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Seznam zkratek:
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1. Abstrakt

Rozmaryn Iékaisky je 1éCiva rostlina pochéazejici ze Stiedomoii. Je to kefovita,
vzdyzelena bylina spadajici do ¢eledi Lamiaceae.

Je znam uZ po mnoho tisicileti, pro svou aromatickou viini si vybudoval svou oblibenost
po celém svéte. M4 mnoho vyuziti jak v kosmetickém primyslu, tak v kulinafstvi ¢i
Vv [&Citelstvi. Ma pozitivni vliv na travici Gstroji, zvySovani snizené¢ho krevniho tlaku, poméaha
pii nachlazeni, podporuje cinnost jater a slouzi i1 jako prevence pifed nadorovymi
onemocnénimi.

Rostlina obsahuje celou fadu rtznych bioaktivnich latek. Mezi nejvice zastoupené latky
patii terpeny (piedev§im monoterpeny, diterpeny a triterpeny), flavonoidy a fenolové
kyseliny.

Tato bakalarska prace je zaméfena na HPLC analyzu vybranych fenolovych kyselin
v extraktech z rozmarynu. Chromatograficka separace probihala v systému obracenych fazi
(RP-LC). Jako detekéni technika byla zvolena dvoukanalova coulometricka detekce.



Abstract

Rosemary is a medicinal plant native to the Maditerranean. It is a shrubby, evergreen
herb belonging to the Lamiaceae family.

It has been known for many millenia, it has built up its popularity all over the world for
its aromatic fragrance. It has many uses both in the cosmetic industry, in the culinary arts and
in medicine. It has a positive effect on the digestive system, increases low blood pressure,
helps with colds, supports liver function and also serves as a prevention against cancer.

The plant contains a number of different bioactive substances. Among the most
represented substances are terpenes, (especially monoterpenes, diterpenes and triterpenes),
flavonoids and phenolic acids.

The bachelor’s thesis is focused on HPLC analysis of selected phenolic acids in rosemary
extracts. Chromatographic separation was carried out in a reversed phase system (RP-LC).
Two-channel coulometric detection was chosen as the detection technique.



2. Uvod

Rozmaryn 1ékatsky (Salvia rosmarinus, diive Rosmarinus officinalis), je stalezelena,
kefovita rostlina pattici do ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). Po novych fytogenetickych
pruzkumech byl ptifazen do rodu Salvia s novym nazvem Salvia rosmarinus [1].

Rozmaryn I€katsky, ktery md mnoho 1éCivych G¢inkt, je zndm uz po mnoho tisic let.
Stati Rekové a Rimané ho méli v oblibé. Pouzivali rozmaryn na vyrobu odvarti nebo masticek
na lécbu plisni a ekzémii. Nosivali ho studenti na hlavach, protoze se fikévalo, ze rozmaryn
povzbuzuje pamét. Na pohibech byl symbolem vzpominek, na svatbach symbolem lasky. Pro
svou specifickou aromatickou vini se pii morové epidemii pouzival jako 1¢k. Nyni se jeho
ucinky vyuzivaji jak v medicing, tak v kosmetice, nebo v potravinarstvi.

V kulinafstvi se pouziva jako kofeni pii upravach masa nebo omacek. Pouzivaji se jak
Cerstvé, tak suSené listy rozmarynu. Uc¢inné latky obsaZené v rozmarynu maji schopnost
zpomalovat oxidativni proces potravin, coz z rozmarynu délé uzite¢ny pifirodni konzervant.

Jako 1éc¢iva bylina obsahuje mnoho rtiznych silic, rostlinnych fenoli, saponint, tfislovin a
dalsich latek. Tyto latky mu propdjcuji protiplisiiové, antivirové, antibakteridlni,

ucinky.

Nejvyznamnéjsi bioaktivni latky v rozmarynu jsou polyfenolové kyseliny, diterpenoidni
hot¢iny, triterpenoidy, flavonoidy, tékavé oleje a tiisloviny [2]. Nejvice zastoupenymi
sekundarnimi metabolity obsazenymi V rostlin€ jsou terpeny. Do skupiny polyfenoli patii
flavoniody a fenolové kyseliny, které se od sebe lisi strukturni charakteristikou a antioxida¢ni
aktivitou [3]. V posledni dob¢ je vénovana vétsi pozornost fenolovym kyselinam. Zkouma se
potencial jejich uc¢inku pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni, kardiovaskularnich chorob a 1é¢bé
problému ktize.

Chemicka analyza a vybér vhodné instrumentalni metody ke stanoveni obsaZenych latek
v rostling je vzdy podfizen chemickému charakteru analytd. Charakterem se mysli naptiklad
jeho tékavost, resp. molekulova hmotnost. Tato prace je zamétena piedevSim na obsazené
latky net€kavé povahy, jako jsou fenolové a polyfenolové kyseliny. Mezi nejvice zastoupené
fenolové kyseliny patii kavova kyselina a rozmarynova kyselina. Analyticka metoda, vhodna
pro separaci a analyzu net€kavych latek, se nazyva vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
(HPLC), ktera je v spojeni s elektrochemickym detektorem (HPLC-ECD) vhodna pro detekci
sekundarnich metaboliti fenolové povahy.
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3. Cil prace

Hlavnim cilem této bakalarské prace je seznamit ¢tendie s rozmarynem lékarskym, jeho
vlastnostmi a moznostmi vyuziti jak v historii, tak v soucasnosti. Mezi dalsi cile patii:

e podat zakladni piehled o fytochemii rozmarynu,

e seznamit se soucasnymi analytickymi metodami, které se nejcastéji v praxi vyuzivaji
pro analyzu fenolovych kyselin v rostlinnych matricich,

e pfipravit vlastni tinkturu ze susené drogy rozmarynu,

e pomoci metody HPLC s elektrochemickou detekci charakterizovat tento extrakt a
komer¢né dostupnou tinkturu z hlediska obsahu rozmarynové kyseliny, popiipadé
dalsich vybranych fenolovych kyselin.

