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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva pfipravou a charakterizaci extraktu z rostliny pupe&niku asijského neboli
Gotu koly (Centella asiatica). Teoreticka Cast pojednava o ¢asto analyzovanych skupinach biologicky
aktivnich latek v bylinach a také uvadi mozné aplikace extraktu z pupecniku asijského v potravinarstvi.
Rovnéz podava piehled moznych zplsobl extrakce a analytickych metod pro zhodnoceni biologicky
aktivnich latek, které extrakt obsahuje.

V experimentdlni Casti byl pfipraven extrakt z Cerstvé byliny pupecniku asijského maceraci
v ethanolu a nasledné analyzovan tfemi vybranymi metodami. Celkovy obsah fenolickych latek extraktu
byl stanoven Folin-Ciocalteuovym testem na 0,74 + 0,08 mgaeae'g'. Pro zhodnoceni antioxida¢ni aktivity
byl proveden test TEAC a antioxidacni aktivita vzorku byla 289 + 81 ug-ml-'. Aromatické latky v extraktu
byly idenfitikovany pomoci plynové chromatografie ve spojeni s mikroextrakci tuhou fazi a hmotnostni
spektrometrii. Hlavni obsazenou skupinou byly seskviterpenoidni uhlovodiky s nejvy$sim obsahem B-
farnesenu (33,28 %), B-karyofylenu (25,01 %) a a-humulenu (20,91 %).

ABSTRACT

The Bachelor thesis focuses on the preparation and characterization of the extract of Gotu kola (Centella
asiatica). The theoretical part summarizes commonly analyzed groups of biologically active compounds
of herbs and introduces potential applications of the extract in food industry. Moreover, an overview of
possibly used extraction methods and analytical methods for the evaluation of biologically active
compounds of the extract are presented.

As for the experiment, the extract of the fresh Centella asiatica herb was prepared by maceration
in ethanol and then analyzed by three chosen methods. The total phenolic content of the extract
analyzed by the Folin-Ciocalteu test was 0.74 + 0.08 mgaeae-g™'. As for the quantification of antioxidant
activity, the TEAC test was performed and the antioxidant activity of the extract was 289 + 81 ug-ml-.
The volatiles present in the extract were identified by gas-chromatography mass-spectrometry in
combination with solid-phase micro-extraction. Sesquiterpenoid hydrocarbons were the most dominant
group of the extract, in which B-farnesene (33.28 %), B-caryophyllene (25.01 %), and a-humulene
(20.91 %) were the major compounds.
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1 uvoD

Bylinné materidly ve stravé Clovéka i v potravinarstvi hraji odjakziva vyznamnou roli z hlediska
nutriéniho i IéGebného, a to i bez védeckého pristupu nebo analyzy konkrétnich materiali. V posledni
dobé& se vSak zajem vefejnosti o vyvazenou stravu, zdravy zivotni styl a senzorickou pestrost
pfi konzumaci dostavé i pod drobnohled védeckého vyzkumu v oblasti potravinarstvi a vyrobé& potravin.

Rostlina Gotu kola neboli pupecnik asijsky (Centella asiatica) patii mezi byliny, které jsou v lidovém
Iékarstvi pouzivany od nepaméti. Pfestoze mnohé potravinaiské produkty mluvi o vdestrannosti jejich
Gcéinkd na lidsky organismus, védecké poznatky ohledné extraktl z této byliny jsou ¢asto netplné
a nepiehledné. Pred samotnou aplikaci biologického materidlu do potravinarského primyslu je proto
nutné provést jeho analyzu z hlediska jeho potencialu pro praktické vyuziti. V&tSina vyzkumu rostliny
pupecnik asijsky pochazi z asijskych zemi, kde se také rostlina vyskytuje v pfirodé, méné studii se
tomuto tématu vénuje v Evropg, pfestoze je rostlina ¢asto soucasti domacnosti pouzivajicich byliny
pro samolécbu i u nas.

Teoreticka Cast této prace se zaméfuje na vybrané vyznamné skupiny biologicky aktivnich latek
pupecéniku asijského a prehledné shrnuje dilezité poznatky ve védé o této rostling, biologicky aktivnich
latkach a jejich blahodamych dcincich na lidsky organismus. Kratce se zmifiuje o moznych aplikacich
rostlinného extraktu do potravinarskych produktdi v primyslu a potencidlu rostlinnych materialt
v potravinarstvi i v nutricné vyvazené stravé Clovéka. Prace shrnuje mozné metody extrakce bylinného
materialu a vhodny vybér rozpoustédla s ohledem na biologicky aktivni latky. Z hlediska analyzy prace
uvadi pfehled vhodnych metod pro charakterizaci extraktu s ohledem na antioxida¢ni a antimikrobialni
aktivitu a také se zamé&renim na objasnéni jeho slozeni.

Prakticka ¢ast se vénuje extrakci Cerstvého rostlinného materialu a jeho nasledné charakterizaci
vybranymi metodami, a to konkrétné stanovenim celkovych fenolickych latek Folin-Ciocalteuovou
metodou, stanovenim antioxidacni aktivity metodou TEAC a stanovenim obsahu tékavych latek
plynovou chromatografii ve spojeni s headspace mikroextrakci tuhou fazi a hmotnostni spektrometrii
(HS-SPME-GC-MS).

Prace ma za cil charakterizovat biologicky aktivni latky pupecniku asijského (Centella asiatica)
vypéstovaného v domacich podminkach z hlediska antioxidacni aktivity a aromatického profilu
se zamérenim na extrakt z této rostliny. Cilem je také posoudit jeho potencial pro praktické vyuziti.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Gotu kola neboli pupeénik asijsky

Pupelnik asijsky (Centella asiatica), nazyvany také Gotu kola, je popinava rostlina patfici do Celedi
mifikovité (Apiaceae). Vyskytuje se pievazné na vihkych mistech subtropickych a tropickych oblasti
celého svéta [1], predevsim v jihovychodni Asii, v Cing, na jihovychodé severni Ameriky, v Mexiku,
v jizni Americe, na jihu Afriky, na Madagaskaru, na Indickém poloostrové a Sri Lance [2].

S rostlinou se také mGzeme setkat pod ndzvem brahmi. Jedna se bud o rostlinu samotnou, nebo
0 jeji smés s bakopou drobnolistou (Bacopa monnieri), ktera se pouziva k 1éEbé& poruch paméti, inavy,
deprese Ci uzkosti [1].

Pupecnik asijsky je hojné vyuzivanou rostlinou v tradi¢nim lidovém lécCitelstvi ve vychodni Asii,
a to hlavné kvdli svym blahodarnym aéinktm na lidsky organismus — od 1€é¢by zanéti, Zaludecénich vied,
prajmd, astmatu a koZznich onemocnéni az po jeji antibakterialni, protinddorové a anxiolytické Gginky,
coz znamena, Ze pUsobi proti Gzkostnym staviim a depresim [1]. Rostlina ma tradi¢ni misto v ajurvédg,
lidovém lécitelstvi v Indii, na Sri Lance, v africkém a ¢inském lidovém léditelstvi a také v IéCitelstvi
domorodych Aboridzincd v Australii. V jizni Asii je také konzumovana jako listova zelenina [3].

Rostlina disponuje také mnoha pfiznivymi dermatologickymi G&inky. Diky pfitomnosti mnoha
bioaktivnich latek mdzZe slouZit k IéEb& koZnich onemocnéni, jako je napfiklad ekzém, a také k oSetieni
ran, odrenin, popalenin a jizev. Pro své mnohocetné blahodarné ucinky je jeji extrakt Casto vyuzivan
v kosmetice. Casto zmifiovana je zde typickd biologicky aktivni slozka pupeéniku
asijského — triterpenoidy, které napomahaji vy$si tvorbé kolagenu v kizi [4].

V posledni dobé se jeji pfirozeny vyskyt v pfirodé vyrazné snizil diky zvySenému zajmu o tuto
rostlinu a snaze vyuzit ji jako bylinny material ve farmacii a v potravinarstvi. Z tohoto dlivodu vznikla
i studie, kterd se zajima jeji produkci in vitro pomoci mikropropagace a naslednou charakterizaci
esencialniho oleje z téchto uméle péstovanych rostlin [2].

2.2 Farmakologické ucinky pupecéniku asijského

Pupec¢nik asijsky obsahuje fadu biologicky aktivnich latek antioxidacniho, protizanétlivého
aregeneracniho charakteru. Né&které slouCeniny pomahaji proti uzkostem a depresim, jiné jsou
potencialné zkoumany jako neuroprotektiva. Zkoumany jsou také pozitivni u¢inky pupecniku asijského
na pamét v souvislosti s jeho moznym vyuzitim pfi 16€b& Alzheimerovy choroby, stafecké demence
a Parkinsonovy choroby [3].

Vindické ajurvédé je pupecnik asijsky povazovan za vSestranny lék proti rlznym mirnym
az chronickym onemocnénim. Rozmanitost farmakologickych G¢inkd pupecniku asijského ilustruje
nésledujici schéma (viz. Obrazek 1) [3].
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Obréazek 1 Farmakologické Ucinky pupecniku asijského — Centella asiatica (upraveno podle [3])
2.3 Lécivé rostliny a biologicky aktivni latky

Hlavnimi slozkami 1éCivych rostlin jsou voda, organické a anorganické latky. Organické latky délime
do skupin na primarni metabolity, mezi které typicky patii sacharidy, aminokyseliny, bilkoviny, nukleové
kyseliny, mastné kyseliny a lipidy, a sekundarni metabolity (napfiklad alkaloidy, fytosteroly, saponiny,
terpeny, vitaminy a éterické oleje) [5].

Jako biologicky aktivni latky se oznacuji sekundarni metabolity, které vykazuji schopnost plsobit
toxicky nebo pfiznivé na lidsky nebo zvifeci organismus [6]. LéCivé rostliny jsou jejich dllezitym
zdrojem [7].

Sekundarni metabolity samy o sobé nejsou dllezité pro primarni pieziti rostliny (pro jejich syntézu
je nutno mnohem vice energie nez pro syntézu primarnich metabolitd), ale jejich tvorba je dllezita
pro interakci rostliny s prostfedim. Casto jsou syntetizovany reakci na stimulus prostiedi, jako je
napfiklad nutriéni deficit nebo Utok patogent. Diky tvorbé téchto metabolitli dokaze rostlina interagovat
se symbiotickymi organismy a také s patogeny. Proto jsou tyto latky specifické pro kazdy druh rostliny.
Sekundarni metabolity jsou také vysoce zavislé na podnebi. Mezi zakladni role sekundarnich metabolitl
patii ochranna funkce proti vnéj§im podminkam (antioxidacni plsobeni proti volnym radikalim
a absorpce Skodlivého ultrafialového zafeni) a proti $kodlivym mikroorganismim (antimikrobialni
funkce) [7].

Sekundarni metabolity jsou také zodpov&dné za aroma, barvu a chut rostliny. Tento fakt je
zplsoben komunikaci rostliny s ostatnimi organismy, napfiklad odrazeni $kGdce od krmeni
se na rostliné. Proto méa vétSina fytochemikalii horkou chut, jejich latky ¢asto plsobi na nervovy systém
a mohou byt az toxické. Na druhou stranu produkuji rostliny také latky, kterymi pfitahuji symbiotické
organismy, coZ miize byt ve formé jiz zminéné barvy a viiné [7].

Biologicky aktivni latky Ize dé&lit na zakladé cesty jejich biosyntézy a strukturni podobnosti na tfi
hlavni kategorie: terpeny, alkaloidy a fenolické latky [7].



2.4 Biologicky aktivni latky pupeéniku asijského

Existuje rada védeckych studii, které se zabyvaji obsahem konkrétnich biologicky aktivnich latek
pupecniku asijského. Podle souhrnné studie z roku 2018 Sabaragamuwa a kol. [3] ¢etné vyzkumy
ukazaly, Ze tato rostlina obsahuje vice nez sedmdesat rozlicnych fytochemikalii. Hlavnimi skupinami
jsou terpeny (nejvice triterpeny a esencidlni oleje), fenolické slou€eniny (flavonoidy a taniny), alkaloidy,
sacharidy, vitaminy, mineraly a aminokyseliny [3].

