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ABSTRAKT

Diplomova prace na téma antioxidanty v bylinny@jich je rozdlena do dvouasti.
Prvni teoretickdcast se zabyva popisem a rélethim antioxidant. Jsou zde
zaznamenané ¢&které syntetické antioxidanty, ¢které vyznamné intracelularni
antioxidanty a firodni antioxidanty, které jsou zastoupeny polyferkymi
sloweninami jakoZto hlavnich slozek bylinnye¢hji. Dale je zde popsano stanoveni
biologicky aktivnich latek od extrékich technik az po chromatografické metody. V
teoretickécéasti jsou popsany i jednotlivé vzorky bylin poukitypro analyzu. Druh&
Cast praktickd se zabyva stanovenim polyfenolickiggbelin ve vybranych vzorcich
bylinnych ¢aju. Pro extrakci byla zvolena Soxhletova urychlentiadce a extrakce na
trepace. Pro detekci polyfenolickych kyselin byla poazitysokodinna kapalinova
chromatografie (HPLC) propojena s detektorem diéthovpole (DAD) a hmotnostnim
detektorem typu trojity kvadrupdl. Z n&benych vysledk vyplyva, Ze u ¥tSiny vzorki

bylin byla nejvice zastoupena kyselina chlorogermkaselina kavova.

Kli ¢ova slova Antioxidanty, polyfenolicke latky, extrakce, kdjp@va chromatografie

ABSTRACT

Thesis on the topic Antioxidant in herbal teasiigd#d into two parts. The first part
theortical is concerned with the description andisitbn of antioxidants. There are
mentioned some synthetic antioxidants, some majoadellular antioxidant and natural
antioxidant, which are represented by polyphenmimpounds as the main components
of herbal teas. Furthmore, there is described #terchination of biologically active
compounds by extraction techniques to chromatogeapbthods. In the theoretical part
are also described individual samples of herbs dsednalysis. The second part is
concerned with the practical determination of pbimolic acids in selected samples of
herbal teas. Two extraction techniques were chdserseparation of polyphenolics
acids. The first was Soxhlet extraction acceleraiad the second was exctraction
shaker. For the determination of polyphenolic acids used high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled with a diode arrated®er (DAD) and with mass
detector type triple quadrupole. The measured tesllow that in most samples of

herbs were the most represented chlorogenic adidaiffeic acid.

Keywords: Antioxidants, polyphenolic compounds, extractibauid chromatography
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1 UvOD
Bylinné ¢aje pati mezi nejkonzumovaisi napoje roz$ené po celém s®. Oblibu si

ziskaly hlavi diky svému obsahwinnych fytochemikalii s biologickymidinky, které
blahodarg pisobi na lidsky organismus. Bylinng&je napomahaji snizovat riziko
chronickych onemocmi, jako jsou alergie, nespavost, bolesti hlavykost, stevni
poruchy, deprese a vysoky krevni tlak. Dale majtipgkovinné, antioxidéni a
antimikrobialni vlastnosti. Bylinné¢aje jsou bohatym zdrojem polyfenolickych
slowenin. Nejvice se v bylinnyctajich vyskytuji latky ze skupiny flavonaidako je
nag. kvercetin, myricetin, kempferol a polyfenolickgseliny, ke kterym séadi nap.
kyselina chlorogenova, kavova, vanilova, ferulos@apova a dalSi. Tato prace se
zameti praw na stanoveni obsahu polyfenolickych kyselin u aylych vzork bylin.
Polyfenolické kyseliny fisobi jako antioxidanty a vykazuji protinadorové a
protizaretlivé Ucinky. Z hlediska kladnych dinkia na lidsky organismus je jejich
nejvyznamgjSi vlastnosti prav antioxida&ni &inek. Tim totiz napomaji organismu
regulovat mnoZzstvi volnych radikal Volné radikaly jsou &nou sodasti
metabolickych pochad v téle. Podili se nap na polymeraci aminokyselinovych
retzca, kterd vede k tvorbbilkovin. Obdobnou funkci zastavaijfi pvorbé glykogenu.
Jsou sotasti imunitniho systému a podili se tedy na likeid&kodlivych bakterii. Ve
zdravém organismu jsou tyto procesy regulovanykalibovany pomoci enzymovych
antioxidanti. Tyto enzymy jsou saasti irozeného mechanizmu vélé pri
znesSkodovani volnych radikdl v organismu. Mezi tyto enzymy pagnzym superoxid
dismutaza, gluathion peroxidaza a katalaza. Pok&dro vznikne nadbyteé mnozstvi
téchto volnych radikalu, tak dochazi k negativnismiiim na naSe zdravi. Dochéazi tak
k posSkozeni a mutacim DNA, k poskozeni plazmatibkgmembran a bilkovinnych
struktur a vznikaji tak choroby jako demence, Sedyni zakal, diabetes,
kardiovaskularni onemoéni apod.

Praw proto je nutné fijimat dostaténé mnoZzstvi antioxidaft Tyto latky eliminuji
nadn&érné mnozstvi volnych radikala udrzuji je tak v rovnovaze ¢které antioxidanty
jako je nap. glutathion, melatonidi koenzym Q je organismus schopen vygidgsam.
VétSinu je vSak nutno dodavat potravou. Bylinggje jsou pra¥ diky obsahu
polyfenolickych kyselin a flavonoidjednim z dinnych zdroji piijmu antioxidani.



éileg”t_éto prace bylo vypracovat literarni reSexditéma Antioxidanty v bylinnych
Cajich. Prace je roztena do dvoucasti. Prvni teoretick&ast podava ighled o
antioxidantech a o metodach stanoveni biologickyivaich latek. Déale jsou zde
charakterizovany vybrané vzorky bylin. Druha prekéi cast byla zamena na
kvantitativni stanoveni polyfenolickych kyselin vgbranych vzorcih bylinnychaju za
pomoci vysokotinné kapalinové chromatografie (HPLC) propojené etektorem

diodoveho pole (DAD) a hmotnostnim detektorem tiypiity kvadrupdl.



3 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty sefadi mezi latky, které chrani potravinyed jejich znehodnocenim
zpiasobenym oxidaci. Oxidace se projevuje zZluknutfitopnnych tuk a dalSich snadno
se oxidujicich slozek obsazenych v potravinachiokidanty tedy prodluzuji udrznost
potravin. Ri oxidaci lipidi doch&zi k dalSim chemickym 2Zmam, které negativn
ovlivauji vyzivovou, hygienicko-toxikologickou a senzdd hodnotu (%ni, chut,
barvu). Oxid&ni proces nemusi byt jen nezadouci. fldad oxidaci esencialnich
mastnych kyselin dochazi ke vznikiiznivého aroma vékterych potravinach, jako
jsou ovoce, zelenina a houby. (VeliSek a HajSIa0a9).

Déle se antioxidanty podili na regulaci oxidich pochod v Zivych buikach.
Kyslik je jednim z nejtlezitejSich prvk nezbytnych pro Zivot. MZe mit ovSem i
negativni dinky a to v gipact kdyz jeho mnozstvi reaktivnich skanin v podob
volnych radikah presdhne paebu bugk a neni zablokovanoiiPvyrazné nadprodukci
reaktivnich slotenin kysliku, je organismus vystaven tzv. oXigau stresu. Na
vzniku volnych radikal se podili i vijSi prostedi. Jako nap ultrafialoveé z&eni, jehoz
intenzita se zvysSuje vlivem naruSovani ochrannéiito zonosféry, kat z cigaret,
znetisténé zivotni prosedi, nadmirnd €lesnd namaha, napadani mikroorganismy
(Kalag, 2003). Timto dochézi v organismu k agresivnindaxiim pochodm, kterymi
je zasazena celd&ada Kkiltovych slozek buwk. Radikaly interferuji s DNA,
s nenasycenymi mastnymi kyselinami v &tmych membranach, s bilkovinami.
Oxidace DNA zfisobuje mutace, které zvySuji riziko vzniku n&dddxidaci bilkovin
dochazi k urychlovani starnuti a spolu s oxidacstmah kyselin se zvySuje rozsah
aterosklerozy (Kakg 2003). Antioxidanty jsou tedy latky, které jsothepné pevést
volné radikaly na nereaktivni nebo aspmére reaktivni formy. Timto zvySuji
obranyschopnost organismua&v nadnernému vyskytu dchto reaktivnich forem
radikali (Kalat, 2003). Potravingké podniky pouZzivaji antioxidanty pro prevenizg
zhorSenim kvality produlit a pro zachovani jejich nuirii hodnoty. Pro zabréni
procesu autooxidace u potravin se vyuziva vakuoskent, chlazenici mrazeni.
Z ekonomického a praktického hlediska se tyto mefmdw kombinuji s antioxidanty,
které prodluzuji trvanlivost vyrolika udrzuji jejich nuttini hodnotu tim, Ze zahifaji
procesu oxidace (Shahidi a Naczk, 2004).
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3.1 Rozdéleni antioxidanta
Antioxidanty, které interferuji s procesem oxidadipidi a jinych oxylabilnich

slowenin:

» Antioxidanty reagujici s volnymi radikaly

» Antioxidanty vazici do komplexu katalytickyigobici kovy

* Antioxidanty eliminujici gitomny kyslik

Podle struktury:

* Fenolové- nalezi k nim tokoferoly, fenolové antieaty, gallaty a také cela
fada jinych slotenin obsazenych v potravinach,i&oi nebo jinych rodnich
materialech.

» Endioly- z povolenych fidrodnich latek k nim nalezi askorbova kyselina a
erythorbova kyselina, dale jejich soli aj. derivaty

Podle fivodu:
» Ptirodni- Mezi povolenéijirodni antioxidanty pat pouze tokoferoly
* Syntetické (VeliSek, 1999)

Podle funkce:

e Primarni antioxidanty: Reaguji s lipidovymi radik&@ prevadi je na stabiljsi
produkty

e Sekundarni: Jsou znamé jako preventivni antioxydadpomaluji rychlost
iniciacerettzove reakce a to tim, Ze poSkozuji hydroperoxidhaltdi a Naczk,
2004)

Podle zfisobu vstupu do organismu:
» Endogenni- tvorba samotnym organismem

» Exogenni — fijimané potravou

Podle rozpustnosti:
* Hydrofilni-rozpustné ve vad
» Lipofilni—rozpustné v tucich

»  Amfofilni— maji vlastnosti obou skupin
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Podle lokalizace:
+ Extracelularni-mimo hiku

* Intracelularni— hraji nejdezit¢jSi roli v ochrag pred volnymi radikaly (Racek,
2003)
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4 VYZNAMNE INTRACELULARNI ANTIOXIDANTY

4.1 Melatonin

Melatonin je endogernprodukovany indolamin vyliovany epifyzou. Melatonin je
obvykle vylwwovan v noci a ve dne je jeho sekrece pette. Toto hraje kibvou roli
pii regulaci cirkadianniho rytmu (biologického rytm@runi et al, 2015).

Melatonin se tvii z tryptofanu. Nejtive z tryptofanu vznika hydroxylaci a
naslednou dekarboxylaci serotonin. Ten naslgubdléha psobeni enzyiin serotonin-
N-acetyltransferazy (limitujici enzym syntézy metahu) a posléze hydroxiindol-O
methyl transferazy (Sonka, 2008).

Krom¢ toho Ze melatonin (sobi jako chronobiotikum, tedy jako latka, ktera

A

------

n¢kterych enzym véetné superoxid dismutazy, glutathion reduktazy acssw také
inhibuje prooxidani enzym syntetazu oxidu dusnatého (Sonka, 2008).
U pacientt s onemoceénim diabetes bylo zji§ho zvySené mnoZstvi melatoninu

v plazne a ve slinach. Spekulovalo se, Ze toto zvySenipgené s jeho schopnosti
pohlcovat volné radikaly. Pogj bylo predpokladano, Ze melatonin ve slinackhze
mit ochranny &inek proti paradontéze. Diky jeho silnym antioxidam,
imunomodul&nim a protinadorovym vlastnostem, byl melatonin rdax pro Iébu
mechanického poSkozeni a pralé bakterialni, plisové a virové infekce sliznice
dutiny Ustni. Déale byl navrzen pra:l# rakoviny Ust aifp paradontéze (Watson, 2012).

Z prirodnich zdraj se melatonin nachazi v ryzi a obilovinach jakaijggmen,
ovesné vloky nebo obilné kiiky. Dale jsou to potraviny, které maji vysoky obsah
aminokyseliny tryptofanu jako dgva seminka, mandle, sojovy syr, syr Cottage.
Z bylin jsou to tezalka, kopretinajmbaba a Sablyj Iékarskd (Wildova, 2011).
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4.2 Glutathion

antioxidant. Bsobi viad biologickych proces Glutathion je rozhodujicinglenem
fyziologické obrany organismu proti oxi&@mu stresu a toxickym latkam. Jeho
intracelularni pitomnost je velmi dlezitym faktorem Zivotaschopnosti bikn(Nydlova

et al, 2014). Vyskytuje seffmo v ZivaiSnych buikach, takZze ho neni nutndijpnat
ve stra¥ (Mindell a Mundis, 2006).

Glutathion vznika v jatrech z 3 aminokyselin a ysteinu, kyseliny glutamové
a glycinu (Mindell a Mundis, 2006). Glutathion sachazi ve dvou formach a to
v redukované jako thiol (GSH) a oxidované jako HidGSSH) (Racek, 2003). Pam
téchto forem charakterizuje oxiéiai stav v biice (Nydlovéet al, 2014).

Glutathion pati mezi nejdlezitéjSi burécné antioxidanty. Antioxidéni (Cinek
glutathionu je zaloZen na faktu, Ze jeho redukoviméa (GSH) je slabé redéki
¢inidlo vzhledem k obsahu sulfhydrylové skupiny fitgmném cysteinu. ii® pusobeni
volnych radikah dochazi k oxidaci sulfhydrylové skupiny na distifkou skupinu a
z glutathionu vznika dimer glutathion disufild (GS5 Oxidovana forma glutathionu je
pienmgnéna z@t na redukovanou formu (GSH) enzymem glutathionukétizou
glutathion-S-transferazy, glutathion peroxidazylaaghion reduktazy (Nydlovéat al.,
2014).

Z tohoto @je vyplyva, Ze glutathion se da pouzit jako mark&dainiho
stresu. Za fyziologického stavu se vice nez 99 bathionu nachazi v redukované
formé. Pokud dojde ke zvySené tverlyslikovych radikal nebo zatZzi organismu
toxickymi latkami, tak se mnozstvi redukovanéhotajhionu v biikach a nasledn
tkanich snizuje (Kofiva, 2010).

