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ABSTRAKT
Predlozena bakalarska prace je zaméfena na aktivni latky obsazené v extraktech levandule
lékafské a tymianu obecného, zejména jejich mozné antimikrobialni a antioxidacni ucinky.
Teoreticka ¢ast popisuje vybrané rostliny, slouceniny vykazujici antimikrobialni a antioxida¢ni
ucinky, metody, jak tyto slou€eniny extrahovat a stanovit.

V praktické casti byly nejprve pfipraveny extrakty zvolenych bylin, vodné, ethanolové
a olejové. V8echny extrakty byly spektrofotometricky charakterizovany na obsah celkovych
polyfenoll, celkovych flavonoidl a antioxidacni aktivitu. Na zavér bylo diskutovano jejich
mozné pouZiti v potravinaiském pramyslu namisto syntetickych konzervantt a pfi fortifikaci
potravin.

ABSTRACT

The presented bachelor thesis is focued on active substances contained in lavandula
officinalis and common thyme extracts, mainly their possible antimicrobial and antioxidant
effects. The theoretical part desrcibes chosen plants, compounds with antimicrobial and
antioxidant effects, methods how to obtain and identify said compounds.

In the experimental part, aquenous, ethanolic and oil extracts were prepared. Mentioned
extracts were spectrophotometrically characterised for total content of polyphenols, total
content of flavonoids and antioxidant activity. In conclusion possible applications of extracts
in food industry instead of synthetic preservatives and their fotification were discussed.
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1 UvOoD

S rostoucim zajmem spole€nosti o zdravéjsi pfistup k Zivotu vénuji lidé vétSi duraz na
sloZeni a puvod potravin, kriticky nahlizeji na latky pfidané, které mohou mit negativni vliv na
zdravi. Stale vétsi pozornost se vénuje moznostem, které nabizi pfiroda, jsou Clovéku blizsi
a s rostouci rezistenci mikroorganismu vaci antibiotikim také velice realnou a obnovitelnou
moznosti, jak s nimi bojovat. Neustale se objevuji nové formy, ve kterych jsou latky
nachazejici se v pfirodé vyuzivany ve prospéch lidi.

Proto bylo jednim zcild prace zjistit, zda by lidem znamé byliny mohly slouzit jako
konzervanty a antioxidanty potravin. V jaké formé by byly vhodné a nezavadné k aplikaci.
Dillezita je také extrakce aktivnich latek, ¢im uc€inngjsi extrakt, tim mensi je potfebné
mnozstvi a klesa tak i riziko mozného podrazdéni i nezadouci reakce. Pro pouZziti pfirodnich
latek ve velkém méfitku je dllezita i ekonomicka naroCnost extrakce, ktera s novodobymi
metodami klesa.

V této praci je vénovana pozornost polyfenolickym latkam a flavonoiddm, u kterych jiz byla
prokazana antimikrobialni a antioxidacni aktivita, cilem je tedy najit optimalni formu, ve které
by bylo mozné extrakty pouzivat.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Aktivni latky bylin

Lidstvo ma dlouhou historii pouzivani bylin a kofeni v kazdodennim zivoté. Ve starovékém
Egypté a Asii byly byliny a kofeni pouZivany jako légiva, ve starovékém Recku a Rimé jako
konzervanty potravin. V prubéhu stfedovéku byly byliny nadale pouzivany pro konzervaci
potravin a lé€eni, dale pak pro ochucovani jidel [1].

Protoze je kofeni Siroce pouzivano v fadé potravin, je dulezité znat, jaky ma vliv na
udrZeni jejich kvality. Mnoho studii bylo provedeno pro jeho baktericidni a bakteriostatické
vlastnosti, jeho efektivitu v prevenci a zpomaleni kazeni zplsobeného mikroorganismy.
Pozornost je vénovana i jejich schopnosti zpomalovat dalSi druhy kazeni, v€etné Zluknuti,
zplUsobeného oxidaci tukd. Byliny maji mnoho fytochemikalii, které jsou potencionalnimi
zdroji pfirodnich antioxidantu, napfiklad fenolickych diterpend, flavonoidu, alkaloidd, tfislovin
(tanin) a fenolickych kyselin. Bylo experimentalné dokazano, ze kofeni, byliny a jejich
extrakty maji antimikrobialni, antioxidaéni, protizanétlivé, antirevmatické, anti mutagenni,
protirakovinné a tuky snizujici vlastnosti [1][2].

2.1.1 Antimikrobialni latky
Antimikrobialni latky prodluzuji udrznost potravin tim, Ze je brani Gtokim nezadoucich
bakterii, pouzivaji se jako varianta namisto termickych zakroku, které nékdy mohou ovlivnit
jejich organoleptické a nutriéni vlastnosti. Tyto latky méni propustnost mikrobialnich
bunéfnych membran, a tim umozni uvolnéni biomolekul zjejich bunék. Aditivni
antimikrobialni latky mohou byt rozdéleny do ¢tyr skupin:
o kyseliny a jejich derivaty (kyselina benzoova, sorbova, parabeny)
e dalSi organické latky (antibiotika, lysozym, bifenyl a jeho derivaty, thiabendazol,
dialkyl-dikarbonaty, alkylenoxid)
e anorganické slou€eniny (oxid sifiCity a sifiCitany, dusitany, chlorid sodny, kyselina
borita a jeji soli)
e prirodni antimikrobialni latky (isoflavony, stilbeny, terpenoidy, indoly) [11][12].

2.1.2 Antioxidaéni latky

Antioxidanty jsou latky schopné zpomalit, & zabranit Zluknuti nebo jiné chut ovliviujici
oxidace. Antioxidanty prodluzuji indukéni Cas, a tim oddaluji vznik latek negativné
ovliviujicich chut. Pfidavek antioxidantt po uplynuti indukéniho €asu v8ak nebyva ucinny ve
zpomaleni Zluknuti [13].

Antioxidanty mohou ovlivnit oxidaci dvéma zpusoby, zhasenim volnych radikald, tak se
chovaji antioxidanty primarni. Sekundarni antioxidanty pouzivaji fadu mechanismu, jako je
vazani kovovych iontd do komplexl, eliminace pfitomného kysliku, pfemény
hydroxyperoxidi na neradikalové formy, absorbce UV radiace nebo deaktivace kyslikového
singletu. Sekundarni antioxidanty projevuji antioxidaCni aktivitu jen v pfitomnosti dalSi
minoritni slozky, napfiklad kyselina askorbova je efektivni v pfitomnosti tokoferoll nebo
jiného primarniho antioxidantu [11][13].

DalSim mozné déleni antioxidantl je podle jejich puvodu:

e PFirodni (extrakty bylin a kofeni, velmi ¢asté jsou Salvéj a rozmaryn)
e Syntetické (butylhydroxyanisol, butylhydroxytoluen, 2-terc-butylhydrochinon, estery
gallové kyseliny) [11].



2.2 Charakteristika aktivnich latek

2.2.1 Polyfenolické slou¢eniny

Rostliny maji téméf nekoneCnou schopnost syntetizovat aromatické slouceniny, z nichz je
velka Cast fenolického charakteru. VétSina z nich jsou sekundarnimi metabolity, v mnoha
pFipadech slouzi jako obranny mechanismus proti mikroorganismdm, radiaci a ultrafialovému
zareni. Polyfenolické slou€eniny vyskytujici se v pletivu rostlin, se podileji na zbarveni, chuti,
vuni, kyselosti a oxidacni stabilit¢ rostlin, samy jsou nenutri¢ni. Polyfenoly mohou byt
rozdéleny do skupin, podle poétu aromatickych kruhl nebo podle struktury vazeb mezi
témito kruhy. Hlavnimi skupinami fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany [3][4][5][6].

2.2.1.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny nachazejici se v potravinach, vétSinou ve vazané forme, se déli do dvou
skupin, jako derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoficové. Obecné je vyS$Si koncentrace
derivatu kyseliny skoficové, vyjimkou jsou Cervené ovocné plody a byliny, kdy je vyS$Si
koncentrace derivatd kyseliny benzoové. NejbéznéjSimi zastupci derivatl kyseliny skoficové
jsou p-kumarova, kavova, ferulova a sinapova kyselina. Zastupci derivatu kyseliny benzoové
jsou p-hydroxybenzoova, protokatechova, vanillova a syringova kyselina [4][7].

2.2.1.2Flavonoidy

Flavonoidy se nachazeji uvniti bunék rostlinného pletiva nebo na povrSich organel, maji
strukturu skladajici se ze dvou aromatickych jader spojenych tfemi uhlikatymi atomy, které
tvofi okysliceny heterocyklus. Bylo identifikovano vice nez 4 000 jednotlivych flavonoidd,
zodpoveédnych za zbarveni kvétl, ploda a listd. Projevuji inhibujici efekt viuci nékolika virdm,
v€etné HIV. Podle charakteru heterocyklu se flavonoidy déli do Sesti kategorii:

o flavonoly
o flavony

¢ flavanony
e katechiny

e anthokyanidiny
o isoflavony [3][4][6][8].

2.2.1.3 Stilbeny

Stilbeny obsahuji 1,2-diarylethenové struktury. Jejich obsah v lidské stravé je nizky.
Vrostlindch jsou vytvafeny vreakci na infekci nebo utok. Resveratrol je jeden
z nejzkoumangjSich stilbenu, jeho hlavnim zdrojem jsou hrozny a vyrobky z nich. Stovky
studii referuji o schopnosti resveratolu pfedejit nebo zpomalit postup Siroké Skaly nemoci,
vCetné rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni [4][6][9].

2.2.1.4Lignany

Lignany jsou charakteristické 1,4-diarylbutanovou strukturou, ktera vznikla dimerizaci dvou
zbytkl kyseliny skoficové. Jsou obsazeny v ofeSich, semenech, zrnech, zeleniné, kave, ¢aji,
vingé, nejvysSi koncentrace je ve Inéném seminku [4][6][10].