Chemické sloZeni rostliny se mize liSit podle ptivodu a podminek rlstu, ale také podle extrakéni
a analytické metody, kterd byla pouzita v ramci zkoumani. Vé&tSina vyzkumu této rostliny probiha
v asijskych zemich (Cina, Indie, Indonésie, Malajsie, Sri Lanka), kazda ze studii v8ak ukazuje na odli§né
sloZeni biologicky aktivnich latek na zakladé jejich plvodu. Tato skute¢nost je definovana pojmem
chemotyp [3].

Nasledujici kapitoly se budou zabyvat jednotlivymi kategoriemi biologicky aktivnich latek
obsazenych v pupecniku asijském.

2.4.1 Terpeny a terpenoidy

Terpeny jsou obecné latky lipidové povahy s hlavni strukturni jednotkou isoprenu CsHs (2-methylbuta-
1,3-dien). Syntéza terpentl probiha podle metabolické drahy kyseliny mevalonové [7]. Terpeny jsou dale
déleny podle poctu izoprenovych pétiuhlikatych jednotek na hemiterpeny (Cs), monoterpeny (C1o),
seskviterpeny (Cis), diterpeny (Czo), sesterterpeny (Czs), triterpeny (Cso) a tetraterpeny (Cao), nékdy
nazyvané jako skupina karotenoidt, a polyterpeny s vét§im poctem jednotek [3; 7].

Terpenoidy jsou derivaty terpent. Tyto slouCeniny kromé typické terpenové struktury obsahuji
navic dalSi funkéni skupiny, jedna se napfiklad o alkoholy, ketony nebo kyseliny [8].

2.4.1.1 Triterpenoidy

Mezi hlavni ucinné latky izolované z pupelniku asijského patfi triterpenoidy (s Sesti izoprenovymi
jednotkami), které jsou i hlavnim kritériem kvality rostlinné drogy. Pfesnéji se jedna o pentacyklické
triterpeny a jejich saponiny oleanového a ursanového typu [2].

Saponiny jsou po chemické strance glykosidy triterpenli nebo steroidd, kde jsou substituenty
vazany k obvykle oligosacharidové jednotce cukru glykosidickou vazbou pres acetal. Jedna se
o pfirodni latky pfitomné v rostlinach a jsou vyznamné svou schopnosti inhibovat rist rakovinnych
bunék. Dé&li se na jedenact dalSich tfid, mezi které patfi mimo jiné i oleany a ursany [9].

Typickymi triterpenoidy reprezentujicimi hlavni farmakologické ucinky rostliny jsou kyselina
asiatova, kyselina madecassova a jejich glykosidy asiatikosid a madecassosid [3; 10].

Kyselina asiatové je nejvice zodpovédna za syntézu kolagenu v lidskych fibroblastech. Proto
mohou extrakty z pupecniku asijského najit vyuziti v kosmetickych pfipravcich, kde podporuji elasticitu
kGze stimulaci tvorby kolagenu. Extrakty mohou také pozitivné ovliviiovat spravny pribéh
mikrocirkulace krve u pacientl s Zilni hypertenzi [10]. Asiatikosid je saponin této kyseliny, poprvé
predstaven v roce 1949, a dodnes z(stava nejtastéji zkoumanou slouc¢eninou pochazejici z pupeéniku
asijského [11].

Strukturu a hlavni fyzikalni a chemické vlastnosti zminé&nych sloucenin popisuji nasledujici obrazek
a tabulka na dalsi strané (viz. Obrazek 2 a Tabulka 1).
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R4 Rz

Kyselina asiatova H H
Asiatikosid H glukdéza-glukdza-rhamnoza
Kyselina madecassova OH H
Madecassosid OH glukéza-glukdza-rhamnoza

Obrézek 2 Zakladni triterpenoidy pupecniku asijského a jejich saponiny (upraveno podle [12])

Tabulka 1 Hlavni triterpenoidni biologicky aktivni sloZky pupecniku asijského (CID - Compound ID knihovny
PubChem, M — molarni hmotnost)

slouéenina sumarni vzorec PubChem CID M (g-mol') Zdroj
kyselina asiatova C30H480s 119034 488,7 [13]

asiatikosid CasH78019 108062 959,1 [14]

kyselina madecassova (brahmova, 6-

hydroxy-asiatova) C30H480s 73412 504,7 [15]

madecassosid (asiatikosid A) CasH78020 45356919 975,1 [16]

Kromé jiz zminénych obsahuje pupecnik dalsi triterpenoidy jako napfiklad brahminosid,
thankunisid, isothankunisid, centellosid, madasiatovou kyselinu, centovou kyselinu, cenellovou kyselinu,
betulinovou kyselinu, indocentovou kyselinu a dalsi [1].

Triterpenoidy vykazuji antioxidacni aktivitu, nejvétsi v extraktech v ethanolu. Triterpenoidy také
stimuluji lipolyzu, a tedy pfispivaji k hubnuti. Lipolytickd aktivita byla zkoumana ve studii
Hashima a kol. [10]. V porovnéni s kofeinem pupecnikovy extrakt vykazuje dokonce vétsi lipolytickou
aktivitu uz pfi niz8i koncentraci. Ta sama studie také poprvé zaznamenala ochranny efekt extraktu
proti ultrafialovému zareni, coz otevird moznosti aplikace do pfirodni kosmetiky jako soucast
opalovacich krémd. | absorpce UV (ultraviolet, ultrafialového) zareni je nejpravdépodobnéji pfipisovana
triterpenoidtm [10].

Pupecnik asijsky Ize také charakterizovat z hlediska t€kavych latek jako extrakty esencialniho oleje,
ktery je popisovan v nasledujici kapitole 2.4.2.
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2.4.2 Esencialni oleje

Esencialni oleje obecné jsou aromatické smési tékavych latek ziskanych ze sekre¢nich zlaz rostlin,
které najdeme v listech, kvétech, plodech, semenech, kofinkach nebo v kiife. Termin olej naznaduje,
Ze jsou to latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v tucich a nepolarnich rozpoustédlech. Esencialni
oleje vykazuji velmi charakteristické vlastnosti — na svétle jsou schopny rychle oxidovat a izomerovat,
hustotu maji obvykle mensi nez 1, jsou tékavé, maji charakteristickou vini a obvykle slabé Zlutou barvu
nebo mohou byt zcela bezbarvé [8]. Esencialni olej z pupecniku asijského je nazloutlé barvy a ma
slabou viini podle obsahu aromatickych latek [17].

Hlavnim kritériem sloucenin obsazenych v esencialnich olejich je nizkd molekulova hmotnost.
Nejvice obsazenymi slozkami jsou monoterpenoidni a seskviterpenoidni uhlovodiky a fenolické latky,
méné zastoupené jsou alifatické uhlikaté slou¢eniny [8].

Pokud se stanovuje pfitomnost latek v extraktu, je vhodné uvést pfesnou ¢ast rostliny, ze které byl
extrakt proveden. Ne v8echny studie vSak tuto informaci uvadéji, takze je slozité identifikovat hlavni
slozky konkrétni ¢asti rostliny. Nadzemni €asti rostlin, zejména nejcastéji analyzované listy, obsahuji
hlavné triterpeny a fenolické latky, zatimco kofinky mohou obsahovat vice monoterpent, seskviterpent,
triterpend a nékteré mineraly [11].

2.4.2.1 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou podtiidou terpenl a jsou sloZzeny ze tii izoprenovych jednotek [8]. Nékteré
seskviterpeny obsazené v pupeCniku asijském uvadi tabulka nize (viz. Tabulka 2).

Obsah konkrétnich terpent v pupeéniku asijském se znacéné lisi na zakladé riznych chemotypd
rostliny [3]. Napfiklad esencialni olej z pupeéniku z irdnu obsahoval nejvice oxidovanych seskviterpent,
konkrétné E-karyofylen, karyofylen oxid a isospathulenol [2]. Esencialni olej z rostliny z Nepélu
obsahoval prevazné y-karyofylen, B-karyofylen, B-farmesen, a-humulen a karyofylen oxid [18].
Esencialni olej z Indie obsahoval nejvice B-karyofylenu, a-humulenu, trans-8-farnesenu, germakrenu D
a karyofylen oxidu [17]. Rostlina z Malajsie vykazovala nejvy3Si obsah y-kadinenu, B-farnesenu,
karyofylenu, a-humulenu a neofytadienu [19]. Ve vét§iné esencidlnich olejii se obsah seskviterpenl
pohyboval okolo 70 % [2; 17; 18].

Tabulka 2 Priklady seskviterpent pupecéniku asijského (upraveno podle [11])

Rozdéleni seskviterpent
acyklické trans-B-farnesen, dekan-1-ol

germakren A, germakren B, germakren D, B-elemen, y-kurkumen,
bicyklogermakren, a-humulen, humulen epoxid, bicyklogermacen

epibicykloseskvifelandren, a-kadinen, 8-kadinen, karyofylen oxid, B-
karyofylen, B-akoradien,

monocyklické

bicyklické

tricyklické spatulenol, allo-aromadendren, viridiflorol, mintsulfid, a-kopen

2.4.2.2 Monoterpeny

Ve vyrazné nizSich koncentracich (okolo 1 %) se v oleji z pupe&niku asijského nachazeji monoterpeny,
latky zodpovédné mimo jiné i za viini [17]. Nejvice zastoupenym monoterpenem v extraktech pupeéniku
asijského je linalool [18]. V dalSich studiich byl v esencialnim oleji zaznamenan vysoky obsah a-pinenu,
B-myrcenu a p-cymenu [17]. Oxidované monoterpeny, mezi které patfi napfiklad kamfor, kamfen nebo
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borneol, disponuji antimikrobialni aktivitou. Tyto sloueniny byly rovnéz identifikovany v esencialnim
oleji z pupeCniku asijského [2].

Z chemického hlediska délime monoterpeny obsahujici dvé izoprenové jednotky, tedy deset
uhlikovych atomt, na acyklické, monocyklické a bicyklické, jak Ize vidét v nasledujici tabulce
(viz. Tabulka 3).

Tabulka 3 Priklady monoterpent pupecniku asijského (upraveno podie [11])

Rozdéleni monoterpent

acyklické 3-nonen-2-on

linalool, limonen, myrcen, y-terpinen, terpinolen, A-terpinen, a-felandren, p-

monocyklicke cymen, terpinen-4-ol, pulegon, menthon, methylkarvakrol, methylthymol

bicyklické A-thujen, a-pinen, B-pinen, kamfen, bornylacetat, chrysantenylacetat

2.4.3 Fenolické latky

Fenolické latky tvofi charakteristickou skupinu pfirodnich latek s antioxidaénim ucinkem.
Kromé antioxidacnich ucinku se fenolické latky podili na barvé, chuti a viini, a také absorbuji UV zareni.
V8echny tyto vlastnosti vychazi z jejich biologické funkce sekundarnich metabolitil [7].

Hlavni strukturni jednotkou fenolickych latek je fenol. Podle dalSich chemickych struktur vazanych
na fenoly se tato skupina latek déli na pét hlavnich skupin podle nasledujiciho schématu (viz. Obrazek
3) [20].