11



4, Teoreticka ¢ast

4. 1. Rozmaryn lékarsky

4.1.1. Popis rostliny

Rozmaryn 1ékatsky (Salvia rosmarinus) je stalezelena, kefovita bylina, kterd ma v oblibé
sluneéné a teplejsi podnebi [4]. Je fazena do Celedi hluchavkovitych (Lamiaceae) a spolu se
Salveji, bazalkou, oreganem a tymianem do rodu sSalvéje (Salvia) [1]. Ma dfevity stonek
s tmavé zelenymi listy tvarem piipominajici jehli¢i (Obr. 1). Kvéty mohou mit barvu rtizovou,
fialovou, bilou nebo modrou. Bylina ptivodné pochézi z pobtezi Stredozemniho mote, ale je
odolna i vuéi chladngj$im podminkam. Neni tolik naro¢na na péstovani, prezije i dlouhou
dobu bez piisunu vody. Muze dortstat do vysky az 2 metrii. Nyni se rostlina nejvice pestuje a
dovazi z Maroka, Tuniska, Spanélska, Portugalska, Turecka, Alzirska a Indie [5].

Rozmaryn ma diky svym aromatickym a l1é¢ivym uc¢inktim velmi dlouhou historii vyuziti.

e |
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o

09 q!) L, i)

Y ' Obr. 2: Rozmaryn U pobiezi [54]

Rosmarinus officin

Obr. 1: Rosmarinus Officinalis [53]

4.1. 2. Historie

Latinsky nazev Rosmarinus je slozeninou slov ,,ros“ a ,marinus®, coz v doslovném
prekladu znamend ,, rosa mote*. MiiZe to byt diisledkem toho, ze rozmaryn ¢asto volné roste u
moiského pobiezi (Obr. 2) [6]. Pouzival se v davnych dobach Casto jako symbol rozumu,
nebo vzpomindni pozistalych na mrtvé, anebo naopak jako symbol lasky pro nevésty na
svatbach [6]. V Australii a na Novém Zélandu je rozmaryn piipominkou na obé&ti Prvni
sveétove valky. Lidé si rozmaryn schovavali pod polStare, na kterych spavali, protoze véftili, ze
je ochrani pted vstupem zlym ducht do domu [7].

Existuje i legenda, kterd vysvétluje sloZzeninu nazvu rozmaryn. Legenda pravi, ze Panna
Marie, kdyz uprchla z Egypta, se schovavala u rozmarynového kete. Kdyz sviij modry plast’
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pies ket ptehodila, bilé kvéty rozmarynu zmodraly. Z toho divodu se kefi dlouho fikalo ,,rose
of Mary®, i kdyZ se rozmaryn svym vzhledem rizi viibec nepodoba [8].

V minulosti byly extrakty z rozmarynu pouzivany hlavné na kozni onemocnéni, K 1é€bé
moru a dny, nebo jako aromaterapie na zklidnéni. V lidovém I1éCitelstvi se extrakty
z rozmarynu pouzivaly na bolesti hlavy, kiece, neklid, zlepSeni nalady a proti tnavé [9].

4. 1. 3 Vyuziti v sou¢asnosti
Vyuziti rozmarynu je velice rozmanité. Jeho extrakty se pouzivaji predev§im
V potravinafstvi. SuSeny rozmaryn je velice aromaticky a slouzi hlavné jako ochucovadlo
jidel. Také patii mezi pfirodni konzervanty potravin. V seznamu potravin prodluzujici
trvanlivost maji extrakty rozmarynu kod E392 [10].

Pro své aromatické, 1é¢ivé a konzervacni G¢inky se pouziva i v kosmetickém prumyslu.
Pouziva se v produktech, jako rozmarynova voda, ktera poméaha v péci o vlasy, kdy vytazky
z rozmarynu dokazou pomoct k obnové kotinkovych folikul a podporuji jejich rist, dale
napomaha ¢isténi a hojeni pokozky [8], [11].

V mediciné¢ se ucinné latky rozmarynu vyuzivaji K léCeni Alzheimerovy choroby,
deprese, zazivacich, tonickych a diuretickych onemocnéni [11]. Dokaze pozitivné ovliviiovat
nalady, pamét, bolest, uzkost a spanek [12]. Studie provedena na potkanech ukazala, ze
obsazena rozmarynova Kyselina ma vliv na pozastaveni tvorby a sniZzeni vyvoje nadoru
tlustého stieva. To by dokazovalo, Ze rozmaryn obsahuje 1é¢ivé latky, které maji potencial
k 1é¢bé rakoviny [13].

4. 1. 4. Lécivé ucinky
Rozmaryn je pro své 1é¢ivé G¢inky vyuzivan uz po mnoho generaci. Novymi studiemi
byly prokazdny vyznamné antimikrobidlni, protizdnétlivé, antioxidacni, antiapoptotické,
protinadorové, antinociceptivni a neuroprotektivni ¢inky [12].

Rozmarynovy olej ma antibakterialni vlastnosti. Bylo prokazano, Ze olej mé& schopnost
snizovat hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v hovézim a vepfovém mase [13].
MIC je minimalni hodnota antibiotika, které ma schopnost inhibovat/zamezovat riist dané¢ho
kmene bakterie [14].

Prizkumy také ukdzaly, Ze rozmarynové esencialni oleje a extrakty maji protizanétlivé
ucinky, protoze snizuji vyskyt leukocytti v misté zanétu [13].

Antidepresivni ptisobeni bylo testovano na mysich vystavenych stresové situaci. Hladiny
neurotransmiterd v jejich mozcich se zvysily, coz vedlo ke snizeni stresu [13]. Svymi
neuroprotektivnimi u¢inky dokaze rozmaryn také piispét v boji proti Alzheimerové chorobé
nebo demenci [11].

Antioxidacni a protinddorové ucinky napoméhaji ke snizovani peroxidaci lipidi, které
zpusobuji oxidacni stres. Oxidac¢ni stres miize vést k nastupu riznych onemocnéni jako treba
cukrovky nebo k tvorbé nadort [13].
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4. 2. Fytochemie rozmarynu lékarského
Utinné latky v rozmarynu se nachazeji ve viech &astech, tedy v listech, koifenech,
stoncich 1 kvétech. Nejlépe se ziskavaji z rostlinnych extraktii nebo silice (esencidlni olej) — ta
se ziskava z listd rostliny [15].