Glutathion se nachazi v ovoci a zeleéniWafenim se jeho dinnost nesnizuje.
Proti jeho vyerpéni fisobi aminokyselina methionin, jejimz zdrojent@ka, fazole,

vejce,cesnek, ryby a jogurt (Mindell a Mundis, 2006).

14



5 SYNTETICKE ANTIOXIDANTY
Antioxidanty hraji vyznamnou roli i zpomaleni reakce oxidace ligid

v potravindskych vyrobcich, jako jsou oleje a tuky. Rfayto sloZzky jsou nedilnou
soutasti lidskeé stravy a jsou velmi nachylné k procesidace a Zluknuti. Tyto procesy
maji vliv na kvalitu potravin a mohou poskodit lkdszdravi. Pro zabréni vzniku
téchto nezadoucich prodesvyrobci pouzivaji syntetické fenolové antioxidarjako je
butylhydroxytoluen (BHT), butylhydroxianisol (BHAa butylhydrochinon (TBQH).
Tyto syntetické antioxidanty jsou h@jwyuzivany diky snadné dostupnosti, nizkéécen
a chemickeé stabilit(Ding a Zou, 2012).

Nicmére, bezpeénost €chto syntetickych antioxidaitbyla vzhledem k jejich
moznému karcinogennimuwiaku zpochyliovana. Proto je pouZitéd¢hto antioxidant
piisné regulovano vladami aftislusnymi pedpisy, které udavaji nejvyssi povolené
mnozstvi &chto latek. V kazdé zemi se¢tginou hodnota nejvyssSiho povoleného

mnozstvi liSi (Ding a Zou, 2012).

5.1 BHA (butylhydroxyanisol)
Butylhydroxyanisol (BHA) je sisi dvou izomar. 90 % gedstavuje 3-terc-butyl-4-
hydroxyanisol (3-BHA) a 10 % jeho isomer 2-tercypt-hydroxyanisol (2-BHA).
BHA je inny zejména pro ochranu tiukkteré obsahuji mastné kyseliny s kratSim
rettzcem (kokosovy, palmojadrovy olej), ardma a bairlig.Pouziva se i v obalovych
materialech odkud setrhe dostat do potraviny. Sléenina se vSak fize (na rozdil od
malo tkavych gallat) projevovat pachem fpominajicim fenoly. BHA je také
acinnym antioxidantem v produktech po kéném tepelném zpracovani.éliem
a jejich ethery. ¥tSina primarnich oxidanich produkii si zachovava antioxidai
aktivitu (VeliSek a HajSlova, 2009).

Nicmére po provedeni vyzkumu bylo zj&to, Ze 3-terc-butyl-4-hydroxyanisol
muze naruSit endokrynni systém a také by mohl bytikagenni (Runzengt al,
2014).
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OH
(CH3)3

OCH,4

Obrazek 1 2-terc.butyl-4-hydroxyanisol (VeliSek a HajSlo2809)

5.2 BHT (butylhydroxytoluen)
Butylhydroxytoluen je 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyten. Ve srovnani s BHA je

mnohem din¢jSi jako antioxidant Zziv@Snych tuki. Mezi vyznamné produkty
degradace BHT p#t 3,5-di-tercbutyl-4-hydroxybenzaldehyd a 3,5,3té&tra-terc-
butyl-4,4"-dihydroxy-1,2difenylethan. Kromnich vznikaji také fenoly, chinony a
stilbeny (VeliSek a HajSlova, 2009).

Studie toxicity provaéhé na mysich a potkanech ukazaly, 2které metabolity BHT
jako je nap. 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxybenzaldehyd (BHT-CH),6-di-terc-butyl-
1,4-benzochinon (BHT-Q) a 2,6-di terc-butyl-4-hydyed-methyl-2,5-cyklohexadienon
(BHT-chinolin), by mohly vytvéet peroxidy a vyvolat tak poSkozeni ané DNA
(Runzengget al, 2014).

5.3 TBQH (tercialni butylhydrochinon)
Tato latka je velmi dobrym antioxidantem. Obsalgipné derivaty butanu. dZe se

pouZivat bd’ samostaty nebo se kombinuje s antioxidanty BHA a BHT. Zahbja
Zluknuti tuki a je konzervantem protickterym plisnim a bakteriim. Tato latka se
pouziva pi vyrobé tuka, margariid, klobas, rostlinnych ol& hamburget, cerealnich
vyrobka (Vrbova, 2001).

Nicmére tato latka niZze vyvolat i negativni ¢ginky. Ffi konzumaci jiz 1 gramu
této latky se mohou dostavit nevolnosti, zvracelngeni. B styku s pokoZzkou fize
dojit k alergické reakci. N¥e také dojit ke zvySenicinnosti karcinogen, které jsou

spojené pedevsim s rakovinou miového néchyie (Vrbové, 2001).
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6 POLYFENOLICKE LATKY

V rostlinné a ZiveisSné isSi bylo identifikovano vice jak 8000 polyfenoliakty latek

(Klejdus, 2004). Fenolické latky maji ve sveé stuitktjeden nebo vice aromatickych

kruhi, na kterém je navazana jedna nebo vice hydroxglovgkupin. Nkteré

hydroxylové skupiny mohou byt oxidovany, methyloyarebo konjugovany na cukry,
karboxylové skupiny a jiné fenoly (VeliSek a Cejp2R08).

Mnohé znich jsou meziproduktenti ppiosyntéze zivdisSného pigmentu (nap
melaninu), strukturalni slozky rostlinnych @n(nag. lignin, suberin), zatimco jiné
zahrnuji Siroké spektrum rostlinnych pigmeribag. antokyany). Nkteré fenoly jsou
redukovany na alkoholy, aldehydy, alkany, alkengantrai ethery a estery, které jsou
béZnou slozkou &n¢ a chuti u ovoce a zeleniny (VeliSek a Cejpek, 2008

Mnoho fenot a jejich derivai se vyznauji hormondlnimi, antimikrobialnimi,
antioxida&nimi a antikarcinogennimicéinky (VeliSek a Cejpek, 2008). Polyfenolické
latky pasobi preventivdh a to zejména fied onemocknim jako je rakovina prsu,
prostaty, plic, kongniku a tlustého stva. Dale fisobi preventivé pred srdéné-
cévnim onemoamim, Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobouanirny denni
piijem polyfenoli ma byt asi 1g (JaroSova, 2012).

Antioxidatni (€inky polyfenoli Ize objasnint &kterymi mechanismy:

1) Rada flavonoid i dalSich polyfendl pozastavujtinnost enzym, které se podili na
tvorbé superoxidového anion-radikédlu (rfapxantinoxidazu, proteinkindzu C).
Inhibuji i dalSi enzymy, které jsou zodgowmé za tvorbu volnych radikél(nag.
cyklooxygenaza, lypoxygenaza) (Trna a Taborska1p01

2) Mnoho polyfenal se pomoci chelatovych vazeb spojuje s kovgdpvsSim s idi a

dvojmocnym Zelezem. Volné iontgadhto kowi se podili na tvorb reaktivnich
kyslikovych radikal (Trna a Taborska, 2011).
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Obrazek 2Vazebna mista pro kovy v molekulach flavoioid

3) Rada polyfenal se snadno oxiduje. Snadnost oxidace se odvyji eahxniho
potencialu latky, které maji hodnotu redoxniho poi&@lu < 0,75 V. Redukuji
nekteré volné radikaly s oxidaimi &inky, nag. superoxidovy, peroxylovy,
alkoxylovy a hydroxylovy. Bhem reakce poskytuji vodik &t8inou se fitom sami
preménuji na malo reaktivni fenoxylovy radikdl nebo nekatbvé chinoidni
struktury. Cely vyznam reakce je vtom, Ze radikilgu degradovanyiive, nez

stihnou reagovat s dalSimi bignymi komponenty (Trna a Taborska, 2011).

OH R RH 0
o=
o Q
OH R RH o
o
=
Obrazek 3xidacné reduk’ni reakce polyfendls volnymi radikaly

Je vSak nutno podotknout, Ze zditjich okolnosti mohou dkteré fenolické latky
vystupovat jako prooxidanty. \ffpomnosti ¥tSiho mnoZstvi fechodnych kofr
reaguje aroxylovy radikal i s kyslikem za tvorbypetoxidu a chinonu (Trna a
Taborska, 2011).
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6.1 Flavonoidy

Tyto latky jsou ve vod rozpustné a vyskytuji se ve fonbarviv jako flavanony,
flavanonoly, flavony, flavonoly, chalkony, auronyisoflavony, antokyanidiny,
proantokyanidiny v zelen# ovoci, zrninach, v listech aike stroni. Jako pirozené
barviva potravin jsou nejvice vyznamné flavonyav@inoly (VeliSek a HajSlova, 2009).
Existuje mnoho typ téchto latek, které se nachazeji v celé rostlitisé v niznych
koncentracich. Bkteré z nich jsou biologicky aktivni a soulirrse nazyvaji
bioflavonoidy. Nekteré bioflavonoidy vykazuji oproti vitaminu C ad 50krat @tSi
antioxida&ni aktivitu a speciakh bioflavonoidy obsazené v tmaservenych hroznech
maji az 1000krat &tSi aktivitu ¥ potlatovani oxidace LDL cholesterolu (to znamena

pii ochrarg pied infarktem) nez vitamin E (Mindel a Mundis, 2D06

(OH)

roBntokyanidiny

Obrazek 4 Zastupci flavonoid (Trna a Taborskéa, 2011)
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6.1.1 Flavonoly

Flavonoly seadi mezi dlezita zluta barviva. Tyto latky maji ve své stuikt v poloze

C-3, C-4, C-5, C-7 a C-4" navazanou hydroxyskupanuzajems se liSi substituci
v poloze C-3" a C-5. Mezi nejznawjsi flavonoly pati kempferol, kvercetin, a
myricetin vyskytujici se zejména jako glykosidy @k kopigmenty doprovazejici
anthokyany (VeliSek a Hajslova, 2009). Kvercetilyrioetin a kempferol tvih 15 az 25

% hmotnosttaje v suseném stavu (Shahidi a Naczk, 2004).

6.1.1.1 Kvercetin

Kvercetin se v potravnachazi jak ve fortnvolné, tak ve form vdzané s cukernymi
jednotkami, nap jako kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-4"-O-gld, kvercetin-3-O-
rhamnosid (Trna a Taborska, 2011).

Kvercetin pati mezi nejsil@jsi biologicky aktivni flavonoly. Je jednim
z nejvyznamiyjSich protirakovinnych latek. Eliminujedkolik protirakovinnych latek a
potlatuje posSkozeni buitné DNA. Kvercetin je &inny v boji proti zagtam, bakteriim,
houbovym infekcim a vim. Napomaha imunitnimu systému potieat alergické
reakce a to tak, Ze brani uiwoVani histaminu z buk. Podle vSeho timto napomaha
bojovat s alergiemi jako je napsenna ryma. Kvercetin dale zaluge tromboze a
vzniku krevni sraZeniny. Kvercetin je silnym anigentem, ktery pohlcuje volné
kyslikové radikdly a zab#iaje oxidaci tuku. Déale kvercetin svymi antioxéddmi
Ucinky napomaha udrZovaisté a péichodné cévy. Vyhodou je, Ze tepelndippavou a

mrazenim se kvercetin néh{Pazdera, 2011).

Obrazek 5 Kvercetin (Trna a Téaborské, 2011)

6.1.1.2 Kempferol
Kempferol pati do skupiny latek snizkou molekulovou hmotnosti
fenylbenzopyronového charakteru (Jirasek, 2011).
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Kempferol neboli 3,4",5,7 tetrahydroflavon se raihv ¢aji, brokolici,
grapefruitu, propolisu, vilinu a v jinych rostlincly zdrojich. Nejvyznamijsi
biologické funkce kempferolu jsou antioxioh, protizastlivé U¢inky a schopnost
pohlcovat volné radikaly. Dikyémto vlastnostem je tato latka hejivyuzivana v
tradicni cinské medicia (Mohammadi a Moheeni, 2015). Bylo takée zjigi, Ze
kempferol vykazuje osteogenni aktivitu. Kempferch stejné dinky jako ipriflavon.
Ipriflavon pati mezi syntetické isoflavony a vyuziva se ke snizssteoresorpceip
osteoporéze. Kempferol je tedy uitg jako preventivni Ppravek ped osteoporézou
(Mazakiet al.,2014). Dale ma kempferol schopnost vazat se rav&tkovy proteiro-
laktalbumin. V disledku této interakce tak tbe byt ovliviena jeho antioxidéni

aktivita a biologicka dostupnost (Mohammadi a Matig2015).

. _OH

Obrazek 6Kempferol (Trna a Taborska, 2011)

6.1.1.3 Myricetin
Myricetin je flavonol sloZzeny z 3-hydroxyflavonovetruktury a 6 hydroxylovych
skupin. Myricetin se vifrod¢ vyskytuje ve formd glykosidi. Tato latka se nachazi
v potravinach, jako jsourechy, cibule, jahody, bylinky &rvené hrozny (Kyle, 2011).
Myricetin vykazuje celodadu biologickych &inkd, z nichZz nejvyznamijsi je
jeho antioxidé&ni aktivita, kterou zachycuje volné radikaly. Dat&é protirakovinné a
protizaretlivé vlastnosti. Tato latka je prevencied onemocknim srdce, protoze
zabraiuje oxidaci LDL cholesterolu a také sniZuje absbrbzidovaného LDL
makrofagy. Myricetin je také ginny pro pacienty, u kterych byla diagnostikovana
Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Kyle, 2011).

6.1.2 Flavanoly
Flavan-3-oly se nachéazi v rostlinnych materialeekoj monomery, oligomery a
polymery. Narozdil od jinych flavonaidnejsou v potravinach glykosylovany. Jsou

odolné wi¢i varu (Stratil, 2007). Polyfenolické latky tkioasi 35 % hmotnosttaje
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v suSeném stavu. S toho flavanoly iiv@0 % ze vSech polyfenol Nicmérg jejich
sloZeni zavisi na druhtaje, zemi fivodu a Zivotnich podminkach (Shahidi a Naczk,
2004).

6.1.2.1 Katechniny
Katechiny jsou latky, které se nachazeji ve velkykbncentracich wviznych

potravinach rostlinnéhotpodu a napojich. Podle struktury jsou katechiazeny mezi
flavanoly a zahrnuji latky katechin, epikatechipjgallokatechin, epikatechin gallat,
epigallokatechin gallat (Heneman a Zidenberg-Ch2008). Katechiny jsou hlavni
sloZkou zelenéhdaje a pedstavuji 90 % polyfenolové frakce, kdezt@arnéhocaje
pouze 25 % (Belitet al.,2009).

