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ABSTRAKT

Predlozena dizertacni prace se zabyva komplexni charakterizaci extraktl z lé¢ivych rostlin
pomoci spektroskopickych a chromatografickych technik s dirazem na vliv rozpoustédla,
poskliziiové tupravy vzorku, lokality a roku produkce na vybrané parametry. Cést prace je
vénovana aplikaci vybranych extrakt z 1é¢ivych rostlin ve vhodné formé do napojti. Tematicky je
prace rozdelena do dvou Casti.

V prvni ¢asti prace byly pomoci kombinace metod elektronové paramagnetické rezonance,
ultrafialové viditelné spektroskopie, kapalinové chromatografie a optické emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem charakterizovany vodné, ethanolové a dimethylsulfoxidové
extrakty z 10 vybranych druhi 1éCivych rostlin, které byly sbirany ve dvou raznych lokalitach
v pribéhu dvou let (2015, 2016) a poskliziiové upravovany dvéma zpiisoby (zmrazeni, suSeni).
Celkové bylo sledovano ve vSech extraktech 39 parametri: konkrétné obsah celkovych
fenolickych latek, flavonoidi, 14 konkrétnich fenolickych sloucenin, barevné charakteristiky
v systému CIE L*a*b* (L*, a*, b*, C*, h°, BI), radikal-zhaseci aktivita s vyuzitim kation radikalu
2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonové kyseliny), antioxidacni/prooxidacni aktivita
technikou spinovych lapact v systému 5,5-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO)/peroxodisiran
draselny a obsah 15 mineralnich latek (Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Zn).
Vysledky prokazaly, ze sledované parametry 1éCivych rostlin jsou rGznou mirou ovliviiovany
pouzitym extrakénim systémem, poskliziiovou upravou vzorkil, rokem produkce, pivodem vzorki
(lokalitou) 1 druhovou skladbou. Bylo prokazano, Ze druh extrakéniho ¢inidla vyrazné ovliviiuje
slozeni extrakt. Na zéklad¢ analyz byl jako nejvhodnéjsi systém pro potravinaiskou aplikaci —
izolaci hlavnich funkénich slozek (fenolickych latek, flavonoidil) vybran 50% ethanol, Gprava
rostlin suSenim a z jednotlivych druhli mata peprné, meduiika 1ékaiska, ttezalka teckovana a Salvéj
1ékatska.

Druhou ¢asti prace byla aplikace extraktii vybranych 1é¢ivych rostlin do ndpoju. Pro aplikaci
byly vybrany vySe zminéné rostliny, 25% ethanol misto 50% ethanolu (vzhledem k limitaci
obsahu ethanolu v kone¢né suroving). V prvni fazi byla optimalizovana extrakce 1éCivych rostlin.
Byl vybran vhodny pomér materidlu a rozpoustédla (1:10), doba extrakce (8 h) a zjiSténa
nasdkavost bylin (50-62 %). Vyrobeny extrakt byl po filtraci aplikovan k sirupovému zakladu
ve vybranych pomérech pro vyrobu jednodruhovych sirupii a senzoricky testovan za ucelem
vybéru vhodné receptury, pfichuté a zékladu pro vyrobu dvoudruhovych sirupii. NejchutngjSim
a celkové nejpfijatelnéjsSim z hlediska flavouru byl vyhodnocen matovy sirup a jako zadklad pro
dvoudruhové sirupy byl vybran Salvéjovy sirup. V ramci dalSiho testovani byla vybirana
nejvhodnéjsi receptura dvoudruhového sirupu, senzoricky nejvhodnéjsi pfichut’ a testovano, zda
by bylo vhodné vybrané dvoudruhové sirupy dobarvovat. Preferenéné bylo zjisténo, ze
dvoudruhové sirupy neni nutno dobarvovat. Na zaklad¢ senzorické analyzy bylo prokazano, ze
z jednodruhovych sirupt byl nejlépe hodnocen matovy sirup, z dvoudruhovych sirupii Salvéjovo-
matovy, tyto sirupy by po dal§im testovani bylo mozné uvést do vyroby a obohatit tak trh
s potravinami.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

Presented thesis deals with the complex characterization of extracts from medical plants using
spectroscopic and chromatographic techniques, with emphasis on the influence of solvent, post-
harvest treatment of the sample, location and year of production on selected parameters. Part of the
work is devoted to application of selected extracts from medical plants in suitable form
into beverages. The thesis is divided into two parts.

At the first part of the work combination of electron paramagnetic resonance, ultraviolet visible
spectroscopy, liquid chromatography and inductively coupled plasma optical emission
spectrometry was applied for characterization of aqueous, ethanol and dimethylsulfoxide extracts
from 10 selected medical plants, which were collected from two different locations during two
years (2015, 2016) and post-harvestly treated by two ways (freezing, drying). In total,
39 parameters were determinated: namely total phenolic compounds content, total flavonoids
content, 14 specific phenolic compounds, colour characteristics in the CIE L*a*b* system
(L *,a*, b *, C*, h°, BI), radical-quenching activity using the cation radical of the 2,2'-azino-bis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), antioxidant/pro-oxidant activity using the spin trapping
technique in the presence of 5,5-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxide (DMPO)/potassium
peroxodisulphate and content of 15 minerals (Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P,
Pb, Zn). The results confirmed that the studied parameters of medical plants are influenced by the
extraction system, post-harvest treatment of samples, year of production, origin of samples
(locality) and species composition. It has been shown that the type of extraction solvent
significantly affects the composition of the extracts. On the basis of these analyzes, for food
application — the isolation of the main functional components (phenolic compounds, flavonoids) —
50% ethanol, post harvest treatment by drying and samples of Mentha piperita, Melissa officinalis,
Hypericum perforatum and Salvia officinalis were selected.

The second part of the thesis was focused on the application of selected extracts of medical
plants to beverages (syrups). The above mentioned plants, 25% ethanol instead of 50% ethanol
(due to the limitation of the ethanol content in final raw material), were selected for the
application. At first, extraction of medical plants was optimized. Suitable ratio of material and
solvent (1:10), extraction time (8 h) and herb absorbency (50-62 %) were determined. The
prepared extract after filtration was applied to the syrup concentrate in different ratios to produce
one-species syrups and further sensorially tested to select the suitable recipe, the best flavour and
basis for the production of two-species syrups. The mint syrup was the most tasty and generally
the most acceptable one-species syrup, and sage syrup was selected as the basis for two-species
syrups. Further, the most appropriate recipes of the two-species syrups were chosen, the most
sensorially acceptable one was selected and further tested if it would be appropriate to colour
them. Preferentially, it has been found that it is not necessary to colour two-species syrups. On the
basis of the sensory analysis, it has been found that peppermint and sage-peppermint syrups were
the most tasty and acceptable syrups, which could be, after further testing, produced industrially to
enrich the food market.

KEY WORDS

Medical plants, phenolic compounds, antioxidant activity, colour, metals, sensory analysis
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1 UVOD

Lécivé rostliny jsou plané nebo kultivované rostliny obsahujici biologicky u¢inné latky, které
jsou zodpovédné za jejich pozitivni ucinky. LéCivé rostliny maji tradi¢ni nepostradatelné misto
v medicing a dodnes se vyuzivaji pfevazné ke zmirnéni, prevenci, 1é€bé onemocnéni, k regeneraci
a hraji vyznamnou roli v primarni zdravotni péci. Alternativni 1écba s vyuzitim bylin je
v soucasnosti velmi oblibend a celkové vzrista vyznam a zéjem o 1éCivé rostliny vzhledem k nizsi
ceng, vetsi dostupnosti a bezpecnosti oproti syntetickym vyrobkiim. Krom¢ mediciny se 1écivé
rostliny hojn€ vyuzivaji ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinarském pramyslu. Ve farmacii
se nejcasteji vyuzivaji jako hlavni suroviny pro vyrobu 1é€iv, sirupt a bylinnych ¢aji. V kosmetice
slouzi nekteré¢ vybrané druhy lécivych rostlin jako vonné, chutové ingredience a hlavni suroviny
pii vyrobé kosmetickych vyrobki. V potravinaiském primyslu se 1é¢ivé rostliny pouzivaji
ke zlepSeni chuti, vliin¢ a vzhledu potravin, ke sniZeni spotieby soli, tuku a ke konzervaci potravin.
Jsou nejcastéji hlavnimi nebo vedlejSimi surovinami pii vyrobé riznych potravinatskych vyrobki
a doplnk stravy.

Vzhledem ke zvySujicimu se zdjmu spotiebitelli o zdravy zivotni styl, zvySuje se i povédomi
o zdravych, vyzivové bohatych a pestrych potravindch, kam lze zaradit i 1é¢ivé rostliny. Existuje
velké mnozstvi bylin, avSak pouze malé procento z nich je biologicky a farmaceuticky testovéano.
Proto se v poslednich desetiletich 1éCivé rostliny staly hlavnim objektem vyzkumu jakozto
potencialni zdroj novych prospésnych biologicky aktivnich sloucenin. Daéle také doslo
ke znaénému vyvoji novych technologickych postupii a metod v oblasti extrakce, izolace,
biologického a farmaceutického testovani léCivych rostlin s dirazem na jejich kvalitu
a bezpecnost. Vzhledem k tomu, ze vyuziti 1éCivych rostlin méa velky budouci primyslovy
potencial, je nezbytné, aby byly nové informace o hlavnich slozkach 1écCivych rostlin, o novych
metodach vyuzivanych k jejich testovani a trendech v technologiich dopliiovany o nové poznatky.

Vzhledem k tomu, Ze dana problematika neni dosud ze Siroka analyzovana, ptfedlozena
dizertacni prace se vénuje komplexni charakterizaci extraktii z vybranych l1é¢ivych rostlin hlavné
z hlediska fyzikalné-chemického, sloZeni, zastoupeni fenolickych sloucenin, mineralnich latek,
jejich barevnych charakteristik i1 antioxidacnich vlastnosti. V rdmci komplexni charakterizace byl
sledovan vliv geografickych, klimatickych podminek a poskliziiovych Uprav, zaroven 1 vliv
technologického zpracovani, konkrétné pouzitych extrakénich systému na izolaci funkénich slozek
lé¢ivych rostlin. Posledni faze prace pfedstavuje piipravu pro praktickou aplikaci ziskanych
extraktii v potravinafském pramyslu. Byly vybrany c¢tyii druhy 1€¢ivych rostlin, vhodna
poskliziové uprava a extrakéni systém k extrakci fenolickych sloucenin pro aplikaci do sirupt,
tyto byly nésledné vyrobeny a senzoricky zhodnoceny.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 LECIVE ROSTLINY

Lécivé rostliny (byliny), ¢asto oznaCované souhrnné 1é¢ivé, aromatické a kofeninové rostliny
(LAKR) jsou definovany z potravinaiského hlediska jako rostliny, které se pouzivaji ke zlepSeni
chuti a aroma potravin. Radi se mezi nutraceutika, funkéni potraviny, fytopotraviny [1].
Zpracovavaji se jak Cerstvé, tak 1 susené Casti 1éCivych rostlin (tzv. drogy). Drogou muize byt cela
suSena rostlina nebo jeji ¢ast, napt. nat,, kvét, list, plod, stonek, ktira, semeno nebo koten [2, 3].

2.1.1 Produkce 1é¢ivych rostlin v Ceské republice

V Ceské republice se pouziva 300 druhti LAKR, celkové se zvysuje poptavka i jejich produkce.
Ministerstvo zemédé€lstvi ve své situacni zpravé uvadi, ze jeste v roce 1999 byly péstovany
na 950 hektarech, v roce 2014 jiz na 5 566 hektarech (viz Tab. 1).

Rozsah péstovani LAKR je urCovan nestabilni situaci jejich odbytu. Narlstd pocet
zpracovatelskych subjektli, vSeobecné roste poptavka, péstitelit je vSak nedostatek. Diivodem je
na jedné stran¢ predevSim ekonomickd i odbornda naro¢nost péstovani LAKR, na druhé pak
stagnace vykupnich cen a konkurence levnych dovazenych LAKR [4, 5]. Nejvice sbiranymi
1é&ivymi rostlinami v CR jsou: §ipek, listy biizy bélokoré a nat’ tfezalky te¢kované.

Tab. 1: Vyvoj ploch a produkce rostlin skupiny LAKR v CR [5]

rok 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

plocha [ha] 5858 5184 4015 5674 7864 8588 7225 5659 5566
produkce [t] 4727 3925 3847 3900 5605 7016 6098 3775 5066
vynos [t] 0,81 0,76 0,96 0,69 0,71 0,82 0,86 0,67 0,91

Ekologickd produkce lé¢ivych rostlin v Ceské republice

Ekologické zeméd€lstvi predstavuje v soucasnosti rychle rostouci sektor zemédélstvi vétSiny
zemi svéta. V ramci rostlinné ekologické produkce nabyvaji LAKR stale vétSiho vyznamu, v roce
2013 ptedstavovaly téméf 50 % z celkové plochy ekologicky péstovanych technickych plodin. Dle
Setfeni Ustavu zemédélské ekonomiky a informaci CR vzrostl také pocet ekofarem, zabyvajicich
se mj. péstovanim LAKR. VétSina produkce je uréena pro export, domaci trh spotfebuje pouze
okolo 2 %; pfiblizné polovina je pak realizovdna jako BIO produkty, druhd polovina jako
konvencni vyrobky. V roce 2011 také vzrostl pocet zpracovateli-vyrobcii kofeni a aromatickych
vytazkl v ekologickém rezimu. Mezi nejvice péstované LAKR patii ostropestfec, kmin, koriandr,
hetfmanek, medunka, mata, saturejka, anyz a levandule [4, 5].

2.1.2 Kontrola kvality 1é¢ivych rostlin

Lécivé rostliny, zpracovavané pro potravinaiské ucely, podléhaji pozadavkim, které vymezuje
potravinaiska legislativa. Kontrolnim organem v této oblasti je Statni zeméd¢€lska a potravinaiska
inspekce. Zpracovatelské podniky pouzivaji rGzné systémy fizeni jakosti, jako jsou ISO
9001:2000, systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodi (HACCP — Hazard
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Analysis and Critical Control Points) a spravné vyrobni praxe (GMP — Good Manufacturing
Practice).

Zakladnim parametrem kvality je opticka kvalita produktu. Naté, listy a kvety musi mit
odpovidajici barvu, bez ¢ernych skvrn a jinych posunti barevnosti. Druhym parametrem jakosti je
typickd viné, kterou si kazda surovina zachovava v ptipad¢ spravného procesu suseni. Kvalita
1é¢ivych rostlin je zna¢né ovlivnéna zpusobem sklizné, transportu, skladovani a zpracovani, proto
je v ptipade kontroly jakosti 1é¢ivych rostlin stale diskutovana spravna zemedélska praxe (GAP —
Good Agricultural Practice) a vy$e zminéna GMP [4-6].

2.1.3 Zabezpeceni kvality 1é¢ivych rostlin

Pti zpracovani 1écivych rostlin pro vyzkum nebo dalsi primyslové aplikace je nezbytné nutné
zabezpecit jejich kvalitu a dodrzet zakladni péstitelské a technologické postupy. V nasledujicim
prehledu jsou uvedena vSeobecna doporuceni:

» Péstovani na otevienych, slunnych a vzdusSnych lokalitdich s jizné orientovanou
expozici.

» Sklizenn se provadi postupné, dle skliziiové zralosti jednotlivych druhii. Podzemni
organy jako oddenky, hlizy, cibule, by se mély sklizet v zim¢. Naté a listy se sklizi
v obdobi kvétu. Kvéty se sklizi pied tvorbou semen v plném kvétu. Plody a semena se
sklizi pfed dosazenim zralého stavu [7, 8].

» Poskliziiové ru¢ni oddéleni ¢asti, které jsou poskozené od hmyzu, plisni aj.

Poskliziiové umyti rostlin pod tekouci vodou.

» Poskliziiové suseni u vétSiny LAKR pii 30-60 °C, u LAKR s obsahem esencidlnich
oleju pfi teploté nizsi nez 40 °C, u sprejovych susicich technik pii 100-200 °C, doba
kontaktu s materidlem je vSak men$i nez 1 minuta, nutnd dobra cirkulace vzduchu,
zpusob suseni musi byt experimentalné stanoven pro kazdy druh [7-9].

» Mikrobialni dekontaminace ozafovanim s pouzitim gama a rentgenového zafeni
o energii 5 MeV az do 10 MeV a davkovanim az do 10 kG, které je povoleno Codexem
Alimentarius. Popfipad¢ oSetfeni pomoci pary pii teplot¢ 100-200 °C, nasledné
vysuseni horkym vzduchem a rychlé ochlazeni [10, 11] nebo za pouziti plazmy [12].

» Mleti, rozdrceni za ucelem snizeni velikosti Castic pfed samotnou extrakci, vhodna

A\

velikost drcen¢ho materidlu, napf. rozdrceni na prasek mulze zpiisobovat problémy
pii protiproudé extrakci a také mulze vytvaret zakal v extraktu, po mleti kontrola
umletého materialu a pfipadné ru¢ni odstranéni necistot [7, 8, 13].

» Skladovani suSenych 1éCivych rostlin v pytlich z pytloviny nebo papiru ve stinnych,
suchych skladech. Vyhnout se skladovani v plastovych taskach, neumoznuji dostatecné
vétrani. Pytle by mély byt oznaceny latinskym ndzvem rostliny s datem sbéru, nazvem
dodavatele, ptivodem a schvéalenim kontroly jakosti. Zajistit oddéleni jednotlivych druhi
s vysokym obsahem vonnych latek, aby nedoSlo k ovlivnéni typického aroma jinou
surovinou. Doporu¢end max. lhiita pro skladovani, u listi, vyhonka, kvéti a ploda 12—
18 meésicl, u kiry a kotentt 12-36 mésict. Ptfi dlouhodobé¢jsim skladovani bylin je
dalezité¢ dodrzet spravné skladovaci podminky, zabranit styku se sluncem, prachem,
hlodavci, hmyzem atd. [7, 8, 14]. Cerstvé 16¢ivé rostlinné materialy by mély byt
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skladovany pfi vhodnych nizkych teplotach, nejlépe 2—8 °C; mrazené vyrobky by mély
byt skladovany pii teploté —18 °C [7].

2.1.4 Chemickeé sloZeni l1é¢ivych rostlin

Chemické slozeni se muize liSit u konkrétnich rodi, ¢eledi, odriid a druhii. Je zna¢né ovlivnéno
environmentalnimi a geografickymi faktory. Mutize se liSit v rdmci ontogeneze, vliv miize mit
mnozstvi zivin, podminky pfi péstovani, vitalita a stafi rostliny. Dale miize mit vliv také piiprava
materialu, podminky skladovani nebo doba sklizn¢ [15, 16].

Lécivé rostliny obsahuji vodu, organické a anorganické latky. Z organickych sloucenin
se vyskytuji primarni metabolity (sacharidy, aminokyseliny, bilkoviny, nukleové kyseliny, mastné
kyseliny, steroidy, lipidy a organické kyseliny) a sekundarni metabolity (alkaloidy, flavonoidy,
taniny, saponiny, fytosteroly, terpeny, srdecni glykosidy, vitaminy a éterické oleje). Sekundarni
metabolity plni v rostliné¢ celou fadu funkci: pfispivaji k vytvofeni barvy, aroma a chuti,
a primarn¢ chrani rostliny proti Skiidciim, patogeniim, konkuren¢nim rostlinam, znecisténi, stresu
a ultrafialovému zateni [17, 18]. Jsou povazovany za biologicky aktivni latky a jsou znamé svymi
biologickymi vlastnostmi [17, 19, 20]. Anorganickymi slou¢eninami lé¢ivych rostlin jsou hlavné
mineralni latky, které jsou dilezit¢ pii biologickych, chemickych, metabolickych procesech
a enzymatickych reakcich, které vedou k tvorb¢ aktivnich organickych latek rostlin. Makroprvky
(N, P, Ca, Mg, K a S) jsou hlavnimi zivinami rostlin [21, 22]. Mikroprvky (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo,
Zn, Co, Ni) jsou esencidlni a podileji se jednak na redoxnich reakcich, elektronovém transferu
a dalsich dtlezitych metabolickych procesech v rostlindch. Neesencialni prvky (Pb, Cd, Cr, Hg
atd.) jsou pro rostliny potencialn¢ vysoce toxické. Nadmérné mnozstvi pirevazné Cd, Co, Cr, Hg,
Mn, Ni, Pb a Zn vede k inhibici ristu, fotosyntézy, bunécného dychani, vyvoje bunck, vyuziti
vody, metabolismu dusiku, zptisobuji poskozeni bunééné membrany, proteini a DNA [23].

Levandule lékaiska (Lavandula angustifolia)

Levandule obsahuje zejména sacharidy, v mens$im mnozstvi lipidy a bilkoviny, mineraly,
ttisloviny, hoic¢iny, fytosteroly, triterpenové kyseliny a fenolické slouceniny (anthokyany,
fenolické kyseliny, kumariny a flavonoidy) [24-26]. Obecné lze fici, ze obsah makroprvki
v levanduli je néasledujici K > Ca > Mg > Na. Pro levanduli je charakteristicky nizky obsah hot¢iku
a sodiku [24, 25]. Aktivni antioxida¢ni slozky levandule jsou 1,8-cineol, limonen, kyselina
ferulova, rosmarynova, p-kumarova, o-kumarova, p-hydroxybenzoova, protokatechova, sinapova,
kavova, vanilova, chlorogenova, kvercetin, kumarin, 7-methoxykumarin a apigenin [27-29].
Levandule také obsahuje kyselinu glykolovou, valerovou, urnosovou a herniarin [25].

Meésicek lékaisky (Calendula officinalis)

Mésicek obsahuje fadu chemickych slou€enin: sacharidy, lipidy, aminokyseliny, organické
kyseliny, taniny, karotenoidy, steroly, terpeny, flavonoidy, kumariny, quinony a éterické oleje.
Hlavnimi antioxida¢nimi slozkami jsou fenolické kyseliny, flavonoidy, karotenoidy, tokoferoly
a kumariny [30]. V kvétech a stoncich mésicku byly identifikovany nasledujici flavonoidy:
kvercetin, isorhamnetin, isokvercetin, isorhamnetin-3-O-B-D-glykosid, narcissin, kalendoflasid,
kalendoflavosid, kalendoflavobiosid, rutin, isoquercitrin, neohesperidosid, isorhamnetin-3-O-
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neohesperidosid, isorhamnetin-3-O-2-G-rhamnosyl rutinosid,  isorhamnetin-3-O-rutinosid,
kvercetin-3-O-glucosid, isorhamnetin-3-O-(2"-acetyl)-pB-D-glucopyranosid, isorhamnetin-3-O-
(2",6"-diacetyl)- B-D-glucopyranosid, hesperidin, fisetin, kvercetin-3-O-rutinosid, myricetin,
kaemferol, luteolin, apigenin a katechin [31, 32]. Chlorogenova, kavova, ferulova a rozmarynova
kyselina jsou hlavni identifikované fenolické kyseliny [33, 34]. V listech a stoncich mésicku se
nachdzeji nasledujici karotenoidy: neoxanthin, 9Z-neoxanthin, violaxanthin, luteoxanthin, 9Z-
violaxanthin, 13Z-violaxanthin, antheraxanthin, mutatoxanthin epimer 1, mutatoxanthin epimer 2,
lutein, 9/9' 2-lutein, a-kryptoxanthin, B-kryptoxanthin, B-karoten a z kumarinti hlavné skopoletin,
umbelliferon a esculetin [35, 36]. V suSenych kvétech mésicku byl zjistén obsah: Fe, Mn, Zn, Cu,
Ni, Cr a stopové mnozstvi Co, Pb a Cd [37]. V ethanolovych extraktech byl zjistén obsah Na, Ca,
Mg, K, Cu, Zn a Al. Mn, Fe, Cr, Pb a Cd nebyly v extraktech detekovany [38].

Tiezalka teckovana (Hypericum perforatum)

Tiezalka teckovana obsahuje nékolik skupin biologicky aktivnich latek, mezi néz se fadi
naftodiantrony (hypericin, pseudohypericin, isohypericin, protohypericin, protopseudohypericin),
floroglucinoly (hyperfirin, adhyperfirin, hyperforin, adhyperforin), flavonoidy, xanthony,
ttisloviny, tékavé latky (napf. a-pinen, B-pinen, limonen, a-terpineol, geraniol a (E)-B-ocimen),
oligomerni prokyanidiny, dale antrachinonové derivaty, karotenoidy, aminokyseliny, mastné
kyseliny, vitaminy (vitamin C, E), cholin, pektin, kumarin, sacharidy, organické kyseliny
mineralni latky a alkoholy s dlouhym fetézcem [39-44]. Hlavni aktivni slouCeniny tiezalky jsou:
hypericin, pseudohypericin, rutin, kvercetin a hyperforin. Hypericin (derivat anthrachinonu)
se nachdzi v Cernych teckach podél okvétnich listki, jednd se o vysoce fotoreaktivni barvivo
zodpovédné za Cervené zbarveni oleje tiezalky. Hyperforin je lipofilni derivat floroglucinolu,
nestabilni v pfitomnosti svétla a kysliku [39, 40, 45]. Z flavonoidt se vyskytuje hlavné hyperosid,
rutin, isokvercitrin, kvercitrin, kvercetin, amentoflavon, luteolin, kaemferol, biapigenin
a epigallokatechin gallat a z fenolickych kyselin hlavné kyselina chlorogenova, neochlorogenova,
kryptochlorogenova, kavova, ferulova, p-hydroxybenzoova, vanilova, rozmarynova a p-kumarova
[46, 47]. V trezalce teckované byl také stanoven obsah tokoferoltl, pficemz nejvice zastoupen byl
d-tokoferol, dale y- a a-tokoferol [48]. Bylo zjisténo, Ze v rostlin€ i v extraktech jsou obsazeny
nasledujici prvky: K, Mg, Mn, Pb, Zn, Co, Cr, Li, Ni, Na, Ca, Cu, Fe a Se [49, 50]. Mezi nejvice
zastoupené prvky patii: Ca, Mg, Al, Fe, Mn, Sr a Zn [51]. V tfezalce a jejich ¢ajich také byly
kvantifikovany nasledujici toxické prvky: Pb, Cd, Al, Ni, As, Sb a Ba [49, 52, 53].

.Sv'alve"j muskatova (Salvia sclarea)

Salvéj muskatovéa obsahuje hlavné terpeny, fenolické slougeniny, taniny, tokoferoly a mineralni
latky. Z terpenli maji nejvyssi zastoupeni linalool, linalool acetat, a-terpineol, limonen, sklareol,
manool a salvipison [54-56]. Z fenolickych sloucenin byly identifikovany nasledujici: kyselina
kavova, rozmarynova, karnosova, kvercetin, luteolin, apigenin, diosmetin, rhamnetin, genkwanin
a methylkarnosat. V extraktech Salvéje muskatové byl také zjistén o- a y-tokoferol [57].
Z mineralnich latek byly kvantifikovany: Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg,
Mn, Mo, Na, P, Pb, S, Ti a Zn. Nejvyssi zastoupeni bylo K, S, Ca, Na a Mg a ve stopovych
mnozstvich byly zjistény obsahy: As, Cd, Co, Hg, Li, Mo a Pb [58].
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Meduiika lékarska (Melissa officinalis)

Listy medunky obsahuji flavonoidy (kvercitrin, rhamnocitin, luteolin), fenolické kyseliny,
monoterpenoické aldehydy, monoterpenické glykosidy, triterpeny (ursolova a oleanova kyselina),
seskviterpeny, chlorofyly, karotenoidy, vitamin C, saponiny, taniny, esencidlni oleje a mineralni
latky [59-61]. Extrakty medunky obsahuji hydroxyskoficové kyseliny a flavonoidy: gallovou,
chlorogenovou, metrilovou, kavovou, m-kumarovou, rozmarynovou kyselinu, p-kumarovou,
protokatechovou kyselinu, erio-dictyol-7-O-glukosid, naringin, hesperidin, naringenin, apigenin
a hesperetin [59, 60]. Nejvice U¢innymi antioxidacnimi slozkami v esencialnim oleji jsou
monoterpenické aldehydy a ketony (neral, geranial, citronellal, geranyl acetdt, isomenthon
amenthon) a mono- a seskviterpeny (B-karyofylen, B-karyofylen oxid), fenolické kyseliny
a flavonoidy. V Cerstvych a susenych listech medunky byly zjiStény vyssi obsahy nasledujicich
mineralnich latek: Al, Ca, Na, P, S a nizsi obsahy Ag, B, Ba, Bi, Cd, Co, Mn, Ni, Pb, Sr, TI,
V aZn. As a Se nebyly v susenych listech detekovany [53, 62].

Mata peprna (Mentha piperita)

Mata peprnd obsahuje hlavné sacharidy, proteiny a uronové kyseliny. Ze sacharida a jejich
derivati je zastoupena kyselina glukuronovd, galakturonova, glukosa, galaktosa a arabinosa.
Obsah mastnych kyselin v nepolarni frakci je zastoupen piedev§im kyselinou palmitovou,
linolovou a linolenovou. Cerstvé listy maty peprné obsahuji karotenoidy (lutein and B-karoten),
chlorofyly, a- a y-tokoferoly, vitamin C, fenolické slouceniny, dale tfisloviny, hoi¢iny, fytosteroly
(B-sitosterol, daukosterol) a antrachinony (konkrétné¢ emodin, aloe-emodin a chrysofanol) a betain
[63]. Mata peprna obsahuje nasledujici fenolické kyseliny: kyselinu kavovou, rozmarynovou,
protokatechovou, gallovou, vanilovou, syringovou, ferulovou, chlorogenovou, sinapovou,
skoficovou, p-hydroxybenzoovou a o-kumarovou. Z flavonoidi jsou zastoupeny: luteolin,
isorhoifolin, linarin, pebrellin, hesperidin, naringin, narirutin, rutin, katechin, epikatechin
a kvercetin [64, 65]. Hlavni slozkou esencialniho oleje je menthol, dale jsou zastoupeny: limonen,
cineol, menthon, menthofuran, isomenthon, methyl acetat, isopulegol, pulegon a karvon [63, 66,
67]. Hlavni makroprvky nalezené v Cerstvych a suchych listech maty peprné jsou Ca, Mg, Na,
K a P; dale mikroprvky Cu, Fe, Mn, Zn, Al, B, Ba, Ni ve stopovych mnozstvich byly zjistény
obsahy: Cr, I, Cd, Ag a Se [53, 68, 69].

Salvéj lékaiskd (Salvia officinalis)

Mezi fytochemikalie obsazené v kvétech, listech a stoncich Salvéje 1€karské patii sacharidy,
proteiny, mastné kyseliny, derivaty glykosidi (napf. glykosidy flavonoidd, saponiny), alkaloidy,
fenolické slouceniny (kumariny, flavonoidy, tfisloviny), vitaminy, éterické oleje, steroidy, terpeny
(mono az seskviterpeny), hoi¢iny, pryskyfice a vosky [70]. Ze sacharidi a jejich derivati
se v Salvéji nejcastéji vyskytuje arabinosa, galaktosa, glukosa, mannosa, xylosa, uronové kyseliny
arhamnosa [71]. V listech Salvéje Iékaiské byl stanoven vysoky obsah polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA — Polyunsaturated fatty acids), dale mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA — Monounsaturated Fatty acids) a nasycenych mastnych kyselin (SAFA —
Saturated Fatty Acids). Z pohledu jednotlivych mastnych kyselin (MK — mastna kyselina) byla
nejvice zastoupena a-linolenova, linolova, palmitova a gadoleova kyselina [72]. Hlavnimi
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biologickymi slozkami esencidlniho oleje Salvéje jsou monoterpeny (R-, B-thujon, kaftr, 1,8-cineol,
cineon a borneol), seskviterpeny (R-humulen a B-karyofylen) a v listech jsou nejvice zastoupeny
di a triterpeny. [73, 74]. Z fenolickych latek jsou v Salvéji 1ékarské obsazené fenolické kyseliny,
flavonoidy a tfisloviny. Jmenovité napt. kyselina kavova, chlorogenova, rozmarynova, ferulova,
karnosova, salvianovd, ursolova, ellagova, epikatechin, epikatechin galldt, methyl karnosat,
kvercetin, karnosol, rosmanol, rosmadial, epirosmanol, rutin a luteolin, 6-methoxygenkwannin,
genkwanin, hispidulin a salviginin [71, 75, 76]. Také bylo zjisténo, ze Salvéj obsahuje vitamin A,
Bi, By, B3 a C [77]. V listech susené Salvéje 1ékarské byly zjistény vyssi obsahy nasledujicich
mineralnich latek: Ca, K, Mg, Na a P niz8i obsahy Al, Ni, B, Ba, Cu, Fe, Mn, Sr, Zn, Co a Cr [53,
78]. V Cerstvych kvétech Salvéje 1ékarské byly kvantifikovany nasledujici mineraly: Ca, K, Na, P,
Mg, Fe, B, Zn, Cu a Cr [79].

Yzop lékaisky (Hyssopus officinalis)

Yzop Iékatsky je bohaty na flavonoidy, fenolické kyseliny, tékavé latky, diterpenové laktony
(marrubiin), déale obsahuje vyznamné mnozstvi tfislovin, organické kyseliny, chlorofyly,
karotenoidy, vitamin C, fadu minerali a stopy pryskyfice [80]. Z flavonoidii jsou obsazeny
apigenin, kvercetin, kvercitrin, isokvercitrin, katechin, acacetin, diosmin, luteolin a jejich
glykosidy, z fenolickych kyselin pak kyselina ferulova, gallova, gentisova, chlorogenova, kavova,
p-hydroxybenzoova, p-kumarova, protokatechova, gentisova, rosmarynova, syringova, kaftarova
avanilova [81, 82]. Esencialni olej yzopu obsahuje isopinokamfon, B-pinen, pinokarvon,
karvakrol, a-elemol, karyofylen, p-cymen, mystenal, limonen a linalool [80, 83]. Obsah vitaminu
C v rAmci ontogeneze je v rozmezi 15-32 mg-100 g, karotenoidii 12-30 mg-100 g a celkovych
chlorofylt 43-74 mg-100 g [83]. V suSenych vzorcich yzopu 1ékaiského se nachéazi xylosa,
mannosa, glukosa, kyselina galakturonovd a alginova. Yzop lékatsky obsahuje 5-9 % lipida.
Zastoupeni MK je néasledujici: SAFA > MUFA > PUFA. Z mastnych kyselin jsou zastoupeny:
kyselina olejova, stearova, palmitova, linolova, linolenova a arachidonova [81]. Yzop obsahuje
zékladni makroprvky Ca, K, Na, P, Mg dale také mikroprvky Fe, Cu, Zn a Mn [84]. Bylo také
zjisténo, ze yzop je schopen z pidy akumulovat P, Ca, Mg, Zn, Mn, Fe As, Pb a Cd [85].

Jestrabina lékarska (Galega officinalis)

Jesttabina obsahuje sacharidy, mastné kyseliny, amikokyseliny, flavonoidy, taniny, derivaty
guanidinu (galegin), saponiny, fytosteroly (p-sitosterol, stigmasterol, kampesterol), triterpeny
(galegadiol, soyasapogenol) hoic¢iny, organické kyseliny, vitamin C, B-karoten, chlorofyly,
mineraly a alkaloidy [86-89]. Galegin je hlavni slozkou, kterd je zodpovédna za antidiabetické
ucinky jesttabiny [90]. Z fenolickych sloucenin jsou zastoupeny: ferulova, p-kumarova, salicylova,
chlorogenové, kavova, vanilova, gallova kyselina, rutin, kvercetin, myricetin, naringin, kaemferol,
genistein, apigenin a luteolin [91]. Flavonoidy, vitamin C, B-karoten a fytosteroly jsou hlavni
antioxidacni latky jesttabiny [89, 91]. Hlavnimi MK jsou palmitova, linolova a linolenova kyselina
[87]. Z organickych kyselin je nejvice zastoupena kyselina mlécna, octova a maselna. Jestrabina
obsahuje nasledujici makroprvky: P, K, Na, Ca, Mg a mikroprvky: B, Ni, Cu, Zn, Mn a Fe. V nati
byly také ve stopovém mnozstvi detekovany Cr, Cd a Pb [92].
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Ostropestiec mariansky (Silybum marianum)

Semena ostropestice obsahuji flavolignany, flavonoidy, aminy (histamin), esencialni oleje,
mastné kyseliny, tfisloviny, steroly (cholesterol, kampesterol, stigmasterol, sitosterol), tokoferoly
a betain. Hlavnimi flavolignany jsou silymarin, silybin, v mens$im zastoupeni jsou silychristin,
silydianin, isosilychristin, isosilybin [93-95]. Nejvice zastoupenym flavonoidem je taxifolin, dale
je zastoupen apigenin, kvercetin, kaemferol, rutin a luteolin. Z fenolickych kyselin kyselina
protokatechova, kavova, p-kumarova, chlorogenova, ferulova, cichorova, cinarova a rozmarynova
[94, 96]. Slouceniny silymarin a silybin maji antioxida¢ni vlastnosti a maji pozitivni ucinek
na jatra. Z MK jsou nejvice zastoupeny kyselina linolova, olejova a palmitova. Hlavnimi t€kavymi
latkami esencialniho oleje jsou y-kadinen a a-pinen [97]. V esencialnim oleji ostropestice byl
kvantifikovan také vysoky obsah a-tokoferolu, v mensim zastoupeni také - a y-tokoferol [98].
V extraktech ze semene byly zjiStény vyssi obsahy Ca, Mg, Na, P, S a K, a nizsi obsahy Cu, Fe,
Mn, Li a C1[99, 100].

2.1.1 Pozitivni Gcinky lé¢ivych rostlin

Fytochemikalie jsou zodpovédné za pozitivni vlastnosti 16¢ivych rostlin. Rada studii byla
provedena ke stanoveni uCinnosti téchto latek a pochopeni zidkladniho mechanismu jejich
pusobeni. Studie byly zaméfeny na identifikaci, izolaci a stanoveni biologické aktivity u¢innych
slozek rostlin in vitro nebo in vivo na pokusnych zvifatech nebo pomoci epidemiologickych
a klinickych studii u lidi [19, 101]. Fyziologické vlastnosti nékterych G¢innych latek jsou dobie
prostudovany, dalsi vyzkum se zaméfuje na jejich moznou roli pii prevenci a/nebo 1é¢b¢ rakoviny,
kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu, vysokého krevniho tlaku, popalenin a ztrat¢ zraku
ve stari [2, 3, 19, 102-104]. Bylo zjisténo, ze jedna biologicky ucinna slouc¢enina muze mit jednu
nebo vice biologickych funkei. Piehled biologicky Uc¢innych latek rostlin a jejich konkrétni
biologické funkce jsou uvedeny v Tab. 2.

Nejvétsi skupinou latek s antioxidacnim w€inkem v 1é¢ivych rostlinach jsou fenolické
slouceniny. Je znamo vice nez 8 000 latek s fenolickou strukturou. Mezi fenolické slouceniny
se znamou antioxidac¢ni aktivitou fadime flavonoidy, taniny, chalkony, kumariny, fenolické
kyseliny a stilbeny [105]. Kromé fenolickych sloucenin jsou piikladem neenzymatickych
antioxidantli vitaminy C a E, glutathion, B-karoten a dalsi karotenoidy. Dale nékteré prvky jako
Cu, Fe, Mn, Zn a Se, které se vyskytuji vétSinou vdzané na proteiny nebo tvoii metaloenzymy,
hlavné glutation oxidasu (Se), katalasu (Fe), superoxid dismutasu (Cu, Zn a Mn); jsou dilezité
pfi ochran¢ bunék pted volnymi radikaly [106].
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Tab. 2: Biologicky aktivni latky lecivych rostlin [19]

Klasifikace Skupiny sloucenin Biologicka funkce
polysacharidy celulosa, hemicelulosa, gumy, ovliviiuji vodni aktivitu,
slizy, pektiny, ligniny zpomaleni  absorpce  Zivin,
vazani toxini a zluCovych
kyselin
antibakteridlni, antifungalni terpeny, alkaloidy, fenolické inhibitory mikroorganism,
latky slouCeniny redukuji riziko fungalni infekce
antioxidanty fenolické slouceniny, zhaSeni volnych kyslikovych
flavonoidy, karotenoidy, radikalti, inhibice lipidové
tokoferol, kyselina askorbova, peroxidace
kumarin
protirakovinné latky karotenoidy, polyfenoly, inhibitory  nadorti,  inhibuji
flavonoidy, kurkumin rozvoj rakoviny plic,

antimetastaticka aktivita

detoxikacni latky

redukéni kyseliny, tokoferoly,

fenoly, indoly, aromatické
isothiokyany, kumariny,
flavony, karotenoidy,

retinoidy, kyanaty, fytosteroly

inhibitory aktivace
prokarcinogenu, induktory
vazby drog na karcinogeny,
inhibitory vzniku nadort

ostatni slouceniny alkaloidy, terpeny, aromaticky neurofarmakologickd  ¢inidla,
aktivni slouCeniny, biogenni antioxidanty, chemoprevence
aminy rakoviny

2.1.2 Aplikace 1é¢ivych rostlin do potravin

Bézné se LAKR ptidavaji jako piisady do nealkoholickych a alkoholickych napojt, peciva,
suSenek, zelé, cokolddovych a drazé bonbonti. Dale se z nich vyrabi zmrzliny, bylinné caje,
kofenici, bylinné smési a dopliiky stravy. Vzhledem k jejich antioxida¢ni a antimikrobialni aktivité
jsou také pouzivany jako konzervac¢ni ¢inidla, hraji dilezitou roli pfi ochrané potravin a napojt.

Levandule lekaiska

Kvéty, pupeny i listy levandule jsou jedlé a casto se pouzivaji jako chutové nebo vonné
ingredience pii vaieni pokrmi, peceni suSenek nebo ptipravé desertl. Susena levandule se piidava
do c¢ajovych, kotenicich smési, nealkoholickych a alkoholickych népoji. Z opylovanych kvéta
levandule se také vyrabi med [107]. V potravinaiském pramyslu se vyuziva levandulovy esencialni
olej pfi aromatizaci zvykacek, cukrovinek, nealkoholickych a alkoholickych napoji, zmrzlin,
jemného peciva, salsy, dzemd, zelé, sirupl, pudinkd nebo do vyvara [25, 108]. Bylo zavedeno
n¢kolik norem kvality tykajicich se chemického profilu esencidlnich oleji (EO — Essential oil)
levandule: ISO 3515:2002 (EO Lavandula angustifolia), ISO 8902:2009 (EO Lavandin Grosso,
francouzsky typ), ISO 3054:2001 (EO Lavandin Abrial, francouzsky typ), a ISO 4719:2012 (EO
z levandule Spike) [109].
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Meésicek lékaisky

Cerstvé kvéty mésicku 1ékaiského se pouzivaji jako piisada do omelet, salatd, polévek, kari
koteni, pudinkt, kolact, napojt a syrd [110, 111]. Kvéty mési¢ku byly ve stfedovéku vyuzivany
jako pfirodni barvivo do syri a masla [112]. Extrakty z mésicku byly uspésné aplikovany
do melounovych dzust [113] a sirupy do susenek [114].

Tiezalka teckovana

Trezalka teckovand a jeji preparaty nalezly uplatnéni jako dopliiky stravy ve formé tablet,
kapsli, ¢aju, tinktur a extraktti [40, 113]. Vyuziva se jako barvivo a ochucovadlo. Dle natizeni (ES)
¢. 1334/2008 a provadécich piiloh 793/2012/ES a 872/2012/ES lze pouzit latky urcené
k aromatizaci potravin nebo slozky potravin s aromatickymi vlastnostmi vyrobené z tiezalky
teckované pouze k aromatizaci alkoholickych népojt. Ptiloha II smérnice 88/388/ECC o latkach
urenych k aromatizaci nastavuje maximalni hodnoty pro hypericin u alkoholickych népoja
na 10 mg-kg ' [115]. Nalevy, alkoholické tinktury a extrakty tfezalky se pouZivaji k ochuceni
a aromatizaci pii vyrob¢ hotkych toniki a likért [40].

Salvéj muskdtovd

Extrakty se Siroce vyuzivaji v potravinaiském primyslu jako aromatické ptisady
do nealkoholickych a alkoholickych napoji, mraZzenych mlécnych vyrobkl, bonbdni, peciva,
zelatiny, pudinkd, kofeni a salatt. Bézn¢ se z ni pfipravuje ¢aj [116].