V esencialnim oleji se nachazi mnoho tékavych latek ze skupiny terpeni, kam spadaji
monoterpeny, diterpeny, triterpeny a seskviterpeny. Jednou z hlavnich obsazenych slozek je
kafr, po kterém ma rostlina charakteristické aroma[15]. Dalsimi zastoupenymi latkami jsou
1,8-cineol, a-pinen, B-pinen, borneol, kamfen, limonen, p-cymen, verbenon a B-karyofylen
[16].

V extraktech z rozmarynu se naopak nachazi jak tékavé, tak netékavé slozky. Patii sem
polyfenoly, které se skladaji z flavonoida a fenolovych kyselin. Dale zde patii diterpeny a
triterpeny [15]. Typické slouceniny, které jsou v extraktech zastoupeny, jsou rozmarynova
kyselina, kavova kyselina, chlorogenova kyselina, kafr, karnosova kyselina, karnosol,
rosmanol, oleanova kyselina, betulinova kyselina, betulin, ursolova kyselina, a-amyrin, B-
amyrin, luteolin, apigenin, genkwanin, diosmetin, hispidulin [16].

4.2. 1. Terpeny
Terpeny jsou uhlovodiky, které jsou odvozené z isoprenu. Jejich sumarni vzorec se sklada
z péti atomt uhliku a osmi atomt vodiku (CsHg) [17]. Terpeny jsou nejcastéji obsazeny
v esencialnich olejich nebo pryskyficich. V rozmarynu jsou zastoupeny monoterpeny,
diterpeny i triterpeny.

e Kafr

Kafr (Obr. 3) je monoterpenoidni latka poprvé izolovana z kury kafrovniku (Cinnamomum
camphora). Jeho sumarni vzorec je C1oH160. Od pocatku 20. stoleti se vyrabi z a-pipenu. Ma
typické zatuchlé aroma. Je soucasti kadidel, repelentt proti hmyzu a pouziva se i jako 1é¢ivo.

v

Jedna se o jednu z nejhojnéjsich latek obsazenych v rozmarynové silici [18].

OO

Obr. 3: Strukturni vzorec kafru [55]
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e q-pinen

a-pinen (Obr. 4) je bycyklicky uhlovodik, fazeny do monoterpend. Sumarni vzorec o-
pinenu je CioHie. Jeho strukturni izomery se nachazi v enantiomernich formach (+) a (-).
Nachazi se Vv esencialnich olejich mnoha raznych rostlin, naptiklad v rozmarynu nebo
V jehli¢nanech. Je pfitomny i v kvétech konopi setého (Cannabis sativa) a podili se
na doprovodném farmakologickém ucinku kanabinoidi. Ma rozsahlou biologickou aktivitu
protinadorové a insektivni ucinky). Mize slouzit jako vychozi latka pro syntézu dalsich
monoterpent, jako je kafr, [imonen nebo borneol [19].

Obr. 4: Strukturni vzorec o-pinenu [56]

e 1,8-cineol

1,8-cineol, neboli eukalyptol, (Obr. 5) je monoterpen s molekulovym vzorcem CioH;50.
Jeho hlavnim pfirodnim zdrojem je rostlina eukalyptus. NejvétSim spotiebitelem lista
eukalyptu je medvidek koala, ktery jich dokaze zkonzumovat az pul kilogramu denné. Dale se
jako sekundarni metabolit nachazi v oreganu nebo rozmarynu. V poslednich letech bylo
zjisténo, ze eukalyptol ma schopnost po peroralnim vstiebani putovat po celém organismu.
V dne$ni dobé je vyuzivan pro své aromatické a léCivé UcCinky zejména u onemocnéni
dychacich cest, ale v historii byl australskymi domorodci pouzivan i pro 1écbu zranéni a
zanéta [20].

CHj

O

HsC~ “CHs,

Obr. 5: Strukturni vzorec 1,8-cineolu [57]
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e Borneol

Borneol je bicyklicky monoterpen (Obr. 6), ktery je jiz dlouhou dobu znam a pouzivan
v Cing, Japonsku a jinych &astech Asie. V &inské medicing je vyuZivan pro své analgetické,
jsou znamy pripravky obsahujici tii D, L—borneol formy: L-borneol, D-borneol a synteticky
racemicky borneol. L-borneol je jedna z pfirodnich forem borneolu, ktery se ziskava z lista
rostliny blumea (Blumea balsamifera). D-borneol se pfirodni cestou ziskava z lista a vétvicek
rostliny kafrovniku (Cinnamomum camphora). Synteticky borneol se ziskava bud’ redukci
kafru nebo hydrolyzou a-pinenu. V§echny konfigurace borneolu maji podobné uc¢inky, hlavné
se lisi prostorovou orientaci (enantiomery) a jejich cenou na trhu. Synteticky borneol muze
zpiisobovat nezddouci ucinky, proto byva na trhu levné&jsi nez ptirodni. V dnesni medicing se
pouziva i pro stabilizaci protinadorovych 1é¢iv [21].

OH

Obr. 6: Strukturni vzorec borneolu [58]

e Kamfen

Jedna se o monoterpen s bicyklickou strukturou (Obr. 7). Vytvati dva enantiomery. Je to
ptirodni latka vyskytujici se v rostlinach jako je douglaska, rozmaryn nebo konopi. Je
aromaticky, je mozné jej syntetizovat z pipenu. SlouZzi jako piisada do potravin [22]. M4
potencialni u€inky na ovliviiovani atrofii kosterniho svalstva a regulaci oxidativniho stresu

[23].

=

Obr. 7: Vzorec kamfenu [59]

e Limonen

Limonen je monoterpen (Obr. 8) enantiomerni povahy s mnoha biologickymi vlastnostmi.
V piirodé se nachazi ve slupkach citrusovych plodin (pomerance, citrony, mandarinky).
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V pomerancich je nejvice zastoupeny (+) — limonen, zatimco v citronech je zastoupeny (-) -
limonen. M4 antioxidacni, protizanétlivé, protirakovinné ucinky, dokaze snizovat oxidativni
stres a je neuroprotektivni. Studie prokazuji jeho neuroprotektivni vliv pfi Alzheimerové
chorobg, roztrousené sklerdze, epilepsii a mrtvici. (+)-Limonen je vhodnou vychozi latkou
pro syntézu riznych sloucenin a hlavné polymera [24].