Sloweniny, které seadi do této skupiny, potlaji bakterialni ést kmeri
stafylokok, kteri jsou imunni wci penicilinu a zfisobuji tak Zivotu nebezpeé
infekéni onemocwni. Dale snizuji hladinu LDL cholesterolu. Poskyttgké ochranu
pied zubnim kazem, krvacenim dasni a tluméatek arterosklerézy. Dale bylo
prokazano, ze dinn¢ pusobi v boji proti rakovié Zaludku a plic a chrani b&mou
DNA pied poskozenim (Mindell a Mundis, 2004).

Obrazek 7Katechin (Trna a Taborsk4, 2011)

6.1.3 Fenolové antioxidanty

Fenolové sloteniny jsou latky, které maji ve své strukdujeden nebo vice
benzenovych kruh na které je navazana jedna nebo vice hydroxylowskupin.
Vyskytuji se v potravinach rostlinného aypdu a diky svym protivirovym,
protizarétlivym, antimikrobialnim a antialergennintigkam, maji blahodarny vliv na

lidsky organismus (Stratil, 2007).
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6.1.3.1 Fenolové kyseliny a jejich derivaty

Fenolové kyseliny jsou seéasti rostlinnych polyfenél V rostlinAch se nefzrgji
vyskytuji ve forng esteti (Slanina a Taborska, 2004). Jejich aktivita seypdyd paitu
hydroxylovych skupin v molekule. To znamena,caa vic OH-skupin slogenina ma,
tim vyssi je jeji dinnost. RedevSim je znama kyselina benzoova a jeji derijzty je
nap. kyselina gallova a kyselina hydroxyslaova a jeji derivaty jako je napkyselina
chlorogenova, kyselina kadvova, kyselina ferulovéyselina sinapova. (Velisek, 1999).
V rostlinnych materialech jsou derivaty hydroxyskové kyseliny obsazeny mnohem

vice jak derivaty kyseliny benzoové (Stratil, 2007)

6.1.3.1.1 Kyselina gallova

Kyselina gallova je derivat kyseliny benzoové. Jé&omna v dubnkach, d@eSich,
dubové ke, ¢ajovych listcich a dalSich rostlinach. Vyskytujgadeve volné form, tak

i vazané form do tanirii, ze kterych je izolovana kyselou hydrolyzou. Vyskg se i v
estero¢ vazané formd na glukézu (gallotaniny a ellagotaniny), katechiny
(gallokatechin, epigallokatechin a epigallokatechgallat) nebo proantokyanidiny
(Stratil, 2007).

Kyselina gallovd ma antimikrobialni vlastnosti (f8ar2015). Dale vykazuje
protiplisiove, protinadorové a antioxidla (Kinky (Keeet al, 2014). Kyselina gallova
je nejvice obsazenym polyfenolenternémcaji. Fri vyzkumech byl také identifikovan
metabolit kyseliny gallové v lidskéngle, kterym je 4-O-methylgallova kyselina.
Pozdji byly v lidské mai identifikovany #i metabolity kyseliny gallové a to po
ctyitydennim piti 5 Salk cernéhocaje za den. Tyto metabolity byly popsany jako 4-O-
methylgallova kyselina, 3-O-methylgallova kyselia&,4-O-dimethylgallova kyselina.
Celkova exkreceéthto metabolii byla 1,5 mg za den, coZqustavuje pouze 7,5 %
pozité volné kyseliny gallové a 1,5 % celkové pé&Zikyseliny gallové. Poznatky
s tohoto vyzkumu by mohly byt pouzity jako potemmiamarker gijmu fenoh
z ¢ernéhacaje (Shahidi, Naczk, 2004).
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HO OH
OH

Obrazek 8 Kyselina gallova (Stratil, 2007)

6.1.3.1.2 Kyselina chlorogenova
Kyselina chlorogenova neboli 5-caffeoylchinova Kyse se fadi do skupiny
polyfenolickych kyselin s antioxidai aktivitou (Le-Bailet al., 2015). Tato kyselina se
nachazi hlavév kaw, bramborach a mnoha dalSich druzich zeleniny a®{8lanina a
Taborska, 2004).

Kyselina chlorogenova vykazuje protinadorow@nity, snizuje krevni tlak a

horetku, tlumi bolesti i onemocwni (Le-Bailet al.,2015).

HO, COH

CL i
HO™ Y Yo 7
OH
OH
OH

Obrazek 9Kyselina chlorogenové (Trna a Taborska, 2011)

6.1.3.1.3 Kyselina kdvova
Kyselina kavova je derivat hydroxyskeoové kyseliny. Ve volné a vazané fafme
nejvice se vyskytujici fenolovou kyselinou. V ovqaiedstavuje 75-100 % obsahu
hydroxyskdicové kyseliny. Bhem zrani se jeji koncentrace sice snizuje, ale jej
celkovy obsah se #t8ovanim plod zvysSuje (Stratil, 2007). Kyselinu kdvovou Izeihaj
v bylinkach, ka¥, vinu, ovoci a zelenin(David et al.,2015).

Kyselina kavova vykazuje antioxitiai, protizagtlivé, protinadorove,
protivirove, antimikrobialni, antialergické, hepptotektivni, antikarcinogennicinky
(Rodrigueset al.,2015).
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Obrazek 10Kyselina kdvova (David et al., 2015)

6.1.3.1.4 Kyselina ferulova
Kyselina ferulova neboli 4-hydroxy-3-methoxyskmva kyselina pati mezi derivaty
hydroxyskdicové kyseliny. Tato firodni polyfenolicka latka se nachazi v listech a
plodech jak ve forravolne, tak ve forréd vazané fes kovalenté konjugovanou vazbu
s polysacharidy, glykoproteiny, polyaminy, ligninenhydroxy mastnymi kyselinami v
bungéné sné rostlin (Kumar a Pruthi, 2014).

Tato fenolicka latka ma silné antioxiaa vlastnosti a fisobi preventivé pred
onemocgnim jako je rakovina, diabetes, kardiovaskularni emocrni a

neurodegenerativni onemdaen (Choi a Park, 2015).

Obrazek 11Kyselina ferulova (Trna a Taborska, 2011)

6.1.3.1.5 Kyselina sinapova

Kyselina sinapova p#t mezi derivaty kyseliny skicove. Tato kyselina je Siroce
rozSiena v rostlinnéiiSi a lze ji nalézt v ovoci, zelerina Zitu. Vykazuje silné
antioxidani, protizartlivé ucinky a chrani mozkove liky (neurony) ped poSkozenim

a odumiranim (Roy a Prince, 2012).

H
4CO N o
HO

OCHs

Obrazek 12Kyselina sinapovéa (Roy a Prince, 2012)
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6.1.3.1.6 Kyselina vanilova

Kyselina vanilova neboli 4-hydroxy-3-methoxybenzadwselina je oxidovana forma
vanilinu. Je také meziproduktem vyroby vanilinu yaséliny ferulové. Jeji ne§Si
mnoZstvi se nachazi vienovém systému byliny pochazejicCiny zvané Zen3en
(Swislocka et al., 2013). Tato kyselina vykazuje antimikrobialni, ibakterialni,
hepatoprotektivni, protirakovinné&tiaky. V tradiéni ¢inské medicit se tato kyselina
vyuziva @i cukrovce, vedech, horgce a pi vysokém krevnim tlaku (Sindhat al.,
2015).

OCH,
HO

Obrazek 13Kyselina vanilova (Sindhu et al., 2015)

6.1.3.1.7 Kyselina syringova

Kyselina syringova neboli 4-hydroxy-3,5-dimethoxgheova kyselina je kyselina
vyskytujici se v obilovinach jako je dmen, kukiice, proso, oves, ryze, Zitoirok a
pSenice. Tato kyselina vykazuje antioxXidg protirakovinné, antiprolifetai,

protirakovinné a hepatoprotektivndioky (Karthik et al.,2014)

Oy_OCH,

CH,0 OCH,
OH

Obrazek 14Kyselina syringova (Karthik et al., 2014)

6.1.3.1.8 Kyselina p-kumarova

Kyselina p-kumarova neboli 3-(4-hydroxyfenyl)-2-propenova déiyisa pati mezi
derivaty kyseliny skficové. Vyskytuje se v ovoci a zeletinMa silné antioxidéni
Gcinky. Je prevenci fied onemocEnim rakoviny Zaludku prostdnictvim inhibice

tvorby karcinogennych nitrosaniirfZitka et al.,2011).
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Obrazek 15 Kyselina p-kumarova (Zitka et al., 2011)

6.1.3.1.9 Vanilin

Vanilin neboli 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd itivdnlavni slozku ve sisi latek
dodavajici chti a aroma vanilce. V potravitglvi je velmi roz&enou latkou
vyuzivanou k ochucovani jidel. Vanilin patlge riziko nadorového onemosmi
tlustého gteva a inhibuje tvorbu bakterii (Zitkst al.,2011).

0]

N

Obrazek 16vanilin (Zitka et al., 2011)

6.1.3.1.10Kyselina protokatechova

Neboli 3,4-dihydroxybenzoova kyselina vzniké pxidaci adrenalinu. Je obsaZena
v rostlinnych produktech, jako jsou rfaprozny, cibule a v pryskigich. Tato kyselina
ma antioxidani, protizartlivé, protirakovinné, neuroprotektivni a antiapogé (&inky
(Zhanget al.,2015).

COOH

Obrazek 17Kyselina protokatechova (Zhang et al., 2015)
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6.1.3.1.113,4- dihydroxybenzaldehyd

Tato kyselina pét do skupiny derivdt kyseliny benzoové. Inhibuje oxitiai poSkozeni
DNA a apoptézy a to tim, Ze pailge indukci peroxidu vodiku, ktera vyvolava
oxidani stres. V |ékestvi se hoja vyuziva jakocinidlo, které misobi jako prevence

pied vznikem rakoviny (chemopreventivinidlo) (Jeonget al.,2009).

O

HO
OH

Obrazek 183,4- dihydroxybenzaldehyd (Jeong et al., 2009)

6.1.3.1.12Kyselina salicylova

Jejim derivatem je kyselina acetylsalicylova kys&lizndma jako aspirin. Vykazuje
silné protizastlivé inky a pouziva se ke snizeni hig. Vyskytuje se v ke vrby
bilé. ZvySuje biochemickou obranu rostlin proti kaZeni a to tim, Ze indukuje expresi
proteini souvisejicich s patogenezi. Tyttinky byly zaznamenany jiz v roce 1987, kdy
byla rostlina tabaku oeina aspirinem a vykazoval&t§i odolnost proti viru tabakové
mozaiky (Kumatret al.,2014).

OH

Obrazek 19kyselina salicylova (Kumar et al., 2014)
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7 STANOVENI BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

V souwasné dob je kdispozici rozsahla Skala modernich instrudenth technik,
které lze vyuZzivat ip laboratornim stanoveniiznych latek. Je ovSem nutnosti tyto
laboratorni techniky znat &t kdy a za jakych okolnosti kazdou z nich uplatnit.

Pokud je nap jako matrice zvolena rostlina, tak v ni se naclodzovska srés
raznych latek. Nejprve je pimba si z této sési vybrat pouze tu skupinu latek nebo
jednu danou latku, ktera ma byt stanovena, a pe tédy dilezité vybrat nejvhod)si
laboratorni techniku, kterd je schopna danou skufatek nebo jednu konkretni latku
spolehliv identifikovat (Klejdus, 2004).

Postup pi stanoveni biologicky aktivnich latek:

1) Vazeni, nebo zjiovani objemu daného vzorku

2) Uprava vzorku- viipad tekutiny se pouziva centrifugace, filtrace,

vymrazovani a vippad pevné latky se pouzivd homogenizace

3) Extrakce - pevnou, tuhou matrici jako je hapaso a rostliny je nutnagveézt

do roztoku
4) Recistovani techniky - nap extrakce pevnou fazi

5) Instrumentalni metody- #ap kapalinova chromatografie, plynova
chromatografie (Klejdus, 2004)

7.1 Extrakce

Jde o sepatai proces (dici) proces, kdy se dostavaji do kontakte chemisitelné
faze. Latky (analyty) se roZhji mezi tyto d¥ vzajemr nemisitelné faze. Latky
(analyty) se mezi tyto dvfaze ali na zaklad riazné rozpustnosti (rozdilnych
rozaslovacich koeficient) v pouzitych rozpoustllech. Cim vy3si je rozdil mezi
roz&klovacimi koeficienty latek, tim lepSi je jejich adeni (Borkovcova a
Kostrhounov4, 2013).

Cilem extrakce je selektivni az specifické &ddi latky od ostatnich slozek

nebo naopak separace rusicich latek od dané Bttkgvcova a Kostrhounova, 2013).

V rostlinnych materialech #erstvém stavu mohou byt flavonoidyigpbenim

enzymi rozkladany. Vzorky je proto vhodné pouZzit v su$enéofilizovaném nebo
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zmrazeném stavu. Pro extrakci rozpédEm se rozpoudtllo voli dle zavislosti na
typu stanovovaného flavonoidu. VelicéleZitou roli zde hraje polarita dané latky.
Mén¢ polarni flavonoidy (nap isoflavony, flavanony, methylované flavony a
flavanoly) jsou extrahovany v rozpo&dlech chloroformu, dichlormethanu,
diethyletheru nebo ethylacetatu. Zatimco glykosiéicflavonoidy a vice polarni
aglykony jsou extrahovany alkoholem nebo ve&simalkoholu s vodou. Glykosidy maji
zvySenou rozpustnost ve wgda proto je vhodné pouzit $m vodného roztoku
s alkoholem. Flavan-3-oly (katechiny, proanthokiimy a kondenzované taniny)

mohou byt extrahovanyimo vodou (Andersen a Markham, 2006).

7.1.1 Konvenéni extrakéni techniky

Principem konvegnich extraknich technik je fima extrakce vzorku z tuhé matrice
(nagr. rostlinné matrice, tablety, ¢které potravinové matrice) do rozpoidit.
Vytéznost a rychlost reakce zavisi na teplattlaku. Nejznam#)Simi metodami jsou

extrakce narepace a Soxhletova extrakce (Novakova, 2014).