Fenolické latky

|
[ T 1 T 1
Fenolové : L
: Flavonoid il Lignan 150
kyseliny iy Stilbeny ignany Dalsi
4 [ & | ) y t | I I
"' Al cC
Lzl &
MC
Flavonoly Flavony Flavanoly Anthokyanidiny Isoflavony

Obréazek 3 Déleni a struktura fenolickych latek (upraveno podle [20])

VétSina fenolickych sloucenin je syntetizovana pomoci dvou metabolickych drah — drahou kyseliny
Sikimové, kterou vznikaji fenylpropanoidy, a drahou kyseliny octové, kde vznikaji jednoduché fenoly.
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Kombinaci téchto dvou drah poté vznikaji flavonoidy se strukturou tfi uhlikovych kruht, které jsou
nejpocetnéj$i a nejvice zkoumanou skupinou fenolickych latek. Prikladem miZe byt kvercetin,
kaempfrol nebo epikatechin. Podle piitomnosti dvojné vazby mezi druhym a tfetim uhlikem
heterocyklického jadra struktury, a také dle poCtu hydroxylovych skupin na uhlikovych kruzich, se déli
na dalSich tfinact skupin. P&t z nich je uvedeno ve schématu (viz. Obrazek 3) [20].

Fenolové kyseliny se déli podle struktury na derivaty kyseliny benzoové (napfiklad kyselina gallova,
kyselina hydroxybenzoovd) a kyseliny skoficové (kyselina kavova, kyselina chlorgenova). Lignany
vznikaji ze dvou fenylpropanovych jednotek a jsou obsazeny v cereadliich a obilninach. Stilbeny
se vyskytuji v lidské stravé pouze ve velmi malém mnozstvi. Z flavonoiddl vznikaji pres mnoho
kondenzacnich a polymeracnich krokd polymery taniny a ligniny [20].

Polyfenoly se &asto vyskytuji vazané na monosacharidy ve formé glykosidi nebo vazané
na proteiny. LiSi se molekularni hmotnosti; nejleh¢i a strukturné nejjednodudsi jsou fenylpropanoidy
a fenolové kyseliny, vy3Si molekulovou hmotnost maji flavonoidy, stilbeny a taniny [7].

2.4.3.1 Viastnosti fenolickych latek a antioxidaéni aktivita

Z hlediska rozpustnosti jsou polyfenoly spiSe polarni (vzhledem k obsahu hydroxylovych skupin),
a pokud se nachazeji ve formé glykosid{, jsou rozpustné i ve vodé. ProtoZe polyfenoly obsahuji
aromatické jadro, velmi intenzivné absorbuji zafeni v UV oblasti, dokonce az po oblast viditelnou [20].

Jiz zminéné antioxidaéni vlastnosti jsou nejvyznamné;j$i charakteristikou polyfenold, coz se déje
skrze vice moZnych mechanismd. Bud' jako pfimé zhaseni volnych radikal, nebo zaroveri i chelataci
kovovych ionttl, které se podili na tvorbé volnych radikall, inhibici enzymi oxidaz nebo regeneraci
jiz existujicich antioxidantll vazanych v membranach (napfiklad tokoferolu). Mechanismy antioxidacéni
aktivity jsou uvedeny ve schématu (viz. Obrazek 4) [20].

Zhaseni $kodlivych volnych kyslikatych radikald mdze probihat pfenosem protonu (hydroxylova
skupina fenolu je donor vodiku) na radikal, ¢imz se radikal zablokuje. Tento mechanismus je typicky
napfiklad pro antioxidaci peroxidovych radikalt z lipidi. Druhou mozZnosti je pienos elektronu
(z aromatického jadra) na radikal, ktery pfijmem tohoto elektronu ziska zaporny naboj, a vznika tedy
aniont (viz. Obrazek 5) [20].

hydrof |'||'s}_r.U|: ny -
vodikove mustky a

nterakce dipol- I:II:n’u:r
vodiku

akceptor | _)"_- /H
vodiku ¢

' ! chelatace kowvil
i 0
drofol > N
)

| — —— — N —

Antioxidacni a dalii vlastnosti fenolickych latek

Obréazek 4 Mechanismy antioxidacéni aktivity fenolickych latek (upraveno podle [20])
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Obrézek 5 Dva mechanismy zha$eni radikald (prevzato z [20])

2.4.3.2 Fenolické latky v pupeéniku asijském

Lee a kol. [19] se ve své studii zabyvali obsahem fenolickych latek extraktt z pupecéniku asijského.
Pouzitou metodou charakterizace obsahu fenolickych latek byla Folin-Ciocalteuova metoda a celkovy
obsah fenolickych latek TPC (total phenolic content) v ethanolovém extraktu byl stanoven
na 31,58 + 3,08 mgaeae/100 g (miligraml ekvivalentu kyseliny gallové na 100 g vzorku, GAE - gallic
acid equivalent). Pro méfeni antioxidaCnich vlastnosti byla pouzita metoda FRAP (ferric
reducting/antioxidant power) a DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl) [19]. Princip t&chto metod je zminén
v kapitole 2.6.3.

Celkovy obsah fenolickych latek v pupec€niku byl méfen také skupinou Rattanakoma a kol. [21],
kde ethanolovy extrakt z pupec¢niku asijského obsahoval 23,8 + 0,5 pgeae/mg. NizSi obsah fenolickych
latek vykazoval chloroformovy extrakt a nejméné hexanovy extrakt. Pro méfeni antioxidacnich vlastnosti
byla pouzita metoda FRAP [21]. Obsahem fenolickych latek se také zabyvala studie
Mohammad Azmina a kol. z roku 2020 [22], ktera je zmin&na podrobnéji v kapitole 2.6.1.2 Macerace.

Mezi flavonoidy obsazené v pupecniku asijském patii kvercetin, kaempferol, rutin nebo naringin [1].
Nasledujici tabulka prezentuje dalSi fenolové latky v extraktech pupecniku asijského (viz. Tabulka 4).

Tabulka 4 Priklady fenolickych latek v pupecniku asijském (prevzato z [11])

Rozdéleni fenolickych latek

Flavonoidy kaempferol, castilliferol, kvercetin, castillicetin

Fenviorooanoid rosmarinova kyselina, chlorogenova kyselina, di-kaffeoylchinové
ylprop y kyseliny, isochlorogenova kyselina

Taniny tanin, flobatanin
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25 Gotu kola v potravinarstvi

V soutasné dobé roste zajem o aplikaci IéCivych rostlin do potravinarstvi, a to hlavné kvuli snaze
spotrebitele zaradit do jidelniCku vyzivové bohaté a pestré potraviny, které obsahuji co nejvice
biologicky aktivnich latek. V potravinarstvi je tedy fadime mezi funkEni potraviny, fytopotraviny
a nutraceutika. Rostliny se vyuzivaji také pro jejich senzorickou aktivitu, a to nejen pro zlepeni vzhledu,
chuti a viné, ale také ke zmens$eni nutnosti pfidavku soli. Nej¢astéjSimi produkty obsahujicimi byliny
jsou Caje, dzusy, sirupy, zelé a drazé bonbony nebo potravinové dopliiky [5].

V jihovychodni Asii, pfedevdim v Malajsii a Thajsku, je pupeCnik asijsky neboli Gotu kola
konzumovana Cerstva (salat z pupecénikovych listli se v Malajsii nazyva ulam), vaiena v polévce nebo
jako slozka €ajt, dZzusl nebo smoothie. Konzumuji se prakticky vSechny &asti rostliny, hlavné listy,
stonky a kofinky. Diky své trpké chuti se zelenina podava s kokosovym mlékem. Na Sri Lance se z listl
pupecniku vafri kari smés nebo kade zvana kola kenda [23].

saponiny, ale rostlina také obsahuje vy8Si mnozstvi drasliku, vapniku, vitaminu C a v menSim mnozstvi
také fosfor, zelezo, sodik, vitaminy B1, B2, niacin a vitamin A [23].

Vyuziti Gotu koly jako ingredience v b&znych potravinarskych produktech je zatim velmi limitované,
obzvlasté v Evropé. Vétsina potravinarskych aplikaci se zabyva dzusy z pupe&niku, ale existuji i méné
obvyklé alternativni produkty. Hashim a kol. [23] ve své re3er3i zmifiuje formulaci bylinkovych nudli
s piidavkem 10% extraktu pupecniku asijského, aby byla udrzena co nejlepSi senzoricka kvalita
a zarovei vysoky podil antioxidantd (konkrétné flavonoid(l). Konzumace podobnych alternativnich
vyrobkl neni bézna, ale ma vysoky potencial uplatnéni v budoucnosti. Extrakty z pupeéniku by mohly
byt vyuZity také jako pfidavek do zmrzliny a jinych dezertl [23].

Hashim a kol. také zmifiuje potencialni aplikaci esencialniho oleje z pupecéniku jako nahradu
syntetického antioxidantu BHA (butylhydroxyanisol) obzvliasté v potravinach s vy$Sim obsahem
tukd [23].

2.5.1 Gotu kola jako potravinovy doplinék

Pupecnik asijsky se na trhu vyskytuje ve formé potravinovych dopliikl. TaktéZ se pouziva v kosmetice,
a to obvykle ve formé extraktu v praSku, krému, toniku nebo v tabletach [3].

Literatura Casto bylinné pfipravky a alkoholické nebo vodné extrakty z rostliny Centella asiatica,
které jsou soucasti komerénich produktl v evropskych zemich, rozdéluje podle rizného procentuainino
obsahu asiatikosidu, kyseliny asiatové a madecassové kyseliny [3]. Podle prohlaseni Evropské lékové
agentury z roku 2010 se ale v pripadé extraktl TECA (titrated extract of Centella asiatica), TTFCA (total
triterpenoid fraction of Centella asiatica), TTF (total triterpenic fraction), ETCA (Estratto Titolato
di Centella asiatica) a CATTF (Centella asiatica total triterpenic fraction) jedna o rlizna akronyma
pro stejny extrakt, ktery obsahuje 40 % asiatikosidu a 60 % kyseliny asiatové a madecassové. Tento
extrakt se komeréné vyskytuje pod nazvy také jako Centellase®, Blastoestimulina® a Madecassol®.
Existujici data ohledné téchto extraktd jsou nedostatena [24].

2.5.2 Dzus z Gotu koly a jeho senzoricka kvalita

Senzoricka aktivita rostlinnych extrakti je zplsobena hlavné obsahem tékavych latek, konkrétné
monoterpent a seskviterpent. Na vyslednou chut vSak ma vliv i tepelné a tlakové oSetieni potraviny [25].
Touto problematikou v souvislosti s obsahem aromaticky aktivnich latek v dzusu z Gotu koly
se zabyvala skupina z Univerzity Chiangmai v Thajsku, Wongfhuna a kol. [25]. Studie porovnavala
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obsah tékavych latek v dzusu podle jeho technologického o3etfeni, a to v Cerstvém, sterilovaném,
pasterizovaném dzusu a dzusu oSetfeném technologii HPP (high pressure processing), ¢esky zvanou
paskalizace [25]. Paskalizace je metoda, ktera oSetfuje pfedem zabalené potraviny vysokym tlakem
ponofenim do tlakovaci kapaliny. Jeji hlavni vyhodou je to, ze dokaze zniCit mikroorganismy,
ale zachovava Cerstvost, obsah nutri¢nich latek a termolabilnich komponent potraviny [26].

Pro analyzu t€kavych latek obsazenych v dZzusu z Gotu koly byl v této studii pouzit vodny extrakt
rostliny a obsah latek byl stanoven pomoci plynové chromatografie ve spojeni s mikroextrakci tuhou
fazi a hmotnostni spektrometrii (SPME-GC-MS - solid-phase micro-extraction gas-chromatography
mass-spectrometry) [25].

Na zakladé obsahu t&€kavych latek bylo potvrzeno, ze paskalizace se jevi jako nejvhodnéjsi metoda
pro zachovani senzorické kvality dzusu, protoze pfi ni dochazi k nejmensi ztraté tékavych latek.
Tepelnym nebo tlakovym oSetfenim dochéazi k chemickym reakcim (izomeraci a dehydrataci), ¢imz
vznikaiji latky nové. Pri vysokych teplotach se tvofi nékteré ketony, proto byla jejich zvySena koncentrace
identifikovana u sterilacniho o3etreni [25].