Obr. 8: Strukturni vzorec limonenu [60]

e Karnosova kyselina

Karnosova kyselina je fenol spadajici do skupiny diterpent (Obr. 9). Poprvé byla
identifikovana v Salvé&ji, avSak je bohaté zastoupena i v rozmarynu. Jeji struktura je velice
podobna karnosolu a rosmanolu. Ma antioxida¢ni a antimikrobialni G¢inky. Pouziva se
v kosmetickém a potravinaiském priamyslu [25].

Obr. 9: Strukturni vzorec karnosové kyseliny [6 l]

e Betulinova kyselina

Betulinova kyselina patii mezi pentacyklické triterpenoidy (Obr. 10). V piirodé se nachazi
ve vngjSich klrach riznych stromd, jako je naptiklad bfiza bélokora (Betula pendula). Byla
jednou z prvnich latek, které byly v 18. stoleti identifikovany a izolovany z rostlin. Na
americkém kontinenté jiz Indiani pouzivali betulinovou kyselinu jako 1ék. Jelikoz vykazuje
protirakovinné ucinky, mohla by slouzit k prevenci, ptipad¢ i 1é¢bé rakoviny [26].
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Obr. 10: Strukturni vzorec betulinové kyseliny [62]

e Ursolova kyselina

Ursolova kyselina je pentacyklicka sloucenina spadajici do skupiny triterpenoida (Obr.
11). V pfirodé je latka obsazena v mnoha druzich ovoce, zeleniny i rostlin. V poslednich
antioxidacni, a protirakovinné 0G¢inky. Kvili $patné biologické dostupnosti a absorpci
ursolové kyseliny je nutné syntetizovat jeji derivaty, které piebiraji cinnosti jejich mateiské
slouceniny [27].

Obr. 11: Strukturni vzorec ursolové kyseliny [63]

4. 2. 2. Polyfenoly
Polyfenoly jsou organické slouceniny slozené z rizného poctu aromatickych jader, na
nichz je navazana hydroxylova skupina. Jsou to jako sekundarni rostlinné metabolity. D&ki se
dale na flavonoidy, fenolové kyseliny, stilbeny a lignany. V pfirodé¢ byly identifikovany
Vv raznych druzich potravin — kotfeni (hfebicek, mata peprnd), ovoci (malina, ostruZina,
jahoda), zelening (olivy, artyCoky) nebo také v ¢aji a ¢erveném viné [28]. Diky své schopnosti
vytvaret rizné komplexni struktury maji mnoho biologickych vlastnosti, jako tfeba

-----

Provadéné testy prokdzaly schopnost polyfenolli napomahat ochran¢ imunitniho systému
organismu a také predchazet popalenim ktize ze slunce zptsobené ultrafialovym zafenim [30].
Dale bylo zjisténo, ze kromé protizanétlivych vlastnosti maji polyfenoly schopnost bojovat i
S virovymi onemocnénimi, jako je chfipka, herpes nebo SARS-CoV-2 [28]. V poslednich
letech byl ucinén pokrok ve vyzkumu vyuziti polyfenold v okruhu biomediciny, zejména
v tkanovém inzenyrstvi, kde by mohly pomahat pti v nahrazovani posSkozenych tkani [29].
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4. 2. 2. 1. Flavonoidy
Flavonoidy, patiici mezi polyfenoly, jsou sekundarnimi metabolity v rostlinach. Pfirozené
se vyskytuji v potravinach rostlinného piivodu a maji funkci ochrany rostlin. Mnoho se jich
objevuje jako slozky pigmentd kvétd, listh nebo stonkti bylin. Maji antioxidaéni,
nepostradatelnymi ¢lanky ve farmaceutickém pramyslu a potravinaistvi. Flavoniody maji
mnoho podkategorii. Déli se na flavony, flavonoly, flavanony, flavanoly, katechiny,
antokyany a chalkony [31].

e Luteolin

Luteolin je flavonoid spadajici do podskupiny flavonu (Obr. 12). V piirodé je obsazen
v mnoha 1é¢ivych rostlinaich a zelening, jako napiiklad v petrzeli (Petroselinum crispum),
celeru (Apium graveolens) nebo v listech perily (Perilla frutescens). Bohuzel je jeho
koncentrace Vv rostlinach velice nizka oproti jinym flavonoidim. V rostlinach se nejéastéji
obrovsky potencial slouzit jako preventivni 1éCivo, a také napomahat jako 1ék v boji s
rakovinou kuize [32].

Obr. 12: Strukturni vzorec luteolinu [64]
e Apigenin

Apigenin (Obr. 13) je latka patfici mezi flavony se sumarnim vzorcem CisHiOs.
V piirod¢ se vyskytuje jako biapigenin (dimer) v ovoci (pomeranc, grapefruit), zeleniné
(petrzel, cibule) a rostlinach (hefmanek, tfezalka). V poslednich letech byly prokazany jeho

Obr. 13: Strukturni vzorec apigeninu [65]

e Genkwanin

Genkwanin je dalsi flavonoid patfici mezi flavony (Obr. 14), ktery se v ptirodé nachdzi
Vv rostlinach, jako je lykovec (Daphne genkwa), rozmaryn (Salvia rosmarinus), salvéj (Salvia
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officinalis), nebo srde¢nik (Leonurus cardiaca). Vyzkumy potvrdily jeho antioxidaéni,

Obr. 14: Strukturni vzorec genkwaninu [66]

e Diosmetin

Diosmetin je flavonoid spadajici do podkategorie flavonu (Obr. 15). V piirodé se
vyskytuje bézné v rostlinach jako je rozmaryn (Salvia rosmarinus), nebo v plodinach, jako
jsou olivy nebo citrusy (pomerané, citron). Ma velice rozsadhlé biologické vlastnosti —
antioxidacni, kardioprotektivni, protirakovinné a protizanétlivé Gcinky. Je vyznamny jako
aglykon diosminu, coz je 1€k, ktery chrani cévy a 1€¢i zilni nedostate¢nost. Novéjsi studie
prokazaly jeho potencidlni uziti jako 1é¢ivo proti chfipce a jinym infekénim onemocnénim
(SARS-CoV-2) [35].

