade kvéli zahrnutiu SirSieho rozmedzia
krajnych hodnét, bol nakoniec zvoleny pomer 1:10.

Ako krajné hodnoty tohto faktoru teda boli vybrané hodnoty pomerov 1:5 (+1) a 1:10 (-1).
V planovanom experimente bolo nasledne z dévodu pouzitia prislusného Statistického
programu vyuzité vyjadrenie 20 g (+1) a 10 g (-1) na 100 ml rozpustadia (vid Tabulka 7).

Podla Jovanovi¢ akol. (2017) bola zvolend spodna hodnota -1 pomer 1:20 ahorna
hranica +1 pomer 1:30, €o suvisi s ich vy$Sie zmienenym zistenim, ze obsah polyfenolov sa
znizoval s niz8§im objemom rozpustadla. Pracovali vSak s va¢Simi objemami rozpustadia,
nez v nasom pripade (testované rozmedzie 1:10-1:30), navySe so suSenou rastlinou, a teda
obsah polyfenolickych latok mohol byt koncentrovanejsi, takisto mohli byt mensSie Eastice,
tym padom vacsi povrch.

Tabulka 3: Celkovy obsah polyfenolov a rozdelenie do homogénnych skupin, sledovany faktor pomer
navazky arozpu$tadla. Hodnoty oznalené inym pismenom (a, b, ¢) sa podla Tukeyho testu
Statisticky vyznamne liSia (p < 0,05).

Navéazka:Rozpustadlo Cpoytenoly (Mdeae'@’)  Minimum (mgeae'g”’) Maximum (mgcae'g™)

1:20 0,34a + 0,09 0,20 0,47
1:10 0,48ab * 0,07 0,36 0,55
1:6,67 0,49ab * 0,06 0,40 0,55
1:5 0,72c + 0,14 0,57 0,92
1:4 0,59bc * 0,04 0,54 0,64
1:3,34 0,56b + 0,04 0,52 0,61
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Graf 3: Celkovy obsah polyfenolov v mgeae'g’!, skiimany faktor pomer navazky a rozpustadia.

4.2.1.2 Vplyv teploty extrakcie/maceracie na celkovy obsah polyfenolov

Pre testovanie vplyvu teploty bolo zvolené rozmedzie 20-60 °C, pozadovana teplota bola

udrzovana pomocou temperovaného vodného kupela. Ostatné faktory boli nastavené takto:
- navazka:rozpustadio: 1:10
- doba macerécie: 30 minut
- rozpustadlo: 40% etanol.

Ziskané hodnoty koncentracie polyfenolov boli spriemerované (n=9) asu uvedené v
Tabulke 4 a Grafe 4. Mozno pozorovat, ze sa pohybovali v rozsahu od 0,59 + 0,08 mgcae' g™’
do 1,55 + 0,09 mgeae'g™.

Pomocou S&tatistickej metdédy analyzy rozptylu bolo zistené, ze medzi nameranymi
hodnotami jednotlivych extraktov je Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,0000,
F (121,44) > Fuit (2,90)), €0 znamena, ze teplota ma vyznamny vplyv (p < 0,05) na obsah
polyfenolov v extrakte. Toto tvrdenie mozno podporit’ aj Studiou od Santos a kol. (2016).

Pomocou Tukeyho testu boli vysledky rozdelené do 3 homogénnych skupin, medzi
ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel. Na zaklade tohto rozdelenia boli vybraté dve krajné
hodnoty (-1 a +1), v ktorych je najvy$sia koncentracia polyfenolov.

VSeobecne mozno pri vy$sej teplote ofakavat vyssi vytazok biologicky ucinnych latok
vzhladom k poruseniu bunkovych Struktur (Mustafa, Turner, 2011), na druhu stranu sa v8ak
neodporuca prili§ dlha doba a zvySena teplota pri extrakcii, nakolko méze dochadzat k
degradacii alebo enzymatickej oxidacii fenolickych latok.

Ako je zretelné z Grafu 4, s vy8Sou teplotou maceracie sa naozaj vytazok zvySuje,
najvyssi vytazok bol namerany pri teplote 60 °C, ktora bola zvolena ako horna hranica tohto
faktoru (+1). Ako spodna hranica bola zvolena teplota 30 °C (-1) (vid Tabulka 7), kde bol
namerany obsah polyfenolov 0,90 + 0,18 mgeae'g”. Pri teplote 50 °C bol sice namerany
mierne vys$si obsah (1,02 £ 0,05 mgeae-g'), podla Tukeyho testu, ako mozno vidiet v
Tabulke 4, patria teploty 30 °C a 50 °C do jednej homogénnej skupiny, a teda medzi nimi nie
je Statisticky vyznamny rozdiel. Ked sa zoberu do uvahy pripadné ekonomické naklady,
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riziko degradacie alebo oxidacie a v neposlednom rade kvéli zahrnutiu SirSieho rozmedzia
krajnych hodnét, bola zvolena teplota 30 °C.

Zaujimavé je, ze v $tudii Jovanovié akol. (2017) alebo Cuji¢ akol. (2016) sa,
pravdepodobne kvéli zachovaniu maximalne Setrnych podmienok maceracie, skiumanim
vplyvu teploty nezaoberali.

Muhamad a kol. (2019) vo svojej $tudii sledovali pésobenie teploty tak, ze listy vo vriacej
vode ponechali po uritu dobu a nasledne ich extrahovali etanolom. Preukazali, ze ¢im
dihsie boli listy vystavené vriacej vode, tym bolo extrahovanych viac polyfenolyckych latok
a antioxidaéna aktivita bola vysSSia. Tento trend vysvetlovali dvomi mechanizmami. Bud
doslo k inaktivacii enzymov — polyfenol oxidaz, ¢im sa zamedzilo degradacii polyfenolov,
alebo doslo k Maillardovej reakcii a k rozkladu polyfenolickych latok za vzniku novych latok
s potencialne vys$sou antioxidaénou aktivitou.

Tabulka 4: Celkovy obsah polyfenolov a rozdelenie do homogénnych skupin, sledovany faktor
teplota. Hodnoty oznacené inym pismenom (a, b, ¢) sa podla Tukeyho testu $tatisticky vyznamne liSia
(p <0,05).

Teplota (°C) Cpolyfenoly (MJeae-g™")  Minimum (mgeae'g™") Maximum (mgcae-g™")
20 0,59a + 0,08 0,44 0,66
30 0,90b £ 0,18 0,53 1,05
50 1,02b + 0,05 0,94 1,10
60 1,55¢ £ 0,09 1,42 1,67
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Graf 4: Celkovy obsah polyfenolov v mgeae g, skimany faktor teplota.
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4.2.1.3 Vplyv rozpustadla na celkovy obsah polyfenolov

Ako rozpustadlo boli zvolené rézne koncentracie GRAS rozpustadla etanolu

v koncentraciach 0 (dest. voda)—-96 %. Ostatné faktory boli nastavené takto:
- navazka:rozpustadio: 1:10
- teplota: laboratérna (20 °C)
- doba macerécie: 30 minut.

Ziskané hodnoty koncentracie polyfenolov boli spriemerované (n=9) asu uvedené v
Tabulke 5 a Grafe 5. Ako je mozné vidiet, pohybovali sa v rozsahu od 0,12 + 0,07 mgcae'g™
do 0,64 + 0,03 mgaae'g™.

Pomocou S&tatistickej metdédy analyzy rozptylu bolo zistené, ze medzi nameranymi
hodnotami pri jednotlivych extraktoch je Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,0000,
F (94,4) > Fwit (2,41)), €o znamena, ze typ, resp. koncentracia rozpustadla ma vyznamny
vplyv (p < 0,05) na obsah polyfenolov v extrakte.

Pomocou Tukeyho testu boli vysledky rozdelené do 4 homogénnych skupin, medzi
ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel. Na zaklade tohto rozdelenia boli vybraté dve krajné
hodnoty (-1 a +1), v ktorych je najvy$Sia koncentracia polyfenolov.

Ako je dobre zretelné z Grafu 5, vyznamne (p < 0,05) najniz$i vytazok polyfenolov bol
dosiahnuty maceraciou vo vode (0,12 + 0,07 mgeae'g”'). Toto koreluje s tvrdenim, Zze vo
v8eobecnosti je pri extrakcii vyhodnejsia binarna zmes, pricom jedno rozpustadlo podporuje
rozpustnost polyfenolickych Iatok a druhé podporuje desorpciu (Jovanovic a kol., 2017).

Vys$8ie vytazky boli ziskané s vysSou koncentraciou etanolu (vid Graf 5), najvy$si vytazok
bol dosiahnuty pri pouziti etanolu o koncentracii 96 %, 80 % a 40 %. Podla Tukeyho testu su
v8ak zaradené do jednej homogénnej skupiny a nie je teda medzi nimi rozdiel. Vzhladom
k mensej spotrebe rozpustadla boli nakoniec ako krajné hodnoty tohto faktoru vybrané
koncentracie etanolu 40 % (-1) a 60 % (+1) (vid Tabulka 7).

V $tudii Jovanovic a kol. (2017) bol ako rozpustadlo zvoleny taktiez etanol v koncentracii
30 % a 50 %. Zaujimavé je, ze pri pouziti 96% etanolu dosiahli vyrazne nizke vytazky, ¢o
opéat koreluje s tvrdenim, ze extrakcia polyfenolickych latok, v tomto pripade z materinegj
dusky, je ucinnejsia pri pouziti binarnej zmesi, najma pri fenolickych latkach s pomerne
vysokou polaritou, viazanych v glykozidoch. Chizzola a kol. (2008) zistili, ze najlepSia
extrakcia polyfenolickych latok z tymianu bola pri 60% etanole.