Polyfenoly

Obrazek 1: Klasifikace a chemicka struktura hlavnich skupin polyfenold (upraveno) [6]
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2.2.2 Trisloviny (taniny)
Taniny jsou skupina polymernich fenolickych slou€enin vyskytujicich se v Siroké Skale rostlin.
Ve vysokych koncentracich se nachazeji témeér ve vSech Castech rostlin, jako je kdra, dfevo,
listy, plody, kofeny a semena. Jejich zvySena produkce mlze byt asociovana s nékterymi
onemocnénimi, pfedpoklada se tedy, Ze jejich biologickou funkci je ochrana proti infekcim,
hmyzu nebo byloZravcim. Jsou zodpovédné za trpkou chut potravin, ktera je nasledkem
jejich denaturaéni reakce s proteiny, obdobné reaguji s enzymy. Tato inaktivaéni reakce je
zodpoveédna za antimikrobialni vlastnosti taninu. TFisloviny mohou byt toxické pro viaknité
houby, kvasinky a bakterie. Jsou schopné srazet t€Zké kovy a alkaloidy, kromé& morfinu,
proto mohou byt pouzity pfi otravach témito latkami. Pouzivaji se jako Cifidla pfi vyrobé
ovocnych 8tav, vin a piva. Urcité tfisloviny jsou schopné selektivné inhibovat replikaci HIV.
Déli se do tfi skupin:

e Hydrolyzovatelné (polymery esteru kyseliny gallové)

e Kondenzované (flavolany, polymery nékterych flavonoidnich latek)

e Komplexni (kombinace hydrolyzovatelnych a kondenzovanych tanint) [3][11][17][47].
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Obrazek 2: Klasifikace a chemicka struktura tfislovin (upraveno) [47]

2.2.3 Alkaloidy
Alkaloidy jsou heterocyklické dusikaté slou€eniny, které vznikaji jako sekundarni metabolity
a v zavislosti na konzumovaném mnozstvi vykazuji antimikrobialni a mikrobicidni GCinky.
Jsou skupinou zahrnujici vice nez 10 000 slou€enin rGznych struktur. Nékteré jsou
povazovany za produkty detoxikace, regulatory rustu, rezervni formy dusiku, rostlinna
antibiotika, pfirodni toxické aminokyseliny, biogenni aminy a pfirodni barviva [3][11].
Alkaloidy se nachazeji v riznych Castech cévnatych rostlin, ale také u urcitych druhd
mech, hub, bakterii a nékterych bezobratlych zivo€ichl a obratloved [11].

2.2.4 Terpeny

Terpeny se fadi k primarnim vonnym latkam, spolu s terpenoidy, estery, alkoholy, ethery,
aldehydy, ketony, laktony, fenoly a fenolovymi ethery tvofi esencialni oleje rostlin, které patfi
mezi sekundarni metabolity. Jejich zakladni stavebni jednotkou je isopren. NejCastéji
vyskytujicimi jsou monoterpeny, seskviterpeny a diterpeny, které slouzi jako stavebni
jednotky pro dalSi metabolity jako jsou hormony, steroly, karotenoidy. Terpenoidy
a isoprenoidy vznikaji pfesmykem nebo oxidaci terpenu, obsahuji tedy navic atom kysliku.
Terpenoidy tvofi nejvétSi skupinu metabolitd v rostlinach a tvofi 90 % esencialnich oleju
[11][14][15][16].

Terpeny a terpenoidy jsou aktivni proti bakteriim, houbam a virdm, triterpenoidni kyselina
betulinova inhibuje virus HIV. V rostlinach hraji roli atraktantt, repelentd, toxinG a antibiotik
[3][15].

Déli se podle poctu izoprenovych jednotek:

e Hemiterpeny (Cs)

e Monoterpeny (Cio)

e Seskviterpeny (Cis)

e Diterpeny (Cz)

e Sesterterpeny (Czs)

o Triterpeny (Cso)

o Tetraterpeny (Cao)

e Polyterpeny (vice nez 40 atomU uhliku v molekule) [11].
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Obrazek 3: Chemické struktury skupin terpent
2.3 Vybrané byliny

2.3.1 Levandule lékaiska

Levandule Iékafska (Lavandula officinalis), v evropskych zemich bé&zné péstovana po staleti
znama légiva rostlina, jiz Rimané ji pouzivali pro jeji aromatické vlastnosti. Pochazi z oblasti
Stfedozemniho mofe, odkud se rozSifila po celém svété, mezi nejvyznamnéjsi producenty
patfi Francie, Spanélsko a Australie. Nat' levandule je typicka osobitou pfijemnou vani, na
chut' je horka a sStiplava. Levandule ma fadu vlastnosti, pusobi proti plynatosti, migrénam,
nespavosti, stresu, uzkosti, nachlazeni a vyc€erpani, ulevuje od svalovych kfeCi, je
antidepresivni, antisepticka, antibakterialni a stimuluje prokrveni [1][18][19].

Levandule je vytrvaly, bohaté rozvétveny polokef. V dolni Casti vétvicek vyrastaji
protistojné, pfisedlé Carkovité az Uzce kopinaté, bélavé pistnaté a na kraji podvinuté listy.
Levandule je po staleti vyuzivana jako bylinny Iék. Obsahuje vysoce efektivni silice s velmi
sladkym podtextem a mize byt pouzita v balzamech, parfémech, kosmetice [18][19][20].

Levandulovy esencialni olej, také nazyvany jako silice se ziskava z kvétu Lavandula
angustifolia, Lavandula hybridia a Lavandula latifolia, je hlavni aktivni sloZkou rostlinného
materialu a vyskytuje se v mnozstvi od 1,13 do 9,25 %. Levandulova silice je charakteristicka
obsahem linaloolu, linalyl acetatu, limonenu, a-pinenu, lavandulyl acetatu, terpinen-4-olu,
(E)-ocimenu, (Z)-ocimenu, 3-oktanonu, lavandulolu, eukalyptolu neboli 1,8-cineolu, borneolu
a kafru. Toto slozeni je oviem zjednoduSené, protoze LEO se obvykle sestava z vice nez sta
individualnich komponent, které se podileji na jeho senzorickych vlastnostech, sloZzeni LEO
je ovlivnéno druhem rostliny a prostfedim, ve kterém roste [22][23][27].

Hlavnimi flavonoidy v listech levandule jsou flavonové glykosidy, konkrétné apigenin,
luteolin. Ve kvétech se vyskytuji anthokyanidinova barviva, ktera jsou strukturou zaloZzena na
delfinidinu a malvidinu. Veskera barviva bez vyjimky obsahuji zbytek p-kumarové kyseliny.
Estery hydroxyskoficové kyseliny (m-kumarové) se bézné vyskytuji v druzich levandule,
jedna se o Kkyselinu rosmarinovou a chlorogenovou. Ester kavové kyseliny, ktery je
v mnozstvi 1 ug toxicky pro plisfiovy patogen Cladosporium herbarum byl v nizkém mnozstvi
zaznamenan v levanduli 1ékarske [41].
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Antimikrobialni aktivitu LEO nelze zcela pfisoudit jedné urcité latce, antivirova aktivita proti
Herpes simplex byla prokazana diky linaloolu, linalool oxidu a linalool esteru, borneolu
a eugenolu. Antioxidac¢ni aktivita levandule je spojovana a obsahem linaloolu, fenolickych
sloucenin, jako jsou fenolové kyseliny, méné s flavonoidy a tanniny [27].

4 .
Obréazek 4: Levandule lékafska [21]

2.3.2 Tymian obecny

Tymian obecny (Thymus vulgaris), také nazyvany jako matefidouska obecna, je plvodné
jihoevropskou rostlinou, kterou lze s uspéchem péstovat i v naSich podminkach. Je
aromaticka, medonosna rostlina pouzivana v lidové mediciné odpradavna pro vykaslavani,
pro antitusické a anthelmintické vlastnosti, proti broncholytice a nadymani. Nat’ tymianu ma
pfijemnou vlni, zejména pfi rozemnuti, a osobitou chut, ktera je lehce paliva a nahorkla
[19][24][28].

Tymian je vytrvaly, nizky, stalezeleny kef dorustajici vySky 10-30 cm, ktery pfijemné voni.
Ma protilehlé, Sedo-zelené, aromatické listy, kvéty jsou svétle fialové s chlupatym
gladularnim kalichem [1][19][24][29].

Chemicky charakter tymianu je reprezentovan dvéma hlavnimi skupinami sekundarnich
metabolitl, tékavym esencidlnim olejem a polyfenoly, obsah téchto sloZek se liSi podle
vnitfnich (sezénni a ontogenetické variace) a vnéjSich (puda, klima, svétlo) faktoru.
Esencialni olej je zodpovédny za typické aroma tymianu, ususeny rostlinny material
obsahuje podle druhu 1-2,5 % TEO. SloZeni TEO je az z50 % thymol, dale karvakrol,
geraniol, p-cymen, a-pinen, linalool az 13 %, borneol az 15 %, 1,8-cineol, kamfen, limonen,
a-tepineol, terpinen-4-ol, y-terpinen, Kyselina rosmarinova je hlavnim zastupcem ftfislovin
v tymianu obecném, jeji mnozstvi se podle literatury pohybuje v rozmezi 0,15 a 4 %. Volné
fenolové kyseliny jsou zastoupeny hlavné kavovou kyselinou, gentisovou kys., p-kumarovou
kys., syringovou kys., ferulovou kys., a p-hydroxybenzoovou kyselinou. Mezi obsazené
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flavonoidy patfi apigenin, luteolin, 6-hydroxyluteolin, cirsilineol, 8-methoxycirsilineol,
cirsimaritin, 5-desmethylnobiletin, 5-desmethylsinensetin, gardenin B, genkvanin, salvigenin,
jsou apigenin a luteolin. Flavonoly a flavanony maji mensi vyznam. Bifenyly tymianu pfilakaly
pozornost pro svou antioxidacni aktivitu a jako deodoranty.