Medurika lékaiska

Pii vyrobé potravinaiskych vyrobkl se pouzivaji Cerstvé, susené listy, extrakty nebo esencialni
olej extrahovany z listi medunky. Meduiika lékaiska se vyuziva jako ingredience ke stabilizaci
a konzervaci napoji a potravin, [117] dale jako hlavni ingredience do caji, kofeni,
nealkoholickych a alkoholickych napoja, salati, kolact, deserti a jogurti [118]. Esencialni olej
a extrakty medunky mohou byt pouzity jako pfirodni antioxidanty a konzervanty pro prodlouzeni
trvanlivosti napoja, kolacu a syra [113, 119, 120]. Extrakt rozmarynu a medunky lékarské fady
Origanox, které uvedl na trh izraelsky podnik Rad Natural Technologies, se pouziva ke konzervaci
cukrovinek a jemného peciva [121]. Sirupy a extrakty z medunky byly uspésné aplikovany
do kysanych mlé¢nych napoju [122].

Mata peprna

Pti vyrobé potravinairskych vyrobkli se pouzivaji Cerstvé, suSené listy nebo esencialni olej
extrahovany z list maty peprné, ptipadné extrakty nebo jeho jednotlivé komponenty ¢i derivaty.
Z listl a stonkll maty peprné se déla ¢aj, pridava se do népojl, jehnéciho masa, zeleniny, omacek,
salatl, pecCiva, moucnikl, Zelé, sirupti a zmrzliny. Pouziva se k vyrobé alkoholického napoje
zvan¢ho ,,Peprmintka®, ,Zelend“ a je dulezitou ingredienci Caje Touareg. Matové extrakty
se v potravinafstvi pouzivaji k ochuceni a aromatizaci cukrovinek, ¢okolady, bonbont, zvykacek
a alkoholickych 1 nealkoholickych napoji. Menthol se aplikuje pfi vyrobé pastilek. Matovy olej
lze pouzit k potlaceni kvasinek, které kontaminuji potraviny [63, 64]. Sirupy z maty peprné byly
aplikovany na ochuceni kysanych mléénych napoji [122]. Extrakty z maty peprné byly vyuzity
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k ptipravé novych limetkovych napoji [123] a také byly aplikovany pro zvySeni stability
slune¢nicového oleje béhem skladovani [124].

Salvéj lékaiskd

Salvéj lékaiska se pouzivé jako bézna kulinarni bylina predevsim k aromatizaci, dale k ochuceni
napt. omacek, masovych nebo rybich pokrmt, vzhledem ke svému antimikrobidlnimu piisobeni
také jako pfirodni konzervaéni Cinidlo. Mlze byt pfidavana do potravin za piedpokladu, Ze
koncentrace thujonti v konetném produktu nepfesahuje 0,5 mg-kg ' [71, 125]. Esencidlni olej
z Salvéje se pridava do masa, klobasek, omacek, kufecich naplni, ryb, polévek a konzerv. Lze
vyuzit do pastik a fermentovanych salami jako antioxidant [126]. Ze studie, ktera se zaméfila
na vliv esencidlniho oleje Salvéje na zvySeni doby trvanlivosti pekarenskych vyrobkt, vyplyva, ze
pridavek Salvéje vyznamné snizil peroxidové ¢islo v porovnani s vyrobky bez piidavku [127].
Hydrolat ze Salvéje l€kafské, 1ze vyuzit k vyrobé napojii s pfirodnimi antibiotickymi Uc¢inky
pii zazivacich potizich [128]. Extrakty Salvéje byly také pouzity k prodlouzeni trvanlivosti masla
a oleju [129].

Yzop lékaisky

Yzop Iékatsky se pouziva jako kulinafska nebo 1é¢iva rostlina. Esencialni olej a extrakt yzopu
se pouzivaji k aromatizaci a/nebo ochuceni alkoholickych likéra, €ajt, tonikd, masnych vyrobkd,
omacek a pochutin [130, 131]. I ptes nahotklou chut se vyuziva k dodani matového flavouru. Listy
yzopu se pouzivaji jako aromatické kotfeni [81]. Yzop Ize pouzivat k aromatizaci ¢ajovych smési
do 5 % koncentrace [132]. Byl studovan vliv ptidavku yzopového esencialniho oleje (aplikovana
0,02% max. senzoricky pfijatelnd koncentrace) na prodlouzeni trvanlivosti mletého hovéziho
masa. Bylo zjisténo, ze yzop zabrafiuje rozvoji nezddoucich senzorickych zmén (prodlouzeni
pfijatelnosti az o 3 dny) a inhibuje rist Enterobacteriaceae [133].

Jestiabina lékaiska

Bézné€ je nazyvana jako kozi trava, vzhledem k jejimu tradi¢nimu pouziti ke krmeni zvifat.
Ususena se podava formou ndlevu ke snizovani hladiny cukru v krvi a puasobi také silné
mocopudné [88]. V potravinaiském primyslu nema zatim velké vyuziti. Extrakt z jestfabiny byl
aplikovan pouze do jogurtt [134].

Ostropestirec maridansky

Ostropestiec 1ze v potravinaiském primyslu vyuzit v riznych forméch: ve formé celého semene
nebo prasku, fezané byliny, praSkové formé byliny, ve formé Cajovych sacki, alkoholickych
extraktil, esencidlniho oleje, kapsuli a mékkych gela. Pravé cela semena, esencialni olej a praskova
forma semen se aplikuji do doplnki stravy. Listy a mladé stonky se konzumuji jako jedla zelenina
v arabskych zemich, Sardinii a Spanélsku. Ve Spanélsku se listy piidavaji do salatil, upravuji
vafenim nebo frituji. Z opylovanych kvéta se také vyrabi med [135]. Ze semen se vyrabi olej, ktery
se konzumuje za studena nebo se pridava do masla a sadla jako antioxidant v pfipad¢, Ze obsahuje
0,8 % silymarinu. Fermentovand semena ostropestice byla také aplikovéna pro zlepSeni kvality
pSeni¢ného chleba [136]. Dalsim produktem je mouka, ktera spliiuje pozadavky svétové
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zdravotnické organizace pro 2 az Sleté déti, avSak obsahuje nedostatek lyzinu, methioninu
a cysteinu, které by mohly byt doplnény z jinych zdrojt [137].

2.2 STANOVENI FENOLICKYCH SLOUCENIN LECIVYCH ROSTLIN

Vzhledem k tomu, Ze stéZejni ¢ast dizertacni prace je zaméfena na stanoveni fenolickych
slou¢enin a minerdlnich latek, nasledujici kapitoly jsou zaméfeny na ptehled metod
a instrumentalnich technik vyuZzivanych pro jejich charakterizaci.

2.2.1 Priprava vzorku

Vseobecné neni zavedena jednotna piiprava vzorku pro stanoveni fenolickych sloucenin
1é¢ivych rostlin. Proto je vhodné volit optimalni zplisob pifedbézného zpracovani podle chemické
struktury a vlastnosti stanovované slouceniny. Ptiprava vzorku pro stanoveni fenolickych
sloucenin zavisi pfedev§im na povaze matrice vzorku, chemickych vlastnostech fenolickych latek,
vcetné molekuldrni struktury, polarity, koncentrace, poc¢tu aromatickych kruhit a hydroxylovych
skupin [13, 138]. Na Obr. 1 jsou znazornény moznosti piipravy a charakterizace fenolickych
sloucenin rostlinnych materiald.

Ditlezitym aspektem pii stanoveni fenolickych sloucenin je, zda se stanoveni zaméiuje
na cilové slouceniny v jejich konjugované formé nebo na jejich aglykony. U rostlinnych produkti,
potravin a biologickych materialii se obvykle stanovuje obsah intaktnich konjugatl, v ptipadé
stanoveni aglykont je nutna hydrolyza. Nejéast&ji se pouzivé acidickd (1-2 mol-dm > HCL, 1 hod),
bazickd (1-4 mol-dm > NaOH 1-24 hod) nebo enzymatickd hydrolyza (s vyuZitim celulas,
pektinas a amylas) [139, 140].

sudeni, lyofilizace

v = lati
Predaprava — | 7"

dreeni
l homogenizacs
macsarace
Extrakce Soxhlstova extrakes
MAE UAE
l PFE (PLE/ASE.SWE SFE)
SPE
- slovpcova chromatografis
Purifikace — pu

l spektrof. testy: FD,FC atd.

GC/LC/CE datekca pomoci
Analsvza — (UV/VIS, FLU.PDA,

N ECD.EAD, voltarimetria MS,
NMR)

Obr. 1: Moznosti piipravy a charakterizace fenolickych sloucenin rostlinnych materiald [141]
Zkratky: MAE — mikrovinna extrakce; UAE — ultrazvukova extrakce; PFE — vysokotlaka extrakce; ASE — zrychlena
extrakce rozpoustédly; SWE — subkritickd vodni extrakce; SFE — superkriticka fluidni extrakce; SPE — extrakce na
tuhou fazi; CCC — protiproudd chromatografie; FD — Folin Denisova metoda; FC — Folin-Ciocalteuho metoda; GC —
plynova chromatografie; LC — kapalinova chromatografie; FLU — fluorescence; PDA — detektor s fotodiodou; ECD —
elektrochemicky detektor; MS — hmotnostni spektrometrie; NMR — nuklearni magnetickd rezonance
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2.2.2 Extrak¢ni metody

Extrakce je prvnim dilezitym krokem pii kvalitativnim nebo kvantitativnim stanoveni
fenolickych sloucenin 1é¢ivych rostlin. V idealnim piipadé mé byt extrakéni postup dostatecné
ucinny pro extrakci chemickych latek, které maji byt separovany a charakterizovany. Rychly,
jednoduchy, levny, vhodny pro rutinni analyzu, a také vhodny pro automatizaci. Parametry, které
ovliviiuji vytéznost extrakce, jsou: doba extrakce, teplota, pH, pomér rozpoustédla a vzorku, pocet
opakovani extrakci a typ rozpoustédla [138, 142, 143]. VSeobecné se nedoporucuje dlouhd doba
a zvysena teplota pii extrakci, vzhledem k tomu, Ze mtuze dochazet k degradaci nebo enzymatické
oxidaci fenolickych latek [13, 138].

K tomuto tcelu se pouziva tfada klasickych i modernich extrakénich metod. Ke klasickym
extrak¢énim postupiim fadime maceraci nebo extrakci pomoci Soxhletova extraktoru. K modernim
technikam patii superkriticka fluidni extrakce (SFE — Supercritical Fluid Extraction), subkriticka
vodni extrakce (SWE — Subcritical Water Extraction), mikrovinna extrakce (MAE — Microwave
Assisted Extraction), vakuova mikrovinna extrakce (VMAE — Vacuum Microwave-Assisted
Extraction), vysokotlaka extrakce (HPE — High Pressure Extraction), mikroextrakce na tuhou fazi
(SPME — Solid Phase Microextraction), extrakce pomoci pulznich poli (PEF — Pulse Electric Field
Assisted Extraction), enzymaticky asistovana extrakce (EAE — Enzyme Assisted Extraction),
zrychlend extrakce rozpoustédly (ASE — Accelerated Solvent Extraction) a sekvencni alkalicka
extrakce (SAE — Sekvence Alkaline Extraction) [13, 138, 140]. Moderni extrakéni techniky maji
znacné vyhody oproti konvenénim zplisobiim ptipravy vzorki, napt. snizeni spotieby organickych
rozpoustédel, snizeni degradace slozek, zvySeni uCinnosti extrakce, selektivity, zrychleni procesu
a snadna automatizace [13, 138]. Tab. 3, 4 a 5 ptehledné shrnuji vyhody a nevyhody metod.

Z Tab. 3 je ziejmé, ze z konvencnich metod ma pro extrakci fenolickych sloucenin znacné
vyhody dynamicka macerace, kterd je také jednou z nejpouzivanéjSich konvencnich metod
pro vyzkum i primyslové aplikace vzhledem k jeji jednoduchosti provedeni a minimalnim
finan¢nim prostiedkd.

V ramci modernich metod pak maji zna¢né vyhody pro aplikaci ve vyzkumu a potravinarském
primyslu SFE a SWE. SFE je dokonce povazovana za nejvhodnégjsi zpiisob vyroby ptirodnich
antioxidantl pro pouziti v potravindiském prumyslu, vzhledem k tomu, ze je citlivd vici
zivotnimu prostiedi. Naopak SWE je pouzitelna pouze pro vyzkumné aktivity, nikoli do primyslu,
protoze zatizeni pro velké obsahy by mélo velké naroky na tésnéni a bezpecnost. Ob¢ extrakéni
metody vSak maji vysSsi vstupni a provozni naklady.

V réamci piedlozené prace jsme se proto rozhodli pro levnéjsi variantu aplikace dynamické
extrakce rozpoustédly pro extrakci 1é¢ivych rostlin.
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Tab. 3: Prehled vyhod a nevyhod konvencnich extrakcnich metod

Metoda Princip Vyhody Nevyhody Rozpoustédla Zdroj
Staticka macerace Extrakce Jednoducha Neuplné extrakce Voda, methanol, | [13, 138, 142, 144-146]

rozpoustédlem Levna Remacerace ethanol,

bez michani Dlouhd doba (5—14 dni) | propanol, aceton,
Dynamickéa macerace | Extrakce Jednoducha Pouziti organickych acetonitril,

rozpoustédlem Levna rozpoustédel, nutné ethylacetat,

s michanim Kratsi doba nez u | nakladats odpady dimethylsulfoxid

statické (1-12 hodin) a jejich smési

Turboextrakce Extrakce Jednoducha Desintegrace bunck s vodou

rozpoustédlem Levna Rozklad slou¢enin iontové kapaliny

s michanim o Redukce velikosti ¢astic | Problémy pfi filtraci

vysokych

otackach
Soxhletova extrakce | Extrakce za Opakovany kontakt Dlouhé doba extrakce Voda, methanol, | [13, 138]

vyuziti byliny s Cerstvym Rozklad slou¢enin ethanol,

Soxhletova rozpoustédlem Velka spotieba acetonitril

extraktoru Neni potieba filtrace po | rozpoustédel

extrakci Nemoznost michani
Nutné zakoncentrovani

Soxtec Automaticka Nizsi spotieba Rozklad sloucenin [138]

Soxhletova rozpoustédel a kratsi ¢as | Nutné zakoncentrovani

extrakce nez u Soxhletovy

extrakce
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Tab. 4: Prehled vyhod a nevyhod modernich extrakcnich metod

Metoda Princip Vyhody Nevyhody Rozpoustédla Zdroj
UAE Extrakce rozpoustédly | Vysoka efektivita extrakce, | Zména a rozklad | Voda, methanol, [147, 148]
vyuzivajici  ultrazvukové | jednoduchd, levna, casova | slouCenin, ethanol,
energie, s frekvenci mezi 20 | nenaro¢nost tvorba volnych radikala | butanol, aceton,
az 100 kHz ethylacetat
SFE Extrakce vyuZzivajici Kratka doba extrakce Vstupni naklady Nadkriticky CO, | [13, 111, 149-151]
nadkriticky CO, (do 30 minut) na zafizeni vysoké s modifikatorem
nedochdzi k degradaci tepelné (ethanol, methanol,
labilnich slozek acetonitril, kaprylova
pouziti bezpecného netoxického kyselina nebo ester
CO, kyseliny kaprylové)
SWE Extrakce vyuzivajici Kratka doba extrakce Vstupni naklady na | Voda [76, 152]
nadkritickou vodu (do 30 minut) zafizeni vysoké
Extrakce poléarnich, nepolarnich | Omezeni aplikace
slouc¢enin v potravinaiském
citlivd k zivotnimu prostiedi, | primyslu
niz$i spotfeba rozpoustédla
MAE Extrakce rozpoustedly Kratka doba extrakce Omezeni pro extrakci | Polarni rozpoustédla | [13, 153].
vyuzivajici mikrovinnou (do 30 minut) termostabilnich (voda, methanol,
energii NiZz8i spotieba rozpoustédel sloucenin ethanol), nepolarni
Omezeni pouziti pouze | rozpoustédla
na fenolické kyseliny neabsorbuji
Rozklad a oxidace mikrovlnnou energii
VMAE Mikrovinna extrakce Kratka doba extrakce Specialni zafizeni na | Polarni rozpoustédla | [154]
rozpoustédly provadénd ve | (do 30 minut) extrakci (voda, methanol,

vakuovém systému

Nedochazi k rozkladu a oxidaci
sloucenin

Naklady na zatizeni

ethanol)
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Tab 5: Prehled vyhod a nevyhod modernich extrakcnich metod - pokracovani

Metoda Princip Vyhody Nevyhody Rozpoustédla Zdroj
HPE Extrakce rozpoustédly za | Uspora energie Specialni zafizeni Methanol, ethanol, [139, 149]
vysokych tlakt bezpecnost provedeni Néklady na zafizeni | destilovand voda, CO,

10-1 000 MPa Nedochazi k rozkladu vysoké
sloucenin
SPME Sorpce slozek vzorku na | Jednoducha, rychla, Néklady na SPME | Bez rozpoustédel [155]
stacionarni fazi pokryvajici | Bez rozpoustédel vldkna
kifemenné vlakno, desorpce Aplikace s plynovou
v nastfikovém portu chromatografii
plynového chromatografu
PEF Extrakce pomoci pulznich | Rychla Naéklady na zafizeni Ethylacetat [156, 157]
poli o elektrické intenzité Netepelna
0,5-3 kV/cm a Vysoce u¢innd metoda
trvani 1-400 puS pro extrakci
intraceluldrnich latek
EAE Extrakce rostlinnych Jednoducha, Naklady na enzymy Polarni  rozpoustédla | [158, 159]
materialti s pfidavkem environmentalné¢  Setrna s pfidavkem  amylas,
amylas, pektinas, celulas a | metoda celulas,  hemicelulas,
hemicelulas pektinas
ASE Extrakce rozpoustédly v | Snizeni spotieby | Naklady na zatizeni Poléarni rozpoustédla [13, 138]
dusikové  atmosféfe pii | rozpoustédel
vysoké teplot¢ a tlaku Krat$i doba extrakce
SAE Extrakce rozpoustédly | Pouziti k extrakci | Velka spotieba Polérni rozpoustédla, [138]
nasledovana alkalickou | volnych a  véazanych | chemikalii hydrolyza pomoci
extrakci v dusikové | fenolickych sloucenin NaOH a HCI
atmosféie
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2.2.3 Purifikacni a izola¢ni metody

Nekteré extrakéni techniky (Soxhletova extrakce, MAE nebo HPE), maji Casto za nésledek
neselektivni koextrakce a relativné velké mnozstvi nezadoucich slozek (napt. lipidd, sterold,
chlorofyld atd.), které mohou ovlivnit separaci a naslednou chromatografickou detekci; proto je
vhodné zatadit purifikacni metody, mezi které fadime extrakci na tuhou fazi (SPE — Solid Phase
Extraction), extrakci disperzni tuhou fazi (MSPD — Matrix Solid Phase Dispersion), sloupcovou
chromatografii a protiproudou chromatografii (CCC — Counter Current Chromatography) [138].

SPE je zalozena na kationtové nebo aniontové vyméné. Vyuzivd se k CiSténi zejména
rostlinnych materidli s vysokym obsahem vody nebo jejich vytazka. NejCastéji pouzivané
materidly k purifikaci polyfenolt jsou Sephadex LH-20, silikagel, polyamid, Amberlite, styren-
divinylbenzen (XAD 4, XADI16, EXA-90, EXA 118, SP70) a akrylové pryskyfice. Vyhodou této
metody je moznost pfimého spojeni s kapalinovou chromatografii [138, 139].

MSPD se sklada z vice krokd provadénych v jednom procesu: homogenizace matrice s fazi
oxidu kfemicitého, naruseni bunck, extrakce a purifikace. Vyhodou této metody je, Ze je levna,
dochazi k omezené spotiebé organickych rozpoustédel, probihd za mirnych extrakénich podminek
a je mozna purifikace a extrakce v jednom kroku [138, 160-162].

Sloupcova chromatografie se pouziva k frakcionaci fenolickych latek. Je to ¢asové narocna
metoda, kterd vyzaduje vEtsi spotfebu rozpoustédel, ale poskytuje vétsi mnozstvi frakci pro
naslednou izolaci a identifikaci. Nejcastéji pouzivané sorbenty jsou RP-C18, Toyopearl, LH-20
a polyamidové pryskyftice. K eluci se bézné vyuzivaji ethanol, methanol, aceton, destilovana voda
a smési rozpoustédel s vodou [139].

CCC je zaloZena na rozdélovani vzorku mezi dv€ nemisitelna rozpoustédla, je to alternativni
kapalinova chromatograficka metoda pro frakcionaci vzorkl bez pouziti pevné faze [139]. Tab. 6
ukazuje piehled aplikaci na vzorky 1éCivych rostlin.

Tab. 6: Aplikace purifikacnich metod na vzorky lécivych rostlin

Rostlinna matrice Metoda Fenolické slouceniny Zdroj
Medunka lékarska SPE fenolické kyseliny [163]
Ttezalka teckovana SPE flavonoidy a fenolické kyseliny [164]
Lécivé rostliny SPE isoflavony [138]
Medunka lékarska MSPD  fenolické kyseliny [165]
Mata peprna MSPD  fenolické kyseliny [138]
Ttezalka teCkovana CCC flavonoidy [166]

2.3 INSTRUMENTALNI TECHNIKY VHODNE PRO STANOVENI
FENOLICKYCH SLOUCENIN

Volba spravné strategie pro studium fenolickych sloucenin v rostlinnych materidlech zavisi
na ucelu studie, povaze vzorku a analytu. Testy pouzivané pro stanoveni fenolickych latek jsou
obvykle klasifikovany na testy pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek, nebo
pro stanoveni specifickych fenolickych skupin nebo konkrétnich sloucenin. Kvantifikace
fenolickych latek v rostlinném extraktu je ovlivnéna chemickou povahou analytu, pouzitou
metodou, vybérem standard a pfitomnosti interferujicich latek [139].
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie a plynova chromatografie, ptip. jejich kombinace
s hmotnostni spektrometrii, jsou nejvice pouzivané¢ metody pro kvantifikaci konkrétnich
fenolickych sloucenin. Pro sledovani celkovych obsahii fenolickych sloucenin se pouziva
ultrafialova viditelna spektroskopie [138, 139].

2.3.1 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektroskopie (UV-VIS — UltraViolet-Visible Spectroscopy) je zalozena na absorpci
elektromagnetického zareni v rozsahu vinovych délek 200400 nm (UV oblast) a 400-800 nm
(VIS oblast) molekulami vzorku. Je to jedna z jednoduchych technik pro kvantifikaci fenolickych
sloucenin, u niZ jsou nizké finan¢ni ndklady na provedeni experimentu (i kdyZ vstupni investice,
cena specializovanych zafizeni, je pomérn¢ vysoka). Jedna se o rychlou, nedestruktivni metodu,
ktera nevyzaduje naroCnou piipravu vzorku. Spektrofotometrické testy poskytuji jednoduché
arychlé screeningové metody na kvantifikaci fenolickych sloucenin. Nicméné vzhledem
ke slozitosti rostlinnych fenolickych latek a jejich rizné reaktivité se zkuSebnimi cinidly,
se pouziva velké mnozstvi testl, které Casto nelze porovnat [138, 139]. V pripad¢ analyzy 1éCivych
rostlin se vyuzivd ke kvantifikaci celkového obsahu fenolickych latek, flavonoida,
proanthokyanidinti, anthokyant a hydrolyzovanych tanint.

2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) ptedstavuje nejpopularnéjsi a nejspolehlivéjsi techniku pro stanoveni
fenolickych latek a to pfevazné¢ anthokyant, proanthokyanidini, hydrolyzovanych tanind,
flavonolt, flavan-3-oll, flavanont, flavoni a fenolickych kyselin. M4 mnoho vyhod, jako je
vysoka citlivost, reprodukovatelnost, dobra separacni t€¢innost, linearita, schopnost stanovit vice
slozek najednou spolecné s jejich derivaty nebo rozkladnymi produkty, a snadnost automatizace
[138, 167].

Pti samotné separaci fenolickych latek se aplikuje hlavné kapalinova chromatografie s reverzni
fazi (RP-HPLC — Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography), pfi niz se vyuZzivaji
kolony s nepolarni staciondrni fazi, nejcastéji silikagel s chemicky vazanou uhlikovou skupinou
C18; kolony o délce 10-30 cm, o vnitinim praméru 3,9—4,6 mm a velikosti ¢astic 3—10 pum.
Nicméné u pokrocilejSich HPLC technik, jako je ultra-ti¢inna kapalinova chromatografie (UPLC —
Ultra Performance Liquid Chromatography) a dvourozmérnd kapalinova chromatografie (2-D
LC — Two Dimesion Liquid Chromatography), se k detekci fenolickych sloucenin pouZzivaji i nové
kolony (monolitické nebo kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi) o délce 3—25 cm, vnitinich
prumérech 1-4,6 mm a velikosti ¢astic 1,7-10 um [138, 139].

Mobilni faze (MP — Mobile Phase) jsou polarni, vyuzivd se hlavné methanol a acetonitril.
V nékterych ptipadech byly pouzity i ethanol, tetrahydrofuran a propan-2-ol. Je mozna isokraticka
1 gradientova eluce, gradientova je preferovanéjsi. Volba MP zdvisi na poctu a typu stanovovanych
latek a povaze matrice. Doporucuje se pH mobilni faze udrzovat v rozmezi pH 2-4, aby
se zabranilo ionizaci fenolickych latek a pii identifikaci chvostovani pik. Za timto ucelem
se k MP pfidava malé mnozstvi kyseliny octové, mravenci, fosfore¢né, trichloroctové, chloristé,
ptip. fosfatovy, citratovy pufr nebo octan amonny [138, 139, 167].
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K detekci fenolickych latek se vyuzivaji zejména UV detektory, detektory s diodovym polem
(DAD - Diode Array Detector), detektor s fotodiodou (PDA — Phodiode Array Detector) lze ale
také pouzit elektrochemicky detektor, fluorimetricky detektor, hmotnostni spektrometr (MS —
Mass Spectrometry) a nuklearni magnetickou rezonanci (NMR — Nuclear Magnetic Resonance).
NMR a MS detekce se pouzivaji predevsim k identifikaci fenolickych sloucenin. HPLC-MS (High
Performance Liquid Chromatography Mass Spectrometry) je oproti HPLC s UV detekci vhodnéjsi
technika s vysokou ucinnosti separace a moznosti pro identifikaci slozek bylin, zejména pro mikro
a stopové analyzy. Nejcastéji vyuzivanymi ioniza¢nimi technikami jsou elektrosprej (ESI — Electro
Spray Ionization) a ionizace urychlenymi atomy (FAB — Fast Atom Bombardment). Novymi
modernimi metodami pifi stanoveni fenolickych sloucenin jsou HPLC s vyuzitim hydrofilnich
kolon (HILIC — Hydrophilic Interaction Chromatography) a 2-D LC. HILIC se ukazala byt
uzite¢na pii analyze polarnich komponentl ve slozitych matricich. 2-D LC umoziuje separaci
a identifikaci latek s podobnou strukturou, v¢. minoritnich slozek z komplexnich matric. 2D-LC
s vyuzitim HILIC kolon a 2D-LC s vyuzitim kolon s RP byla pouzita k detekci polarnich a semi-
polarnich frakci u vzorku tradi¢ni ¢inské mediciny [138, 139, 167].

V soucasnosti lze najit fadu studii zaméfenych na identifikaci a kvantifikaci fenolickych
slou¢enin pomoci HPLC ve vzorcich levandule [28, 168, 169], mésicku [32, 170-172], tiezalky
[169, 170, 173-176], salvéje muskatové [57, 177], medunky [169, 178-182], maty [35, 183-187],
Salv¢je 1ékarské [169, 170, 188-192], yzopu [82, 193], jestiabiny [194] a ostropestice [97, 195-197]
se za¢nou variabilitou extrak¢nich podminek, pouzitych kolon, mobilnich fazi a experimentalnich
podminek. V Tab. 7 jsou uvedeny nejnovéjsi studie s diirazem na studované matrice.

Tab. 7: Aplikace HPLC na studované vzorky lécivych rostlin

Matrice Extrakce Kolona Mobilni faze Detekce Zdroj
Susena 70% ethanol Eclipse XDB-C18 A) 1% octova DAD [198]
levandule =~ macerace (150 x 4,6 mm, 5 um)  B) acetonitril 280, 320,

1 ml-min "', gradient 370 nm
Susena methanol Eclipse XDB-C18 A) 1% mravenci PDA [187]
mata macerace (250 x 4,6 mm, 5 pm)  B) methanol 280, 320 nm

1 ml-min"', gradient
Susena methanol Phenomenex C18 A) 1% mravenci DAD [170]
Salvej, macerace (250 x 4,6 mm, 5 pum) B) 1% mravenci 260, 280,
mésicek, v acetonitrilu 320 nm
trezalka 1 ml-min "', gradient
Susena 70% methanol, Nucleosil 100 C18 A) 1% octova DAD [179]
medurnika macerace, UAE (250 X 4,6 mm, 5 um) B) acetonitril 260, 270, 280,

C) methanol 320, 330 nm

1,3 ml'min "', gradient
Suseny 70% ethanol Zorbax SB-C18 A) 0,1% mravenci DAD [82]
yzop UAE (100 x 3 mm, 5 pm) B) methanol 330, 370 nm

1 ml-min "', gradient
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2.3.3 Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie (GC — Gas Chromatography) se S$iroce pouzivd pro separaci,
identifikaci a kvantifikaci fenolickych kyselin, flavonoidi a kondenzovanych tanind. NejvétSim
problémem pii GC analyze je, Ze fenolické slou¢eniny maji nizkou t€kavost. Pfi jejich kvantifikaci
v potravinach jsou jednak nutné Cistici postupy k odstranéni lipidi z extraktu, dale uvolnéni
fenolickych latek z jejich glykosidii a esterti za pouziti enzymatické, alkalické nebo kyselé
hydrolyzy, a transformace fenolickych sloucenin na tékav¢jsi derivaty. K vytvofeni methyl
a ethylestertt fenolickych sloucenin se pouziva fada cinidel: methyl-chlorformiat, diazomethan
a dimethylsulfoxid v kombinaci s methyljodicnanem; k vytvofeni trimethylsilyl derivata
se pouzivaji: trifluoroacetymid, N-(terc-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid [138, 139].

Trimethylsilylova ¢inidla maji zna¢né vyhody, protoze poskytuji vysoce t€kavé slouCeniny a pfi
reakci nedochazi k tvorbé nezadoucich vedlejSich produktti. Pro GC analyzu se nejCastéji pouzivaji
kifemenné kapilarni kolony o délce 30 m s vnitfnim primérem 25-32 pum a s vrstvou filmu
0,25 um. Existuji vSak 1 vyjimky, kdy byly pouzity kolony o délce 15 m s vrstvou filmu 10 pm.
Nejcastéji se k detekci fenolickych sloucenin pouziva plamenoveé ionizacni detektor (FID — Flame
Ionization Detector) a hmotnostni spektrometrie. Plynovd chromatografie s hmotnostni detekci
(GC-MS - Gas Chromatography Mass Spectrometry) je idealni nastroj pro identifikaci
fenolickych sloucenin s vysokou citlivosti a selektivitou [138, 139].

Z publikovanych praci Ize uvést napt. praci Proestos a Komaitis [182], kteti pouzili GC-MS pro
identifikaci fenolickych slouc¢enin u medunky, dobromysli a eukalyptu. Chu a kol. [138] vyvinuli
rychlou metodu pro derivatizaci fenolickych kyselin za pouziti mikrovinného ozatovani, GC-MS
pouzili k identifikaci. Proestos a kol. [199] optimalizovali derivatizacni proces pro identifikaci
fenolickych sloucenin pomoci GC-MS u péti vybranych aromatickych rostlin.

2.3.4 DalSi instrumentalni techniky

Kapiléarni elektroforéza (CE — Capillar Electrophoresis) je vysoce rozliSovaci technika vhodna
k identifikaci latek s nizkou a stfedni molekulovou hmotnosti. Vyhodou této metody je pouziti
velmi malého objemu vzorku i reagencii. Micelarni elektrokineticka chromatografie, kapilarni
elektrochromatografie a kapilarni zoénové elektroforéza (CZE — Capillar Zone Electrophoresis)
v kombinaci s UV detekei, detekci pomoci elektrochromatografie a hmotnostni spektrometrie
se pouzivaji nejcastéji [138, 139]. Z relevantnich praci lze uvést studie Helmja a kol. [200], ktefi
kvantifikovali fenolické slouceniny u extrakti tfezalky, studii Cao a kol. [201], ktefi optimalizovali
CZE pro stanoveni sedmi fenolickych kyselin ve tfech druzich Salvéje a studii Roblové a kol.
[202], kteti pouzili CZE ke klasifikaci produktti z maty.

Papirova chromatografie (PC — Paper Chromatography) a chromatografie na tenké vrstvé jsou
méné vyuzivané separacni techniky ke stanoveni fenolickych sloucenin. PC byla pouzita
k separaci a identifikaci fenolickych slou¢enin z ¢ajovych listkt [139].

Tenkovrstva chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography) je vykonnéjsi metoda
pro stanoveni fenolickych slouc¢enin v surovych rostlinnych extraktech nez PC. Vyhodou této
metody je nizka cena, rychlost a moznost detekce vice latek najednou [138, 139]. Z publikovanych
praci lze uvést studii Altana a kol. [203], ktefi validovali TLC pro kvantifikaci rozmarynové
kyseliny u rGznych druhti Salvéje.
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2.4 METODY VHODNE PRO STANOVENI FENOLICKYCH LATEK
2.4.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (TPC — Total Phenolic Content) se pouziva
fada metod, napt. Folin-Denisova metoda, metoda Folin-Ciocalteuho, manganometricka titrace
a kolorimetrické stanoveni ze soli Zeleza. Nejvice preferovana je Folin-Ciocaulteuho (FC) metoda,
kterd je zalozena na chemické reakci fenolickych sloucenin s redukénim ¢inidlem, které se sklada
ze smeési wolframanu a molybdenanu ve vysoce zasaditém prostiedi, pfi niz dochazi k tvorbé
modrého fosfomolybdenového/fosfowolframového komplexu s intenzivni absorbanci pfi vinové
délce 765 nm. Omezenim metody je, Ze reagencie nereaguji specificky jen s polyfenoly, ale napft.
také s aminy, proteiny, cukry a kyselinou askorbovou. Gallova kyselina je Siroce pouzivanym
standardem u této metody [138, 139, 204, 205].

2.4.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Spektrofotometricky test zalozeny na tvorbé komplexu piti reakci chloridu hlinitého
s flavonoidy je nejpouzivanéjsi postup pro stanoveni celkového obsahu flavonoida (TFC — Total
Flavonoid Content) u vzorkl IéCivych rostlin. Nejcastéji se pouzivaji dva nésledujici postupy:
pii prvnim postupu se ke vzorku pfidava roztok AICl; o koncentraci 2-10 % v pfitomnosti
kyseliny nebo roztoku octanu. Méteni se provadi po 2 az 60 minutach po piidavku roztoku AICls
pfi 404430 nm. Jako standardy se pouzivaji kvercetin, rutin, kvercitrin, galangin, katechin.
Pti druhém postupu se vytvaii komplex v pfitomnosti NaNO, v alkalickém prostiedi. Po ptridani
chloridu hlinitého se tvofi zluty komplex, ktery se po pfidani roztoku hydroxidu hlinit¢ho méni
na ¢ervené zbarveny komplex. Méfeni se provadi pfi 510 nm a katechin se pouziva jako standard.
Déle se pro stanoveni flavonoidi vyuziva test zaloZzeny na reakci 2-aminoethyldifenylboratu
s flavonoidy, pii niz dochazi k tvorbé zluté¢ zbarveného chelatu, méfeni absorbance se provadi
pfi vinové délce 404 nm, TFC je vztazen na rutin [206, 207].

2.4.3 Stanoveni celkového obsahu anthokyani

Nejcastéjsi vyuzivanou metodou pro zjisténi celkového obsahu anthokyani (TAC — Total
Anthocyanin Content) je pH diferentni metoda, ktera je zalozena na zméné absorpcniho spektra
anthokyant pfi zméné pH. Mé&fi se zména absorbance pii pH 1 a 4,5 pii vlnovych délkach 510 nm
a 700 nm. Pii pH 1 pfevazuje barevnad oxoniova forma a pii pH 4,5 bezbarva hemiketalova forma.
TAC se vztahuje na nejvice dominantni anthokyanin ve vzorku, nej€astéji na kyanidin-3-glukosid,
malvidin-3-glukosid a pelargonidin-3-glukosid. Metoda umoziuje rychlé a pfesné stanoveni
celkovych monomernich pigmentd a to 1 za pfitomnosti polymernich, degradovanych pigmenti
a dalSich rusivych sloucenin [208].

2.4.4 Stanoveni celkového obsahu proanthokyanidini

Razné kolorimetrické metody se pouzivaji k métfeni celkového obsahu proanthokyanidind.
Vanilinovy test je zalozen na kondenzaci resorcin nebo floroglucin dil¢ich struktur flavanolu
s vanilinem v kyselém prostiedi. Sleduje se absorbance pii 500 nebo 550 nm [209]. Katechin
se Casto pouziva jako standard.
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U dimethylaminocinnamaldehydového (DMCA - Dimethylaminocinnamaldehyd) testu
se pouzivd obdobny mechanismus jako v piipad¢ vanilinového testu — termindlni jednotky
proanthokyanidinti reaguji s DMCA. Tyto metody poskytuji informace o stupni polymerace
a hydroxylace a stereometrie flavan-3-olovych podjednotek [138]. Metody jsou citlivé na struktury
analytii, 1 na vn¢j$i faktory jako je teplota, doprovodné latky, rozpoustédla, pfitomnost oxidacnich
¢inidel atd. Pro minimalizaci rusivych vlivii a k zisku reprodukovatelnych vysledki se ukéazalo byt
uzite¢né Cisténi proanthokyanidini pfed kvantifikaci [139]. Presto jsou tyto metody omezeny
v diasledku nizkého vytézku a/nebo tvorby vedlejSich reakénich produkti.

V posledni dobé byl zaveden tzv. methyl celulosovy srdzeci test. Pfi tomto testu
se proanthokyanidiny vysrazi ze vzorku tim, ze vytvofi nerozpustny polymer-taninovy komplex
s methyl celulosou a jejich koncentrace se stanovi odectenim obsahu fenolickych latek ve vzorku
meéfenim absorbance pii 280 nm pied a po oSetieni methyl celulosou [138, 139]. Pouziva se také
metoda s vyuzitim hovéziho sérového albuminu, pii niz se nerozpustny tannin-proteinovy komplex
vysrazi po piidani hovéziho sérového albuminu. Komplex se poté rozpusti v alkalickém roztoku
dodecylsiranu sodného a triethanolaminu a nechd se nasledné¢ zreagovat s roztokem chloridu
zelezitého za vzniku fialového komplexu s maximalni absorbanci pii 510 nm [138].

2.4.5 Stanoveni celkového obsahu hydrolyzovanych tanint

Hydrolyzované taniny se kvantifikuji pomoci fady metod: za pouziti jodi¢nanu draselného,
rhodanidu nebo dusitanu sodného; z nichz metoda za pouziti jodicnanu draselného je nejvice
pouzivana. Je zaloZena na reakci methylesteru galatu s jodicnanem draselnym za vzniku ¢erveného
chromoforu s maximalni absorbanci pii 500 nm a 550 nm [138, 139]. Rhodanidova metoda
se pouziva pro zjiSténi obsahu gallotaninii ve vzorku, pfi ni se testuje obsah gallové kyseliny
kyselou hydrolyzou za anaerobnich podminek, aby bylo zabranéno oxidaci. Test s pouzitim
dusitanu sodného se pouziva pro kvantifikaci kyseliny ellagové ve vzorku hydrolyzatu. Tento test
vSak vyzaduje velké mnozstvi pyridinu, ktery piedstavuje riziko toxicity [139].

2.5 INSTRUMENTALNI TECHNIKY VHODNE PRO STANOVENI
ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Vzhledem k tomu, ze fenolické slou¢eniny LAKR maji antioxida¢ni potencial, ¢asto se testuje
spolu s TPC a TFC 1 antioxidacni aktivita téchto sloucenin; ke stanoveni antioxidacni aktivity
se pouziva velké mnozstvi metod. Jejich rozmanitost vyplyva z faktu, ze nizkomolekularni
antioxidanty mohou pulsobit riznymi mechanismy. Jednd se o pfimou reakci s radikaly, nebo
reakci s prechodnymi kovy. Nejcastéji vyuzivanymi instrumentalnimi technikami jsou UV-VIS
spektroskopie a elektronova paramagnetickd rezonance, ojedinéle se vyuziva cyklicka voltametrie,
fluorimetrie a HPLC [210, 211].

2.5.1 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektroskopie (viz kap. 2.3.1) je jednoducha a rychla technika pro stanoveni celkové
antioxida¢ni aktivity. Spektrofotometrické metody jsou zaloZeny na reakci barevnych roztoku
radikalt, radikalovych kationtd nebo komplexti s antioxidantem, ktery je schopen pusobit jako
donor atomu vodiku [210].
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2.5.2 Elektronova paramagneticka rezonance

Elektronova paramagneticka rezonance (EPR — Electron Paramagnetic Resonance) je zalozena
na absorpci mikrovinného zareni ¢éasticemi s neparovym elektronem v silném magnetickém poli
[212]. Umoznuje kvalitativni a kvantitativni stanoveni paramagnetickych sloucenin a studium
reakéni kinetiky [213]. EPR se vyuziva jako nastroj ke kontrole stability/trvanlivosti potravin,
k charakterizaci antioxidacnich vlastnosti potravin [214-219] a pfip. k detekci ozafenych potravin
[220-225]. Vyhodou EPR pii studiu antioxida¢nich vlastnosti oproti UV-VIS spektroskopii je, Ze
monitoruje EPR signal radikalu i ve vzorcich, které jsou bezbarvé nebo zakalené a u nichz
nedochazi k interferenci s ostatnimi barevnymi latkami v systému [208].

Citlivost EPR umoznuje studovat i radikdlové meziprodukty s kratkou dobou zivota
v chemickych a biochemickych systémech. Ziedéné roztoky kapalin jsou Castym objektem EPR
studii. Pfima detekce volnych radikalli v roztocich je mozna pouze v piipade, Ze se vyskytuji
ve vysoké koncentraci a maji dostate¢nou stabilitu. Za timto G¢elem se pouzivaji spinové znacky,
coz jsou stabilni radikdly pfidavané zdmérné do reakéniho systému. Prostfednictvim sledovani
fyzikalné-chemickych vlastnosti systému v piitomnosti spinové znacky je mozné urCit razné
kvalitativni 1 kvantitativni parametry reakéniho systému, napf. sledovat kinetiku radikalovych
reakci. Volba spinové znacky zavisi na charakteru prostiedi a vlastnostech reak¢éniho systému.
Pti vybéru vhodné spinové znacky jsou dulezitym kritériem strukturni vlastnosti spinovych znacek
a jejich vliv na reaktivitu. B&Zn€ se vyuzivaji napf. derivaty kyseliny stearové, derivaty 3-
karbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-N-oxylu (PROXYL), derivaty spinové znacky 2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyl-N-oxylu (TEMPO), stabilni radikal 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
a kation-radikal 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonové kyseliny) (ABTS™) [208, 213].

VétSina volnych radikalt vSak mé kratkou dobu Zivota a vyskytuji se ve velmi nizkych
koncentracich, detekce u téchto systémt je limitovana spodnim prahem detekovatelnosti EPR
spektroskopie (10 mol-dm ). Hranice detekce Ize v takovych piipadech posunout pomoci metod
nepifimé detekce, nejbéznéji pomoci tzv. metody spinovych lapact. Metoda spinovych lapact
(,,spin trapping*) je zaloZena na transformaci kyslikatych a organickych radikalt s kratkou dobou
zivota na spinové adukty, které se vyznacuji delsi dobou zivota [226, 227]. Slouceniny, na néz
se radikaly aduji, se nazyvaji spinové lapace (,,spin trapy*), nejcastéji na bdazi nitrond,
pyrolinoxidii nebo nitrososloucenin [208, 226, 227]. Bézné pouzivanymi spinovymi lapaci jsou:
5,5,-dimethylpyrroline N-oxid (DMPO), 5-tertbutoxycarbonyl-5-methyl-1-pyrroline-N-
oxid (BMPO),5-diethoxyphosphoryl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxid (DEPMPO), o-(4-pyridyl N-
oxid)-N-tert-butylnitron (POBN) a fenyl-tert-butylnitron (PBN) [208]. Z ptvodné
diamagnetickych lapacl se stavaji paramagnetické slouceniny. Zachyt volnych radikald na spinové
lapace v experimentalnim systému se provadi prostfednictvim chemické reakce, tepelnym
rozkladem nebo fotochemickou excitaci [214]. Analyza hodnot $tépicich konstant a g-faktoru
zachyceného spinového aduktu umoziuje naslednou identifikaci zachyceného radikalu [208, 214].