Tabulka 5: Celkovy obsah polyfenolov a rozdelenie do homogénnych skupin, sledovany faktor
rozpustadlo — koncentracia etanolu. Hodnoty oznacené inym pismenom (a, b, ¢, d) sa podla Tukeyho
testu Statisticky vyznamne liSia (p < 0,05).

Koncentracia etanolu . .
Cpolyfenoly (MJeae @) Minimum (mgeae-g”') Maximum (mgeae-g™)

(%)

0 0,12a + 0,07 0,05 0,23
20 0,24b + 0,02 0,22 0,27
40 0,59cd £ 0,08 0,44 0,66
60 0,52¢ + 0,11 0,38 0,67
80 0,64d + 0,03 0,60 0,67
96 0,57cd £ 0,06 0,51 0,67
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Graf 5:Celkovy obsah polyfenolov v mgeae'qg’?, skiimany faktor rozptstadio.

4.2.1.4 Vplyv doby extrakcie/maceracie na celkovy obsah polyfenolov

VSeobecne mozno pri dihdej dobe maceracie o€akavat vyssi vytazok biologicky ucinnych
latok, na druhu stranu niektoré $tudie, napr. Cuji¢ a kol. (2016) alebo Jovanovi¢ a kol. (2017)
preukazali, ze doba extrakcie/maceracie nema na zisk polyfenolov vyznamny vplyv. Preto
bolo vtomto pripade prevedenych viac experimentov, zahrfiujucich pomerne S$iroké
rozmedzie od 5 min az do 24 hod, presnejsie 5 min, 15 min, 30 min, 60 min (1 hod), 90 min
(1,5 hod), 120 min (2 hod), 150 min (2,5 hod), 240 min (4 hod), 360 min (6 hod), 96 min
(16 hod) a 1440 min (24 hod). Ostatné faktory boli nastavené takto:

- navazka:rozpustadio: 1:10
- teplota: laboratérna (20 °C)
- rozpustadlo: 40% etanol.

Ziskané hodnoty koncentracie polyfenolov boli spriemerované (n=9) asu uvedené v
Tabulke 6 a Grafe 6. Mozno pozorovat, ze sa pohybovali v rozsahu od 0,29 + 0,13 mgcae g™
do 0,99 + 0,24 mgcae'g™.

Pomocou S&tatistickej metdédy analyzy rozptylu bolo zistené, ze medzi nameranymi
hodnotami jednotlivych extraktov je Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,0000,
F (18,95) > Fkit (2,00)), o znamena, ze doba maceracie ma vyznamny vplyv (p < 0,05) na
obsah polyfenolov v extrakte.

Pomocou Tukeyho testu boli vysledky rozdelené do 4 homogénnych skupin, medzi
ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel. Na zaklade tohto rozdelenia boli vybraté dve krajné
hodnoty (-1 a +1), v ktorych je najvy$sia koncentracia polyfenolov.

Z Grafu 6 je zrejmé, ze uz po 30 minutach maceracie doslo k vyznamnému (p < 0,05)
narastu zisku polyfenolov, ktory sa ale uz dalej vyrazne nemenil (vysledky patria do jednej
homogénnej skupiny). Sice mozno pri dobe maceracie 150 min (2,5 hod) pozorovat
prechodné zvysenie zisku polyfenolov s velkou odchylkou ale Statisticky sa tato doba nelisi
od polyfenolov ziskanych pri dobe 90 minut. Rovnako tak pri maceracii 1440 min (24 hod),
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tento vysledok sa naviac takisto Statisticky neliSil od obsahu polyfenolov ziskanych pri 30—
90 min maceracii.

Nie je teda nutné, z ekonomickych dévodov, cely proces zbytoéne predizovat, obzvlast
ked, ako uz bolo spomenuté, méze dochadzat k degradacii alebo enzymatickej oxidacii
fenolickych latok. Ako krajné hodnoty tohto faktoru boli preto zvolené 30 minut (-1)
a 90 minut (+1) (vid Tabulka 7).

V §tudii Jovanovi¢ a kol. (2017) bol skumany ¢as maceracie 5, 15, 30, 60 a 90 minut,
pricom Statisticky odlisny bol len ¢as 5 minut, inak povedané ziaduci vytazok polyfenolov bol
dosiahnuty dokonca uz po 15 min maceracie.

Tabulka 6: Celkovy obsah polyfenolov a rozdelenie do homogénnych skupin, sledovany faktor ¢as
extrakcie. Hodnoty oznacené inym pismenom (a, b, ¢, d) sa podla Tukeyho testu S$tatisticky
vyznamne liSia (p < 0,05).

Cas (min) Cpolyfenoly (MJcae-g™") Minimum (mgeae-g')  Maximum (mgeae-g™)
5 0,31a+ 0,18 0,06 0,54
15 0,29a + 0,13 0,10 0,39
30 0,73bc £ 0,14 0,60 0,94
60 0,74bc £ 0,13 0,61 0,93
90 0,77bcd £ 0,16 0,62 0,99
120 0,64c £ 0,13 0,45 0,77
150 0,99d £ 0,24 0,72 1,29
240 0,63c £ 0,09 0,54 0,76
360 0,61c £ 0,12 0,51 0,80
960 0,55¢ + 0,07 0,45 0,64
1440 0,89bd + 0,12 0,71 1,06

1,2

1,0

| 9% sp
JOE

0,0
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Graf 6: Celkovy obsah polyfenolov v mgeae g, skumany faktor doba extrakcie/maceracie.
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4.2.2 Planovany experiment

Planovany experiment (DOE) bol vygenerovany na zd&klade ziskanych vysledkov
v skriningovej Casti experimentu (vid kap. 4.2.1). Ako hlavna sledovana premenna (odozva)
bol zvoleny celkovy obsah polyfenolickych latok.

Ktory model DOE sa pouzije zavisi od mnozstva faktorov a od preveditelnosti poctu
samotnych experimentov. Pri identifikacii ddlezitych faktorov sa pouziva naj¢astejSie bud
plny faktorovy dizajn alebo skrateny faktorovy dizajn, kedy sa pocet experimentov znizuje.
V tomto experimente bol pouzity faktorovy navrh s poctom faktorov k=4, t.j. typ
rozpustadla, pomer navazky a rozpustadla (v experimente vyjadrené ako navazka (g) na
100 ml rozpustadla), teplota a doba extrakcie, resp. maceracie. Po¢et kombinacii merani je
dany vztahom 2* a v tomto pripade je teda poéet merani 2* = 16. Pre kazdy z faktorov boli
zvolené na zaklade uvodného skriningu a nasledného vyhodnotenia pomocou Statistickej
metdédy ANOVA dve hodnoty — minimalna a maximalna (-1 a +1). Sledované parametre a ich
uvazené hladiny (maximalne a minimalne hodnoty) su prehladne zhrnuté v Tabulke 7. Boli
pridané 4 centralne body (0) za ucelom spresnenia merania a znizenia Sumu.
Experimentalny plan teda zahrrfioval celkom 20 experimentov v nahodnom poradi, navrh
experimentu je zhrnuty v Tabulke 8. Experiment bol rozdeleny do dvoch blokov a bol pouzity
dvojurovriovy faktorovy dizajn 24.

Tabulka 7: Faktory vyuZité pre faktorovy experimentalny dizajn 24 a rozsah ich variability.

Faktor Nizka hladina (-1) Vysoka hladina (+1)
Navazka na 100 ml rozpustadia 109 20g

Teplota extrakcie/maceracie 30°C 60 °C

Koncentracia rozpustadia 40 % 60 %

Doba extrakcie/maceracie 30 min 90 min

Hlavnym cielom tohto experimentu bolo identifikovat vplyvné faktory na obsah
polyfenolickych latok v maceratoch rymovniku. Pouzité hodnoty jednotlivych faktorov a
pozorované a predpovedané koncentracie polyfenolickych latok su uvedené v Tabulke 8.

Po prevedeni navrhnutych experimentov bol Statisticky vyhodnoteny vplyv jednotlivych
faktorov na skumanu odozvu (obsah polyfenolov). Analyza vysledkov spocivala v
preskumani grafickych vystupov tzv. Paretovho diagramu efektov, z ktorého vyplyva vplyv
jednotlivych faktorov na vypocitanu odozvu. Kladny efekt znaéi priamu zavislost (&im vyssie
nastavenie faktoru, tym vy$sia odozva), zaporny efekt znazorriuje nepriamu zavislost, tzn.
vyssie nastavenie, nizsia odozva. Absolitna hodnota efektu (diZka pruhu) je Umerna velkosti
absolutnej hodnoty Standardizovaného odhadu uéinku, inak povedané znaci ddlezitost jeho
vplyvu. Faktory, pri ktorych je p < 0,05, maju Statisticky vyznamny vplyv, v Paretovom grafe
su to tie, ktoré presahuju €ervenu Ciaru.

Efekty, presné p-hodnoty aregresné koeficienty faktorov a interakcii medzi faktormi su
uvedené v Tabulke 9. Efekt jednotlivych faktorov je lepSie prehladny v grafickej podobe
pomocou Paretovho grafu (vid Graf 7).

Z Paretovho grafu (vid Graf 7) mozno pozorovat, ze najviac vplyvajuce faktory su teplota
(faktor A), navazka (faktor B) a menej vplyvny je €as (faktor D).