7.1.1.1 Soxhletova metoda

Tato metoda probiha v Soxhletoextraktoru. Vzorek je umigt v extrakni patror,
ktera je vyrobena z papiru nebo celulozy (Klejd2@04). Pod extraki patronou je
umistna varna bi&ka, kterd je napkna vhodnym rozpoudtlem. Varna b#ka se
zahtiva kvaru rozpoustla a jeho pary stoupaji do chlaej kde kondenzuji.
Rozpou&tdlo kape na vzorek obsazeny v patroStednicast extraktoru se postupn
plni zkondenzovanym rozpogdtem, jehoZz hladina stoupd i v tenké&epadové
trubicce. Vystoupali hladina rozpousiia ve stedni ¢asti extraktoru k nejvySsiasti
piepadové truktky, tak roztok pete&e do destilani baiky, z které se ékavé
rozpoustdlo znovu destiluje. Nakonec se ziskad roztok jedmdo vice slozek
v destil@&ni baice, z niz se po ukdani extrakce rozpou&tlo vydestiluje. V bace tak
zustane jen izolovana sloZzka, goplozky (Borkovcova a Kostrhounova, 2013).

Vyhodou Soxhletovy extrakce je, Zze vzorek je ndastékontaktu serstvym
extraktem, coz usn#édje posun fazové rovnovahy. DalSi vyhodou je, Zeskarteni
extrakce neni pétba provést filtraci, coZz umtidje pouzit vzorek pro soabné
paralelni extrakce. S timto jsou spojeny nizké adkina zakladni vybaveni (Cast&b
al., 2010).
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Ve srovnani s dalSimi technikami velkou nevyhodéto textrakce je dlouha
doba patebna k extrakci a tim i velk& speba rozpustla, coz zvysSuje ndklady a také
muze zpsobit i problémy Zivotniho pragdi. Vzorky jsou extrahovanyipbodu varu
rozpoustdla po dlouhou dobu, a tim tbe dojit k tepelnému rozkladu tepldtn
nestabilnich vzork (Castroet al., 2010). Extrakni ¢as se pohybuje od 3-48 hodin
(Klejdus, 2004).

7.1.2 Moderni extrakéni techniky

7.1.2.1 Extrakce urychlenym tokem rozpouftla
Extrakce urychlenym tokem rozpo&dia je plré automatizovany proces, ktery slouzi

pro rychlou a snadnou extrakci latky (analytuji této extrakci se vyuziva zvysSené
teploty a tlaku,¢imZz dochazi ke zkraceni doby extrakce a sniZujesppateba
rozpoustdla. Extrakce probihaipteplo& nad bodem varu daného rozp@d$ (400-
200 °C). Cely ¢j probiha za vysokého tlaku (10-15 MPaisBbenim tlaku dochazi ke
snizeni povrchového né&p rozpoustdla a to tak mize pronikat hluboko do pdr
matrice. Timto dochazi k naruSeni matrice a zvysajgenos latky (analytu) z roztoku

do rozpoudtdla. Vysledkem je zvySen&ianost celé extrakce (Sabaal.,2015).

7.1.2.2 Mikrovinna extrakce
Mikrovinnou extrakci se rozumi neionizujiciieai, které je dano pohybem molekul

zpiasobenych migraci iofita ot&enim dipdli. Mikrovinnou extrakci Ize pouZzit pro
Sirokou Skalu biologicky aktivnich latek. Tlakovéikmovinnd extrakce je jednim
z nefastji pouzivanych systém ktery poskytuje rychlou extrakci s nizkou sebbu
rozpoustdla a zarove umoziuje extrakci az 16 vzotksowasré (Chenet al., 2008).
Doba extrakce se pohybuje od 12-30 min. Mikrovirexdrakce niZze probihat v
uzaweném a otaeném systému. Pouzivdnim uEwch extraknich nadob
mikrovinné z#&eni eliminuje problémy siphéivanim a minimalizuje tak degradaci
vzorku (Biesaga, 2011). Extrakce v tomto systémabiiva pod vySSim tlakem i
teplotou a proto se extrakce urychluje. Nictg@hed samotnym otéenim je pateba
mikrovinny extraktor vychladit na pokojovou teplpttekze tim se extrgki cas
vyrovna (Klejdus, 2004).
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Velkou vyhodou této extrakce je, Ze mikrovinnéerd pronika do materialu a
dohromady s polarnimi molekulami rozpaiBa se vytvé teplo, které stejnosnné
ohriva cely material. Timto se navySuje migrarychlost a také se urychlujedgghod

rozpoustdla do tuhé matrice a to usrage uvolréni analyti (Wang a Weller, 2006).

7.1.2.3 Modifikovana Soxhletova reakce

Rozdilem mezi konvami Soxhletovou metodou je v umist vzorku. Vzorek se zde
neextrahuje v extraki patrog za atmosferického tlaku, ale je vloZzen za idemtibk
podminek mezi extraki nadobu a chladi Cela extrakce probiha nad teplotou varu
rozpoustdla. Tim se zvySujedinnost extrakce a zkracuje se extmaikéas na 60 min
(Vaceket al, 2008).

7.2 CHROMATOGRAFICKE METODY

Chromatografické metody @at mezi nejvyznam&sSi ¢lanky mezi modernimi
separanimi technikami. Spolu s elektromigrdmi metodami jsou schopny separovat
velice slozité smsi a ziskat tak jednotlivé slozky s$ei ve vysocecistém az
homogennim stavu (Kralova, 2008).

Moderni chromatografické techniky slouzi nejen égarativnim telim, ale i
k Gcelam analytickym. Za pomoci chromatografickych techrlike tedy ziskat
kvalitativni i kvantitativni informace, tzn. kramidentifikace slozeni sési se da
stanovit i koncentrace jednotlivych slozek. Pronapl identifikaci je vSak pétba
propojeni s dalSimi metodami analytické chemiernbmotnostni spektrometrii, UV-
Vis spektrometrii apod. (Kralova, 2008).

Chromatografie séadi mezi sepatai metody. Principem je tedy metoda, kdy
se oddluji (separuji) slozky obsazené ve vzorku. Vzorek/klada mezi dv navzajem
nemisitelné faze. Tyto faze se nazyvaji mobilrér&ge pohyblivd a stacionarni, které
je nepohyblivd. Pohybem mobilni fazéep stacionarni fazi je vzorek unasen touto
soustavou. Ty slozky, které maji n&li afinitu ke stacionarni fazi, jsou zachycovany a
zadrzovany. Timto postuprdochazi k separaci jednotlivych slozek veg¢sinkdy se
nejprve oddluji slozky s menSi afinitou ke stacionarni fazipa té slozky s &sSi
afinitou (Klouda,2003).
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7.2.1 Kapalinova Chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalinrOproti plynové chromatografii
rozhoduje o separaci slozek vzorku nejen jejicimitai ke stacionarni fazi, ale také
pouzitd mobilni faze. iem separace se analyllidnezi mobilni a stacionarni fazi.
Cas, ktery stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisiafiaité analytu ke kazdé z nich
(Klouda, 2003).

V pocatcich 70. let se vyvinula z plynové chromatografigsoce dinna
kapalinova chromatografie (HPLC). Vysoké&nnosti je docileno vyuzitim stacionarni
faze, jejichz kolony jsou homogehivyplinéné malymicasticemi jednotného tvaru a
stejné velikosti. Mobilni faze protéka kolonou pegisokym tlakem (jednotky az
desitky MPa). Nkdy je tedy metoda nazyvana vysokotlaka kapalinova
chromatogragfie. Dale se davkuji mala mnozstvi kzafadow mikrolitry) (Adam,
2011).

Vyhodou HPLC je Siroké spektrum pouZitelnosti. Aalvat se mohou nap
ionty, polarni latky i nepolarni, malékave, tepeld nestabilni i vysokomolekularni.
DalSi obrovskou vyhodou je moznost éiavat separaci slozenim mobilni faze.

Nevyhodou oproti plynové chromatografii je né&mgsi insturmentace a

Mriviw s

7.2.2 Plynova chromatografie

V plynové chromatografii dochazi k distribuci slkAezorku mezi d¥ nemisitelné faze.
Mobilni fazi je nosny plyn, stacionarni fazi je pévatka (Kolb a Ettre, 2006). Vzorek
se vstikne do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolondikolorg se slozky odéuji
na zaklad razné afinity ke stacionarni fazi. Slozky, které o kolonu, jsou
detekovany pomoci detektoru, jehoz signal se vybodje a z'asového pibéhu
intenzity signélu se identifikuje druh a mnoZstastoupeni sloZzek (Klouda, 2003).

Z divodu gemeny analytu v plyny se mohou separovat pouze takatiéy,
které maji dostatey tlak syté pary, jsou tepelrstalé a maji relativni molekulovou
hmotnost mensSi nez 1000. Obéa® plynova chromatografie pouziva k separaciiplyn
vétSine  nedisociovatelnych kapalin, pevnych organickych lekal a mnoha
organkovovych latek (Klouda, 2003).

Plynova chromatografie neni pouzitelnA pro separacakromolekul,

organickych a anorganickych soli (Klouda, 2003).
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8 LECIVE BYLINY

Byliny jsou konzumovany ve forén¢aju jako vyluh ze suSenych bylin v teplé nebo
horké vo@d nebo jsou viEny z listi, kvétd, plodi, semen a k@ni rostlin. Bylinnécéaje
jsou Siroce znamy, protoZze obsahuji celadu &innych fytochemikalii s bilogickymi
acinky, které klads pasobi na lidské zdravi (Odt al.,2013).

Napomahaji sniZzovat riziko chronickych onemadn jako jsou alergie,
nespavost, bolesti hlavy, Uzkostesni poruchy, deprese a vysoky krevni tlak. Bylinné
¢aje maji antikarcinogenni, chemopreventivni, antdiasni a antimikrobialni aktivitu.
Timto pisobi blahodam pii onemocwrni souvisejicih s Zivotnim stylem (Qdt al.,
2013).

Kazda I€iva bylina samoizjm¢ s vyjimkou €ch jedovatych, je s@asreé také
potravinou. A proto nentlu dobré pedkladat byliny ve stale stejné fofra nepetrzite
se opakujicimi &éinnymi latkami. Navicdlo si po r¢jaké dolg na tyto latky navykne a
tim se oslabi i ten nejintenzigjsi inek. Neni tedy zcela spravné zvykat si jen na
n¢které druhy bylin a jiné uz neuzivat (Hirsch, 2Q13)

Je znamo, Ze kazda potravina, kterou jime nebmpijgiliS dlouho nebo §lis
jednostran& pripravenou, ztraci svoji zazmou vlastnost frodniho I€ebného
prostedku. Krong pripravy caje z I€ivych rostlin existuje i cel#ada jinych moznosti
podavani (Hirsch, 2013).

8.1 Piehled bylin

8.1.1 Stevie(Stevia rebaudiana)

Stevie je roz¥tveny husty kez ¢eledi hwzdnicovitych, pochazejici z oblasti Amambay
v severovychodni Paraguay. Vyskytuje se také vesinish ¢astech Brazilie a
Argentiny. Dnes se jejigstovani rozilo i do dalSich oblasti s$ta, Wetné Kanady a
n¢kterychéasti Evropy a Asie (Simonsohnova, 2013).

Stevia pati mezi vytrvalé byliny s rozsahlym kenovym systémem adhkymi
stonky produkujicimi malé eliptické listy. Rostlirdorista vySky az 1 mStevia
rebaudianaBertoni byla botanicky klasifikovana v roce 189dpm Moisé Santiago
Bertonim, ktery ji i podrob&ji popsal. Z pdatku ji volalEupatorium rebaudianunieji
nazev zminil na Stevia rebaudian8ertoni v roce 1905 (Simonsohnova, 2013).
Vsowasné dob je stevia dote zndma diky svému vysokému obsahu diterpenickych
glykosidi, které jsou zodpasné za sladkou cliu Souhrng se tyto latky nazyvaji
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steviosid. Z hlediska chemické struktury je stenigsopisovan jako glykosid. Je tedy
slozeny zeif molekul glukozy, které jsou spojene s aglykonowbaZzkou steviolem
(Lemus-Mondaca, 2012).

Steviosid je asi 300 krat sladSi neZ sachar6zajeTwyhodné zejména pro ty
osoby, které trpi obezitou, cukrovkou, zubnimi kambo onemocmim srdce. Rod
stevia obsahuje asi 250 specifickych drutale pouze dva druhy jsou schopné
produkovat diterpenické glykosidy. Jerebaudianaa phlebophylla(Lemus-Mondaca,
2012).

Obrazek 20 Stevia (Simonsohnova, 2013)

8.1.2 Koptiva dvoudomgUrtica dioica)
Kopiiva sefadi doceledi kogivovitych. Kopriva je zimuvzdorna rostlina distajici

vySky az 150 cm s vyraZmilovit¢ zubatymi listy. Vyskytuje se t&fpo celém sité.
Vyjma mladych vyhoni (bfezen aZ ksten) celou rostlinu pokryvaji Zahavé chloupky.
Od kwtna docervence ma rostlina bilozelenékenstvi (Wenzel, 2014).

Kopiiva obsahuje karotenoidy, flavonoidy, vysoké mneizehlorofylu, vitamin
A a C, mineralni soli (draslik, vapnik, Zelezdjsloviny, tuky, sacharidy a bilkoviny
(Gérnicka, 2014).

Kopiiva ma blahodarnéistici a detoxikani (inky. Tato rostlina obsahuje i
protizaretlivé latky a latky tiSici bolest. Proto se Ko@a hojre vyuziva pi 1écbé
revmatu a artritidy. Kofiva je podavana i ip potizich s méovym meEchyfem,
mocovymi cestami a ifd problémech s prostatou (Wenzel, 2014). Kep je také
doporwovana pi chudokrevnosti a anémii (Gornicka, 2014).
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Obrazek 21Kopfiva dvoudoma (Korbefaet al., 1973)

8.1.3 Salwj lékaiska(Salvia officinalis)
Salwj je rozsfenou rostlinou v jizni Evrapa Malé Asii. U nas jéasto gstovana jako

lécivka. Salj sefadi doceledi hluchavkovitych (Gato, 2013).

Salwj je vytrvaly, rozwtveny (polo)ké vysoky aZ 80 cm se pevnatlymi
v horni ¢asti jemr ochlupenymi ¥tvickami. Listy jsou plstnaté, ovalné zprvu se
Sedozelenym a pogjil spiSe stibfitym zabarvenim (Wenzel, 2014). Tato bylina kvete
pocatkem léta (Gato, 2013)

Salwj obsahuje glykosidy, kumarinygisloviny, enzymy, silice, flavonoidy,
saponiny a mineralni latky (Gato, 2013). Co s tiginku, tak Sal¥j rozpousti hleny a
ma antibakterialni dinky. Proto je velmi cefma v girodni medicid pti kasli,
nachlazeni a bolestech krku. Pouziva sdiizplud€&né-strevnich potizich, mjmu,
nechutenstvi, také k vyplaitim a kloktani pi zarétech zuli a poragni Ustni sliznice.
Zeny G&inky 3alwje vyuzivaji gi nadmérném poceni, navalech horka a jinych

klimakterickych potiZzich. Kromtoho ma tato bylina zlepSovat p&i{Wenzel, 2014).