2.6 METODY VHODNE PRO STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Postupy hodnotici miru antioxida¢niho ptisobeni jsou zalozeny na raznych principech. Obecné
mohou byt rozdéleny na metody hodnotici schopnost eliminovat syntetické, kyslikové radikaly,
metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace a na metody posuzujici redoxni vlastnosti latek
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[208, 211]. Testovani antioxidacni aktivity by nemélo byt zalozeno pouze na jednom testovacim
modelu. V praxi se k posouzeni antioxida¢ni aktivity vzorku pouziva vzdy nékolik testd [228].

2.6.1 Metody zaloZené na eliminaci syntetickych radikali

Metody jsou zalozeny na schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly, které mohou byt
v reakéni smési generovany piimo (chemickou reakei nebo termicky) nebo zamérné do systému
pfidavany. Pouzivaji se syntetické radikaly: "DPPH, ABTS™, TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-N-oxyl), DMPD™" (N,N-dimethyl-p-fenylendiamin), galvinoxyl a Fremyho
sul [208, 211, 228].

‘DPPH test je zaloZen na reakci stabilniho 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikalu s donory
vodiku (antioxidanty), pii niz dochazi k redukci syntetického radikdlu za vzniku
difenylpikrylhydrazinu DPPH-H [228-230]. Jedna se o rychlou, jednoduchou, levnou a Siroce
pouzivanou metodu pro posouzeni celkové antioxidacni aktivity (TAA — Total Antioxidant
Activity) [231, 232]. 'DPPH test je citlivy na Lewisovy baze a polarni rozpoustédla i na piitomnost
kysliku [232]. Linearni vztah mezi 'DPPH a ROO" plati jen v aprotickém rozpoustédle [205]. Neni
vhodny pro méfeni antioxidacni aktivity plazmy, protoZze proteiny se srazeji v alkoholu, ktery
se pouziva k jeho rozpousténi [232]. Nejcastéji je reakce pozorovana spektrometricky pii 515—
530 nm [205, 230] vyjimeéné pii 330 nm. U¢innost antioxidantu lze vyjadtit jako hodnotu IC nebo
EC 50, urcujici koncentraci substratu, ktera zptsobuje 50% pokles absorbance (aktivity ‘'DPPH).
Reakci lze sledovat i metodou EPR nebo HPLC. Detekce za pouziti HPLC je vyhodna
u barevnych vzorkt, které by mohly rusit spektrometrické stanoveni. Aktivita smésnych vzork
se nékdy vztahuje na aktivitu kyseliny askorbové nebo Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylovou kyselinu). Jsou znamé i aplikace 'DPPH testu na TLC,
vhodné pro stanoveni TAA smésnych vzorku [211, 231, 232].

Metoda ABTS™, oznadovani také jako TEAC (TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), je jednou ze zakladnich a nejpouzivangjSich metod pro stanoveni TAA. Metoda je
zaloZzena na zhaseni syntetického stabilniho kation radikalu ABTS™ v piitomnosti latek
s antioxida¢nim potencialem [210]. Vysledna antioxidacni aktivita je srovnavana se standardni
latkou Troloxem, butylhydroxytoluenem, rutinem, kyselinou askorbovou nebo gallovou kyselinou.
V reakéni smési se kation-radikdl ABTS™ generuje oxidaci ABTS. Pouzivd se systém
ABTS/H,;0,/peroxidasa nebo ABTS/methmyoglobin/H,O, [228, 229, 231]. Je vSak mozna
chemickd oxidace pomoci anorganickych oxidacnich cinidel, napt. peroxodisiranu draselné¢ho
[218, 219, 233, 234] nebo oxidu mangani¢itého [205, 210]. ABTS™" ma4 silny absorpéni pas
v rozsahu vinovych délek 600-750 nm, proto se zhaseni ABTS™ sleduje spektrofotometricky,
nejcastéji se meéfi absorbance pifi maximu pasu 730 nm, nebo se reakce pozoruje s vyuzitim EPR.
Tato metoda je levné a snadno pouzitelna, rychla, ma Siroké uplatnéni od hodnoceni antioxida¢ni
aktivity latek rizného ptivodu az po smésné vzorky. Vyhodou je, ze neni ovlivnéna iontovou silou
a umoznuje zjisténi hydrofilnich i lipofilnich antioxidantd [233-235].

2.6.2 Metody zaloZené na eliminaci kyslikovych radikali

Mezi metody zalozené na eliminaci kyslikovych radikal, tedy schopnosti vychytavat
peroxylové, hydroxylové, superoxidové-anion radikaly, se fadi metoda ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), HORAC (Hydroxyl Radical Averting Capacity) metody zaloZené
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na vychytavani "OH radikald, O," radikalt, singletového kysliku, H,O,, metoda pro stanoveni
kyseliny chlorné a metody zaloZené na odbarvovani 3-karotenu nebo krocinu [211].

ORAC test je zaloZen na generaci peroxylovych volnych radikdld a méfeni poklesu
fluorescence v pritomnosti antioxidantd. R-fykoerytrin se vyuzivda ke sledovani poklesu
fluorescence, AAPH (2,2-azobis 2-amidopropan dihydrochlorid) ke generaci peroxylovych
radikali a Trolox jako standard [210, 228]. B-fykoerytrin vSak ma pii stanoveni antioxidacni
fluoresceinu, dichlorofluoresceinu, cerveného pyrogallolu [205, 236]. Metodu Ize pouzit
ke stanoveni jak hydrofilnich (H-ORAC), tak i lipofilnich antioxidantii (L-ORAC). Ke stanoveni
1ze pouzit BODIPY 581/591 nebo BODIPY 665/676 jako fluorescen¢ni sondu a AMVN (2,2-
azobis-2,4-dimethylvaleronitril) jako lipofilni iniciator peroxylovych radikali [236, 237].

Pfi metodich zaloZenych na vychytdvani ‘OH radikald jsou '‘OH radikaly generovany
Fentonovou reakci, UV fotolyzou peroxidu vodiku, fotolyzou nebo termolyzou syntetickych
derivati. Detekce je zalozena na vychytavani radikala latkami, jejichz reak¢ni produkty 1ze snadno
stanovit. Antioxidanty vychytavajici ‘OH snizuji tvorbu téchto produkti. Jednim z mozZnych
postupti je vychytavani ‘OH salicylovou kyselinou. Vznikaji hydroxylované produkty salicylové
kyseliny, které¢ lze detekovat pomoci HPLC s UV detekci. Dale 1ze pouzit DMPO jako lapac
‘OH radikali. Vysledny ‘DMPO-OH adukt lze detekovat pomoci EPR nebo HPLC
s elektrochemickou detekci. Dal$i moznosti je vychytavani ‘OH deoxyribosou, jejiz degrada¢ni
produkty jsou stanovovany reakci s thiobarbiturovou kyselinou. Vyhodou je moZnost stanovit
antioxidac¢ni i prooxidacni vlastnosti latek [211, 213].

2.6.3 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Rozsah lipidové peroxidace miize byt stanoven fadou metod, které 1ze rozd¢lit na ty, které méfi
primarni produkty lipidové peroxidace, jako jsou hydroperoxidy, a ty, kter¢ méii sekundérni
Stépné produkty hydroperoxidii, jako jsou malondialdehyd, 4-hydroxynonenal a tékavé
uhlovodiky. Na tomto principu je zaloZzeno velké mnozstvi metod: thiokyanatova metoda,
stanoveni uvolnéného jodu, metoda rancimat, stanoveni hydroperoxidi lipidl, konjugovanych
dienti, uhlovodikl a cytotoxickych uhlovodiki, stanoveni TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances), metoda LPO-586 nebo stanoveni hexanalu a pfibuznych kone¢nych produkti [205,
209].

TBARS test se pouziva pro kvantifikaci peroxidace lipidi. Metoda je zalozena na reakci
thiobarbiturové kyseliny (TBA) s malondialdehydem (MDA), ktery je jednim z oxidacnich
produkti nenasycenych lipidi. Za kyselych podminek a pfi vysokych teplotich TBA a MDA
reaguji a tvoii rizové barevné adukty se silnou absorpci pfi 532 nm a fluorescencni emisi
pii 553 nm. Nevyhodou této metody je, zZe nebere do tvahy kinetiku a stechiometrii reakce, dalsi
limitaci je, ze TBA reaguje i1 s dalSimi slou¢eninami, které se nepodileji na lipidové peroxidaci
a MDA reaguje s aminy za vzniku Schiffovych bazi, kter¢ mohou ovliviiovat odhad antioxida¢ni
aktivity [205, 238].
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2.6.4 Metody zaloZené na redukéni schopnosti latek

Neenzymové antioxidanty jsou redukcni Cinidla, ktera mohou redukovat radikdly, a tim je
inaktivovat. Proto se aktivita antioxidanti da odhadnout i podle jejich redoxnich vlastnosti.
Radime sem hlavné metodu FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential), CUPRAC (Cupric Ion
Reducing Antioxidant Capacity), fosfomolybdenovou metodu a metodu stanoveni redukujici sily
[208].

Metoda FRAP je zalozena na redukci zelezit¢ho komplexu (Fe3+-(2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-
triazin — Fe’’-TPTZ) antioxidanty pitomnymi v systému na intenzivné modie zbarvenou
eleznatou formu Fe’"-TPTZ. Narist absorbance pfi 593 nm, ktery odpovidd mnozstvi komplexu
Fe’-TPTZ, je mirou antioxidaéni aktivity studovaného systému. Reakci lze sledovat
spektrofotometricky. Nevyhodou této metody je, ze stanoveni probihd pti nefyziologické hodnoté
pH (3,6), komplex nezachycuje pomalu reagujici latky (polyfenoly, thioly, glutathion a proteiny)
a navic Fe’" je jednim z produktii Fentonovy reakce [205, 229, 231].

2.7 PREHLED STUDIi FENOLICKEHO PROFILU A ANTIOXIDACNI
AKTIVITY LECIVYCH ROSTLIN

Studii zaméfenych na sledovani fenolického profilu studovanych 1écivych rostlin je tada.
Nejcastéji se komplexné studuje obsah celkovych fenolickych sloucenin, flavonoidi, tanint,
anthokyanti pomoci UV-VIS spektrometrie a zaroven i kvantifikace a identifikace konkrétnich
fenolickych kyselin a flavonoidi s vyuzitim HPLC. Spolu s témito parametry se zatrazuje
i stanoveni antioxidacni aktivity. Vzhledem k velkému mnozZstvi publikaci jsou v nasledujicim
pfehledu vybrany pouze nckteré nejnovéjsi studie zamétfené na sledovani vice parametri
s dirazem na pouzité metody.

Adaszynska-Skwirzynska a Dzigciot [28] sledovali odriidové rozdily dvou kultivart levandule.
Byl sledovan obsah TPC a TFC a konkrétni fenolické kyseliny a flavonoidy pomoci HPLC
a UPLC u riznych ¢asti téchto rostlin. Nurzynska-Wierdak a Zawislak [239] studovali rtizné ¢asti
levandule z hlediska fenolického profilu (TPC, TFC, TAC, obsah taninll), antioxidacni aktivity
(DPPH test) a obsahu esencidlniho oleje. Zjistili pozitivni korelaci mezi TPC a TAA, TAA
s obsahem esencialniho oleje, ale také negativni korelaci mezi TFC a TAA.

Garcia-Risco a kol. [240] se zaméfili na porovnani SFE a UAE ethanovych extraktd u vzorka
mésicku a medunky. Testovali obsah TPC, TFC, obsah t€kavych slou¢enin pomoci GC-MS,
a antioxida¢ni (DPPH test) vlastnosti. UAE extrakty v 50% ethanolu mély vySsi obsah fenolickych
sloucenin a antioxidac¢ni aktivitu nez SFE extrakty u obou bylin. Ashraf a kol. [241] komplexné
prostudovali riizné extrakty z mésicku (80% methanol, ethyl acetat, hexan, chloroform, butanol),
zamg¢fili se na nasledujici parametry — TPC, TFC, antioxidacni vlastnosti (DPPH, FRAP test), test
procenta inhibice oxidace linolenové kyseliny a testy cytotoxicity. Nejlepsi vytéznosti v ptipadé

Helmja a kol. [200] zjistili zasadni vliv geografické lokality na fenolicky profil (TPC, TFC,
konkrétnich fenolickych kyselin a flavonoidil), obsah tékavych sloucenin esencialniho oleje
a mineralnich latek u tfezalky. Hernandez-Saavedra a kol. [170] prostudovali komplexné Caje
piipravované z ttezalky, mésicku a Salvéje lékaiské z hlediska obsahu TPC, TFC, obsahu
fytosterold, saponinti, alkaloidl, obsahu tékavych sloucenin esencidlniho oleje pomoci GC-MS,
tak konkrétnich fenolickych slouc¢enin pomoci HPLC-DAD a HPLC-MS. Dale byl sledovan
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antiobézni a hypolipidemicky efekt ¢ajii. Studie naznacuje pouziti téchto ¢ajii pfi alternativni 16€be
kardiovaskularniho onemocnéni souvisejiciho s obezitou.

Safaei-Ghomi a kol. [56] se zaméfili na prostudovani esencialnich oleji a methanolovych
extraktli z kvéta a listh Salvéje muskatové pochazejici z Iranu s dirazem na TPC, antioxidacni
aktivitu (DPPH, B-karotenovy test), obsah tékavych latek pomoci GC-MS a antimikrobidlni
aktivitu. Methanolové extrakty mély vysSi TAA nez esencialni oleje pfipravované z kvéti a lista.
Kvéty mély vyssi TAA nez listy. Jeshvaghani a kol. [242] zaznamenali druhové rozdily u riznych
vzorkli Salvéje, mj. Salvéje muskatové a lékarské. Charakterizovali obsah TPC, antioxidacni
vlastnosti (DPPH, B-karotenovy, FRAP test). Salvéj lékaiskd méla vyssi TAA nez $alvé
muskatova.

Duda a kol. [26] zjistili, Ze doba sklizn¢ ma zasadni vliv na fenolicky profil (TPC, TFC, obsah
konkrétnich fenolickych kyselin a flavonoidl) i antioxidacni aktivitu (DPPH, FRAP test) u vzorki
meduiiky a levandule; u obou byly zaznamenany vyssi obsahy sledovanych parametrii v piipadé
sklizn¢ v priab&hu kvétu. Kasparaviciené a kol. [243] sledovali vliv extrakénich podminek na TPC
a antioxidacni aktivitu (DPPH test). Byly testovany dva extrak¢ni systémy; voda, 50% ethanol,
rizna doba UAE extrakce (5, 10, 15 a 30 min) a pomér vzorku a rozpoustédla 1:10, 1:20 a 1:30.
50% ethanol byl ucinngj$i neZ voda. Pomér 1:10 byl nejvhodngj$i u ethanolovych a 1:30
uvodnych extraktli. Nejvy$si TAA vykazovaly ethanolové extrakty s pomérem 1:10
pii 15minutové extrakei.

Uribe a kol. [68] komplexné charakterizovali suSené vzorky maty, zaméfili se na sledovani
nasledujicich parametri: TPC, TFC, barevné -charakteristiky, antioxidacni vlastnosti
(DPPH, ORAC test), vitamin C, obsah chlorofyldi, cukri a mineralnich latek. Sarikurkcu a kol.
[244] se zaméfili na charakterizaci ethanolovych extraktii maty peprné z hlediska fenolického
zastoupeni (TPC, TFC, -celkovych flavonolll), obsahu saponinii, antioxidacni aktivity
(fosfomolybdenovy, B-karotenovy, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP test), zastoupeni mastnych
kyselin a sledovani enzymové inhibi¢ni aktivity. Byly zaznamenany silné korelace fenolickych
sloucenin s TAA.

Uleti¢-Lausevi¢ a kol. [245] zaznamenali rozdily v TPC, TFC a antioxidacnich vlastnostech
(DPPH, ABTS a FRAP test) u vzorka Salvéje lékaiské pochazejicich ze dvou rtznych lokalit,
sklizenych ve dvou riznych obdobich jednoho roku (léto, zima) a také variabilitu parametrii
v ramci pouzitych extrak¢nich systému (dichloromethan, chloroform, ethyl acetat a ethanol).

Nile a kol. [246] studovali vliv riznych extrak¢énich technik (MAE, UAE, Soxhletova extrakce
a macerace) na TPC, TFC, antioxida¢ni vlastnosti (DPPH, B-karotenovy test, test redukéni sily),
enzymov¢ inhibi¢ni aktivity yzopu. Byly také zjistény silné korelace mezi TPC a TAA
a enzymovou inhibi¢ni aktivitou. Karakas a kol. [194] zjistili rozdily ve fenolickém profilu
(TPC, obsah konkrétnich fenolickych kyselin a flavonoidi pomoci LC-ESI-MS/MS) u listl suSené
jestiabiny péstované in vitro a za béznych podminek.

Mhamdi a kol. [97] charakterizovali semeno ostropestice z hlediska obsahu fenolickych
slouc¢enin (TPC, TFC, obsah tanint, konkrétni fenolicky profil pomoci RP-HPLC), antioxida¢nich
vlastnosti (DPPH test, test reduk¢ni sily), dale obsahu tékavych sloucenin a mastnych kyselin
pomoci GC-MS. Lucini a kol. [247] se zaméfili na sledovani TPC, TFC, celkovych flavonolu,
konkrétnich fenolickych slouc¢enin pomoci LC-ESI-MS/MS i antioxidacni aktivity (DPPH, FRAP,
ORAC) u 15 riiznych kultivart ostropestfce marianského.
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2.8 STANOVENI MINERALNICH LATEK
2.8.1 Priprava vzorku

Ptiprava vzorku zélezi na cili analyzy; vzorek pro prvkovou analyzu musi byt reprezentativni,
homogenni a nekontaminovany. Kontaminace povrchu rostlin je nejcastéji zptisobena prachem,
pudou a ptipadné solemi ze zavlahové vody. Cerstvy vzorek se nejprve odisti mechanicky, a je-li
to nutné, opere se kratce pod proudem deionizované vody nebo v 1-2% roztoku neionogenniho
nefosfatového detergentu s néslednym oplachem deionizovanou vodou. Po oplachnuti se susi
v susarné pii 80 °C po dobu 24 hodin a rozdrti na jemny prasek [248, 249], nebo se zpracovava
neprany, vysuseny na vzduchu nebo v susarné pii 60 °C po dobu 24 hodin, piip. do konstantni
hmotnosti [248, 250] a poté je homogenizovan. Cerstvé vzorky mohou byt také jen rozdrceny,
extrahovany a extrakty pouzity k analyze. Cerstvé nebo suené vzorky jsou drceny za pouziti tieci
misky a tloucku, mlecich mlynti, mixéru nebo drtice z nerezové oceli. Pfipraveny vzorek lze dale
mineralizovat nebo extrahovat a pouzit pro prvkovou analyzu [248-250].

2.8.2 Metody mineralizace

Metod mineralizace existuje cela fada a mizeme je klasifikovat dle nékolika kritérii. Nejcastéji
se rozdeluji podle zptisobu rozkladu: suchou nebo mokrou cestou. Jednotlivé techniky jsou dale
klasifikovany podle dalSich kritérii: teplota (vysoka/nizka), tlak (normalni/za zvySeného tlaku),
komunikace s okolim (uzavieny/otevieny systém), rezim (staticky/dynamicky), typ ohievu
(na plamenu, na elektroindukéni plotné€, vodni €i jina lazen, ohiev mikrovlnnym zafenim). Obr. 2
shrnuje moznosti Gpravy vzorku pro prvkovou analyzu [248].

OPERACE
s destrukci bez destrukce zadna
rozklad [ extrakce ] piima analyza ]
suchy
S otevieny systém —— zahiivani na plotné
mokry S mikrovinné zahfivani

| uzavieny systém — UV fotolyza

N— elektromagnetické zahfivani
Obr. 2: Metody pfipravy vzorku pro prvkovou analyzu [248]
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Suchy rozklad

Pti suchém rozkladu dochézi k termélnimu rozkladu za soucasné¢ho zkoncentrovani netékavych
prvkll a nakonec ke vzniku popela, ktery je nasledné¢ vyluhovan v roztoku silné anorganickeé
kyseliny a pouzit pro analyzu. Pfi suchém rozkladu se organické latky rozkladaji pti nizsi teplote,
pusobenim tepla, v dostatecné¢ dlouhém case, postupnym a pomalym zpopelilovanim. Je to
standardni procedura doporucovana Asociaci analytickych chemikt, pfi niz se 0,5 g vzorku umisti
do keramického kelimku a kelimek se necha zpopelnit v muflové peci pii teploté 450 °C po dobu
3 hodin. Residua jsou slou¢ena s 5 ml 6 mol-dm roztoku kyseliny chlorovodikové, kelimek je
dan na horkou plotnu a rozloZen na &iry roztok. Zbyla rezidua se rozpousti v 0,1 mol-dm > HNO;
a doplni se na odpovidajici objemy (25 nebo 50 ml). Tento pracovni postup je ¢asto modifikovan,
rozdily jsou hlavné v navazce vzorku, teplotich, dobé zpopelnéni, piip. typu rozpoustédla
pouzitého pro rozpousténi popela. Nevyhody suchého rozkladu jsou ztrata t€kavych prvkil, napf.
Hg, As, Se, pii vysokych teplotach a pii dlouhé dobé rozkladu [248, 251].

Mobkry rozklad v otevienych systémech

Mokry kyselinovy rozklad patii ke klasickym, velmi rozSitenym postuptim. Jedna se o rozklad
organické matrice v koncentrované kyselin¢, kterd ma oxidacni vlastnosti. PouZzivaji se predev§im
silné anorganické kyseliny jako kyselina dusi¢nd, sirova, chloristd, fluorovodikova nebo jejich
kombinace (HNO;-HCI, HNOs-HCIOs, HNOs3-H,SO4, HNO;3-H,0,,HNO;-HCI-HF), pficemz
nejcastéji je preferovana kombinace HNOs s HCIO, [248, 251-254]. Smési kyselin jsou vSeobecné
pro destrukci organické hmoty vice uc¢inné nez kyseliny samotné. Oxidaci organickych latek Ize
zesilit ptidanim dalsich oxida¢nich nebo pomocnych &inidel, jako KI nebo H,0, katalyzovany Fe®”
solemi. Ve vétsin€ piipadi probiha ve sklenénych kadinkéch, které jsou konvencné zahiivany
na plotn¢ nebo v piskové lazni [248, 255] v teflonovych tubach, ultra Cistych kiemennych
nadobach nebo za vyuziti aparatury pro reflux vybavené chladicem a rozkladnym blokem dle
Klejdala.

Nejcastéji se k rozkladu pouziva 0,5 g [248, 255] nebo 1 g [248, 256] a vice nez 10 ml
oxidacnich ¢inidel a kone¢né objemy pfipravenych vzorkl jsou v rozmezi 10-100 ml, obvykle
25 ml [248, 257]. Vzorky se zahtivaji pii teplotach 80-200 °C po dobu nékolika hodin, obvykle ne
méné nez 2 hodiny. Vyhodou této metody je rychlost, a dochazi k mensi ztraté t€kavych mineralii
nez v piipadé suchého rozkladu. Nevyhodou je, ze je pracnd a vyzaduje specidlni digestote
na odtah, vzhledem k tomu, Ze se pouzivaji anorganické kyseliny, které drazdi sliznice [258].
Jedna se o ¢asové naroénou metodu, pii niz je potieba velkého mnozstvi koncentrovanych cCinidel,
dalsi nevyhodou je, ze mize dochéazet k ubytku analytti nebo ke kontaminaci vzorkut [252].

Mikrovinny rozklad v uzavifenych systémech

Mikrovinny rozklad se nejcastéji provadi v tlakovych teflonovych nadobach za pouziti
mikrovin nebo v rozkladnych bombach. Poskytuje efektivni a uplny rozklad vzorku
za kontrolovanych teplot a se znaénym snizenim doby rozkladu, spotfeby cinidel a poctu
manipulaci. Navic aplikace uzavienych teflonovych nadob brani kontaminaci vzorku a zabranuje
ztraté tékavych prvki. K rozkladu se vyuzivda koncentrovand HNO;, nebo kombinace
koncentrované HNO;3; s H,O, nebo s kyselinou chlorovodikovou. Pouzivaji se také komplexni
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smési, tj. HNO3 s HCl a HF nebo HNO3 s H,O,, HC1O4 a HF. Doba rozkladu je krat$i nez 15 min
a probiha pti pokojové teploté. Po dokonCeni rozkladu je smés prevedena do odmérné banky
a doplnéna vodou na stanoveny objem, obvykle 20-25 ml nebo 50 ml [248].

Alternativni metody mokrého rozkladu

Jako alternativni metoda mokrého rozkladu se nejcastéji pouziva UV fotolyza. Faktory, které
ovlivituji UV rozklad, jsou nejcastéji: mnozstvi vzorku, mnozstvi €inidla, teplota a doba rozkladu.
Elektromagneticka technika je dal$i alternativou. Rozkladny blok se sklada z elektromagnetické
topné kolony vlozené do elektromagnetické induk¢ni pece. Pii rozkladu se vyuzivaji opét silné
anorganické kyseliny a jejich smési s pridavkem oxidacnich ¢inidel jako je napt. H,O, [248].

2.8.3 Extrakéni metody vhodné pro prvkovou analyzu

Kromé¢ komplexni mineralizace vzorku je mozna extrakce mineralll za pouziti rozpoustédel
[248] nebo jejich zkoncentrovani pomoci SPE [259-261]. Pfi extrakci rozpoustédly se nejcasnéji
pouzivaji zfedéné roztoky kyselin (1 nebo 10% HNO; nebo HCI), 5% vodné roztoky terciarnich
amind, demineralizovana voda nebo ethanol [262].

SPE se pouzivd k zkoncentrovani stopovych prvki, doporucuje se vzhledem k jeji
jednoduchosti, vysoké citlivosti, selektivité, malému mnozstvi pouzivanych rozpoustédel, kratké
dob¢ extrakce, citlivosti k Zivotnimu prostfedi a zvySené schopnosti zkoncentrovani ve srovnani
s ostatnimi koncentra¢nimi metodami [248, 259, 263]. Nejcastéji pouzivané materialy SPE kolon
jsou uhlikové nanotrubi¢ky, Ambrelite XAD pryskyfice, aktivni uhli, uhlikovd nanovlakna,
chelatacni pryskyfice, kiemenné materidly, absorbenty na bazi nanocastic a molekularn¢ znacené
polymery [259, 264]. Vzhledem k vysoké povrchové mérné plose a hydrofébnimu povrchu maji
uhlikové nanotrubice vysokou absorpcni kapacitu a vysoky potencial pfi zkoncentrovani prvka
[259, 265].

2.9 INSTRUMENTALNI TECHNIKY VHODNE PRO STANOVENI
MINERALNICH LATEK

Pro stanoveni obsahu prvka v 1é€ivych rostlindch se pouzivaji hlavné spektrometrické techniky.
Nejveétsi zastoupeni ma atomova adsorpcni spektrometrie (AAS — Atomic Absorption
Spectrometry) plamenova (FAAS — Flame Atomic Absorption Spectrometry) i elektrotermicka
(ETAAS — Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry); atomova emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES — Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectrometry), optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES -
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry), hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS — Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)
a rentgenova fluorescen¢ni spektrometrie (XRF — X-Ray Fluorescence). Z uvedenych technik ty
zalozené na indukéné vazaném plazmatu jsou vice efektivni pfi multielementarni analyze [248,
266, 267]. Tab. 8 shrnuje srovnani vSech instrumentalnich technik [267].
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Tab. 8: Analytické charakteristiky a naklady u technik vyuzivanych pro elementarni analyzu

FAAS ETAAS ICP-OES ICP-MS XRF

vykon 10-15's 3-4 min 6-60 é;icrlf;; lé)v_giihrr?;n
o . 1

(prvek) (prvek) prvka-min prvky) prvky)
rozsah 10° 10? 10° 10°-10° 10*-10°
piesnost <10 % 1-10 % 1-5% <5% 1-10 %
interference velmi malo  velmi malo mnoho malo malo
spektralni/
chemické mnoho velmi mnoho  velmi malo néjaké néjaké
mnozstvi vzorku ml pul-pg ml ml mg-g
semiQ informace ne ne ano ano ano
izot. analyza ne ne ne ano ne
jednoduchost jednoduché stfedni jednoduché sttedni jednoduché
automatizace ne ano ano ano ano
vstupni cena nizka stiedni vysoka velmi vysoka stfedni/vysoka
provozni cena nizka stfedni vysoka velmi vysoka nizka
cena analyzy nizka vysoka sttedni stiedni nizka/stredni

2.9.1 Atomova absorpcni spektrometrie

Hlavni vyhodou AAS je, Ze je to metoda rychla, levna, s velmi dobrou opakovatelnosti,
citlivosti a s malym mnozstvim interferenci. Navzdory tomu pfi multielementarni analyze prvki
v [é¢ivych rostlinach se jeji pouziti omezuje a to pfedevSim proto, Ze mé limitovany dynamicky
rozsah a umoziuje jen jednoprvkovou analyzu, coz zna¢né prodluzuje dobu analyzy [267, 268].

2.9.2 Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

ICP-OES je jednou z nejcastéji pouzivanych metod pro stanoveni prvkll v potravinatskych
vzorcich nebo pii multielementarni analyze biologickych vzorki. Umoziuje rychlou detekcei
toxickych stopovych prvki a tim padem miize byt pouzivdna pro ucely forenzni a klinické
toxikologie [269]. ICP-OES umoziuje rychlé a soucasné stanoveni ruznych prvki v Sirokém
dynamickém rozsahu koncentraci v fadech pg1™' az mg-1"". Tato technika je Siroce pouZivana jako
oficialni metoda stanoveni prvka dle norem ISO. Nevyhodou této techniky je moznost vzniku
interferenci a vysoké naklady na provoz (spotieba argonu a elektiiny) [267].

2.9.3 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

v

ICP-MS je v soucasné dob¢ nejvykonnéjsi instrumentalni technika pro stanoveni makro, mikro
a stopovych prvki v 1éCivych rostlinach. Ma vysokou citlivost, nizké detekéni limity (v fadu
ng-1""), §iroky linearni dynamicky rozsah a umoziuje soutasnou detekci vice elementti. ICP-MS
ma 1 své nevyhody: jednak miize dochdzet k spektralnim a nespektralnim interferencim, dalsi
limitaci je vysoka pofizovaci cena a provozni naklady. Spektrdlni interference mohou vznikat
pfi prekryvani mono a polyatomickych iontd. Nespektralni interference jsou matricové, kdy
interferujici ionty mohou byt pfitomny v samotném vzorku nebo mohou byt tvofeny v plazmovém
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zdroji. Technologie koliznich cel nabizi nové moznosti pro odstranéni polyatomickych interferenci
[266, 267, 270]. Kromé& toho, ve srovnani s ICP-OES, ICP-MS poskytuje jednodussi spektralni
interpretaci a umoziuje i zji$téni izotopt [248, 266, 267, 271].

2.9.4 Rentgenova fluorescencni spektrometrie

XRF je zalozena na emisi charakteristického rentgenového zéateni analyty pfi jejich ozareni
za pomoci rentgenového paprsku. Tato technika se uz dlouho pouziva pro stanoveni makro, mikro
a stopovych prvkli u pevnych vzorki; 1ze ji aplikovat i na kapalné vzorky, avSak pfed samotnou
analyzou je nutné¢ zkoncentrovani. Hlavni vyhodou XRF je velky dynamicky rozsah, nizka
provozni cena a moznost provadét rychlou multielementarni analyzu s minimalni ptipravou vzorku
[267, 272, 273].

2.10 PREHLED STUDIi MINERALNIHO SLOZENI LECIVYCH
ROSTLIN

Studii zamétenych na sledovani celkového obsahu mineralu v bylinach po rozkladu matrice je
fada, avSak studii zaméfenych na sledovani minerdlniho obsahu v extraktech u studovanych
1é¢ivych rostlin je podstatné méné.

Studii o minerdlnim slozeni levandule je pomérné malo. VéEtSina je zaméfena na sledovani
obsahu mineralli v esencialnim oleji [274, 275] a celkového obsahu prvki v byling [276]. Studie
zaméfené na obsah prvkl v extraktech chybi. V suSené levanduli pochézejici z Tureckého obchodu
byl zjistén obsah Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr a Pb [276] a u suSené levandule z Rumunska
byl zjiStén obsah makro a mikroprvka (K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Rb, Sr a Zn), 1 obsah potencialné
toxickych prvki (Al, As, Ba, Co, Sb, Cr a V) [277].

V piipadé mésicku je studii vice: Gogoasa a kol. [37] uvadi celkovy obsah mikroprvkt Fe, Mn,
Zn, Cu, Ni, Co, Cr, Pb a Cd v suSenych kvétech mésicku. Dale byl zjistovan obsah minerala
v ethanolovych extraktech (70%, 95%) pfipravenych ze suSené byliny; v 70% ethanolu byly
zaznamenany vysSi obsahy makro a mikroprvkl nez v 90%. V této studii byla zjiSténa korelace
mezi kovy a flavonoidy, mezi TPC, TFC a antimikrobialnimi testy a také ptfima korelace Al, Ca
a Cu s TFC, ktera naznacuje schopnost chelace [38]. Ahmad a kol. [278] také sledovali obsah
mineralia (Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn Cu, Ni, Co, Pb, Cr a Cd) ve vodnych a ethanolovych
extraktech ze suSené celé byliny, kvétd, listh i1 kofeni mésicku. Ve vodnych extraktech byly
zaznamenany vyssi obsahy prvkd. Senila a kol. [279] validovali a aplikovali ICP-OES metodu
pro stanoveni esencialnich a neesencidlnich prvki v suSeném mésicku i jeho vodnych extraktech.

Helmja a kol. [200] ukazuji vliv geografické lokality na variabilitu mineralnich latek susené
tirezalky pochézejici z Estonska. V této studii byly také charakterizovany vodné a ethanolové
extrakty ze suSené tfezalky a byl zjiStén vyssi obsah K, Pb, Zn, Mn, Mg, Co a Cr u vodnych
extrakti. Owen a kol. [51] se ve své studii zaméfili na zjisténi mineralniho profilu susené trezalky,
tablet a kapsuli z tiezalky pomoci ICP-OES, pomoci analyzy hlavnich komponent uspésné oddélili
vzorky, pficemz pro diskriminaci byl nejdilezitéjsi obsah Ba, Ca, Cd, Fe, Ni, Sr a Y. Pavlova
a kol. [49] zjistovali mineralni profil v susené tiezalce, methanolovém extraktu i v ¢aji u vzorkd,
které pochazely z rliznych lokalit, krom¢ toho byla v této studii zaznamenana korelace TFC
s obsahem Mn u methanolovych extrakti.
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Szentmihalyi a kol. [280] studovali obsah Al, B, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P,
Pb, S, V, Zn v riznych castech susené Salvéje musSkatové (list, kvet, stonek, kalisni listek)
a v esencialnim oleji ziskaném z kvéth. V kvétech byly zaznamendny vyssi obsahy Ca, K a P
oproti stonkiim a listim. Szentmihalyi a Then [58] zjistili, Ze geograficka poloha ma vliv
na celkové mineralni slozeni u riznych druhti Salvéje, mj. 1 Salvéje muskatové a Iékarske, byl také
stanoven obsah vybranych mineralt ve vodnych extraktech téchto bylin.

Fraszczak a kol. [62] se zamé&fili na sledovani makro a mikroprvkll u medunky, ktera rostla
za ruznych svételnych podminek. Vyssi obsah makro a mikro nutrienti byl u medunky, ktera
rostla pod LED lampou ve srovnani s fluorescen¢ni lampou. Dzida a kol. [281] uvadi rozdily
obsahu makroprvkli v meduiice a Salvéji 1¢karské u susené byliny v pribéhu dvou produkcnich
rokii. Dalsi studie jsou zaméfeny na sledovani obsahu makro, mikroprvkl a toxickych prvka
v suSené medunce a jejich Cajich [53, 282, 283].

Uribe a kol. [68] zjistili rozdily v mineralnim sloZeni Cerstvé a suSené maty. SuSené vzorky
mely vyssi obsah minerala. U Cerstvych a suSenych vzorka byly zjistény vysoké obsahy K, Ca,
Na, Mg a P. Arslan a kol. [284] zaznamenali rozdily v mineralnim slozeni u ¢erstvych a susenych
vzorkli maty, suSenych riznymi zptisoby (v troub¢, na slunci, pomoci mikrovin). Susené vzorky
mély zvysené obsahy minerald. Cerstvé a suiené vzorky mély vyssi obsah K, Ca, P, Mg, Fe a Al.
U mikrovinného osetfeni byl nizsi pokles Ag, Al, B, Na, Mn, Mg a Zn. Dalsi studie ukazuji obsah
makro, mikroprvki a toxickych prvkl v susené mat¢ a jejich ¢ajich [53, 69, 285].

Then a kol. [286] uvadi mineralni zastoupeni ethanolovych extrakti (20% a 40%) ze Salvéje
I€katské. Vysoky obsah K, Ca a S byl zjistén u 20% ethanolovych extraktd. Obsah mineralil
se snizoval u extraktli s vy$Sim obsahem ethanolu. Obsahy makro, mikroprvki a toxickych prvki
v susené Salvéji 1€karské a jejich infuzich jsou nejcastéji studovany [52, 53, 78, 287, 288].

V ptipadé yzopu chybi studie zamétené na sledovani obsahu mineralt v extraktech. VétSina
studii je zamétena na sledovani obsahu toxickych prvki v byliné [85, 289].

Mineralni profil jestfabiny a ostropestfce jsou nejméné prostudovany. Pouze studie
Belezentiené a Mikulioniené [92] sleduje obsah makro a mikroprvkd v susené jestrabingé. Yaldiz
[99] zase uvadi obsah makro a mikro prvkid ve vodnych extraktech ze semen ostropestice
a Tonescu a kol. [100] celkovy obsah mineralii v semenech.

2.11 SENZORICKA ANALYZA

Senzoricka analyza (senzorické hodnoceni) je védecka metoda, pfi niz se senzorické vlastnosti
potravin posuzuji vyhradné¢ pomoci lidskych smysli. Senzorickou analyzu provadi hodnotitelé
(posuzovatel¢), kteti se vybiraji podle Gcelu senzorického testovani a vysledky se vyhodnocuji
statisticky [290, 291].

Pro provadéni senzorického hodnoceni je vypracovana fada metod, jejichz hlavnim cilem je
na zékladé subjektivnich ndzorti hodnotitelli ziskat objektivni informace o vzorcich. Metody
pouzivané pii senzorickém hodnoceni Ize obecné rozd¢lit na tfi zakladni typy: rozdilové zkousky
(pouzivané ke zjisténi rozdili, podobnosti mezi predkladanymi vzorky), deskriptivni zkousky,
(pouzivané k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych senzorickych znaki pfitomnych ve vzorku)
a zkouSky pouzivajici stupnice nebo kategorie (pouzivané k urCovani poradi nebo velikosti
rozdill). Znacna ¢ast metod, jejich pribéh a pozadavky jsou normalizovany v ramci ptislusnych
CSN ISO norem [290-292].
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Nejcastéji se pii senzorickém hodnoceni pouzivaji kategorové ordinalni (potadové) stupnice,
které umoznuji rozhodnout, zda je mezi sledovanymi vzorky rozdil. Stupnice mohou byt sestaveny
intenzitn€ (posuzovani intezity senzorické vlastnosti — deskriptoru) nebo hedonicky (posuzovani
piijemnosti). Stupnice jsou casto doprovazeny definici, dostatecnym slovnim popisem nebo
grafickym vyjadienim. Zkousky s pouzitim stupnic jsou v praxi nejrozsifené;jsi, vzhledem k tomu,
ze jsou jednoduché, srozumitelné a Ize jimi nejlépe kvantitativné vyjadiit rozdily mezi vzorky
[291, 292].

UziteCnym typem testu je profilovy test, ktery hodnoti vzorky na zékladé¢ n¢kolika dil¢ich
senzorickych vlastnosti — deskriptorti. Jde o vysoce sofistikovanou metodu, pomoci které lze
provést dukladnou senzorickou analyzu raznych vzorkl a je vhodné ho pouzit napt. pii vyvoji
novych vyrobkii. Pouziva se také pro urceni charakteru a intenzity deskriptorti, které mohou
pozitivné nebo negativn¢ ovlivnit celkovy vjem z produktu. Kompletni vyjadieni senzorického
profilu je vSak velmi slozité¢ a ¢asové naro¢né vzhledem k tomu, ze je potiteba sledovat velké
mnozstvi parametrl, proto se Castéji sleduje jen CasteCny senzoricky profil, ktery obsahuje jen
vybrané senzorické vlastnosti, napt. senzoricky profil flavouru. Flavour je senzoricky vjem
zahrnujici kombinaci chuti, viin€, pocitu bolesti, tepla a chladu a taktilnich pocitkli. Pro oznaceni
neptirozené, zméneéné viné a/nebo chuti se pouziva anglicky pojem off-flavour nebo Ceské terminy
cizi chut’ a viing, ptipach a pachut’ [290-292].

Z produkti souvisejici s problematikou feSenou v ramci této prace je velmi dobie
dokumentovano predevsim senzorické hodnoceni riznych typa ¢aji z 1é¢ivych rostlin [293-297],
studii zaméfenych na senzorické hodnoceni ndpojii s ptridavkem bylin je pomérné¢ malo.
Ozcelik a kol. [298], Yerenova a kol. [113] se vénovali senzorickému hodnoceni nealkoholickych
napoju s piidavkem bylin, Karabegovi¢ a kol. [299] hodnoceni bylinnych likéri a Leskosek-
Cukalovi¢ a kol. [300] hodnoceni piva s piidavkem bylinnych extrakti. Senzorick4 analyza byla
vyuzita v posledni aplikacni ¢asti této dizertani prace k vybéru vhodné receptury a piichuté
jednodruhovych a dvoudruhovych sirupti s ptidavkem bylinnych extrakti.
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3 CILE DIZERTACNI PRACE

Informace uvedené v ptedchozich kapitolach slouZzi jako teoreticky podklad pro vypracovani
dizertacni prace, kterd je realizovana z velké Casti na pracovistich Vyzkumného ustavu
potravinaiského v Bratislavé a na Ustavu chemie potravin a biotechnologii Fakulty chemické VUT
v Brné. Vzorky pro komplexni analyzu 1é¢ivych rostlin poskytla pracovisté Centra 1é¢ivych rostlin
Lékatske fakulty Masarykovy univerzity v Brné a Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity
v Brné€. Vzorky pro naslednou aplikaci poskytla firma Calendula a.s.

Cile dizerta¢ni prace je mozné ramcove definovat nasledovneé:

1. Pomoci kombinace modernich analytickych, spektroskopickych a statistickych metod
komplexn¢ prostudovat slozeni a vlastnosti vybrané skupiny nejvyznamnéjSich beézné
dostupnych 1é¢ivych rostlin.

a) Komplexné charakterizovat extrakty vybranych 1é¢ivych rostlin pochazejicich ze dvou
lokalit pfipravenych dynamickou extrakci do vody, 50% ethanolu a dimethylsulfoxidu
(DMSO).

b) Posoudit efektivitu rozpoustédel v ptipadé rizné upravy vzorku (mrazeni vs. susent).

c) Posoudit vliv geografickych podminek a rokli produkce na vybrané charakteristiky
1é¢ivych rostlin.

2. Navrhnout postupy Setrné izolace a nasledné aplikace vybranych komponentii 1é¢ivych
rostlin do potravinaiskych produktii (népoje).

3. Ve spolupraci s oveéfovacim pracovistém experimentdlné oveéfit realizovatelnost
navrhovanych postupil izolace slozek 1é¢ivych rostlin a jejich aplikace do potravinaiskych
komodit.

Analytické cile dizertacni prace budou dosazeny pomoci metod ultrafialové viditelné
spektroskopie, elektronové paramagnetické rezonance, kapalinové chromatografie a optické
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Extrakéni a izolacni postupy byly
realizovany v laboratornim méfitku a pro vybrané rostliny také v podminkach experimentalniho
ovéfovani.

Hlavnim cilem analytické ¢asti prace je vybrat vhodné technologické zpracovéani (zpisob
upravy léc¢ivé rostliny a extrakéniho rozpoustédla) a vhodné druhy léCivych rostlin pro izolaci
funk¢nich slozek (hlavné fenolickych sloucenin, flavonoidu, latek s antioxidacnim potencidlem)
pfi nasledné aplikaci do potravin.