Jednoznacne najvyssi vplyv ma faktor A — teplota. Teplota méze mat na extrakciu
polyfenolickych latok vyznamny vplyv z dévodu zvySenia ucinnosti extrakcie v dosledku
vacsieho porusenia bunkovych Struktur (Mustafa, Turner, 2011). To vedie k zvy$eniu
permeability bunkovej membrany a k ,zrazkam“ sekundarnych metabolitov a rastlinnych
Casti (polyfenoly s lipoproteinmi), ¢€o =zapriinuje zlepSenie priestupnosti polyfenolov
a prestup hmoty. ZvySena teplota moze taktiez znizit povrchové napétie a podporit ,potenie”
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rastlinného materialu s vysledkom ucinnejSej extrakcie. Vysledok je v sulade so Studiami,
kde bola potvrdena teplota ako pozitivny faktor ovplyvAujuci extrakciu polyfenolov z rastlin
Celade Lamiaceae (Hossain a kol., 2011; Miron a kol., 2011, Dent a kol., 2013).

Aj v tomto pripade teplota a doba maceracie maju na odozvu kladny vplyv, t. j. ¢im je
vy$Sia teplota a dihsia doba maceracie, tym je vyssi zisk polyfenolickych latok v macerate.
Kladny efekt teploty je dvakrat vy$si ako pri ¢ase, o napoveda, ze napriklad pri prevedeni
do praxe je pre optimalny zisk polyfenolickych latok lepSie zvySit teplotu a znizit €as, ich
kombinaciou je mozné dosiahnut optimalny vysledok.

Tabulka 8: Faktorovy experimentalny dizajn 2* s pozorovanymi a predpovedanymi koncentraciami
polyfenolickych latok.

Navazka na
Teplota 100 ml rozp. Etanol Cas Celkovy obsah polyfenolickych
Blok (°C) (9) (%) (min) latok (Mmgcae-g™")
Pozorované Predpovedané

1 60 (+1) 20 (+1) 40 (-1) 90 (+1) 0,892 0,920
1 60 (+1) 10 (-1) 40 (-1) 30(-1) 1,061 1,031
1 60 (+1) 20 (+1) 60 (+1) 30(-1) 0,755 0,723
1 45 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 0,831 0,741
1 30 (1) 10 (-1) 40 (-1) 90 (+1) 0,649 0,732
1 30 (1) 20 (+1) 60 (+1) 90 (+1) 0,611 0,692
1 60 (+1) 10 (-1) 60 (+1) 90 (+1) 0,814 0,903
1 30 (1) 20 (+1) 40 (-1) 30(-1) 0,349 0,310
1 30 (1) 10 (-1) 60 (+1) 30(-1) 0,596 0,619
1 45 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 0,854 0,741
2 60 (+1) 10 (-1) 60 (+1) 30 (-1) 1,039 1,090
2 30 (-1) 20 (+1) 60 (+1) 30 (-1) 0,409 0,468
2 60 (+1) 20 (+1) 60 (+1) 90 (+1) 0,659 0,652
2 60 (+1) 20 (+1) 40 (-1) 30 (-1) 0,550 0,662
2 30 (-1) 10 (-1) 40 (-1) 30(-1) 0,320 0,378
2 45 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 0,889 0,720
2 30 (-1) 10 (-1) 60 (+1) 90 (+1) 0,705 0,643
2 30 (-1) 20 (+1) 40 (-1) 90 (+1) 0,780 0,779
2 60 (+1) 10 (-1) 40 (-1) 90 (+1) 1,098 1,089
2 45 (0) 15 (0) 50 (0) 60 (0) 0,752 0,720

Mnozstvo navazky na 100 ml rozpustadla ma vplyv zaporny, t. j. €&im by bol vy$Si pomer
medzi navazkou a rozpustadlom, tym by bol nizsi celkovy obsah ziskanych polyfenolickych
latok. Tento jav moéze byt spdsobeny nedostatoénym prestupenim média k celému povrchu
v8etkych Castic rastlin. Riesenim tohto javu by mohla byt mieSana maceracia.

Samotné rozpustadlo — koncentracia etanolu (%) (faktor C) nema Statisticky vyznamny
vplyv na obsah polyfenolickych latok. K rovnakému zaveru dosli aj Cuji¢ a kol. (2016).
Avsak, interakcia faktorov C a D ma hodnotu p = 0,035, a pri zvolenej hladine spolahlivosti
95 % plati hypotéza H1, teda ze interakcia faktorov ma vplyv na celkovy obsah polyfenolov.
Z tohto dévodu nemozno vylucit vyznamnost faktoru C, podobne ako v Studii Jovanovi¢ a
kol. (2017), kde bol typ rozpustadla zisteny ako vyznamny.

Z Paretovho grafu (vid Graf 7) je zrejmy, aj ked nevyznamny, zdporny vplyv pouzitého
rozpustadla, t. j. &im by bola vyS$Sia koncentracia rozpustadla, tym by bol nizSi obsah
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ziskanych celkovych polyfenolickych latok. Tento jav je vysvetlitelny potrebnou pritomnostou
binarnej zmesi pri extrakcii, ako bolo rozoberané v kapitole 4.2.1.3.

Jednotlivé interakcie medzi faktormi aich vplyv na ziskanie ¢o najvy$Sieho obsahu
polyfenolickych latok su dobre sledovatelné v grafickom prevedeni, ktoré sa nachadza
v Prilohe 1.

Tabulka 9: Statistickd analyza optimalizacie macerécie pomocou faktorového dizajnu 24.
Efekt Sm.Ch. (8) p Koef. Sm.Ch.
Koef.

Priemer/absolutny Clen 0,731 0,025 28,856 0,000 0,731 0,025

Hlavné faktory

A:Teplota 0,306 0,057 5,407 0,001 0,153 0,028
B:Navazka —0,160 0,057 2,822 0,022 —0,080 0,028
C:Rozpustadlo -0,014 0,057 —-0,247 0,811 —0,007 0,028
D:Cas 0,141 0,057 2,493 0,037 0,071 0,028
Interakcia medzi faktormi

AB —0,129 0,057 —2,280 0,052 —0,065 0,028
AC -0,127 0,057 —2,234 0,056 —0,063 0,028
BC 0,079 0,057 1,388 0,203 0,039 0,028
AC —0,070 0,057 -1,230 0,254 —0,035 0,028
CD —0,144 0,057 —2,536 0,035 —0,072 0,028
BC —0,020 0,057 -0,360 0,729 —0,010 0,028

Je zaujimavé, ze niektori autori doSli k trochu odliSnym zaverom. Napr. v Studii Jovanovi¢
a kol. (2017) bol najvyznamnej$im faktorom pre zisk polyfenolickych latok typ rozpustadla
a pomer navazky a rozpustadla. Menej vyznamné faktory boli velkost' ¢astic a €as extrakcie.
Pri extrakcii polyfenolickych latok z listov Urtica dioica bol takisto €as extrakcie Statisticky
nevyznamny (Vaji€ akol., 2015). Pomer navazky arozpustadla bol druhym
najvyznamnej$im faktorom pri ziskavani polyfenolickych latok zo suSenej arénie, pricom ¢as
nebol Statisticky vyznamnym faktorom (Cujié akol., 2016). Tieto odli$nosti mézu byt
spOsobené celkovym usporiadanim experimentu, vyberom faktorov atd. Napriklad Jovanovié¢
a kol. (2017) alebo Cujié¢ a kol. (2016) sa nezaoberali skimanim vplyvu teploty, v rade $tudii
sa spracovava suseny material a vyznamny vplyv na vytazok mala velkost Castic.

Na zaklade prevedenej analyzy boli vyhodnotené optimalne podmienky pre ¢o najvyssi
obsah polyfenolickyh latok v ziskanych maceratoch. Optimalne podmienky boli zvolené
takto:

- teplota: 60 °C

- navazka:rozpustadio: 1:10
- rozpustadlo: 40% etanol

- doba macerécie: 90 minut.

51



A:Teplota

B:Navazka |

AD
BD t
AC |
Blok
BC t

C:Rozpustadlo

-1

1 2 3 4 6
5,4073;
-2,82151
-2,53609
2,493348
-2,27971
2,23423
1,387568
-1,22995
-,416905
-,359226
-,247085
. p=,05

Standardizovany odhad Gginku (absolitna hodnota)

Graf 7: Paretov graf zobrazujuci vyznamnost skumanych parametrov, hladina spolahlivosti nastavena

na 95 %.
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4.3 Extrakty ziskavané PFE a PHWE

Extrakcia stlaenou horucou vodou spolu s vysokotlakou extrakciou s rozpustadiom
etanolom bola vykonana ako alternativna metéda pre ziskanie extraktu. Tieto metédy sa
radia medzi tzv. ,zelené metddy”, ktoré su predovSetkym priatelské k zivotnému prostrediu,
t. j. vyzaduju kratSi extrakény ¢as, menej spotrebovanej energie a rozpustadla. Cielom bolo
zistit, ¢i tieto moderné ,zelené metddy” poskytnu vyrazne vy$sie vytazky polyfenolov, prip.
aj dalSie vyhody, nez je tomu pri jednoduchej maceracii.

Zvys$ujuca sa teplota ako meniaci sa faktor tejto extrakcie bol zvoleny z dévodu vysokého
pozitivheho vplyvu na obsah celkovych polyfenolov v macerate.

4.3.1 Vysokotlaka extrakcia rozpustadlom, teplotna zavislost’

Pri PFE bolo pouzité rozpustadlo, ktoré bolo vybrané ako optimalne pri maceracii — 40%
etanol, postup a podmienky extrakcie boli prevedené podla postupu uvedeného v kap. 3.4.2.
Ziskané vysledky boli spriemerované (n = 3) pre kazdu teplotu a su uvedené v Tabulke 10
a Grafe 8. Ako mozno pozorovat, pohybovali sa vrozsahu od 0,08 + 0,03 mgcae'g" do
0,43 + 0,07 mgeae'g”'. Pomocou Statistickej metddy analyzy rozptylu bolo zistené, Ze medzi
nameranymi hodnotami je Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,001, F (34,73) > Fxit (5,19)).
Pomocou Tukeyho testu boli vysledky rozdelené do troch homogénnych skupin, medzi
ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel.