Obrazek 22 Salvj (Korbelé* et al., 1973)
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8.1.4 Smetanka lékaka(Taraxacum officinale)

Smetanka |ékaka je vytrvala bylina, ktera gadi doceledi ¢cekankovitych. Smetanka
divoce roste ve &Siné oblasti s¥ta. V nekterych zemich Evropy se&sgtuje pro léebné
Gcely i jako zelenina na salat (Wenzel, 2014).

Smetanka Iékaka ma lopatkovité listy, které jsou lesklé, hladkBrubymi
pilovitymi zéezy. Mize dofistat az do vysky 30 cm. Duty stvol obdélako list a
koren, obsahuje méé@ou Favu. Na konci stvolu rostou Zluté &y, které po odkstu
tvori typické ochmyené nazky, které jsou us@aolané do kulovitého tvaru. Rostlina
kvete od jara do léta (Gato, 2013).

V tradicni a lidové medici® je smetanka znama svymi diuretickymi,
laxativnimi a choleretickymi dinky. Bylo také prok&dzano, Ze ma antidiabeticke,
antikarcinogenni, protizétlivé, antioxid&ni a prebiotické vlastnosti (Kenngt al,
2014). Rostlina se také pouziva jakair@dni lék proti gastrointenstinalnim

onemocgnim (Huberet al.,2015).

Obrazek 23Smetanka lélkaka (Korbeli et al., 1973)

8.1.5 Dobromysl obecnéOriganum vulgare)
Dobromysl pati mezi vytrvalé byliny rozgené v Evrop, Severni Africe, Americe a
Asii (Zhanget al., 2014).Radi se dogeledi hluchavkovitych (Stompfova, 2012). V
zapadni strayje bylina Siroce vyuzivana jako iemi a dale sediné pouziva v tradni
medicire pri 1écbé riznych onemoaini (Zhanget al.,2014).

Dobromysl je vinat chlupata rostlina déstajici vysky od 25 cm az do 90 cm.
Listy jsou fapikaté, vejité, celokrajné nebo #&te vroubkované. Kty jsou drobné,
raizové a jsou nahl@eny na vrcholu hlavni lodyhy do lichoktasebo hlavek s 5 az 25
jednotlivymi kwty (Stompfova, 2012).

Nat' dobromysli obsahuje silicefisloviny, hdciny, tannin, &kavy olej,

gumopryskyici a dalsi latky (Iburg, 2004). Silice se v tradi medicig hojre vyuzivaji
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pro I&bu nemoci jako je ryma, kaSel a zaZivaci poructhafget al.,2014). Dale se
silice vyuzZivaji jako antidepresivum.tipporuchach spanku, podporuji take jaterni
¢innost, sniZuji revmatické bolesti &gobi m@opudré (Stompfova, 2012). Diky svému
vysokému obsahuwkavych oleji a fenolickych latek (flavonidy, fenolické kyselny

rostlina vykazuje silné antimikrobialni a antioxtda (¢inky (Zhanget al.,2014).

Obrazek 24 DobromyskKorbel&: et al., 1973)

8.1.6 Mateaidouska obecn@lhymus serpyllum)
MatefidouSka seéadi doceledi hluchavkovitych. Je to vytrvaly ik donistajici vysky

asi 25 cm. Roste v trsech. V dolidsti ma zéevnatlé, casténé poléhave aasteéné
vystoupavé tvicky. Cernohrédé lodyhy maji na hranach chloupky. Listy jdapikaté
a maji vefity carkovany tvar. Kity jsou izové az fialové. Rostlina kvete ¢drvna do
srpna (Gato, 2013).

Z celé rostliny se vyuziva kvetouci thaktera se sbhira¢sne pred plnym
kvétem. Einnymi latkami jsou silice, hginy a #isloviny. Silice poméahaji uvabvat
kiete a dezinfikuji. H&iny a fisloviny napomahaji traveni a podporuji tvorbu icéoh
srav (lburg, 2004).

Materidouskovycaj tlumi bolesti Bicha, Kecovité bolesti v nadiiSku a sniZzuje
pocit plnosti. Kloktanicaje z mat&idousky, steji jako piti tohotoc¢aje po malych
douScich, pomahé&dipdrazdivém a davivém kasli. Dale se niteuSka pouziva zeen
ve forme tinktury pri bolestech revmatickych klodb (Iburg, 2004). Koupele s
matgidousSkou posiluji nervovou soustavu a hoji hnigawg. V dtskem I€itelstvi se
matgidouSka hoj vyuziva i nervozi€, vSeobecné slabosti d&i machlazeni (Au,
2006).
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Obrazek 25 MatefidouSka (KorbelAet al., 1973)

8.1.7 Cekanka obecngCichorium intybus)
Cekanka se&adi doceledi ¢ekankovitych. Tato rostlina méa tuhoustvenou, hranatou

lodyhu, ktera je vysokad az metr ailp Listy ma podlouhlé, dolni chobotrat
perenolal@naté, horni kopinaté&ekanka kvete odervna do z# jasré modrymi kwsty
(Gato, 2013).

Z celé rostliny se vyuziva ken a nd. Cekanka ma vysoky obsah organické
vody, kterou biiky v organismu nejlépe ustbavaji. Dale obsahuje stopové mnoZzstvi
sacharid a je bohatym zdrojem drasliku, vapniku, fosfor¢tku, manganu, vitaminu
C, A a betakarotenu. Natidou chu’ ji dodavaji latky inulin a intibin (Gérnicka, 2011
DalSimi dilezitymi obsahovymi latkami jsodisloviny a silice. Fisloviny zneSkoduji
choroboplodné bakterie ve sliznicich. oy pozitivne ovliviuji travici procesy
(Iburg, 2004).

Cekanka podporuje zejména latkovou wm, &innost jater, Zléniku a tvorbu
Zluce. Podporuje traveni a pomaha snizovat hladinunkhev cukru. Zeva se tato
rostlina vyuziva k vypladim i pii zarstech spojivek a vek. Cekanka rovaz

pomaha § pocitu plnosti, nadymani a bolestedircha (lburg, 2004).

Obrazek 26 Cekanka (Korbelaet al., 1973)
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8.1.8 Jitrocel kopinaty(Plantago lanceolata)
Jitrocel seradi doceledi jitrocelovitych. Je to vytrvala bylina. Tatostlina ma listy v

piizemni 6zici, témet lysé, ¥tSinou [Fimé, rozptylené, chlupaté, tzce kopinatégtgv
jsou nahgdlé. Jitrocel roste na loukach a okrajich cestoTastlina kvete od kitna do
z&i (Stompfova, 2012). Z rostliny se vyuzivaji listgela nd a semena. Jitrocel
obsahuje slizové latky fisloviny, flavonoidy, kyselinu temiitou a antibakterialni
iridoidglykosid (aukubin) (Stompfova, 2012). Daileqgcel obsahuje karoten, vitamin C,
haoiciny, tiisloviny, organické kyseliny a mineralni solieins kyseliny kemicité a soli
zinku a siry (Gornicka, 2011).

Caj, ¥ava nebo sirup z jitrocele jsowidnym prostedkem proti kadli. Dale
jitrocel potl&uje zarty, uvoluje hluboko usazené hleny a usige odkaslavani
dokonce i pi chronickém¢i ¢cerném kasli (Stompfova, 2012). Jitrocel je dogoman
uzivat zejménaipnachlazeni provazeném teplotoii, Arétech v Ustni dutiéa hltanu
(Jahod§ 2010). Zevn se jitrocel pouziva jako prvni pomodgi popaleni kofivou,
bodnuti hmyzem nebofipdrobnych odeninach (Stompfova, 2012). Dale jitrocel
zlepSuje srazlivost krvegisti krev, plice i zZaludek, uviblije kiece hladkych svdil
hornich cest dychacich a ma¢opudné dinky (Gérnicka, 2011).

Obrazek 27 Jitrocel (Korbel# et al., 1973)
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9 MATERIAL A METODIKA

Vzorky ¢aji pro stanoveni antioxidaintoyly zakoupeny v prodefnNaturka v Br&.
Naturka je prodejna, ktera se specializuje na zirawyZivu. Poskytuje Sirokou Skalu
vyrobki, které misobi blahodam na lidské ogsnimus. V prodejrize zakoupitéaje,
byliny, potraviny pro bezlepkovou dietu, DIA potmy, pfirodni kosmetiku atzné
potravinové dopiky.

Pro analyzu zde bylo zakoupeno osm viobylinnych sypanychktaju. Mezi
vybranymi vzorky je Sakj (na’), smetanka (list), stevie (list), jitrocel (lis§ekanka
(na’), matéidousSka (né) a dobromysl (nd. Zakladni charakteristik&thto vzorki je
popsana v tabulogl
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Tab. 1Popis vzork pro analyzu

Popis vzorki pro analyzu

-

cast
Nazev byliny latinsky nazev i ¢islo Sarze| hmotnogt cena | vyrobenpozn. vz. pro analyz
rostliny
Salwj lékarska Salvia officinalis na’ 140709 50g | 39,K| CR 1
Kopriva o .
) Urtica dioica na’ 140715 50g | 39-K] CR 2
dvoudoma
Jitrocel kopinaty | Plantago lanceolata]  list 140729 5049 39,K| CR 3
Dobromysl obecng Origanum vulgare na’ 140522 509 39,-K| CR 4
Materidouska ¥
] Thymus serpyllum na’ 140805 509 39,-K| CR 5
obecna
Smetanka |ékaka| taraxacum officinalg  list 140325 509 39,-K| CR 6
Stevie Stevia rebaudiana| list 140512 50g | 39,| CR 7
Cekanka obecnd Cichorium intybus nat 140130 50g | 39,K| CR 8
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9.1 Chemikalie
Chemikalie, které byly pouzity pro analyzu dosahpvéstoty p. a. Rozpou&tla

pouzité jako mobilni faze dosahovalistoty HPLC gradient grade. Pro identifikaci
kyseliny gallové, protokatechovg;hydroxybenzoove, chlorogenové, vanilove, kavove,
syringové, p-kumarové, salicylove, ferulové, sinapove, defiviayseliny benzoové a
skaiicové, 3,4-dihydroxybenzaldehydu a vanilinu, bygkaupeny standardy u firmy
Sigma-Aldrich, s.r.o (Prahaeska republika). Kyselina octova, metanol a acéibni
byly paizeny u firmy Labicom s.r.o (Olomou€eska republika). Demineralizovana

voda byla vyrobena vifstroji Milli Q RG (Millipore, Massachussets, USA).

9.2 Pristrojové vybaveni
Trepaka IKA KS 4000i (IkaWerke, Bmecko), Soxhléiv extraktor KHS 1 (IkaWerke,

Némecko) K vlastni separaci byl pouzit chromatogk# 1200 (Agilent Technologies,
Palo Alto, USA). Chromatograf se sklada z vakuodplyovaci jednotky (model
G1379B), binarni pumpy, mobilni faze (G1312B) aocaudtického davkowa vzorku
(G1367D). Vysokotinny kapalinovy chromatograf byl propojen s DAD eldbrem
(G1315C) a hmotnostnim detektorem typu trojity kvadl s ESI (6460 Triple Quad
LC/MS/G6460A).

9.3 Extrakce fenolovych kyselin
Pro extrakci fenolovych kyselin z pevného materidduroztoku byla pouzita extrakce

na tepace a Soxhletova urychlena extrakce. Pro extrakctigpace byla pouZzita
teplota 30 °C a 50 °Cipkonstantnich kmitech 140 @&k/min. Z kazdého vzorku
sypanéha@aje se navazilo 0,5 g. Navazka se kvantitétipifevedla do Erlenmeyerovy
baiky o objemu 50 ml a byla smichana s 20 ml rozpal&t metanolu o 50 %
koncentraci (200 ml dest. vody a 200 ml metandlakto @ipravené vzorky byly dany
na fepaku a extrahovaly se po dobu 60 min. Po té se vzpfikyovaly, pevedly do
odmerné baiky o objemu 50 ml a doplnily po rysku metanolem.tBdylo odebrano
automatickou pipetou 1 ml taktofipraveného vzorku do vialky pro analyzu na
chromatografu.

Pti Soxhletow extrakci bylo pouzito rozpou&tlo metanolu o koncentraci 50% a
80%. Z kazdého vzorku se navézilo 0,5 g. Navazk&wamtitativre prevedla do
Soxhletovy trubice, do lahsky se odndtilo 40 ml rozpous&tdla metanolu a navazka v

trubici se pevrstvila 10 ml rozpoustlla metanolu. Samotna extrakce probihala ve dvou
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30 minutovych cyklech i teplo& 150 °C. Po té se vzorky Zfiltrovaly a kvantitativn
pievedly do odrérné baiky o objemu 50 ml a doplinily po rysku metanolena te bylo
odebrano automatickou pipetou 1 ml takigomaveného vzorku do vialky pro analyzu

na chromatografu.

9.4 Stanoveni obsahu polyfenolickych slaienin
Stanoveni pro¥hlo na vysokotinném kapalinovém chromatografu HP 1200 na

reverzni fazi. Pro separaci byla vyuzita kolonabéor Porschell EC 18 o rozmech
3.0x50 mm a velikosttastic 2,7 um (Agilent Technologies, USA). Pro sapabyl
pouZzit linearni gradient o sloZeni mobilni faze aned (A) a 0,2% kyselina octovéa (v/v)
(B), pti pratoku 0,6 ml/min. Linearni gradientdase: 0 min 85 % slozky (B) do 0,17
min 85 % slozky (B); Wase 0,51 min 75 % slozky (B); ¢ase 1,70 min 70 % slozky
(B) do 4 min; v¢ase 6 min navrat na 85 % slozky (B).