2.5.3 Extrakt Gotu koly v obalovém potravinarstvi

Studie Rasida a kol. [27] z Malajsie se zabyvala hodnocenim vlastnosti bio-obalového zelatinového
materialu pro potraviny s pfidavkem 5 az 25% extraktu z pupecniku asijského. Biopolymerové baleni
potravin poskytuje potravindm lepSi kyslikovou bariéru. Velkou vyhodou je skutecnost, ze se jedna
o obal biodegradovatelny, coz je v dneSni dobé& pii snaze posunout spolecnost k co nejmensi produkci
plastového odpadu velkym trendem. Vylep$ovani téchto obalovych materidli se nyni zaméfuje
i na inkorporaci biologicky aktivnich latek, hlavné kvili prodlouZzeni doby trvanlivosti a zlepSeni
organoleptickych vlastnosti potraviny. Rostlinné extrakty v obalovém potravinarstvi mohou vylepsit
vlastnosti obalového filmu hlavné diky svym antioxida¢nim a antimikrobidlnim vlastnostem [27].

Ve zminéné studii byl pouzit methanolovy extrakt z pupecniku asijského ziskany maceraci
a vysuSeny mrazem, ktery diky obsahu fenolickych latek disponoval vyraznou antioxidani aktivitou.
NejlepSi vysledky vykazoval 25% extrakt. Pouzitou metodou pro stanoveni celkovych fenolickych latek
a antioxidaCni aktivity Zelatinového filmu byla Folin-Ciocalteuova spektrofotometrickd metoda
a DPPH metoda méreni zhaseni kyslikovych radikall [27].

Potencialné by tento extrakt v potravinarskych obalech bylo mozné pouzit jako ochranu
proti oxidaci, enzymatickému hnédnuti a ztraté vitaminl. Studie také dokazala, Ze extrakt zlepSoval
reologické vlastnosti filmu, jako je flexibilita, pravdé&podobné diky interakcim fenolickych latek
s zelatinovymi peptidy [27].

2.6 Prehled metod pro stanoveni hlavnich u€innych latek
Pred samotnou analyzou je tfeba rostlinny vzorek patiicné pfipravit. Postup celé analyzy popisuje

nasledujici schéma (viz. Obrazek 6) [5]. Teoreticka Cast této prace dale konkrétnéji popisuje extrakéni
procesy a samotnou analyzu pomoci spektrofotometrickych testti a chromatografie.
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Obrézek 6 Postup pripravy rostlinného vzorku pro analyzu (upraveno podle [5])
2.6.1 Metody izolace biologicky aktivnich latek

Analyza biologicky aktivnich latek z rostlinného materialu je vyznamné ovlivhéna vybérem vhodné
extrakéni metody. Typickou prepara¢ni metodou pro rostlinny vzorek je extrakce, neexistuje vSak
standardni extrakéni metoda. Uspéch celkové analyzy vzorku také zavisi na urditych parametrech
extrakce: rozpoustédlo, teplota, tlak a doba, a také na &asti rostliny, ktera mdze obsahovat rizné
sekundarni metabolity (listy, stonky, kvéty, plody) [6].

V8echny extrakEni techniky vSak maji stejny cil, a tim je zisk extraktu s co nejvy$8im obsahem
biologicky aktivnich latek, zvySeni selektivity analytickych metod a pfipadné konverze biologicky
aktivnich latek na formu, ktera je idealni pro detekci a separaci [6].

V poslednich padesati letech se vyskytuje snaha o vyuziti tzv. nekonvencnich metod extrakce,
které jsou vice environmentalné prijatelné. Obvykle se tyto metody snazi snizit spotfebu syntetickych
chemikalii a celkovy Cas extrakce. Mezi tyto metody patfi ultrazvukova extrakce (UAE - ultrasound
assisted extraction), extrakce vyuzivajici pulzni elektrické pole (PEF — pulsed electric field assisted
extraction), enzymové asistovana extrakce (EAE — enzyme assisted extraction), mikrovinna extrakce
(MAE — microwave assisted extraction), superkritickd fluidni extrakce (SFE — supercritical fluid
extraction) a vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PLE — pressurized liquid extraction) [6].

V nasledujicich kapitolach budou diskutovany tzv. konvenéni metody extrakce rostlinného
materialu, které kromé rozpoustédla vyuzivaji i teplo a michani [6].

2.6.1.1 Soxhletova extrakce

Tato extrakce se pouziva jako porovnavaci modelova metoda pro alternativni extrakce. Proces probiha
v Soxhletové aparatufe, kde ve spodni Casti je umisténa destilacni barika s rozpouStédlem, ktera
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se zahfiva. Na ni navazuje patrona naplnéna pevnym vzorkem. Rozpoustédlo se postupné odpaiuje
a pary kondenzuji v chladici a pIni patronu se vzorkem rozpoustédlem, ¢imz dochéazi k extrakci. Jakmile
se patrona zcela naplni, rozpoustédlo i s extrahovanymi latkami odtéka zpét do destilacni bariky
a roztok se postupné zakoncentrovava. Proces se takio nékolikrat opakuje [6].

Vyhodou Soxhletovy extrakce je opakovany kontakt Cerstvého rozpoustédla s rostlinnou matrici.
Vzhledem k aparatufe neni tfeba extrakt po skonleni filtrovat. Extrakce v Soxhletové extraktoru je
ale ¢asové velmi naro¢na a je pii ni znatné vysokéa spotieba rozpoustédla. Extrakt navic neni mozné
b&hem extrakce michat a po skon&eni je nutné vzorek zakoncentrovat [5].

2.6.1.2 Macerace

Macerace je levna a jednoducha technika extrakce. Material musi byt nejdfive rozméInén, aby byl ziskan
vétsi povrch pro reakci [6]. Poté je smichan s rozpoustédlem a latky z rostlinného materialu difunduji
spole€né s rozpoustédlem pry€ z matrice do roztoku podle polarity [22]. Extrakt se poté filtruje. BE€hem
macerace muze byt extrakt michan za ucelem zvy$eni difuze. Tato metoda se konkrétné nazyva
dynamicka macerace [5].

Zisk konkrétni skupiny biologicky aktivnich latek vzdy =zavisi na interakci rozpoustédla
s rozpusténou latkou, a tedy na polarité rozpoustédla. Nasledujici Tabulka 5 prezentuje ¢asto pouzivana
extrakeni rozpou$tédla v zavislosti na zisku pozadované extrahované latky [6].

Tabulka 5 Vhodna extrakéni rozpoustédla pro zisk konkrétnich bioaktivnich latek (upraveno podle [6])

terpenoidy saponiny alkaloidy antokyany flavonoly flavony polyfenoly flavonoidy taniny
voda v v v v

v v v v
v v v v v

ethanol
methanol

chloroform

dichloro-
methanol

ether

AN N N N
AN

aceton v

Pro extrakci latek s antioxidaCnimi G&inky (napfiklad fenolickych latek) je nejcasté&ji pouzivanym
rozpoustédlem ethanol, protoze se jedna o levné a netoxické rozpoustédlo. Jedna o rozpoustédio
se statutem GRAS (generally recognized as safe), a proto je Casto pouzivané v potravinaiském
pramyslu. V zavislosti na koncentraci ethanolu Ize ziskat rizné frakce fenolickych latek podle jejich
polarity. Dal$i pouzivané rozpoustédlo pro extrakci polyfenold je methanol, ten v8ak musi byt pied
vyuZzitim extraktu v potravinarstvi zcela odstranén kvali své toxicité [28].

Procentualni vytézek extraktu (% hm.) Ize vypocitat podle nasledujiciho vzorce [22]:

vaha extraktu (g) - 100

% vytézek =
% vytézek vaha matrice (g) W

Studie z Malajsie z roku 2020, Mohammad Azmin a kol. [22], se zabyvala extrakci stanovenim
6 biologicky aktivnich fenolickych latek (kaempferol, kvercetin, luteolin, kyselina gallova, rutin a katechin)
v rozpou$tédlech podle klesajici polarity, a to ve vodg&, v 50% ethanolu a v Cistém ethanolu. Zisk
jednotlivych slou€enin se zcela liSil podle pouzitého rozpoustédla v zavislosti na afinité dané latky
k rozpoustédlu. Pouzitou metodou extrakce byla macerace a pro instrumentalni analyzu byla pouzita
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metoda HPLC (high performance liquid chromatography). Z vybranych fenolickych latek byl nejvice
obsazenou bioaktivni latkou kaempferol (373,2 mg na gram suchého vzorku) v pfipadé extrakce Cistym
ethanolem. Nejvy$3i vytéZzek biologicky aktivnich latek vykazovala extrakce vodou (12,78 % hm.),
ale oproti ethanolu se extrakt zcela liSil obsahem jednotlivych sloZek. Tento fakt je diikazem zavislosti
extrakce biologicky aktivnich latek na polarité rozpoustédia [22].

Rattanakom a kol. [21] se zabyvali optimalizaci extrakce maceraci pupeCniku asijského
ve 3 rozpoustédlech (hexan, chloroform, ethanol) a testovanim antimikrobidlni a antioxidaCnich
vlastnosti extraktd s pfipadnym vyuzitim téchto informaci v potravinaiském, kosmetickém
a farmaceutickém primyslu. Studie dokazuje, Ze kazdé rozpous$tédlo poskytuje jiny chemicky profil.
Ethanolovy extrakt vykazoval nejvy$Si obsah fenolickych latek. Ethanolovy i chloroformovy extrakt také
vykazovaly vy3si antimikrobialni aktivitu nez hexanovy extrakt [21].

Hashim [23] zmifiuje podle piredchozich provedenych studii optimalni extrak&ni podminky
pro extrakci pupeCniku asijského. Tato extrakce je v poméru 1:15 pevné latky k rozpou$tédlu, trva
60 minut pii 65 °C a rozpoustédlem je 40% ethanol [23].

2.6.1.3 Hydrodestilace v Clevengerové aparature

Extrakénim rozpoustédlem u hydrodestilace je pouze voda. Neni tedy nutné po samotné destilaci
provadét dalsi kroky k odstranéni organického rozpoustédla. Variaci hydrodestilace je parni destilace,
kdy vzorek neni v kontaktu pfimo s vodou, ale je umistén do kontaktu s horkou vodni parou. BEhem
kontaktu vzorku svodou nebo vodni parou dochazi ketfem fyzikdlné-chemickym
procestim — k hydrodifuzi, hydrolyze a rozkladu teplem. Z tohoto divodu muize dochazet ke ztraté
nékterych tékavych sloucenin [6].

Pro izolaci esencialnich olejll je Casto vyuzivana Clevengerova aparatura (viz. Obrazek 7). Vzorek
s vodou v naddobé je pfiveden k varu a vznika horka para, ktera unasi izolované biologicky aktivni latky.
Para pokraduje pres chladi¢ do sbémé nadoby, kde se oddéli leh&i esencialni olej, ktery zlstava

na hlading, od t&z3i vodné faze (hydrosolu), ktera sedne na dno [29].

VétSina latek esencialnich olejll jsou hydrofobniho charakteru, a proto je od sebe vodna a olejova
faze velmi dobre rozdéli (vliv na toto rozdéleni ma i rozdilna hustota fazi). Nékteré biologicky aktivni
latky vSak mohou zistat v hydrosolu. Clevengerova aparatura tento nedostatek u¢inné odstrariuje tim,
Ze vraci hydrosol zpét do zahfivané substance a znovu probiha destilace. Hydrosol je nutné udrzovat
pfi niz8i teploté&, jinak by mohlo dojit ke ztratdm vytézku nebo vytvoreni emulze oleje v hydrosolu [29].
Po separaci oleje od vody Ize olej suSit pfidanim siranu sodného, ktery na sebe navaze prebyte¢nou
vodu [30].

Hlavni slozky esencialnich oleji jsou velmi malych rozmérti (ne vice nez 300 dalton),
coz zahrnuje nejvice obsazené komponenty esencidlnich oleji — monoterpeny a seskviterpeny.
Abychom ziskali z oleje i latky vétSich rozméru, jako jsou napfiklad diterpeny, musela by hydrodestilace

probihat dostate¢né dlouho. Nékdy se izolace téZSich molekul nepodafri viibec [29].