V Tabulke 11 mozno pozorovat signifikantny pokles v obsahu celkovych polyfenolickych
latok oproti maceracii.

Pri PFE extrakcii v8ak bola pouzita rastlina, ktora bola pestovana v inych podmienkach
(ind pdda, iny prisun svetla, iné zalievanie, iné biologické Stadium rastliny v ¢ase zberu),
preto tieto hodnoty medzi sebou bohuzial nemozno porovnavat. Mozno z toho vsak vyvodit,
a potvrdzuje to uz spominany fakt, ze podmienky pestovania maju vyrazny vplyv na obsah
biologicky aktivnych latok v rastlinnom materiali.

V tomto experimente bol predovsetkym sledovany trend, akym vplyva teplota na celkovy
obsah polyfenolickych latok pri PFE extrakcii. Silna pozitivha korelacia (r = 0,792, vid Graf 9)
potvrdzuje zavislost medzi celkovym obsahom polyfenolickych latok a teplotou.

Tabulka 10: Celkovy obsah polyfenolov ziskany PFE extrakciou a rozdelenie do homogénnych
skupin, sledovany faktor teplota. Hodnoty oznacené inym pismenom (a, b, ¢) sa podla Tukeyho testu
Statisticky vyznamne liSia (p < 0,05).

Teplota (°C) Cpolytenoly (MGeae'g™)  Minimum (mgeae'g™)  Maximum (mgeae'g™")
40 0,08a + 0,03 0,06 0,10
60 0,22b + 0,01 0,22 0,23
80 0,42c + 0,02 0,41 0,43
100 0,43c + 0,07 0,38 0,49
120 0,36bc + 0,00 0,35 0,36
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Graf 8: Celkovy obsah polyfenolov ziskany PFE extrakciou v mgeae'g’ v zavislosti na zvy$enej
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Graf 9: Korelacia medzi celkovym obsahom polyfenolov a teplotou pri PFE, uvedené pasy znazorriuju

hladinu spolahlivosti 95%.

Tabulka 11: Porovnanie najvytaznejSich teplét extrakcii.

Extrakcia

Cpolyfenoly (MJGAE" 91)

PHWE, 180°°C
PFE, 120 °C
Maceracia, 60 °C

1,28 + 0,04
0,36 £ 0,00
1,10 + 0,03
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4.3.2 Extrakcia stlaéenou horucou vodou, teplotna zavislost’

V tomto pripade bola pouzita ako extrakéné cinidlo horuca voda, podmienky extrakcie su
uvedené v kapitole 3.4.3

Ziskané hodnoty koncentracie polyfenolov boli spriemerované (n = 3) pre kazdu teplotu
a su uvedené v Tabulke 12 a Grafe 10. Ako mozno vidiet, pohybovali sa v rozsahu od
0,06 + 0,03 mgeae'g”’ do 1,28+ 0,04 mgeae'g!. Pomocou Statistickej metddy analyzy
rozptylu bolo zistené, Ze medzi nameranymi hodnotami je Statisticky vyznamny rozdiel
(p < 0,0000, F (554,32) > Fyit (2,66)). Pomocou Tukeyho testu boli vysledky rozdelené do
Siestich homogénnych skupin, medzi ktorymi je Statisticky vyznamny rozdiel.

Extrakcia stlatenou horucou vodou bola vykonana s takou istou rastlinou ako bola
vykonana maceracia. Mozno teda porovnavat ziskané hodnoty z maceracie a PHWE s tym
rozdielom, ze pri PHWE je jeden z vyznamnych faktorov iné rozpustadlo, ktoré je vSak
pouzité v sulade s testovanim €o najviac ,zelenej metddy“. ZvySujuca sa teplota ako meniaci
sa faktor tejto extrakcie bol zvoleny z dévodu vysokého pozitivneho vplyvu na obsah
celkovych polyfenolov v macerate. Vysledky potvrdzuju, ze medzi teplotou a obsahom
celkovych polyfenolov je silna kladna korelacia (r = 0,942, vid Graf 11).

Pri porovnani celkového obsahu polyfenolickych latok v macerate, ziskanom pri
optimalizovanych podmienkach, s PHWE, mozno sledovat ze vyznamny narast v obsahu
polyfenolickych latok nenastal (vid Tabulka 11). NavySe, pri vy$Sich teplotach (120 °C
aviac) sa zacali uvolhovat neprijemné aromatické latky, ¢o bolo citelné pri senzorickom
zhodnoteni. Uréité zmeny mozno pozorovat aj na farbe extraktu, ktory so zvySujucou sa
teplotou vyrazne hnedol (vid Obrazok 17).

Obrazok 17: Extrakty rymovniku ziskané extrakciou PHWE. Teploty extrakcie zlava: 40 °C, 60 °C,
80 °C, 100 °C, 120 °C,140 °C, 160 °C, 180 °C.

Zaverom mozno zhrnut, ze rovnako ako v pripade maceracie aj pri PFE a PHWE ma
teplota vyznamny vplyv (p <0,05) na zisk polyfenolov. Tieto metédy ponukaju oproti
maceracii mnozstvo vyhod, napr. rychlost, efektivnost, vyuzitie vody ako rozpustadla
(zelena metdda), na druhu stranu vSak vytazok polyfenolov nebol vyznamne vys$$i nez
pri maceracii, pouzita vysoka teplota mala naviac podla o¢akavani negativny vplyv na profil
aromatickych latok (vid kap. 4.4). Mozno teda kon$tatovat, ze metéda PHWE, ato isté
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mozno ocakavat aj

pri PFE, nie je pre ziskavanie extraktov vzhladom na obsah

polyfenolickych latok a zaroven na zachovanie pozitivnych aromatickych latok, vyhodnejsia
v porovnani s maceraciou, obzvlast ked vezmeme do uvahy nutnost pouzitia drahej

aparatury a celkovo vyssie naklady na extrakciu.

Tabulka 12: Celkovy obsah polyfenolov ziskany PHWE extrakciou arozdelenie do homogénnych
skupin, sledovany faktor teplota. Hodnoty oznacené inym pismenom (a, b, ¢, d, e, f) sa podla
Tukeyho testu Statisticky vyznamne liSia (p < 0,05).

Teplota (°C)

Cpolyfenoly (mgGAE'g-1)

Minimum (mgeae-g™")

Maximum (mgcae-g™")

40 0,06a + 0,03 0,04 0,09
60 0,13a + 0,03 0,10 0,17
80 0,27b + 0,03 0,23 0,29
100 0,31b + 0,03 0,29 0,34
120 0,46¢ + 0,03 0,43 0,48
140 0,55d + 0,04 0,52 0,60
160 0,86e + 0,02 0,84 0,87
180 1,28f + 0,04 1,201 1,32
1,4
=
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Graf 10: Celkovy obsah polyfenolov ziskany PHWE extrakciou v mgeae'g! v zavislosti na zvy$enej

teplote.
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Graf 11: Korelacia medzi celkovym obsahom polyfenolov a teplotou pri PHWE.

4.4 Aromaticky profil PHWE extraktov z rymovnika

Extrakty, esencialne oleje réznych bylin su Siroko vyuzivané ako aromatické a chutové
prisady do réznych potravin a napojov, rovnako tak do mnohych kozmetickych vyrobkov,
v pripade esencialnych olejov sa pouzivaju aj v aromaterapii. Z tohto hladiska je dolezity
obsah aromatickych latok. Tieto latky su podstatou aromy/chuti, okrem toho vSak maju
aj mnoho dalSich pozitivnych ucinkov, €asto je studovana napr. ich antimikrobialna aktivita
(Erny Sabrina a kol., 2014).

Aromatickym latkam v rymovniku, najma v esencialnych olejoch z nich ziskanych, sa
venovalo uz niekolko publikacii (Murthy a kol., 2009; Hassani a kol, 2012; Joshi a kol., 2011;
Da Costa a kol., 2010; Velasco a kol., 2009) a v rymovniku bolo doposial identifikovanych
mnoho prchavych (aromatickych) latok, ich maximalny zisteny pocCet bol 76 (Arumugam
a kol., 2016).

Z tohto dévodu bol vramci tejto prace sledovany tiez profil prchavych latok ako dalSi
marker kvality ziskanych extraktov. Pre ich stanovenie bola pouzita metéda HS-SPME-GC-
MS. Identifikacia bola prevedena na zaklade porovnania hmotnostnych spektier s dostupnou
kniznicou spektier, ich obsah vo vzorkach bol zistovany semikvantitativne na zaklade pléch
pikov.

Analyzované boli ziskané extrakty z PHWE extrakcie, nakolko pri tejto extrakcii bola
pouzitd najvy$Sia teplota amohlo teda dochadzat knajvacsSej degradacii latok.
V neposlednom rade bol pri extrakcii spozorovany neprijemny zapach a hneda farba (vid
Obrazok 17). Bol tiez sledovany vplyv teploty na obsah aromatickych latok v ziskanych
extraktoch.

Identifikované zlu€eniny boli rozdelené do nasledujucich skupin: terpénové uhlovodiky —
monoterpény, terpénové uhlovodiky — seskviterpény, kyslikové monoterpény, kyslikové
seskviterpény, aldehydy, alkoholy a estery.