Doposud nebyla v podminkach CR/SR a ani v $ir$im prostoru realizovédna tak obsahla

experimentalni studie s pfimou aplikaci/ovéfenim vysledki v podminkach poloprovozu, coz je
jeden z hlavnich originélnich ptinost pfedlozené dizertacni prace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 LABORATORNI VYBAVENI

4.1.1 Pomiicky

Bylo vyuzito b&zné laboratorni sklo Simax (Kavalier, CR), automatické pipety 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1 ml, 5 ml a 10 ml (Eppendorf, USA; Biohit, Finsko), kiemenné kyvety pro UV/VIS oblast
(Hellman, Némecko), plochd kiemenna kyveta pro EPR vnitini objem 500 ul (Bruker, Némecko),
kolona Agilent Poroshell 120 EC-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um (Agilent Technologies, USA),
plastové centrifugacni zkumavky 50 ml (VWR International, USA), plastové vialky 5 ml (Fisher,
SK), sklenéné vialky 2 ml s plastovym uzéavérem, septa (Agilent Technologies, USA), plastové
zkumavky 10 ml (FL Medical, Italie), tfeci miska s tlouckem, nylonové mikrofiltry 0,22 pm
(Chromservis, CR), kvantitativni filtraéni papiry s velikosti porii 0,45 pum, jednorazové stiikacky,
stojan na zkumavky, stojan na vialky, plastové Petriho misky, zkumavky 2 ml (Eppendorf,
Némecko), keramicky ntz, plastova deska na krajeni, sitka na c¢aj, trychtyt, tkanina, nerezovy
extraktor, velka misa na navazovani, nddobi a pomtcky pro senzorickou analyzu.

4.1.2 Chemikalie

Pti experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie: Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo (Sigma
Aldrich, Némecko), uhli¢itan sodny, p.a. (Lachema, CR), 2-aminoethyl-difenylborét p.a. (Sigma
Aldrich, Némecko), sil 2,2"-azino-bis(3-ethylbenthiazolin-6-sulfonové kyseliny) (Polysciences,
Inc., Velka Britanie), peroxodisiran draselny, p.a. (Fluka, Svycarsko), 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-
oxid (Sigma Aldrich Ltd, Némecko), hydroxid sodny, p.a. (Mikrochem, SK), hydrogenfosfore¢nan
draselny, p.a. (Mikrochem, SK), ethanol pro HPLC (Sigma Aldrich, Némecko), ethanol
potravinaisky, dimethylsulfoxid pro GC (VWR International, USA), acetonitril pro HPLC (Sigma
Aldrich, Némecko), kyselina mravendi p.a. (98 %, Lach-Ner, CR), kyselina dusi¢na p.a+
(Analytika, CR), kyselina chlorovodikovd p.at+ (Analytika, CR), standardy prvka 1 gl
(Analytika, CR), gallova kyselina, p.a. (97,5 %, Sigma Aldrich, Némecko), kyselina kavova, p.a.
(99 %, Alfa Aesar, USA), kyselina p-kumarova p.a. (98 %, Sigma Aldrich, Némecko), kyselina
trans-ferulova p.a. (99 %, Sigma Aldrich, Némecko), kyselina sinapova p.a. (98 %, Sigma Aldrich,
Némecko), kyselina vanilova p.a. (97 %, Sigma Aldrich, Némecko), kyselina chlorogenova p.a.
(Cayman Chemical Company, USA), (+)-katechin p.a. (Sigma Aldrich, Némecko), rutin hydrat
p.a. (94 %, Sigma Aldrich, Némecko), kvercetin dihydrat (98 %, Sigma Aldrich, Némecko),
myricetin (98 %, Sigma Aldrich, Némecko), hesperidin (80 %, Sigma Aldrich, Némecko),
naringin (95 %, Sigma Aldrich, Némecko), luteolin (97 %, Alfa Aesar, USA), argon, sada
kalibra¢ni puftt.

4.1.3 Pristroje

Priprava vzorkii: Analytické vahy AP-110 (Ohaus, Svycarsko) a GR-202 (HELAGO, Italie),
laboratorni centrifuga s moznosti chlazeni 2-16 KC (Sigma, Némecko) a EBA 21 (Hettich,
Némecko), laboratorni tiepacka Innova 2000 Platform Shaker (New Brunswick Scientific, USA)
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a UNIMAX 1010 (Heidolph, Némecko), suSinové vahy IR120 (Denver Instrument, Némecko),
pH metr Hach (Hach, USA), ultrazvukova lazen (Kraintek, SK), piistroj pro pfipravu deionizované
vody UltraPur (Watrex, CR), su$arna (Memmert, Némecko), chladni¢ka s mraznickou
ERB 36300 X (Electrolux, Svédsko).

Charakterizace vzorkii: UV-VIS-NIR (UltraViolet-Visible Near-Infrared Spectroscopy)
spektrofotometr Schimadzu 3600 (Schimadzu, Japonsko), X-pasmovy EPR spektrometr e-scan
(Bruker, Némecko), kapalinovy chromatograf Agilent Infinity 1260 (Agilent Technologies, USA),
opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Horiba Ultima 2 (Horiba Scientific,
Francie).

4.1.4 Vzorky lécivych rostlin pro komplexni charakterizaci

Pro komplexni analyzu bylo vybrano nasledujicich deset druhii léCivych rostlin: levandule
Iékatrska (LA — Lavandula angustifolia), mésicek 1€katsky (CO — Calendula officinalis), tfezalka
teCkovana (HP — Hypericum perforatum), Salvé] muskatova (SS — Salvia sclarea), medunka
I¢kaiskd (MO — Melissa officinalis), jesttabina 1ékatska (GO — Galega officinalis), yzop 1ékaisky
(HO — Hyssopus officinalis), mata peprna (MP — Mentha piperita), Salvéj 1ékaiska (SO — Salvia
officinalis) a ostropestiec mariansky (SM — Silybum marianum), které byly sbirany v prubéhu
dvou let 2015 a 2016. Vzorky pochazely ze dvou rtiznych botanickych zahrad: z Centra 1é¢ivych
rostlin Lékatské fakulty Masarykovy univerzity v Brné a ze Zahradnické fakulty Mendelovy
univerzity v Brn¢ se sidlem v Lednici. Zakladni charakteristiky vzorkl jsou shrnuty v Tab. 9 a 10.
Vzorky byly sbirany ru¢né v plné zralosti, kterd byla ur€ena zkusenymi botaniky v konkrétnich
botanickych zahradach. Lécivé rostliny byly sbirdny systematicky jednak ze zacatku, prostiedku
a konce jednotlivych fadkt ptimo do ptepravek.

Nasledné byly vzorky poskliziiové upravovany dvéma zpusoby: suSenim a zmrazovanim.
Pti upraveé susenim byly vzorky ihned po sbéru ulozeny na lisky nebo Stoly a suSeny studenym
vzduchem pfi teplote¢ 25-30 °C. Po vysusSeni byly vzorky tfizeny, separovany na jednotlivé Casti
a uchovavany odd¢lené v papirovych saccich ve skiini bez ptistupu svétla. Pti Upravé mrazenim
byly vzorky po sbéru ihned transportovany do laboratofe, tfizeny a separovany na jednotlivé ¢asti
a ihned uchovavany pfti teplotach —18 °C. Veskeré operace probihaly maximaln¢ do 3 hodin
od sbéru.

Celkem bylo analyzovano 76 vzorkl, véskeré vysledky jsou uvadény na obsah suSiny
bez ohledu na zptisob zpracovani.
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Tab. 9: Seznam vzorkii lécivych rostlin z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné

Zkratka  Botanické jméno Celed’ Cast Sbér Instituce
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné rok 2015 — zmraZené
LAMZI15 Lavandula angustifolia ~ Laminaceae kvét 15.6.2015 MU
COMZ15 Calendula officinalis Asteraceae kvét 22.6.2015 MU
HPMZI15  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 15.6.2015 MU
SSMZ15  Salvia sclarea Laminaceae nat’ 15. 6.2015 MU
MOMZI15 Melissa officinalis Laminaceae list 15.6.2015 MU
GOMZI15  Galega officinalis Fabaceae nat’ 15. 6.2015 MU
HOMZ15 Hyssopus officinalis Laminaceae nat’ 8.7.2015 MU
MPMZ15 Mentha piperita Laminaceae list 8.7.2015 MU
SOMZ15  Salvia officinalis Laminaceae list 8.7.2015 MU

Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné rok 2015 — susené

LAMSIS5  Lavandula angustifolia  Lamiaceae kvet 15.6.2015 MU
COMSI15 Calendula officinalis Asteraceae kvét 22.6.2015 MU
HPMSI15  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 15.6.2015 MU
SSMSI15  Salvia sclarea Lamiaceae nat’ 15.6.2015 MU
MOMSI15 Melissa officinalis Lamiaceae list 15.6.2015 MU
GOMSI15  Galega officinalis Fabaceae nat’ 15.6.2015 MU
HOMSI15  Hyssopus officinalis Lamiaceae nat’ 8.7.2015 MU
MPMSI15  Mentha piperita Lamiaceae list 8.7.2015 MU
SOMSI15  Salvia officinalis Lamiaceae list 8.7.2015 MU
SMMSI15  Silybum marianum Asteraceae semeno 9.9.2015 MU

Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné rok 2016 — zmrazené

LAMZ16 Lavandula angustifolia ~ Laminaceae kvet 30.6.2016 MU
COMZ16 Calendula officinalis Asteraceae kvét 30. 6. 2016 MU
HPMZ16  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 30.6.2016 MU
SSMZ16  Salvia sclarea Laminaceae nat’ 30. 6.2016 MU
MOMZ16 Melissa officinalis Laminaceae list 30. 6. 2016 MU
GOMZ16 Galega officinalis Fabaceae nat’ 30. 6. 2016 MU
HOMZ16 Hyssopus officinalis Laminaceae nat’ 30. 6.2016 MU
MPMZ16 Mentha piperita Laminaceae list 30. 6. 2016 MU
SOMZ16  Salvia officinalis Laminaceae list 15.9.2016 MU

Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné rok 2016 — susené

LAMSI16  Lavandula angustifolia  Lamiaceae kvet 30. 6. 2016 MU
COMSI16  Calendula officinalis Asteraceae kvét 30. 6. 2016 MU
HPMS16  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 30. 6. 2016 MU
SSMS16  Salvia sclarea Lamiaceae nat’ 30.6.2016 MU
MOMSI16 Melissa officinalis Lamiaceae list 30. 6. 2016 MU
GOMSI16  Galega officinalis Fabaceae nat’ 30. 6. 2016 MU
HOMSI16  Hyssopus officinalis Lamiaceae nat’ 30.6.2016 MU
MPMS16  Mentha piperita Lamiaceae list 30. 6. 2016 MU
SOMSI16  Salvia officinalis Lamiaceae list 30. 6. 2016 MU
SMMS16  Silybum marianum Asteraceae semeno 15.9.2016 MU
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Tab. 10: Seznam vzorkii lécivych rostlin ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné

Zkratka  Botanické jméno Celed’ Cast Sbér Instituce
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné r. 2015 — zmrazZené

LAZZ15  Lavandula angustifolia  Lamiaceae kvét 19. 6. 2015 ZU
COZZ15  Calendula officinalis Asteraceae kvét 19. 6. 2015 ZU
HPZZ15  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 19. 6. 2015 ZU
SSZ715 Salvia sclarea Lamiaceae nat’ 19. 6.2015 ZU
MOZZ15 Melissa officinalis Lamiaceae list 19. 6. 2015 ZU
GOZZ15  Galega officinalis Fabaceae nat’ 19. 6. 2015 ZU
HOZZ15  Hyssopus officinalis Lamiaceae nat’ 19. 6. 2015 ZU
MPZZ15  Mentha piperita Lamiaceae list 12.7.2015 ZU
SOZZ15  Salvia officinalis Lamiaceae list 19. 6.2015 ZU

Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné r. 2015 — susené

LAZS15  Lavandula angustifolia ~ Lamiaceae kvet 19.6.2015 ZU
COZS15  Calendula officinalis Asteraceae kvét 19. 6. 2015 ZU
HPZS15  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 19. 6. 2015 ZU
SSZS15  Salvia sclarea Lamiaceae nat’ 19.6.2015 ZU
MOZS15 Melissa officinalis Lamiaceae list 19. 6. 2015 ZU
GOZS15  Galega officinalis Fabaceae nat’ 19. 6. 2015 ZU
HOZS15  Hyssopus officinalis Lamiaceae nat’ 19.6.2015 ZU
MPZS15  Mentha piperita Lamiaceae list 12.7.2015 ZU
SOZS15  Salvia officinalis Lamiaceae list 19. 6.2015 ZU
SMZS15  Silybum marianum Asteraceae semeno 14.9.2015 ZU
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné r. 2016 — zmrazené

LAZZ16  Lavandula angustifolia ~ Lamiaceae kvet 28.6.2016 ZU
COZZ16  Calendula officinalis Asteraceae kvét 28.6.2016 ZU
HPZZ16  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 28.6.2016 ZU
SSZ716  Salvia sclarea Lamiaceae nat’ 28.6.2016 ZU
MOZZ16 Melissa officinalis Lamiaceae list 28.6.2016 ZU
GOZZ16  Galega officinalis Fabaceae nat’ 28.6.2016 ZU
HOZZ16  Hyssopus officinalis Lamiaceae nat’ 28.6.2016 ZU
MPZZ16  Mentha piperita Lamiaceae list 28.6.2016 ZU
SOZZ16  Salvia officinalis Lamiaceae list 28.6.2016 ZU
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné r. 2016 — susené

LAZS16  Lavandula angustifolia ~ Lamiaceae kvet 28.6.2016 ZU
COZS16  Calendula officinalis Asteraceae kvét 28.6.2016 ZU
HPZS16  Hypericum perforatum  Hypericaceae nat’ 28.6.2016 ZU
SSZS16  Salvia sclarea Lamiaceae nat’ 28.6.2016 ZU
MOZS16  Melissa officinalis Lamiaceae list 28.6.2016 ZU
GOZS16  Galega officinalis Fabaceae nat’ 28.6.2016 ZU
HOZS16  Hyssopus officinalis Lamiaceae nat’ 28.6.2016 ZU
MPZS16  Mentha piperita Lamiaceae list 28.6.2016 ZU
SOZS16  Salvia officinalis Lamiaceae list 28.6.2016 ZU
SMZS16  Silybum marianum Asteraceae semeno 12.9.2016 ZU




4.1.5 Vzorky pid

Pfedmétem analyz byl také obsah mineralnich latek ve vzorcich piid odebranych z mista, kde
rostly 1écivé rostliny. Pro vzorkovani byla zvolena metoda odbéru z vysky do 25 cm od povrchu,
vzdy z tady, kde rostly ptislusné 1é¢ivé rostliny, a to ze zacatku, ze stfedu a konce fadku. Takto
vytvoieny smésny vzorek odpovidajici jednotlivé rostlin€ byl transportovan v plastovych pytlech
do laboratofe. Vzorky byly po transportu suSeny 48 hodin pii laboratorni teploté, nésledné
sitovany pfes Ilmm sito a kvartovany. Takto pfipraveny laboratorni vzorek byl vyuzit
k mineralizaci.

4.2 UV-VIS EXPERIMENTY

Vsechny UV-VIS experimenty byly realizovany pomoci UV-VIS-NIR spektrofotometru
Schimadzu 3600 s ptislusenstvim.

4.2.1 Priprava extrakti pro komplexni charakterizaci lé¢ivych rostlin

Piiblizn¢ 3 g zmrazenych/suSenych léCivych rostlin bylo rozmixovano v mixeru pomoci
nerezovych kotoucl.. Nasledné byl zmraZeny vzorek najemno nasekan pomoci noze nebo
dodate¢né rozdrcen v tfeci misce s tlouckem/suseny vzorek rozdrcen v treci misce tlouckem. Poté
bylo do plastové centrifugaéni zkumavky navazeno na analytickych véhach 0,5 g
homogenizovaného vzorku. K navéazce bylo pfidano 20 ml rozpoustédla (deionizovana voda,
50% ethanol, resp. dimethylsulfoxid — DMSO). Smé&s byla hodinu tiepana pii 150 ot-min’
na laboratorni tiepadce a poté centrifugovana pi¥i 5000 ot:min' 10min a teploté 20 °C.
Supernatant byl nasledné filtrovan ptes kvantitativni filtraéni papir piimo do tmavé vialky
0 objemu 50 ml a mezi méfenim uchovavan v lednici a/nebo v tmavé skiini (v ptfipadé DMSO).
Z kazd¢ 1éc¢ivé rostliny byly paralelné pfichystany vzdy Ctyii extrakty.

4.2.2 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven modifikovanou metodou s vyuzitim Folin-
Ciocalteuova c¢inidla [219]. Do vialky bylo napipetovano 200 ul vzorku, 15,8 ml deionizované
vody a 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Smés byla po promichani ponechana 10 minut stat a poté
byly pfidany 3 ml 20% roztoku uhli¢itanu sodné¢ho. Smés byla opét promichdna a ponechana
hodinu zreagovat. Po uplynuti doby byla zméfena absorbance pti vinové délce 765 nm oproti
referenci (pfisluSné extrakéni Cinidlo). Stejnym postupem byla piipravena kalibraéni kiivka
s pouzitim standardnich roztokii kyseliny gallové v koncentragnim rozpéti 0—1 500 mg-1"'(Obr. 3).
Celkovy obsah fenolickych latek byl zjiitén z kalibraéni pfimky kyseliny gallové v mg:1"'. Tato
koncentrace byla pfepoéitana a vyjadiena v g-kg™' na suchou hmotu.
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4.2.3 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Celkovy obsah flavonoidii ve vzorcich byl stanoven modifikovanou metodou s vyuzitim 2-
aminoethyl-difenylboratu [219]. Pfesné¢ 150 pl 1% roztoku 2-aminoethyl-difenylboratu v ethanolu
bylo smichano s 3 ml extraktu 1éCivé rostliny pfimo v kiemenné UV-VIS kyveté. Smés byla
dikladné promichdna a po 10 minutich byla zméfena absorbance roztoku pii 404 nm proti
referenci (pfislusné extrakéni Cinidlo). Identickym postupem byla pfipravena kalibracni piimka
s vyuzitim standardnich roztokd rutinu v ethanolu v koncentraénim rozmezi 0—100 mg-1"' (Obr. 4).
Vysledky byly vyjadfeny v g-kg ™' na suchou hmotu.
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4.2.4 Stanoveni barevnych charakteristik v systému CIE L*a*b*

Do Imm kifemenné kyvety byl napipetovan pfisluSny extrakt. Jako blank bylo pouzito
odpovidajici extrakéni ¢inidlo. Spektrum vzorku bylo sniméno pii vinové délce 200—1 000 nm
v 0,5nm intervalu a §ifkou $térbiny 1 nm. Pro vyhodnoceni barevnosti byla vyuzita viditelnd oblast
naméfenych spekter od 380 do 780 nm; (posun o = 20 nm od uvedeného rozsahu pro viditelnou
oblast) a vyhodnoceni bylo realizovano v podminkach 10° pozorovatel a standardni zdroj osvétleni
[luminant D65, ktery predstavuje denni svétlo, teplota barvy tohoto zdroje je 6 500 K.

Barevné deskriptory byly vypocitany pomoci softwaru Panorama Advanced Colorlite
(Labcognition Schimadzu, Japonsko). Z mnoziny barevnych ukazateli byly pro ucely objektivniho
hodnoceni barevnosti a jejich zmén vybrany trichromatické parametry systému CIE L*a*b* (L*—
merna svétlost od 0 (Cerné) do 100 bilé; a*— odstin mezi zelenou (—a*) a Cervenou (+a*), b* —
odstin mezi modrou (—b*) a Zlutou (+b*). Dalsi parametry jako chromaticita (C*), thel barevného
odstinu (h°) a index hnédnuti (BI — Browning Index) byl vypocten podle Korei a kol. [301]
Hodnoty chromaticity udavaji saturaci barvy a hodnoty barevného odstinu 0°, 90°, 180° a 270°
udavaji ¢ervenou, zlutou, zelenou a modrou barvu (v tomto potadi).

4.3 EPR EXPERIMENTY

Vsechny EPR experimenty byly realizovany pomoci X-pasmového pienosného EPR
spektrometru e-scan (Bruker, Némecko) s ptisluSenstvim.

4.3.1 Priprava extrakti pro EPR experimenty
Extrakty byly pfipravovany postupem uvedenym v kapitole 4.2.1.

4.3.2 Stanoveni antioxidaéni aktivity s vyuZitim kation radikalu ABTS™

Radikal-zhaseci aktivita extraktii byla testovana pomoci roztoku stabilniho kation radikalu
ABTS™, piipraveného podle Tobolkové a kol. [218] Piesné 300 pl piislusného extraktu, podle
potieby zfedéného, bylo smichano se 700 pl roztoku 0,1 mmol-1" ABTS™ ve vodg. V ptipadé
referen¢niho systému bylo do reakéni smési misto vzorku pfidano piislusné extrakéni Cinidlo.
Smés pftislusného radikalu a vzorku byla nésledné promichéna 2 ml vzduchu a umisténa do ploché
EPR kyvety.

4.3.3 Stanoveni antioxidacni/prooxidacni aktivity s vyuzitim techniky
spinovych lapaci v piitomnosti DMPO/K,S,05

Piesné 100 pl DMPO (25 ul DMPO/840 pl deionizované vody), 200 pl 0,1 mol 1" fosfatového
pufru (pH = 7), 300 pl bylinného extraktu a 250 ul 0,1 mol-I"" roztoku peroxodisiranu sodného
bylo smichano. Smés byla nasledn¢ promichéna 2 ml vzduchu a ihned umisténa do ploch¢ EPR
kyvety. Casovy priibéh 15 EPR spekter po dobu 30 minut byl monitorovan piesné 3 minuty
od pfidavku peroxodisiranu sodného. Kazd¢ spektrum predstavuje akumulaci 30 individudlnich
scanl. Pfi pouziti tohoto systému je sledovana antioxidacni/prooxidacni aktivita jako vysledek
konkuren¢nich reakci mezi spinovym lapacem DMPO, generovanymi radikaly a antioxidanty
pfitomnymi ve vzorku prostiednictvim spinovych aduktl, dominantné ‘'DMPO-OH, pokud neni
uvedeno v nasledujicich ¢astech jinak.
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4.3.4 Parametry EPR analyzy

Vsechna méfeni byla realizovana pomoci ploché kiemenné kyvety vhodné pro EPR méieni.
Kyveta s vnitinim objemem 500 pl byla opatfena injekcni stiikackou s objemem 2 ml pro ulehceni
plnéni méfenym vzorkem. Kyveta byla umisténa do dutiny EPR spektrometru a po nastaveni
parametri méfeni (Tab. 11) se zacal sledovat ¢asovy vyvoj 10 EPR spekter béhem 15 min resp.
15 EPR béhem 30 min se zadatkem piesné 3 min po piidavku kation radikalu ABTS™ resp.
peroxodisiranu sodného do systému.

Tab. 11: Typické parametry EPR spektrometru

Parametr Hodnota
stied pole 346,2 mT (ABTS™)
346 mT (DMPO)
siika pole 10 mT (ABTS™)
9 mT (DMPO)
modulace 0,05 mT (ABTS™)
0,15 mT (DMPO)
zesileni 3,99-10° (ABTS™)
2:10° (DMPO)
vykon mikrovlnného zatreni 6 mW
frekvence mikrovinného zareni 9,71 GHz
casovy rozdil mezi spektry At=1,5 min (ABTS™)
At =2 min (DMPO)
¢asova konstanta 10,24 ms
délka 1 scanu 2,62s
pocet scanu 30
pocet snimanych spekter 10 (ABTS™)
15 (DMPO)

4.3.5 Zpracovani experimentalnich dat

Nameétend spektra byla zpracovana v programech WinEPR (Bruker, Némecko)
a OriginPro v. 7.0. (MicroCalc, USA). Radikal-zhaseci aktivita extraktti 1é¢ivych rostlin oproti
kation radikdlu ABTS™" byla vyjadiena jako hodnota TEAC, vypoéitana pro hodnoty koncentrace
ABTS™ (dvojity integral EPR spektra) namé&fené v ¢ase 10,5 min po piiddni daného radikalu
do systému podle vztahu:

(CO(ABTS'*) B CO(ABTS‘*))' V(ABTS'*)
TEAC g = v

-v-F (1)

kde copuprs-+) je pocatecni koncentrace roztoku ABTS™, cyaprs-+) je koncentrace roztoku ABTS™
po jejich piidavku do systému ve zvoleném &ase ¢ (¢ = 10,5 min), Viprs-+) je objem ABTS™
pfidané¢ho do systému, V.o je objem vzorku pridaného do systému, v je stechiometricky

koeficient reakce ABTS™ a TROLOX v = 1/2, F je faktor ziedéni.
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Antioxidacni/prooxidacni aktivita vzorki testovana technikou spinovych lapacii v pfitomnosti
DMPO/K;S,0g byla vyjadiena jako hodnota RS% (% zhaSenych radikald), kterd ptimo vyjadiuje
antioxida¢ni/prooxidacni schopnost piislusného vzorku, resp. jeho schopnost eliminovat/generovat
radikdly v experimentalnim systému. Hodnota RS% byla vypocitana podle rovnice:

ref (15) «OH

RS% = (1 _M] 100
(2)

kde: Isprer(15) pfedstavuje intenzitu 15. EPR spektra "OH pftislu$ného vzorku resp. reference.

4.4 HPLC EXPERIMENTY
4.4.1 Priprava vzorki pro HPLC-DAD analyzu

Piiblizn¢ 3 g zmrazenych/suSenych léCivych rostlin bylo rozmixovano v mixeru pomoci
nerezovych kotouct. Nasledné byl zmrazeny vzorek najemno nasekan pomoci keramického noze,
dodatecné rozdrcen v tfeci misce/suSeny vzorek rozdrcen v tfeci misce tlouckem. Poté bylo
do plastové centrifugaéni zkumavky navazeno na analytickych vahach 0,5 g homogenizovaného
vzorku. K navaZzce bylo pfiddno 20 ml rozpoustédla (deionizovand voda, 50% ethanol,
dimethylsulfoxid). Smés byla hodinu tiepina na laboratorni tiepaéce pii 150 ot'min' a poté
centrifugovana pfi 5000 ot-min"' 10 min a teploté 20 °C. Supernatant byl nasledné filtrovan
pies filtra¢ni papir piimo do tmavé 50 ml vialky a nésledné ptefiltrovan ptfes mikrofiltr do tmavé
vialky. Z kazdé 1é¢ivé rostliny byly paraleln€ pfichystany vzdy ¢tyfi extrakty.

4.4.2 Stanoveni koncentrace konkrétnich fenolickych sloucenin

Pro stanoveni konkrétnich fenolickych sloucenin byl pouzit HPLC Agilent 1260 Infinity
vybaveny detektorem s diodovym polem s 10mm absorpcni celou, autosamplerem s chlazenim,
kvarterni pumpou, kolonou, termostatem a degaserem. Individudlni fenolické slouceniny byly
separovany na kolon¢ Poroshell 120 Agilent EC-C18 (150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 nm)
pfi teploté 45 °C. Jako mobilni faze byla pouzita smés slozend z acetonitrilu (rozpoustédlo A)
a2,5% roztoku kyseliny mravenci (v/v) (rozpoustédlo B). Pouzity gradient mobilni faze
pro stanoveni fenolickych sloucenin byl: 92 % B, 0-25 min; 85 % B, 25-30 min; 88 % B, 30—
45 min; 85 % B, 45-53 min; 80 % B, 53—56 min; 92 % B, 56—65 min.

Pritok mobilni faze byl 0,75 ml-min', objem nastfiku 3 pl a vlnové délky pro detekci analytd
byly nastaveny na 280, 290, 330, 350 nm. Skenovani bylo mezi 190 a 450 nm a data byla sbirana
pomoci Agilent 1260 Infinity chromatografického data systému (Agilent Technologies, USA).
Identifikace individualnich fenolickych sloucenin byla zaloZena na srovnani retenéniho ¢asu a UV
spektra neznamého piku s referenénimi autentickymi standardy. Kvantifikace individualnich
fenolickych sloucenin byla pomoci metody vnéjSiho standardu, za pouziti kalibracni piimky.
Kalibraéni primky byly v kalibragnim rozsahu 0-400 mg:1"". M&feni bylo provadéno ve tfech
opakovéanich u kazdé koncentrace.
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4.5 ICP-OES EXPERIMENTY
4.5.1 Priprava vzorki lécivych rostlin pro ICP-OES experimenty

Piiblizn¢ 3 g zmrazenych léCivych rostlin bylo rozmixovano v mixeru pomoci nerezovych
kotouct. Nasledné byl vzorek najemno nasekan pomoci keramického noze a dodrcen v tfeci misce,
v ptipadé suSenych vzorki rozdrcen v tieci misce tlouckem. Poté bylo do plastové centrifugacni
zkumavky navazeno na analytickych vdhach 0,5 g homogenizovaného vzorku. K navazce bylo
pfiddno 20 ml rozpoustédla (deionizovand voda, 50% ethanol, dimethylsulfoxid). Smés byla
hodinu tfepana na laboratorni tiepacce a poté centrifugovana pii 5 000 ot-min~' 10 min a teploté
20 °C. Supernatant byl nasledné filtrovan pies filtraéni papir pfimo do centrifugacni zkumavky
a poté prefiltrovan pies mikrofiltr do plastové zkumavky.

4.5.2 Priprava vzorki puady pro ICP-OES experimenty

3 g homomogenizované vysusené piidy bylo navdzeno na analytickych vahach do 50ml
Erlenmayerovych ban¢k, k navazce bylo piidano 21 ml kyseliny chlorovodikové a 7 ml kyseliny
dusiéné. Suspenze byla tiepana pii 150 ot.-min ' 16 hodin a poté byl obsah bangk kvantitativng
zfiltrovan do odmérné banky a doplnén na celkovy objem 100 ml deionizovanou vodou.

4.5.3 Stanoveni mineralnich latek pomoci ICP-OES

Pomoci ICP-OES Horiba Jobin Yvone, typ Ultima 2 (Horiba Scientific, France) bylo
stanovovano 15 prvka v bylinnych extraktech a 10 prvki ve vzorcich ptidy. Vybér prvki vychazel
z dostupnych literarnich zdrojii. Pfistroj generoval plazmu v konfiguraci s radidlnim uloZenim
plazmového hotdku. Jako plazmovy plyn a plyn pro proplach optické ¢asti byl vyuzivan argon.
Zatizeni bylo spojeno s autosamplerem a cerpani vzorku do zmlZovale bylo realizovano
peristaltickou pumpou. Vzorek byl zmlzovan pomoci sklenéného konického zmlzovace
zavedeného do cyklonické mlzné komory, piimo ptipojené do plazmového hofaku z kiemenného
skla. Zaftizeni standardn¢ poskytovalo moznost kontinualniho skenovani vinovych délek v rozsahu
160-800 nm s rozliSenim 5 pm. Detek¢nim systémem byl dudlni fotondsobi¢ s HDD (High
dynamic detection system) systémem, ktery umoznoval méieni v koncentracnim rozsahu 10 tada,
diky online tuningu signdlu béhem méfeni.

Pomoci ICP-OES bylo v bylinnych extraktech méteno 15 prvki (Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Zn). V piipad¢ vodnych extrakt byly prvky Ca, K, Na, Mg a P méfeny
separatni metodou (metoda 2) z divodu relativné nizkého ioniza¢niho potencialu s ostatnimi
méfenymi prvky. V piipadé 50% ethanolu a DMSO byly prvky méfeny zaroven. U vzorka pad
bylo sledovédno 10 prvka (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn), vzorky pud byly
po mineralizaci mefeny metodou 1. Optimalizace metody byla zamétfena na maximalizaci poméru
signalu k Sumu (Tab. 12 a 13) na charakteristickych vlnovych délkach. Vhodné vinové délky pro
méfeni byly zvoleny na zakladé studia Atlasu spektralnich interferenci pro ICP spektroskopii
[302].

Extrakty 1€¢ivych rostlin byly analyzovany nefedéné (vzorky v deionizované vod¢) nebo byly
pted analyzou fedény dvakrat (vzorky v 50% ethanolu) nebo ¢tytikrat (vzorky v DMSO) pomoci
deionizované vody, z divodu sniZzeni koncentrace organickych rozpoustédel, které mohou
zpusobovat nestabilitu indukéné vazaného plazmatu. K zabranéni tohoto jevu byl pouzit vyssi
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prutok stiniciho plynu. U vzorka pad byly mineralizaty méfeny nefedéné, piiprava je uvedena
v kapitole 4.5.2. Instrumentalni nastaveni pro jednotlivd rozpoustédla a mineralizaty pudy jsou
uvedeny v Tab. 13.

Tab. 12: Nastaveni opticke casti ICP-OES

Prvek Vinova Vstupni $térbina Vystupni §térbina
délka pm pm
Al 396,152 20 15
As 193,695 20 15
Ca 422,673 20 15
Cd 214,488 20 15
Co 228,616 20 15
Cr 205,552 20 15
Cu 327,396 20 15
Fe 259,940 20 15
K 766,490 20 15
Mg 285,213 20 15
Mn 257,610 20 15
Na 588,995 20 15
P 213,618 20 15
Pb 216,999 20 15
Zn 206,191 20 15

Tab.13 : ICP-OES nastaveni

Parametr Deionizovana voda/mineralizaty 50% ethanol  DMSO
Metoda 1 Metoda 2
Vykon 1350 W 1350 W 1400 W 1350 W
Plazmovy plyn 13 1'min"* 14 I-min”" 12,5 I'min”" 12,5 I'min™"
Pomocny plyn 0,1 I'min”"' 0,1 I'min"’! 0,1 I'min"’' 0,1 I'min”’!
Plyn nebuliseru 0,85I'min" 0,85 I-min"’ 0,85 I'min "' 0,85 I'min "
Stinici plyn 0,2 I'min”’ 0,6 I'min”"’ 0,5 I'min”" 0,5 I'min”"’
Tlak na nebuliseru 3 bar 3 bar 3 bar 3 bar

4.6 APLIKACE VYBRANYCH LECIVYCH ROSTLIN DO POTRAVIN
4.6.1 Vzorky lé¢ivych rostlin pro aplikaci do sirupi

Pro aplika¢ni €ast prace byly vybrany Ctyii druhy léCivych rostlin. Na zdklad¢ ptedeslych
analyz byla vybrdna meduika lékafska, mata peprna, tiezalka teCkovana a Salvej lékarska
vzhledem k vysokym obsahiim fenolickych slou€enin, antioxidanti a vhodnym senzorickym
vlastnostem (viné/aroma). Vzorky 1écivych rostlin dodala firma Calendula a.s. v mnozstvi 5 kg
v suSen¢ a drcené formé. SuSeni probihalo pii teplotich do 30 °C a vzorky byly pfedupraveny
pomoci mlynu na velikosti ¢asti 1-5 mm. Vzorky byly uskladnény ve velkych papirovych pytlech
v suchém skladu. Kazdy pytel byl oznacen latinskym nazvem rostliny.
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4.6.2 Priprava extrakti pro aplikaci do sirupi

V ptipad¢ piipravné laboratorni ¢asti bylo z praktickych divodi navdzeno 5 g dodaného
materidlu do kadinky o objemu 250 ml, zalito 50 ml 25% ethanolu a ponechdno extrahovat riiznou
dobu (30 minut, 1, 2, 4, 6, 8, 10 a 12 hodin). Poté byl extrakt prefiltrovan pies Cajové sitko
do kddinky a vyuzit k analyze. 25% ethanol byl zvolen (i) protoZe senzoricky neovliviiuje
vysledny potravinaisky vyrobek, (ii) tato koncentrace je dostate¢na pro zabezpeceni mikrobialni
stability extraktu. Casova vytéZnost extrakce byla testovana v labornim méfitku, az poté
v poloprovoznim méfitku.

V poloprovozu byla extrakce vybranych bylin provadéna s 2 kg suSeného rostlinného materialu
na 20 I 25% ethanolu. Extrakce probihala jen po zvolenou dobu z piedeslého testovani
v laboratornich podminkach. Po uplynuti stanovené doby byl material ptefiltrovan ptes tkaninu
do demiZonu o objemu 15 1 a uskladnén v chladicim boxu.

4.6.3 Testovani extrakti v laboratornich a poloprovoznich podminkach

V ramci laboratornich testii byl testovan vhodny pomér materidlu a 25% ethanolu. Byly
testovany rtizné pomeéry 1:3, 1:5, 1:6, 1:9 a 1:10 rostlinného materialu viici rozpoustédlu. Nasledné
byla ve zvoleném poméru ve zvolenych intervalech (konkrétn¢€ po 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 10 a 12 h)
testovana nasdkavost materidlu a dale v Casovych intervalech (1, 2 a 4 h) vytéznost extrakce
pii opakovaném =zaliti materialu novym rozpoustédlem. Nasledné¢ byla vytéznost extrakce
sledovéna pii dlouhodobé extrakci materidlu za ucelem vybéru vhodné extrakéni doby. Parametry
pro ovéfeni vytéznosti extrakce byly radikéal-zhaseci aktivita TEACagts.+ a barevné parametry L*,
a* ab*.

V poloprovoznim méftitku byla testovana vytéznost extrakce pouze po zvolenou dobu. V ramci
této Casti prace byly testovany barevné charakteristiky L*, a* a b* svyuzitim UV-VIS-NIR
a radikal-zhaseci aktivita pomoci ABTS testu za pouziti EPR (viz kapitoly 4.2.4 a 4.3.2). Takto
vyrobené extrakty byly poté aplikovany pro vyrobu jednodruhovych a dvoudruhovych sirupt.

4.6.4 Vyroba sirupového zikladu a bylinnych sirupi

Vzhledem k aplikaci extrakti do sirupti bylo nutné vyrobit sirupovy zaklad (Obr. 5), ktery byl
tvofen 65% roztokem sacharosy okyselenym kyselinou mlécnou, kterd na rozdil od castéji
vyuzivané Kkyseliny citréonové ma jemnéjsi kyselou chut. Pridavek kyseliny mlécné byl
pied samotnou vyrobou sirupového zakladu senzoricky zkouSen. Po senzorickém hodnoceni byla
zvolena koncentrace 2 g-1"'. Nejprve byl roztok sacharosy a kyseliny mlééné na mirném plameni
po dobu 4 hodin ohfivan do kompletniho rozpusténi a vyceteni. Takto pfipraveny zaklad byl ihned
aplikovan do pfipravenych vysterilovanych nadob dle zvolenych pomérh, uzavien vickem
a ponechan pfes noc zcela vychladnut (Obr. 5).

Po vychladnuti byl k sirupovému zékladu ptidavan zvIast' lihovy extrakt z maty, medunky,
trezalky a Salvéje. Extrakty byly pfidavany ve tfech rtiznych pomérech u vSech vybranych rostlin.
Po smiseni byly sirupy fadné protiepany, tak aby vznikl homogenni sirup (Obr. 6). Dvoudruhové
sirupy byly pak vyrdbény smisenim jednodruhovych sirupli ve zvolenych pomérech, opét byly
testovany 3 razné pomgery.
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Obr. 6: Vyrobené jednodruhové sirupy s piidavkem lihového extraktu (zleva) z meduiiky,
trezalky, maty a Salvéje

4.7 SENZORICKE HODNOCENI BYLINNYCH NAPOJU A SIRUPU

Vyrobené jednodruhové a dvoudruhové sirupy a z nich pfipravené napoje byly senzoricky
hodnoceny. Senzorické hodnoceni probihalo v zasedaci mistnosti Ustavu chemie potravin
a biotechnologii na Fakult¢ chemické Vysokého uceni technického v Brné. Pro senzorické
hodnoceni bylo vybrano 40 hodnotiteli z fad studentli magisterského a doktorského studijniho
programu Fakulty chemické VUT v Brné&, kteti absolvovali seminaf senzorické analyzy a také
Gsp&sné absolvovali zakladni senzorické zkousky podle pozadavki piislusnych norem (CSN ISO
5496, CSN ISO 8586-1 a 2 a CSN ISO 3972 [303-306]). Uspotadani senzorického pracovisté bylo
v souladu s pozadavky CSN EN ISO 8589 [307]. Jednotlivé vzorky napojii nebo sirupii znadené
tiimistnymi pismennymi a ¢iselnymi kody, byly hodnotitelim ptedkladany pti laboratorni teploté
v plastovych kelimcich o objemu 40 ml. Pro neutralizaci chuti byla poddvéana pitna voda.

Senzorické hodnoceni bylo provadéno s vyuzitim nasledujicich senzorickych zkousek (testt):
poradové zkousky (dle CSN ISO 8587 [308]), profilového testu (dle CSN EN ISO 13 299 [309]),
hodnoceni pomoci sedmibodové kategorové ordinalni stupnice (dle CSN ISO 4121 [310]) a parové
porovnavaci zkousky (dle CSN EN ISO 5495 [311]). V ptipadé potieby bylo hodnoceni doplnéno
popisnou zkouskou. Celkem probéhly ¢tyti bloky senzorického testovani.

Hlavnim cilem prvniho kola senzorické analyzy byl vybér optimalni koncentrace ptidavku
bylinného extraktu k sirupovému zékladu pro kazdou testovanou lécivou rostlinu. Sirupové
koncentraty byly k tomuto ucelu pfipraveny ve tiech riznych pomérech pro kazdou ze ctyt
bylinnych ptichuti, celkem tedy 12 vzorki. Hodnotitelim byly tyto vzorky pfedlozeny
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po desetinasobném natedéni pitnou vodou, tedy ve formé hotového napoje. Ukolem bylo pridélit
jednotlivym koncentracim potadi dle chutnosti/celkové pfijatelnosti od nejlep§itho vzorku
po nejhorsi (1 = 3) a pokusit se identifikovat ptichut’ népoje. V rdmci této analyzy bylo také
zhodnoceno slozeni komise a dosavadni vztah hodnotitelit k nealkoholickym bylinnym néapojim.
PtisluS$ny formulaf uvadi Ptiloha 1.

Napoje 1 sirupy s nejlepSim hodnocenim z ptedeslého kola byly ve druhé fazi senzorického
hodnoceni podrobnéji analyzovany (Obr. 7). Nejprve byly hodnotitelim ptedlozeny vSechny druhy
bylinnych népoji s nejlépe hodnocenym pomérem extraktu:sirupovému zakladu a tyto Ctyfi
vzorky byly sefazeny od nejlepSiho po nejhorsi (1 = 4) dle chutnosti/celkové ptijatelnosti. V dalsi
fazi byly vzorky napojui podrobeny hodnoceni vzhledu a barvy, viing, chuti a celkové pfijatelnosti,
a to za pouziti sedmibodové kategorové ordindlni stupnice hedonického typu
(1 neptijatelna = 7 vynikajici). Nasledovala profilova zkouska chuti ndpoji s pouzitim
sedmibodové intenzitni stupnice (1 neznatelnd = 7 velmi silnd), kde byly posuzovéany deskriptory
sladka, kyseld, bylinna a trpka chut. Stejné typy testli byly pouzity pro hodnoceni samotnych
sirupovych koncentratli. Do hodnoceni byla v tomto pfipadé¢ zahrnuta i textura, kterd miize
ovliviiovat pfijatelnost siruptl, profilovym testem byla hodnocena také viing, a vzhledem k tomu,
ze zédkladem sirupli byly ethanolové extrakty, do profilového testu byly zafazeny deskriptory
lihova chut/viné. Formulat vypracovany pro druhé kolo analyzy je k nahlédnuti v Ptiloze 2.

Obr. 7: Piipravené vzorky jednodruhovych napojt a sirupt pro senzorické hodnoceni v druhém
kole senzorické analyzy

Pro ucely tfetiho bloku byly vytvoieny smésné dvoudruhové prichuté. Na zakladé senzorického
hodnoceni zkusenymi hodnotiteli z ftad pedagogh Fakulty chemické byl jako zaklad
dvoudruhovych sirupti vybran Salvéjovy sirup, ktery byl smichan s dal§imi pfichutémi. Konkrétné
byl vyroben sirup Salvéjovo-matovy, Salvéjovo-meduiikovy a Salvéjovo-trezalkovy. Misenim tii
ruznych pomért Salvéje a druhé bylinné slozky byly vytvoreny tfi receptury pro kazdou ptichut’,
celkem tedy 9 vzorkii. Desetindsobnym fedénim vodou byly opét pfipraveny bylinné népoje.
Kazdd ze tfi pfichutovych fad byla nésledné podrobena pofadovému testu
(1 nejlepsi = 3 nejhorsi) dle chutnosti/celkové piijatelnosti. Formulaf urceny pro tfeti blok
analyzy se nachazi v Ptiloze 3.

Ve c¢tvrté fazi senzorické analyzy byly potfadovym testem sefazeny od nejlepSi po nejhorsi
(1 = 3) tii uvedené dvoudruhové ptichuté, pficemz byla vzdy pouzita pravé ta koncentrace, ktera
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byla ptedchozim pofadovym testem ve tfetim kole vybrdna jako nejlepsi. Nésledné byl parovou
porovnavaci zkouskou na zaklad¢ barvy i chuti srovnan vzdy tento napoj s odpovidajici variantou,
pripravenou s pridavkem aroniového koncentratu (Obr. 8). Zavérem analyzy byl hodnotiteltim
ptedlozen kratky spotiebitelsky dotaznik, ktery je rovnéz soucasti formuléie (Pfiloha 4).