Obr. 15: Strukturni vzorec diosmetinu [67]

e Hispidulin

Hispidulin (Obr. 16) je flavonoidni latka s molekulovym vzorcem CigH12,06 V piirodé je
ptitomen v rostlinach ¢eledi hluchavkovité (Lamiaceae) a hvézdicovité (Asteraceae).
Rozséhl¢ vyzkumy prokazaly jeho riznorodé biologické vlastnosti (antifungélni,
protidestickové, antikonvulzivni, protirakovinné). Hispidulin, stejné jako ostatni pfirodni
flavonoidy, ma potencial k 1é¢bé rakoviny a k prevenci pied vznikem nadoru [36].

OH

OCH O

Obr. 16: Strukturni vzorec hispidulinu [68]
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4. 2. 2. 2. Fenolové kyseliny (FK)

Fenolové kyseliny jsou derivaty fenold s navazanou karboxylovou skupinou. Vychazi ze
skupiny sekundarnich metaboliti polyfenoll spolu s flavonoidy. FK se déli do dvou skupin
podle zakladnich kyselin, a to hydroxybenzoové kyseliny a hydroxyskoficové Kkyseliny.
Hydroxyskoficova kyselina je odvozena od skoticové kyseliny a hydroxybenzoova kyselina je
odvozena od benzoové kyseliny [37].

Syntéza FK v rostlinach probiha pomoci Sikimové kyseliny fenylpropanoidovou cestou.
V principu se glukosa syntetizuje na dehydroSikimovou a Sikimovou Kkyselinu.
Dehydrosikimova kyselina se pfeméni na gallovou Kkyselinu a Sikimova Kkyselina na
fenylalanin. Pomoci fenylalaninamonné lyazy se fenylalanin syntetizuje na skoficovou
kyselinu a uvoliiuje se amoniak, ktery je potiebny u jinych syntéz. Benzoova kyselina se
syntetizuje ze skoficové kyseliny pii jeji ztraté dvou uhlikovych atomu [37]. Schéma
biosyntézy viz (Obr. 17).

V ptirodé¢ se FK vyskytuji v nejriznéjSich rostlinach. Nachézi se v ovoci (bortvka,
banan, mango, jahoda, hruska, lesni bobule, citrusy), zelenin¢ (artycok, cibule, brambor),
bylinach (rozmaryn, oregano, $alvéj, bazalka, tymian), obilovinach, lusténinach nebo v kaveé
[3]. V rostlinach jsou nejéastéji piitomny ve vazané formé, hydroxyskoficova kyselina je
pfitomna v podobé jednoduchého esteru schinovou Kkyselinou nebo glukosou.
Hydroxybenzoova kyselina se vyskytuje v nizsi koncentraci nez hydroxyskoticova kyselina, a
to v konjugované podob¢ s cukry [37]. Mezi nejbézn&jsi FK patii kavova kyselina, gallova
kyselina, rozmarynova kyselina, karnosova Kyselina, p-kumarova kyselina, ferulova kyselina
a chlorogenova kyselina [3].

V rostlinach maji ochranou funkci pied slune¢nim zatrenim, v boji s viry, bakteriemi, a

protirakovinné, antimikrobidlni, antialergické, antivirové, antitrombotické a hepatoprotektivni
ucinky [37].

FK se vyuzivaji vyuziti v kosmetice, potravinafstvi a v mediciné. Byly rovnéz prokazany
konzervacni u€inky FK, diky kterym se hojné pouZivaji v potravinarském pramyslu. Protoze
jsou FK obsazeny Vovoci a zelening, jejich konzumaci se do lidského téla dostavaji
antioxidanty, které jsou schopné piedchazet srde¢nim onemocnénim, chranit pied UV
zéfenim a rakovinou kuze jim zplUsobenou, snizovat uroven oxidativniho stresu, ktery
zpusobuje choroby jako je cukrovka a dalsi. Studie prokazaly, ze derivaty hydroxyskoficové a
hydroxybenzoové Kyseliny maji schopnost snizovat tvorbu nadoru a blokovat aktivitu
mutagennich buné¢k [37].
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Obr. 17: Schéma biosyntézy Sikimovy drahy (autor)

e Kavova kyselina

Kavova kyselina (Obr. 18) patii mezi polyfenolové slouceniny a vychazi ze struktury
hydroxyskoticové Kkyseliny. V rostlinach slouzi jako ochrana proti $kddctim, infekcim a
ochrafiuje rostlinu pred ultrafialovym zafenim B. Vyskytuje se Vv jednoduché nebo
esterifikované podob¢€ v potravinach jako jsou olivy, kdvova zrna, brambory, ovoce nebo
1é¢ivé byliny. Ve form¢é monomerd se nachazi jako estery organickych sloucenin, cukri,
amidi nebo glykosidl, ale objevuje se i ve slozitéjSich formach — dimerd nebo derivatd
flavonoidt. Kyselina se vytvaii v rostlinach pomoci Sikimovy syntézy (Obr. 17), preparativné
se ziskava extrakci rostlinného materialu rozpoustédlem pii vysokych teplotach, ptipadné
organickou syntézou z L-tyrosinu [38]. Studie prokazaly znamenité biologické G¢inky kavové
kyseliny. Patii mezi né antivirové, antibakterialni, protizanétlivé, antiaterosklerotické,
antidiabetické, kardioprotektivni, hepatoprotektivni a protirakovinné vlastnosti. Kyselina by
mohla slouzit jako antioxidant, ktery by napomahal v boji s nemocemi, jako je rakovina,
cukrovka, obezita, Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba [39].

o]
HO

HO

Obr. 18: Strukturni vzorec kiavové kyseliny [69]
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o Chlorogenova kyselina

Chlorogenova kyselina (5-O-kofeoylchinova kyselina) (Obr. 19) je fenolova sloucenina
spadajici do skupiny hydroxyskoficovych kyselin. Je to ester kavové a chininové Kyseliny.
V piirodé se podobné jako kavova kyselina nachazi v ovoci, bylinach, viné, ¢ajich a kaveé.
Bylo prokazano, ze kyselina mé antioxidacni, protizanétlivé, protirakovinné, antidiabetické a
antihypertenzni ucinky. Diky svym rozsahlym fyziologickym vlastnostem ma kyselina
potencial k vyuziti se jako dopln€k stravy a ke konzervaci potravin. Plsobi proti Sifeni
bakterii, kvasinek a plisni [40].