4.4.1 Porovnanie poctu zluéenin identifikovanych v extraktoch

V extraktoch ziskanych pomocou PHWE bol minimalny pocet (27 zlu€enin) stanoveny pri
teplote 100 °C a maximalny pocet (40 zlu€enin) stanoveny v extrakte pri 180 °C. Prehlad
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poctu jednotlivych ale aj celkovych identifikovanych latok je prehladne zobrazeny v Grafe 12
a Tabulke 13.

Podla poctu bola najvacsSia cast identifikovanych latok patriaca do skupiny
seskviterpénov, ¢o je v sulade s o€akavanim, nakolko sa jedna o rastlinny material.

Zlu€eniny, ktoré boli identifikované len pri vyS8Sich teplotach (120 °C a viac) su: nonyl
acetat, eremofylén, B-funebrén, kubebén, 1-dodekanol, 1-epi kubenol, B-elemén, B-pinén,
sabinén, hex-2-én-1-al, trans-p-ocimén, 3-tujén, oktanal, izoterpinolén, cedrén, cis-B-
farnezén, a-selinén a cypera-2,4-dién. Nie vSetky z tychto zlu€enin boli identifikované pri
v8etkych vysokych teplotach, ¢o moze byt spésobené tym, ze boli identifikované €asto len
v stopovom mnozstve. Vaésina z tychto zlu€enin patri do skupiny seskviterpénov, pripadne
monoterpénov, alkoholov a aldehydov. Je tazké identifikovat presne, ktoré zluceniny su
zodpovedné za neprijemny zapach extraktov ziskanych pri vysokych teplotach. Niekedy pri
velmi silnych neprijemne zapachajucich zlu€eninach staci aj stopové mnozstvo, aby
zapachal cely extrakt. Pri vysokych teplotach boli identifikované najméa seskviterpény, ktoré
su Casto charakterizované ako véne zemité, drevité, korenisté a oproti monoterpénom maju
vyraznejSiu aromu.

Podla Li a kol. (2020) mézu extrakéné podmienky PHWE viest aj k vzniku antioxidantov,
ktoré sa pévodne v byline vébec nenachadzali. Boli identifikované tri hlavné mechanizmy,
akymi méze dochadzat k vzniku antioxidantov po¢as PHWE extrakcie. Prvy je, ze hydrolyza
pri vysokych teplotach méze spdsobovat vznik novych zlu€enin; v druhom rade mdze
dochadzat k simultannej extrakcii a degradacii termolabilnych latok a v neposlednom rade
mbéze dochadzat v dosledku vysokej teploty a pritomnosti vody ku karamelizacii
a Maillardovej reakcii za vzniku Amadoriho zlu€enin a ostatnych redukujucich cukrov. Tie
mézu byt priznakom nepriaznivého zapachu a hnedej farby ziskanych extraktov. Cim je
vy$Sia teplota extrakcie, tym je extrakcia menej $pecificka a dochadza k degradacii zlu€enin.
To by mohlo byt pri¢inou zvy$eného obsahu polyfenolov pri vysSich teplotach a zaroven a;j
objavenie neprijemného zapachu a hnedej farby.

180 °C | [ |
160 °C | [ | B
140°C | u u
120°C | u |
100 °C | [ | |
s0°C | I |
60°C | I |
s0°c | [ | ]
0 5 1I0 1I5 2I0 2I5 3I0 3I5 4I0 4I5
Kyslikové monoterpény Kyslikové seskviterpény
Terpénové uhlovodiky - monoterpény Terpénové uhlovodiky - seskviterpény
m Aldehydy Alkoholy
m Estery m Ketony

Graf 12: Zastupenie jednotlivych skupin zltcenin identifikovanych v extraktoch (pocet zlicenin).
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Tabulka 13: Prehlad celkového poctu prchavych latok podlfa chemickych skupin v extraktoch
40°C 60°C 80°C 100°C 120°C 140°C 160°C 180°C

Aldehydy 1 1 1 1 1 1 1 3
Alkoholy 5 4 4 4 5 4 4 5
Estery 3 1 2 1 2 1 1 1
Ketony 1 1 0 0 1 0 0 0
Kyslikové monoterpény 7 5 6 5 5 5 5 5
Kyslikové seskviterpény 2 1 1 1 2 2 2 2
Terpénové uhlovodiky - 5 5 6 5 8 7 8 9
monoterpény

Terpénové uhlovodiky - 9 9 9 10 11 13 11 15
seskviterpény

Celkom 33 28 29 27 35 33 32 40

4.4.2 Porovnanie obsahu zluéenin identifikovanych v extraktoch

PrinosnejSie ako len pocet identifikovanych zluéenin je sledovanie ich obsahu
v jednotlivych vzorkach. Porovnanie obsahu jednotlivych skupin vo vzorkach je uvedené v
Grafe 13 a Grafe 14. Relativny obsah bol zistovany semikvantitativne na zaklade pléch
pikov a je prezentovany ako % z celkovej plochy pikov.

Pri teplote 40 °C bol ziskany extrakt s najvy$Sim podielom kyslikovych monoterpénov
a najnizSim podielom seskviterpénov. So zvysSujucou sa teplotou sa znizovalo percentualne
zastupenie kyslikovych monoterpénov a zvySovalo sa zastupenie seskviterpénov, pri
najvy$sej teplote bol percentualny obsah seskviterpénov najvy$si. Podiel monoterpénov
zostaval so zvySujucou sa teplotou priblizne rovnaky, podiel alkoholov sa so zvySujucou sa
teplotou postupne mierne znizoval, naopak podiel aldehydov sa mierne zvySil. Obsah
aldehydov, keténov a esterov je vo v8etkych pripadoch v porovnani s ostatnymi skupinami
zanedbatelny.

180 °C (]

160 °C |1

140 °C (B

120 °C I |

100 °C | [
80 °C [
60 °C [ —
40 °C e

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
m Kyslikové monoterpény m Kyslikové seskviterpény
Terp. uhlfovodiky - monoterpény = Terp. uhfovodiky - seskviterpény
m Aldehydy m Alkoholy
m Estery m Ketony

Graf 13: Zastupenie jednotlivych skupin zlicenin ziskanych v extraktoch (obsah zlucenin).
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Graf 14: Zastupenie jednotlivych skupin zlu¢enin ziskanych v extraktoch (relativny obsah v %).

Pre lepSiu prehladnost su v nasledujucich Grafoch 15— 18 znazornené a podrobne
diskutované najdélezitejSie skupiny zlucenin. Zo vsetkych identifikovanych zluéenin boli
vybraté tie, ktorych obsah bol aspon pri jednej z teplbt vy$si nez 5 %.

Vysoky obsah z monoterpénov obsahujucich vo svojej Strukture kyslik — monoterpenoidov
tvoril gafor a karvakrol, v menSom zastupeni bol najdeny karvakryl metyléter (vid Graf 15).
Obsah gaforu a karvakrolu sa so zvySujucou teplotou znizoval. Karvakryl metyléter bol
priblizne v rovnakom zastupeni a az pri teplotach 160 °C a 180 °C jeho obsah klesol.

Karvakrol, ako uz bolo spominané v kap. 2.4.1.2 je oznacovany za bioaktivnu latku
s preukazanou antimikrobialnou aktivitou. Jeho pritomnost v rymovniku a jeho extraktoch
bola potvrdena niekolko krat, vo vacsine pripadov medzi majoritnymi zlu€eninami (Gurib-
Fakim a kol., 1995; Murthy a kol., 2009; Velasco a kol., 2009; Senthilkumar a kol., 2010;
Joshi a kol., 2011; Kweka a kol., 2012). Karvakrol je charakteristicky svojim prenikavym,
Stipfavym, drevitym zapachom. Okrem iného sa vyskytuje v rascovych semiackach, tymiane
a oregane (Burdock, 2010). Karvakryl metyléter ma taktiez Stiplavu, charakteristicku bylinnu
arému.

Géafor sa prirodzene ziskava ako esencidlny olej najma destilaciou z listov stromu
Cinnamomum a Laurus Camphora pévodom z Ciny a Japonska. Géfor je charakteristicky
Stiplavym zapachom a spalenou horkou ale sviezou chutou (Burdock, 2010). V extraktoch
rymovniku bol identifikovany viac krat (Gurib-Fakim a kol., 1995; Hassani a kol, 2012; Erny
Sabrina a kol., 2014).

Kedze sa obsah tychto zlu€enin so zvySujucou sa teplotou znizoval, pravdepodobne
dochadzalo kich degradacii. V studii Yang akol. (2007) preukazali, ze pri extrakcii
subkritickou vodou pri teplotach pod 150 °C dochadzalo k degradécii 5 terpénov (a-pinén,
limonén, gafor, citronellol a karvakrol) priblizne o 10 % a pri teplotach 200 a 250 °C stuplo
percento degradacie az na 2042 %.
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Graf 15: Kyslikové monoterpény.

Obsah seskviterpénov sa so zvySujucou sa teplotou zvySoval (vid Graf 16). Obsah
seskviterpénu a-kopaénu bol az pri teplote 180°C vysSi ako 5 %, pricom pri teplote 40 °C
nebola jeho extrakcia zaznamenana. Arédma tohto seskviterpénu je charakterizovana ako
zemita, pripominajuca vénu pecenych zemiakov (Wang, Kays, 2000). V extrakte rymovniku
bol identifikovany v Studii Gurib-Fakim a kol. (1995).