Obr. 8: Piipravené vzorky dvoudruhovych napojt s/bez ptidavku aréniového koncentratu

4.8 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Veskeré vysledky komplexni charakterizace 1é¢ivych rostlin byly zpracovany pomoci softwaru
OriginPro v. 7.0 (MicroCalc, USA) a jsou vyjadfeny ve tvaru primér = smérodatnd odchylka
(n=4). Pro zjisténi rozdild mezi vzorky byla pouzita parametrickd jednofaktorovéd analyza
rozptylu metoda (ANOVA - Analysis of Variance) s vyuzitim Tukeyho HSD-testu, které
predchazelo ovéteni normality dat podle Studentova rozdéleni. Za statisticky vyznamné byly
povazovany rozdily s hodnotou P < 0,05.

Vzhledem k velkému souboru dat byly vysledky zpracovany také metodami vicerozmérné
statistiky, metodou hlavnich komponent, faktorovou analyzou s rotaci Varimax. Diskrimina¢ni
analyza dat podle zvolenych kritérii byla realizovana pomoci kanonické diskrimina¢ni analyzy
(CDA — Canonical Discriminant Analysis) a metodou k-t¢ho nejblizsiho souseda.

Vysledky senzorického hodnoceni byly graficky zpracoviany ve formé sloupcovych
a pavuc¢inovych grafii jako median hodnoceni vSech hodnotitell (n = 40). Vysledky hodnoceni
pomoci stupnic byly statisticky zpracovany Kruskall-Wallisovym testem a nasledné¢ Nemenyiho
vicenasobnym parovym porovnavanim. Potfadova zkouska byla vyhodnocena na zakladé
Friedmanova testu, parova porovnavaci zkouska pomoci statistické tabulky dle CSN EN ISO
5495. Pro zkoumani korelaci mezi senzorickymi znaky byla pouzita metoda hlavnich komponent.
Veskeré statistické testovani bylo provedeno na hlading statistické vyznamnosti o = 0,05
s vyuzitim statistického softwaru Unistat, v. 6.0 (Unistat, Velka Britanie).

58



5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 KOMPLEXNI CHARAKTERIZACE LECIVYCH ROSTLIN

V ramci komplexni charakterizace bylo testovano 10 druht 1é¢ivych rostlin pochazejicich
ze dvou riznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice), které byly produkovany v prabéhu dvou let
(2015, 2016) a poskliziiové upravovany dvéma zplUsoby (zmrazeni, suSeni). Kromé vlivu
geografickych, klimatickych podminek a poskliziiovych Uprav byl také testovan vliv
technologického zpracovani, konkrétné pouzitych extrakénich systému (deionizovana voda, 50%
ethanol a DMSO) na izolaci funkénich slozek 1é¢ivych rostlin.

Celkem bylo testovano 39 parametrti — konkrétné 4 parametry antioxidacni aktivity (celkovy
obsah fenolickych latek, celkovy obsah flavonoidli, antioxidac¢ni aktivita s vyuZzitim kation
radikdlu ABTS" a antioxida¢ni/prooxidacni aktivita s vyuzitim syst¢tmu DMPO/K,S;0s,
6 barevnych parametrt (barevné parametry L*, a* b*, C*, h® a BI), 14 konkrétnich fenolickych
sloucenin (obsah gallové, chlorogenové, kavové, p-kumarové, ferulové, sinapové, vanilové
kyseliny, katechinu, rutinu, kvercetinu, myricetinu, hesperidinu, naringinu a luteolinu)
a 15 mineralnich latek (Al, As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Zn) u vSech
extraktii 1€¢ivych rostlin.

Cilem bylo (i) posoudit vliv geografickych, klimatickych podminek a technologickych operaci
na obsah funkénich slozek 1é¢ivych rostlin; (i1) vybrat vhodné technologické zpracovani (zptisob
upravy lécivé rostliny a extrakéniho rozpoustédla) a vhodné druhy 1écivych rostlin pro naslednou
aplikaci do potravin.

S ohledem na velké mnoZstvi a variabilitu ziskanych experimentalnich tidaji byla vSechna data
zpracovana metodou ANOVA a vicerozmérnymi statistickymi metodami s cilem diferencovat
a klasifikovat 1é¢ivé rostliny podle zvolenych kritérii — ptivod, rok produkce, poskliziiova tprava
a extrakéni systém.

5.1.1 Vliv extrakénich podminek na celkovy obsah fenolickych latek

Rada védeckych studii potvrzuje, Ze fenolické slouceniny jsou dominantni biologicky aktivni
slouceniny s antioxida¢ni aktivitou u vétSiny léCivych rostlin. Celkovy obsah fenolickych
sloucenin se proto efektivné vyuziva jako rychla screeningovd metoda pro zjisténi obsahu
fenolickych latek i pro ovétfeni korelaci s testy antioxidacni aktivity. Celkovy obsah fenolickych
sloucenin byl stanoven Folin Ciocalteauo metodou. Kvantifikace byla provedena na zakladé¢
kalibra¢ni ptimky (Obr. 3) a vysledky vyjadieny jako GAE — Gallic Acid Equivalent.

Vodné extrakty

Celkovy obsah fenolickych sloucenin stanoveny ve vodnych extraktech pfipravenych
ze zmrazenych respektive suSenych léCivych rostlin je uveden na Obr. 9 a 10. Ze ziskanych
vysledkil je zfejma zna¢na variabilita v obsahu TPC u konkrétnich 1éCivych rostlin, kterd je dana
druhovymi rozdily. TPC se pohyboval u zmrazenych vzorkii pochazejicich z MU v roce 2015
vrozmezi od 7,9 do 43,3 g-kg ', vroce 2016 od 4,9 do 23,3 g'kg ' a u vzorki pochézejicich
ze ZU v roce 2015 v rozmezi 18,9-46,8 g-kg ' a v roce 2016 v rozmezi 12,2-45,6 g-kg .
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Obr. 9: Celkovy obsah fenolickych sloucenin ve vodnych extraktech pfipravenych ze zmrazenych
1é¢ivych rostlin pochdzejicich ze dvou rtznych lokalit a produkovanych béhem dvou let

(2015, 2016)

ki je uvedeno v Tab. 9 a 10

v

; oznaceni vzor

777 MU 2015 [ MU 2016 777 ZU 2015 @228 ZU 2016

ZU

NN
RN

Obr. 10: Celkovy obsah fenolickych sloucenin vodnych extrakti piipravenych ze suSenych
lIé¢ivych rostlin pochazejich ze dvou riznych lokalit a produkovanych béhem dvou let

(2015, 2016)

ki je uvedeno v Tab. 9 a 10
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V pfipad¢ suSenych vzorkii byly zaznamenany vyS$$i hodnoty TPC, konkrétné¢ u vzorki
pochazejicich z MU z roku 2015 v rozmezi 3,9-85,1 g'kg ', v roce 2016 vrozmezi 7,6—
84,1 g'kg ' a u vzorkd pochazejicich ze ZU v roce 2015 v rozmezi 6,0-79,9 g-kg ' a v roce 2016
vrozmezi 6,4-89,5 g-kg . Pomoci ANOVY byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
zmrazenymi a susenymi vzorky (P = 0,0038), kdy byly do analyzy zahrnuty oba roky produkce
i ob¢ lokality, ukazujici vyznamny vliv poskliziiovych operaci na obsah TPC. Niz§i obsahy TPC
v pfipadé¢ zmrazenych vzorkii mohou byt zplisobeny tim, ze v pribéhu zmrazeni muze dojit
k naruseni a poskozeni rostlinnych bun¢k plisobenim enzymd, substratd a aktivatora [312]. Mohou
byt také ocekavany nevratné zmény v membranovych strukturdch béhem zmrazeni. Dale miize
dochazet ke krystalizaci v mezibunééném prostiedi, kdy kapalnad faze s nizkou vazebnou energii
zamrzne a dochazi tak ke zvySeni koncentrace elektrolyt. Vzhledem k rozdilné koncentraci
elektrolytii uvniti a vn¢ bun¢k dochazi k prudkému poklesu enzymi, kyselin a dal§ich bunéénych
slozek. Poskozeni zplisobené tvorbou krystalli je ovlivnéno hlavné rychlosti zmrazeni, kone¢nou
teplotou a velikosti zmrazené rostliny [313, 314]. Obdobny trend, kdy zmrazené vzorky mély nizsi
obsahy TPC, byl zaznamenan i u vzorkd oregana [315] a Cajovniku [316]. Dale je mozné, Ze
v ptipad¢ suSenych vzorki dochazi k lepsi prostupnosti rozpoustédla do materidlu nez u vzork
zmrazenych.

Pfi porovnéani vzorkli v rdmci lokalit (MU Brno vs. ZU Lednice) jsou na prvni pohled zfejmé
jisté rozdily v obsahu TPC, kdy vyraznéjsi rozdily jsou u vzorki zmrazenych. Pomoci ANOVY
byly zjistény vyssi obsahy TPC u zmrazenych vzorkl pochazejicich ze ZU v obou sledovanych
letech, avSak statisticky vyznamné rozdily byly pouze u vzorkli produkovanych v roce 2016
(P=0,0302). U susenych vzorkii jsou rozdily mezi lokalitami nevyznamné v obou letech
produkce. V piipad¢ statistické analyzy zahrnujici vSechny roky produkce a zplsoby zpracovani
vSak rozdily mezi institucemi nebyly jednoznacné potvrzeny, coz mize naznacovat jisté
podobnosti lokalit. Vhledem k faktu, ze lokality jsou od sebe vzdaleny 50 km, Ize uvazovat, ze
klimatické podminky jsou velmi podobné.

Nekteré studie potvrzuji, ze predev§im hlavné teplota a mnozstvi srazek maji vliv na obsah TPC
v rostlinach [317-320]. Ob¢ instituce, které poskytly vzorky pro analyzu, poskytly také
meteorologicka data. V centru 1é¢ivych rostlin MU v Brné byla v letech 2015 a 2016 namétena
pramérnd teplota 17,5/17,3 °C a mnozstvi srazek 193,7/250,2 mm; v botanické zahradé
Zahradnické univerzity v Lednici teplota 17,7/17,2 °C a mmnozstvi srazek 193,1/308,3 mm.
Z meteorologickych dat je zfejmé, Ze prumérna teplota byla velmi podobnd v rdmci obou
produkénich let i instituci, rozdily byly pouze v mnozstvi srazek, kdy v ZU v Lednici bylo v roce
2016 zaznamenano vyssi mnozstvi srazek. Nepatrné rozdily v obsahu TPC mohou tedy byt dany
do souvislosti s rozdilnymi environmentalnimi podminkami: hlavné po€asim, mnozstvim slunce,
ptip. kvalitou piidy v jednotlivych zahradach.

Ze ziskanych vysledkii jsou na prvni pohled patrné jisté rozdily mezi produkénimi roky.
ANOVA analyza potvrdila, Ze rok 2015 byl charakteristicky vy$simi obsahy TPC oproti roku 2016
u obou lokalit, zahrnujici oba zpisoby poskliziiovych Uprav, avSak i v tomto ptipadé tento rozdil
nebyl ze statistického hlediska vyznamny. Z vySe zminénych meteorologickych dat je ziejmé, ze
rok 2016 byl charakteristicky vys§im mnozstvim srazek a nizSimi teplotami, které mohly mit vliv
na obsah TPC. Z analyzovanych vzorkii jsou bohatym zdrojem TPC vzorky z ¢eledi Lamiaceae
(MO, MP), Hypericaceae (HP), Fabaceae (GO), naopak vzorky z celedi Astaraceae (CO, SM)
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vykazuji nizky obsah TPC. Né&kteii autoii potvrzuji, Ze 1éCivé rostliny z ¢eledi Lamiaceae maji
vysoky obsah fenolickych sloucenin [321-324]. Navic bylo zjisténo, ze predevsSim tiezalka
a jestfabina jsou dobrym zdrojem fenolickych sloucenin a maji vysokou antioxida¢ni aktivitu
[47, 194, 325].

Ethanolové extrakty

Primérny celkovy obsah fenolickych sloucenin (Obr. 11, 12 a Piiloha 5) je ze statistického
hlediska u ethanolovych extrakti vys$si ve srovnani s vodnymi extrakty. Do analyzy byly zahrnuty
vSechny roky produkce, ob¢ instituce i oba zpusoby zpracovani (P = 0,0486). Pozorované rozdily
souvisi predevsim s charakterem jednotlivych rozpoustédel. S ohledem na hodnoty relativni
permitivity vody a ethanolu (tabelovana hodnota pii 25 °C ey = 78,3 a egron = 24,3) [326], Ize
pozorované rozdily dat do souvislosti s rozdilnou polaritou rozpoustédel. V ptipad¢ ethanolovych
extraktli, vzhledem k niz8i polarit€¢ oproti vodnym extraktiim, doSlo pravdépodobné k extrakci
1 mén¢ polarnich sloucenin. Vyssi obsahy TPC u ethanolovych extrakti mohly byt zptsobeny také
moznou tvorbou komplext nékterych fenolickych sloucenin. Tyto mohou mit vice fenolovych
skupin nebo vyssi molekulovou hmotnost nez fenolické slouc¢eniny ve vodnych extraktech [327].
Vysledky jsou v souladu s vysledky TPC u podobnych studii medunky 1ékaiské [243] Salvéje
1ékatské [328] a bahnatky vonavé [327].

Obdobn¢ jako u vodnych extraktl byly zjiStény statisticky vyssi obsahy TPC u susenych vzorkt
oproti zmrazenym (P = 0,0333) pii zahrnuti obou rokt produkce a lokalit, ukazujici, ze
agronomické a technologické postupy maji velky vliv na kvalitu 1é¢ivych rostlin. V piipadé
geografickych faktort (vliv lokalit) byly zjistény kopirujici trendy s vodnymi extrakty, kdy vyssi
obsahy TPC byly zjistény u ZU u zmrazenych vzorkii v pribéhu obou produké¢nich let. Stejny
trend jako u vodnych extraktli byl zachovan v rozdilech mezi produk¢nimi roky, kdy opét byly
zjiStény vyssi obsahy TPC v roce 2015. Geografické a klimatické faktory vSak ze statistického
hlediska nebyly vyznamné, i kdyz ANOV A umoznila urcit, které vzorky maji vyssi obsahy TPC.

V réamci jednotlivych druht byly u zmrazenych vzorka zjistény vyssi obsahy TPC u HP, GO
a MP, naopak nizsi u vzorkit HO, CO a LA. V ptipad¢ suSenych vzorkt je trend odlisny, kdy vyssi
obsahy byly zaznamenany u MO, MP, HP, naopak nizsi u vzorkti CO, LA a SM. Obsah TPC se
u ethanolovych extraktti snizoval v nasledujicim poradi: HP > GO > MP > SS > SO > MO > HO >
CO > LA u zmrazenych a MO > MP > HP > SS > GO > HO > SO > CO > LA a SM suSenych
vzorkli 1éCivych rostlin. Obdobné jako u vodnych extraktli celedi Lamiaceae, Hypericaceae,
Fabaceae maji 1 v ethanolovych extraktech vyS$i obsahy TPC nez celed Astaraceae
(kde zatazujeme druhy CO a SM). Studie Sytara a kol. [324] a Garcio-Risca [240] potvrzuji nase
vysledky, Ze Celed’ Lamiaceae ma vyssi obsahy TPC nez celed’ Astaraceae.
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12: Celkovy obsah fenolickych slouCenin v ethanolovych extraktech piipravenych
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na Obr. 13 a 14.
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Obr. 13: Celkovy obsah fenolickych slou¢enin DMSO extrakti pfipravenych ze zmrazenych
1é¢ivych rostlin pochazejich ze dvou raznych lokalit a produkovanych béhem dvou let
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Obr. 14: Celkovy obsah fenolickych slou¢enin DMSO extrakti piipravenych ze suSenych
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V ptipad¢ porovnani hodnot TPC u DMSO extraktli s ethanolovymi a vodnymi extrakty byly
zjistény u zmrazenych vzorkit v DMSO statisticky vyssi obsahy TPC oproti ethanolovym
(P =0,0020) i vodnym extraktim (P = 0,0000), zahrnujici ob¢ instituce i roky produkce. Obsah
TPC u zmrazenych vzorka byl v potadi DMSO > 50% ETOH > H,O, ukazujici (Ptiloha 5), Ze
polarni aprotické rozpoustédlo (DMSO), umoznujici extrakci jak poldrnich tak nepoldrnich
sloucenin, je z hlediska vytéznosti TPC u vzorkll s obsahem vody vhodngj$i nez proticka
rozpoustédla (voda, 50% ethanol), kterd pfednostné extrahuji polarni slouceniny. Podobny trend
byl zaznamenan u zmrazenych a nasledné¢ lyofilizovanych vzorkd citrusové kury [145]
a zmrazenych vzorkd aronie a muchovniku [329, 330]. U susenych vzorki vSak byl u obou
instituci 1 rokll produkce trend odliSny, TPC se sniZzoval v potadi 50% ETOH > H,O > DMSO
(Priloha 5), kdy proticka rozpoustédla byla vhodnégjsi pro extrakci fenolickych slouc¢enin. Rozdily
v extrak¢nich systémech vSak byly v pfipadé statistické analyzy u susenych vzorkli nevyznamné,
naznacujici jisté podobnosti v extrak¢ni ucinnosti. Drobné rozdily, které zaznamenala ANOVA,
mohou byt dany polaritou rozpoustédla, ale mohou také souviset se specifickymi vlastnostmi vody
(tvorba vodikovych mustku, dipolovych interakci atd.) [331].

U DMSO extrakti vSak byly zjistény v rdmci poskliznovych tuprav opacné trendy oproti
ethanolovym a vodnym extraktim. Statisticky vyssi obsahy byly zaznamenany u zmrazenych
vzorkll (P = 0,0139) pfi zahrnuti obou rokl a lokalit, ukazujici, ze pravdépodobné méné polarni
slouceniny budou vice citlivé na vyssi teploty. DMSO je také vhodnym extrakénim systémem
pro extrakci chlorofylovych barviv [332], které jsou napf. citlivé k degradaci pii vyssich teplotach
[316, 333]. Otazkou také je, vzhledem k limitacim TPC testu, do jaké miry dal$i chemické
slouceniny (proteiny, cukry, aminy, kyselina askorbova) [205] v extratech ovliviiuji stanoveni
TPC. V piipad¢ vlivu lokalit byly zjistény kopirujici trendy s protickymi rozpoustédly (vodou
150% ethanolem), kdy vys$si obsahy TPC byly zjistény u ZU u zmraZenych vzorkll v prib¢hu
obou produk¢nich let. V roce 2015 byly zaznamenany vyssi obsahy TPC u zmraZenych a suSenych
vzorkli u obou instituci. Opét vSak vliv lokality a ro¢nikové skladby na obsah TPC byl
ze statistického hlediska nevyznamny.

Obsah TPC se u DMSO extrakta snizoval v néasledujicim potadi: MP > HP > SO > MO > GO >
SS > HO > CO > LA u zmrazenych MP > HP > MO > GO > HO > SO > CO > LA > SM
u susenych vzorka lé¢ivych rostlin. Ve vsech rozpoustédlech bylo potvrzeno, ze ¢eledé Lamiaceae
(MP, MO) Hypericeae (HP) a Fabaceae (GO) maji vyssi obsahy TPC nez celed” Astaraceae
(CO, SM).
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5.1.2 Vliv extrakénich podminek na obsah celkovych flavonoidu

Celkovy obsah flavonoidi v pfipravenych extraktech byl stanoven pomoci 2-aminoethyl-
difenylboratu, kvantifikace byla provedena na zakladé kalibracni ptimky (Obr. 4) a vysledky byly
vyjadireny jako rutin ekvivalent.

Vodné extrakty

Hodnoty TFC se pohybovaly u zmrazenych vzorkl ve vodnych extraktech pochéazejicich z MU
vroce 2015 vrozmezi 2,5-26,8 g~kg_1, vroce 2016 vrozmezi 3,0-14,5 g-kg‘1 a u vzorkd
pochézejicich ze ZU vroce 2015 vrozmezi 5,2-47,3 gkg' a vroce 2016 vrozmezi 4,7—
39,2 g-kg™' (Obr. 15 a 16).

U susSenych vzorkl byly zaznamenany statisticky vyss$i hodnoty TFC bez ohledu na instituci
arok produkce (P = 0,0038). TFC se pohyboval u suSenych vzorkii pochazejicich z MU z roku
2015 v rozmezi 5,1-56,2 g-kg ', v roce 2016 v rozmezi 1,9-41,3 g-kg™' a u vzorkil pochazejicich
ze ZU vroce 2015 vrozmezi 9,2-37,6 g'kg' a vroce 2016 vrozmezi 2,5-43,5 gkg .
U susenych vzorkli pravdépodobné pii vysuseni doslo k inhibici peroxidasy a polyfenoloxidasy,
kdezto v ptipadé zmrazenych vzorkl byly tyto enzymy v prabéhu zpracovani rostlin, zmrazovani
¢i opétovném rozmrazeni vzorkli aktivni, coz zpusobilo vyssi pokles fenolickych sloucenin, mj.
i flavonoida [334, 335]. Obsahy flavonoidl jsou ve srovnani s celkovymi obsahy fenolickych
sloucCenin nizsi; ale zaroven jsou to pievladajici fenolické slouCeniny. Zaujimaji ve vodnych
extraktech jednotlivych druha 1é¢ivych rostlin (u zmrazenych i susenych) ptiblizn¢ 40 az 75 %
z celkovych fenolickych sloucenin. Korela¢ni analyza potvrdila silné korelace mezi obsahem TPC
aTFC ve vodnych extraktech ze zmrazenych (Rrperre = 0,7282) respektive suSenych
(Rrpc/rre = 0,8005) bylin v pfipadé, ze analyza byla provedena bez ohledu na instituci a rok
produkce, potvrzujici fakt, ze flavonoidy jsou skupinou fenolickych sloucenin [336].

V piipadé¢ geografickych faktort (vliv lokalit na TFC) byly zjistény kopirujici trendy s vodnymi
extrakty jako v pfipad¢ parametru TPC. Vys§i obsahy TFC byly zjistény u ZU u zmraZenych
vzorkil v pribéhu obou produkcnich let. Stejny trend byl také zachovan v rozdilech mezi
produkénimi roky, kdy opét byly zjistény vyssi obsahy TFC v roce 2015. Geografické a klimatické
faktory vSak ze statistického hlediska také u parametru TFC nebyly vyznamné, naznacujici velmi
podobné klimatické a geografické podminky v botanickych zahradach. V ramci jednotlivych druhi
1é¢ivych rostlin byl u vodnych extraktli ze zmrazenych 1é¢ivych rostlin zjistén vysoky obsah TFC
u GO, HP a SS a v ptipadé€ susenych lé¢ivych rostlin u MP, MO, HP a GO, naopak nizsi obsahy
TFC byly zjistény u LA, HO a SM.
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Obr. 15: Celkovy obsah flavonoidl ve vodnych extraktech pfipravenych ze zmrazenych 1é¢ivych
rostlin pochézejicich ze dvou riznych lokalit a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016);

ki je uvedeno v Tab. 9 a 10

oznaceni vzor
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Obr. 16: Celkovy obsah flavonoidi ve vodnych extraktech pfipravenych ze susSenych lécivych
rostlin pochézejicich ze dvou riaznych lokalit a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016);

ki je uvedeno v Tab. 9 a 10

oznaceni vzor
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Ethanolové extrakty

Obdobné jako v ptipadé TPC byl 50% ethanol (Obr. 17, 18 a Ptiloha 6) statisticky G¢innéjSim
extrakénim Cinidlem pro extrakci flavonoidi nez voda (P = 0,0004), v pfipad¢, ze analyza byla
provedena bez ohledu na zplisob zpracovani, instituci a rok produkce. Publikované prace potvrzuji,
ze smési organickych rozpoustédel jsou u¢innéjsi nez Cista voda pro extrakei flavonoida [327, 330,
337]. Rozdily v ramci téchto systémi jsou detailn¢ komentovany v kapitole 5.1.1. Zplsob
zpracovani vyznamné ovliviioval také obsahy TFC v ethanolovych extraktech a obdobné jako
u vodnych extraktli, statisticky na tom byly Iépe susené¢ vzorky 1éCivych rostlin (P = 0,0132).
Korelacni analyza potvrdila silné korelace mezi obsahem TPC a TFC také v ethanolovych
extraktech ze zmrazenych (Rrpc/rre = 0,7994) respektive susenych (Rrperre = 0,8516) bylin
v ptipad¢, Ze analyza byla provedena bez ohledu na instituci a rok produkce. Pearsonovy korelacni
koeficienty u ethanolovych extrakti vSak byly vyssi oproti vodnym extraktiim, coz mtize souviset
s lepsi extrakéni ucinnosti v piipadé ethanolovych extrakta.

V ramci rozdill mezi stanovisti byly zjiStény u ethanolovych extrakti vyssi obsahy TFC
u vzorkl ze ZU v Lednici v piipadé obou rokli produkce 1 zpiisobli zpracovani. Dle ocekavani
v piipadé porovnani rokti produkce byly zjistény vyssi obsahy TFC v roce 2015 ve srovnani
s rokem 2016, naznacujici nepatrny vliv pocasi na obsah TFC. Ze statistického hlediska vSak tyto
rozdily byly zanedbatelné a lokality 1 roky produkce velmi podobné. GO, HP, SS a SO m¢ély
vysoké obsahy TFC v ptipadé Gpravy mrazenim, a MO, SS a GO pii upravé susenim u obou
instituci 1 v ramci produk¢nich let.

% [ IMU 2015 I MU 2016 17U 2015 I ZU 2016

80 | - ZU -

60 MU

)
Y

Obr. 17: Celkovy obsah flavonoidi v ethanolovych extraktech pfipravenych ze zmrazenych
lIé¢ivych rostlin pochdzejicich ze dvou riznych lokalit a produkovanych b&hem dvou let
(2015, 2016); oznaceni vzorkt je uvedeno v Tab. 9 a 10
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Obr. 18: Celkovy obsah flavonoidil v ethanolovych extraktech pfipravenych ze susenych 1écivych
rostlin pochazejicich ze dvou riznych lokalit a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016);
oznaceni vzorkl je uvedeno v Tab. 9 a 10

Extrakty v DMSO

Vysledky stanoveni celkovych obsahi flavonoidi pro extrakty v DMSO jsou shrnuty
na Obr. 19 a 20. Obsah TFC se u DMSO extraktti snizoval v nasledujicim potadi: MP > MO >
SO > HP > GO > SS > CO > HO > LA u zmrazenych MO > SS > MP > GO > SO > HP > CO >
HO > LA > SM u suSenych vzorkl lé¢ivych rostlin. U vSech rozpoustédel bylo potvrzeno, Ze
celedé Lamiaceae, Hypericeae a Fabaceae maji vyssi obsahy TFC nez ¢eled’ Astaraceae.

V piipadé porovnani hodnot TFC u DMSO extraktii s ethanolovymi a vodnymi byly zjistény
uzmrazenych vzorki v DMSO statisticky vys$§i obsahy TFC oproti vodnym (P =0,0000)
i ethanolovym extraktim (P = 0,0009), zahrnujici ob¢ instituce i roky produkce. Obsah TFC
u zmrazenych vzorkl byl tedy v pofadi DMSO > 50% ethanol > H,O (Ptiloha 6), coz kopiruje
trendy s TPC. V pfipad¢ suSenych vzorkl bylo potadi 50% ethanol > DMSO > H,0 (Ptiloha 6),
ale statisticky vyznamné rozdily byly pouze mezi 50% ethanolem a vodou (P = 0,0058). DMSO
a 50% ethanol ve vSeobecnosti byly vhodnéjSimi systémy pro extrakci flavonoidli u obou
poskliziiovych Gprav ve srovnani s vodou.

Zpusob zpracovani vyznamné ovliviioval také obsahy TFC v DMSO extraktech, kdy obdobné
jako u TPC mrazeni bylo vhodnéjsi tipravou pro tento extrakéni systém. Obdobné jako u ostatnich
rozpoustédel 1 v DMSO byly zaznamenany silné¢ korelace mezi obsahem TPC a TFC
u zmrazenych (Rrperre = 0,8334) respektive susenych (Ryporre = 0,8582) bylin. Statistickd
analyza byla provedena bez ohledu na instituci a rok produkce. U DMSO byly tyto korelace
nejsiln€jsi, u suSenych vzorkd byly ve vSech rozpoustédlech korelace vyssi ve srovnani
se zmrazenymi vzorky. Pfi porovnani TFC u jednotlivych instituci — vzorky ze ZU byly
charakteristické vy$$imi obsahy TFC a to jak u zmrazenych, tak susenych bylin. V ptipad¢ roka
produkce byly vyssi obsahy TFC v roce 2015 u zmraZenych i suSenych vzorkil, tyto rozdily
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Obr. 19: Celkovy obsah flavonoidi v DMSO extraktech pfipravenych ze zmrazZenych lécivych

rostlin pochazejicich ze dvou riznych lokalit a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016);
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Obr. 20: Celkovy obsah flavonoidi v DMSO extraktech pfipravenych ze suSenych 1écivych

rostlin pochézejicich ze dvou

h lokalit a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016);
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5.1.3 Vliv extrakénich podminek na barevné charakteristiky

Barevné koordinaty L*, a*, b* byly namétené pomoci UV-VIS-NIR spektrofotometru pouzitim
zdroje osvétleni Illuminant D65. Z téchto charakteristik pak byly vypocitany dalsi tfi barevné
parametry: chromaticita C*, tthel barevného odstinu h® a index hnédnuti BI. Vzhledem k velkému
mnozstvi parametrti majicich vliv na vlastnosti extraktli byla ziskanad data statisticky zpracovana
jednorozmérnou metodou ANOVA a metodami korelacni analyzy s cilem sledovani jednotlivych
rozdild nebo vzajemnych vztahl jednotlivych experimentdlnich parametrti na vlastnosti extrakti.

Vodné extrakty

Hodnoty barevnych parametri vodnych extrakt 1éCivych rostlin pfipravenych ze zmrazenych
a susenych vzorkl zahrnujici oba roky produkce jsou pro vzorky pochazejici z MU prezentovany
v Ptiloze 7 a pro vzorky ze ZU v Piiloze 8.

Jak vyplyva z naméfenych vysledki, pii porovnani chromatické slozky L* vodnych extrakti
ze zmrazenych a suSenych bylin, hodnoty L* u suSenych vzorkll jsou statisticky niz$i nez
u zmrazenych vzorktl (P = 0,0002), ukazujici (a potvrzujici senzorické pozorovani), Ze extrakty
ze susenych bylin byly tmavsi. Tyto rozdily jsou hlavné zptsobeny vyssi vlhkosti u zmrazenych
vzorki, kterd méla nasledné vliv na svétlost extrakti. Podobny fenomén vyssi tmavosti extraktii
ze susenych bylin byl jiz dfive zaznamendn nckterymi autory, napi. pii konvenénim suSeni
v susarné u vzorkd maty peprné, rozmarynu a medunky lékaiské [284, 338-340]. Dale byly
zjiStény jisté rozdily v L* hodnotach u jednotlivych instituci i rokd produkce, i kdyZ i u tohoto
parametru nebyly tyto rozdily statisticky vyznamné. Bylo zjis$téno, ze extrakty ze ZU jsou tmavsi
a také vzorky z roku 2015 jsou charakteristické vysSim obsahem barviv.

V ptipad¢ barevné koordinaty a* byly u vétSiny zmrazenych vzorka zjistény kladné hodnoty,
coz ukazuje dominantni zastoupeni Cervené barvy, kterd je zpiisobena pravdépodobné ptitomnosti
anthokyanti nebo betalainti [341]. U suSenych vzorkti naopak byly zjistény zaporné hodnoty a*
znalici, ze se také extrahuji zelend chlorofylova barviva. Kdyz vezmeme do uvahy rozdily
v hodnotach a* mezi zmrazenymi a suSenymi vzorky ve vodnych extraktech, tak nepatrné vyssi
hodnoty byly zjiStény u zmrazenych vzorkl, avSak ze statistického hlediska tento rozdil nebyl
vyznamny (P = 0,2253). Pfi porovnani vysledkll vzorkt z jednotlivych instituci a rokii produkce
byly zjistény vyssi hodnoty a* u ZU a rok 2016 byl také charakteristicky vysSimi hodnotami a*,
ze statistického hlediska vSak tyto rozdily byly opét nevyznamné.

Pokud jde o hodnoty b*, ve vSech extraktech dosahovaly kladnych hodnot, znac¢ici dominantni
zlutou barvu extraktl, kterd je ovlivnéna predevSim pritomnosti karotenoidl, xantofyld,
flavonoidd a chlorofylu b [341]. V ramci poskliziiovych uprav byly zjistény statisticky vyssi
hodnoty b* u susenych vzorkd ve srovnani se vzorky zmrazenymi (P = 0,0000). Vyssi hodnoty b*
byly zjistény u vzorkd pochazejicich ze ZU a rok 2015 byl z hlediska tohoto parametru na tom
1épe, 1 kdyz statisticky tyto rozdily opét nebyly vyznamné.

Hodnoty chromaticity byly statisticky vyssi u extraktl ze suSenych 1é¢ivych rostlin v porovnani
se zmrazenymi (P = 0,0000), coz znali, ze extrakty ze suSenych bylin maji syt&jsi barvu
s nedostatkem barvy Sedé. O ucincich suseni na parametr C* 1€¢ivych rostlin existuji protichtidné
udaje. Nekteti autofi dospéli k podobnému zavéru, napi. Rubinskiene a kol. [340] pro listy maty
peprné suSené aktivnim vétranim pii 22 °C, zatimco jini dospéli k opacnym zavérim, napf.
Agryropoulos a Miiller [338] pro listy medunky lékafské susené konvenéné v susarné pii 30 °C.
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Tyto nesrovnalosti mohou vyplyvat ze vSech faktorti ovliviujicich kompozici vyse uvedenych
rostlin. V ramci geografie a ro¢nikové skladby byly trendy kopirujici s vysledky s parametrem b*.

Jako nejvhodné&jsi parametr pro zjisténi vizudlnich zmén v rostlinném materialu se osvéd¢il tihel
barevného odstinu, ktery byl difive pouzit pro popis barevnych zmén u suSenych vzorka ttezalky
teCkované [342], medunky lékaiské [338, 343], maty peprné [340] a pelynku estragonu [344].
Hodnoty h° byly statisticky vyssi u susenych vzorkt 1é¢ivych rostlin v porovnédni se zmrazenymi
(P =0,0064). Z vysledkt je patrny prechod ze zluté, svétle zelené v ptipadé zmrazenych vzorkd,
ke svétle zelené a tmavé zelené u susenych vzorkli, naznacujici, Ze u susenych vzork doslo
pravdépodobné k lepsi prostupnosti vody do materidlu a G€innéjsi extrakei chlorofylovych barviv.
Geografické a rocnikové rozdily u h°® byly také statisticky nevyznamné.

Pro zjisténi pocatecniho procesu hnédnuti v 1é¢ivych rostlindch byl z barevnych charakteristik
vypocten index hnédnuti. Ze ziskanych vysledkl prezentovanych v Ptiloze 7 a 8 byly zjistény
statisticky vys§i hodnoty BI u extraktli susenych ve srovnani s extrakty zmrazenych 1écivych
rostlin (P = 0,0001), ukazujici pocatecni hnédnuti u tepelné¢ oSetfenych vzorkli. Nicméné
z vysledki je zfejmé, ze hodnoty BI u suSenych vzorkt jsou relativné nizké. Vysledky dokazuji, ze
suseni studenym vzduchem pii teplotach do 30 °C mulze byt akceptovatelné pro konzervaci
1é¢ivych rostlin 1 z hlediska kvality. Svétova zdravotnickd organizace dokonce doporucuje pro
oSetieni lé¢ivych rostlin pro primyslové aplikace teploty do 30 °C [7]. Z hlediska kvality byly
vzorky z MU charakteristické niz§imi hodnotami BI ve srovnani se ZU a zaroven u vzorkl z roku
2016 se vice projevoval proces hnédnuti.

Vzijemna korelace barevnych parametri vodnych extrakti byla stanovena pomoci Pearsonovy
korelacni metody. Korelacni koeficienty jsou uvedeny v Tab. 14 zvlast pro vodné extrakty
ze zmrazenych a suSenych léCivych rostlin. Z uvedenych udaji vyplyva, Ze existuje velmi silna
korelace mezi parametry C* a b*, naznacujici, Ze sytost a intenzita barvy je ovlivnéna zastoupenim
zluté barvy ve vodnych extraktech. Podobny trend byl diive pozorovan ve studii Karamuckiho
a kol. [345]. Dale byly zjistény velmi silné korelace u obou zplsobi zpracovani u indexu hnédnuti
s chromaticitou C* a chromatickou sloZzkou b*, kdy pravdépodobné tyto parametry vyznamné
ovliviiuji hnédnuti vzorkii. Dokonce u extrakt ze susenych vzorkt, u kterych byly zjistény vyssi
hodnoty BI, byly zaznamenany stfedni korelace BI s chromatickou slozkou a*, naznacujici, ze
parametr a* mé také vliv na hnédnuti u suSenych vzorkl. Dale byly zjistény silné inverzni korelace
mezi svétlosti L* a parametry a*, b*, C* a Bl u vodnych extrakti ze suSenych 1é¢ivych rostlin,
ukazujici Ze tmavost extrakti bude ovlivnéna témito parametry.

Celkové korelacni schopnost byla prokazateln&jsi u extraktli ze suSenych lécivych rostlin
ve srovnani s extrakty ze zmrazenych I1éCivych rostlin. Vzhledem k tomu, Ze barevné
charakteristiky se nepiepocitavaji na suchou hmotu, lze tyto rozdily dat do souvislosti s rozdilnym
obsahem vody ve vzorcich.
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Tab. 14: Pearsonovy korelace barevnych proménnych dle zpusobu zpracovani u vodnych extraktu
lécivych rostlin

Zmrazené vzorky lécivych rostlin

L* a* b* C* h° BI
L* 1
a* -0,2939 1
b* -0,4695 0,1137 1
C* -0,4658 0,1210 0,9993 1
h® 0,3728 -0,6191 -0,1230 -0,1327 1
BI -0,5263 0,3784 0,9626 0,9638 -0,2854 1
Susené vzorky lécivych rostlin
L* a* b* C* h° BI
L* 1
a* -0,7891 1
b* -0,8286 0,5870 1
C* -0,8300 0,5831 0,9999 1
h® 0,5490 -0,8391 -0,4784 -0,4718 1
BI -0,8651 0,6599 0,9953 0,9949 -0,5321 1
Ethanolové extrakty

Pii porovnani barevnych charakteristik u protickych rozpoustédel (voda, 50% ethanol) bylo
zjisténo, Ze 50% ethanol vykazoval statisticky niZ§i hodnoty u barevnych parametrii a*, b*, C*
a BI, naopak ve srovnani s vodou byly parametry L* a h° vyznamné vy$$i u 50% ethanolu.
Ethanolové extrakty byly vice Ciré a charakteristické mens$i intenzitou zbarveni. V piipadé
chromatické slozky a* byly hodnoty u vétSiny IléCivych rostlin v zépornych hodnotach,
naznacujici, ze dominantn€ se v 50% ethanolu extrahuji chlorofylova barviva. Pouze u ttezalky
(HP) a ostropestice (SM) byly hodnoty kladné. U tfezalky, vzhledem k tomu, Ze byla analyzovana
celd nat, bude chromatickd slozka a* ovlivnéna jak pfitomnosti chlorofylovych barviv, tak
i erveného barviva hypericinu [346]. Obdobné jako u vodnych extrakti je v ethanolovych
extraktech dominantni zastoupeni Zzlutych barviv (b* hodnoty jsou kladné), vysledky jsou
v souladu s predeslymi studiemi [347, 348].

Ze ziskanych vysledkt (Ptiloha 9 a 10), pfi porovnani barevnych parametri z hlediska
poskliziiovych uprav, byly zjistény podobné trendy jako u vodnych extraktd, statisticky vyssi
hodnoty parametr b*, C* a BI a statisticky niz§i hodnoty u svétlosti L* a a* byly zjiStény
u susenych vzorkli ve srovnani se zmrazenymi vzorky, naznacujici, Ze extrakty ze suSenych
lé¢ivych rostlin byly tmavsi, syt&jsi, ale vzhledem k vyssi teploté oSetfeni dochédzelo vice
k hné¢hnuti 1éCivych rostlin. U parametru h° nebyly rozdily v rdmci poskliziiovych tuprav
vyznamné, i kdyz u obou parametrti byly niz$i hodnoty u suSenych vzorkl. Z tabulky v Ptiloze 10
je zfejmé, Ze u vetSiny 1écivych rostlin dochédzelo k barevnym zméndm v disledku suseni od tmavé
zelené ke svétle zelené, u levandule dokonce ze svétle zelené az do ¢ervené oblasti. Tyto vysledky
jsou v souladu s ptedeslymi publikovanymi pracemi, ve kterych bylo zjisténo, ze béhem suseni
dochazi u listh 1éCivych rostlin k barevnym zméndm ve sméru od tmavsi zelené ke svétle zelené,
zpusobenym degradaci chlorofylovych barviv, ktera je doprovazena hnédnutim vzorku [343].
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Teplota suseni je jednou z hlavnich pfi¢in degradace barviv [338, 349]. Hodnoty h° se vSeobecné
pohybovaly v tmavé zeleném kvadrantu pro zmrazené 1éCivé rostliny a postupné prechazely
do svétle zelen¢ho az Zlutého kvandrantu pro susSené vzorky, indikujici pocatecni destrukci barviv,
ktera vede az k hnédnuti. Hnédnuti u ethanolovych extraktii ze susenych lécivych rostlin bylo
potvrzeno (hodnoty BI byly vyssi u suSenych vzorkil). U ethanolovych extraktii z 1é¢ivych rostlin
byly zaznamendany jisté rozdily v ramci jednotlivych lokalit. Ethanolové extrakty z 1é€ivych rostlin
ze ZU mély vyssi hodnoty b*, C* a BI a niz$i hodnoty L* a a*, naznacujici, ze vzorky byly
tmavsi, sytéjSi, obsahovaly vice zlutych barviv a vice se u nich projevovalo hnédnuti,
ze statistického hlediska vSak rozdily mezi lokalitami nebyly vyznamné. Rozdily u barevnych
parametri v ethanolovych extraktech v ramci roka produkce byly také nevyznamné.

Obdobn¢ jako u vodnych extraktd byly zjiStovany vzajemné vztahy mezi jednotlivymi
barevnymi parametry pomoci korela¢ni analyzy (Tab. 15).

Tab. 15: Pearsonovy korelace barevnych proménnych dle zpiisobu zpracovani u ethanolovych
extraktu lécivych rostlin

Zmrazené vzorky lécivych rostlin

L* a* b* C* h° BI
L* 1
a* -0,4761 1
b* -0,2467 -0,5230 1
C* -0,3322 -0,4712 0,9909 1
h° 0,5674 -0,9018 0,2048 -0,1733 1
BI -0,5030 -0,1560 0,9235 0,9366 -0,1680 1
Susené vzorky lécivych rostlin
L* a* b* C* h° BI
L* 1
a* -0,0706 1
b* -0,5676 -0,4695 1
C* -0,5559 -0,4993 0,9993 1
h® 0,1008 -0,6274 0,3338 0,3429 1
BI -0,6369 -0,2722 0,9772 0,9694 0,2100 1

V souladu s ofekavanim byly dosazeny silné korelace mezi parametry C* a chromatickou
slozkou b* a dale mezi BI a C* i chromatickou koordinatou b* u ethanolovych extrakti
ze zmrazenych i suSenych 1é¢ivych rostlin, obdobné jako u vodnych extraktd. Déle byly zjistény
sttedni inverzni korelace mezi svétlosti L* a parametry b*, C* a BI u ethanolovych extrakti
ze suSenych 1écivych rostlin, ukazujici ze tmavost extrakti bude ovlivnéna témito parametry.
Stejné jako u vodnych extraktli byla korela¢ni schopnost prokazatelnéj$i u extraktii ze suSenych
1é¢ivych rostlin ve srovnani s extrakty ze zmrazenych léCivych rostlin, tyto rozdily mohou byt
zpusobeny jednak rozdilnym obsahem vody, ale i rozdilnou skladbou jednotlivych slozek extrakta.
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Extrakty v DMSO

Pfi porovnani barevnych parametrti v ramci jednotlivych extrakénich systémi pomoci ANOVY
bylo zjisténo, ze DMSO se jevi jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro extrakci barviv. Ze vSech
rozpoustédel vykazoval DMSO statisticky nejvyssi hodnoty barevnych parametrti b*, C*, h° a BI,
naopak hodnoty svétlosti L* a chromatické slozky a* byly u DMSO ve srovnani s protickymi
rozpoustédly vyznamné nizsi. DMSO extrakty byly nejtmavsi, nejsytéjsi, s nejvyssim zastoupenim
zluté barvy a zarovenl se v DMSO nejvice extrahovala chlorofylova barviva (chromatické slozka
a* byla nejvic zaporna). Vhodnost pouziti DMSO pro extrakci chlorofyll je dobie dokumentovana
v literatuie [332, 350].