Jednotlivé latky byly identifikovany v trojitém kdeupolu, ktery pracoval v
ESI v negativnim modu. Teplota suSiciho plynu 1308 °C, pétok suSiciho plynu 12
I/min, nebuliz&ni tlak 45 psi, teplota zadevaciho plynu 250 °C, ptok zaostovaciho
plynu 11 I/min, nagti na kapilde 3500 V.
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10 VYSLEDKY

Pro separaci polyfenolicych latek ve vybranych eadr sypanych bylinnychaju byla
pouzita vysoko&inna kapalinova chromatografie propojena s DAD kierem a
hmotnostnim detektorem typu trojity kvadrupdl. Vermovovanych vzorcich byly
analyzovany tyto polyfenolické sldeniny: kyselina gallovd, protokatechov@s
hydroxybenzoova, chlorogenova, vanilova, kavovéinggva, p-kumarova, salicylova,
ferulova, sinapova, derivaty kyseliny benzoové ariskvé 3,4-dihydroxybenzaldehyd a
vanilin. Retegini ¢asy, gechody, fragmentace a kolizni energie analyzovangtdk

jsou uvedeny v tabulce 2

Tab. 2Prehled reterinichc¢asi, prechod:, fragmentaci a koliznich energii
stanovovanych latek

tr Slouenina Prechod Fragmentace Kolizn_l'
[min] [V] [V] energie
0,64 kyselina gallova 169125 100 10
1,05 kyselina protokatechova 15309 100 10
1,48 3,4-dihydroxybenzaldehyd 13208 120 20
1,75 | kyseling-hydroxybenzoova 137—93 100 10

2 kyselina chlorogenova 353191 100 10
2,39 kyselina vanilova 164152 100 20
2,27 p-hydroxybenzaldehyd 12392 120 10
2,43 kyselina kdvova 179135 100 10
2,77 kyselina syringova 19¥182 100 10
2,86 vanilin 1515136 100 10
3,36 kyselingp-kumarova 163»119 100 10
3,84 kyselina ferulova 193134 100 10
3,82 kyselina salicylova 13493 100 10
4,05 kyselina sinapova 22308 100 10
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10.1KALIBRACE
Pred analyzou vybranych fenolovych kyselin a jejienidati byla udlana kalibrace na

koncentracidchto latek. Pro kalibrace byla vybrana metotianpho stanoveni. Ro&th
koncentraci bylo od 0,2 do 5 ng/ml. Parametry pdewe/ch kalibraci jsou zaznamenany

v tabulceg. 3.

Tab. 3Parametry pro kvantitativni HPLC-MS/MS analyzu 8% MRM modu

Sloucenina [ng/ml] Kalibra éni rovnice [ng/ml] R2 | LOD | LOQ
kyselina gallova y= 3135, 647x-36,405 0,999934 | 1,02
kyselina protokatechova y=8139,601x-195,621 ,9999| 0,23 | 0,69
3,4-dihydroxybenzaldehyd y=2346,704x-2,823 9982| 0,08 | 0,24
Kyselinap-hydroxybenzoova y=16089,319x-213,725| 0,9999,45| 1,35
kyselina chlorogenova y=4643,531x-109,358 0,996P2 | 0,66
kyselina vanilova y=3113,317x+13,799 0,9992,28 | 0,84
p-hydroxybenzaldehyd y= 8240,279x+385,310 0,9910125 | 0,75
kyselina kdvova y=6975,404x-158,357 0,992m23 | 0,69
kyselina syringova y=1236,169x+35,623 0,906221 | 0,63
vanilin y=13236,850x+65,638 0,9980,43 | 1,29
kyselinap-kumarova y=11118,755x-293,445  0,9999,53 | 1,59
kyselina ferulova y=1881,317x-83,309 0,9961,30 | 0,90
kyselina salicylova y=42852,142x-2422,165 0,998145 | 1,35
kyselina sinapova y=1086,551x-19,476 0,908916 | 0,48

Statisticka analyza dat
Vysledky nefeni byly statisticky vyhodnoceny pomoci analyzyptyfu (ANOVA)

s naslednym Tukeyovym testem (STATISTICA ver. 1®oiet opakovani n)
uvedenych v tabulkach ozhge paet individualnich bylin progrovanych na kazdou
extrakeni metodu. Pro zaji&hi reprodukovatelnosti byly provedeny édwezavisla

opakovani experimentu.
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11 STATISTICKE VYHODNOCENI

Tab. 4 Extrakeni techniky pro bylinu Sady

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina Trepatka (30°C) Soxhlet (50%) Tepatka (50°C) Soxhlet (80%)
3,4- dihydroxybenzaldehyd 9,313+0,594d 17,788785 c 42,571 £2,041 a 36,081 + 1,790 K
kyselina kavova 66,279 + 1,988 c 186,399 + 4,124 A 60,557 + 2,098¢ 92,131 + 3,266 b
kyselina chlorogenova 2,714 £ 0,082 c 4,652 + 0[425 37,141 + 0,869 a 2,613 +£0,080 c

kyselina ferulova

47,581 + 2,190 a

46,536 + 1,155 g

20,207 £1,052 c

26,887 £ 1,150 b

kyselina gallova

1,422 + 0,082 b

2,156 + 0,082 a

44Q,+ 0,056 b

1,425+ 0,080 b

kyselinap-kumarova

12,302 + 0,572 b

14,869 + 0,572 a

8,50B27 c

8,391 + 0,407 c

p-hydroxybenzaldehyd

0,793 +£0,028 b

0,928 + 0,021 a

0,932 + 0,028 a

0,889 £ 0,019 b

kyselinap-hydroxybenzoova

9,051 £0,490 b

10,649 + 0,408 3

, 330+ 0,245 ¢

6,165 + 0,327 c

kyselina protokatechova

7,152 + 0,327 C

12,0354 ®ab

13,447 £ 0,572 a

11,969 + 0,490 K

kyselina salicylova

11,370 + 0,654 ab

12,933 + 5,43

14,135 + 0,860 a

13,438 + 0,605 §

kyselina sinapova

2,682 +0,082 b

2,671 +0,163 b

, 388+ 0,163 a

n.d

kyselina syringova

9,582 + 0,490 a

9,266 + 0,327 a

2,825+0,082 b

1,329+ 0,051 c

kyselina vanilova

19,127 + 0,816 b

22,393 +1,225 3

5,771 +0,245C

5,638 + 0,245 c

vanilin

9,170+ 0,571 b

11,490 £ 0,735 a

6,464320,c

5,446 + 0,245 c

Data jsou vyjadiFena v praimérnych hodnotach vpg/g susené hmoty +,sHodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se

signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce¢. 4 z uvedenych hodnot polyfenolickych kyselin pgdinu Sal\j vidime, Ze
nejvyssi hodnoty doséhla kyselina kavova 186,384 a to pi pouZziti Soxhletovy
extrakini metody s koncentraci rozpotdia metanolu 50%. VySSi mnoZstvi bylo
nantieno i u kyseliny 3,4-dihydroxybenzaldehyd simpérnou hodnotou 42,57iig/g

za pouziti extraéni techniky fepaky pii 50 °C a u kyseliny ferulové s hodnotami
47,581 ug/g a 46,536ug/g @i pouziti extrakce narepace za teploty 30 °C a
Soxhletovy extrakce v rozpowgdte metanolu o koncentraci 50%. NejvysSSich hodnot
bylo dosazeno ip extrakini meto@d Soxhletovy extrakce v rozpowdte metanolu o
koncentraci 50%.
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Tab. 5 Extrak’ni techniky pro bylinu kajpru

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

TFepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4-dihydroxybenzaldehyd

10,834 + 0,689 d

16,611888 c

40,519 + 1,405 3

36,840 + 1,263 Iy

kyselina kdvova

101,236 + 1,547 d

445 + 2,021 b

,d58+ 0,857 C

565,123 + 1,633 4

kyselina chlorogenova

365,372 + 33,309 ¢

953,638,282 b

498,541 + 167,809

d111,231 + 180,261 a

kyselina ferulova

30,408 + 1,138 b

37,428 + 1,858

24,428 + 1,523 ¢

25439+ 1,225 ¢

kyselina gallova

7,952 + 0,327 a

7,236 + 0,327 a

458 + 0,086 c

4,733 +0,163 b

kyselinap-kumarova

23,926 +1,061d

43,643 £ 2,039 1

3141825 c

48,964 + 2,582 a

p-hydroxybenzaldehyd

1,911+ 0,088 c

3,887 £ 0,127 a

1,853 + 0,081

c 6@2;90,081 b

kyselinap-hydroxybenzoova

12,879 + 0,653 a

14,550 + 0,653

b 8,742 + 0,408 b

9,342 £0,572 b

)

kyselina protokatechova 22,395+ 1,223 & 21,3041 a 23,596 + 0,981 4 25,027 + 1,225 &

kyselina salicylova 7,522 + 0,327 C 11,285 + 0,345 10,250 £ 0,492 b 10,664 + 0,327 al

kyselina sinapova n.d n.d n.d 3,041 £ 0,163 4
kyselina syringova 1,688 £ 0,076 b 4,791 + 0,163 | n.d 1,525+ 0,082 b

kyselina vanilova 8,179 £ 0,327 c 45,145+ 2,754y 2,536 +£ 0,082 d 90,812 + 0,163 a
2,313+0,082d 3,034 +£0,163 c 4,965 63 4 3,611 +£0,163 b

vanilin

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g suSené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se

signifikantn & nelisi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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Z tabulky¢. 5 je vickt, Ze v bylirg kopiivé bylo nangieno vysoké mnozstvi kyseliny
chlorogenové 1111,23jlg/g. Tohoto mnoZstvi bylo dosazeno Soxhletovouadxirv
rozpoustdle metanolu o koncentraci 80%. Druhou nejvice agstnou kyselinou je
kyselina kavova, kterd zde byla identifikovdna v oxstvi 565,123ug/g. Tohoto
mnozstvi bylo rov&Z dosaZzeno Soxhletovou extrakci s koncentraci roAfitia
metanolu 80%. VySSi mnozstvi bylo také identifikowau kyseliny vanilové 90,812
ug/g pi Soxhletow extrakci obsahujici rozpowsio metanol o koncentraci 80%.
NejvySSich hodnot bylo dosazen# foxhletow extrakci v rozpougtlle metanolu o
koncentraci 50%.
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Tab. 6 Exrak’ni techniky pro bylinu jitrocel

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

Tepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4- dihydroxybenzaldehyd

3,588 + 0,205 ¢

5,331+0,163 b

11,633+ 0,455 a

12,140 + 0,573 a

kyselina kdvova

17,366 + 0,694 d

59,466 + 1,764 a

14,744 + 0,616 b

17,031 +£0,735¢C

kyselina chlorogenova

302,634 +7,229d

2081,646 + 43,396 a

640,408 + 16,649 |

530,097 + 8,849 ¢

kyselina ferulova

24,625 + 1,280 a

15,149+ 0,653 b

12,307 + 0,572 C

15,784 + 0,490 b

kyselina gallova

1,402 + 0,082 b

5,255+ 0,163 a

1,393 +0,082 b

1,626 + 0,084 b

kyselinap-kumarova

18,739 + 1,023 a

13,629 + 0,735 b

9,024 + 0,408 c

9,531 +0,245C

p-hydroxybenzaldehyd

2,105+ 0,084 a

0,806 + 0,021 c

1,841 + 0,063 b

1,727 +£0,079 b

kyselinap-hydroxybenzoova

4,925 + 0,163 a

4,210+ 0,163 b

3,917 £ 0,163 bd

3,920 + 0,163 bcdg

kyselina protokatechova

5,861 +0,163d

12,351 £ 0,572 a

8,422 +0,490 b

7,952 £ 0,245 bc

kyselina salicylova

6,124 + 0,245

9,568 + 0,490 a

5,871+0,327 b

6,595+ 0,245 b

kyselina sinapova

n.d

n.d

2,697 +0,082 a

n.d

kyselina syringova

12,319 +0,735 a

4,411 0,237 b

n.d

1,753 £ 0,047 c

kyselina vanilova

123,939 + 6,428 a

6,069 +£0,245d

42,543 +1,531 ¢

54,339 +£1,592 b

vanilin

5,127 £0,245 b

8,924 + 0,245 a

4,033+0,245cC

3,394 + 0,245 cd

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g suSené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se
signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce¢. 6 v bylirg jitrocel vykazovala nejvy$Si mnozstvi kyselinaarbgenova
2081,466ug/g pi Soxhletow extrakci v rozpougtlle metanolu o koncentraci 50%.
Druhou nejvice zastoupenou kyselinou je kyselinailgaa 123,939ug/g @i pouZziti
trepaky za teploty 30 °C. VySSi mnoZzstvi bylo identifilkmno i u kyseliny kavové
59,466 ng/g @i Soxhletow extrakci v rozpoustlle metanolu o koncentraci 50%.
vSech extragnich technikach pohybovaly v rozmezi od 0,806-2 16/g. NejvysSich
hodnot bylo dosaZenofippouziti Soxhletovy extrakce v rozpoédle metanolu o

koncentraci 50% atppouziti tepaky za teploty 30 °C.
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Tab. 7 Extrak’ni techniky v byliéidobromysl|

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

Tepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4-dihydroxybenzaldehyd

30,804 + 1,027 d

44,537 +1,921 c

148,752 + 5,710 g

85,173+ 1,807 b

kyselina kdvova

264,074 + 5,996 c

356,023 + 7,284 a

299,535 + 9,927

148,236 + 8,185 d

kyselina chlorogenova

203,711 +7,675d

384,760 + 13,272

639,412 + 15,399

496,192 + 12,670 b

kyselina ferulova

12,423 + 0,468 a

12,482 + 0,287 a

9,156 £ 0,327 b

8,313+0,245Db

kyselina gallova

13,153 + 0,408 b

19,969 £ 0,776 a

5,475+ 0,163 c

14,382 + 0,439 b

kyselinap-kumarova

16,248 + 0,898 a

18,303 + 0,863 a

12,841 + 0,490 b

17,262 £ 0,765 a

p-hydroxybenzaldehyd

5,524 + 0,247 C

6,804 £ 0,245 b

7,517 + 0,327 a

6,711+ 0,163 ab

kyselinap-hydroxybenzoova

35,436 £1,675b

45,389 + 2,264 a

30,448 £+ 1,313 b

21,479 +1,089 c

kyselina protokatechova

135,992 + 4,213 ¢

194,100 + 8,456 b

290,030 + 8,550 ¢

143,754 £ 5,091 c

kyselina salicylova

11,327 £ 0,490 c

20,650 + 1,191 ab

17,625+ 1,232 b

20,012 + 0,860 a

kyselina sinapova

n.d

2,909 +0,128 a

n.d

2,986 + 0,082 a

kyselina syringova

12,885+ 0,572 b

8,785+ 0,408 c

16,226 + 0,823 a

7,682 + 0,408 c

kyselina vanilova

14,637 + 0,653 a

15,224 £ 0,572 a

3,653 +0,163 b

3,705+0,082 b

vanilin

3,601 +£0,163 b

2,203 +0,082d

2,916 + 0,082 c

4,703 +0,163 a

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g suSené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se
signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce ¢. 7 v byline dobromysl bylo identifikovdno nejvySSi mnoZstviskliny
chlorogenové 639,121g/g pi pouziti tepaky za teploty 50 °C. Druhou nejvice
obsazenou kyselinou je kyselina kavova 356,08/8 pi vyuziti Soxhletovy extrakce v
rozpoustdle metanolu o koncentraci 50%. VySSi mnoZstvi bykreieno také u
kyseliny protokatechové 290,08@/g @i pouziti tepaky za teploty 50 °C a u kyseliny
3,4-dihydroxybenzaldehyd 148,758/g také pi extrakci natepace za teploty 50 °C.
Nej&ingjSi  extrakni technikou zde byla Soxhletova extrakce s komeent
rozpoustdla metanolu 50%.
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Tab. 8 Extrak’ni techniky pro bylinu mat&lousku