Trans-a-bergamotén takisto nebol identifikovany v extrakte ziskanom pri 40 °C, av8ak
bola pri tejto teplote identifikovana jeho optickd forma cis-a-bergamotén. Trans-a-
bergamotén je charakteristicky svojou bergamotovou, sviezou, kvetinovou vénou
(Sawamura akol.,, 2006). B-karyofylén bol identifikovany vo vSetkych extraktoch, je
charakteristicky drevito-korenistou, klinéekovou arémou. Bol viackrat identifikovany
v extraktoch ziskanych z rymovnika (Murthy a kol., 2009; Velasco a kol., 2009; Da Costa a
kol., 2010; Joshi a kol., 2011; Hassani a kol., 2012).

Humulén, alebo a-karyofylén je izomér B-karyofylénu. Tvori prirodzenu sucast
aromatickych latok nachadzajucich sa vchmeli (Humulus Iupulus) aje podstatnou
aromatickou latkou pri vyrobe piva (Hartsel a kol., 2016). Je charakteristicky svojou drevitou,
korenistou vénou. Bol identifikovany v mnohych Studiach ako latka pritomna v extrakte
z rymovnika (Roja a kol., 2008; Velasco a kol., 2009; Da Costa a kol., 2010; Senthilkumar a
kol., 2010; Joshi a kol., 2011; Hassani a kol, 2012; Kweka a kol., 2012).

Obsah B-selinénu pri teplote 180 °C bol zo vSetkych seskviterpénov najvyssi. Jeho
pritomnost bola potvrdena aj v dalSich Studiach (Senthilkumar a kol., 2010; Hassani a kol.,
2012; Kweka a kol., 2012).

Kadina-1(10)-4-dién zvySoval svoj obsah takisto so zvySujucou sa teplotou extrakcie.
Nebola dohlada publikacia v ktorej sa uz vyskytoval v rymovniku, bol vSak identifikovany
napriklad jeho izomér y-kadinén (El Hawary a kol., 2012).
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Graf 16: Terpénové uhlovodiky — seskviterpény.

Z monoterpénovych uhlovodikov boli najviac zastupené zlu€eniny 3-karén a p-cymén. 3-
karén ma sladku, prenikavu terpentinovu vériu (Hartsel a kol., 2016). Jeho obsah sa vo
vy$Sich teplotach mierne zvysil, zatial €¢o obsah p-cyménu sa znizil. P-cymén ma citrusovu
voénu (Hartsel a kol., 2016) a je prekurzorom pre vznik karvakrolu (vid. kap. 2.4.1.2).
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Graf 17: Terpénové uhlovodiky — monoterpény.

Obsah okt-1-én-3-olu bol najvyssi pri extrakcii za podmienok 60 °C a nasledne jeho obsah
so zvySujucou sa teplotou klesal (vid Graf 18). Jeho pach je sladky, silny, zemity, bylinkovy
pripominajuci levandulu, ruzu a seno. Chut je sladkd, bylinna (Hartsel a kol., 2016). Jeho
pritomnost v rymovnikovom esencialnom oleji bola potvrdena napriklad $tudiami Velasco a
kol. (2009) ¢i Tewari a kol. (2012).
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Graf 18: Alkoholy
4.5 Charakterizacia ,,optimalneho* extraktu

Za ,optimalny“ extrakt z hladiska obsahu polyfenolickych a aromatickych latok bol v ramci
tejto prace, na zaklade zhodnotenia vSetkych ziskanych vysledkov, zvoleny extrakt ziskany
maceraciou, ktorého podmienky boli optimalizované pomocou metddy planovania
experimentu (vid kap. 4.2.2). Tento extrakt bol nasledne znovu pripraveny v troch
paralelnych opakovaniach za ziskanych optimalnych podmienok: teplota 60 °C, rozpustadio
40% etanol, doba 90 minut a navazka 10 g na 100 ml (pomer navazky a rozpustadla 1:10)
a charakterizovany z hladiska obsahu polyfenolov, aromatickych latok a antioxidaénej
aktivity za pouzitia totoznych metdd, ako v procese optimalizacie.

4.5.1 Celkovy obsah polyfenolov

Celkovy obsah polyfenolov v ,optimalnom* extrakte, stanoveny spektrofotometricky Folin-
Ciocalteuovou metodou, bol zisteny 0,18+ 0,05 mgeae'ml’!, ¢o je v prepocte
1,83 + 0,53 mgcae-g’ rastliny (vid Tabulka 14).

Rastlinné polyfenoly su spajané s antioxidaénou a antibakterialnou aktivitou vdaka ich
unikatnej strukture. Pozostavaju z jedného alebo viacerych aromatickych kruhov, na ktoré je
naviazana jedna alebo viac hydroxylovych skupin. Vdaka tomu su polyfenoly schopné
vychytavat volné radikaly formovanim rezonancne stabilizovaného fenoxylového radikalu.

V $tudii Dudonné a kol. (2009) boli porovnavané antioxidac¢né aktivity a celkové obsahy
polyfenolov celkovo 30 rastlin, celkovy obsah polyfenolov bol vrozsahu 6,86—
397,03 mgeae- g extraktu. Rastlina patriaca do ¢elade hluchavkovitych, Salvia sclarea, mala
celkovy obsah polyfenolov 17,56 + 0,24 mgeae-g"' extraktu.

V §tudii Sulaiman a kol. (2018) bol charakterizovany extrakt ziskany pomocou Soxhletove;j
extrakcie, ktory bol nasledne odpareny do sucha a rozpusteny v rozpustadle (aceton, etanol,
n-butanol). Extrakt ziskany pomocou etanolu vykazoval najvys$si obsah polyfenolickych
latok, a to 29,3 + 0,3 mgeae g™ extraktu.

V §tudii Bhatt a kol. (2013) ziskavali extrakt maceraciou v etanole, ktory nasledne odparili
do sucha. Stanoveny celkovy obsah polyfenolov bol 49,91 + 0,3 mgcae'g™ extraktu.

Ako je vidiet, v naSom pripade bol zisk polyfenlov podstatne mensi, je v§ak potrebné brat
do uvahy, ze v Studiach sa najCastejSie uvadza obsah polyfenolov v prepoéte na odpareny
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extrakt v gramoch. Samozrejme tym dochadza k zahustovaniu a k zvy$eniu obsahu
polyfenolov. V tejto praci nebolo pripadné odparenie zakomponované, predovsetkym kvoli
zachovaniu maximalnej Setrnosti pripravy extraktu, vysledky su teda obtiazne porovnatelné.

V pripade, ze by pre aplikaciu do potravin nebol vhodny etanol z hladiska technolégie
spracovania danej potraviny, bolo by nutné extrakt odparit do sucha a nasledne rozpustit vo
vhodnom rozpustadie (napr. voda) alebo ho pouzit ako prasok. V takomto pripade by extrakt
obsahoval vy8Sie mnozstvo polyfenolickych latok, nakolko by doslo kjeho
zakoncentrovaniu, avSak je mozné, ze by sa zmenil jeho aromaticky profil.

V pripade pouzitia extraktu do kozmetického priemyslu je etanol z hladiska technolégie vo
v8eobecnosti mensim problémom a teda by nemuselo dochadzat k finalnemu odparovaniu.

4.5.2 Antioxidacéna aktivita

V ziskanom optimalnom extrakte bola stanovena antioxida¢na aktivita pomocou metody
TEAC. Tato metdda je zalozena na merani schopnosti vzorky zhasat' radikal katibon ABTS™.
Redukujuce zlu€eniny mézu redukovat oxidované medziprodukty procesu lipidovej
peroxidacie avdaka tomu pésobit ako primarne a sekundarne antioxidanty. Bola zistena
antioxidac¢na aktivita extraktu 148,69 + 26,92 ugreac'ml™.

Tato metdda meria antioxidanu aktivitu vo vode aj v tukoch rozpustnych antioxidantov.
Vlyjadruje sa ako ekvivalent $tandardu Trolox (TEAC). Cim je vy$$ia hodnota TEAC, tym je
vy$sia antioxidadna aktivita. Dal$im &astym spdsobom, ako sa zistuje antioxidaéna aktivita
je pomocou radikalu DPPH (Bhatt a kol., 2013; Bhatt, Negi, 2012).

Percento zhaSania radikdlu ABTS™ v optimalnom extrakte bolo podla rovnice (2)
vypocitané na 30,03 + 5,44 %.

Tabulka 14: Charakteristiky optimélneho extraktu.

Celkovy obsah polyfenolov 0,18 £ 0,05 mgeae-ml™" 1,83 £ 0,53 mgcae-g’ rastliny
Antioxidacna aktivita 148,69 * 26,92 ugreac'ml’
% zhasania radikalu 30,03+5,44 %

V $tudii Bhatt a Negi (2012) bola Studovana antioxidaéna kapacita viacerych extraktov
(metanolovy, etanolovy, aceténovy, hexanovy). Antioxidaénu kapacitu vyjadrili pomocou
percenta zhasania radikalu DPPH. 50% etanolovy extrakt vykazoval pri koncentracii 100
ppm 30,4% aktivitu zhasania DPPH'. V tejto Studii bola takisto potvrdena korelacia medzi
aktivitou zhasania radikalu a obsahom celkovych polyfenolov.

Antioxidaénou aktivitou sa zaoberali aj niektoré dalsie Studie (vid 2.4.1.1). Porovnanie
s antioxidaénou aktivitou ziskaného extraktu je obtiazne ¢&i uz z dévodu odliSnosti ziskania
extraktu, odliSnosti metédy a v neposlednom rade odliSnostou pévodu a pestovania rastliny.