Hydrodestilace je jednou z nejéastéji vyuzivanych extrakénich metod izolace esencialnich olejl
z rostlin [8].
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Obrazek 7 Clevengerova aparatura (upraveno podle [30])

Metoda hydrodestilace v Clevengerové aparatuie je vhodna pro pfipravu oleje z rostliny
v laboratornich podminkach. Touto metodou byly ziskany esencialni oleje z pupecniku asijského
napfiklad ve studii Sardrooda a kol. [2], Joshiho a kol. [17], Devkoty a kol.[18], Leeho a kol. [19],
a Oyedejiho a kol. [31]. V t&chto studiich se Cas hydrodestilace pohyboval od 3 hodin az po 8 hodin
a ziskany olej byl obvykle vysusen siranem sodnym [2; 17; 18; 19; 31].

2.6.2 Metody méreni antimikrobialni aktivity

Esencidlni oleje obsahuji fadu biologicky aktivnich latek, které vykazuji aktivitu vi¢i mikroorganismtam.
Tato akce probiha zacélenénim hydrofobnich esencidlnich oleji do bakteridaini membrany, kde poté
zvy$enim jeji propustnosti dojde k jeji destrukci vypu$ténim iontl a dal$iho obsahu buiiky do okoli [32].

2.6.2.1 Difuzni a diluéni metoda

Testovani antimikrobialni aktivity se nejcastéji provadi difuzni nebo diluéni metodou. Pomoci diskové
difuzni metody se provadi prvotni screening esencialniho oleje. Na inokulovanou agarovou plotnu se
umisti papirovy disk smocéeny esencialnim olejem a pozoruje se antimikrobidlni aktivita oleje vici
inokulu. Druhou moznosti difuzni metody je agarova jamkova metoda, kdy je esencialni olej umistén
pfimo do jamky v agarové plotné. Dilu¢ni metoda uz konkrétnéji urCuje silu antimikrobialni aktivity. MGze
se provadét rozpousténim esencialniho oleje v médiu — agaru nebo bujonu, ktery je poté naockovan
inokulem [32].

Antimikrobialni aktivita se vyjadfuje pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC — minimum

Urcuje se také minimalni baktericidni koncentrace (MBC — minimum bactericidal concentration), ktera
definuje koncentraci, pfi které je zabito vice nez 99,9 % bakteridiniho inokula [32].
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Vysledek testu mize byt ovlivnén riznymi faktory, mezi které napiiklad patii metoda extrakce oleje,
objem inokula, jeho rdstova faze, druh Zivného média a jeho pH, doba inkubace a teplota. Porovnavani
vysledkl se studiemi je tedy velmi obtizné [32].

2.6.2.2 Antimikrobialni aktivita pupecniku asijského

Antimikrobialni aktivita je mimo jiné ovlivnéna i ziskem esencialniho oleje podle toho, jestli se jedna
o extrakci rozpoustédlem nebo destilaci [32]. Konkrétné u pupelniku asijského tuto skutecnost potvrdila
studie Leeho a kol. [19], kterd testovala antimikrobidlni aktivitu pomoci diskového difuzniho testu.
Esencialni olej ziskany hydrodestilaci vykazoval niz$i aktivitu oproti ethanolovému extraktu. Extrakt
vykazoval aktivitu vici 8 z 10 testovanych patogennich bakterii napadajicich potravinaiské produkty,
zatimco hydrodestilovany olej byl aktivni jen vici ttem [19].

Aktivita vici mikroorganismim je ovlivnéna volbou konkrétniho rozpous$tédla [32]. Napiiklad
ve studii Rattanakoma a kol. [21] extrakty z pupeCniku asijského ziskané extrakci ethanolem nebo
chloroformem vykazovaly vy3Si antimikrobialni aktivitu nez hexanové extrakty. Pro inhibici rodu
Salmonella bylo zvoleno jako nejvhodnéjSi rozpousté&dlo chloroform, zatimco pro Bacillus cereus
a Bacillus subtilis ethanol [21].

Esencialni olej z pupecéniku asijského z Afriky vykazoval inhibici 5 vybranych kmen( bakterii, vy$si
inhibiéni z6ny vykazovaly gram pozitivni bakterie, coz souhlasi s pfedchozimi poznatky o rostlinnych
extraktech. Tento ucinek byl pii¢itan vysokému obsahu germakrenu v oleji [31].

V roce 2019 byla také provedena studie zaméfena na esencialni olej z pupecniku péstovaného
uméle metodou mikropropagace, ktery také indikoval vysokou antimikrobidlni aktivitu proti bakteriim
Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus a Kilebsiella aerogenes, kterd byla dokonce vétsi
nez u antibiotika chloramfenikol. Mikropropagované rostliny vykazovaly vy3Si inhibic¢ni zény nez rostliny
pfirodniho plvodu, coZ bylo zpisobeno vy$§im obsahem nékterych terpend. Kultivace pupecniku
in vitro ma potencialni komeréni vyuZiti pro vy$$i produkci sekundarnich metabolitd a pouZiti
v pfirodnich produktech [2].

Pupecnikovy olej z indické Kerdly studovany Minijem a kol. [33] prokazal také vyznamnou
antimikrobialni aktivitu i vi¢i kvasinkam a plisnim. Nejvy$si inhibi¢ni zéna byla prokazana u bakterie
Escherichia coli. V piipadé plisni a kvasinek se nejvice projevuji uéinky vuci Aspergillus niger, Rhizopus
oryzae, Fusarium solani, Candida albicans a Colletotrichum musae. Diky t€mto vlastnostem Ize olej
povazovat za potencialni mikrobiocid [33].

Zapadni spole¢nost a konzument se zaméfuje na vyuzivani méné syntetickych aditiv
v potravinaistvi. Nahrazkou t&chto aditiv pouzivanych k prodlouzeni doby trvanlivosti potravin by mohly
byt pravé antimikrobialné aktivni esencialni oleje [32].

2.6.3 Metody méreni antioxidaéni aktivity

Inkorporaci rostlinnych antioxidantt do stravy moderni spole¢nosti Ize omezit $kodlivé G&inky volnych
radikall na organismus, které mohou vyvolat fadu civiliza¢nich onemocnéni. Pro hodnoceni
antioxidacnich vlastnosti Ize vyuzit nékolika metodik, v této kapitole budou prezentovany metody
in vitro [34].

Pro testovani celkové antioxidacni aktivity in vitro se €asto pouzivaji metody DPPH (1,1-difenyl-2-
pikrylhydrazyl), TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity), FRAP (ferric reducting/antioxidant power),
ORAC (oxygen radical absorbance capacity) a HRSCA (hydroxyl radical-scavenging capacity
assay) [28].
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Metoda pouzivajici DPPH vyuziva synteticky stabilni radikal difenylprikrylhydrazyl, ktery je
redukovan (zhasen antioxidantem) na difenylpikrylhydrazin (DPPH-H). Pokles absorbance se sleduje
pii 517 nm na spektrofotometru [34]. Tuto metodu pro hodnoceni antioxidacni aktivity extraktu
pupecniku asijského pouzili ve svych studijich Hashim a kol. [10], Lee a kol. [19] a Rasid a kol. [27].

FRAP metoda vyuziva redukci Zelezitého komplexu antioxidantem na Zzeleznaty komplex, ¢imz
dochazi k narlstu absorbance, kterou Ize méfit spektrofotometricky pii 593 nm [34]. Pro extrakty
z pupecniku asijského tuto metodu pouzili Lee a kol. [19] a Rattanakom a kol. [21].

Metoda TEAC vyuziva antioxidaCni zha3eni syntetického kation-radikalu ABTS-+, ktery je
generovan oxidaci ABTS (2,2'-azinobis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)), a sleduje se zména
absorbance. Celkovéa antioxidacni aktivita TAA (total antioxidant capacity) se zde vyjadfuje parametrem
TEAC, ktery je ur€en antioxidaCni kapacitou ekvivalentniho mnozstvi syntetické latky Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) [34].

DalSi metodou je Folin-Ciocalteuova metoda, pomoci které Ize urCit celkovy obsah fenolickych
latek (TPC — total phenolic content). Tato metoda je jednoduchd, ale presto dostatecné citliva. Pouziva
se k uréeni celkové antioxidacni aktivity u vzorku, jako je napfiklad ¢aj nebo vino [35]. Metoda funguje
na principu oxidace fenolickych latek Zlutym Folin-Ciocalteuovym reagentem, ktery obsahuje slou€eninu
molybdenu a wolframu v zasaditém prostfedi uhli¢itanu sodného. Zména barvy na modrou se méri
spektrofotometricky pii 700-760 nm. Absorbance modrého pigmentu zavisi na obsahu fenolickych latek,
a proto Ize diky ni urcit jejich obsah ve vzorku [36].

2.6.3.1 Antioxidacni aktivita pupecniku asijského

Antioxidadéni aktivita extrakt( z pupecéniku asijského je pfisuzovana hlavné kombinaci fenolickych latek
a triterpenoidl, konkrétné asiatikosidu [10]. Ve studii Hashima a kol. [10] byla antioxida¢ni aktivita
testovana pomoci metody DPPH a porovnavéana s extrakty z hroznovych semen, zeleného Caje
a vitaminu C. NejvétSi antioxidacni aktivitu obecné vykazuje ethanolovy extrakt. Aktivita toho extraktu
byla podobné aktivité extraktu z hroznovych semen [10].

Lee a kol. [19] porovnavali ethanolové extrakty ziskané Soxhletovou extrakci a esencialni oleje
ziskané Clevengerovou hydrodestilaci. Celkovy obsah fenolickych latek (TPC) byl méfen pomoci Folin-
Ciocalteuovy metody, antioxida¢ni aktivita pomoci metod DPPH a FRAP. Zatimco esencialni olej
nevykazoval zadnou aktivitu, ethanolovy extrakt ano. Data TPC a FRAP mezi sebou korelovala, coz
potvrzuje antioxidacni uéinky polyfenold [19].

2.6.4 Metody stanoveni aromaticky aktivnich latek

Po extrakci a preCiSténi extraktu Ize pfistoupit ke kvantifikaci aromaticky aktivnich latek. Pfed samotnou
chromatografickou analyzou se vzorek musi zakoncentrovat, k Eemuz lze pouzit mikroextrakci tuhou
fazi, ktera je vhodna pro t&kavé analyty [37].

2.6.4.1 Mikroextrakce tuhou fazi

SPME (solid-phase micro-extraction) je preparacni metoda, ktera vyuziva sorpce analytu na kiemenné
vlakno, stacionarni fazi, ktera se liSi polaritou a sorp&nimi viastnostmi. Analyt se na viakné zachyti
absorpéné nebo adsorptné v zavislosti na materialu pouzité sorpéni vrstvy, nez dojde k dosazeni
rovnovahy. Existuji dvé moznosti, jak se analyt sorbuje na vlidkno, bud’ z prostoru par (HS — headspace),
nebo piimym ponofenim vldkna do vzorku. Tato adsorp&né/desorpéni technika se pouziva
pro kvalitativni i kvantitativni analyzu [37].
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Tuto metodu ve spojeni s plynovou chromatografii pouzili Wongfhun a kol. [25] pro identifikaci
aromatickych latek obsazenych v oSetfenych dzusech z pupecéniku asijského.

2.6.4.2 Plynova chromatografie

Pro stanoveni aromatickych latek se asto vyuziva plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS - gas-chromatography mass-spectrometry). Diky tomuto spojeni Ize zarovefi
chromatograficky separovat a identifikovat danou smés analytd. Vysledkem analyzy jsou
chromatogramy a hmotnostni spektra slou€enin, které Ize porovnavat s knihovnou spekter a tim
identifikovat dané slouceniny [38].