Thymol, karvakrol a fenolické slouceniny jsou zodpovédné za antimikrobialni vlastnosti,
zejména proti bakterialnim patogenim. Antioxidac¢ni vlastnosti jsou pfisuzovany fenolickym
slozkam [1][19][25][28][29][30].

Thymus vulgaris je polymorfni druh a v sou€asnosti existuje 7 chemotypl, které jsou
pojmenovany podle dominantniho monoterpenu v esencialnim oleji, komeréné zajimavy je
jen thymolovy druh [29].

Obrazek 5: Tymian obecny [26]

2.4 Metody ziskavani extraktt

Efektivni extrakce a purifikace jsou kritické pro izolaci a aplikaci pfirodnich antimikrobialnich
latek urCenych pro aplikaci spojenou s potravinami. Tyto slouceniny byly extrahovany
klasickymi metodami, dokud nebyly nové a vysoce uc¢inné metody prejaty v primyslu. Nové
metody maji mnoho vyhod tykajicich se extrakéni doby, kvality a vytéZzku. Chemické
a termalni zakroky extrak&nich metod mohou ovlivnit vytéZzek aktivnich ingredienci, nebo
pfirozenych vlastnosti nebo mohou produkovat nebezpeéné slouceniny. Rada extrakénich
metod byla vyvinuta pro ziskavani bioaktivnich slou€enin s antimikrobialnimi vlastnostmi,
selektivita téchto metod je pro extrakci konkrétni slouceniny nedostate¢na. V souc€asnosti je
dliraz kladen na minimalni extrakty s vysokym antimikrobialnim efektem a na maximalizaci
vlivu na zdravi konzumentu [12].
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2.4.1 Konvenéni metody

VétSina téchto metod je zaloZzena na extrakéni kapacité rozpoustédla v kombinaci s teplem
a/nebo michanim. Polarita extrahované slozky je nejdllezitéjSim faktorem pro volbu
rozpoustédla, vliv pro volbu maji molekularni afinita rozpoustédla a extrahované smési,
pfenos hmoty, vybér spolurozpoustédla, environmentalni bezpecnost, toxicita pro ¢lovéka
a finan¢ni dostupnost. Pro tyto extrakéni metody jsou pouzivana organicka rozpoustédia,
jako jsou hexan, aceton, methanol, ethanol nebo voda a probihaji vétSinou za
atmosférického tlaku [31][32][36].

2.4.1.1Extrakce v Soxhletové extraktoru

Pdavodné byla navrhnuta pro extrakci lipidd, v sou€asnosti se pouziva pro extrakci cennych
bioaktivnich latek z fady pfirodnich zdroji. Vzorek je navazen do patrony, ktera je umisténa
v Soxhletové extraktoru, do patrony neustale kondenzuje rozpoustédlo a vymyva rozpustné
komponenty ze vzorku. Rozpoustédlo obsahujici analyty je vraceno do varné bariky, tento
proces je opakovan do vyextrahovani pozadovanych komponent v dostate€ném mnozstvi.
Vzorek je vzdy extrahovan Cistym rozpousStédlem, zatimco vyextrahované, netékavé latky
jsou koncentrovany ve varné bance. lzolované latky musi byt stabilni pfi teploté varu
extrakéniho Cinidla [32][34].

2.4.1.2 Macerace

Macerace je stara, Siroce uplatnitelnd a nizkonakladova technika. Fytochemikalie jsou
extrahovany louhovanim rostlinného materialu v rozpoustédle po urcity ¢as. Jako prvni je
rostinny material rozmélnén, tim se 2zvétdi plocha povrchu pro dobré miseni
s rozpoustédlem. Po rozmélnéni je pfidano rozpoustédlo, nadoba je uzaviena a ponechana
pfi laboratorni teploté stat minimalné tfi dny s ¢astym michanim, nékdy je pouzito tfepaci
zarizeni. Nasledné je smés scezena a vihky material je lisovan pro co nejvySsi vytézek.
Nejvétsi nevyhodou macerace je extrakéni doba, ktera nékdy muaze trvat i tydny [32][35].

2.4.1.3 Hydrodestilace

Hydrodestilace je tradicni metoda, ktera nevyuziva organickych rozpoustédel. Existuji tfi
typy, destilace vodou, destilace vodou a vodni parou, pfima destilace vodni parou. Pfi
destilaci vodou je rostlinny material zcela ponofen ve vodé a cela smés je pfivedena k varu.
Uplna extrakce neni mozna a je nutné pouzit vice aparatur. Pfi destilace vodou a vodni
parou je para generovana mimo nebo v destilacnim pfistroji, vzdy oddélené od rostlinného
materialu. Pfima destilace vodni parou generuje paru mimo aparaturu, para je vstfikovana do
materialu, ten tedy nedosahne teploty vySSi nez 100 °C, a nemél by podlehnout termalni
degradaci. Parni destilace je Siroce pfijimana metoda pro produkci esencialnich oleju ve
velkém méfitku [32][35].

2.4.1.4Odvar

Vhodna metoda pro extrakci tepelné stabilnich sloZek rozpustnych ve vodé. Rostlinny
material je zalit specifickym mnozstvim destilované vody a pfiveden k varu, tato smés se vafi
po definovany C€as. Objem je zmenSen na jednu ¢&tvrtinu puvodniho objemu vafenim
v prbéhu extrakce. Nasleduje ochlazeni a filtrace koncentrovaného extraktu [32][35].

15



2.4.1.5 Nalev

Extrakce zaloZzena na maceni pevného rostlinného prasku ve studené nebo vafici vodé po
kratkou dobu [32].

2.4.2 Nekonvenéni metody

Nekonvenéni metody se snazi snizit limitace tradi€nich metod, redukovat spotfebované
mnozstvi energie, zkratit extrakéni dobu, pouzit alternativni rozpoustédla k drahym a vysoce
Cistym. Zajistit bezpecné a vysoce kvalitni extrakty [31][32][36].

2.4.2.1 Ultrazvukova extrakce
Ultrazvuk o frekvenci od 20 kHz do 2000 kHz je pouzivan k rozruSeni bunécnych stén rostlin,
coz pomaha zlepsit prostupnost rozpoustédla do bunék a ziskat tak vétsi vytézek. Pfi
ultrazvukové extrakci mize byt pouzita nizka provozni teplota, tim se udrzi vysoka kvalita
extraktd. Jedna se o jednoduchou metodu, protoze vétSina laboratofi je vybavena
ultrazvukovou lazni. Vzorek je smisen s vhodnym rozpoustédlem a je aplikovana
ultrazvukova energie, po skonceni extrakce je zbytek tuhého vzorku odstranén filtraci nebo
centrifugaci [33][34][35].

V nékterych pfipadech byla pozorovana deteriorace aktivnich slozek extraktl vlivem
ultrazvuku skrze tvorbu volnych radikal( [35].

2.4.2.2 Mikrovinna extrakce

Metoda pouzivana k extrakci rozpustnych produktd do kapaliny aplikaci mikrovinné energie
ve formé& elektromagnetického zareni pfi frekvencich od 300 MHz do 300 GHz, tyto
elektromagnetické viny se skladaji z elektrického a magnetického pole. Mikroviny pronikaji
do biomaterialu a generuji teplo interakci s polarnimi molekulami v materialu. Hloubka
pronikani mikrovin do rostlinné matrice zavisi na relativni permitivité, obsahu vlhkosti,
teploté, frekvenci elektrického pole. Absorpce mikrovinné energie, za kterou je zodpovédna
obsazena voda, vede k vnitfnimu pfehfati a naruSeni struktury buriky. Okolni extrakéni
¢inidlo muze zlstat chladné, pokud je hodnota relativni permitivity nizka, je tedy mozné
pouziti pro tepelné citlivé slouceniny [32][33].

2.4.2.3 Extrakce nadkritickymi tekutinami

Nadkritické tekutiny se vyskytuji pfi teploté a tlaku vySSim, nez je jejich kriticka hodnota, tvori
pfechod mezi plynem a kapalinou. Maji vysokou hustotu jako kapaliny, nizkou viskozitu jako
plyny. NejcCastéji pouzivanym rozpoustédlem je oxid uhliCity, ktery neni drahy je bezpecny
a dostupny, dale muze byt pouzit hexan, pentan, butan, oxid dusny. Oxid uhliCity je
nepolarni, neselektivni rozpoustédlo, jeho kapacita a selektivita mohou byt upraveny
pridavkem jiného rozpoustédla, jako je methanol nebo ethanol, které je po extrakci snadno
odstranéno. Tato metoda je vhodna pro termicky labilni slouCeniny, protoze probiha za
laboratorni teploty. Diky recyklaci nadkritické kapaliny je metoda Setrna k pfirodnimu
prostfedi. Nevyhodou je vysoka cena oproti tradiCnim extrakénim metodam [31][32][34].

2.4.2.4 Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem

Nova extrakéni technika uzivajici organicka rozpoustédla za zvySené teploty a tlaku, tim je
proces rychlejSi s nizSi spotfebou rozpoustédla. Pouzivanymi rozpoustédly jsou methanol,
acetonitril, aceton, hexan. Rozpoustédlo je vlivem tlaku udrzovano v kapalném stavu pfi
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teplotach nad atmosférickym bodem varu. VysSi extrakéni teplota zvySuje rozpustnost
a rychlost pfenosu hmoty, také snizuje viskozitu a povrchové napéti rozpoustédla, zvySuje
tedy rychlost extrakce. Nizkou spotfebou rozpoustédla se Ffadi mezi zelené metody extrakce
[31][34][36].

2.4.2.5 Extrakce pulznim elektrickym polem

Principem extrakce je zni¢eni struktury membrany burky. Elektricky potencial projde skrze
membranu bunfky, zatimco je v elektrickém poli. Na zakladé dipélového charakteru molekul
membrany je elektricky potencial rozdéli podle jejich naboje, tim se drasticky zvysi
permeabilita. Efektivita zcela zavisi na parametrech procesu, v€etné sily pole, specifického
energetického vstupu, poctu pulsl, teploty a vlastnostech materialu. PEF je schopna
minimalizovat degradaci teplotné citlivych slou€enin, protoze v jejim pribéhu neni potfeba
vysoké teploty. Extrakci je mozné pouZit i jako krok pfed konvenéni extrakéni metodou
a snizit tak jeji naro¢nost [36].