Nakolko bola antioxidaéna aktivita merana v neodparenom extrakte, jeho pripadnym
zakoncentrovanim by mohla byt antioxidaéna aktivita vy$sia, pri potencialnom vyuziti zmesi
viacerych rastlin s bioaktivnymi zlu€eninami by mohol takyto extrakt vhodne posluzit ako
antioxida¢né Cinidlo v potravinach.
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4.5.3 Aromatické latky

Aromatické latky su délezitou sucastou bylin, okrem toho, Zze charakterizuju vénu a chut
byliny, mnohé z nich maju aj bioaktivne ucinky. Optiméalny extrakt a zaroven aj samotna
bylina bola podrobena analyze HS-SPME-GS-MS pre identifikaciu a semikvantifikaciu
pritomnych prchavych zlu€enin. Nakolko boli aromatické latky pritomné v byline
extrahované priamo pomocou SPME, zatial €o v optimalnom extrakte boli najskér
extrahované do etanolu, mozno pozorovat pripadnu ucinnost/neucinnost maceracie.

Celkovo bolo vo vzorkach identifikovanych 43 prchavych latok. Tabulka 15 zobrazuje
vSetky identifikované latky aich zaradenie do prislusnej skupiny. Celkovo bolo v byline
identifikovanych 84,45 % pritomnych zlu€enin avextrakte 92,47 %. Do tohto
percentualneho vyjadrenia neboli zapoditané prvky so stopovym mnozstvom.

Tabulka 15: Identifikované zluceniny v optimalnom extrakte a ich percentuélne vyjadrenie. Stopové
mnoZstvo (st) < 0,5 %. Skupina terpénovych uhlovodikov je rozdelend na monoterpény
a seskviterpény. Percentualne zastupenie je vyjadrené na zaklade pléch pikov. Pri referenciach bola

vZdy vybrata len jedna publikéacia.

Percentualne
zastupenie

RT  Zlu€enina Optimalny Bylina  Skupina Referencie

(min) extrakt

8,87 3-karén 8,22% 6,28% Monoterpény Hassani a kol. (2012)

8,94 a-pinén 2,68% 2,35% Monoterpény Galvao Rodrigues a
kol. (2013)

8,89 sabinén 0,65% st Monoterpény Hassani a kol. (2012)

9,31 B-pinén - 1,26%  Monoterpény Galvao Rodrigues a
kol. (2013)

10,32 limonén 0,68% 0,85% Monoterpény Hassani a kol. (2012)

11,15 hex-2-én-1-al - st Aldehydy

11,39 trans-B-ocimén - st Monoterpény

11,61 3-tujén - st Monoterpény Velasco a kol. (2009)

11,74 y-terpinén 6,28% 5,37% Monoterpény Murthy a kol. (2009)

12,52 o-cymén st - Monoterpény El Hawary a kol.
(2013)

12,57 p-cymén 2,14% 7,68% Monoterpény Velasco a kol. (2009)

12,69 terpinolén 2,32% 1,91% Monoterpény

15,74 hex-3-én-1-ol - st Alkoholy

15,89 oktan-3-ol - 0,54% Alkoholy

16,05 nonanal st - Aldehydy

16,23 fenchén - 0,51% Kysl. monoterpény

17,54 okt-1-én-3-ol st 2,50% Alkoholy Tewari a kol. (2012)

17,73 a-kubebén st 0,87%  Seskviterpény Murthy a kol. (2009)

17,98 cis-sabinén hydrat - st Monoterpény Tewari a kol. (2012)

18,90 a-kopaén 7,55% 5,93%  Seskviterpény El Hawary a kol.
(2013)

19,70 gafor 1,88% 7,59% Kysl. monoterpény Hassani a kol. (2012)

19,97 germacrene D 1,37% - Seskviterpény El Hawary a kol.
(2013)

19,99 B-kopaén st st Seskviterpény El Hawary a kol.
(2013)
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Percentualne

zastupenie
Zlu€enina Optimalny Bylina  Skupina
extrakt

20,12 linalol - 0,58% Kysl. monoterpény Hassani a kol. (2012)

20,24 trans-sabinén hydrat - st Monoterpény Kweka a kol. (2012)

20,95 nonylester acetat - st Estery

21,17 trans-a-bergamotén 14,22% 11,96% Seskviterpény Velasco a kol. (2009)

21,45 B-elemén st - Seskviterpény El Hawary a kol.
(2013)

21,70 karyofylén 14,11%  7,41% Seskviterpény Velasco a kol. (2009)

21,79 karvakryl metyléter 1,59% - Kysl. monoterpény

23,75 cis-B-farnezén 0,51% 1,03%  Seskviterpény

23,58 humulén 5,87% 4,52%  Seskviterpény Velasco a kol. (2009)

241 y-elemén - st Seskviterpény

24,52 |sogermacrene D - 0,93%  Seskviterpény

24,89 B-selinén 16,67%  8,71%  Seskviterpény Hassani a kol. (2012)

25,67 y-muurolén st - Seskviterpény El Hawary a kol.
(2013)

25,62 kadina-1(10)-4-dién 5,19% 2,64%  Seskviterpény

25,70 y-kadinén - 0,55%  Seskviterpény El Hawary a kol.
(2013)

25,83 B-seskvifelandrén st st Seskviterpény

27,43 kalamén st st Seskviterpény

29,74 kubebol - st Kysl.

seskviterpény
30,94 karyofylén oxid - st Kysl. Tewari a kol. (2012)
seskviterpény
35,44 karvakrol 0,54% 2,47% Kysl. monoterpény Tewari a kol. (2012)
Celkom 92,47%  84,45%

V byline bolo identifikovanych celkovo 37 zlu€enin av extrakte 27 (vid Tabulka 16).
Hlavné skupiny identifikované v oboch pripadoch boli seskviterpény a monoterpény. Pocet
seskviterpénov bol rovnaky, avSak percentualne zastupenie v extrakte bolo vyssie. Pocet
monoterpénov identifikovanych v byline bol vy$si ako v extrakte, ¢o sa odzrkadlilo aj na
percentualnom zastupeni. Kyslikové monoterpény mali vysSi obsah v byline, z hladiska
po¢tu sa jedna len orozdiel jedného kyslikového monoterpénu. V extrakte neboli
identifikované ziadne estery a kyslikové seskviterpény, v byline boli identifikované len
v stopovom mnozstve. Aldehydy boli v oboch pripadoch identifikované len v stopovom
mnozstve. Percentualne zastupenie jednotlivych skupin prehladne vyjadruje Graf 19.

Najviac zastupené v byline boli tieto zlu€eniny: trans-a-bergamotén (11,96 %), B-selinén
(8,71 %), p-cymén (7,68 %), gafor (7,59 %), karyofylén (7,41 %), 3-karén (6,28 %), a-
kopaén (5,93 %), y-terpinén (5,37 %) a humulén (4,52 %).

V extrakte boli najviac zastupené: B-selinén (16,67 %), trans-a-bergamotén (14,22 %),
karyofylén (14,11 %), 3-karén (8,22 %), a-kopaén (7,55 %), y-terpinén (6,28 %), humulén
(5,87 %), kadina-1(10)-4-dién (5,19 %).

Percentualne zastupenie jednotlivych latok v byline a extrakte sa mierne liSil, av8ak
kvalitativne sa vyskytuju vo velkej miere tie isté zlu€eniny. Zluceniny, ktoré boli
identifikované len v extrakte su: o-cymén, nonanal., germacrene D, B-elemén, karvakryl
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metyléter, y-muurolén. Podla referencii uz boli tieto zlu€eniny v minulosti v extraktoch
z rymovnika identifikované. Zo zlu€enin, pre ktoré sa nepodarilo najst zZiadnu publikaciu,
v ktorej boli doteraz identifikované, je najviac zastupena v byline a extrakte zlucenina
kadina-1(10)-4-dién, dalej boli ako nové identifikované Isogermacrene D, cis-B-farnezén,
karvakryl metyléter, fenchén, oktan-3-ol, terpinolén a niektoré dalSie identifikované
v stopovom mnozstve. Jedna sa prevazne o terpénové zluceniny.

Tabulka 16: Pocet identifikovanych zli¢enin rozdelenych do skupin a ich percentuélne zastupenie.
Pocet zlu€enin Percentualne zastupenie skupin

Bylin  Optimalny Optimalny

a extrakt Bylina extrakt
Aldehydy 1 1 st st
Alkoholy 3 1 3,04% st
Estery 1 0 st 0,00%
Kyslikové monoterpény 4 3 11,15% 4,01%
Kyslikové seskviterpény 2 0 st 0,00%
Terpénové uhlovodiky — monoterpény 12 8 25,70% 22,97%
Terpénové uhlovodiky — seskviterpény 14 14 44,55% 65,49%
Celkom 37 27 84,45% 92,47%

Karvakrol, ktory bol vo viacerych $tudiach (Gurib-Fakim a kol., 1995; Murthy a kol., 2009;
Velasco a kol., 2009; Senthilkumar a kol., 2010; Joshi a kol., 2011; Kweka a kol., 2012)
zaznamenavany ako najviac zastupena zlucenina v esencialnych olejoch rymovnika, sa
v nasom extrakte (0,54 %), ale aj v byline (2,47 %), vyskytoval v malom mnozstve. Naopak
v extraktoch PHWE sa uz pri teplote 40 °C vyskytoval v pomerne vysokych koncentraciach
(vid Graf 15). Pri PHWE mohlo déjst k vy$Sej extrakcii karvakrolu v désledku vysokého tlaku
a teda vy8Siemu poruseniu bunkovych stien. SPME ani vy$Sia teplota pri maceracii a 40%
etanol ako rozpustadlo pravdepodobne neboli dostatoéne ucinné nato, aby vyextrahovali
vysoké mnozstvo karvakrolu. V uvedenych studiach, kde sa vyskytuje karvakrol vo vysokych
percentach, sa jedna o esencialny olej, ktory sa najastejsie ziskava hydrodestilaciou, kde je
pouzita vysoka teplota po dlhsi ¢as.