OH
OH

Obr. 19: Strukturni vzorec chlorogenové Kyseliny [70]

e Rozmarynova kyselina

Rozmarynova kyselina (Obr. 20) je fenolova Kkyselina patfici do skupiny
hydroxyskoticové kyseliny. Je to ester 3,4-dihydroxyfenylmlééné a kavové Kkyseliny.
V ptirodé¢ se nachazi hlavné v bylinach celedi Lamiaceae. Poprvé byla izolovana
z rozmarynu, pozdéji byla identifikovana i v Salvéji, tymianu, Cernohlavku, kefi zlatice,
oreganu nebo bazalce. Bylo prokazano, ze rozmarynova kyselina ma protirakovinné,
antioxidacni, antidiabetické, antimikrobialni, kardioprotektivni, antidepresivni,
neuroprotektivni, protizanétlivé G¢inky a ucinky proti starnuti. Diky témto vlastnostem
dokaze posilovat obranny systém organismu V boji s bakteriemi, viry a plisnémi, stabilné
vylucovat inzulin, napomahat k obnové vlasovych kofinkd, nebo predevsim snizovat Groven
oxidativniho stresu, ktery je pfi¢inou chorob, jako je vznik rakovinotvornych bunék [13].

HO"
OH

Obr. 20: Strukturni vzorec rozmarynové Kyseliny [7 1]
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4. 3. Metody analyzy polyfenolii
Metody vhodné pro analyzu flavonoidi a fenolovych kyselin v rostlinnych vzorcich jsou
vzhledem k povaze matrice separa¢ni metody, jako chromatografie na tenké vrstve,
elektromigra¢ni metody, déle plynova chromatografie a pfedevsim vysokoucinna kapalinova
chromatografie.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Uz od pocatku 60. let 20. stoleti je TLC oblibena pfii stanoveni flavonoidu a fenolovych
kyselin ptitomnych v rostlinnych produktech. Je to rychly a jednoduchy zpiisob analyzy latek,
jejichz kvantitativni mnozstvi se pozdéji ur¢i pomoci jinych instrumentdlnich metod. K
separaci smési flavonoidi a fenolovych kyselin se pouziva dvourozmérna TLC [41], [42].

Elektromigra¢ni metody

Pro analyzu polyfenolii Vv potravindch se z elektromigra¢nich metod pouziva nejvice
kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC)
[43]. CZE je idealni pro analyzu nabitych ¢astic, coz fenolové kyseliny spliuji. Mezi jeji
vyhody patii nizké naklady na provoz, rychlost a hlavné G¢innost separace [44].

Plynova chromatografie (GC)

Stejné¢ jako TLC byla plynova chromatografie uZz od pocatku 60. let 20. stoleti
vyznamnou separacni technikou [45]. Polyfenoly obsazené v rostlinach je mozné analyzovat i
pomoci plynové chromatografie, i kdyz jejich nizka tékavost komplikuje jejich stanoveni
touto metodou. Mezi dulezité operace, které musi byt provedeny pted vlastni analyzou, patti
zejména derivatizace polyfenolli, piipadné odstranéni nezadoucich latek [46]. Protoze FK
nejsou dostatecné tékavé samy o sob¢, musi se prevést methylaci pomoci trimethylsilanu
(TMS) na tékavéjsi derivaty. Pro detekci FK pomoci GC se pouziva zejména plamenoveé-
ioniza¢ni detektor (FID) nebo spojeni s hmotnostni spekrometrii (MS) [41].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je metoda, ktera dominuje mezi ostatnimi
separa¢nimi metodami z hlediska vyuziti pro analyzu FK [47]. HPLC ma schopnost od sebe
oddélit i latky s nizkou t€kavosti bez potfeby derivatizace.

Vyhodou HPLC pro analyzu fenolovych kyselin je mozZnost vyuziti riznych kolon, nebo
moznost piepinani mezi dvéma kolonami béhem analyzy [41]. Kolona s obracenou fazi (RP)
s naplni C18 je jednou z nejpouzivanéjsich pii analyze fenolovych Kkyselin. Polarni mobilni
faze sestava ze smési organického rozpoustédla a vody s obsahem soli [48].

Pro detekci fenolovych latek se pouziva fada detektord, zejména spektrofotometricky
detektor v ultrafialové/viditelné oblasti (UV/VIS), elektrochemicky detektor (ECD),
fluorescencni detektor (FLD) a hmotnostni spektrometr (MS) [49].

Chaowuttikul spole¢né s kolegy ve své praci vyuzili detektor s diodovym polem (DAD)
pro stanoveni obsahu fenolovych kyselin v rostlinném materialu [50].
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Jelikoz fenolové kyseliny jsou elektroaktivni latky, je mozné je stanovit pomoci
elektrochemického detektoru. Ten ve své praci vyuzil Salihovic se svymi spolupracovniky pro
méfeni obsahu rozmarynové kyseliny v rostlinach ¢eledi Lamiaceae [51]. Podobné Juri¢ s
kolegy vyuzil pomoci elektrochemické detekce stanoveni obsahu rozmarynové kyseliny
v masnych produktech [52]. Jirovsky analyzoval rozmarynovou a dal§i fenolové kyseliny
pomoci HPLC-ECD v krevni plasmé prasat, ktera byla Zivena rostlinou Prunella vulgaris
[47].

25



5. Experimentalni ¢ast

5. 1. Instrumentace HPLC

Systétm HPLC sestaval z izokratické pumpy (LC-10AD, SCHIMADZU, Japonsko)
S tlumi¢em pulst, manualniho davkovace s 20 ul smyckou a coulometrické¢ho detektoru Ill
(ESA, Inc., Chelmford, MA, USA) s dvouelektrodovou standardni analytickou celou
(ESA, Model 5010). Tato cela je vybavena referentni hydrogen palladiovou elektrodou
(Pd/H,). Pied davkovacem byla umisténa guard cela pro odstranéni necistot z mobilni faze
(Thermo Scientific, Model 5020). Jako stacionarni faze byla pouzita kolona s reverzni fazi C8
5um, 250 mm x 2 mm NUCLEODUR (Macherey-Nagel, Némecko). Pro vyhodnoceni dat byl
pouzit software Clarity (DataApex, Ver. 8.4, Ceské republika). Pro davkovani vzorkt byla
pouzita sklenéna 25 ul stiikacka (Hamilton Co., Reno, NV, USA).