2.4.2.6 Enzymaticky asistovana extrakce

Nékteré fotochemikalie jsou v rostlinné matrici uloZzeny v bunééné cytoplazmé, nékteré jsou
vazané v siti z polysacharidd a ligninu. Takto vazané slou€eniny je nemozné extrahovat
klasickymi metodami za pouziti rozpoustédla. Pouziti enzymu pfed konvenénimi extrakcemi
je povazovano jako efektivni zplsob k uvolnéni vazanych slou€enin a zvySeni celkové
vytéznosti. Adice specifickych enzym( v pribéhu extrakce zvySuje vytézek rozbitim
bunéCnych stén a hydrolyzou strukturnich polysacharidd a lipidl. EAE je povazovana za
ekologicky pfivétivou, protoze k extrakci bioaktivnich slozek a oleju vyuziva vodu namisto
organickych rozpoustédel [36].

2.5 Metody stanoveni aktivnich latek

Sekundarni metabolity se v rostlinach obvykle vyskytuji v komplexnich matricich o nizkych
koncentracich. Pro separaci jednotlivych sloudenin se pouZivaji chromatografické
a nechromatografické metody [32].

Chromatografické metody jsou separaCni metody vyuzivajici k déleni sloZzek smési
mnohonasobného opakovaného vytvareni rovnovaznych stava slozek mezi dvémi fyzikalné
odliSnymi fazemi. Jedna faze je nepohybliva (stacionarni), druha je pohybliva (mobilni).
Rovnovazné stavy se vytvareji na zakladé riznych fyzikalné — chemickych interakci mezi
slozkou a mobilni fazi, slozkou a stacionarni fazi, také mezi mobilni a stacionarni fazi. Mtze
jit o adsorpci, rozpousténi, chemisorpci, srazeni, tvorbu komplexd, sitovy efekt, pro
chromatografické separace je typické, Ze vysledna interakce je kombinaci téchto procesu,
Casto na jejich rozhrani. Podle pfevazujiciho mechanismu interakci rozliSujeme adsorpcni,
rozdélovaci, iontové vyménnou, gelovou permeacni a afinitni chromatografii. Podle pohyblivé
faze rozliSujeme plynovou, kapalinovou a superkritickd fluidni chromatografii.
Chromatografické separace umoziuji vedle separace komponent jejich souasnou
identifikaci a stanoveni s pouZitim standardd. Chromatogram je zdznam odezvy detektoru
v Case, protoze detektory poskytuji odezvu umérnou koncentraci analytu, jsou zény
separovanych latek prochazejicich detektorem zaznamenany jako piky neboli koncentracni
profily s maximem [37][38].

Fytochemicky screening je metoda, kdy pomoci chemickych testd muZeme detekovat
sekundarni metabolity. Tyto testy jsou jednoduché, rychlé a nenakladné. Zkoumajicimu daiji
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rychly pfehled o druzich fotochemikalii obsazenych v extraktu. Na zakladé vysledku téchto
testl je mozné spektrofotometricky stanovit celkové koncentrace skupin sekundarnich
metabolitu [32].

2.5.1 Plynova chromatografie

Metoda vhodna pro analyzu té€kavych latek, i ve stopovém mnozstvi, které jsou preveditelné
do plynné faze. Analyzovana smés je zplynéna a unadena plynnou mobilni fazi kolonou.
Slozky vzorku jsou separovany na zakladé rozdilnych interakci se stacionarni fazi
a postupné vymyvany inertnim nosnym plynem [32][37].

2.5.1.1 Instrumentace plynové chromatografie
Zafizeni se sklada ze zdroje nosného plynu (mobilni faze), ten je veden pres redukéni ventil
do davkovace, chromatografické kolony umisténé v termostatu kolon a detektoru [37][38].

2.5.1.1.1 Mobilni faze, zdroje nosného plynu
Pouziva se inertni plyn, jeho ulohou je transportovat sloZky vzorku kolonou. Pouzivaji se
vodik, dusik, helium, argon. Volba nosného plynu ma vliv na separac¢ni ucinnost [37].

2.5.1.1.2 Injektory

Slouzi k davkovani vzorku a jeho pfevedeni do plynného stavu, teplota injektoru tedy musi
presahovat teplotu varu nejméné tékavé analyzované slozky alespon o 50 °C. V pfipadech
vzorkll obsahujicich velké mnozstvi slozek se pouziva davkovani s délicem toku, kdy se
vzorek po odpafeni a smichani s nosnym plynem rozdéli na dvé ¢asti, pro vlastni analyzu je
pouzito obvykle 0,1 — 10 %, zbytek je oddélen do odpadu. Davkovani bez déli¢e se pouziva
pro zfedéné vzorky. Davkovani pfimo do kolony se provadi u vzorkd, jejichz slozky se tésné
nad bodem varu rozkladaji. Davkovani s programové zvy3ovanou teplotou vypafovani
vzorku minimalizuje diskriminaci slozek podle bodu varu [37][38].

2.5.1.1.3 Kolony

Pouzivaji se naplfiové nebo kapilarni kolony. Kapilarni kolony jsou sklenéné, kiemenné,
plastové nebo kovové. Stacionarni faze je zakotvena na vnitini strané kapilary nebo je ji
kapilara zaplnéna. Napliiové kapilary jsou kovové nebo sklenéné trubice naplnéné
stacionarni fazi na bazi silikagelu, aktivniho uhli nebo molekulovych sit [37][38].

2.5.1.1.4 Detektory

Detektory jsou zafizeni reagujici na zmény slozeni protékajici mobilni faze, které prevadi na
elektricky méfitelné veli€iny. V plynové chromatografii jsou pouzivané detektory univerzaini,
pouzitelné pro detekci Sirokého spektra slou€enin nebo selektivni, které detekuji slouceniny
z hlediska principu specifickych vlastnosti [37][38].

2.5.2 Vysokouéinna kapalinova chromatografie

V sou€asné dobé& ma v analytické chemii dominantni postaveni. Ve vysokoucinné kapalinové
chromatografii (HPLC — High Performace Liquid Chromatography) je dosahovano vysoké
ucinnosti separacniho procesu pouzitim kolon naplnénych stacionarni fazi o malé velikosti
Castic, které vytvareji homogenni chromatograficka loZe. Vysoka hustota a homogenita
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Castic stacionarni faze je duvodem velkého hydrodynamického odporu, pro dosazeni
dostate¢ného pratoku mobilni faze je nutno aplikovat pretlak [38].

2.5.2.1Instrumentace HPLC
Zarizeni se sklada ze zasobniku mobilni faze, ¢erpadla mobilni faze, davkovaciho ventilu,
kolony a detektoru [38].

2.5.2.1.1 Cerpadlo mobilni faze

Zajistuje tok mobilni faze v HPLC. Linearni Cerpadlo se sklada z pistu, ktery se pohybuje
v pracovnim valci a vytlacuje z n&j mobilni fazi. Recipro¢ni Cerpadlo, v souCasnosti nejcastéji
pouzivané, obsahuje pist ve valci, ktery periodicky nasava a vytlaCuje mobilni fazi, je mozné
v pribéhu ménit slozeni mobilni faze [38].

2.5.2.1.2 Davkovaci zafizeni
Pfesné definovany objem vzorku je nastfiknut do proudu mobilni faze protlatované kolonou
pod velkym tlakem. Bé&Zné se pouziva Sesticestny ventil s davkovaci smyc¢kou definovaného
objemu od 0,5 ul do 2 mi [38].

2.5.2.1.3 Kolony

Separacni kolony pro HPLC musi odolat vysokému tlaku mobilni faze, proto jsou vétSinou
vyrobeny z ocelové nebo tlustosténné sklenéné trubice. Kolony jsou naplnény stacionarni
fazi, obvykle oxidem kfemiCitym o vhodné zrnitosti, ktery je chemicky modifikovan
navazanim vhodnych funkénich skupin [38].

2.5.2.1.4 Detektory

K detekci se vyuzivd mnoha instrumentalnich metod, na rozdil od specialnich detektor(
v plynovém chromatografu. Nejbé&€znéji pouzivany je fotometricky detektor, ktery umoznuje
sledovat absorbanci latek vystupujicich z chromatografické kolony. Pfes kyvetu prochazi
paprsek ze zdroje na disperzni mfiZzku a vhodny detektor dopadajiciho zafeni. Fluorimetricky
detektor je vhodny pro latky vykazujici fluorescenci. Hmotnostni detektor umozriuje pfimou
identifikaci jednotlivych separovanych latek vychazejicich z kolony [38].

2.5.3 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC — Thin Layer Chromatography) je planarnim druhem
chromatografie, dochazi k adsorpci vlivem interakci mezi povrchem pevné faze v tenké
vrstvé a slozkami ve smeési roztoku. Rozhoduji jsou ruzné adsorpéni koeficienty latek
v rozdélované smési [37][38].

Chromatogram se vyviji pfi prdchodu smési rozpoustédel rizné polarity, rozpoustédla se
testuji od nejméné polarnich k nejpolarnéjSim. Stacionarni faze je tvofena tenkou vrstvou
silikagelu, mikrocelulézy, polyamidu nebo oxidu hlinittho o vhodné zrnitosti na sklenéné
desce. Casto se vyuzivaji komeréné dostupné varianty, které maji nalévanou vrstvu
silikagelu, celul6zy nebo oxidu hlinitého na hlinikové folii. Zpravidla se pouziva vzestupna
varianta vyvijeni, protoze ma veétsi rozliSovaci schopnost a snadno dochazi k odmésovani
rozpoustédel ze smési. TLC umoznuje rychly a jednoduchy test organickych latek, pfimési,
necistot. Nevyhodou TLC je nizka citlivost a Spatna detekce stopovych slozek [32][37][38].
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2.5.4 Fytochemicky screening

2.5.4.1 Stanoveni alkaloidu

Extrakt je rozpustén v kyseliné chlorovodikové o nizké koncentraci, k roztoku je pfidano
Cinidlo. Pro Wagnerovo Ccinidlo je pozitivnim vysledkem &ervenohnéda srazenina, pro
Mayerovo Cinidlo Zlutavé bila srazenina, pro Bouchardat a Dragendorffovo Ccinidlo
¢ervenooranzova srazenina [39].