Terpénové uhlovodiky - seskviterpény

Terpénové uhlovodiky - monoterpény

Kyslikové monoterpény

Alkoholy

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
Optimalny extrakt Bylina

Graf 19: Percentuélne zastupenie jednotlivych skupin.
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5 ZAVER

Hlavnym cieflom diplomovej prace bolo najst optimalny spdsob a podmienky pre zisk
extraktu zrymovniku (Plectranthus amboinicus) so zachovanim maxima nutricne
a senzoricky cennych zloziek, pre pripadné pouzitie v potravinarskom alebo kozmetickom
priemysle. Pre experimenty boli pouzité CcZerstvé listy rymovniku, vypestovaného
v laboratérnych podmienkach.

Celkom boli vykonané tri rézne spdsoby extrakcie: maceracia, PFE a PHWE extrakcia.

Ziskané extrakty boli charakterizované z hladiska antioxida¢nej aktivity, resp. celkového
obsahu polyfenolov ako dominantnych biologicky aktivnych zlu€enin s antioxidaénym
potencialom a profilu prchavych (aromatickych) latok ako markerov senzorickej kvality.

Antioxidacna aktivita bola merana metédou TEAC (Trolox Equivavelnt Antioxidant
Capacity), celkovy obsah polyfenolickych zlu€enin spektrofotometricky Folin-Ciocalteau
metodou. Pre stanovenie aromatickych latok bola pouzitda metdda headspace mikroextrakcie
tuhou fazou v spojeni s plynovou chromatografiou s hmotnostnou detekciou.

Podmienky maceracie ako extrakénej metddy boli optimalizované pomocou matematickej
Statistickej metddy planovania experimentu. Bol navrhnuty dvojuroviovy faktorovy dizajn 24
so sledovanymi faktormi: pomer navazky arozpustadla, typ rozpustadla, teplota a doba
extrakcie. Ako najvyznamnejsie faktory boli identifikované teplota extrakcie a pomer navazky
a rozpustadla.

Teplota extrakcie mala na extrahované mnozstvo polyfenolickych latok najvyssi vplyv, ¢o
mohlo byt spbsobené vacsSim porusenim bunkovych Struktur alepSim prestupom
rozpustadia.

Navazka mala naopak vplyv zaporny, t. j. €&im vys§sie mnozstvo navazky na urcity objem
rozpustadla, tym nizSi obsah ziskanych polyfenolickych latok. Tento jav mohol byt
spbésobeny nedostatoénym prestupenim média k celému povrchu vsetkych Eastic rastlin.
Rie$enim tohto javu by mohla byt mieSana maceracia.

Samotné rozpustadio — koncentracia etanolu (%) nemala na obsah polyfenolickych latok
Statisticky vyznamny vplyv.

Doba maceracie mala kladny vplyv na obsah polyfenolickych latok, t. j. &im je vysSia
teplota a dlhsia doba maceracie, tym je vyssi zisk polyfenolickych latok v macerate. Kladny
efekt teploty je dvakrat vy$si ako pri ¢ase, ¢o napoveda, ze napriklad pri prevedeni do praxe
je pre optimalny zisk polyfenolickych latok lepSie zvysit teplotu a znizit €as, ich kombinaciou
je mozné dosiahnut optimalny vysledok.

Na zaklade vyhodnotenych dat boli ako optimalne podmienky maceracie zvolené: teplota
60 °C, pomer navazky a rozpustadla 1:10, doba extrakcie 90 minut, rozpustalo 40% etanol.

Na Ustave analytickej chémie AVCR boli pre porovnanie prevedené extrakcie PFE
(Pressurised Fluid Extraction) a PHWE (Pressurised Hot Water Extraction). Tieto metody sa
radia medzi tzv. ,zelené metddy“ a ponukaju oproti maceracii radu vyhod, napr. rychlost,
efektivnost, vyuzitie vody ako rozpustadla. Nepodarilo sa v8ak ziskat vyrazne vy$sSie
vytazky polyfenolov, naviac v pripade PHWE pouzita vysoka teplota mala negativny vplyv
na profil aromatickych latok, pri vysokych teplotach sa objavila tmava hneda farba extraktu
a senzoricky neprijemny zapach. Ktoré latky su za tento pach zodpovedné je bez prislusnej
metodiky, najleps$ie plynova chromatografia s olfaktometriou, obtiazne uréit.

Pokial vezmeme do uvahy aj obmedzenu dostupnost a vy$$ie naklady na extrakciu, ako
najvhodnejsie pre nase ucely bola zvolena maceracia za vys$Sie zmienenych optimalnych
podmienok, predovsetkym kvéli jednoduchosti prevedenia.

Ziskany optimalny macerat bol charakterizovany z hladiska obsahu polyfenolickych latok,
antioxidaCnej aktivity a aromatickych latok. Jeho celkovy obsah polyfenolickych latok bol
0,18 + 0,05 mgeae-ml™, ¢o je v prepocte 1,83 + 0,53 mgeae-g"' rastliny, antioxidacna aktivita
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bola 148,69 * 26,92 ugreac'ml”’ a percento zhasania radikalu ABTS** 30,03 + 5,44 %.
Najviac zastupené identifikované aromatické latky v extrakte boli: f-selinén (16,67 %), trans-
a-bergamotén (14,22 %), karyofylén (14,11 %), 3-karén (8,22 %), a-kopaén (7,55 %), y-
terpinén (6,28 %), humulén (5,87 %), kadina-1(10)-4-dién (5,19 %).

Vysledky tejto diplomovej prace mdzu byt povazované za prvé udaje pouzitelné k vyberu
jednoduchej, rychlej, lacnej, u€innej ale pokial mozno Setrnej, v praxi lahko pouzitelnej
extrakénej metddy, vhodnej pre zisk biologicky ucinnych latok zréznych rastlinnych
materialov.
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7 POUZITE SKRATKY

AAPH
ABTS
ANOVA
ASE
ATP
BAC
BHA
BHT
DNA
DOE
DPPH
EDTA
F-C

F-D
Fe?*-TPTZ

Fe**-TPTZ
FRAP

GAE
GC-MS

GPx
GRAS
HPAE
HS

IT
MAE
MIC
MLC

ORAC
PEF

PFE
PHWE
PSE
Q
RNS
ROS
RSS
SFE
SOD
SPME
TBHQ
TBHQ
TEAC
TRAP
TROLOX

2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid
2,2'-azinobis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina
Analyza rozptylu (Analysis of Variance)

Vysokotlakd extrakcia rozpustadlom (Accelerated Solvent Extraction)
Adenosintrifosfat

Bioaktivne aromatické latky (Biologically Active Compounds)
Butylhydroxyanizol

Butylhydroxytoluén

Deoxyribonukleova kyselina

Planovany experiment (Design of Experiments)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Etylén-diamin-tetraoctova kyselina

Folin-Ciocaulteu

Folin-Denis

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

Antioxidacny potenciél redukcie zeleznatych katibnov
(Ferric reducing antioxidant potential)

Ekvivalent kyseliny gallovej (Gallic Acid Equivalent)
Plynova chromatografia’lhmotnostna spektrometria
(Gas chromatography/Mass spectrometry)

Glutatién peroxidaza (Glutathione Peroxidase)

VSeobecne povazované za bezpec¢né (Generally Recognised As Safe)
Vysokotlaka extrakcia (High Pressure Accelerated Extraction)

Priestor nad vzorkou (Head Space)

I6nova past (lon Trap)

Mikrovinna extrakcia (Microwave Assisted Extraction)

Minimalna inhibiéna koncentracia (Minimal Inhibitory Concentration)
Minimalna letalna koncentracia (Minimal Lethal Concentration)

Kapacita absopcie kyslikovych radikalov (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
Extrakcia vyuzivajuca pulzné elektrické pole
(Pulsed Electric Field Assisted Extraction)

Vysokotlaka extrakcia, (Pressurised Fluid Extraction)

Extrakcia stlacenou kvapalnou horucou vodou (Pressurised Hot Water Extraction)
Vysokotlaké extrakcia rozpustadlom (Pressurised Solvent Extraction)
Kvadrupodlovy analyzator (Quadrupole)

Reaktivne dusikové formy (Reactive Nitrogen Species)

Reaktivne kyslikové formy (Reactive Oxygen Species)

Reaktivne sirne formy (Reactive Sulfur Species)

Superkritickd fluidna extrakcia (Supercritical Fluid Extraction)

Superoxid dismutaza (Superoxide Dismutase)

Mikroextrakcia tuhou fazou (Solid Phase Micro Extraction)

Tercialny butylhydrochinén

Tercialny butylhydrochinén

Ekvivalent antioxidacnej kapacity Troloxu (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
Celkovy potencial zhasania radikalov (Total Radical-Trapping Potential)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
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TOF
UAE
uv
VIS

Analyzétor doby letu (Time Of Flight)

Ultrazvukova extrakcia (Ultrasound Assisted Extraxtion)
Ultrafialové (Ultraviolet)

Viditelné (Visible)



8 ZOZNAM PRILOH

Priloha 1: Grafickd modelacia interakcii faktorov
Priloha 2: Ukézka chromatogramu prchavych latok rymovniku (Plectranthus amboinicus),
identifikacia zlucenin vid Tabulka 15.
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9 PRILOHY

Priloha 1: Grafickd modelacia interakcii faktorov.
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Priloha 2: Ukazka chromatogramu prchavych latok rymovniku (Plectranthus amboinicus); identifikacia zlu¢enin vid’ Tabulka 15.
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