Ze ziskanych vysledkt (Ptfiloha 11 a 12) byly zjiStény podobné trendy jako u ethanolovych
extraktli pfi porovnani barevnych parametri z hlediska poskliziiovych tprav. Vyssi hodnoty
parametri b*, C* a BI a niz$i hodnoty svétlosti L*, parametru a* a h°® byly zjiStény u susenych
vzorkll ve srovnani se zmrazenymi vzorky, naznacujici, Ze extrakty ze susenych léc¢ivych rostlin
byly tmavsi, sytéjsi, avSak vzhledem k vyssi teploté oSetfeni dochazelo vice k hnéhnuti. ANOVA
umoznila urceni rozdilli mezi zptisobem zpracovani, rozdily v ramci poskliziiovych operaci vSak
byly v DMSO u vSech barevnych parametra statisticky nevyznamné. V piipadé lokalit rozdily
mezi MU a ZU také nebyly vyznamné, ale ve vSeobecnosti extrakty ze zmrazenych léCivych
rostlin ze ZU byly tmavé§jsi, syt€j$i s vysSim odstinem Zzluté, avSak u DMSO extrakti susenych
vzorkll byly tyto trendy opacné, DMSO extrakty ze suSenych léCivych rostlin z MU byly
z hlediska barevnych parametri na tom lépe. Rozdily u barevnych parametrt v DMSO extraktech
v ramci rokli produkce nebyly vyznamné, i kdyz ve vSeobecnosti rok 2015 byl charakteristicky
vy$$imi hodnotami barevnych charakteristik.

V souladu s ocekavanim byly dosazeny silné korelace mezi parametry C* a chromatickou
slozkou b* a dale mezi BI a C* i chromatickou koordinatou b*, u DMSO extrakti ze zmrazenych
a susenych 1é€ivych rostlin stejné jako u vodnych a ethanolovych extraktt (viz Tab. 16). Obdobné
jako u protickych rozpoustédel byly zjistény silné a stfedni inverzni korelace mezi svétlosti L*
a parametry b*, C* a Bl u DMSO extraktii ze zmrazenych i susenych 1é¢ivych rostlin, ukazujici ze
tmavost DMSO extraktli bude ovlivnéna témito parametry. U DMSO extraktti susenych vzorki
byly zjistény stfedni korelace chromatické slozky a* se svétlosti L*, kdy zastoupeni Cerveného
a zelen¢ho tonu bude mit u této Upravy vliv na svétlost DMSO extrakt. Z korela¢ni tabulky l1ze
také vycist, Ze inverzné siln¢ koreluje parametr a* s parametry b*, C* a BI, které maji vyznamné
vliv na tmavost extrakta.
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Tab. 16: Pearsonovy korelace barevnych proménnych dle zpusobu zpracovani u DMSO extraktu
lécivych rostlin

Zmrazené vzorky lécivych rostlin

L* a* b* C* h° BI
L* 1
a* 0,3934 1
b* -0,7504 -0,6253 1
C* -0,7557 -0,6250 0,9847 1
h° 0,1795 -0,6260 -0,1344 -0,1214 1
BI -0,7529 -0,4127 0,9684 0,9520 -0,3580 1
Susené vzorky lécivych rostlin
L* a* b* C* h° BI
L* 1
a* 0,6630 1
b* -0,6820 -0,9527 1
C* -0,6814 -0,9592 0,9997 1
h® -0,4796 -0,6271 0,5260 0,5339 1
BI -0,6791 -0,9140 0,9918 0,9891 0,4487 1

5.1.4 Vliv extrakénich podminek na radikal-zhaSeci aktivitu

Radikal-zhaSeci aktivita extraktil byla testovana s vyuzitim kation radikalu ABTS™. Byl mé&fen
soubor 10 spekter se zaGatkem ve tfeti minuté po pfidani roztoku ABTS™ do systému. Jako
referencni systém bylo pouZito pfislusné extrakéni Cinidlo (deionizovana voda, 50% ethanol,
DMSO). EPR spektrum kation-radikalu ABTS™ tvoii za pouzitych experimentalnich podminek
(velikost modulaéni amplitudy 0,05 mT) singlet s poloSitkou ¢ary ABy,~ 1,2 mT, g =2,0036.

Vodné extrakty

Z casového prubehu EPR spekter reference (Obr. 21) je ziejméa dobra stabilita referenéniho
syst¢tmu (deionizované vody), spektrum ma konstatni pribéh a intenzitu. Naopak v piipadé
realnych vzorkd po piidavku kation radikdlu ABTS™ do systému dochazi k okamzitému poklesu
intenzity EPR spektra v disledku probihajicich termina¢nich reakci mezi ABTS™ a slozkami
extraktu, kdy nejcastéji dochazi k elektron-transfernim a proton-donornim reakcim, ale neni
vylou€en ani jejich soubézny pribéh. Z hlediska kinetiky jsou vSak elektron-transferni reakce
rychlejsi nez proton-donorni [351] a lze tedy predpokladat jejich dominantni roli v kinetice
uvedené reakce. Z Obr. 21 je patrny rozdil mezi jednotlivymi zmraZzenymi vzorky 1é¢ivych rostlin
v antioxidacnich vlastnostech, které jsou pravdépodobné zpisobené rozdilnym kvalitativnim
a kvantitativnim zastoupenim fenolickych latek v jednotlivych druzich resp. extraktech z nich.
Pti komparaci parovych extraktti SO a HO v ramci rokii produkce a jednotlivych lokalit 1ze vidét,
ze nam&fend EPR spektra jsou porovnatelnd, lokality a roky produkce jsou velmi podobné.
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Reference GOHZ16

A

SOMZ15 S0Z715
SOMZ16 S0ZZ16
HOMZ15 HOZZ15

Obr. 21: Casovy vyvoj EPR spekter
JH/J\/JW\[JWN\W WW\/‘ (8itka pole, SW = 10 mT) naméfeny
v systému obsahujici deionizovanou
HOMZ16 HOZz16 vodu (reference) resp. piislusné vodné

extrakty zmrazenych 1écCivych rostlin
[l i A e okrat fedéné v pfitomnosti radikalu
ABTS'™; detailni informace o vzorcich

3 6 9 12 15 18 5 6 o 12 15 1 JsouuvedenyvTab.9al0

Cas po piidani ABTS'* (min)  Cas po pfidani ABTS' (min)

Casové zavislosti EPR spekter byly matematicky zpracované s cilem kvantifikovat radikal-
zhaeci vlastnosti extrakti. ABTS™ radikal-zhaSeci aktivita byla nejprve vyjadiena jako
procentualni pokles koncentrace dané¢ho radikalu v experimentalnim systému v Case 10,5 minuty
oproti referenci a nasledné piepocitana na hodnoty TEAC (rovnice 1 v kapitole 4.3.5), které
zoohlediuji reaktivitu mezi ABTS™ a slozkami extraktu, dale také fedéni extraktu a umoziuji
objektivnéjsi porovnani vysledktit EPR méieni.

Primérné hodnoty TEACagts.+ vodnych extraktli ze zmrazenych a suSenych léCivych rostlin
jsou uvedeny na Obr. 22 a 23. Z vysledkil méfeni je patrné, ze antioxidacni aktivita extraktl je
vyrazn¢ ovlivnéna zptisobem poskliziiové Upravy. Hodnoty TEACaprs.+ u vodnych extraktt
ze susenych vzorkl jsou statisticky vys$i, nez u extrakti ze zmrazenych vzorka (P = 0,0003).
Hodnoty TEACagts.+ jsou piiblizn¢ 1krat az 6krat vyssi u vodnych extraktii ze suSenych lécivych
rostlin oproti vodnym extraktiim ze zmrazenych 1éCivych rostlin, potvrzujici ze suseni do 30 °C je

v

vhodnéjsi upravou pro stabilizaci antioxidantt.
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Obr. 22: Pramémé hodnoty TEACaprs.s (mmol-kg') stanovené ve vodnych extraktech
ze zmrazenych lé¢ivych rostlin pochazejicich ze dvou raznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice)
a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorki je uvedeno v Tab. 9 a 10
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Obr. 23: Primérmé hodnoty TEACapts.+ (mmol-kg_l) stanovené ve vodnych extraktech
ze susenych lécivych rostlin pochéazejicich ze dvou riznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice)
a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorkl je uvedeno v Tab. 9 a 10

Vysledky antioxida¢ni aktivity dobfe kopiruji trendy popsané u stanoveni TPC a TFC.
Vzijemné vztahy mezi parametrem TEACagts.+ a TPC/TFC podporuji i hodnoty korelacnich
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koeficientti, které¢ byly u parametru TEACagrs.+/TPC u zmrazenych vzorka 0,9183, u susenych
vzorkti 0,9733; to miize naznacovat, ze fenolické slouceniny jsou hlavni biologicky aktivni
slouceniny s antioxidacni aktivitou ve vodnych extraktech 1é¢ivych rostlin [239, 244]. Korela¢ni
koeficienty mezi TEACxprs.+/TFC vSak byly o néco nizsi: u vodnych extraktli ze zmrazenych
vzorktl 0,5217, u suSenych vzork 0,7100; to mtize ukazovat, ze flavonoidy budou ovliviiovat
antioxidac¢ni aktivitu, ale budou pravdépodobn¢ spolupisobit s dalsimi slouceninami
s antioxida¢nim ucinkem. Korela¢ni koeficienty jsou v souladu s piredeslymi studiemi [352, 353].

Co se tyka komparace vysledkt podle jednotlivych lokalit, z prezentovanych tdaja je ziejmé,
7ze hodnoty TEACuprs.+ u instituci jsou vzajemné porovnatelné. Pomoci statistické analyzy
ANOVA byly potvrzeny statisticky nevyznamné rozdily mezi lokalitami, 1 kdyz v roce 2015 mély
vzorky z MU (zmrazené i susené) vyssi hodnoty antioxida¢ni aktivity; naopak v roce 2016 vzorky
ze ZU u obou poskliznovych uprav. Tyto nepatrné rozdily mohou souviset jednak s pocasim, tak
s agronomickymi a technologickymi postupy pii zpracovani 1écivych rostlin. Pii komparaci roka
produkce také byly zaznamenany porovnatelné hodnoty TEACaprs.+ v ramci let 2015 a 2016,
pokud byla statistickd analyza provedena bez ohledu na zplsob zpracovani a pivod vzorka
(P =10,4820). VSeobecné vSak vzorky z roku 2015 vykazovaly vyssi antioxida¢ni vlastnosti.

V souladu s oc¢ekdvanim, vSechny druhy 1éCivych rostlin vykazovaly antioxidacni potencial
a dokazaly zhaset kation radikal ABTS™. Ze viech druhti 1é¢ivych rostlin, vodné extrakty z HP,
MO a MP vykazovaly znatelné vyssi antioxida¢ni vlastnosti, SS, SO, GO a HO stiedni a LA, CO
a SM spise nizké antioxidacni vlastnosti. Rozdily v obsahu antioxidanta v 1é€ivych rostlinach jsou
ovlivnény riznymi faktory, jako napf. stresovymi podminkami, klimatickymi a environmentalnimi
faktory, chemickym slozenim druhli, odrad, vliv ma také ontogeneze, stafi rostliny
a 1 agronomické a technologické postupy pfi zpracovani lé¢ivych rostlin [219].

Ethanolové extrakty

Identické experimenty byly uskute¢nény 1 u ethanolovych extraktli ze zmrazenych a suSenych
1é¢ivych rostlin v piipadé obou lokalit a produkénich let. Jako reference byl vyuzity 50% ethanol.
Z casovych pribéhi EPR spekter je patrné, Ze piidavek ethanolovych extrakti vede opét
k terminaci kation radikalu ABTS™, podobné jako u vodnych extraktl. Ze zavislosti integralu
naméfenych EPR spekter na cCase (Obr. 24) vyplyva variabilita radikél-zhaSeci aktivity mezi
jednotlivymi druhy lé¢ivych rostlin. Z prezentovanych spekter je ziejmé, Ze ethanolové extrakty
susené LA mély v porovnani s HO, SS, SO nizs$i radikal-zhaseci aktivitu. Pfi porovnani
odpovidajicich vzorki v ramci lokalit a roku 2015 je ziejmé, ze vzorky LA a SO ze ZU vykazuji
vy$$i antioxidacni potencial v porovnani se stejnymi vzorky z MU. Pii porovnani odpovidajicich
vzorkll z hlediska rokti produkce na ptikladu SO je ziejmé, ze vzorky z roku 2015 mély vyssi
antioxidacni aktivitu v porovnani s rokem 2016.
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LAMS15 LAZS15
SSMS15 $S7516
SOMS15 S0zs15 Obr. 24: Casovy vyvoj EPR spekter

(Sitka pole, SW = 10 mT) naméieny

WWWM JMPMMWN% v systému obsahujici 50% ethanol
SOMS16 GOZS16 (reference) resp. pfislu§r.1é ethanoloYé
extrakty suSenych IléCivych rostlin

W\(.HMM/- WNWMNW 40krat fedéné v pritomnosti radikélu
S ABTS™; detailni informace

3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18 o vzorcich jsouuvedeny v Tab.9a 10
Cas po ptidani ABTS™ (min) Cas po ptidani ABTS™ (min)

Porovnani vysledkli antioxida¢ni aktivity bylo provedeno opét piepoctem na TEACaprs.:
Zjisténé vysledky jsou shrnuty na Obr. 25 a 26. Z vysledkl je patrné (Ptiloha 13), Ze hodnoty
TEACagts.+ u ethanolovych extraktl jsou v porovnani s vodnymi extrakty vysSi i u tohoto
parametru. Rada publikaci potvrzuje, Ze vhodngj§imi rozpoustédly pro extrakci antioxidantd jsou
vodné smési s ethanolem, methanolem, acetonem a ethylacetatem v porovnani pouze s vodou [327,
354, 355]. ANOVA vsak nepotvrdila, ze rozdily v ramci protickych systémi
(voda vs. 50% ethanol) jsou statisticky vyznamné, patrné rozdily jsou pravdépodobné dany
rozdilnou polaritou studovanych rozpoustédel.

Obdobn¢ jako u vodnych extraktl byly zjiStény statisticky vysS$i obsahy TEACaprs.+
u susenych vzorkl oproti zmrazenym vzorkiim (P = 0,0072). Vysledky antioxida¢ni aktivity maji
podobné trendy s obsahem fenolickych latek a flavonoidi. Obdobné jako u vodnych extraktt
iu ethanolovych extrakti byly zjiStény velmi silné korelace mezi TEACagrs.: a TPC
(u zmrazenych Rypacaprs-tpc = 0,9381 a suSenych vzorkit Rrgacasrs.+/trc = 0,9753) a stiedni
a silné korelace mezi TEACaprs.+ a TFC (u zmrazenych Rrgacasrs-+/trc = 0,5889 a suSenych
vzorkll Rrgacasrs-+/trc = 0,7649), naznacujici, Ze tyto slouceniny maji antioxidacni potencial.
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Obr. 25: Primérmé hodnoty TEACaprs.+ (mmol~kg‘1) stanovené v ethanolovych extraktech
ze zmrazenych lé¢ivych rostlin pochazejicich ze dvou riznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice)
a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorki je uvedeno v Tab. 9 a 10
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Obr. 26: Primérné hodnoty TEACaprs.+ (mmol-kg‘l) stanovené v ethanolovych extraktech
ze susenych lé¢ivych rostlin pochazejicich ze dvou raznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice)
a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorki je uvedeno v Tab. 9 a 10

Pii porovnani vysledkii s ohledem na lokalitu, bylo zjiSténo, Ze ethanolové extrakty
ze zmrazenych 1 suSenych lécivych rostlin ze ZU produkovanych béhem obou let mély vyssi
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antioxida¢ni aktivitu ve srovnani s ethanolovymi extrakty z MU, ze statistického hlediska vSak
v obou piipadech rozdil nebyl statisticky vyznamny, v ptipad¢€, ze do analyzy byly zahrnuty oba
roky produkce i zplsoby zpracovani (P = 0,8739). Pti komparaci rokl produkce byly nepatrné
vys$i antioxidacni vlastnosti u vzorkt produkovanych v roce 2015 ve srovnani s rokem 2016,
avSak 1 v tomto pfipad¢ rozdily nebyly markantni a statisticky byly roky z hlediska klimatickych
a environmentalnich podminek velmi podobné (P = 0,2660).

Radikél-zhaseci aktivita u jednotlivych druhti v ethanolovych extraktech se snizovala v potadi:
HP > MP > SO > GO > SS > MO > HO > CO > LA pro ethanolové extrakty ze zmrazenych
a MO > MP > HP > SS > HO > SO > GO > LA > CO > SM ze suSenych lécivych rostlin. V ramci
celedi jsou bohatym zdrojem antioxidantl 1é¢ivé rostliny z ¢eledi Lamiaceae (MO, MP, SO, SS),
Hypericaceae (HP), Fabaceae (GO), naopak vzorky z ¢eledi Astaraceae (CO, SM) vykazuji nizkou
antioxidacni aktivitu. N&kteti autofi potvrzuji, Ze 1é€ivé rostliny z Celedi Lamiaceae maji vysoky
antioxidacéni potencial [321-324].

Extrakty v DMSO

Ziskané vysledky celkové antioxidacni aktivity vyjadiené jako hodnoty TEACagts.:
pro extrakty v DMSO jsou uvedeny na Obr. 27 a 28. Pfi detailnéjSim porovnani jednotlivych
extrak¢nich systémt bylo zjisténo, Ze u vzorkl ze zmrazenych 1éCivych rostlin mély extrakty
v DMSO statisticky vyssi hodnoty TEACaprs.s v porovnani s vodnymi (P = 0,0000)
1 ethanolovymi extrakty (P = 0,0033), pficemz zjisténé rozdily jsou statisticky velmi vyznamné
(P <0,01). Pokles hodnot TEACagrts.+ byl v potadi: DMSO > 50% ETOH > H,O (Ptiloha 13), coz
kopiruje trendy popsané u TPC a TFC. U susenych vzorkl vSak rozdily mezi rozpoustédly nebyly
statisticky vyznamné. Analyza byla provedena bez ohledu na instituci, rok produkce a zptsob
upravy, 1 v ptipad¢, ze byla analyza provedena zvlast’ pro instituci, rok produkce a zptisob upravy.
Vseobecné vSak trendy u suSenych vzorkii byly v potradi: 50% ETOH > DMSO > H,0
(Ptiloha 13), coz kopiruje trendy s TFC. Vysledky ukazuji, Ze antioxidacni aktivita extraktd je
ovlivnéna vybérem extrak¢niho cCinidla. Dale mtze byt ovlivnéna vybérem extrakéni metody
i vybérem metody/testu, ktery je vyuzity k jejimu stanoveni [228, 354]. Proto je velmi obtizné
porovnat vysledky TAA na zaklad¢ riznych diive publikovanych praci [356].

Obdobné¢ jako u hodnot TPC a TFC byly zjistény vyssi obsahy TEACaprs.+ u zmrazenych
vzorkll oproti susenym, ale ANOVA zjistila, ze tyto rozdily jsou statisticky nevyznamné v ptipadé
provedeni analyzy bez ohledu na instituci a rok produkce (P = 0,3095). Vysledky antioxidacni
aktivity maji podobné trendy s obsahem fenolickych latek a flavonoidi. Obdobné jako u vodnych
a ethanolovych extrakti i u DMSO extraktt byly zjistény silné korelace mezi TEACagts.+ a TPC
(u zmrazenych Rrgacasrse+/trc = 0,9490 a suSenych vzorkli Rrpacasrs-+tec = 0,9756) a silné
korelace mezi TEACaprs.+ a TFC (u zmrazenych Rrgacasrs-+/trc = 0,7509 a suSenych vzork
Rreacasrs-+mrc = 0,8229). V. DMSO byla korela¢ni schopnost prokazatelnd v obou piipadech,
u TFC vsak byla vyraznéjsi. Dokonce nékteré studie doporucuji vyuziti DMSO v analytické praxi
pro extrakci nebo stabilizaci flavonoidd, vzhledem k jeho dobré rozpoustéci sile [145, 357].
Vysledky korelacni analyzy potvrzuji ve vsech rozpoustédlech, ze fenolické slouceniny, zvlasté
flavonoidy, jsou zodpovédné za antioxidacni vlastnosti 1éCivych rostlin. Vzhledem k jejich
reduk¢énim vlastnostem, kdy se chovaji jako redukéni ¢inidla, donory vodiku, jsou schopné zhaset
volné radikaly a/nebo singletovy kyslik. Mohou pfimo reagovat s volnymi radikaly a zhaset je
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a/nebo chelatovat s prooxida¢nimi kovy [358]. Tyto vzajemné vztahy byly jiz diive popsany
jinymi autory [239, 244, 246, 359].
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Obr. 27: Primérmé hodnoty TEACagts.+ (mmol-kg_l) stanovené v DMSO extraktech
ze zmrazenych lé¢ivych rostlin pochazejicich ze dvou riznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice)
a produkovanych béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorkl je uvedeno v Tab. 9 a 10
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Obr. 28: Priimérné hodnoty TEACapTs.+ (mmol-kg_l) stanovené v DMSO extraktech ze suSenych
1é¢ivych rostlin pochéazejicich ze dvou rtiznych lokalit (MU Brno, ZU Lednice) a produkovanych
béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorkt je uvedeno v Tab. 9 a 10
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Pti porovnani jednotlivych lokalit bylo zjisténo, Ze DMSO extrakty ze zmrazenych i susenych
1é¢ivych rostlin ze ZU produkovanych béhem obou let mély vysSi antioxidacni aktivitu
ve srovnani s DMSO extrakty z MU, ze statistické¢ho hlediska vSak v obou ptipadech rozdil nebyl
statisticky vyznamny, v ptipad€¢, ze do analyzy byly zahrnuty oba roky produkce i zplsoby
zpracovani (P = 0,9115). Pti komparaci rokti produkce byly nepatrné vyssi antioxida¢ni vlastnosti
u DMSO extrakti produkovanych v roce 2015 ve srovnani s rokem 2016, avsak ani v tomto
piipad¢ rozdily nebyly ze statistického hlediska vyznamné; coz naznacuje, Ze oba roky byly
z hlediska klimatickych a environmentdlnich podminek velmi podobné. V rédmci jednotlivych
druht 1é€ivych rostlin bylo potvzeno, ze MO, MP a HP mély ve vSech rozpoustédlech vyssi
antioxidac¢ni aktivitu oproti vzorkim CO, LA a SM.

5.1.1 Vliv extrak¢énich podminek na antioxidacni aktivitu s vyuzitim techniky
spinovych lapaci v systému DMPO/K,S,04

Tento test byl zvolen jak za ucelem identifikace, které radikély jsou generovéany ve vybranych
extraktech, tak za ucelem potvrzeni antioxidacnich vlastnosti. Testuje se odezva systému
na chemicky generovanou piitomnost hydroxylovych radikala, nékdy se proto tento test povazuje
za pravy test antioxidaéni aktivity systému (s ohledem na fakt, Ze ‘'OH jsou nejreaktivnéj$im typem
radikalt, které se vyskytuji v biologickych systémech).

VIiv pouZiti riznych rozpoustédel na "OH radikdlovou aktivitu

Analyzou vodnych a DMSO extraktli 1é¢ivych rostlin bylo zjiSténo, Ze dochazi vylu¢né
ke generovani hydroxylovych radikalt, v EPR spektrech se tvoti hlavné ‘DMPO-OH adukty.
V ethanolovych extraktech 1éCivych rostlin byly v souladu s pfedpokladem a dosavadnimi
poznatky, identifikovany jak hydroxylové radikaly, tak i uhlikem centrované radikaly. Uhlikem
centrované radikdly jsou vysledkem rozkladu nebo interakce piimo rozpoustédla se spinovym
lapacem.

Experiment

‘-DMPO-OH

Obr. 29: Experimentalni (—) a simulované
spektrum (—) naméfené v  systému

obsahujicim pfislusné objemy ethanolového
extraktu mésicku 1ékarského z MU z roku
2015, K;S,0g, DMPO a pufru (pH = 7); EPR
Experiment + simulace spektrum bylo zméfeno za podminek

uvedenych v experimentalni ¢asti; parametry
simulace jsou uvedeny v textu

‘DMPO-CH ,-CH,-OH +




V EPR spektrech podle simula¢ni analyzy dominovaly v ethanolovych extraktech (ptiklad
vysledného spektra ethanolového extraktu Obr. 29) adukty "'DMPO-CH,-CH,-OH (ay = 1,58 mT;
ag = 2,25 mT; g = 2,0045) a ‘'DMPO-OH (ax = 1,49; ay = 1,49; g = 2,0045). Tvary EPR spekter
u jednotlivych systému jsou v souladu s piedeslymi studiemi [208, 331]. Z vysledki je ziejmy vliv
pouziti extrakéniho ¢inidla na tvorbu spinovych adukt s DMPO.

Vzhledem k tomu, ze ve vSech extrakénich systémech byly detekovany ‘DMPO-OH adukty,
tzn. hydroxylové radikaly, vysledna antioxida¢ni aktivita byla vyjadfena jako pokles
hydroxylovych radikdli v systému RS (radicals scavenged) v % (podle rovnice 2 uvedené
v kapitole 4.3.5). Z vysledkti analyz (Ptiloha 14) pro vSechny druhy extraktii pochazejich z MU
a ZU, zahrnujici jak extrakty ze zmrazenych tak suSenych rostlin, obou rokti produkce, je ziejmé,
ze jednoznacné nebyly potvrzeny antioxidacni G¢inky riznych extraktl z l1éCivych rostlin proti
hydroxylovym radikaliim jako v piipadé¢ ABTS testu.

Obdobné jako v ptipadé ABTS testu bylo mozné ocekavat, ze bude dochazet k poklesu
koncentrace ‘DMPO-OH adukt, tzn. ke kompetitivni reakci mezi antioxidanty 1é¢ivych rostlin,
chemicky generovanymi ‘OH radikaly a spinovym lapa¢em DMPO.

Vysledky vSak byly nejednoznacéné. V ptipadé¢ ethanolovych extraktl pfipravenych ze susenych
1é¢ivych rostlin z roku 2015 dochazelo k poklesu ‘'DMPO-OH aduktu v systému a projevovaly
se tak ocekavané antioxidacni vlastnosti extraktl. Naopak u vSech extraktl ze zmrazenych
1é¢ivych rostlin, u nékterych vodnych a ethanolovych extrakti a u vSech DMSO extrakti
ze suSenych 1é¢ivych rostlin v mnoha piipadech naopak dochéazelo k narustu ‘DMPO-OH aduktu
v systému a projevovaly se spiSe ,,prooxidacni vlastnosti extraktli. Nejvice zfetelné je toto
chovani u extraktl v DMSO.

Moznym vysvétlenim generovani misto terminace hydroxylovych radikala je pfitomnost vyssi
koncentrace ptechodnych kovi jako je zelezo, m&d’ a mangan, které mohly spustit dalsi radikalové
reakce [360]. Do uvahy ptipada také vliv samotného DMSO na tvorbu radikalovych sloucenin
resp. aduktt [361].

Pro potvrzeni této teorie byla realizovana korelace RS% hodnot se zméfenymi koncentracemi
vSech kovi, s diirazem na ty co maji schopnost chelace, tj. Fe, Cu, Mn, Zn a Al, v DMSO
extraktech, kde byly prooxidac¢ni vlastnosti nejzietelnéjsi. Z vysledki analyzy vyplyva jen stiedni
korelace RS% hodnot s koncentraci médi (Rrse/ccuy = 0,5604) a pomérné slabé korelace RS%
hodnot s obsahem Zn, Al, Mn a Fe u DMSO extrakt ze zmrazenych 1é¢ivych rostlin (Pfiloha 15).
Rovnéz korelace mezi RS% hodnotami DMSO extrakti ze suSenych 1é¢ivych rostlin a obsahem
Cu, Fe a Zn byly slabé (Ptiloha 16). Z vysledki je ziejmé, Ze pravdépodobné samotné DMSO

V dal§im kroku bylo zjist'ovéano, zda kovy ovliviiuji RS% hodnoty i u protickych systému. Byly
zjiStény slabé korelace mezi RS% hodnotami a obsahem Al a Cu ve vodnych extraktech
ze zmrazenych léCivych rostlin (Ptiloha 17). Byly vSak zaznamendny stfedni korelace Fe a Mn
s flavonoidy, naznacujici chela¢ni schopnost. Ve vodnych extraktech ze suSenych 1é¢ivych rostlin
(Ptiloha 18) byly zjistény slabé korelace mezi RS% hodnotami a obsahem Al, Cu, Mn a Zn a op¢t
byla potvrzena chelacni schopnost Al, Mn a Zn s flavonoidy. Dale byla zjiSténa stiedni korelace
RS% hodnot s obsahem Al a Fe a slaba korelace RS% hodnot s Cu a Mn v ethanolovych
extraktech ze zmrazenych 1éCivych rostlin (Pfiloha 19), respektive stfedni korelace RS% hodnot
s obsahem Al a slabé korelace RS% hodnot s obsahy Cu, Fe, Mn a Zn v ethanolovych extraktech
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ze susenych léCivych rostlin (Pfiloha 20). Jistd chelacni schopnost flavonoidii s Al, Cu, Fe a Mn
byla zjisténa v ptipad¢€ obou uprav u ethanolovych extrakti. Z vysledk je zifejmé, ze jednotlivé
ptechodné kovy riznou mirou ovlivituji RS% hodnoty vodnych a ethanolovych extrakti z 1é¢ivych
rostlin. Koncentracni poméry jednotlivych kovt, jejich dostupnost a vzajemné spolupiisobeni
budou mit tedy zasadni vliv na to, jaky se projevi ucinek extraktu jednotlivych druht l1éCivych
rostlin.

Vysledné antioxidacni/prooxidacni vlastnosti mohou byt ovlivnény kromé obsahu kovil
arozpoustédla také pomérem antioxidanti a prooxidanti v konkrétnich systémech a miize
se rovnéz jednat o synergické spoluptisobeni vSech vyse zminénych faktord. Prooxida¢ni vlastnosti
muze mit napt. 1 askorbova kyselina nebo karotenoidy (v praci ptimo nesledovano) v pfitomnosti
prechodnych kovii [362]. Kyselina askorbova by mohla ovliviiovat prooxidacni charakter hlavné
v protickych systémech u zmrazenych 1é¢ivych rostlin, do jisté miry i u susenych 1é¢ivych rostlin
(askorbova kyselina je citlivd na vyssi teploty, vlivem suSeni se da ocekavat jeji degradace).
Vzhledem k tomu, Ze askorbova kyselina v extraktech nebyla stanovovana, nemiizeme tyto teorie
ovétit. Déle nékteré studie potvrzuji, ze samotné flavonoidy mohou mit za jistych okolnosti
prooxidacni vlastnosti. Prooxida¢ni vlastnosti flavonoidd mohou byt ovlivnény chemickou
strukturou, po¢tem hydroxylovych skupin. Kone¢nymi produkty zhéaseni kyslikovych radikala
flavonoidii jsou fenoxylové radikély, které jsou reaktivni a mohou podléhat dalSim reakcim.
Prooxida¢ni vlastnosti flavonoidi mohou byt vyvolany interakci fenoxyl radikali s kyslikem
v pritomnosti pfechodnych kovii. Zdrojem fenoxylovych radikalti mize byt i autooxidace [363].

Tento test se tedy neosvédcil pro potvrzeni antioxidacni aktivity extraktl proti hydroxylovym
radikalim, pravdépodobné¢ moznym ovlivnénim vyznamnym obsahem kovi, které se mohou liSit
v ramci jednotlivych analyzovanych frakci. V ramci dalsi prace by bylo vhodné ovéftit korelace
testli antioxidacni aktivity s pfimou koncentraci kovll v mineralizatech pro kazdou ze studovanych
rostlin a dale vy$Sich koncentraci extrakti na ‘OH radikalovou aktivitu za G¢elem zjisténi, jaka
koncentrace extraktu je vhodna pro zajisténi antioxidacnich vlastnosti.

86



5.1.2 Vliv extrakénich podminek na obsah konkrétnich fenolickych
sloucenin

K separaci a identifikaci fenolickych sloucenin byla pouzita kolona typu C;s ve spojeni s DAD
detektorem, kterd je nejCastéji pouzivana pro separaci fenolickych sloucenin z rostlinného
materidlu. Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 4.4.2. Metoda vychazela ze studie Zhenga
a Wanga [364] a pfed analyzou konkrétnich extraktli byla optimalizovana a validovana.

Kvalitativni analyza

Stanovované fenolické slouceniny (Tab. 17) byly zvoleny na zakladé ptedeslych studii
zaméfenych na identifikaci a kvantifikaci fenolickych sloucenin ve zvolenych vzorcich 1é¢ivych
rostlin. Fenolické slouCeniny byly identifikovany na zaklad¢ srovnani retencnich Casu a UV
spekter neznamych pikll s referen¢nimi autentickymi standardy (Obr. 30). Konfirmace identity
latek byla provedena porovndnim naméfenych spekter s knihovnou spekter v rozsahu vinovych
délek 220450 nm s krokem po 0,5 nm. V extraktech z 1éCivych rostlin bylo identifikovano
az 12 fenolickych sloucenin ze 14 stanovovanych. Fenolicky profil u jednotlivych 1é¢ivych rostlin
byl znacn€ individudlni. Kyselina vanilovd a naringin nebyly v extraktech ze zmraZenych
a suSenych 1éCivych rostlin identifikovany pro jejich stanoveni by bylo pravdépodobné vhodné
pouziti jiné extrakéni metody, delsi doby extrakce, poptipadé hydrolyzy.

Tab. 17: Fenolické slouceniny stanovované v extraktech z lécivych rostlin pomoci HPLC

Fenolicka slou¢enina  Reten¢ni ¢as [min] Vinova délka DAD [nm] Vzorec
gallova kyselina 2,756 280 C7HgOs5
katechin 6,910 280 C5H140¢
chlorogenova kyselina 7,946 330 Ci6H1309
kavova kyselina 9,778 330 CoHgOy4
vanilova kyselina 10,268 290 CsHgOq4
p-kumarova kyselina 18,134 290 CoHg0;5
ferulova kyselina 26,363 330 Ci0H1004
sinapova kyselina 29,443 330 C11H 1,05
rutin 33,520 350 Cy7H30016
myricetin 39,658 350 Ci5H100g
naringin 41,228 280 C,7H3,014
hesperidin 44,3 16 280 C28H34015
kvercetin 52,941 350 Ci5H1004
luteolin 53,908 350 C15H 1006
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Obr. 30: HPLC chromatogramy standardii fenolickych sloucenin stanovovanych pii ctyfech
vlnovych délkach 280, 290, 330 a 350 nm (1 — gallova kyselina, 2 — katechin, 3 — chlorogenova
kyselina, 4 — kavova kyselina, 5 — vanilova kyselina, 6 — p-kumarova kyselina, 7 — ferulova
kyselina, 8 — sinapova kyselina, 9 — rutin, 10 — myricetin, 11 — naringin, 12 — hesperidin, 13 —
kvercetin, 14 — luteolin)
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Kvantitativni analyza

Kvantifikace individualnich fenolickych slou¢enin byla realizovana pomoci metody vnéj$iho
standardu s pouzitim linearni regresni analyzy. V ramci validace pouzité¢ metody byly zjistovany
limity detekce, limity kvantifikace, linearni rozsah a pfesnost metody. Limity detekce (LOD —
Limits of detection) a limity kvantifikace (LOQ — Limits of quantification) byly stanoveny
méfenim slepého pokusu pro ¢isty methanol (n = 10). Byla ur€ena maximalni oscilace zakladni
linie v oblasti chromatogramu daného dvacetindsobkem polosiiky piku jednotlivych separovanych
latek hpax. Limity detekce byly uréeny jako LOD = 3-hy.x a limity kvantifikace jako
LOQ = 10-hpye. Detekéni limity se pohybovaly vrozsahu od 0,01 do 0,06 mg-1"' a limity
kvantifikace od 0,02 do 0,20 mg-l_1 (Tab. 18). Linearita byla testovana v rozmezi koncentraci 0—
400 mg-1™", viechny korela¢ni koeficienty byly v&tsi neZ 0,999. Pesnost metody byla stanovena
opakovanym méfenim (n = 10) smé&sného standardu o koncentraci 25 mg-1™' a vyhodnocena jako
relativni smérodatnd odchylka (RSD — Relative Standard Deviation) 10 méfeni v %. Relativni
smérodatné odchylky byly pod 2 %.

Tab. 18: Validacni parametry HPLC metody (R’ — korelacni koeficient kalibrace, LOD — Limit
detekce, LOQ — Limit kvantifikace, RSD — relativni smérodatna odchylka)

Slou¢enina R’ LOD [mg-1'] LOQ [mg-1"'] RSD [%]
gallova kys. 0,9999 0,01 0,03 0,9
katechin 0,9998 0,01 0,03 1,5
chlorogenova kys. 0,9998 0,01 0,03 0,8
kavova kys. 0,9999 0,03 0,10 0,7
vanilova kys. 0,9998 0,04 0,13 0,5
p-kumarova kys. 0,9998 0,04 0,13 0,3
ferulova kys. 0,9997 0,04 0,13 0,6
sinapova kys. 0,9999 0,04 0,13 1,9
rutin 0,9998 0,06 0,20 0,5
myricetin 0,9998 0,01 0,03 1,8
naringin 0,9999 0,05 0,17 1,6
hesperidin 0,9998 0,01 0,03 0,8
kvercetin 0,9999 0,03 0,10 0,8
luteolin 0,9998 0,02 0,08 0,4

Vliv pouziti riiznych extrakcnich rozpoustédél, poskliziiové upravy, geografie
a roku produkce na obsah konkrétnich fenolickych sloucenin

Fenolické slouceniny jsou latky, které jsou dobfe rozpustné v polarnich rozpoustédlech. Proto
pro celou komplexni studii byla zvolena polarni rozpoustédla (at’ uz protickd ¢i aproticka).
Zajimalo nas jaky bude mit vliv extrakéni systém a poskliziiova uprava na zastoupeni
individudlnich fenolickych sloucenin v 1éCivych rostlindch, poptipadé vliv geografie a roku
produkece.

Stanoveny obsah individudlnich fenolickych slouCenin v rlznych druzich extrakti
ze zmrazenych a suSenych lécivych rostlin je shrnut v Pfiloze 21 a 22. Z prezentovanych dat je
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ziejmé, ze zastoupeni jednotlivych fenolickych sloucenin u kazdého druhu 1é¢ivé rostliny je velmi
individualni, specifické a variabilni, naznacujici druhovou riznorodost 1écivych rostlin. VSeobecné
nejvice zastoupenymi fenolickymi kyselinami v jednotlivych druzich 1é¢ivych rostlin byla kyselina
kavova a chlorogenova (kyselina kavova byla kvantifikovana v 8 ptipadech z 10; pouze extrakty
z levandule a ostropestice marianského ji neobsahovaly; kyselina chlorogenova byla
kvantifikovana v 7 pifipadech z 10, nebyla nalezena v extraktech z levandule, meduiiky a Salvéje
Iékarskeé) (Tab. 19). Ostatni fenolické kyseliny: ferulova, sinapova, gallova, p-kumarova, byly
druhové specifické. Ferulova kyselina byla charakteristickd pro extrakty z levandule, yzopu
a Salvéje lékatské. Sinapova se vyskytovala pouze v extraktech z levandule a p-kumarova
v extraktech z medunky. Gallova kyselina byla identifikovana v extraktech z Salvéje 1ékarskeé
i muskatové a z jestrabiny. Pfitomnost a koncentrace flavonoidi byla také individudlni
pro jednotlivé druhy lé¢ivych rostlin. Rutin byl kvantifikovan v extraktech z mésicku, trezalky
a jesttabiny. Katechin byl charakteristicky pro extrakty z mésicku a yzopu, kvercetin naopak
pro extrakty z tfezalky a maty, myricetin se vyskytoval v extraktech z mésicku a jestrabiny.
Hlavnim flavonoidem maty a meduiiky byl hesperidin, naopak u Salvéje 1ékatské i muskatové byl
dominantné zastoupen luteolin. Individualni zastoupeni fenolickych sloucenin je v souladu
s predeslymi studiemi zaméfenymi na identifikaci téchto latek v l1éCivych rostlinach [25, 31, 47,
64, 71, 91], avsak diskuze dosazenych koncentraci pro jednotlivé druhy u vybranych extrakénich
systémt je velmi problematickd, vzhledem k tomu, ze v piedeslych studiich jsou zna¢n¢ variabilni
jak podminky extrakce (doba extrakce, extrakéni metoda, pomér materidlu a rozpoustédla, vybér
rozpoustédla), samotné identifikace a kvantifikace, tak také vzhledem k tomu, Ze profil
fenolickych sloucenin je do jisté miry ovlivnén dal§imi faktory, jako napt. environmentalnimi
faktory, vybérem kultivaru, mistem vyskytu, dobou sklizné, zralosti, vékem rostlin 1 zptisobem
pted- a posklizhovych uprav [365-367]. Z vysledku je vSak patrné, ze hodinova dynamicka
extrakce studenym rozpoustédlem je dostacujici pro rychlou identifikaci a kvantifikaci hlavnich
fenolickych sloucenin a flavonoida v extraktech 1é¢ivych rostlin.

Tab. 19: Prehled identifikovanych fenolickych sloucenin v jednotlivych druzich lécivych rostlin

levandule mésiCek trezalka Salvéj m. meduika jestiabina yzop mata Salvéj 1. ostropest.
FK KAT CLK GAL KK GAL KAT CLK KK CLK
SK CLK KK CLK PK CLK CLK KK FK

KK RUT KK HES KK KK HES LUT

RUT KVE LUT KVE RUT FK KVE

MYR MYR

Pouzité zkratky: GAL — gallova kyselina, KAT — katechin, CLK — chlorogenova kyselina, KK — kavova kyselina, PK —
p-kumarova kyselina, FK — ferulova kyselina, SK — sinapova kyselina, RUT — rutin, MYR — myricetin, HES —
hesperidin, KVE — kvercetin, LUT — luteolin

Ziskané vysledky (Pfiloha 21 a 22) potvrzuji, Ze obsah konkrétnich fenolickych sloucenin je
vyrazné ovlivilovan jak volbou extrakéniho Ccinidla, tak poskliziovou Upravou rostlinného
materidlu. Ve vSeobecnosti u vétSiny identifikovanych sloucenin ze zmrazenych vzorki 1é¢ivych
rostlin bylo nejvhodnéjsi pouziti dimethylsulfoxidu. Konkrétné se koncentrace katechinu, kavové
kyseliny, rutinu, myricetinu, hesperidinu, kvercetinu a luteolinu snizovaly ve sméru
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DMSO > 50% ethanol > voda pokud byla ANOVA provedena bez ohledu na druh, instituci a rok
produkce lécivych rostlin. Nicméné statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi extrakénimi
systémy byly zaznamenany v pfipadé zmrazenych vzorkl pouze u hesperidinu (Obr. 31 ptiklad
pro vzorky maty a medunky produkované v roce 2015) a kvercetinu. Dale bylo zjisténo, ze pro
kyselinu ferulovou bylo také nejicinnéjsi DMSO, nésledované vsSak vodou a 50% ethanolem
v ptipad¢ zmrazenych vzorkl. Déle bylo zjisténo, Zze kyseliny gallova, chlorogenova, p-kumarova
a sinapova se lépe extrahuji v polarnich rozpoustédlech (50% ethanol a voda). Ze zjiSténych
vysledki je patrné, ze pravdépodobné struktura fenolické slouCeniny bude mit vliv na extrakci
u jednotlivych rozpoustédel. DMSO se jevi jako nejvhodnéjsi extrakéni systém pro zmrazené
vzorky lé¢ivych rostlin, umoziujici hlavné rychlou extrakci flavonoidi ze vzorkl 1é¢ivych rostlin
s obsahem vody.
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Obr. 31: Koncentrace hesperidinu ve vodnych, ethanolovych a DMSO extraktech ze zmrazenych
vzorkli medunky Iékatské a maty peprné pochazejicich ze dvou riznych lokalit (MU Brno, ZU
Lednice) produkovanych v roce 2015; oznaceni vzorkt je uvedeno v Tab. 9 a 10

V piipadé€ susenych lécivych rostlin vSak byly trendy odlisné. Koncentrace katechinu, gallové,
chlorogenové, sinapové kyseliny a rutinu se snizovaly ve sméru 50% ethanol > voda > DMSO.
ANOVA byla provedena bez ohledu na druh, instituci a rok produkce l1é¢ivych rostlin. Statisticka
vyznamnost rozdilti mezi extrakénimi systémy vSak u individuélnich fenolickych slou¢enin nebyla
potvrzena naznacujici, Ze pro suché matrice co do ucinnosti jsou extrak¢ni ¢inidla velmi podobna.
Tento trend byl zaznamendn i1 v piipadé¢ TPC. Dale bylo zjisténo, ze pro extrakci kvercetinu
a luteolinu u suSenych 1écivych rostlin se jevi vhodné pouziti 50% ethanolu, néasledovaného
DMSO az poté vodou. V piipadé extrakce kdvové kyseliny, ferulové kyseliny a myricetinu bylo
naopak zjiSténo, Ze voda se jevi jako velmi vhodnd, nasledovanid 50% ethanolem a DMSO.
V ptipadé¢ extrakce hesperidinu bylo zjisténo, Ze bez ohledu na upravu materialu je vhodné pouziti
DMSO, nésledované 50% ethanolem a vodou. 50% ethanol se pro suSené 1écivé rostliny
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ve vSeobecnosti jevil jako nejvhodnéjsi extrakéni systém (osvédCil se u 7 kvantifikovanych
sloucenin z 12).