2.5.4.2 Stanoveni flavonoidi

Shinoduv test, ethanolovy extrakt je smichan s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
a kouskem pevného hoiciku, v pfitomnosti flavonoidl se vytvofi oranzové az Cervené
zbarveni.

Smichanim hydroxidu sodného s extraktem rozpusténém v isopropylalkoholu se vytvofi
ZlutoCervené zbarveni v pfitomnosti flavonl, kavové oranzové pro flavonoly, purpurové
Cervené pro chalkony, modré pro anthokyanidiny [39].

Zluté zbarveni po smichani extraktu s hydroxidem sodnym znamena piitomnost
flavonoidu [40].

2.5.4.3 Stanoveni fenolickych sloucenin
Extrakt smichany s destilovanou vodou a chloridem Zelezitym vytvofi modré nebo zelené
zbarveni [40].

2.5.4.4 Stanoveni terpenoidi
Chloroformovy extrakt je smichan s koncentrovanou kyselinou sirovou, vytvofi se dvé faze,
hnédé zbarveni znamena pfitomnost terpenoidu [39].

Anhydrid kyseliny octové s koncentrovanou kyselinou sirovou a extraktem vytvofi
v pritomnosti triterpenoidll zelené zbarveni [40].

2.5.4.5 Stanoveni trislovin
Vodny extrakt je smichan s chloridem Zelezitym, v pfitomnosti tfislovin se vytvofi
modroc¢erna srazenina.

Smichanim extraktu s hydroxidem draselnym se v pfitomnosti tfislovin vytvofi Spinavé bila
srazenina [40].

2.5.5 Spektrofotometrie

Pro kvantitativni stanoveni aktivnich latek existuje fada ovéfenych metod, stanoveni
celkovych polyfenoltl Ize provést reakci s Folin-Ciocalteuovym cinidlem, celkovy obsah
alkaloidu s bromkresolovou zeleni, celkovy obsah flavonoidd je mozné urcit reakci
s chloridem hlinitym, obsah ftfislovin Ize urcit Folin-Denisovou metodou. VSechny zminéné
metody podléhaji Bouguer-Lambert-Bearovu zakonu, méfi se absorbance zareni molekulami
a obsah latek se pomoci kalibraéni kfivky standardu pfevadi na koncentraci miligram na
1 gram rostliny [37][48][49][50].
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2.5.5.1 Molekularni absorpc¢ni spektrofotometrie v UV-VIS

Optickda metoda probihajici ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra (200-780 nm)
souvisejici s absorpci zafeni a prechodem elektronu mezi energetickymi hladinami
v molekule, nejprve je Castice excitovana do vysSich hladin energie a nasledné navracena na
nizSi hladinu energie. UV-VIS spektrofotometrie se fidi Bouguer-Lambert-Beerovym
zakonem, ktery vyjadfuje vztah mezi intenzitou dopadajiciho a proSlého zafeni, délkou
absorbujici vrstvy a koncentraci analytu. B.L.B. plati pro zfedéné roztoky a pfisné
monochromatické zareni [37].

Spektrofotometr se sklada ze zdroje zareni, kterym muze byt wolframova nebo deuteriova
lampa. Ze zdroje zareni pokraCuje pfes monochromator, ktery Sitkou Stérbiny uréuje
spektralni interval. Monochromatické zareni prochazi vzorkem ve sklenéné kyveté o znamé
délce do detektoru, kterym muize byt fotoburika, fotonasobi¢, Si-fotodioda. Detektor ma mit
vysokou citlivost, vysoky pomér signal ku Sumu a konstantni odezvu pro Siroky obor vinovych
délek. Pocita¢ se specialnim softwarem prevede signal z detektoru [37].

2.6 Aplikace prirodnich aktivnich latek v potravinarském prumysilu

Potraviny pfirozené podléhaji kazeni a vyzZaduji tak ochranu, béhem vyroby, skladovani
a distribuce, aby bylo dosahnuto poZadované trvanlivosti. Potraviny mohou byt
kontaminovany bakteriemi a houbami, tyto mikroorganismy mohou zpusobit nezadouci
reakce, které kazi chut, vuni, barvu, senzorické a texturni vlastnosti, nékteré mikroorganismy
mohou zpusobit onemocnéni. K prevence rdstu mikroorganisml zpusobujicich kazeni
a patogennich mikroorganismli se vyuziva fada technik, jako je nasolovani, okyseleni,
susSeni a tepelné zakroky, velka snaha je vénovana naleznuti pfirodnich alternativ téchto
zakroku, k tomu pfispiva i velky zajem konzumentl [42].

2.6.1 Vyuziti antimikrobialni aktivity

Pfirodni antimikrobialni latky by mély idealné spliovat nékolik kritérii, Siroky zabér,
baktericidni a fungicidni vlastnosti namisto pouhé mikrobidlni inhibice, mély by byt aktivni
i pfi nizkych koncentracich, tepelné stabilni, neovlivnitelné hodnotou pH, neovlivnit barvu ani
chut, nebyt toxické, snadno zméfitelné, nebyt nachylné k rezistenci kontaminanty a mély by
byt cenové dostupné. K inhibici ristu nezadoucich organismd mohou byt antimikrobialni latky
pfidany pfimo do potravin, aplikovany na povrch nebo zakomponovany do obalového
materialu. Pfima aplikace do potraviny znamena okamzity, ale kratkodoby ucinek v redukci
bakterialni populace, zatimco film téchto latek na povrchu mize byt aktivni po delSi ¢asovy
interval, aktivni obaly jsou jedny z nejrelevantnéjSich moznosti pfistupu ke zlepSeni ochrany
a prodlouzeni trvanlivosti potravin. Aktivni obaly jsou schopné antimikrobialni, pfipadné
antioxidacni latky uvoliovat do potravin b&€hem uchovavani. [42][43][44].

Hlavnimi pfirodnimi slou€eninami jsou esencialni oleje rostlin, enzymy zivocisného
puvodu (lysozym), bakteriociny mikrobialniho plvodu (nisin), organické kyseliny (sorbova)
a pfirozené se vyskytujici polymery (chitosan). Esencialni oleje rostlin ziskavaji mnoho
pozornosti, protoze jsou uznany jako bezpecné a jejich aktivni slozky maji Siroké spektrum
antimikrobialni aktivity. Antimikrobialni aktivita esencialnich oleju je kvdli jejich strukture,
zejména diky hydrofilnim funkénim skupinam na fenolickych slou¢eninach anebo lipofilnosti
nékterych slozek. Esencialni oleje jsou u€inngjsi v inhibici gram-pozitivnich nez gram-
negativnich bakterii, pouzivaji se k prodlouzeni trvanlivosti masa, ryb, mléénych vyrobkd,
zeleniny, ryze, ovoce. Thymol a karvakrol, oba jsou obsazeny v TEO, jsou jedny
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z nejvyznamnéjSich aktivnich latek esencialnich olejl, thymol plsobi proti druhim
Salmonella, Escherichia, pseudomonas, Listeria, Bacillus. Pfi pouziti LEO na mleté hovézi
maso byla prokazana efektivni ochrana proti ristu Escherichia coli a jesté vysSi ucinnost
proti S. aureus, pro néktera pouZiti je vhodnégjsi pouzit LEO jako inkorporovanou &ast filmu.
Pouzitim LEO na sklizefi byla prokazana efektivni kontrola plisfiové infekce, potencionalni
puvodci bilé a Sedé plisné by mohly vyznamné snizZit ztratu sklizenych potravin
[42][43][44][45][46].

Limitujicim faktorem pfi pouziti esencialnich oleji, jak pfimo na potravinu, tak jako
bioaktivni film, je jejich vliv na senzorické vlastnosti oSetfené potraviny, vysoka tékavost
a lipofilni charakter. Enkapsulace je moznost, jak zvysSit rozpustnost esencialnich oleji ve
vodnych roztocich [51][52].

2.6.2 Vyuziti antioxidacni aktivity

Antioxidanty v potravinach slouzi k zabranéni zmény chuti vlivem oxidace tukd, tedy
zastavuji peroxidaci ve fazi iniciace nebo propagace. Antioxidanty se nejhojné&ji pouzivaji pfi
uchovavani masa, olejd, smazenych pokrm({, dresingli, mlé¢énych produktl, peciva
a extrudovanych potravin [43].

Polyfenolické slouc€eniny jsou jedny z nejzajimavéjSich pfirodnich slouéenin pro jejich
vysokou antioxida¢ni kapacitu a jejich vliv na lidské zdravi. Diky jejich vysoké ucinnosti
v konzervaci potravin a pfijatelnosti od vefejnosti je Zadouci aplikovat je v potravinarstvi.
Mohou byt pfidavany jako kompaktni extrakt nebo lIze po purifikaci pfidavat do potravin
pouze individualni nejaktivnéjsi molekuly [43].

Thymol obsaZzeny v TEO ma antioxidaCni uc&inky, také zvySuje antioxidaéni aktivitu
endogennich antioxidacnich enzymu, byly provedeny studie navrhujici moznost pouziti proti
oxidativnimu zhorSeni lipidi oxidaci, je také mozné pouzit jej do aktivnich oball jako
antioxidacni agent [45].

PFitomnost antioxidantl udrzuje kvalitu potravin po del§i dobu, LEO pouzity na mletém
hovézim mase snizil oxidaci lipidl, ale také prodlouzil udrzitelnost vané o tfi dny [46].