Plynova chromatografie je metoda, ktera separuje analyty podle jejich interakce se stacionarni fazi,
kde mobilni fazi je plyn. Hmotnostni spektrometrie slouzi k identifikaci analytu podle poméru hmotnosti
a naboje m/z. Hmotnostni spektrometr se skldda z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru ¢astic [38].

V pfipadé spojeni GC-MS jsou typickymi iontovymi zdroji El (elektronova ionizace) nebo
ClI (chemicka ionizace) a typické jsou také hmotnostni analyzatory kvadrupdl (Q — quadrupole), iontova
past (IT — ion trap) nebo analyzator doby priletu (TOF — time of flight) [38].

V pripadé analyzy extraktd z pupecniku asijského byla v ¢etnych studiich pouzita GC-MS analyza
pro charakterizaci tékavych latek. Nékteré studie také vyuzily porovnani vysledkd ziskanych GC-MS
a GC-FID analyzou (GC-FID - plynova chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem,
gas chromatography — flame ionization detector) [2] [17] [18].

2.6.4.3 Kapalinova chromatografie

Pro kvantifikaci fenolickych latek se c&asto pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC — high performance liquid chromatography), obvykle s reverznimi fazemi. Jako detektor se
pouzivd UV-VIS detektor nebo PDA fotodiodovy detektor (photodiode array) [28]. Pro stanoveni
fenolickych latek v pupe&niku asijském byla HPLC pouzita ve studii Mohammad Azmina a kol. [22].

Pro stanoveni triterpent byla HPLC pouZita také ve studii Hashima a kol. [10] s pulznim
amperometrickym detektorem PAD (pulsed amperometric detector) a gradientovou eluci s mobilnimi
fazemi vodou a acetonitrilem [10]. Jina studie Kaura a kol. [39], zaméfend také na triterpeny, pouzila
pro jejich identifikaci HPLC s UV detektorem [39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje

- Analytické digitalni vahy (GR-202-EC, HELAGO, Italie)

- Predvazky (AND, EK-1200i, USA)

- Su$arna (Memmert, Némecko)

- Filtraéni papir pro kvalitativni analyzu KA1, primér 110 mm (Papirna Pernstejn s.r.o., CR)

- Vortex (Heidolph, Reax top)

- Spektrofotometr (Helios Gamma and Delta Spectronic Unicam, USA)

- Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher Scientific
INc., Waltham, MA, USA)

- Hmotnostni detektor 1SQ™ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific INc.,
Waltham, MA, USA)

- Knihovna spekter NIST/EPA/NIH (Gaithesburg, Maryland, USA)

- Program pro vyhodnocovani Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

- SPME vldkno DVB/CAR/PDMS 50/30 pm (Pennsylvania, USA)

- Laboratorni sklo a dalSi vybaveni laboratore

3.2 Pouzité chemikalie

- Demineralizovana voda

- Destilovana voda

- Ethanol 96 % p.a. (PENTA s.r.0, CR)

- Folin-Ciocalteuovo ¢&inidlo (VWR Chemicals, CR)

- Unli¢itan sodny bezvody p.a. (Centralchem s.r.o., Slovensko)
- Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)

- Peroxodisiran draselny p.a. (Lach-Ner s.r.o, CR)

- ABTS (Sigma-Aldrich, USA)

- Trolox (Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Analyzované vzorky

Pro analyzu byly pouzity ethanolové extrakty listd a stonkid Cerstvé rostliny pupecniku asijského
(Centella asiatica), ktery byl vypé&stovan v doméacich podminkach (viz. Obrazek 8). Z dostupnych
extrakci, jez byly zminény v teoretické Casti (kapitola 2.6.1) byla vybrana macerace vzhledem
k dostupnym pfistrojim i snadnému a rychlému provedeni.

Pro maceraci byly pouzity optimalni podminky pievzaté z praci studenttl VUT, Fakulty technické,
spolupracujicich na analyze rostlinnych extraktl [40; 41]. Za optimalni podminky jsou povazovany
parametry, pfi kterych byl zjist&n nejvy33i obsah fenolickych latek a aromaticky aktivnich latek v extraktu.
Pri extrakci jsou dileZité zejména parametry, jakou jsou navazka rostliny a rozpous$tédla, jeho
koncentrace, teplota a doba extrakce. Pfed samotnou maceraci byl vzorek nakrajen na drobng;si
Castice pro lepSi pienos hmoty pii extrakci. Macerace pupelniku asijského byla provedena dvakrat
paralelné (tyto extrakty jsou dale oznaCovany jako A a B) pfi stejnych podminkach (viz. Tabulka 6).
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Tabulka 6 Optimalni podminky macerace rostlinného materialu (prevzato z [40])

Rozpoustédlo 40% ethanol
Pomér navazky k rozpoustédiu 1:5 (20 g/100 ml)
Teplota macerace 60 °C

Doba macerace 40 minut

Obréazek 8 Pupecnik asijsky (Centella asiatica)

3.4 Pouzité metody

3.4.1 Folin-Ciocalteuova metoda - stanoveni celkového obsahu fenolickych
slouéenin

Byla pfipravena Cinidla pro analyzu: nasyceny roztok uhli¢itanu sodného (7,5 g uhli€itanu sodného
na 95 ml vody) a Folin-Ciocalteuovo Cinidlo, které bylo zifedéno destilovanou vodou v poméru 1:9.

Do zkumavky bylo pipetovano 1 ml destilované vody, 1 ml zfedéného Folin-Ciocalteuova Cinidla
a 100 pl extraktu rostliny (standardu pfi kalibraci, destilované vody pfi pfipravé blanku). Smés byla
promichana na vortexu a poté ponechana stat 5 minut. Po uplynuti této doby byl pfidan 1 ml Na2COs
a smés byla znovu promichana. Zkumavky byly ponechany stat ve tmé po dobu 45 minut. Absorbance
byla zméfena na spektrofotometru pfi 750 nm.

KalibraCni krivka byla zméfena pro roztoky standardu o koncentraci od 0,01 do 0,5 mg-I",
kde standardem je kyselina gallova. Kazdy extrakt pupe&niku asijského byl pfeméren tiikrat. Kalibracni
kfivka i extrakty byly méfeny za stejnych podminek.

Celkovy obsah fenolickych latek ve vzorku (TPC - total phenolic content) byl vyjadien jako
ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové (GAE — gallic acid equivalent) v miligramech na gram suchého
vzorku (mgaae-gt).

3.4.2 Metoda TEAC - stanoveni antioxidaéni aktivity

Byl pfipraven roztok ABTS rozpusténim v demineralizované vodé na koncentraci 7 mmol-I"'. Poté byl
pfipraven roztok peroxodisiranu draselného rozpusténim prisluSné navazky v demineralizované vodé
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na koncentraci 2,45 mmol-I-'. Smichanim takto pfipravenych roztok(i v poméru 1:1 byla spu$téna reakce
pro generaci kation-radikalu ABTS-+. Pi'ed pouzitim byl roztok ponechan stat ve tmé& 24 hodin.

V den méfeni byl roztok ABTS -+ zifedén 60% ethanolem na absorbanci 0,70 + 0,02 pfi méfeni
o vinové délce 734 nm. Tato absorbance byla ziskana pfi zfedéni 1,2 ml roztoku ABTS-+ na 40 ml
ethanolu (1:33,33). Tento zasobni roztok byl pouzit pro vS8echny nasledujici analyzy.

Do kyvety bylo napipetovano 10 pl demineralizované vody, 1 ml zfedéného radikalu ABTS-+
a ihned byla zmérena prvni absorbance v ¢ase nula, ktera byla pouzita jako referen&ni. Do nasledujicich
kyvet bylo pipetovano 10 pl vzorku, 1 ml zfedéného radikalu ABTS:+, vzorek byl promichan na vortexu
a uchovan ve tmé po dobu 10 minut. Poté byla ihned zmérena absorbance v ¢ase 10 minut.

KalibraCni kfivka byla sestavena pro standard syntetické latky Trolox, ktery byl rozpustén
v 60% ethanolu, pfi koncentracich od 50 do 400 mg-ml-'. Kalibracni kfivka iextrakty byly méfeny
za stejnych podminek. Celkovéa antioxidacni aktivita byla vyjadrena jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

3.4.3 Plynova chromatografie — stanoveni aromatickych latek

Extrakty pupeCniku asijského (A a B) byly podrobeny analyze plynovou chromatografii ve spojeni
s headspace mikroextrakci tuhou fazi a hmotnostni spektrometrii (HS-SPME-GC-MS). Mnozstvi
extraktu pipetovaného do vialky bylo 2 ml. Extrakty byly proméfeny programem Xcalibur 2.2
za podminek nastavenych na chromatografu (viz. Tabulka 7).

K identifikaci pomoci plochy jednotlivych pik(i byla pouzita knihovna hmotnostnich spekter
NIST/EPA/NIH. Z plochy pikl bylo vypoéteno procentudlni zastoupeni slouéenin. Ukazku zméreného
chromatogramu je mozné nalézt v pfilohach (viz. Pfiloha 1).

Tabulka 7 Podminky HS-SPME-GC-MS analyzy

Mikroextrakce tuhou fazi

Doba inkubace 10 minut
Teplota extrakce a inkubace (teplota
agitatoru) 40 °C
Doba extrakce 20 minut
Zapnuty agitator 5 sekund
\ypnuty agitator 60 sekund
Davkovani splitless
Uzavfeny ventil 10 minut
Nosny plyn hélium
Pratok nosného plynu 1 ml-min-
40 °C s vydrzi 1 minutu, vzestupny
Teplotni program gradient 5 °C-min-' do 220 °C s
vydrzi 12 minut
Cas celkové analyzy 55 minut
GC-MS analyza
Kapilarni kolona TG-WaxMS
Rozméry kolony 30 m x 0,25 mm x 0,5 mm
Teplota injektoru (desorpce) 240 °C
Cas desorpce 20 minut
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Hmotnostni detektor

Mad elektronova ionizace
Energie ioniza¢nich elektrond 70 eV

Teplota iontového zdroje 200 °C

Skenovaci rozsah m/z 30-370 amu
Rychlost skenovani 0,2s

3.5 Statistické zpracovani vysledku

Data byla zpracovana v programu MS Excel 2020. Vysledky jsou vyjadieny ve tvaru primér + odchylka.

Pro vyhodnoceni odlehlych vysledkl byl vyuZit Dean-Dixondyv test odlehlych hodnot.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Extrakt ziskany maceraci ¢erstvé rostliny pupec¢niku asijského (Centella asiatica) byl podroben analyze
do tfi dnl, aby nedo$lo ke starnuti vzorku, a tedy i k jeho degradaci. Ziskany extrakt mél slabé
zelenozluté zabarveni a vyrazné zeleninové aroma podobné mrkvi.

4.1 Celkovy obsah fenolickych latek v extraktu

Celkovy obsah fenolickych latek byl ur€en Folin-Ciocalteuvou metodou spektrofotometricky. Kalibragni
kfivka (viz. Obrazek 9) byla naméfena pro koncentrace od 0,01 do 0,5 mg-ml-':

14 F y = 2,7947x
; R?=0,0974

02 F X

0’0 ¢ 1 1 1 1 1 1 1 L L 1 L L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L L L ]
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Ceae (Mg-ml)

Obrazek 9 Kalibracni kfivka metody stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Tabulka dale v textu (viz. Tabulka 8) ukazuje naméfené hodnoty absorbanci dvou extraktd.
Analyza probéhla paralelné trikrat (n= 3). Pro vylou€eni odlehlych hodnot v souboru naméfenych
absorbanci byl pouzit statisticky Dean-DixonUv test. Pfi tomto testovani bylo zji$téno, Ze Zadna hodnota
v souboru nebyla odlehla. Pro soubor hodnot obou extraktd méfenych trikrat bylo pii n = 6 vypodéteno
Qmin = 0,05 a Qmax = 0,17, Quiiicks tabelované bylo 0,56 [42].