Statistickd analyza (ANOVA) potvrdila, ze jsou malo vyznamné statistické rozdily v obsahu
individualnich fenolickych sloucenin v ptipad¢ posklizitovych tprav. Pii porovnani zmrazenych
a suSenych Iécivych rostlin, suSené vzorky jsou vSeobecné charakteristické vysSimi obsahy
katechinu, chlorogenové, kavové (Obr. 32), p-kumarové kyseliny, rutinu, hesperidinu a kvercetinu.
Uvedené vysledky jsou v dobré shodé s diive publikovanymi studiemi zaméfenymi na porovnani
fenolickych sloucenin ve zmrazenych a susenych vzorcich 1é¢ivych rostlin [315, 321]. Na druhou
stranu, nékteré fenolické slouceniny (gallova, ferulova, sinapova kyselina, myricetin a luteolin)
byly kvantifikovany ve vysSich mnozstvich ve zmrazenych 1é¢ivych rostlinadch, naznacujici, ze
tyto slouCeniny budou pravdépodobné citlivé na vyssi teploty. Z vysledki je zfejmé, ze extrakéni
ucinnost je v piipad¢ susenych vzorkl vyss$i v porovnéni se zmrazenymi vzorky. Rozpoustédlo
pravdépodobné rychleji pronika do materidlu a tim padem se zvySuji 1 obsahy konkrétnich
fenolickych sloucenin. Pro nékteré slouceniny vSak muize byt uprava susenim nevhodna, muiize
dochazet k degradaci vlivem vyssich teplot. Na celkovou extrakci v daném rozpoustédle bude mit
vliv vice faktort, jak struktura fenolické slouCeniny, tak 1 jeji dostupnost v samotné rostling
pro dané rozpoustédlo.
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Obr. 32: Koncentrace kyseliny kdvové ve vodnych a ethanolovych extraktech ze zmrazenych
a suSenych vzorka vybranych 1é¢ivych rostlin pochéazejicich z MU Brno produkovanych v roce
2015; oznaceni vzorka je uvedeno v Tab. 9

Pti porovnani vzorkl v ramci lokalit (MU Brno vs. ZU Lednice), s ohledem na rok produkce
jsou na prvni pohled (Ptiloha 21 a 22) ziejmé jisté rozdily individualnich fenolickych sloucenin
u rtiznych extrakti z 1é¢ivych rostlin. ANOVA vSak nepotvrdila, Ze by rozdily byly statisticky
vyznamné; pro jednotlivé instituce u konkrétnich fenolickych sloufenin jak u extraktt
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zmrazenych, tak u extraktd suSenych, v pifipadé zohlednéni roki produkce a jednotlivych
rozpoustédel. Lokality ziejmé byly velmi podobné.

U jednotlivych instituci je na prvni pohled (z Ptilohy 21 a 22) patrné, ze rok 2015 byl z hlediska
produkce u vétSiny individudlnich fenolickych sloucenin lepsi 1 v ptipadé TPC se tento trend
projevoval. V ptipad¢ zmrazenych vzorkl s ohledem na extrak¢éni systém a instituci byly v roce
2015 zjistény statisticky vySsi obsahy chlorogenové, kdvové a p-kumarové kyseliny ve srovnani
s rokem 2016; u extraktli ze susenych 1éCivych rostlin pak byly zjistény statisticky vyssi obsahy
kyseliny chlorogenové, p-kumarové a kvercetinu u bylin produkovanych v roce 2015. Rozdily
u rokli produkce mohou byt do jisté miry ovlivnény pocasim. Dale mohou byt zptisobeny tim, Ze
pokazdé pro analyzu byla brdna jina frakce rostlin, kterd mohla mit nepatrné¢ rozdilné podminky
pro rust a tim padem odliSnosti v zastoupeni fenolickych sloucenin. Samoziejmé jisty vliv budou
mit i manipulace s rostlinami pfi sklizni, po sklizni, pfi pfipraveé vzorku pro analyzu.

5.1.3 Vliv extrakénich podminek na obsah prvki
Kvantitativni analyza a validace ICP-OES metody

Kvantifikace individualnich prvki byla provedena pomoci metody vnéjsiho standardu
s pouzitim line4rni regresni analyzy, pted analyzou extraktl byla metoda ICP-OES validovéna.
Pii validaci byly testovany 3 parametry: limity detekce, pfesnost a linearita. Limity detekce
pro jednotlivé prvky byly vypocitiny z analytického signdlu slepého pokusu ziskaného
opakovanim méfeni (n = 10). Limity detekce pro jednotlivé prvky a systémy jsou uvedeny
v Tab. 20.

Tab. 20: Vysledky validace ICP-OES metody pro analyzu extrakti lécivych rostlin

Prvek LOD [mg1"]

voda 50% ethanol DMSO
Al 0,0050 0,0051 0,0051
As 0,0042 0,0043 0,0043
Ca 0,0002 0,0002 0,0002
cd 0,0002 0,0002 0,0002
Co 0,0079 0,0080 0,0080
Cr 0,0008 0,0008 0,0008
Cu 0,0137 0,0138 0,0140
Fe 0,0008 0,0008 0,0008
K 0,0148 0,0149 0,0150
Mg 0,0100 0,0100 0,0100
Mn 0,0008 0,0008 0,0008
Na 0,0009 0,0010 0,0009
p 0,0100 0,0100 0,0100
Pb 0,0148 0,0149 0,0150
Zn 0,0018 0,0019 0,0020

Piesnost méfeni byla ovéfena opakovanym méfenim multielementarnich standardd (n = 10)
o koncentracich 0,5, 1 a 10 mg1" pro mikroprvky a 10, 50 a 100 mg:I"" pro makroprvky
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u kazdého extrak¢niho systému. Relativni smérodatné odchylky pro vSechny extrak¢ni systémy,
prvky nepiekrogily 3 %. Linearita byla testovana v rozmezi rozsahu koncentraci 0,5, 1 a 10 mg-1"!
pro mikroprvky a 10, 50 a 100 mg-1"' pro makroprvky, korelaéni koeficienty byly u viech prvki
v ramci extrakénich systému vétsi nez 0,999.

Vliv pouZiti riiznych extrakcnich rozpoustédel, poskliziiové upravy, geografie
a roku produkce na obsah prvki

Pii analyze prvkl nas zajimalo, jaky bude mit vliv extrakéni systém a poskliziiova tprava
na zastoupeni individudlnich prvka v extraktech z 1é¢ivych rostlin poptfipadé zda se mineralni
slozeni 1181 v ramci jednotlivych lokalit a roki produkce.

Stanoveny obsah jednotlivych prvkl v riznych druzich extraktli, ze zmraZenych a suSenych
lé¢ivych rostlin, pochazejicich z dvou lokalit a produkovanych b&hem dvou let, je uveden
v ptilohach 23-26. Ziskané vysledky dokazuji, ze zastoupeni jednotlivych prvka u jednotlivych
l1écivych rostlin je individudlni a jejich koncentrace je v ramci jednotlivych druhii variabilni,
naznacujici druhovou riznorodost. Pritomnost prvkl v 1éCivych rostlinach je hlavné vysledkem
transportu prvkl z pady, vody urcené pro zavlazovani a srazek v pribchu riustu 1é¢ivych rostlin
[38, 368]. Koncentrace prvki je také ovlivnéna schopnosti jednotlivych druht selektivné tyto
prvky akumulovat [369].

V ptipadé¢ detailnéjSiho rozboru bylo zjisténo, ze K, Ca, Mg, P a Na byly kvantifikovany
ve vys$sich mnoZstvich ve viech extraktech. Rada studii [278-280] potvrzuje, Ze tyto prvky jsou
hlavni makroprvky l1é¢ivych rostlin. Hlavné¢ N, P, Ca, Mg, K a S jsou vSeobecné¢ dulezité
pro normalni rist 1é¢ivych rostlin. Ostatni prvky Cu, Fe, Mn, Zn a Al byly zastoupeny v menSich
mnozstvich. Pfitomnost Cu, Fe, Mn a Zn v extraktech miize byt vysvétlena moznou tvorbou
komplexu mezi kovem a organickymi slouceninami léCivych rostlin. Tyto mikroprvky jsou
pro 1é¢ivé rostliny esencidlni. Rostliny je akumuluji z pidy v malych mnoZzstvich, zpravidla jsou
diilezité pro normalni rast a vyvoj; vétSina z nich v rostliné zastava, ve spojeni s enzymatickymi
systémy, hlavné ulohu katalytickou [368]. Al byl jediny identifikovany prvek, ktery neni esencialni
pro ¢loveka ani pro rostlinu. Pfitomnost Al v extraktech mlze byt vysvétlena moznou komplexaci,
kterd nastdva mezi prvkem a organickymi slouc¢eninami v rostlindch. Obvykle je hladina Al
v rostlinach velmi vysok4, v fadu mg-kg ™. Tato vysoka troveii mize byt odiivodnéna absorpci Al
rostlinou v kyselych pudach (pH pudy pod 5.5). Siroka $kala rostlinnych druht viak vytvai
mechanismy, které jim umoziuji rust v kyselych piadach [38]. Dale také je nutné zminit, ze tézké
kovy pro 1é¢ivé rostliny potencialné toxické (Cd, Pb, Co a Cr) v extratech nebyly detekovany.

Z vysledkli prvkové analyzy je ziejmé, Ze obsah konkrétnich prvki je vyrazné ovliviiovan
vybérem extrakéniho c¢inidla i uUpravou rostlinného materidlu. VétSina prvkll u extraktd
ze zmrazenych 1é¢ivych rostlin se nejlépe extrahuje ve vodé. Konkrétné obsahy Ca, K, Mg, Na, P,
Mn, Fe, Zn se snizovaly ve sméru voda > 50% ethanol > DMSO, avsak pouze v piipad¢ K, Mg,
Mn, Na a P (ptiklad Obr. 33) byly mezi extrakénimi systémy zjistény rozdily, pokud byla ANOVA
provedena s ohledem na instituci a rok produkce lé¢ivych rostlin. Nejvice vSak byly rozdily
zaznamenany mezi vodou vs. ethanolem a vodou vs. DMSO. V¢étSina sloucenin stanovovanych
prvki je vSeobecné dobfe rozpustna ve vodé [370], ale prvky se samoziejmé mohou vyskytovat
v rostlinach v riznych formach (vazané, nevazané), takze vysledna extrakce do rozpoustédla mize
byt do jisté miry timto ovlivnéna.
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V piipad¢ extrakti ze suSenych 1éCivych rostlin byly trendy kopirujici s extrakty ze zmrazenych
1é¢ivych rostlin. Konkrétné se obsah Ca, K, Mg, Na, P, Mn, Fe, Zn snizoval ve sméru
voda > 50% ethanol > DMSO, rozdily mezi extrakénimi systémy byly statisticky vyznamné,
v ptipad¢ Ca, K, P a Mn (pfiklad Obr. 34) pokud byla ANOVA provedena s ohledem na instituci
arok produkce. Bez ohledu na Upravu materidlu se voda jevi jako nejvhodnéjsi pro extrakci
makroprvkl 1 mikroprvkl, umoziluje vSak také extrakci nékterych prooxidantd, hlavné Mn a Fe,
které by v ptipad¢ vyuziti v potravinafském primyslu mohly ovliviiovat vyslednou antioxidacni

aktivitu.
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Obr. 33: Stanovené koncentrace hor¢iku v mg-kg ™' suché hmoty ve vodnych (H,0), ethanolovych
(50% ETOH) a dimethylsulfoxidovych (DMSO) extraktech ze zmrazenych 1éCivych rostlin
pochézejicich z Centra 1éCivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné€ produkovanych v roce
2016; oznaceni vzorka je uvedeno v Tab. 9
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Obr. 34: Stanovené koncentrace manganu v mg-kg' suché hmoty ve vodnych (H,O),
ethanolovych (50% ETOH) a dimethylsulfoxidovych (DMSO) extraktech ze suSenych léCivych
rostlin pochazejicich ze Zahradnické univerzity Mendelovy univerzity v Brné produkovanych
v roce 2015; oznaceni vzorku je uvedeno v Tab. 10

Pti porovnani obsahu individudlnich prvkd v rdmci poskliziiovych tprav byly porovnavany
zmrazené vs. suSené vzorky s ohledem na rozpoustédlo, lokaci i rok produkce. V piipadé vodnych
extraktli bylo pomoci ANOVY zjisténo, ze u vétsiny prvkl (Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Mn a Zn) je
efektivnéjsi extrakce ze suSenych vzorkl. Ze statistického hlediska byly rozdily mezi upravami
v ptipad¢ vodného systému potvrzeny u Na, P a Mn, pokud byla analyza provedena s ohledem
na instituci, Gpravu a rok produkce. V ptipadé porovnani poskliziovych uprav u ethanolovych
extraktii, obdobné jako u vody byly zjistény vyssi obsahy individualnich kovl (Ca, K, Mg, Na, P,
Cu, Mn, Zn) u suSenych vzorkl. V ptipad¢ ethanolu byly rozdily u vétSiny stanovenych prvki
ze statistického hlediska nevyznamné, s vyjimkou obsahu K, Mg, Zn, Mn a Cu (ptiklad Obr. 35).
Vzhledem k suseni bylin teplotami do 30 °C nelze ptfedpokladat, Ze teplota bude mit vyrazny
dopad na degradaci kovii. V pfipadé mrazeni bylo v ramci studie Musy a Ogbadoyie [371]
zjisténo, ze dlouhodobéjsi tichova za nizkych teplot ma negativni vliv na obsah nékterych prvki
v 1é¢ivych rostlinach. Do jisté miry na nizs$i obsah u zmrazenych 1éCivych rostlin mize mit vliv
degradace pfti skladovani a vzhledem k predeslym vysledkiim v ptipadé protickych systému také
nizsi extrakéni G¢innost. U DMSO extraktl, v piipadé porovnani rozdili mezi Upravou vzorkd,
vSak byly zaznamenany opac¢né trendy, zmrazené vzorky mély vyssi obsahy vSech studovanych
prvkll ve srovnani se suSenymi. Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany v ptipadé obsahu
Mg, Na, K, P, Cu, Fe, Al a Zn (ptiklad Obr. 36) v ptipadé obou instituci a obou rokt produkce.
Trendy u DMSO jsou kopirujici s ostatnimi sledovanymi parametry. V piipad¢ polarniho
aprotického rozpoustédla (DMSO) je patrné, ze extrakéni u¢innost je vyssi u zmrazenych vzorkd;
vyslednou extrakci pravdépodobné ovlivituje charakter rozpoustédla, do jisté miry i prosta difuze
muze mit vliv na celkovou extrakci prvkl u zmrazenych l1é¢ivych rostlin.
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Obr. 35: Porovnani koncentrace drasliku v mg-kg' suché hmoty v ethanolovych extraktech
ze zmrazenych a suSenych lé€ivych rostlin pochéazejicich z Centra 1é¢ivych rostlin Masarykovy
univerzity v Brné produkovanych v roce 2015 a 2016; oznaceni vzork je uvedeno v Tab. 9
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Obr. 36: Stanovené koncentrace drasliku v mg-kg ™' suché hmoty v DMSO extraktech ze sugenych
1é¢ivych rostlin - pochéazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné
produkovanych v roce 2015 a 2016; oznaceni vzorki je uvedeno v Tab. 10
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Pti porovnani vzorkli v ramci lokalit (MU Brno vs. ZU Lednice) s ohledem na rok produkce
a extrakéni systém bylo pomoci ANOVY zjisténo, ze lokality z hlediska prvkového slozeni jsou
podobné. U vétsSiny individudlnich prvkil (s vyjimkou obsahu K, Na a Cu, které byly vyssi
u Zahradnické fakulty) nebyly zaznamendny statisticky vyznamné rozdily mezi lokalitami, pokud
byl zohlednén rok produkce, uprava vzorku a extrakéni systém. Analyzou pid bylo zjiSténo, Ze
pudni podminky u obou instituci byly vice mén¢ podobné (Tab. 21). Z vysledkd je také evidentni,
ze obsah toxickych prvki je pod limitem pro zeméd¢lské puidy u obou lokaci [372].

Tab. 21: Rozdily ve sloZeni mikroprvkii a toxickych prvkii v mgkg™ pid z Centra lécivych rostlin
Masarykovy univerzity v Brné (MU) a Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné (ZU)
odebrané z horni vrstvy 25 cm za rok 2015 a 2016 stanovené lucavkou kralovskou

Cu Fe Mn Zn Al Co Cd As Cr Pb
2015
MU 4548 1093620 905 370-589 61-120 3390-5924 5-11 0,1-0,3 5-8 1746  53-72
y48) 4246  10175-20618 288-539 69-115 36005277 4-6 0,1-0,2 4-5 1045 4766
2016
MU 44-49 14 867-16 581 478-508 56-119 3913-5668 810  0,1-0,3 5-7 16-36  56-60
ZU 43-48 13 746-16 415 442-506 78-101 3550-5514 5-10 0,1-0,2 4-6 1940  50-55

V ptipad¢ porovnani rokti produkce (2015 vs. 2016) s ohledem na instituci, upravu vzorki
a extrakéni systém bylo zjisténo, Ze vyssi obsahy individudlnich prvki byly zjistény v roce 2015.
Avsak ze statistického hlediska (ANOVA), u obou instituci, Gprav i extrakénich systémt, byly
rozdily mezi roky produkce povazovany za statisticky nevyznamné (s vyjimkou obsahu Na, P, Cu,
Fe a Al). V pfipad¢ instituci a rokll produkce byla zaznamenana variabilita vysledki, kterd mtze
byt ovlivnéna hlavné tim, Ze pro analyzu byly brany pokazdé jiné frakce rostlin, které mohly mit
odlisné podminky pro rast (pudni, srazkové), vysledky mohou byt do jist¢ miry ovlivnény i tim,
jak si kazda rostlina akumuluje tyto prvky pro sviij vyvoj.
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5.2 STATISTICKE ZHODNOCENI VYSLEDKU

Statistické srovnani vysledkti bylo realizovano priabézné pro vSechny experimentélni systémy
a vSechna rozpoustédla. V této Casti prace jsou uvedeny néckteré spolecné zavéry statisticke
analyzy, vyplyvajici ze zpracovani dat jak metodami klasické, tak vicerozmérné statistiky s cilem
poukdzat na vyznamnost rozdili mezi jednotlivymi parametry, jako 1 vliv nékterych faktort
(poskliziiové upravy, lokality, roku produkce a rozpoustédla) na hodnoty namétfenych
experimentalnich charakteristik. Mimo jiné jsme se pokusili pomoci vicerozmérné statistiky
nekteré vlastnosti studovanych systému zobrazit.

5.2.1 Statistické porovnani vodnych extrakti

Statisticky vyznamné deskriptory pro komparaci vodnych extrakti z 1é¢ivych rostlin dle
zvolenych Kritérii — jednorozmérna analyza

Za UCelem zjiSténi statisticky vyznamnych deskriptort pro identifikaci a odliSeni
analyzovanych vodnych extrakti z 1éCivych rostlin byly naméfené¢ parametry podrobeny
statistickému porovnani metodou ANOVA s vyuzitim Tukey-HSD testu, ktera umoznuje provadét
vicenasobné porovnavani stfednich hodnot. Pro porovnéani skupinovych primért byly jako faktory
pouzity: poskliziiova Uprava, lokalita a rok produkce. Za statisticky vyznamné byly povazovany
rozdily s hodnotou P < 0,05.

Pii porovnani vzorktl z hlediska poskliziiovych tuprav (Tab. 22), v nichz byly zahrnuty vSechny
roky produkce, lokality a druhy 1éCivych rostlin, byly v souladu s piedeslymi vysledky zjistény
statisticky vyznamné rozdily ve vétsin€ sledovanych parametrti (14 ze 32). U 12 ze 14 parametra
byly kvantitativné vyssi hodnoty zjistény u suSenych vzorkd ve srovnani se zmrazenymi, pouze
v ptipadé svétlosti L* a obsahu Fe byly vy$s§i hodnoty zaznamenany u zmrazenych vzorkda.

Porovnanim lokalit bylo zjiSténo, ze u vétSiny parametrii nebyly zaznamenany rozdily,
naznacujici jisté podobnosti lokalit. Lokality byly z hlediska obsahu fenolickych sloucenin,
barevnych charakteristik 1 minerdlniho slozeni velmi podobné. Rozdily byly zjistény pouze
u obsahu K a Na, kdy vzorky ze ZU mély vyssi obsahy téchto prvka.

Obdobné¢ ani v pfipad¢ rokt produkce (rok 2015 vs. 2016) nebyly u vétSiny parametrl rozdily
statisticky vyznamné, v ptipad¢ Ze do analyzy byly zahrnuty v§echny posklizitové upravy, lokality
a druhy lé¢ivych rostlin. Jisté rozdily byly zaznamenany v mineralnim slozeni. Kvantitativné vyssi
hodnoty médi, sodiku a zeleza byly zjistény u vodnych extrakti pochazejicich z roku 2015.
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Tab. 22: Statisticky vyznamné rozdily vybranych parametrii u vodnych extraktu ze zmrazenych
a susenych vzorku lécivych rostlin produkovanych behem dvou let 2015, 2016 a sklizenych ve dvou
riiznych lokalitach (P < 0,05). Zapis X — Y znaci, ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

ZmraZené (Z) vs. suSené (S) lécivé rostliny

(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy Ié¢ivych rostlin)

TPC S-Z 12,8 43 0,0038
TFC S-Z 8,2 2,7 0,0038
L* Z-S 0,9 0,2 0,0002
b* S-Z 1,9 0,4 0,0000
C* S-Z 1,9 0,4 0,0000
h° S-7 4,2 1,5 0,0064
BI S-Z 2,0 0,5 0,0001
TEAC aprs.+ S-Z 89,5 233 0,0003
Fe Z-S 1,8 0,9 0,0410
Mn S-Z 6,9 2,7 0,0108
Na S-Z 452,8 2222 0,0452
P S_7 536,8 207,6 0,0117
chlorogenové S-7 146,1 60,8 0,0188
kavova S-7 166,4 53,8 0,0028

Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity (MU) vs. Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné (ZU)

(zahrnuje vSechny poskliziiové upravy, roky produkce a druhy 1é¢ivych rostlin)

K ZU - MU 3065,1 1257,1 0,0172
Na ZU - MU 646,5 2153 0,0037

Rok 2015 (15) vs. rok 2016 (16)

(zahrnuje vSechny poskliznové upravy, lokality a druhy 1é¢ivych rostlin)

Cu 15-16 1,7 0,8 0,0391
Fe 15-16 2,3 0,8 0,0087
Na 15-16 531,0 219,6 0,0180

Diskriminace vodnych extrakti z 1é¢ivych rostlin s vyuZitim 32 experimentilné stanovenych
parametri — vicerozmérna analyza

Vzhledem k velké variabilit¢ dat, vétSimu poctu vzorki a paraleln¢ sledovanych parametrti byly
namétené charakteristiky statisticky zpracovany pomoci multivariacni analyzy. Analyza hlavnich
komponent a faktorova analyza s rotaci varimax byla pouzita za ucelem grafického vyjadreni
rozdili mezi vodnymi extrakty 1éCivych rostlin bez ohledu na jakykoli faktor (zptisob poskliziiové
upravy, lokality, roku produkce a druhu Iécivych rostlin) a metody diskriminac¢ni analyzy
za ucelem tyto rozdily i kvantifikovat.

Metodou hlavnich komponent (PCA — Principal Component Analysis) bylo ptvodnich
32 experimentalnich parametrii transformovano na nové proménné — hlavni komponenty, pficemz
prvni Ctyfi komponenty kumulativné vysvétluji 59,2 % variability celého systému, pificemz
vezmou-li se do uvahy vlastni vektory s vdhou > 1, na popis vlastnosti systému je nutno pouzit

100



9 komponent, které vysvétluji variabilitu dat na 80,7 %. Z hlediska vahy jednotlivych parametrii
pro konstrukci se jako nejvyznamnéjsi ukéazaly byt v 1. komponenté hodnoty TPC, TEACapTs.+
a chromatickd slozka b*, zatimco v druhé komponenté obsah rutinu a chlorogenové kyseliny,
ve 3. komponenté¢ obsah vapniku a svétlosti L* a ve 4. komponenté obsah kvercetinu
a TEACaprs.+ Vysledky PCA analyzy vodnych extraktii za pouziti 32 experimentalné sledovanych
parametrl pro konstrukci komponent jsou zndzornény na Obr. 37, z vysledki je zfejmé, Ze vlastni
vektory jsou diferencovany castééné do dvou oblasti dle poskliziiové upravy, coz ukazuje
vyznamny vliv Gpravy vzork na jejich vlastnosti.
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Obr. 37: Diferenciace vodnych extrakta 1éCivych rostlin metodou PCA za pouziti vSech

32 experimentalné sledovanych parametri pro konstrukci komponent. Analyza byla uskute¢néna

bez ohledu na lokalitu, rok produkce a druh. Odlisné barvy vektorti odpovidaji odliSnym

zpusobtim upravy vzorkil (Z — zmrazené a S — suSené)

Faktorovou analyzou (PCF — Principal Component Factoring) byla prostudovéna vzajemna
korela¢ni schopnost vSech parametri. Prvnim krokem faktorové analyzy je realizace analyzy
hlavnich komponent, kterd je zobrazena jako graf faktorovych skore (Obr. 38a). Oba diagramy —
tj. Obr. 37 a Obr. 38a, jsou si podobné a jejich interpretace je prakticky identicka; i z Obr. 38a jsou
patrné dominujici rozdily mezi poskliziiovou upravou vzorkl jako hlavni diskriminaéni faktor.
Z grafu faktorti (Obr. 38b) je zfejmé, které z parametrii vodnych extrakti 1écivych rostlin
vzajemné koreluji a které nikoli. Obecné, ¢im bliZe se v prostoru vektory odpovidajici jednotlivym
parametriim nachdzeji, tim je jejich vzajemna korelace (a zastupitelnost pti diskriminaci) vyssi.

Konkrétné u parametri TPC s kavovou kyselinou; dale u hodnot TEACaBTs-+ s obsahem
hesperidinu, luteolinu a katechinu; hodnot RS% s obsahem Cu a Fe nebo také barevnych
parametri BI a C* jsou vidét vzajemné korelace. Faktorova analyza vyselektovala barevné
charakteristiky svétlost L*, chromatickou slozku b*, BI a TFC jako markery diskriminujici vodné
extrakty z l1é¢ivych rostlin podle poskliziiové Gpravy s nejvétsim Gcinkem.
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Obr. 38: Graf faktorovych skore a) a graf faktori b) pro vodné extrakty lécivych rostlin
konstruovany pomoci faktorové analyzy (PCF) v rotaci varimax za pouziti 32 experimentalné
stanovovanych parametrd; pouzité zkratky: Z — zmrazené a S — suSené

V dalsim kroku byly vyuzity metody diskrimina¢ni analyzy (CDA a metoda k-t¢ho nejblizsiho
souseda) za ucelem kvantifikovat, popiipadé vizualizovat rozdily mezi poskliziiovou upravou,
lokalitami a roky produkce u vodnych extraktl z léCivych rostlin. Vysledky statistické analyzy
vodnych extrakta 1éCivych rostlin podle zvolenych kritérii jsou uvedeny v Tab. 23.
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Tab. 23: Klasifikacni skore vodnych extraktu lécivych rostlin pomoci metod kanonické

diskriminacni analyzy a metody k-tého nejblizsiho souseda pro ruzna klasifikacni kritéria

Metoda Klasifika¢ni kritérium
Poskliziiova tiprava Lokalita Rok produkce
CDA 97,4 % 84,2 % 96,1 %
k-ty nejbliz§i soused k=1 100 % 100 % 100 %
k=2 81,6 % 65,8 % 80,3 %

Pti diskriminaci vodnych extrakti pomoci CDA podle poskliziiové tpravy bylo 97,4 % vzorki
spravné zatrazeno, pouze dva zmrazené vzorky byly zatazeny nespravné. Z hodnot diskrimina¢nich
koeficient vyplyva, ze pfi diskriminaci byly jako parametry s nejvyssi diskriminacni silou
vyuzity: chromaticka slozka b*, Bl a TPC. Pro ucely diferenciace a klasifikace vodnych extraktt
1é¢ivych rostlin byla také pouzita metoda k-tého nejblizSiho souseda, ktera rozlisila upravy vzorkt
se 100% spravnosti pro k = 1 a u k = 2 klesla klasifikace na 81,6 %.

Z vysledka diskriminaéni analyzy (Tab. 23) vodnych extrakt pro kritérium lokalita je zfejmé,
ze klasifikace vzorka podle lokalit ve srovnani s ostatnimi kritérii (poskliziiovou ipravou a rokem
produkce) je nizs§i. CDA umoznila spravné klasifikovat 84,2 % vzorkl, 12 ze 76 vzorkl bylo
nespravné klasifikovadno. Nejvhodnéjsi parametry pro diskriminaci podle instituce byly barevné
charakteristiky C*, b* a BI. Obdobné metoda k-tého nejblizsiho souseda rozlisila lokality se 100%
spravnosti pro k = 1 a u k = 2 klesla klasifikace az na 65,8 %, naznacujici, ze v ptipadé lokalit jsou
mezi vzorky vétsi podobnosti.
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Obr. 39: Kanonickd diskriminacni analyza vodnych extrakti do skupin s ohledem na zplsob
upravy, lokality 1 roku produkce. Na diskriminaci bylo vyuzito 32 experimentalné zjiSténych
charakteristik. (Zkratky: ZM — zmrazené, SU — suSené¢, MU — vzorky z Centra 1é¢ivych rostlin
Masarykovy univerzity, ZU — vzorky ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brn¢, 2015 —
rok 2015, 2016 —rok 2016)
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V ptipadé diskriminace podle roku produkce bylo 96,1 % vzorkl spravné klasifikovdno, pouze
3 vzorky byly zatazeny nespravné. Nejveétsi vahu pro diskriminaci podle roku produkce mély
parametry b*, C*, Bl a TEACuprs.+ Metoda k-t€ho nejblizsiho souseda také diskriminovala
vzorky podle roku produkce pro k =1 se 100% spravnosti a u k = 2 klesla klasifikace na 80,3 %.

Pro moZnost vizualizace rozdili mezi zplisobem upravy, instituci a roky produkce jsme
se pokusili také o diskriminaci vzorki do skupin s ohledem na upravu vzorku, instituci a rok
produkce, kdy bylo vytvofeno 8 skupin (MU zmrazené 2015, MU zmrazené 2016, ZU zmrazené
2015, ZU zmrazené 2016, MU susené 2015, MU susené 2016, ZU susené 2015, ZU susené 2016).
Z vysledktt CDA analyzy (Obr. 39) je patrné, Zze vzorky jsou diferencovany do dvou zakladnich
skupin podle zptisobu upravy, ¢imz se potvrzuje dominantni vliv poskliziiové Upravy vzorku
identifikovany pomoci PCA, resp. diskutovany pii popisu jednotlivych vysledkli. Zmrazené
respektive suSené vzorky jsou lokalizovany na levé resp. pravé strané grafu diskriminacniho skore.
Déle jsou zjevné rozdily mezi roky produkce, rok 2015 respektive rok 2016 je lokalizovan v horni
resp. dolni casti grafu. Geografické rozdily nejsou patrné, vzorky MU a ZU jsou castecné
promichané zfejmé z divodu relativni blizkosti lokalit.
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5.2.1 Statistické porovnani ethanolovych extraktu

Statisticky vyznamné deskriptory pro komparaci ethanolovych extrakta z léfivych rostlin
dle zvolenych kritérii — jednorozmérna analyza

Vysledky analyzy ANOVA ethanolovych extrakti jsou uvedeny v Tab. 24 a 25. Hodnotila
se signifikantnost rozdili (na hladiné¢ vyznamnosti o =0,05) jednotlivych experimentalnich
charakteristik pro nasledujici kritéria: poskliziiova uprava (zmrazené vs. suSené), instituce
(MU vs. ZU) a roky produkce (rok 2015 vs. 2016). V souladu s ocekavanim vyznamné rozdily
mezi parametry byly zaznamenany v ptipad¢ poskliziiové upravy. Z vysledkt vyplyva, ze vétsSina
sledovanych parametri (TPC, TFC, TEACagts.+, RS%, obsahy nékterych mineraltt K, Mg, Cu,
Mn, Zn a obsahy kyseliny kdvové, chlorogenové a hesperidinu) byla vyssi u susenych vzorkd,
s vyjimkou svétlosti L* a chromatické slozky a*, které byly vyssi u zmrazenych vzorkt. Je zfejmé,
ze uprava vzorku bude mit (podobné jako u vodnych extraktit) zasadni vliv na diferenciaci vzorki.

Pokud jde o rozdily mezi institucemi, u vétSiny parametrti (30 ze 32) nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily v ramci lokalit s vyjimkou obsahu drasliku a sodiku, kdy byly
zjiStény vyssi obsahy téchto prvkl u vzorkl pochazejicich ze Zahradnické fakulty.

Pfi porovnani jednotlivych rok produkce byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
u parametri RS%, obsahu nékterych kovl Al, Cu a Fe a v koncentracich kyselin kadvové a p-
kumarové, kdy vyssi hodnoty téchto parametrii byly v roce 2015.

Tab. 24: Statisticky vyznamné rozdily vybranych parametrii u ethanolovych extraktu
ze zmrazenych a suSenych vzorku lécivych rostlin produkovanych behem dvou let 2015, 2016
a sklizenych ve dvou ruznych lokalitach (P < 0,05). Zapis X — Y znaci, ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

ZmraZené (Z) vs. suSené (S) lécivé rostliny

(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy 1é¢ivych rostlin)

TPC S—Z 11,6 5.4 0,0333
TEC S—Z 12,9 5,1 0,0132
L* zZ-S 0,5 0.1 0,0001
a* zZ-S 0,2 0.1 0,0252
b* S—7Z 1,1 0,3 0,0003
C* S—Z 1,1 0.3 0,0003
BI S—Z 0,9 0.3 0,0008
TEAC sprs.+ S—Z 87,7 31,7 0,0072
RS% S—Z 55,0 12,8 0,0001
Cu S—Z 1,9 0,6 0,0013
K S—7 6 001,7 1337,5 0,0000
Mg S—7 671,6 203,7 0,0015
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Tab. 25: Statisticky vyznamné rozdily vybranych parametrii u ethanolovych extraktu
ze zmrazenych a suSenych vzorkit lécivych rostlin produkovanych behem dvou let 2015, 2016
a sklizenych ve dvou riiznych lokalitach (P < 0,05) — pokracovani. Zapis X — Y znaci, Ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

ZmraZené (Z) vs. suSené (S) lécivé rostliny

(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy Ié¢ivych rostlin)

Mn S—Z 2,7 0.9 0,0035
Zn S—7Z 6,0 2,2 0,0093
chlorogenova S—Z 175,5 71,1 0,0160
kavova S—Z 75,7 32,6 0,0228
hesperidin S—Z 4 260,5 1 885,5 0,0268

Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity (MU) vs. Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné (ZU)

(zahrnuje vSechny posklizitové upravy, roky produkce a druhy 1é¢ivych rostlin)

K 7U — MU 33637 1454,8 0,0236
Na ZU — MU 351,9 126,3 0,0068

Rok 2015 (15) vs. rok 2016 (16)

(zahrnuje vSechny posklizitové upravy, lokality a druhy 1é€ivych rostlin)

RS% 15—16 73,3 11,5 0,0000
Al 15—16 14,3 1,2 0,0000
Cu 15—16 1,2 0,6 0,0406
Fe 15—16 3,5 0,5 0,0000
P 15—16 5195 216,7 0,0191
kavova 15—16 73,7 32,6 0,0267
p-kumarova 15—16 1,7 0,8 0,0445

Diskriminace ethanolovych extrakta z léCivych rostlin s vyuZitim 32 experimentalné
stanovenych parametri — vicerozmérna analyza

Analyzou hlavnich komponent se i u ethanolovych extraktii prokézala vyznamna diferenciacni
schopnost vzorki podle poskliznové tpravy — na Obr. 40 jsou cCastecné zietelné dvé hlavni
skupiny vektorii ptisluSejici zmrazenym respektive suSenym vzorkim. Z vysledki PCA vyplyva,
ze prvni Ctyii komponenty kumulativné vysvétluji 56 % celkové variability systému a nejvetsi
vahu maji v prvni komponenté parametry TFC, chromatickd slozka b* a chromaticita C*.
Pro konstrukci druhé komponenty meély nejvétsi vahu koncentrace rutinu a myricetinu.
Pro konstrukei tieti a ¢tvrté komponenty byly s nejvyssi vdhou vyuzity hodnoty L* a koncentrace
kyseliny kavové.
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Obr. 40: Diferenciace ethanolovych extrakti 1éCivych rostlin metodou PCA za pouziti vSech
32 experimentalné sledovanych parametri pro konstrukci komponent. Analyza byla uskute¢néna
bez ohledu na lokalitu, rok produkce a druh. Odlisné barvy vektorti odpovidaji odliSnym
zpusobtim upravy vzorkil (Z — zmrazené a S — suSené)

Faktorova analyza s rotaci varimax (PCF), obdobné jako PCA, oddélila zmrazené vzorky
od susenych vzorki tim, ze je lokalizovala do pravé respektive levé poloviny grafu faktorovych
skoére (data vzhledem k podobnostem s PCA nejsou prezentovana). PCF selektovala hodnoty
barevnych parametrt BI, b*, C*, L* a TEAC yp1s.. jako markery diskriminujici ethanolové extrakty
podle zplisobu poskliziiové upravy s nejvétsim ucinkem (Obr. 41).
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Obr. 41: Graf faktord pro ethanolové extrakty 1é¢ivych rostlin konstruovany pomoci faktorové
analyzy (PCF) v rotaci varimax za pouziti 32 experimentalné stanovovanych parametrii
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Vysledky kanonické diskrimina¢ni analyzy a metody k-t€ho nejblizsiho souseda ethanolovych
extraktii 1€¢ivych rostlin podle zvolenych kritérii jsou uvedeny v Tab. 26.

Tab. 26: Klasifikacni skore ethanolovych extraktii lécivych rostlin pomoci metod kanonické
diskriminacni analyzy a metody k-tého nejblizsiho souseda pro ruzna klasifikacni kritéria

Metoda Klasifika¢ni kritérium
Poskliziiova liprava Lokalita Rok produkce
CDA 98,7 % 85,5 % 100 %
k-ty nejbliz§i soused k=1 100 % 100 % 100 %
k=2 89,5 % 75 % 84,2 %

Pti diskriminaci ethanolovych extrakti pomoci CDA podle poskliziiové tpravy bylo 98,7 %
vzorkll spravné zatazeno, pouze jeden suSeny vzorek (ostropestice marianského ze ZU z produkce
v roce 2015) byl zatazen do zmrazenych vzorkl. Z hodnot diskrimina¢nich koeficienti vyplyva,
ze pti diskriminaci byly vyuzity parametry b*, C* a TEACapts.+ jako parametry s nejvyssi
diskrimina¢ni silou. Obdobné metoda k-tého nejblizSiho souseda rozliSila upravy vzorki
s vysokym klasifikacnim skore (se 100% spravnosti pro k = 1 a u k = 2 klesla klasifikace
na 89,5 %).

Ze ziskanych vysledk diskrimina¢ni analyzy (Tab. 26) ethanolovych extraktti pro faktor
lokalita je zfejmé, ze klasifikace vzorkil podle lokalit ve srovnani s ostatnimi kritérii (poskliziiovou
upravou a rokem produkce) je niz§i. CDA umoZznila spravné klasifikovat 85,5 % vzorkd,
11 ze 76 vzorkd bylo nespravné klasifikovano. Nejvhodnéj$i parametry pro diskriminaci podle
instituce byly barevné charakteristiky C*, b* a BI, coz je identické s vodnymi extrakty. Obdobné
metoda k-tého nejbliz§iho souseda rozliSila lokality se 100% spravnosti pro k=1 a u k = 2 klesla
klasifikace az na 75 %. Z vysledkt protickych rozpoustédel (voda, 50% ethanol) je zfejmé, Ze
v rdmci lokalit jsou jisté podobnosti.

V piipadé diskriminace podle roku produkce bylo pomoci CDA 100 % vzorkd spravné
klasifikovano. Nejvhodngj$i parametry pro diskriminaci podle roku produkce byly barevné
charakteristiky C*, b* a TPC. Pii klasifikaci podle roku produkce pomoci metody k-tého
nejblizsiho souseda byly také oddéleny jednotlivé vzorky se 100% spravnosti pro k = 1. Pro k=2
spravnost zatazeni klesla na 84,2 %.

5.2.2 Statistické porovnani DMSO extrakti

Statisticky vyznamné deskriptory pro komparaci DMSO extrakti z lé¢ivych rostlin dle
zvolenych Kritérii — jednorozmérna analyza

V Tab. 27 jsou shrnuty vysledky analyzy ANOVA, zaméfené na hledani vyznamnych rozdili
mezi extrakty zmrazenych a suSenych vzorkl 1é¢ivych rostlin v DMSO. Zatimco u vodnych
a ethanolovych extrakti byly statisticky vy$s$i hodnoty parametrd u susenych vzorkd, v pfipadé
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Tab. 27: Statisticky vyznamné rozdily vybranych parametric u DMSO extraktii ze zmrazenych
a susenych vzorku lécivych rostlin produkovanych behem dvou let 2015, 2016 a sklizenych ve dvou
riiznych lokalitach (P < 0,05). Zapis X — Y znaci, ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

ZmraZené (Z) vs. suSené (S) lécivé rostliny

(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy Ié¢ivych rostlin)

TPC Z-S 16,1 6,4 0,0139
Al Z-S 32 0,6 0,0000
Cu Z-S 9,2 2,3 0,0001
Fe Z-S 1,5 0,6 0,0154
K 7Z—-5 56339 764,9 0,0000
Mg Z-S 3343 70,9 0,0000
Na Z-S 262,7 70,9 0,0004
P Z-S 254,7 29,6 0,0000
Zn Z-S 13,7 15 0,0000
gallova Z-S 61,2 30,0 0,0450
kavova Z-S 77,0 24,0 0,0020
ferulova Z-S 159,2 67,3 0,0207

Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity (MU) vs. Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné (ZU)

(zahrnuje vSechny posklizitové upravy, roky produkce a druhy 1é€ivych rostlin)

Cu ZU - MU 5,3 2,4 0,0350
Na ZU - MU 156,7 74,9 0,0399

Rok 2015 (15) vs. rok 2016 (16)

(zahrnuje vSechny poskliziové upravy, lokality a druhy lé¢ivych rostlin)

RS% 15-16 43,8 8,2 0,0000
Al 15-16 1,8 0,7 0,0085
Cu 15-16 12,6 2,0 0,0000
Na 15-16 2246 72,5 0,0028
kavové 15-16 52,2 24,9 0,0392

Statisticky vy$$i hodnoty byly zaznamendny u TPC, obsahu gallové, kavové a ferulové
kyseliny, obsahu Cu, Fe, K, Mg, Na, P a Zn u zmrazenych vzorkii ve srovnani se vzorky suSenymi.
Z vysledkl je zifeymé, ze DMSO se lisi svym charakterem od protickych rozpoustédel
(vody a 50% ethanolu).

V pfipadé¢ komparace lokalit u vétSiny parametri (30 ze 32) nebyly zjiStény rozdily.
Signifikantni se ukazaly pouze rozdily v minerdlnim slozeni, tj. obsahu médi a sodiku.
Kvantitativné vys$si hodnoty téchto parametrti byly zjistény u Zahradnické fakulty.