5. 1. 1. Chromatografické podminky
Chromatografické podminky, za kterych probihaly HPLC analyzy uvedené v této praci,
jsou popsany nize:

Jako stacionarni faze byla zvolena reverzni kolona C8 (viz 5.1.), mobilni faze byla
slozena z fosfatového pufru a acetonitrilu (fosfatovy pufr:acetonitril, 78:22, v:v). Pritokova
rychlost byla nastavena na 0,15 ml/min. Coulometricky detektor byl vybaven dvéma
pracovnimi elektrodami, kde na prvni elektrodé byl nastaven potencial pro detekci
E; = 10 mV (vs. Pd/Hy) a na druhé elektrodé byl potencial E; = 400 mV (vs. Pd/Hy).
Proudovy rozsah obou elektrod byl nastaven na 5 pA/V. Nasttikovany objem vzorki byl
10 pl.

5. 2. Pouzité chemikalie
Dihydrogenfosfore¢nan  sodny  (Sigma-Aldrich, Ceska republika), acetonitril
(HPLC — gradient grade, VWR Chemicals, Francie), ethanol (HPLC - grade, Fisher
Scientific, UK), deionizovana voda (Milipore, Francie).

5. 3. Vzorky
K analyze byly pouzity dva vzorky, komeréni tinktura z rozmarynu (A) a Vv laboratofi
pfipraveny extrakt ze suSeného rozmarynu (B).

A. Tinktura z pupenti rozmarynu (vyrobce: Mgr. Jarmila Podhorni, Nadgje, Ceska
republika)

B. Tinktura pfipravena ze suSen¢ho rostlinného materidlu (vyrobce: Valdemar Gresik,
Ceska republika), postup viz kapitola 5. 4. 3.

5. 4. Pracovni postup

5. 4. 1. Piiprava mobilni faze (MF)

100 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (¢ = 210 mol/l) bylo za sniZeného
tlaku prefiltrovano na filtru o porozit¢ 0,22 um a pro kontrolu bylo zméfeno pH. Vlastni
mobilni faze byla pfipravena smisenim takto ptipraveného fosfatového pufru s acetonitrilem
(fosfatovy pufr:acetonitril 78:22, v:v). Pfed pouzitim byla mobilni fdze odplynéna heliem.
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5. 4. 2. Priprava roztoku standardi
Pro pfipravu zasobnich roztoki standardli rozmarynové, kavové, chlorogenové a ferulové
kyseliny bylo do vialek odvazeno kolem 1 mg standardu kyselin rozpusténych v 1,00 ml
smési methanol:deionizovand voda (50:50, v:v). Tyto roztoky se dale fedily dle potieby
mobilni fazi, vysledné pracovni roztoky se piimo nastfikovaly do HPLC systému.

Smésny modelovy vzorek

Do vialky byly odpipetovany stejné objemy pracovnich roztokl standardd kyselin,
smésny modelovy vzorek se dale fedil dle potieby mobilni fazi.

5. 4. 3. Zpracovani a priprava vzorki
Pracovni postup pro pfipravu tinktury ze suSeného rozmarynu (B)

Bylo navazeno 20,01 g suSeného rozmarynu a material byl pieveden do reagenc¢ni ldhve.
Droga byla zalita 80 ml smési ethanol:deionizovana voda (50:50, v:v). Macerat byl uloZen po
dobu 4 tydnli na tmavém misté a obcCas protiepan.

Uprava vzorki pfed HPLC analyzou

Pied HPLC analyzou byly tinktury piefiltrovany pies diskovy filtr a centrifugovany pti
3000 otackach po dobu 5 minut. V piipadé komeréni tinktury (A) byl odebrany vzorek 10x
zifedén mobilni fazi, v pfipadé ptipraveného maceratu ze suSeného rozmarynu (B) byl vzorek
ziedén mobilni fazi 200x.
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6. Vysledky a diskuze

6. 1. Hydrodynamicky voltamogram
Pro urceni optimalniho pracovniho potencialu pro analyzu rozmarynové (RA), kavové
(CA), chlorogenové (ChlA) a ferulové (FeA) kyseliny byly sestrojeny hydrodynamické
voltamogramy analytii. Roztoky standardd kyselin mély pro analyzu koncentraci 0,01 mg/ml.
Merila se zavislost vysky piku kyselin na vlozeném napéti. Pocateéni méteni probihalo
pfi napéti 0 mV vlozeném na pracovni elektrodé, dale se napéti zvySovalo o 100 mV az do
napéti 700 mV.

Odezva

0 100 200 300 400 500 600 700 800

E[mV]
Obr. 21: Hydrodynamicky voltamogram studovanych fenolovych kyselin
(autor)

Hydrodynamicky voltamogram ukazuje, jak se kyseliny chovaji pti riznych hodnotach
napéti vloZzeného na pracovni elektrodu. Na Obr. 21 Ize vidét, Ze kyseliny (RA, CA) poskytuji
odezvu uz pii napéti 0 mV, jedna se tedy o velmi snadno elektrochemicky oxidovatelné latky.
ChlA poskytuje proudovou odezvu az pii napéti 100 mV a FeA az od napéti 200 mV.
K nejvetsi proudové odezveé u vSech kyselin doSlo pii vlozeném napéti V rozmezi
400-600 mV. Pro dalsi experimentalni prace byl zvolen potencial 10 mV na prvni elektrodé
a potencial 400 mV na druhé¢ elektrod¢. Tyto hodnoty poskytovaly dobrou selektivitu detekce
a pomér signali na obou kanalech (Ei/E;) bylo mozné vyuzit jako identifikacni
charakteristiku studovanych analytu.
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6. 2. Analyza standardi Kkyselin
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Obr. 22: Chromatogram smésného modelového vzorku (autor)