Pridavek esencialnich oleju do olejl prokazatelné zlepSuje oxidativni a termalni stabilitu,
zaroven prodluzuje pouzitelnost pfi smazeni, i pfi 200 °C [51].
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3 CILE PRACE

Cilem prace je ziskani pfehledu o obsahu aktivnich latek v extraktech levandule lékafské
a tymianu obecného pro jejich potencialni aplikace pfi fortifikaci potravinarskych vyrobku.

V ramci prace byly feSeny dilCi ukoly:
1. Zpracovani reSerSe zaméfené na aktivni latky levandule Iékafské a tymianu
obecného
2. Zpracovani reSerSe o moznostech extrakce a stanoveni aktivnich latek
3. Priprava a charakterizace extraktu levandule lékarské a tymianu obecného
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Ethanol, LachNer (Ceska republika)
Folin-Ciocalteau &inidlo, Penta (Ceska republika)
Chlorid hlinity hexahydrat, LachNer (Ceska republika)
Hydroxid sodny, LachNer (Ceska republika)
Uhligitan sodny, LachNer (Ceska republika)
Dusitan sodny, LachNer (Ceské republika)
Ethanol pro UV/VIS, Penta (Ceska republika)
ABTS, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Némecko)
Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Trolox, Sigma-Aldrich (Némecko)
n-hexan, Penta (Ceska republika)

4.2 Pouzité pristroje a pomucky

Spektrofotometr, Implen (Némecko)

Pfedvazky, Ohaus (USA)

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Extrakéni zafizeni, Soxtherm (Némecko)

Rotacni vakuova odparka, Heidolph (Némecko)

Automatické pipety v rizném rozsahu objemu, Discovery (Némecko), Sartorius (Némecko)

4.3 Pouzité byliny
Vybranymi bylinami byly levandule Iékafska, pouZit byl jeji suSeny kvét a tymian obecny, nat.

Obrazek 6: Pouzity material
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4.4 Priprava extrakti

4.4.1 Vodné a ethanolové extrakty

Do zkumavek bylo odvazeno po 1 g vzorku. Navazka byla louhovana v roztocich, jejichz
sloZeni je popsano v tabulce 1. Byly pfipraveny dvé varianty extraktu, louhované po dobu 15
minut a po dobu 24 hodin. Vzniklé extrakty byly Zfiltrovany pfes filtracni papir Whatman.

Tabulka 1: Roztoky pro pfipravu vodnych a ethanolovych extraktu

EtOH [ml] H,O [ml]
0 10

2 8

4 6

6 4

8 2

10 0

4.4.2 Olejové extrakty podle Soxhleta

Extrakéni celulézové patrony byly napinény 5 g bylin a umistény do extrakénich zkumavek.
Zkumavky byly po rysku naplnény hexanem a umistény do pfistroje. Extrakty z extrakénich
zkumavek byly pfevedeny do varnych banék s kulatym dnem a odpareny v rotaéni vakuové
odparce pfi 40 °C. Vyextrahované oleje byly pfevedeny do zvazenych vialek s vickem a pfed
mérenim rozpustény ve 4 ml ethanolu.

Tabulka 2: Parametry Soxhletova extraktoru

Teplota extrakce: 170 °C

Maximalni teplota: 200 °C

Délka horké extrakce: 1 hodina a 30 minut
Redukéni interval 3 minuty a 30 sekund
Redukéni pulz 3 sekundy
Odpaiovaci ¢as 1 hodina

Celkova doba extrakce: 3 hodiny a 4 minuty
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Obrazek 7: Extrakce podle Soxhleta v automatickém extraktoru
4.5 Charakterizace extraktu

4.5.1 Stanoveni celkovych polyfenolu
Do zkumavek bylo napipetovano vzdy 1 ml zfedéného Folin-Ciocaltauova Ccinidla, 1 ml
destilované vody a 50 pl extraktu vzorku. Roztoky ve zkumavkach byly promichany
a nechany 5 minut stat, poté byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a vzorky
byly opét dobfe promichany. Po 15 minutach byla zméfena absorbance pfi vinové délce
750 nm proti blanku, kde byla misto vzorku extraktu pfidana destilovana voda. Kazdy vzorek
byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich.

Pro kalibrani kfivku byl pouzit stejny postup, misto vzorku byl pouzit roztok kyseliny
gallové o koncentracich v rozmezi 0,1-0,7 mg/ml.

4.5.2 Stanoveni celkovych flavonoidt
Do zkumavek bylo napipetovano vzdy 0,5 ml extraktu vzorku, 1,5 ml destilované vody
a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodného. Roztok byl promichan a nechan 5 minut stat. Poté
bylo pfidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, obsah byl opét promichan a ponechan
5 minut stat. Bylo pfidano 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody, obsah
byl promichan a ponechan 15 minut stat, nasledné byla zméfena absorbance proti blanku,
kde byla namisto vzorku pipetovana destilovana voda, pfi vinové délce 510 nm. Kazdy
vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich.

Pro kalibracni kfivku byl pouzit stejny postup, misto vzorku byl pouZzit roztok katechinu
rozpustény v ethanolu o koncentracich v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml.
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45.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

ABTS byl rozpustén v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l. Radikalovy kationt se
z ABTS ziska reakci s 2,45 mmol/l peroxosiranem draselnym. Roztok byl ponechan za
laboratorni teploty ve tmé déle nez 12 hodin. Zasobni roztok ABTS++ byl zfedén ethanolem
na absorbanci pfiblizné 0,7 pfi vinové délce 734 nm.

Do zuzené kyvety byl napipetovan 1 ml zfedéného ABTSe+ a 10 pl destilované vody, byla
zméfena absorbance (AO). Do dalSi kyvety byl napipetovan 1 ml zfedéného ABTSe<+ a 10 pl
extraktu vzorku, kyveta byla uchovana ve tmé. V ¢ase 10 minut byla zméfena absorbance
(A10). Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich.

Pro kalibraéni kfivku byl pouzit roztok Troloxu, pfipraveny rozpusténim standardniho
roztoku v 60% ethanolu, v koncentracich od 50-400 pg/ml.

27



5 VYSLEDKY A DISKUZE

PfedloZena bakalafska prace byla zaméfena na aktivni latky bylin a moznosti jejich vyuziti
v potravinarstvi. Byly pfipraveny extrakty zkvétd levandule |ékafské a naté tymianu
obecného, extrakty byly charakterizovany podle jejich obsahu polyfenold, flavonoidi
a antioxidacni aktivity.

5.1 Charakterizace extraktt

Extrakty byly pfipraveny dle postupl uvedenych v kapitole 4.4 a charakterizovany na obsah
celkovych polyfenoll, celkovych flavonoidl a antioxidaéni aktivity podle navod uvedenych
v kapitole 4.5.

5.1.1 Stanoveni celkovych polyfenoll

Obsah celkovych polyfenoll v extraktech byl spektrofotometricky stanoven podle postupu
popsaného v kapitole 4.5.1. Pomoci rovnice linearni regrese z grafu kalibracni kfivky kyseliny
gallové (Obrazek 8) byla vypoctena celkova koncentrace polyfenoll v jednotlivych extraktech
a prepoctena na miligramy polyfenold na gram rostliny. V tabulce 3 jsou uvedené vypoctené
koncentrace v extraktech, pfi¢emz kazdy z extraktd byl analyzovan ve tfech opakovanich
a vysledkem je tak primérna hodnota a smérodatna odchylka.

1,2

0.8 y = 1,5905x

R2 = 10,9948
<06
0,4
0.2
0

0 0.1 0.2 03 04 05 0,6 0,7 08

¢ [mg/ml]

Obrazek 8: Kalibracni kfivka kyseliny gallové
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Tabulka 3: Vysledné koncentrace polyfenolll v extraktech

Levandule Iékaiska Tymian obecny

Extrakt ¢ [mg/g] ¢ [mg/qg]
vodny 15 minut 4,96+0,84 11,29+1,44
20 % ethanol 15 minut 8,52+0,71 11,95+2,33
40 % ethanol 15 minut 9,71+1,03 14,95+0,62
60 % ethanol 15 minut 7,201£0,15 16,63+0,32
80 % ethanol 15 minut 5,11+0,19 13,16+1,31
100 % ethanol 15 minut 0,9940,25 4,46+1,24
vodny 24 hodin 19,30+3,03 14,58+0,84
20 % ethanol 24 hodin 19,48+1,49 10,25+0,27
40 % ethanol 24 hodin 20,38+1,01 31,05+4,19
60 % ethanol 24 hodin 14,12+2 93 30,77+4,00
80 % ethanol 24 hodin 3,78+0,41 6,81+0,80
100 % ethanol 24 hodin 3,55+0,25 9,76+0,86
olejovy 11,17+0,63 21,83+0,91
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Obrazek 9: Obsah celkovych polyfenoli v extraktech — 15 minutové vyluhy

Z grafu (Obrazek 9) je mozné vycist, Ze vy8Si koncentrace polyfenoll byla v pfipadé 15
minutovych vyluht v extraktech pfipravenych ztymianu. V nékterych pfipadech, jako
napfiklad u extraktu pfipraveného pomoci 60% ethanolu byla koncentrace polyfenolu
u tymianu v porovnani s levanduli vice nez dvojnasobna, stejné tak tomu bylo i u extraktu
obsahujicim 100% ethanol, nebo u vodného extraktu. Nejvice polyfenolll bylo detekovano
u tymianového extraktu o obsahu 60 % ethanolu, 16,63+0,32 mg/g. Polyfenolické latky
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levandule byly nejlépe vyextrahovany v 40% roztoku ethanolu, 9,71+1,03 mg/g. Nejhor§im

(levandule 0,99+0,25 mg/g, tymian 4,46x1,24 mg/qg).
40

35

voda 20 % ethanol 40 % ethanol 60 % ethanol 80 % ethanol 100 % ethanol

levandule = tymian

Obréazek 10: Obsah celkovych polyfenolt v extraktech — 24hodinové vyluhy

Z grafu (Obrazek 10) je viditelné, Ze v pfipadé 24 hodinovych vyluhl byl nejvy$si obsah
polyfenold stanoven v extraktu tymianu pfi koncentraci ethanolu 40 %, tedy
31,05+4,19 mg/g, tésné nasleduje tymianovy extrakt s 60 % ethanolu s 30,77+4,00 mg/g.
Nejvyssi koncentraci polyfenoll z levandulovych extraktl obsahoval také 40% ethanolovy
extrakt 20,38+1,01 mg/g. Nejlep§im extrakénim &inidlem pro extrakci po dobu 24 hodin byl
detekovana pro 100% ethanol 3,55+0,25 mg/g, pro tymian to byl extrakt s 80°% ethanolu,
6,81+0,80 mg/g.