Vysledky absorbance byly pomoci kalibracni rovnice a funkce linearni regrese prepocteny
na miligramy standardu kyseliny gallové na gram suchého vzorku. Primérna hodnota celkového obsahu
fenolickych latek je 0,74 + 0,08 mgaeae'g™! (74 £ 8 mgaeae/100 g), coz je hodnota vySSi nez u pfedchozich
studii [19; 21].

V porovnani s analyzou Folin-Ciocalteuovou metodou studie Leeho a kol. [19] se vysledky této
prace lii. Lee a kol. udava celkovy obsah fenolickych latek v ethanolovém extraktu pupecniku asijského
na 31,58 + 3,08 mgaeae/100 g, liSi se vSak i podminky extrakce, ktera ve studii byla provedena pomoci
Soxhletovy aparatury po dobu 24 hodin, zatimco extrakce v této praci probihala jednoduchou maceraci
po dobu 40 minut. Hodnoty prezentované touto studii jsou niz$i nez v experimentu této prace, coz mize
poukazovat na mozny vliv vysoké teploty pfi Soxhletové extrakci na fenolické latky, které mohly byt
degradovany.

Rattanakom a kol. [21] uvadi u ethanolového extraktu z pupecniku asijského celkovy obsah
fenolickych latek 23,8 + 0,5 pgeae'mg-!, pficemz extrahovana byla suSena bylina v 95% ethanolu
v poméru 1:10 materidlu a rozpoustédla a macerace probihala po dobu 48 hodin. Kromé& podminek
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extrakce se v této studii tedy liSi i charakter pouZitého materidlu, coz taktéZz mohlo zpUlsobit rozdil
ve vysledcich.

Z vysledki Ize vidét, Ze obsah fenolickych latek v byliné je zavisly na metodé extrakce a jejich
podminkach (parametry: rozpoustédlo, doba extrakce, teplota a navazka) a také jestli se jedna o suseny
nebo Cerstvy material. Je také vhodné, aby analyza byla provedena bezprostfedné po extrakci, aby
nedochazelo ke znehodnoceni extraktu.

Vy8Si dosazena hodnota TPC oproti predeSlym studiim dokazuje, ze experimentalné ziskané
extrakéni podminky pro maceraci rostlinného materialu byly zvoleny spravné a je mozné je pouzit
pro daldi zkoumani.

Tabulka 8 Vysledky stanoveni TPC u méfenych extrakti

Extrakt A750 nm mggae-ml™” mgcae g’ mgcae/100 g
0,374 0,13 0,67 66,91
A 0,401 0,14 0,72 71,74
0,466 0,17 0,83 83,37
0,485 0,17 0,87 86,77
B 0,388 0,14 0,69 69,42
0,380 0,14 0,68 67,98

4.2 Antioxidacéni aktivita extraktu

Antioxidacni aktivita byla vyhodnocena pomoci metody TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity)
zhaSenim kation-radikalu ABTS-+.

Absorbance v ¢ase 0 minut (Ag) byla naméfena pro demineralizovanou vodu s radikalem
(Ap=0,610). Od této hodnoty byla vzdy odettena hodnota naméfené absorbance vzorku nebo
v piipadé kalibrace kalibracniho roztoku Troloxu (A1):

A=Ay—Asp ()

Schopnost zhaseni radikalt (%) byla vypoctena podle vzorce:

M.mo% )

zhaseni radikalu =
Ao

Kalibra¢ni kfivka standardu Troloxu byla naméfena u nasledujicich koncentraci (viz. Tabulka 9):

Tabulka 9 Namérené hodnoty absorbance pro kalibraci metody TEAC

Cstandardu (Mg 'm|'1) A1 (<) Ao— A1 (-)
50 0,550 0,060
100 0,529 0,081
150 0,392 0,218
200 0,373 0,237
250 0,240 0,370
300 0,214 0,396
350 0,151 0,459
400 0,170 0,440
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Obrazek 10 Kalibracni kiivka metody TEAC

Vysledna antioxidacni aktivita vzorku byla odectena z kalibracni kfivky a vyjadiena jako pg-ml
ekvivalentniho mnoZstvi Troloxu (viz. Tabulka 10). Primérna antioxidacni aktivita byla vypoétena
na 289 + 81 ug-ml'. Schopnost vzorku zhaset radikal byla primérné 59,34 %.

Tabulka 10 Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity extraktu pupecniku asijského

extrakt A Ao— A1 creac (Mg-ml) zhaseni radikalu (%)
A 0,274 0,336 268,11 55,08
0,140 0,470 375,03 77,05
B 0,176 0,434 346,30 71,15
0,402 0,208 165,97 34,10

Studie zabyvaijici se stanovenim antioxidaéni aktivity pupecéniku asijského pouzivaji vétSinou
metodu DPPH, vysledky jsou tak s nasimi obtizné&ji porovnatelné. Hashim a kol. [10] udava hodnotu
zhaSeni radikalu (metoda DPPH) 83 % a pfifazuje antioxida¢ni ucinky extraktu triterpenické slouceniné
asiatikosidu. Procentudlni hodnoty dat z obou metod TEAC i DPPH by spolu mély korelovat, ale
z divodu rychlého piesunu elektronli Casto nejsou jednotné. Byakodi a kol. [43] uvadi hodnotu
antioxidagniho zhaSeni radikdlu ziskanou metodou TEAC u methanolového extraktu z pupec€niku
31,76 %. Z provedené analyzy vyplyva, ze ethanol je lep3im rozpoustédlem pro extrakci pupecniku
asijského, protoze dosahuje vyssi antioxidacni aktivity.

Data ziskana metodou TEAC v této praci nejsou zcela jednotna. Divodem je pravdépodobné
nestalost kation-radikalu ABTS-+, rychly presun elektrond pfi zhaseni tohoto radikalu a snadna moznost
nepiesnosti pfi manipulaci se vzorky.
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Analyza extraktu z pupec€niku asijského potvrdila jeho schopnost zhaSet volné radikaly
(antioxidacni aktivitu), a tedy i moznost jeho pfipadného wvyuziti v potravinarstvi jako pfirodni
antioxidacni potravinovy doplinék.

AntioxidacCni aktivita pupecniku asijského je pfipisovana fenolickym sloueninam v kombinaci
s triterpenoidnimi slou¢eninami (kapitola 2.4.1.1), které v této praci nebyly stanovovany. Z diivodu jejich
vy$8i molekulové hmotnosti by bylo vhodné pro dalSi studium pupe&niku asijského zaradit mezi pouzité
metody vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

4.3 Aromatické latky v extraktu

Pro stanoveni obsahu aromatickych latek v extrakiu z pupeCniku asijského, které ur€uji jeho
senzorickou kvalitu, byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS. Porovnany byly sloueniny ve dvou
paralelnich extraktech (A a B), které byly extrahovany za optimalnich podminek. Procentudlni
zastoupeni slou€enin identifikovanych v daném retenénim €ase bylo vypoc&teno z celkové plochy vSech
namérenych pik( v chromatogramu (viz. Tabulka 11). Slouéeniny byly roztiidény podle jejich
prisluSnosti ke skupinam biologicky aktivnich latek nachazejicich se v pupecniku asijském (kapitola 2.4).

Celkem bylo identifikovano 47 sloucenin, z toho 12 neni ve stopovém mnozstvi. Za stopové
mnozstvi je brano méné nez nebo rovno 0,5 % z celkové plochy pikd, slouceniny v téchto mnoZstvich
jsou v tabulce vyznaceny Sedé. Z celkového mnozZstvi analyzovanych piki bylo v extraktech A a B
primérné identifikovano (bez sloucenin ve stopovém mnozstvi) 93,47 % latek. Zbytek piki nebyl
spolehlivé identifikovan knihovnou.

Tabulka 11 Obsah aromatickych latek ve dvou paralelnich extraktech z pupecniku asijského

Retenéni ¢as Priumérné

Nazev slouceniny (min) zastoupeni (%) Zarazeni

B-pinen 7,32 0,31 monoterpeny (bicyklické)
B-myrcen 8,84 2,64 monoterpeny (monocyklické)
terpinen-4-yl acetat 9,26 0,23 monoterpenoidy

D-limonen 9,80 0,27 monoterpeny (monocyklické)
B-terpinen 10,05 0,03 monoterpeny (monocyklické)
a-pinen 10,82 0,04 monoterpeny (bicyklické)
y-terpinen 11,12 1,96 monoterpeny (monocyklické)
3-karen 11,32 0,23 monoterpeny (bicyklické)
o-cymen 11,89 0,50 monoterpeny (monocyklické)
4-karen 12,16 0,11 monoterpeny (bicyklické)
3-oktyl acetat 13,60 0,03 estery organickych kyselin
cis-hex-3-enol 15,00 0,03 alkoholy

nonanal 15,24 0,06 aldehydy

ethyl-oktanoat 16,21 0,01 estery organickych kyselin
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Retencni ¢as

Priumérné

Nazev slouceniny (min) zastoupeni (%) Zarazeni
trans-seskvisabinen hydrat 17,66 0,05 monoterpenoidy

kafr (bornan-2-on) 18,53 0,43 monoterpeny (oxidované)
3-chlordekan 19,15 0,08 derivaty uhlovodiku
linalyl-acetat 19,33 0,08 monoterpeny (estery)
4-terc-butylcyclohexyl-acetéat 19,55 0,60 monoterpeny (estery)
isokaryofylen 19,85 0,21 seskviterpeny (bicyklické)
3{3?8?lyy'ﬁ'éﬁié’_ﬁf}ﬂ?neé?y"2' 19,95 0,39 seskviterpeny (bicyklické)
B-elemen 20,16 1,67 seskviterpeny (bicyklické)
B-karyofylen 20,39 25,01 seskviterpeny (bicyklické)
DIOSTZE e AW 105 seseemeny i
B-farnesen 22,00 33,28 seskviterpeny (acyklické)
a-humulen 22,17 20,91 seskviterpeny (monocyklické)
1gig”eyﬂ;l)rqeyl‘g)'llzcﬁlgnheetgi’gn 22,82 0,06 seskviterpeny (monocyklické)
aristolochen 22,92 0,43 seskviterpeny (bicyklické)
aromandendren 23,08 0,11 seskviterpeny (tricyklické)
B-selinen 23,31 2,28 seskviterpeny (bicyklické)
a-selinen 23,42 2,39 seskviterpeny (bicyklické)
dioctylether 23,69 0,09 ethery

a-farnesen 23,83 0,22 seskviterpeny (acyklické)
7-epi-a-selinen 24,31 0,39 seskviterpeny (bicyklické)
methyl-dodekanoat 25,01 0,02 estery organickych kyselin
a-isomethylionon 26,23 0,30 uhlovodiky

neofytadien 27,48 0,07 diterpeny
4-oktadecyl-morfolin 28,35 0,05 uhlovodiky (heterocykly)
1-dodekanol 28,49 0,07 alkoholy

karyofylenalkohol 30,38 0,02 seskviterpeny (bicyklické)
6,10,14-trimethylpentadekan-2-on 31,66 0,05 ketony
methyl-hexadekanoat 33,35 0,65 estery organickych kyselin
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Retencni ¢as

Priumérné

Nazev slouceniny (min) zastoupeni (%) Zarazeni
ethyl-hexadekanoat 34,04 0,03 estery organickych kyselin
hexylcinnamaldehyd 36,15 0,05 fenolické slou¢eniny
methyl-stearat 37,03 0,05 estery organickych kyselin
13-methyl-oktadekanoét 37,50 0,04 estery organickych kyselin
decyl-dekanoat 40,12 0,49 estery organickych kyselin
Celkem 97,72

Celkem (bez slouc€enin se zastoupenim < 0,5 %) 93,47

Nejvice obsazenymi slou¢eninami byly v priméru obou extraktl B-farnesen (33,28 %), B-
karyofylen (25,01 %) a a-humulen (20,91 %). VSechny tyto tfi slou€eniny patfi mezi seskviterpeny, které
dominovaly sloZeni extraktu. DalSi slou€eniny jiz byly zastoupeny v mnohem niz8im mnozstvi: -myrcen
(2,64 %), a-selinen (2,39 %), B-selinen (2,28 %) a y-terpinen (1,96 %). Z hlediska biologicky aktivnich
latek jsou nejvyznamnéji zastoupenou skupinou seskviterpenoidni uhlovodiky (88,46 %), méné poté
monoterpenoidni uhlovodiky (7,16 %), estery organickych kyselin (1,27 %). Grafické znazornéni
rozdéleni latek na skupiny podavéa nasledujici graf (viz. Obrazek 11):

1,27%

7,16%

m seskviterpeny a seskviterpenoidy
monoterpeny a monoterpenoidy
m estery organickych kyselin

m uhlovodiky a jejich derivaty

0,43%

0,18%

ostatni (alkoholy a ethery 0,18 %, karbonyly 0,11 %, fenolické slouceniny 0,05 %)

Obrazek 11 Rozdéleni aromatickych sloucenin identifikovanych v extraktu z pupecéniku asijského
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Seskviterpenoidni uhlovodiky se vyskytuji ve vSech uvedenych studiich, které provadély plynovou
chromatografii, jako hlavni slozka extraktli nebo oleji z pupeéniku asijského. Obvykle tvofi vice
nez tfi Ctvrtiny celého extraktu. Tato prace rovnéz potvrdila toto zjisténi, stejné jako dalsi fakt, ze
monoterpeny a monoterpenoidy byvaji vyrazn& méné zastoupené, obvykle v rozmezi 0-20 % [2; 17; 18;
19; 31].