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

TFepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4- dihydroxybenzaldehyd

20,424 +0,818 d

34,564 + 2,325 €

97,419 + 2,449 a

80,119 + 2,653 b

kyselina kdvova

241,736 + 5,547 b

412,205 + 8,454 a

219,996 + 7,171 bc

260,020 + 8,318 b

kyselina chlorogenova

117,121 +3,071 b

71,643 +4,775cC

219,937 + 8,929 a

208,176 + 9,692 a

kyselina ferulova

21,480 +1,242 b

30,720 + 1,337 a

13,044 + 0,821 c

15,684 + 0,572 C

kyselina gallova

25,303 + 0,531 a

19,204 + 0,658 b

1,952 + 0,082 c

21,415+1,143 b

kyselinap-kumarova

19,998 + 0,898 b

30,701 +1,061 a

16,458 £ 0,819 c

17,394 +£ 0,735 C

p-hydroxybenzaldehyd

2,532 + 0,150 a

1,617 +0,074 b

0,868 + 0,025 d

1,235+0,072 c

kyselinap-hydroxybenzoova

15,918 + 0,408 b

18,266 + 0,878 a

11,277 +0,735¢C

10,810 + 0,408 c

kyselina protokatechova

20,445+ 1,088 b

24,482 + 1,061 b

32,813 + 0,987 a

35,289+ 1,777 a

kyselina salicylova

16,351 + 0,835 C

22,508 +1,218 b

23,470 £ 1,174 ab

25,499 + 0,944 a

kyselina sinapova

2,957 £0,164 b

3,731 +0,245 a

n.d

3,174 £ 0,156 b

kyselina syringova

21,284 +1,174 Db

30,918 +1,147 a

7,291 +£0,327d

11,047 £ 0,653

kyselina vanilova

6,796 £ 0,162 b

13,649 £ 0,411 a

2,214 + 0,082 c

2,703 + 0,082 c

vanilin

2,753 +0,082 c

4,731 +0,163 a

2,825+ 0,086 c

4,155 + 0,245 b

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g susené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se
signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce¢. 8 vidime, Ze v bylia matégidouSce ma nefSi zastoupeni kyselina kavova
412,205ug/g pi Soxhletow extrakci v rozpoustlle metanolu s koncentraci 50%.
Druhou nejvice zastoupenou kyselinou je kyselinlrolgenova v mnozstvi 219,937
ug/g @i extrakci naitepace za teploty 50 °C. VyrazrvySSi mnoZzstvi bylo nagreno i

u kyseliny 3,4-dihydroxybenzaldehyd 97,44§/g i vyuZziti trepaky za teploty 50 °C.
Nej&ingjSi extrakni technikou zde byla Soxhletova extrakce v rozfuliétmetanolu o
koncentraci 50%.
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Tab. 9 Extrak’ni techniky pro bylinu smetanku

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

TFepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4- dihydroxybenzaldehyd

26,001 + 0,898 ¢

37,586 + 1,872 b

88,156 + 4,749 a

81,281 +1,641 a

kyselina kdvova

494,119 + 10,272 b

588,153 + 28,139 a

299,921 + 11,967 d

365,267 + 9,187 c

kyselina chlorogenova

826,895+ 17,252 c

1156,407 + 27,001 K

1580,354 + 89,760 &

1637,351 + 92,021 &

kyselina ferulova

21,497 +1,164 b

27,162 +1,225 a

12,829 + 0,408 c

5,881 +0,163d

kyselina gallova

7,469 + 0,163 a

6,362 £ 0,245 b

6,059 £ 0,245 b

6,468 + 0,327 b

kyselinap-kumarova

85,129 + 3,868 a

86,591 + 2,748 a

62,597 £2,197 b

54,701 +£2,181 b

p-hydroxybenzaldehyd

1,311 +0,072 b

1,353 +0,085b

1,695 + 0,086 a

1,852 +0,091 a

kyselinap-hydroxybenzoova

10,768 + 0,490 a

11,842 + 0,287 a

7,635+0,245 b

9,772 £ 0,327 a

kyselina protokatechova

28,541 +1,051 c

33,136 £1,173 b

42,247 +1,862 a

39,573 £ 2,952 ab

kyselina salicylova

9,063 £ 0,408 b

10,236 + 0,408 b

10,682 + 0,408 b

15,739 + 0,898 a

kyselina sinapova

2,367 £0,163 b

n.d

2,744 + 0,163 a

n.d

kyselina syringova

4,954 + 0,163 b

8,562 + 0,490 a

0,749 +0,016 d

2,036 0,125 ¢c

kyselina vanilova

5,478 £0,205 b

6,857 + 0,163 a

1,228 +0,082d

2,156 + 0,047 c

vanilin

2,523 +£0,073 b

3,035+ 0,082 a

2,139 + 0,080 c

1,977 +0,082 c

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g suSené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se
signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce¢. 9 pro bylinu smetanku je mozné pozorovat, Ze &&jvzastoupeni ma
kyselina chlorogenova s hodnotami 1637,3pd/g a 1580,354ug/g pi pouZiti
Soxhletovy extrakce s koncentraci rozpédit metanolu 80% a extrakce riepace

pii teplo& 50 °C. Druhou nejvice zastoupenou kyselinou jesliya kdvova v mnozstvi
588,153ug/g [i pouziti Soxhletovy extrakce v rozpo&de metanolu o koncentraci
50%. VyS8Si mnozstvi zaujimd i kyselina 3,4-dihydimanzaldehyd s hodnotami 88,156
ug/g a 81,281lug/g @i pouziti extrakce naiépace za teploty 50 °C a Soxhletovy
extrakce v rozpou&tle metanolu o koncentraci 80%. VySSi mnoZstvi bylo
identifikovano i u kyselinyp-kumarové s hodnotami 86,58j/g a 85,129ug/g @i
pouziti Soxhletovy extrakce s koncentraci rozpglat metanolu 50% adpaky za
teploty 30 °C. NejaingjSi extrakni technikou zde byla Soxhletova extrakce s

koncentraci rozpou&dla metanolu 50%.
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Tab. 10 Extrakeni techniky pro bylinu stevii

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

Tepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4 dihydroxybenzaldehyd

17,961 + 0,616 d

30,666 + 0,947 ¢

70,292 + 3,266 a

58,339 +£ 2,008 b

kyselina kdvova

237,665 + 6,222 b

320,005 + 6,716 a

169,977 + 7,118 d

216,909 + 4,899 c

kyselina chlorogenova

7620,917 + 162,168 c

8098,765 + 163,537 ¢

15452,469 * 343,580

17313,355 *+ 359,963

kyselina ferulova

9,041 +0,450 b

12,830 + 0,327 a

7,133 +0,245 ¢

7,077 +£0,327 C

kyselina gallova

4,833 +0,165 C

11,964 + 0,653 b

11,286 + 0,653 b

45,639 + 1,378 a

kyselina p-kumarova

16,269 + 0,408 b

23,167 + 1,306 a

10,031 + 0,408 d

12,557 £ 0,594 c

p-hydroxybenzaldehyd

1,005+ 0,035 c

1,616 + 0,066 b

2,152 + 0,082 a

2,166 + 0,082 a

kyselinap-hydroxybenzoova

12,118 £ 0,717 a

12,416 £ 0,327 a

8,129 £0,490 b

8,550 £ 0,245 b

kyselina protokatechova

80,814 + 2,065 d

96,170 + 3,583 c

146,124 + 2,953 b

170,329 £ 8,112 a

kyselina salicylova

13,881+ 0,572 b

15,642 + 1,001 ab

16,468 + 1,135 ab

18,091 + 0,780 a

a

kyselina sinapova

n.d

2,301 + 0,082 a

n.d

n.d

kyselina syringova

1,075+ 0,054 a

n.d

n.d

0,661 + 0,032 b

kyselina vanilova

3,994 + 0,082 b

6,216 + 0,327 a

1,317 +0,054d

3,053 + 0,163

vanilin

6,605 + 0,327 a

4,421 +0,245 b

3,521 +0,081 c

5,067 £0,163 b

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g suSené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se
signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce ¢. 10 pro bylinu stevii vidime, Ze nejvySSi zastmipena kyselina
chlorogenova 17313,3550y/g pi Soxhletow extrakci s koncentraci rozpoddia 80%.
Druhou nejvice obsaZzenou kyselinou je kyselina #av820,005ug/g @i vyuziti
Soxhletovy extrakce s koncentraci rozpedkt 50%. VysSi mnozstvi bylo
identifikovano i u kyseliny protokatechové 170,3299 rovreéz pii pouZziti Soxhletovy
extrakce s koncentraci rozpotdih 80% a u kyseliny 3,4- dihydroxybenzaldehyd
70,292ug/g pi extrakci naitepace za teploty 50 °C. NefinngjSi extrakni technikou

zde byla Soxhletova extrakce s koncentraci rozpdlast metanolu 50%.
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Tab. 11 Extrakeni techniky pro bylindekanku

EXTRAKCNI TECHNIKY

organicka kyselina

Trepatka (30 °C)

Soxhlet (50%)

Trepatka (50 °C)

Soxhlet (80%)

3,4- dihydroxybenzaldehyd

4,719+ 0,125 ¢

6,053 + 0,245 C

23,299 +1,371Db

30,778 +1,440 a

kyselina kdvova

39,506 +£ 1,187 b

68,623 + 1,530 a

37,615+ 1,177 Db

64,531 +1,697 a

kyselina chlorogenova

1357,738 + 28,196 d

1976,109 * 40,280 ¢

2936,351 + 129,289 b

3748,641 + 116,342

kyselina ferulova

12,033 + 0,488 a

11,581 + 0,490 ab

13,192 £ 0,735 a

9,954 +£0,245 b

kyselina gallova

3,822 £ 0,080 b

3,398 + 0,082 b

2,433 +0,082 c

5,592 + 0,245 a

kyselinap-kumarova

10,410 + 0,368 b

11,641 +£ 0,326 a

5,625 + 0,205 c

10,627 + 0,487 ab

p-hydroxybenzaldehyd

0,563 + 0,017 ¢

0,763 +0,018 b

0,756 £ 0,035 b

1,517 +0,087 a

kyselinap-hydroxybenzoova

3,649 +0,135b

4,008 + 0,082 ab

3,829 + 0,082 ab

4,369 + 0,163 a

kyselina protokatechova

9,618 + 0,490 c

12,862 + 0,408 b

14,853 + 0,735 b

32,303 +1,743 a

kyselina salicylova

7,739 + 0,163 C

8,471 +0,327 C

10,137 + 0,245 b

12,154 + 0,408 a

kyselina sinapova

n.d

2,415 +0,125 a

n.d

n.d

kyselina syringova

3,425+ 0,124 a

1,398+ 0,082 b

0,708 + 0,016 c

1,228 + 0,081 b

kyselina vanilova

4,576 + 0,163 a

3,925 + 0,082 b

0,629 £ 0,023 d

1,246 + 0,082 c

vanilin

8,284 + 0,408 a

4,029 + 0,163 c

4,301 + 0,163 c

6,195+ 0,245 b

Data jsou vyjadirena v primérnych hodnotach vpg/g suSené hmoty +,s Hodnoty v iadcich nasledované stejnymi pismeny, se
signifikantn & neliSi dle Tukeyova testu (P < 0,05). Ret opakovanin = 3.
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V tabulce ¢. 11 pro bylinu ¢ekanku vidime, Ze nejtsi zastoupeni ma kyselina
chlorogenova 3748,64%g/g @i Soxhleto¥ extrakci s koncentraci rozpo&dia
metanolu 80%. VysSi mnoZstvi bylo identifikovank&al kyseliny kavove s hodnotami
68,623ug/g a 64,531g/g pi Soxhleto¥ extrakci s koncentraci rozpo&dka metanolu
50% a 80%. NeingjSi extrakni technikou je zde Soxhletova extrakce s koncehtra
rozpoustdla metanolu 80%.
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12 DISKUZE
Bylinkové a zelenétaje jsou jedny z nejvice spebovavanych napoju ve &v.

Obsahuji polyfenolické sl@eniny a to zejména flavonoidy a fenolické kysel{Bylce

et al.,, 2011). Polyfenolické kyseliny t¥b komplexni skupinu latek, ktera si v
poslednich letech ziskala pozornost diky svym lgicloym (inkam. Bylo prokazano,
Ze polyfenolické kyseliny {sobi jako antioxidanty a vykazuji protizdiivé a
protinddorové ¢&inky. D&le maji schopnost vychytavat volné radik&y pisobi
preventivi¢ pred kardiovaskularnim onemagrim (Sanliet al., 2005). Pro stanoveni
polyfenolickych kyselin existuje cei@ada fiznych analytickych metod jako je plynova
chromatografie, kapalinova chromatografie a spéétoonetrické metody (Dulcet al,
2011). V této praci byla zvolena kapalinova chragetfie propojena s detektorem
diodoveho pole (DAD) a hmotnostnim detektorem tiypiity kvadrupdl.