30



25

20

15

¢ [mg/g]

10

ol

m levandule ®tymian

Obrazek 11: Obsah celkovych polyfenolt v extraktech — olejové extrakty

Z grafu (Obrazek 11) pro obsah polyfenoll v olejovych extraktech je zfetelné viditelné, ze
vyS8Si koncentraci, témér dvojnasobnou, vykazoval tymianovy extrakt s koncentraci celkovych
polyfenolu 21,83+0,91 mg/g.
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voda 20 % 40 % 60 % 80 % 100 % olejovy
ethanol ethanol ethanol ethanol ethanol extrakt

—— 15 minut levandule —#—15 minut tyminan —&—24 hodin levandule

——24 hodin tymian  —¥—levandulovy olej —@—tymianovy olej

Obrazek 12: Srovnani obsahu celkovych polyfenolt v extraktech
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Podle grafu (Obrazek 12) srovnavajicim vSechny pfipravené extrakty z hlediska
koncentrace polyfenoll je mozné pozorovat, Ze nejvySsi koncentraci disponovaly tymianové
extrakty, které byly louhovany 24 hodin v40% a 60% ethanolovém roztoku, nutné ale
podotknout, Ze u téchto extraktl byly zaznamenany vyrazné&jsi rozdily u vzorkud v tripletu
a vykazuji tak vétsi chybu méfeni. DalSim nejvynosnéjSim extraktem byl olejovy extrakt
z tymianu. Naopak nejméné vynosné pro extrakci polyfenoltd byly extrakty levandule
pfipravené 15 minutovym louhovanim, az na extrakt pfipraveny v 80% ethanolu u nich totiz
Zlevandule byla jako nejvhodnéjSi stanovena 24 hodinova extrakce do vodného
rozpoustédla, pfipadné do ethanolového roztoku s koncentraci do 40 %. Diky velmi dobrému
obsahu celkovych polyfenolt je vSak velmi dobfe vyuzitelny i levandulovy olejovy extrakt
(11,17+0,63 mg/qg).

5.1.2 Stanoveni celkovych flavonoidt

Obsah celkovych flavonoidli v extraktech byl spektrofotometricky stanoven podle postupu
popsaného Vv kapitole 4.4.2. Pomoci rovnice linearni regrese z grafu kalibracni kfivky
katchinu (Obrazek 13) byla vypoctena celkova koncentrace flavonoidl v jednotlivych
extraktech a prepoctena na miligramy flavonoidd na gram rostliny. V tabulce 4 jsou uvedené
vypoctené koncentrace v extraktech, pfiemz kazdy z extraktd byl analyzovan ve tfech
opakovanich a vysledkem je tak pramérna hodnota a smérodatna odchylka.

0,7 y = 2,8191x
R2 = 0,9967

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
¢ [mg/ml]

Obrazek 13: Kalibracni krivka katechinu
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Tabulka 4: Vysledné koncentrace flavonoid(i v extraktech

Levandule Iékaiska Tymian obecny
Extrakt ¢ [mg/g] ¢ [mg/qg]
vodny 15 minut 6,67+0,08 8,57+0,10
20 % ethanol 15 minut 9,50+0,07 11,22+0,59
40 % ethanol 15 minut 11,60+0,48 11,77+1,17
60 % ethanol 15 minut 8,57+0,27 9,42+0,76
80 % ethanol 15 minut 6,08+0,73 7,35+0,55
100 % ethanol 15 minut 3,86+0,45 1,65+0,03
vodny 24 hodin 13,45+0,58 10,49+0,66
20 % ethanol 24 hodin 16,36+0,93 10,21+0,66
40 % ethanol 24 hodin 17,35+0,26 13,77+1,31
60 % ethanol 24 hodin 12,81+3,44 14,16+0,83
80 % ethanol 24 hodin 5,97+0,90 4,54+0,21
100 % ethanol 24 hodin 5,71+0,03 5,11+0,36
olejovy 20,07+3,22 26,90+0,79
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Obréazek 14: Obsah celkovych flavonoid( v extraktech — 15 minutové extrakty

Podle grafu (Obrazek 14) zobrazujiciho vysledky obsahu celkovych flavonoidli u 15
minutovych vyluhl muzeme uréit, Ze na flavonoidy nejbohatSi extrakty byly pfipravené
pomoci 40% ethanolu, a to jak pro levanduli s koncentraci 11,60+0,48 mg/g, tak tymian
ethanolu, s maximem pfi 40 %, se vzrlstajici koncentraci ethanolu dale obsah
vyextrahovanych flavonoidu klesal. Tento trend byl pozorovan u obou testovanych bylin.
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levandulovy extrakt obsahoval 3,86+0,45 mg/g a tymianovy 1,65+0,03 mg/g, koncentrace
v tomto extraktu tymianu byla v porovnani s levanduli vice nez polovi¢ni. U ostatnich
extraktd byl naopak v porovnani s levanduli vzdy vysSSi obsah flavonoidd stanoven ve
vzorcich tymianu.
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voda 20 % ethanol 40 % ethanol 60 % ethanol 80 % ethanol 100 % ethanol

levandule = tymian

Obrazek 15: Obsah celkovych flavonoidu v extraktech — 24 hodinové vyluhy

Podle grafu (Obrazek 15) lze urCit, ze nejvys$Si obsah celkovych flavonoidu byl
u 24 hodinovych vyluht pro levandulové extrakty stanoven pfi koncentraci ethanolu 40 %,
17,354+0,26 mg/g. Pro tymian byl nejvy$Si obsah flavonoidu detekovan v extraktu s 60 %
v extraktech s koncentracemi ethanolu 80 a 100 %. Obecné byl pak vy$si obsah flavonoidu
naméfen v levandulovych extraktech Z hlediska pouzité koncentrace ethanolu byly stejné
jako v pfedchozim pfipadé u 15 minutovych vyluhl nejvynosnéjSimi roztoky s nizsi
koncentraci ethanolu, pfesnéji s koncentraci do 40%.
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Obrazek 16: Obsah celkovych flavonoidt v extraktech — olejové extrakty

V grafu (Obrazek 16) jsou porovnany obsahy flavonoidu v olejovych extraktech, vyssi

koncentrace byla stanovena vtymianovém extraktu 26,90+0,79 mg/g, v levandulovém

dosahly flavonoidy koncentrace 20,07+3,22 mg/g, rozdil tedy neni pfili§ radikalni, napfiklad
ve srovnani s rapidnim rozdilem v obsahu polyfenolu.
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Obrazek 17: Srovnani obsahu celkovych flavonoid( v extraktech
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Z grafického srovnani obsahu flavonoid u vSech testovanych extraktl (Obrazek 17) Ize
jednoznaéné oznacit olejové extrakty jako nejkoncentrovanéjsi, pfi srovnani testovanych
bylin pak u olejovych extraktl vedle tymian. Vodné a ethanolové extrakty meély obdobny
prabéh extrakce, nezavisle na dobé louhovani. NejvysSich koncentraci, mimo olejové
extrakty, dosahly 24 hodinové extrakty levandule. Optimalni koncentrace ethanolu pro

obsahem testovanych aktivnich latek byla extrakce s pouzitim 100% ethanolu.

5.1.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita extraktd byla stanovena podle navodu v kapitole 4.4.3. Byla uréena
kalibracni kfivka a podle jeji rovnice y=1,4113-x byly vypocteny koncentrace pro jednotlivé
extrakty a pfepoctena na miligramy antioxidant na gram rostlinného materialu, tyto vysledky
jsou zaznamenany v tabulce (Tabulka 5), pfi€emz kazdy z extraktt byl analyzovan ve tfech
opakovanich a vysledkem je tak pramérna hodnota a smérodatna odchylka.

Tabulka 5: Vysledna antioxidaéni aktivita extraktu

Levandule Iékaiska Tymian obecny

Extrakt ¢ [mg/g] ¢ [mg/g]

vodny 15 minut 4,79+0,10 4,71+£0,45
20 % ethanol 15 minut 4,26+0,36 4,42+0,44
40 % ethanol 15 minut 4,84+0,07 4,99+0,07
60 % ethanol 15 minut 4,96+0,00 4,99+0,11
80 % ethanol 15 minut 3,94+1,32 5,12+0,04
100 % ethanol 15 minut 3,41+0,28 3,05+0,06
vodny 24 hodin 4,67+0,33 4,35+0,51
20 % ethanol 24 hodin 4.90+0,05 4,08+0,39
40 % ethanol 24 hodin 5,0610,05 4,71+0,21
60 % ethanol 24 hodin 5,10+0,04 4,22+0,82
80 % ethanol 24 hodin 2,19+0,13 4,41+0,40
100 % ethanol 24 hodin 2,00+0,98 4,79+0,39
olejovy 6,25+0,02 9,86+0,07
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Obrazek 18: Antioxidacni aktivita extraktt — 15 minutové vyluhy