Na doporuceni vedeni laboratofe byla zvolena mobilni faze pfipravend z fosfatového
pufru a acetonitrilu (viz. 5. 4. 1.), kterd dokazala separovat standardy kyselin ve smésném
modelovém vzorku. VSechny sledované analyty byly rozdéleny do 10 minut. Pfi napéti
10 mV na prvni elektrodé (E;) a 400 mV na druhé elektrodé (E>) jsou na Obr. 22 zobrazeny
dobie separované a detekované piky standardt kyselin. U RA a CA je patrné, ze se kyseliny
dobie oxiduji a dochazi k témét totozné odezvé na obou kanalech (Ei/E;). Kapacitni faktor
ChlA je nizky, nicméné pfitomnost této kyseliny se v redlném vzorku neptedpoklada. ChlA je
dobie oxidovatelna az pii napéti 400 mV (E;) (viz Obr. 21), u 10 mV (E;) je odezva latky
nizka. FeA ma vysokou odezvu pii napéti 400 mV (E,), pii napéti 10 mV (E;) poskytuje tato
latka zaporny (redukc¢ni) pik. Pti jeSté niz§im vloZeném potencialu by byl redukéni pik vice

znatelny.
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6. 3. Analyza vzorki tinktur
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Obr. 23: Chromatogram vzorku komer¢ni tinktury (A) (autor)

Vzorek komer¢ni tinktury (A) byl analyzovan za stejnych podminek jako smés standardt.
Vzorek byl pted analyzou 10x zfedén mobilni fazi, jak je popsano v kapitole 5. 4. 3..
Obr. 24 zobrazuje chromatogram vzorku komer¢ni tinktury, kde Ize bezpec¢né identifikovat
pouze pik rozmarynové Kkyseliny (RA), a to jednak na zakladé shody retencnich cCasi
s ptislusnym standardem (viz Obr. 22), a také na zaklad¢ shodného poméru signalit na obou
kanalech (E1/E>). Kavova kyselina (CA) se eluuje ve stejny retenéni ¢as jako jeji standard, ale
z divodu jinych interferujicich latek ve smési pii napéti 400 mV (E;) v podobném retenénim
¢ase neni mozné spolehlivé vyuzit identifikaci na zakladé poméru signalt E4/E,, ale pouze na
zakladé shody retencniho ¢asu piku se standardem CA. Ve vzorku komeréni tinktury nebyla

detektovana ferulova kyselina ani chlorogenova kyselina.
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Obr. 24: Chromatogram vzorku maceratu ze suSeného rozmarynu (B) (autor)

Postup pfipravy maceratu je zminén v ptedchozi kapitole (viz 5. 4. 3.). Pred HPLC
analyzou tinktury ze suSené¢ho rozmarynu (B) musel byt vzorek 200x ziedén. Pro analyzu
latek obsaZenych v maceratu byly pouzity stejné podminky, jako pro analyzu standardd
kyselin a komer¢ni tinktury (A). Latku, kterou dokaZzeme z Obr. 24 bezpecné identifikovat, je
rozmarynova kyselina, protoze se eluuje ve stejném retenénim Case jako standard RA (viz
Obr. 22) a pomér odezvy na prvni a druhé elektrodé (Ei/E;) je také srovnatelny jako u
standardu. Kavova kyselina se eluuje ve stejny retencni Cas jako jeji standard (viz Obr. 22),
ale pomér odezvy obou kanali (E1/E3) se oproti standardu 1isi, jako v pfipad¢ analyzy vzorku
(A). Lze tedy kavovou kyselinu identifikovat pouze pomoci shody reten¢niho Casu se
standardem. Chlorogenova a ferulova kyselina nebyla v maceratu suseného rozmarynu
nalezena.
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6. 4. Porovnani obsahu RA u obou tinktur

Pro odhad obsahu RA lze porovnat plochy pika pfislusejici RA v maceratu suseného

rozmarynu a v komercni tinktufe.

Porovnanim ploch pikt

rozmarynové kyseliny

a pripocitanim zied’'ovaciho faktoru [FKk] je mozné porovnat obsah rozmarynové kyseliny
mezi komerc¢ni tinkturou a maceratem ptipravenym v laboratofi. V Tabulce €. 1 jsou uvedeny
hodnoty ploch pikii rozmarynové kyseliny a zfed’ovaci faktory realnych vzorki.

Tab. 1: Naméfené plochy pikti RA v redlnvch vzorcich, zied’ovaci faktor redlnvch vzorku:

Redlny vzorek: Plocha (A) piku RA [mV*s] Fk:
(A) komer¢ni tinktura 3725 10
(B) tinktura ze suSen¢ho 6634 200
rozmarynu
Vypocet:
Amacer. susroz. * FRmacer.susroz. — 6634 * m ~ 35y (1)
Akom.tin. Fkkom.tin. 3725 10

Zvyse uvedeného vypoctu vyplyva, Ze obsah rozmarynové kyseliny v maceratu

ptipraveném v laboratofi je asi 35x vys§i nez v komer¢ni tinktufe.
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7. Zavér

Cilem bylo vypracovat bakalaiskou praci, poskytujici zakladni informace o rozmarynu
I¢kaiském z hlediska botanického charakterizace, a rovnéz o historii jeho vyuziti az do
soucasnosti. Dale jsou diskutovany jeho 1é¢ebné ucinky a vyuziti v medicing. VEétsi pozornost
dostalo téma fytochemického slozeni rostliny, kdy je podan piehled nejvice zastoupenych
sekundarnich latek Vv rozmarynu, jako jsou terpeny, flanovoidy a zejména pak fenolové
kyseliny. V dalsi casti prace jsou zminény nejéastéji pouzivané metody analyzy polyfenold
V rostlinnych matricich.

V praktické Casti je  popsana instrumentace, chromatografické podminky
a postupy piipravy vzorkid pro analyzu vybranych fenolovych latek. S vyuzitim metody
HPLC-ED byla analyzovana modelova smés ¢tyiech vybranych fenolovych kyselin, a to
rozmarynové Kyseliny, kavové kyseliny, chlorogenové kyseliny a ferulové kyseliny. Ze étyt
kyselin v realnych vzorcich byla analyzou potvrzena pouze pfitomnost rozmarynové
a kavové kyseliny. U obou vzorka byl porovnan relativni obsah rozmarynové kyseliny.
Tinktura pripravena tradicnim zpusobem (maceraci byliny v ethanolickém roztoku)
obsahovala zhruba 35x vice rozmarynové kyseliny nez tinktura z prodejni site.
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