U Salgje, ktera je jednou ze zkoumanych bylin v této praunéla z
nantienych a statisticky zpracovanych hodnot & zastoupeni kyselina kavova v
mnozstvi 186,399g/g suSené hmoty. Této hodnoty bylo dosaZzenpquziti extrakni
techniky tepaky za teploty 50 °C. DalSi vyznamné mnozstvi bylentifikovano u
kyseliny ferulové s hodnotami 47,584/g a 46,536ug/g @i extrakci na itepace za
teploty 30 °C a p Soxhleto¥ extrakci s koncentraci rozpoddla metanolu 50%. Ze
studie podle (Farhat al., 2013) ktéi stanovovali obsah polyfenolickych kyselin ve 4
raiznych druzich Salye, byl nej\tSi obsah kyseliny kavové nétfen u druhuSalvia
officinalis v mnozstvi 695,04ig/g suSené hmotyfpSoxhletow extrakci v rozpoustlle
metanolu. Nejvyssi mnoZstvi kyseliny ferulové 7@3;8/g bylo nanfeno také u druhu
Salvia officinalispti Soxhletow extrakci v rozpougtlle metanolu. Mezi dalSimi druhy
Salwje vybranych pro analyzu byl&alvia argentea Salvia aegyptiacaa Salvia
verbenacaZ této studie vyplyva, Ze obsah polyfenolickych élys zavisi i na druhu a
misg skéru bylin. Coz je moznyitod rozdilnych hodnot wthto kyselin ve srovnéani s
nasi praci. U druh8alvia aegyptiacdyl nag. obsah kyseliny kdvové namen 117,64
ug/g. U druhuSalvia officinalis¢inil obsah kyseliny kavové ve vzorku ziskaného z
oblasti kolem mista Kelibia (Tuniska oblast) 695,04)/g a u vzorku ziskaného ze

stejného druhu z oblasti kolemsta Sers (Tuniska oblast) jen 222,4g.

U byliny kopivy byla nangfena nejvySSi hodnota u kyseliny chlorogenové
1111,231ug/g @i Soxhletow extrakci s koncentraci rozpoedla 80%. Vyznamné

mnozstvi vykazuje i kyselina vanilova 90,84®y/g pi Soxhleto¥ extrakci s
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koncentraci rozpou&dla 80%, kyselina kavova 565,128/g @i Soxhletow extrakci s
koncentraci rozpou&dla 80%. Podle studie (€¢ et al.,2014) byla u kofivy kyselina
chlorogenova identifikovanad v mnozstvi 540/g, kyselina kavova v mnozstvi 360
ug/g a kyselina vanilova identifikovana nebyla. Zkeglki vidime, Ze obsah kyseliny
chlorogenové byl v nasi praci ve srovnani se swidié jak dvojnasolinvyssi. Vyssi
hodnoty byly i u kyseliny kdvové a vanilové, ktar& studii dokonce ve vzorku této
byliny identifikovana nebyla. Rozdilny obsajthto kyselin by mohl by dan pouzitim
raizné extrakni techniky. Kdy ve studii byla pouZzita extrakcetfepace v rozpusidle
metanolu o koncentraci 80% po dobu 48 hodimppkojové teplat a v nasi praci jsme
nejvysSich hodnot dosahli pouZzitim Soxhletovy ekdeas koncentraci rozpogdta
metanolu 80%. Nicmémrozdilny obsahéchto hodnot ve srovnani se studiida byt v
rozdilnosti givodu vzorku. Ve studii vzorky pro analyzu pochazejoblasti Srbska,
kdeZto vzorky v této praci pochazeji z obl&5.

U byliny jitrocel byla detekovana v nejvysSim mnwzkyselina chlorogenova
2081,466 ug/g a to pi vyuziti Soxhletovy extrakce v rozpotdte metanolu o
koncentraci 50%. Vyznamné mnoZstvi zaujima i kyselanilova 123,9399/g fi
pouziti fepaky za teploty 30 °C a kyselina kavova v mnoZstvi468 ug/g pi
Soxhleto¥ extrakci s koncentraci rozpo&dta metanolu 50%. Ve studii podle (Beara
et al, 2012) byla kyselina chlorogenova v jitroceli @lgivana v mnozstvi 5549,10
ug/g. Déle kyselina vanilova zde byla n&ena v mnozstvi 343,8idg/g a kyselina
kavova byla identifikovana v mnozstvi 121 (f@g. Na prvni pohled je vid vyznamny
rozdil mezi nardrenymi vysledky kyseliny chlorogenové, kdy ve stydihodnota vice
jak dvojnasoba vysSi. Totéz Ize pozorovat i u kyseliny kavovékygeliny vanilové je
detekovano dokonce trojnasa@bwySSi mnozstvi oproti zji&é hodnat v nasi praci.
Rozdilnost vysledk miaze byt dana pouzitimiznych drul vzorka jitrocele. My jsme
v této praci pouzili druhPlantago lanceolataa ve studii pouZzili druhPlantago
altissima

V bylin¢ dobromysl byla druhou nejvice zastoupenou kysalikgselina
kavova v mnozstvi 356,0239/g @i pouziti Soxhletovy extrakce v rozpoédie
metanolu o koncentraci 50%. Podle studie (Hosetial., 2011) se kyselina kdvova v
dobromysli pohybovala v rozmezi 140-6d/g. Téchto hodnot bylo dosazeno extrakci
urychlenym tokem rozpou&tla (ASE). Optimalni podminky ASE extrakce bylyéiat
byliny zjiSttny pii pouZiti rozpou&tdla metanolu o koncentraci 33% za teploty 129 °C.

Po té byla teplota postuprzvednuta na 150 °C, 175 °C a 200 °C. Pro sroveéni
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provedla i konvetni extrakce pevné latky rozpoedtem. NejvysSi vyZnosti u
kyseliny kavové bylo dosazeno u ASE extrakiiel@5 °C a 200 °C s hodnotami 630 a
640 pg/g. NejnizSi hodnota kyseliny kavove 14@/g byla namifena u konvetni
extrakce. Pozoruhodné bylo i mnozstvi kyselinyaad| které se pohybovalo v rozmezi
483-1491ug/g. V této praci bylo identifikovAno mnozZstvi kiiag gallové ve vSech
¢tyfech extraknich technikdch v rozmezi hodnot od 5,475-19,868). To je #ejm¢
dano pra¥ pouzitim rozdilné extraki techniky. Oproti Soxhlet@vextrakci a tepace

U maté&idousky byla nejvice zastoupenou kyselinou kyselkd@ova v
mnozstvi 412,205ug/g suSené hmoty. Této hodnoty bylo dosaZefioSpxhletow
extrakci s koncentraci rozpo#dla metanolu 50%. Druhou nejvice zastoupenou
kyselinou je kyselina chlorogenova v mnozstvi 239,89/g @i extrakci natepace za
teploty 50 °C. Podle studie (Fecka a Turek, 20@8) snatéidouSce mnozstvi kyseliny
kavové pohybovalo v mnoZstvi 48@/g suSené hmoty. Kyselina kdvovéningé chrani
biologické systémy protiaznym oxid&nim strem a to tim, Ze inhibuje tvorbu
superoxidového aniontu v xanthin oxidazovém systé®tanovené mnozstvi této
kyseliny je fiblizné srovnatelné se stanovenym mnoZzstvim v této pZécstudie podle
(Kaliora et al., 2014) byla kyselina chlorogenova v bylimatg¢idouSce nagtena v
mnoZstvi 137ug/g. Ze studie podle (Kaliorat al., 2014) je roviZ potvrzena vyrazna
pozitivni korelace mezi obsahem kyseliny chlorogena antiradikaloveé aktivity.

U smetanky ze studie podle (@&t al., 2011) jsou hlavnimi polyfenolickymi
komponenty kyselina kavova, kyselina chlorogenowdteolin-7-glukosid. V této praci
bylo pra¥ u této byliny ze 14 stanovovanych polyfenolickykiiselin nandteno
nejvyssi mnozstvi kyseliny chlorogenové s hodnota&80,354ug/g a 1637,35g/g
pii pouziti extrakce narépace za teploty 50 °C a Soxhletovy extrakce s komaent
rozpoustdla 80% a u kyseliny kdvové v mnozstvi 588,168y pi pouziti Soxhletovy
extrakce v rozpou&tlle metanolu o koncentraci 50%.

U byliny ¢ekanky byla nejvice zastoupenou kyselinou kysetini@rogenova
3748,641u9/g. Tohoto mnoZzstvi bylo dosazeno Soxhletovouadxir s koncentraci
rozpoustdla metanolu 80%. Ve studii podle (Heimlet al., 2009) byla kyselina
chlorogenova zjigha v mnozstvi 102Qug/g. Tento rozdilny obsah the byt dan
pouzitim Kiznych extraknich rozpougidel. Ve studii podle (Heimleet al., 2009) se
vzorek extrahoval 70 % roztokem rozpaaka etanolu. A my jsme v této praci pouzili

80 % roztok metanolu.
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U stevie bylo nejvySSi mnoZstvi zaznamenano u kygethlorogenové
17313,355ug/g @i Soxhleto¥ extrakci s koncentraci rozpoedla metanolu 80%.
VyS8Si mnozstvi bylo zaznamenano i u kyseliny kavad28,005ug/g @i Soxhletow
extrakci o koncentraci rozpogdta metanolu 80%. Ve studii podle (leu al., 2000)
bylo potvrzeno, Ze v listech byliny stevie se nath@ysoké mnozstvi kyseliny
chlorogenové. V této studii byla tato kyselina #eténa v mnozstvi 22 500 pg/g.
V této préaci jsme v listech stevie take rititi vyrazné vysoké mnozstvi.

Ve studii podle (Muandat al.,2011) bylo potvrzeno, Ze fenolické steminy
se nejlépe extrahuji ve $8i vodného roztoku a alkoholu metanolu. My jsmedtot
praci zvolili také smis vodného roztoku a metanolu o koncentraci 50%9a. 80
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13 ZAVER

znamo, Ze hylinn&aje vykazuji spoustucinkut, které blahodarh pasobi na lidsky
organismus. Mezi tyto dinky pati antioxida&ni, protizagtlivé, antimikrobialni,
protirakoving, protistarnouci vlastnosting®bi také preventivnpred onemocEnim
jater a nervového systému. Timto mohou sniZzovakaizhronickych onemocimi.
Bylinné caje obsahuji polyfenolické sléeniny. Polyfenolické slateniny vykazuji
spoustu vlastnosti, které maji pozitivni vliv nadsky organismus z nichz
nejvyznamgjSi je antioxidani (€inek. Ten je pro organismu$oveka velmi dilezity,
protozZe v &le se tvai volné radikaly, které jsouipozenym meziproduktemiplatkové
vyméné v bunkach. A pra¥¢ mnozstvi &chto volnych radikd@ je nutné regulovat
pomoci antioxidarit Dostaténé mnozstvi antioxidafitpiijimané potravou, napomaha
snizovat riziko srd&né cévnich onemoemi a rekterych tym rakoviny. Einnost
piirozenych antioxidairit prijimanych z ovoce, zeleningaji a celozrnnych obilovin, je
ve srovnani se stejnou davkastych latek uzivanych ve forhpotravinovych dogikt
vyrazré vysSi. Vtéto préci z velké skupiny polyfenolickycslowenin byly pro
stanoveni vybrany polyfenolické kyseliny. Mezi lybvanymi standardy pro analyzu to
byly konkrétré kyseliny gallova, protokatechova, chlorogenovayadk@, sinapova,
syringov4, vanilova, p-kumarova, ferulova, p-hydroxybenzoova, salicylovap-
hydroxybenzaldehyd, 3,4-dihydroxybenzaldehyd a liranPro extrakci vzork bylin
byla pouzita Soxhletova extrakce s koncentraci agpdla 50% a 80% a extrakce na
trepace @i teplog 30 °C a 50 °C. Samotné stanoveni polyfenolickygtsekn
v extraktech proéhlo za pomoci vysokatinné kapalinové chromatografie propojené
s detektorem diodového pole (DAD) a hmotnostninekterem typu trojity kvadrupdl.
Z naméienych a statisticky zpracovanych dat podle ANOVAGst-hoc Tukey HSD
testu P<0,05 byla ve vSech vzorcich bylin kéomatg¢idousky a Sakje nejvice
zastoupena kyselina chlorogenova. U byliny iikop byla identifikovana v mnozstvi
1111,231ug/g @i Soxhletow extrakci s koncentraci rozposdla metanolu 80%. U
byliny jitrocel byla tato kyselina detekovana v mietvi 2081,46G.9/g i Soxhletow
extrakci v rozpoustle metanolu o koncentraci 50%. U byliny dobromysiilo
mnozZstvi této kyseliny 639,1®y/g @i pouZziti extrakce nar¢pace @i teplog 50 °C. U
smetanky bylo dosazeno hodnot 1580,364 a 1637,351ug/g [i pouZiti extrakce na
trepace @i 50 °C a Soxhletovy extrakce s koncentraci rozfiollgs metanolu 80%. U
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stevie dosahla hodnota této kyseliny dokonce 1B%B3ug/g a to pi Soxhletow
extrakci s koncentraci rozpoadla 80%. No a vcekance byl obsah kyseliny
chlorogenové namiten v mnozstvi 3748,641g/g rovrez pi pouZziti Soxhletovy
extrakce s koncentraci rozpatdin 80%. U byliny matiédousky a Sakje byla nejvice
zastoupena kyselina kavova. U &@vbyla obsaZzena v mnoZstvi 186,30§/g [
Soxhleto¥ extrakci s koncentraci rozpo#dta 50%. U matédousky byla tato kyselina
identifikovana v mnozstvi 412,20mg/g pi Soxhletow extrakci s koncentraci
rozpoustdla metanolu 50%.

Ve srovnani se studiemi jsme v této praci zjisti obsah polyfenolickych
kyselin v jednotlivych bylinach zavisi na druhuibyl, na geografickémivodu daného
vzorku a také na pouziti extr&ak techniky, kdy dlezitou roli hraje zvolené
rozpoustdlo a jeho koncentrace. Bylo zjigb, Ze nejvhod¥)Sim rozpousidlem pro
extrakci polyfenolickych kyselin je vodny roztok tagolu. My jsme v této praci jako
rozpou&dlo zvolili také vodny roztok metanolu o koncentra@% a 80%. V této praci

viv s

vysledky vSak nejsou potvrzeny.
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17 SEZNAM ZKRATEK
DNA- deoxyribonukleova kyselina

GSH- redukované forma glutathionu (thiol)

GSSH- oxidovana forma glutathionu (disulfid)

GSSG- dimer glutathiondissulfid

BHT- butylhydroxytoluen

BHA- butylhydroxyanisol

TBQH- butylhydrochinon

BHT-CHO- 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxybenzaldehyd

BHT- chinolin- 2,6-di terc-butyl-4-hydroxy-4-meth#l,5-cyklohexadienon
LDL- nizkodenzitni lipoprotein

HPLC- vysokodinna kapalinova chromatografie

ACE- extrakce urychlenym tokem rozpaoitia
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