Procentualné nejvice obsazené slozky v extraktu jsou podobném obsahtim v piedchozich studii.
Jedna se o B-karyofylen (7,5-24,2 % Devkota a kol. [18], 23,2 % Joshi a kol. [17], 19,08 % Oyedeji a kol.
[31]), a y-karyofylen neboli isokaryofylen (9,24-32,3 % Devkota a kol. [18]), a-humulen (0,05-17,09 %
Devkota a kol. [18], 23,1 % Joshi a kol. [17], 9,20 % Lee a kol. [19], 21,06 % Oyedeji a kol. [31]), B-
farnesen (6,3 % Joshi a kol. [17], 1,7-18,89 % Devkota a kol. [18], 15,19 % Lee a kol. [19]) a neofytadien
(5,15 % Lee a kol. [19]).

Dale byly v uvedenych publikacich ve vice procentech zastoupeny latky bicyklogermakren
(11,22 % Oyedeji a kol. [31]), karyofylen oxid (26,8 % Sardrood a kol. [2], 3,3 % Joshi a kol. [17]), y-
kadinen (26,44 % Lee a kol. [19]), germakren B (6,29 % Oyedeji a kol. [31]) a germakren D
(5,4 % Joshi a kol. [17]). V této praci vSak tyto slouCeniny nebyly identifikovany.

Konkrétni slozeni rostlinnych extraktdl se li§i od rostliny k rostliné. V této praci bylo zjiSténo
neobvykle vysoké mnozstvi B-farnesenu (33,28 %), zatimco napfiklad esencialni olej Joshiho a kol. [17]
jej obsahoval pouze 6,3 %. Mnozstvi a-humulenu (20,91 %) a B-karyofylenu (25,01 %) odpovida
predchozim studiim. Karyofylen oxid v pupeénikovém extraktu nebyl identifikovan viibec, prestoze se
jedna o Casto zastoupenou slouceninu v jinych analyzach (26,8 % Sardrood a kol. [2], 3,3 %
Joshi akol. [17]). Stejné tak extrakt neobsahoval isospathulenol, ktery byl vyznamné zastoupen
v analyze Sardrooda a kol. (21,8 %) [2].

Ruzné slozeni aromatickych latek v rostlinach je ovlivnéno podminkami ristu rostliny a jejim
plvodem (chemotypem rostliny), mezi nimi mtze byt faktor dostupnosti svétla a mikrobiologické
prostiedi rostliny, které ovliviiuje produkci sekundarnich metabolitd. Rostlina pouzita pro experiment
v této préaci byla vypéstovana v domdcich izolovanych podminkach, zatimco studie pochazejici z Asie
obvykle analyzuji pupecnik voIné rostouci v pfirodé nebo dostupny na lokalnich trzich. Data vySe
uvedenych studii zkoumaly esencialni olej z pupelniku ziskany hydrodestilaci v Clevengerové
aparatufe, zatimco v této praci byla pouzita macerace v rozpoustédle ethanolu, rovnéz tedy bylo pouzito
i jiné rozpoustédlo. VSechny tyto zminéné odli$nosti mohly zplsobit odchylky a zmény ve vysledcich.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo vytvofit prfehled a popsat uCinky nejvyznamnéji zastoupenych skupin biologicky
aktivnich latek obsazenych v pupecniku asijském (Centella asiatica), vybrat vhodné metody
pro charakterizaci t&chto vyznamnych sloucenin a aplikovat je na rostlinny material. Prace také popisuje
navrhované extrakéni metody pro rostlinné materialy a metody stanoveni biologicky aktivnich latek
a shrnuje poznatky prfedchozich studii.

Pro extrakci byla vybrana metoda macerace s vyuzitim 40% ethanolu jako rozpoustédio
pfi teploté 60 °C po dobu 40 minut a v pomé&ru navazky k rozpoustédlu 1:5. Ethanolové rozpoustédlo
bylo vybrano na zékladé predchozich studii, které potvrdily vy$Si naméfenou antioxidacni aktivitu oproti
ostatnim rozpous$tédlim, jeho komeréni dostupnosti a bezpeénosti pro spotiebitele, pokud by byl extrakt
aplikovan do potravinarskych vyrobku.

Z analytickych metod pro vhodnou charakterizaci extraktu byly vybrany tfi metody: stanoveni
celkového obsahu fenolickych latek Folin-Ciocalteuovou metodou, stanoveni antioxidacni aktivity
metodou TEAC pomoci kation-radikalu ABTS:+ a plynova chromatografie ve spojeni s headspace
mikroextrakci tuhou fazi a hmotnostni spektrometrii (HS-SPME-GC-MS).

Celkovy obsah fenolickych latek vextraktu z pupeCniku asijského byl stanoven
na 0,74 + 0,08 mgaae-g-'. AntioxidacCni aktivita vzorku byla 289 + 81 pg-ml' a jeho schopnost zhaSet
radikal 59,34 %. Prace potvrzuje obecné uznavanou teorii, ze polyfenolické latky, kterych bylo
identifikovano vy$$i nez oekavané mnozstvi, pfispivaji k antioxidacni aktivité rostlinnych extraktd.
Tento fakt mize hrat dileZitou roli pii konzumaci zeleniny a bylin v pestré stravé moderniho Clovéka
ataké pro budoucnost nutricné vyvazené stravy, stejné tak jako pro vyvoj bezpe€nych pfirodnich
potravinarskych aditiv a formulaci produktd.

Z celkem 47 identifikovanych aromatickych latek dominovalo slozeni extraktu vysoké mnozstvi B-
farnesenu (33,28 %), B-karyofylenu (25,01 %) a a-humulenu (20,91 %). Analyza potvrdila vysoky obsah
seskviterpenoidnich uhlovodiki v extraktech (88,46 %) a niz8i mnozstvi monoterpenoidnich uhlovodikd
(7,16 %). Aromatické latky jsou dilezité pro senzorickou kvalitu potraviny a provedena analyza otevira
dvefe pro dalSi aplikace tohoto aromatického extraktu do potravinarskych produktli s netradicni vini
i chuti a senzoricky originalnim profilem.

Pro doplnéni charakteristiky extraktu by bylo vhodné provést dalSi antioxidacni testy, jako napfiklad
DPPH test a FRAP test pro porovnani naméienych dat, které byly vtéto praci z diivodu vysoké
nestalosti radikali méné presné. RovnéZ by bylo vhodné provést vysokolcéinnou kapalinovou
chromatografii pro identifikaci triterpenoidnich sloucenin, které jsou povazovany za dilezité antioxidaéni
slozky extraktu, a porovnani jejich obsahu s fenolickymi latkami. Pro detailn&jSi analyzu by bylo také
vhodné provést i stanoveni aromaticky aktivnich latek v Cerstvé krajené rostliné pro porovnani Cerstvé
rostliny s extraktem a uc€innosti extrak&nich podminek.

Rostlina pupeénik asijsky (Centella asiatica) méa Siroké ptsobeni na lidsky organismus a budouci
analyzy by se mély vénovat presné kvantifikaci konkrétnich biologicky aktivnich slozek a jejich
pfesnému uCinku na Clovéka, aby mohly byt tyto rostlinné materidly vyuzity jako pfidavky
v potravinarském primyslu nebo i klinicky.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABTS 2,2'-azinobis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
BHA butylhydroxyanizol

CATTF Centella asiatica total triterpenic fraction

Cl chemické ionizace (chemical ionization)

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

EAE enzymové asistovana extrakce (enzyme assisted extraction)
El elektronové ionizace (electron ionization)

ETCA Estratto Titolato di Centella asiatica

FRAP antioxidaéni potencial redukce Zeleznatych kationtt (ferric reducting/antioxidant power)
GAE ekvivalent kyseliny gallové (gallic acid equivalent)

GC plynova chromatografie (gass chromatography)

GC-FID plynova chromatografie s plamenové ionizatnim detektorem (gas-chromatography — flame
ionization detector)

GC-MS plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (gas-chromatography mass-
spectrometry)

GRAS obecné uznavané za bezpecné (generally recognised as safe)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
HPP paskalizace (high pressure processing)

HRSCA (hydroxyl radical-scavenging capacity assay)

HS sorpce z prostoru par (headspace)

HS-SPME-GC-MS plynova chromatografie ve spojeni s headspace mikroextrakci tuhou fazi a
hmotnostni spektrometrii (headspace solid-phase micro-extraction gas-chromatography mass-
spectrometry)

IT iontové past (ion trap)

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

MAE mikrovinna extrakce (microwave assisted extraction)

MBC minimalni baktericidni koncentrace (minimum bactericidal concentration)

MIC minimalni inhibi€ni koncentrace (minimum inhibitory concentration)

ORAC kapacita absorpce kyslikovych radikalG (oxygen radical absorbance capacity)
PAD pulzni amperometricky detektor (pulsed amperometric detector)

PDA fotodiodovy detektor (photodiode array)
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PEF extrakce vyuZzivajici pulzni elektrické pole (pulsed electric field assisted extraction)
PLE vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (pressurized liquid extraction)

Q kvadrupo6lovy analyzator (quadrupole)

SFE superkriticka fluidni extrakce (supercritical fluid extraction)

SPE extrakce na tuhou fazi (solid-phase extraction)

SPME mikroextrakce tuhou fazi (solid-phase micro-extraction)

TAA celkova antioxidaéni kapacita (total antioxidant capacity)

TEAC ekvivalent antioxidac¢ni kapacity Troloxu (trolox equivalent antioxidant capacity)
TECA titrated extract of Centella asiatica

TOF analyzator doby letu (time of flight)

TPC celkovy obsah fenolickych latek (total phenolic content)

TROLOX 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyselina

TTF total triterpenic fraction

TTFCA total triterpenoid fraction of Centella asiatica

UAE ultrazvukova extrakce (ultrasound assisted extraction)

UV ultrafialové (ultraviolet)

VIS viditelné (visible)
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8 SEZNAM PRILOH

Pfiloha 1: Chromatogram aromatickych latek pupecniku asijského (Centella asiatica): identifikace
slougenin podle retenénich ¢asi (viz. Tabulka 11)
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9 PRILOHY

Priloha 1 Chromatogram aromatickych latek pupecniku asijského (Centella asiatica): identifikace slouCenin podle retenénich ¢ast (viz. Tabulka 11)
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