Podle grafu (Obrazek 18) zobrazujiciho vysledky obsahu antioxidantll u 15 minutovych
vyluhu Ize konstatovat, Ze stanovena antioxidacni aktivita extraktd vykazuje vyrovnany trend,
aktivity, pro levanduli 3,41+0,28 mg/g, pro tymian 3,05+0,06 mg/g. Naopak nejvysSi
antioxidaéni aktivity celkové dosahoval tymianovy extrakt v 80% ethanolu s 5,12+0,04 mg/g.
Levandulovy extrakt s nejvy8Si antioxidacni aktivitou byl zaznamenan u extrakce v 60%
ethanolu s koncentraci antioxidantl 4,96+0,00 mg/g. PFi srovnani antioxidacni aktivity
z hlediska sloZeni extrakéniho roztoku jsou ziskané koncentrace antioxidantl podobné,
vyjimkou byl pouze roztok s 80 % ethanolu, u kterého byla zaznamenana vyrazné nizsi
koncentrace antioxidantl u levandule ve srovnani s tymianem. U tohoto vzorku byla vSak
souCasné zaznamenana vétsi chyba méreni, ¢imz mlze byt dany vysledek ovlivnén.
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Obréazek 19: Antioxidacni aktivita extraktu — 24 hodinové vyluhy

Podle dosazenych vysledkd stanoveni antioxidacni aktivity u 24 hodinovych vyluhl
(Obrazek 19) dosahoval nejvysSi koncentrace antioxidantl levandulovy extrakt pfi pouziti
koncentraci ethanolu 60 %, a to 5,10+0,04 mg/g. Tymianovy extrakt s nejvyssi koncentraci
antioxidantd byl stanoven v pfipadé pouziti 100% ethanolu, 4,79+0,39°mg/g. Obecné Ize Fici,
Ze levandulové extrakty mély od vodného do 60% ethanolového extraktu trend rostouci
koncentrace antioxidantd, pfi 80 a 100 % ethanolu byl pak jiz zaznamenan pokles obsahu
antioxidantl. Naopak tymianové extrakty mély obsah antioxidantl u jednotlivych extraktd
velmi podobny a nebyl zaznamenan zadny vyrazny trend v obsahu antioxidant pfi pouziti
riizné koncentrace ethanolu.
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Obrazek 20: Antioxidacni aktivita extrakti — olejové extrakty

Dle dosazenych vysledk( pfi testovani olejovych extraktu (Obrazek 20) Ize fFici, ze
tymianovy olejovy extrakt vykazoval jednoznacné vySSi koncentraci antioxidantd, jejich
koncentrace byla 9,86+0,07 mg/g. Levandulovy olejovy extrakt obsahoval mensi mnozZstvi
antioxidant, a to 6,25+0,029°mg/g.
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Obrazek 21: Srovnani antioxidacni aktivity extraktd
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Pfi srovnani antioxidacni aktivity vSech pfipravenych extraktll (Obrazek 21) je naprosto
jasné, ze nevyssi antioxidacCni aktivitou disponovaly olejové extrakty. Olejovy tymianovy
ethanolu pfi 24 hodinovém louhovani, téméf Ctyfnasobné& ucinnéjSi. A pfi porovnani
olejového tymianové extraktu s nejaktivnéjSim ethanolovym extraktem obou bylin, je
koncentrace antioxidantd u olejového extraktu témér dvojnasobna. Olejovy extrakt levandule
pak vykazoval niz§i aktivitu nez tymianovy, ale stale mél vyssi antioxidacni aktivitu nez
vSechny ostatni ethanolové a vodné extrakty bylin. Z celkového hlediska disponovaly vodné
a ethanolové extrakty obdobnym pribé&hem, az na tymian louhovany 24 hodin, u kterého byl
na rozdil od ostatnich extraktl po prekroceni hranice 60 % ethanolu zaznamenan nar(st
antioxidaéni aktivity ve srovnani s ostatnimi vzorky, u kterych byl od této koncentrace
zaznamenan naopak pokles obsahu extrahovanych antioxidant(. Pfi srovnani 15 minutovych
a 24 hodinovych extraktll pak nebyly pozorovany pfi niz§i koncentraci ethanolu zadné
vyznamné rozdily v obsahu extrahovanych antioxidantu.

Celkové dle vSech dosazenych vysledku Ize konstatovat, Ze z pfipravenych extraktd by
jako nejvhodnéjsim pro aplikace v potravinairském pramyslu diky nejvy$Sim obsah(m
aktivnich latek vyhovovaly olejové extrakty a extrakty pfipravené pomoci 40% ethanolu pfi
louhovani 24 hodin. PFi porovnani obou testovanych bylin pak bylo stanoveno vétSi mnozstvi
aktivnich latek v tymianu obecném, jak pro polyfenoly, tak flavonoidy i v pfipadé antioxidacni
aktivity.
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6 ZAVER

PredloZzena bakalaiska prace se zabyvala pfipravou a charakterizaci extraktt levandule
lékaFskeé a tymianu obecného a jejich moznou aplikaci pfi fortifikaci potravin.

V teoretické Casti byly popsany v pfirodé se vyskytujici latky zodpovédné za
antimikrobialni a antioxidaéni ucinky rostlin. Dale moznosti extrakce téchto latek a nasledné
i metody pro jejich stanoveni. Diskutovany byly i varianty jejich mozného pouziti
v potravinarstvi.

V praktické Casti byly pfipraveny vodné, ethanolové a olejové extrakty. U vSech extraktd
byla provedena charakterizace z hlediska obsahu celkovych polyfenoll, celkovych flavonoidua
a antioxidacni aktivity.

Z pfipravenych extraktd mél nejvySsi koncentraci polyfenoll tymianovy extrakt pfipraveny
ve 40% ethanolu pfi louhovani po dobu 24 hodin (31,05%4,19 mg/g), z levandulovych
extraktd mél rovnéz nejvyssi koncentraci polyfenoll extrakt pfipraveny pfi stejné koncentraci
ethanolu a stejném c¢ase louhovani (20,38+1,01 mg/g). NejbohatSi na flavonoidy byl
stanoven olejovy extrakt tymianu (26,90+0,79 mg/g), z levandulovych extrakti se jednalo
také o olejovy extrakt (20,07+3,22 mg/g). Nejvy3si antioxidaéni aktivity dosahly také olejové
extrakty, tymianovy s koncentraci 9,86+0,07 mg/g a levandulovy s 6,25+0,02 mg/g.
Nejlep§im extrakénim Cinidlem pro polyfenoly byl roztok o koncentraci ethanolu 40 %, tato
koncentrace roztoku byla vhodna i pro extrakci flavonoidd. Celkové bylo stanoveno vétsi
mnozstvi aktivnich latek v tymianu obecném, jak pro polyfenoly, tak flavonoidy i v pfipadé
antioxidaéni  aktivitu. Z pfipravenych extraktd by tedy nejvhodnéjSim k aplikaci
v potravinarském pramyslu byly olejové extrakty a extrakty pfipravené pomoci 40% ethanolu
pfi louhovani 24 hodin. Pfed aplikaci téchto extraktl by vSak mohlo byt vhodné vyextrahovat
barviva, ktera pro tymianové extrakty znamenala vyrazny zeleny odstin a pro levandulové
hnédy. Tato zabarveni by mohla pro spotfebitele pusobit nepfitazlive.

V soucasnosti probiha cela fada studii o vlivu extraktd rostlin jako antimikrobialnich
a antioxidaCnich Cinidel, ktera by bylo mozné aplikovat pfi skladovani potravin.
NejvyznamnéjSimi extrakty jsou esencidlni oleje, protoZe jejich koncentrace v rostlinach je
jedna z nejvyssich, co se tyCe obsahu aktivnich latek rostlin. PFi jejich pouziti je ale dulezité
vénovat pozornost jejich vonnému charakteru, protoze maze ovlivnit spotfebitele. Je vhodné
tedy pouzivat esencialni oleje na potraviny, kdy nebude dochazet ke stfetu vini, napfiklad
na masné vyrobky je vhodné pouzit esencialni oleje rostlin, které jsou jiz szité s jejich
naslednou upravou, tymian je zde tedy vhodnou volbou. Pro aplikaci na Cerstvé ovoce se
sklony k rychlé zkaze je mozné pouZzit zfedény roztok levandulového esencialniho oleje, tato
moznost byla laboratorné testovana na jahodach, kdy jahody oSetfené LEO vydrZely bez
vyskytu plisné pfi teploté 7 °C 8 dni, jahody neosetfené LEO vydrzely bez plisné dny 2 [53].
Levandulovy esencialni olej je mozné také pouzivat pro pekarenské vyrobky nebo suroviny,
spotfebiteli nebude mozné reziduum aroma podivné, jelikoZ existuji vyrobky obsahujici pfimo
levandulové kvéty. DalSi moznosti je pouzivat natolik zfedéné esencialni oleje, ze jejich
aroma nebude postiehnutelné. Otazkou vSak zlstava, zda budou v této koncentraci
aplikované esencialni oleje jeSté dostateCné ucinné. Dale nelze opomenout vliv
polyfenolickych latek a flavonoidl na lidské zdravi. Jejich obsah ma znacny vliv pfedevsim
na zmirnéni vlivu oxidaCniho stresu na lidsky organismus, a potraviny s vy§S§im obsahem
téchto latek byvaji oznaCovany jako superpotraviny. Testované extrakci lze tak kromé
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aplikaci ve formé pfirodnich konzervantl vyuzit i pro fortifikaci riznych potravin s cilem
zvySeni jejich antioxidaniho ucinku.

Momentalné jsou bylinky stale primarné pouzivany k ochuceni, jejich vliv na udrzitelnost
potravin je ve fazi studii, ale jeSté neni zafazen do provozu, protoze toto zavedeni je narocné
na volbu bylin, koordinaci koncentrace a zachovani biologické aktivity pouzitych latek po
zafazeni do fetézce termalnich uprav, vSe je tedy velice technologicky naro¢né.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

UV zafeni Ultra Violet, ultra fialové zafeni

LEO levandulovy esencialni olej

TEO tymianovy esencialni olej

EPE Pulsed-electric Field extraction, extrakce pulznim elektrickym polem

EAE Enzyme Assisted Extraction, enzymaticky asistovana extrakce

HPLC High Performace Liquid Chromatography, vysokouc&inna kapalinova
chromatografie

TLC Thin Layer Chromatography, chromatografie na tenké vrstvé

UV-VIS Ultra Violet-Visible, ultrafialové a viditelné
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