Pti porovnani rokti produkce se projevily vyznamné rozdily v hodnoté RS%, v obsahu kyseliny
kavové a nékterych minerali (Cu, Na, Al), kdy v roce 2015 byly u téchto parametrt zjistény vyssi
hodnoty.
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Diskriminace DMSO extraktu z 1é¢ivych rostlin s vyuzitim 32 experimentalné stanovenych
parametri — vicerozmérna analyza

Obr. 42 zndzornuje vysledky PCA analyzy DMSO extraktii, kdy faktorem byla zvolena
poskliziiova uprava. Z grafu jsou, obdobné jako u protickych systémi patrné rozdily mezi
upravami vzorkl. Prvni ¢tyfi komponenty kumulativné vysvétluji 60,2 % variability systému.
Nejvétsi vyznam v prvni komponenté maji parametry TPC, TFC a TEACagrs.:, v druhé

komponenté obsah hliniku a médi, v tfeti a ¢tvrté komponenté koncentrace rutinu, chlorogenové
a ferulové kyseliny.

Component 2 Component 1

Component 3

Obr. 42: Diferenciace DMSO extrakti 1é¢ivych rostlin metodou PCA za pouziti vSech
32 experimentalné sledovanych parametri pro konstrukci komponent. Analyza byla uskutecnéna

bez ohledu na lokalitu, rok produkce a druh. Odlisné barvy vektori odpovidaji odliSnym
zpiisoblim Gpravy vzorkil (Z — zmrazené a S — suSen¢)

Factor 2 Factor 1

Factor 3

1 -04

Obr. 43: Graf faktori pro DMSO extrakty 1éCivych rostlin konstruovany pomoci faktorové
analyzy (PCF) v rotaci varimax za pouziti 32 experimentaln¢ stanovovanych parametrti
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Z faktorové analyzy je patrné (Obr. 43), Ze parametry BI, b*, C*, obsah drasliku i TPC jsou
dalezitymi parametry pii diskriminaci vzorkii podle posklizinové upravy. Z grafu je také patrna
vzajemna korelace TPC a TEACaprs.+, a zaroven barevnych parametri chromaticity
a chromatické slozky b* a BI.

Obdobn¢ jako u pfedchozich systému byly i v extraktech v DMSO zjistovany klasifikacni
skore pro zvolend kritéria (poskliziiova Uprava, lokalita a rok produkce) pomoci kanonické
diskriminac¢ni analyzy a metody k-t¢ho nejbliz§iho souseda (Tab. 28). Pti diskriminaci metodou
parametry pro diskriminaci byly parametry BI, b* a TPC. V pftipadé klasifikace podle lokality byly
opét zaznamendny nizs§i klasifikacni skore oproti upravé vzorku i roku produkce, naznacujici
slozka b* a TPC. V piipadé¢ klasifikace podle rokti produkce pomoci CDA bylo 96,1 % vzorki
spravné klasifikovano, nejvétsi vahu mély parametry Bl a b*.

Tab. 28: Klasifikacni skore DMSO extraktii lécivych rostlin pomoci metod kanonické
diskriminacni analyzy a metody k-tého nejblizsiho souseda pro ruzna klasifikacni kritéria

Metoda Klasifika¢ni kritérium
Poskliziiova uiprava Lokalita Rok produkce
CDA 100 % 82,9 % 96,1 %
k-ty nejblizsi soused k=1 100 % 100 % 100 %
k=2 96,1 % 61,8 % 86,8 %

5.2.3 Statistické porovnani extrak¢éni vytéZnosti vSech rozpoustédel

Metodou ANOVA byly také zjiStovany statisticky vyznamné rozdily pii porovndni extrakéni
ucinnosti jednotlivych rozpoustédel zvlast pro extrakty ze zmrazenych a susenych 1é¢ivych rostlin.

MpraZené vzorky

Z vysledk, které jsou shrnuty v Tab. 29 a 30, je patrné, ze u zmrazenych vzorki se jevi jako
nejvhodnéjsi pro extrakci fenolickych sloucenin, flavonoida (hesperidin, kvercetin), antioxidantl
a barviv DMSO. Pro extrakci minerali se jevi vhodnéjsi voda, coz je v souladu s pfedeSlymi
vysledky analyz. Z hlediska analytického je DMSO pro extrakci fenolickych sloucenin
a antioxidanti vybornou volbou, avSak z hlediska dal§iho vyuziti v potravinafstvi je jeho pouziti
prakticky nemozné. Proto by pfi aplikaci do potravinaistvi byly vhodnégjsi protické systémy
(50% ethanol, voda). 50% ethanol se pro extrakci flavonoidi ze zmrazenych matric osveédcil 1épe
nez voda, proto by bylo jeho pouziti vhodné;jsi.
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Tab. 29: Statisticky vyznamné rozdily u vybranych parametrii v extrakcni ucinnosti rozpoustédel
pro zmrazené vzorky lécivych rostlin produkovanych béhem dvou let 2015, 2016 a sklizenych
ve dvou riiznych lokalitach (P < 0,05). Zapis X — Y znaci, ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

Deionizovand voda (V) vs. 50% ethanol (E) vs. DMSO (D)
(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy 1é¢ivych rostlin)

TPC D_V 252 5,0 0,0000
D_E 17,5 5,0 0,0020
TFC D_V 28,2 4,6 0,0000
E_V 11,1 4,6 0,0428
D_E 17,1 4,6 0,0009
L E_D 0,9 0,1 0,0000
V_D 0,6 0,1 0,0006
a* V-D 1,8 0,2 0,0000
E-D 1,6 0,2 0,0000
b* D-E 53 0,6 0,0000
D_V 5,0 0,6 0,0000
C* D-E 5.4 0,7 0,0000
D_V 52 0,7 0,0000
he D_V 17,7 1,9 0,0000
E_V 11,3 1,9 0,0000
D_E 6,4 1,9 0,0030
BI D-E 4,5 0,6 0,0000
D_V 3,9 0,6 0,0000
TEAC gre.. D_V 133,5 27,3 0,0000
D_E 91,2 273 0,0033
Ca V_D 43022 541,2 0,0000
V_E 40133 541,2 0,0000
Cu D-E 8,4 1,9 0,0001
D_V 8,2 1,9 0,0002
Fe V_E 43 0,8 0,0000
V_D 3,6 0,8 0,0000
K V_D 5250,5 1002,4 0,0000
V_E 5008,9 1002,3 0,0000
Mg V_D 1421,6 195,1 0,0000
E_D 526,1 195,1 0,0220
V_E 895,5 195,1 0,0000
Mn V_D 7,1 1,0 0,0000
V_E 6,1 1,0 0,0000
Na V_D 736,4 163,3 0,0001
V_E 690,0 163,3 0,0002
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Tab. 30: Statisticky vyznamné rozdily u vybranych parametrii v extrakcni ucinnosti rozpoustédel
pro zmrazené vzorky lécivych rostlin produkovanych béhem dvou let 2015, 2016 a sklizenych
ve dvou riiznych lokalitach (P < 0,05) — pokracovani. Zapis X - Y znaci, ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

Deionizovand voda (V) vs. 50% ethanol (E) vs. DMSO (D)
(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy 1é¢ivych rostlin)

p V_D 12374 184,7 0,0000
E-D 916,1 184,7 0,0000
hesperidin D-V 10 402,0 41599 0,0368
D-E 10 123,6 41599 0,0436
kvercetin D-V 2578 105,2 0,0419

Susené vzorky

V ptipad¢ susenych vzorkli neni zcela jednoznacné, ktery systém je pro extrakci fenolickych
sloucenin a latek s antioxida¢nim U¢inkem nejvhodnéjsi. V ramci parametrt TPC a TEACaprs.+
jsou mezi systémy velké podobnosti v extrakéni ucinnosti (i kdyzZ ANOVA zjistila patrné vyssi
hodnoty TPC, TEACagts.+ u 50% ethanolu), v téchto parametrech nebyly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily mezi rozpoustédly.

Z vysledki statistického porovnani extrakéni Gc€innosti pro suché matrice (Tab. 31 a 32) je
patrné, Ze se nejvice u jednotlivych parametrii odliSuje DMSO od protickych systému
(vody a 50% ethanolu). DMSO se jevi vhodnéj$i pro extrakci barviv, naopak pro extrakci
antioxidantli (RS%), kyseliny kavové, makroprvkl a mikroprvki jsou pro susené vzorky vhodnéjsi
protické systémy. Z vysledki je ziejmé, Ze obsah flavonoidu je ze statistického hlediska u 50%
ethanolu a DMSO porovnatelny (i kdyZ v 50% ethanolu byly celkové obsahy flavonoidi vyssi ve
srovnani s DMSO). Nejvétsi rozdily jsou v extrakéni Gi€innosti mezi 50% ethanolem a vodou, kdy
pro flavonoidy je vhodnéjsi pouZiti 50% ethanolu. Celkové bez ohledu na zplisob Upravy vzorku je
pro extrakci flavonoidii 50% ethanol vhodngj$i ve srovnani s vodou. Pfi porovnani vody
a 50% ethanolu lze vypozorovat, ze kromé rozdilu v celkovém obsahu flavonoida se extrakty lisi
1 v obsahu individualnich prvk. Ve vod¢ se 1épe extrahuji makroprvky a nckteré mikroprvky
(hlavné Fe a Mn, které mohou mit prooxidac¢ni charakter a mohou ovliviiovat antioxidacni
vlastnosti). 50% ethanol byl vybran jako nejvhodnéjsi systém pro extrakci flavonoidii pro aplikaci
v potravinarském primyslu i u suSenych vzorki lécivych rostlin, vzhledem k tomu, ze oproti
DMSO nedrdzdi sliznici a také ve srovnani s vodou poskytuje vyssi obsahy flavonoidd, je
vhodnéjsi 1 z hlediska dlouhodobéjsiho uchovani, kdy po mikrobidlni strance je koncentrace
ethanolu dostatecnd pro konzervaci extraktu. Pro naslednou potravinaiskou aplikaci byl vybran
50% ethanol a také uprava susenim, ktera poskytuje vyssi obsahy fenolickych sloucenin.
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Tab. 31: Statisticky vyznamné rozdily u vybranych parametrii v extrakcni ucinnosti rozpoustédel
pro susené vzorky lécivych rostlin produkovanych behem dvou let 2015, 2016 a sklizenych ve dvou
riiznych lokalitach (P < 0,05). Zapis X — Y znaci, ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

Deionizovand voda (V) vs. 50% ethanol (E) vs. DMSO (D)
(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy 1é¢ivych rostlin)

TFC E-V 15,9 5,1 0,0058
L* E-D 0,7 0,3 0,0066
E_V 0,7 0,3 0,0101
a* V-D 2,2 0,3 0,0000
E-D 1,8 0,3 0,0000
b D_E 45 0,8 0,0000
D_V 1,2 0,8 0,0001
C* D-E 4,8 0,8 0,0000
D_V 3,7 0,8 0,0000
ho D_V 12,2 2,3 0,0000
D_-E 7,9 2,3 0,0022
BI D_E 3,6 0,7 0,0000
D_V 2,0 0,7 0,0145
RS% V_D 45,9 8,6 0,0000
E-D 44,9 8,6 0,0000
Ca V_D 5933,5 666,8 0,0000
V_E 47123 666,8 0,0000
Fe V_D 33 0,7 0,0000
V_E 1,8 0,7 0,0191
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Tab. 32: Statisticky vyznamné rozdily u vybranych parametrii v extrakcni ucinnosti rozpoustédel
pro susené vzorky lécivych rostlin produkovanych behem dvou let 2015, 2016 a sklizenych ve dvou
riiznych lokalitach (P < 0,05) — pokracovani. Zapis X - Y znaci, Ze X > Y

Parametr Porovnavana skupina  Rozdil mezi skupinami  Standardni chyba Pravdépodobnost
P < 0,05

Deionizovand voda (V) vs. 50% ethanol (E) vs. DMSO (D)
(zahrnuje vSechny roky produkce, lokality a druhy 1é¢ivych rostlin)

K V_D 11 540,7 1278,0 0,0000
E-D 11 470,2 1278,0 0,0000
Mg V_D 1996,3 209,9 0,0000
E-D 1532,0 209,9 0,0000
Mn V_D 14,3 2,0 0,0000
V_E 10,3 2,0 0,0000
Na V-D 546,3 146,9 0,0009
E-D 390,3 146,9 0,0243
p VoD 2028,9 168,5 0,0000
E-D 857,6 168,5 0,0000
V_E 1171,3 168,5 0,0000
7n V_D 7,7 1,9 0,0002
E_D 4,9 1,9 0,0275
kavova V_D 185,8 45,4 0,0002
E-D 110,3 454 0,0436
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Diferenciace 1écivych rostlin podle extrakéniho rozpoustédla — vicerozmérna analyza

Pomoci metod PCA a diskriminacni analyzy (CDA a metody k-t¢ho nejbliz§iho souseda) jsme
se pokusili o vizualizaci a kvantifikaci rozdili mezi rozpoustédly zvlast’ pro extrakty pfipravené
ze zmrazenych a susenych vzorkl léCivych rostlin. Vysledky analyzy hlavnich komponent jsou
uvedeny na Obr. 44 a) pro extrakty ze zmrazenych a Obr. 44 b) ze suSenych léCivych rostlin.
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Obr. 44: Diferenciace extraktii a) ze zmrazenych a b) suSenych 1é¢ivych rostlin metodou PCA
podle rozpoustédel za pouziti vSech 32 experimentdlné sledovanych parametrii pro konstrukci
komponent. Analyza byla uskute¢néna bez ohledu na lokalitu, rok produkce a druh. Odlisné barvy
vektorit odpovidaji odlisnym rozpoustédlim pouzitych pro extrakci (V — deionizované voda, E —
50% ethanol, D — DMSO)
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Z analyzy hlavnich komponent je patrna diferenciace vzorkl podle extrakéniho rozpoustédla —
je mozné vyclenit 3 skupiny vektort jak u extraktl ze zmrazenych, tak susenych 1é¢ivych rostlin.
V ptipadé¢ zmrazenych vzorki je diferencia¢ni schopnost patrné vyraznéjsi. Z vysledki PCA
analyzy vyplyva, ze prvni ¢tyii komponenty kumulativné predstavuji 54,2 % celkové variability
syst¢tmu. Z hlediska vahy jednotlivych parametri pro konstrukci komponent se jako
nejvyznamngj$i ukézaly byt v 1. komponent¢ TFC, chromatickd slozka b* a chromaticita C*,
zatimco v 2. komponenté¢ obsah K, Mn a Fe, u 3. komponenty obsah rutinu a u 4. komponenty
obsah Cu.

V ptipad¢ susenych vzorki lze vidét vétsi tendenci shlukovani do dvou skupin podle typu
rozpoustédla: aprotick¢é (DMSO) a protické (50% ethanol a voda). Je patrné, ze 50% ethanol
a voda maji vétsi podobnosti v extrakéni G¢innosti pro suché vzorky. Prvni Ctyfi komponenty
kumulativné vysvétluji 56,7 % variability systému. Nejvetsi vyznam v prvni komponenté ma
obsah drasliku a fosforu, v druhé komponenté TPC a TFC, v tieti komponenté koncentrace
chlorogenové¢ kyseliny a ve ¢tvrté komponenté¢ TEACprs.+.

Vysledky kanonické diskriminacni analyzy podle druhu rozpoustédla pro zmrazené (Obr. 45a)
a suSené¢ vzorky (Obr. 45b) naznacuji diskriminaci vzorkli do 3 diskrétnich zoén podle pouzitého
extrakéniho systému.

Je patrné, Ze nejvetsi mirou se odliSuji vodné extrakty od ethanolovych a DMSO extrakta,
1 kdyz vSechny tii typy extraktl jsou navzajem také odlisné — skupiny parametra lezi v odlisSnych
sektorech grafu diskriminacnich skore. Dané vysledky dobie koreluji s odliSnymi vlastnostmi,
zejména polaritou rozpoustédel jak je diskutovano v piedeslych kapitolach.

Toto pozorovani potvrzuji 1 hodnoty klasifikac¢nich skore charakterizujici uspésnost klasifikace
vzorkli podle extrakénich Cinidel (Tab. 33) pro zmrazené a susené vzorky. Pomoci CDA bylo
97,2 % zmrazenych, respektive 97,5% suSenych vzorkii spravné klasifikovano. Jako
nevyznamng¢j$i parametry pro ucely diskriminace podle extrakéniho Cinidla byly identifikovany
hodnoty b*, C* a BI u zmrazenych 1 suSenych vzorkl. Metoda k-t¢ho nejbliz§iho souseda rozlisila
jednotlivé extrakeéni systémy u zmrazenych vzork se 100% spravnosti pro k = 1; pro k = 2
spravnost klasifikace klesla na 77,8 %. U suSenych vzorkl bylo v ptipadé¢ k = 1 100 % vzorki
spravné klasifikovano a pfi k = 2 klesla tspésnost klasifikace na 90 %.
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Obr. 45: Kanonicka diskriminacni analyza extraktii a) ze zmrazenych a b) susenych 1écivych
rostlin podle druhu extrakéniho rozpoustédla. Na diskriminaci bylo pouzito 32 experimentalné
zjisténych parametrti v daném rozpoustédle. Zkratky (V — deionizovana voda, E — 50% ethanol,
D - DMSO)
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Tab. 33: Klasifikacni skore zmrazenych a suSenych vzorkit lécivych rostlin podle extrakcniho
¢inidla pomoci metod kanonické diskriminacni analyzy a metody k-tého nejblizsiho souseda
pro ruzna klasifikacni kritéria

Klasifikaéni kritérium

Metoda Extrak¢ni Cinidlo
Vzorky ZmraZené SuSené
CDA 97,2 % 97,5 %
k-ty nejblizsi soused k=1 100 % 100 %
k=2 77,8 % 90 %

Z vysledkl analyz vSech extraktt 1éCivych rostlin vyplyva, ze vzorky 1éCivych rostlin 1ze velmi
dobte odlisit podle pouzitych extrakcnich ¢inidel, posklizinové tpravy a roki produkce. V mensi
mife dokonce i podle lokalit, i kdyz u tohoto kritéria bylo mezi vzorky nejvice podobnosti,
vzhledem k tomu, ze lokality byly blizko sebe. Pro dalsi potravinaiskou aplikaci na zakladé vyse
zminénych vysledkl byl vybran jako nejvhodnégjsi systém 50% ethanol a tprava suSenim.

5.3 APLIKACE VYBRANYCH LECIVYCH ROSTLIN DO POTRAVIN

v

Z predeslych analyz bylo zjisténo, ze nejvhodnéjsi upravou pro potravinaiské ucely je suSeni,
nejvhodnéjSim extrakénim systémem 50% ethanol a z jednotlivych druh@ analyzovanych lé¢ivych
rostlin ma vysoké obsahy fenolickych sloucenin, vysokou antioxida¢ni aktivitu a vhodné chut'ové
a aromatické vlastnosti medunika lékatskd, mata peprnd, tiezalka teckovanad a Salvéj 1ékatska.
V ramci aplikani casti prace byly proto vybrany tyto ctyii druhy léCivych rostlin jako
nejvhodnéjsi.

Vzorky 1é¢ivych rostlin poskytla firma Calendula a.s. jakoZto tfeti producent 1é¢ivych rostlin.
Z kapacitnich divodi nemohly byt vyuzity experimentalni vzorky z Centra 1éCivych rostlin
Lékatské fakulty Masarykovy univerzity a Zahradnické fakulty z Mendelovy univerzity v Brng.
Byly vSak pouzity druhové identické rostliny.

Pro aplikaci do potravin (konkrétné sirupy a odpovidajici nealkoholické napoje ptipravené
fedénim) byl misto 50% ethanolu pro extrakci vyuzit 25% ethanol, vzhledem k tomu, Ze
v sirupech je limitovanid koncentrace alkoholu v suroviné do 5 %, v fedéném ndpoji nesmi
ptekrocit obsah alkoholu 0,5 %, coz je dle platné legislativy horni hranice pro nealkoholické
napoje. V neposledni fadé¢ také z hlediska finan¢niho a z divodu minimalizace manipulace
se surovinou (fedéni).

V ramci laboratornich testl byl testovan vhodny pomér rostlinného materidlu a 25% ethanolu.
Nasledné byla ve zvoleném poméru ve vybranych intervalech testovana nasakavost materidlu
a dale vytéznost extrakce pii opakovaném zaliti materidlu novym rozpoustédlem. Déle byla
testovana vytéznost extrakce pii dlouhodobé extrakci materidlu za ucelem urceni vhodné extrakcni
doby. V poloprovoznim méfitku byla testovana vytéznost extrakce pouze po zvolenou dobu.
V ramci této ¢asti prace byly sledovany vybrané parametry, tj. barevné charakteristiky L*, a* a b*
s vyuzitim UV-VIS-NIR a radikal-zhasSeci aktivita pomoci ABTS testu za pouziti EPR. Takto
vyrobené extrakty byly poté aplikovany pro vyrobu jednodruhovych a dvoudruhovych sirupt.
Napoje ptipravené po fedéni jednodruhovych a dvoudruhovych sirupl byly testovany metodami
senzorické analyzy (viz. kapitola 4.7).
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5.3.1 Optimalizace extrakce a vyroba extrakti z 1é¢ivych rostlin
v poloprovoznich podminkach

V rédmci laboratornich testl byl testovan vhodny pomér susené byliny k rozpoustédlu pii prosté
extrakci rozpousStédlem tak, aby byl extrakt co nejkoncentrovangj$i a zaroven abychom ziskali
dostate¢ny objem extraktu. V ptipadé poméra 1:3, 1:5 po 30minutové extrakci bylo zjiSténo, ze
bylina absorbovala vétSinu rozpoustédla. Vysledny objem extraktu byl velmi maly. Proto byly déle
otestovany vyssi poméry rozpoustédla k bylinam: pomér 1:6 byl stadle nedostatecny, pomér 1:9 uz
byl dostate¢ny u vétSiny lécivych rostlin s vyjimkou medunky lékaiské a pomér 1:10 byl
dostatecny u vSech vybranych léCivych rostlin. Pomér 1:10 byl vybran jako nejvhodnéjsi,
vzhledem k tomu, ze zarucuje dostatek extraktu, cca 40-50 % piivodniho objemu rozpoustédla.

V ramci dalSich testi byla ve vybraném pomeéru testovana nasdkavost materidlu u vSech
sledovanych bylin ptfi dlouhodobé extrakci ve 25% ethanolu, s cilem zjistit jaky objem extraktu
po filtraci je mozné ocekavat. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 34. Ze zjisténych vysledki je patrné,
se méni nasdkavost bylin, ze zacatku je nasakavost nizsi a s vétSim ¢asovym odstupem se zvysuje,
coz je dano diftznimi poméry (hnaci sily, fyzikélné-chemické charakteristiky rozpoustédla...) tj.
postupnym prostupem rozpoustédla do rostlinného materidlu. Déle je patrné, ze po 8 hodinach
se nasdkavost materidlu uz prakticky neméni a dochazi k ustanoveni rovnovahy. Po 12hodinové
extrakci je evidentni, Ze nasdkavost materidlu je u jednotlivych druhii v rozmezi 50-62%, tzn.
pfi objemu 1 1 vstupniho rozpoustédla by bylo mozné ziskat cca 380—500 ml vysledného extraktu.

Tab. 34: Nasakavost bylin v % pri dlouhodobé extrakci

Cas [h] mata meduiika tirezalka Salvéj
0,5 46 +£0,5 56+0,3 40+ 0,5 44 + 0,5
1 47+0,2 56,5+ 04 42 £0.4 45 +0,4
2 54+0,3 60 +£0,2 44 + 0,3 48 £ 0,3
4 60£0,2 60+ 0,2 48 £ 0.4 52+0,3
6 60+0,2 62+0,5 48 £0,3 54+0,2
8 60+0,3 62+0,5 50+0,3 56+0,2
10 60+0,3 62+04 50+0,4 56 +0,3
12 60+0,1 62+04 50+0,3 56+0,2
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V piipadé opakované extrakce — zaliti materialu novym rozpoustédlem, byla vytéznost
testovana pouze v Casovych intervalech 1, 2 a 4 h u vSech vybranych rostlin. Z naméfenych dat
pro hodnoty TEACxgrs.+ (Obr. 46, 47) je patrné, ze pii opakované extrakci rozpoustédlem je
mozné vytézit az o 50 % vice latek s antioxidacnim ucinkem. Pro vétSinu lécivych rostlin by bylo
vhodné provadét opakovanou extrakci rozpoustédlem. AvSak vzhledem k velké spotiebé
rozpous$tédel, tzn. zdrazeni procesu a prodlouzeni doby extrakce se tento postup nejevi jako
vhodny pro praktické vyuziti a nebyl vyuzit ani v ramci této prace, v dalSim kroku byly aplikovany
extrakty ptipravené jednorazovou extrakci.

a) b)
160 400
| B 1. extrakce I 1. extrakce
140 [ 2. extrakce [C_12. extrakce
120 300
2 2
= 100 =
o) o)
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Obr. 46: Namérené hodnoty TEAC agrs.+ (mmol-kg_l) po prvni a druhé extrakci u vzorkli a) maty
a b) meduiky
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Obr. 47: Naméfené hodnoty TEACaprs.s (mmol-kg') po prvni a druhé extrakci u vzorkd
c) trezalky a d) salvéje

Nasledovné bylo nutné vybrat vhodnou dobu extrakce, idedln¢, aby byla co nejkratsi,
ale zaroveinl doslo k ustanoveni rovnovahy. Nejprve byly testy provedeny v laboratornim métitku
poté byl pokus proveden v poloprovozu s tim, Ze byla zkracena doba extrakce pouze na vybranou
dobu. Z vysledkt antioxidacni aktivity a barevnych charakteristik za laboratornich podminek
(Obr. 48) je ziejmé, Ze jiz po Ctyrhodinové extrakci u vétSiny 1é¢ivych rostlin, s vyjimkou ttezalky,
dochazi k ustanoveni rovnovahy. Nejvhodnéjsi doba pro extrakci byla u vSech vybranych 1é¢ivych
rostlin 8 h, kdy dochazelo zcela k ustanoveni rovnovahy. Tato doba dobie koreluje i1 s testy
nasdkavosti popsanymi vyse. V dalsi fazi byl cely test proveden v poloprovoznim méfitku.
Z vysledki analyz (Obr. 48) je patrné, ze byly ziskany (v rdmci chyby méfeni) velmi podobné
koncentrace antioxidanti a barviv. Nepatrn¢ vyssi hodnoty v piipadé poloprovoznich podminek
mohou byt zplisobeny tim, Ze byly rostliny lépe zatizeny pomoci nerezovych kost. Takto
pfipravené extrakty (Obr. 49) byly zfiltrovany pfes tkaninu piimo do 15 1 demizonu, ktery byl
uchovavan v chladicim boxu a nasledn¢ aplikovan pro ptipravu jednodruhovych a dvoudruhovych
sirupd, jak je uvedeno v ¢asti 4.6.4.
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Obr. 48: Porovnani experimentalné zjisténych hodnot radikal-zhaseci aktivity a barevnych
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Obr. 49: Extrakce 1éCivych rostlin a pfipravené extrakty maty, medunky, tfezalky a Salvéje
v poloprovoznich podminkach

5.3.2 Senzoricka analyza vyrobenych sirupu

Jednodruhové napoje ptipravené ze sirupovych koncentrati fedénim vodou byly senzoricky
testovany za ucelem vybéru vhodného poméru extraktu a sirupového zékladu u kazdého druhu
1é¢ivych rostlin, poté byly sirupy i ndpoje detailné senzoricky charakterizovany a vybrany
senzoricky nejpiijatelnéjsi, které by bylo mozné zavést na trh.

Z jednodruhovych sirupti byl dle senzorické analyzy vybran jeden (nejvice ptijatelny), ktery byl
zdkladem dvoudruhovych sirupi. Nasledné¢ byly kombinaci jednodruhovych sirupti (byly
testovany opét tfi rizné pomeéry) piipraveny dvoudruhové sirupy a napoje (fedénim vodou)
a senzoricky testovany za ucelem vybéru vhodné receptury a ptichuté pro vyrobu dvoudruhového
sirupu. V posledni fazi experimentu byly pfedlozeny hodnotiteliim pouze vybrané receptury
dvoudruhovych napoji s/bez ptidavku aréoniového koncentratu a na zakladé parové porovnavaci
zkousky bylo hodnoceno, zda je vhodnéjsi sirupy dobarvovat.

Detailni usporadani senzorickych experimentt je uvedeno v kapitole 4.7. Senzorické hodnoceni
probéhlo v ramci ¢ty experimentl, kdy kazdy experiment navazoval na vysledky ptfedchoziho.
Pro kazdy z experimentii byly vyhrazeny dva dny, z divodu velkého mnozstvi hodnotitell.
Hodnotitelim bylo pfedkladdno maximalné 12 vzorkti denné, aby nedochazelo k tinavé a pietiZeni
smyslt.
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5.3.3 Senzoricka analyza jednodruhovych sirupi a napoju

SloZeni senzorické komise

Senzorického testovani se celkem zucastnilo 40 hodnotiteldi, pfi¢emz 50 % z nich tvofili
studenti doktorského a druhou polovinu studenti magisterského studia Fakulty chemické VUT
v Brné. Z celkového poctu se hodnoceni ztc¢astnilo 27 zen a 13 muzi, vétSina nekurakt (Obr. 50).
Z Gvodni ankety, kterd byla soucésti dotazniku, také vyplyva, ze vétSina z nich (33 ze 40)
konzumuje bylinné nealkoholické népoje, nejCastéji ¢aj, nealkoholické bylinné vody a limonady,
pouze 11 z dotazovanych uvedlo, Ze konzumuji bylinné sirupy. VétSina hodnotitelti také uvedla, ze
maji radi bylinné nealkoholické napoje (23 ze 40 dotazovanych).

B muzi nekufaci
B muZi kuraci
H zeny kuracky

B Zeny nekuracky

Obr. 50: Slozeni komise hodnotitela

Vybér vhodné receptury jednodruhového sirupu pomoci poradového testu

Cilem potadového testu bylo vybrat nejvhodnéjsi pomér bylinného extraktu k sirupovému
zékladu pro kazdou z ptichuti (mata, meduiika, tfezalka a Salvéj). Poradi vzorkti bylo hodnoceno
optimalni koncentraci. Poméry 1-3 jsou v potfadi od nejkoncentrovanéjsiho po nejméné
koncentrované. Na zakladé Friedmanova testu pro kazdou piichut’ bylo vyhodnoceno, ze mezi
recepturami nejsou statisticky vyznamné rozdily. Z Obr. 51 je vSak ziejmé, ze v pfipadé¢ maty
a Salvéje je optimalni (tj. nejchutngjsi) stfedni, u tfezalky nejkoncentrovangj$i a u medunky
nejméné koncentrovana varianta. Vybrané receptury byly dale senzoricky testovany.

Nepovinnou soucasti hodnoceni byl pokus o identifikaci ptichuté napoje. Popisna zkouska méla
za cil odhalit mozné nedostatky vyrobku a ptipadné posoudit zkuSenosti a odbornou znalost
hodnotitelské komise. Na zakladé velmi riznorodych odpovédi (data nejsou prezentovana), jsme
usoudili, Ze charakter analyzy lze oznacit za spotiebitelské hodnoceni. Nicmén¢ vzhledem k tomu,
ze produkty jsou zamysSleny pro uvedeni na bézny trh, je dilezité, zda je dana piichut’ natolik
charakteristicka a vyraznd, ze ji bude vnimat i bézny spotiebitel. Pomoci popisné zkousky byla
odhalena senzorickd vada v ptipadé meduiikového sirupu. Hodnotitelé uvedli, Ze tento napoj mél
senovou, sviravou, hnilobnou chut. Tyto nedostatky mohou byt zpiisobeny tepelnym osSetfenim
(susenti pfi teploté 30 °C).
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Obr. 51: Vybér vhodné receptury a) matového, b) medunkového, c) trezalkového a d) Salvéjového
napoje pripraveného ze sirupu 10nasobnym fedénim

Vybér vhodné prichuti jednodruhového sirupu pomoci poradového testu

Vybrané receptury z prvniho bloku senzorické analyzy byly v dal§im kole ptedlozeny
hodnotitelim za tucelem vybéru nejchutnéjsi/nejpiijatelnéjsi prichuti. Potadi vzorkd bylo
vzorku. Vysledky pofadového testu jsou prezentovany na Obr. 52. Z vysledk je patrné, Ze matovy
napoj byl oznacen jako nejchutnéjsi (P < 0,05) naopak tiezalkovy jako nejméné chutny.
Na zakladé poradového testu 1ze oznacit za nejchutnéjsi prichut’ matovou.
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Obr. 52: Vybér nejchutnéjsi prichuté sirupu poradovym testem

Hodnoceni jednodruhovych napojii a sirupit pomoci stupnic hedonického typu

Pro lepsi charakterizaci senzorické kvality byly u vySe zminénych vzorki jednodruhovych
napoji/sirupti nasledné hodnoceny vybrané senzorické vlastnosti (vzhled a barva, ving, chut
a celkova piijatelnost, v ptipadé sirupt také textura) pomoci sedmibodové kategorové ordindlni
stupnice hédonického typu (1 nepfijatelna = 7 vynikajici).

Z vysledkli hodnoceni sirupti (Obr. 53) je zfejmé, ze s ohledem na texturu se vzorky nelisi.
Textura sirupii by méla byt, na rozdil od néapoji, spiSe viskdzni, medovitd a homogenni
(bez krystalli, usazenin aj.), coz je ovlivnéno predevSim pouzitym sirupovym zakladem. Textura
vSech vzorkil byla hodnocena jako vyborna, 1ze vidét, Ze sirupové zaklady byly po technologické
strance spravné a stejné vyrobeny. Ostatni senzorické vlastnosti sirupii vSak ovliviiuje pfidany
extrakt. V ptipad¢ vzhledu a barvy byl jako nejhorsi (P < 0,05) oznafen meduiikovy sirup,
pravdépodobné kviili svétlejsi barve, ostatni vzorky byly z hlediska barvy vyborné. I v ostatnich
parametrech (vling, chut’ a v celkové piijatelnosti) byl medunkovy sirup statisticky vyznamné horsi
ve srovnani s ostatnimi sirupy. To je pravdépodobné zplisobeno svétlejsi barvou a piitomnosti
zminénéného off-flavouru, detekovaného popisnou zkouskou. Z hlediska chuté a celkové
ptijatelnosti byl nejlépe hodnocen Salvéjovy sirup (jako vyborny) a totozné matovy sirup; tyto by
mohly byt pouzity jako zéklad pro dvoudruhové sirupy.

Pti hodnoceni napoji (Obr. 54), hodnotitelé, stejn¢ jako v piipadé sirupti, preferovali tmavsi
barvu. Matovy, Salvéjovy a tfezalkovy napoj byly z hlediska vzhledu/barvy hodnoceny nejlépe
(P < 0,05). Matovy néapoj byl statisticky Iépe hodnocen i v dalSich vlastnostech (viiné€, chut
a celkova pfijatelnost). Vysledky této zkouSky jsou tedy v souladu s ptredchozi zkouSkou
poradovou, kdy byl jako nejlepSi/nejpfijatelnéjsi oznacen matovy sirup a z néj pfipraveny napoj.
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Obr. 53: Hodnoceni jednodruhovych sirupii pomoci kategorové ordinalni stupnice
hédonického typu (1 nepfijatelnd = 7 vynikajici); vysledky jsou prezentovany jako median
(pocet hodnotitelii n = 40)
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Obr. 54: Hodnoceni jednodruhovych népoji ptipravenych 10nasobnym fedénim jednodruhovych
sirupt pomoci kategorové ordindlni stupnice hedonického typu (1 nepfijatelnd = 7 vynikajici);
vysledky jsou prezentovany jako median (pocet hodnotitelti n = 40)
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Profilovy test chuti a vitné jednodruhovych sirupu a napojii

Pro podrobnéjsi popis chut¢ a viné sirupt respektive z nich piipravenych napoji byla
hodnocena intenzita vybranych deskriptorti pomoci profilového testu. Pozadovana optimalni chut’
zamySleného konec¢ného produktu je piijemné sladkokyseld, s bylinnou pfichuti v pfiméfené
intenzité, viiné prijemna zietelné po bylinné ptisadé. Z tohoto diivodu bylo vybrano 5 deskriptort
chuté u sirupt (sladka, kyseld, bylinna, lihova a jina) respektive 5 deskriptorti chuté u napoji
(sladkd, kyseld, bylinna, trpkd a jind) a 3 deskriptory ving€ u sirupt (bylinna, lihova a jina).
Pro ucely profilové zkousky byla vytvotfena intenzitni stupnice (1 neznatelnd = 7 velmi silna).

U nékterych bylin byla detekovana mirné natrpkld chut’, proto byl do hodnoceni zahrnut
samotny deskriptor trpké chuti, kromé toho méli hodnotitelé moznost uvést v kategorii jina
jakoukoli dalsi chut’, kterd jim piipadala vyrazna. Protoze jednotlivé byliny byly pouzivany
ve form¢ ethanolovych extraktd, do hodnoceni byly zatazeny i deskriptory lihova chut/viing.
Vsechny tyto deskriptory byly samoziejmé u vzorkli povazovany za nezadouci.

K celkovému profilu chuté sirupt (Obr. 55) podle ofekavani nejvice prispiva sladka, kysela
a bylinna chut’, intenzita lihové a ptipadné jiné pfichuté byla vétSinou hodnocena jako velmi slaba
az neznatelnd. Vyznamn€ vyraznéjs§i bylinnd chut byla identifikovdna u matového
a Salvéjového sirupu. Z hlediska sladké a kyselé chuti mezi vzorky nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily, coz je pochopitelné vzhledem k tomu, Ze vSechny vychazely ze stejného
sirupového zékladu; i kdyz z grafu je patrné, Ze vzorky matového a Salvéjového sirupu byly
hodnoceny jako mirné sladsi. Z vysledka senzorického profilu viin€ sirup (Obr. 56) je ziejmé,
ze vuné sirupt je ovlivnéna hlavné bylinnou slozkou, lihova a ptipadné jind viné byly vnimany
v zanedbatelné intenzit¢, ethanol tedy nema vyrazny vliv na chut’ ani vini sirupu. Pfi porovnani
jednotlivych vzorkli se matovy sirup statisticky vyznamné odliSuje od ostatnich svou vyraznou
bylinnou vini (P < 0,05).
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Obr. 55: Profilovy test znazoriujici zastoupeni vybranych deskriptorti chuti pro jednodruhové
sirupy z maty, medunky, tfezalky a Salvéje; vysledky jsou prezentovany jako median
(pocet hodnotitelti n = 40)
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Obr. 56: Profilovy test znazornujici zastoupeni vybranych deskriptorii viini pro jednodruhové
sirupy z maty, medunky, tfezalky a Salvéje, vysledky jsou prezentovany jako medidn
(pocet hodnotiteli n = 40)

Profilova analyza chuti byla provedena i u napoji. Z grafu na Obr. 57 vyplyva, ze k celkové
chuti ndpoji nejvice piispiva chut sladka, bylinna a kyseld. U matového ndpoje byla detekovana
vyznamné (P < 0,05) vyrazngjsi bylinna chut, medunikovy byl naopak nejkyselejsi. Z vysledku je
také patrné, ze trezalkovy a meduiikovy ndpoj byly Castéji povazovany za trpké, v ramci jinych
identifikovanych ptichuti byla u téchto napoji detekovana hoika, svirava chut nebo chut’ po sené¢.
Jejich intenzita byla popisovana jako velmi slaba az neznatelnd, tyto defekty nejsou statisticky
vyznamneé (P > 0,05).
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Obr. 57: Profilovy test zndzoriujici zastoupeni vybranych deskriptorti chuti pro jednodruhové
napoje z maty, medunky, tfezalky a Salvéje; vysledky jsou prezentovany jako median
(pocet hodnotiteli n = 40)
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Z uvedenych vysledkti hodnoceni jednodruhovych sirupti 1 napoji je evidentni,
ze za senzoricky nejlepsi/nejpiijatelnéjsi 1ze jednoznacné oznacit sirup matovy, ktery by mohl byt
primyslové vyrabén. Vzhledem ktomu, Ze v dalSim kroku jsme se snazili také o vyrobu
dvoudruhového sirupu, shledali jsme, Ze 1 Salvéjovy sirup byl hodnocen velmi dobie a byl by
vhodny jako zéklad do dvoudruhového sirupu vzhledem k tomu, Ze oproti matovému sirupu nema
pfili§ vyraznou chut’ a mohl by tak podpofit ostatni chuté. Na zakladé kone¢né senzorické analyzy
skupinou experta byl Salvéjovy sirup vybran jako hlavni slozka dvoudruhovych sirupti.

Srovndani jednodruhovych sirupu

K vizualizaci rozdild mezi jednotlivymi druhy sirupl a za Gcelem zjisténi, které deskriptory
se nejvice podileji na odlisSeni podle druhu byla vyuzita analyza hlavnich komponent. Vysledky
PCA analyzy za pouziti 13 senzorickych vlastnosti/deskriptori pro konstrukci komponent jsou
znazornény na Obr. 58. Je zjevné, Ze sirupy jsou diferencovany do 4 skupin dle druhu. Z analyzy
vyplyva, Ze prvni komponenta uspokojivé vysvétluje 54 % celkové variability systému, pficemz
prvni 3 komponenty kumulativné pfedstavuji 100 % celkové variability systému. Pro konstrukei
hlavni komponent¢ lihova viing a sladké chut’ a tieti hlavni komponent¢€ jina viin€. Z grafu faktora
(Obr. 59) je evidentni, ze celkovd chut a jeji varianty bylinnd a lihovéa, a jind viné jsou
trezalkovy sirup byl kyselejsi, meduiikovy mél defekty v chuti a viini (off-flavour), Salvéjovy mél
lihovéjsi chut’, ale byl vzhledoveé a celkové piijatelnéjsi a matovy byl nejvice bylinny. Dale lze
vidét Ze na celkové pftijatelnosti sirupil se nejvice podili viing, chut, vzhled a ptekvapivé i lihova
chut’.
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Obr. 58: Diferenciace sirupti podle druhu metodou PCA za pouziti 13 senzorickych deskriptori
pro konstrukci komponent
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Obr. 59: Graf faktorti — Analyza hlavnich komponent pro jednodruhové sirupy zkonstruovany
za pouziti 13 senzorickych deskriptort

Srovndani jednodruhovych ndpojii

Vysledky PCA analyzy napojii za pouziti 9 senzorickych vlastnosti/deskriptorti pro konstrukci
komponent jsou zndzornény na Obr. 60, komponentni véhy jednotlivych vlastnosti ukazuje
Obr. 61.
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Obr. 60: Diferenciace napoji podle druhu metodou PCA za pouZiti 9 senzorickych deskriptorii
pro konstrukci komponent
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Obr. 61: Graf faktorG — Analyza hlavnich komponent pro jednodruhové napoje zkonstruovany
za pouziti 9 senzorickych deskriptorii

Z vysledki je patrné, Ze napoje jsou zietelné diferencovany opét do Ctyt skupin dle druhu.
Z PCA analyzy vyplyva, Ze prvni komponenta uspokojivé vysvétluje 70 % celkové variability
systému, pfi¢emz prvni 3 komponenty kumulativné ptedstavuji 100 % celkové variability systému.
celkova piijatelnost a chut, v druhé hlavni komponent€ vzhled a ve tfeti hlavni komponenté ving.
Z grafu faktorti je evidentni, Ze kyseld, sladkd a trpkd chut a celkova pfijatelnost jsou
nejvice trpky, medunkovy nejvice kysely, Salvéjovy sladky s piijemnou chuti a matovy vice
bylinny a celkové nejpfijatelnéjsi. Na celkové piijatelnosti ndpoji se nejvice podili ving, chut
a bylinna ptichut’.

5.3.4 Senzoricka analyza dvoudruhovych sirupi a napoji

Na zaklad¢ predeslych senzorickych zkouSek a hodnoceni expertt byl jako nejvhodné;jsi zaklad
pro dvoudruhové sirupy vybran Salvéjovy sirup. V ramci dalSiho testovani byla vybirana
nejvhodnéjsi receptura (pomér Salvéjového sirupu k dalSimu minoritnimu sirupu, ménil se jen
pomér Salvéjového sirupu) a senzoricky nejvhodnéjsi ptichut. V posledni fazi bylo testovano zda
by bylo vhodné vybrané dvoudruhové sirupy dobarvovat.

Vybér vhodné receptury dvoudruhového sirupu pomoci poiradového testu

Cilem poradového testu bylo vybrat nejvhodnéjsi pomér salvéjového sirupu k dal$im variantdm
(méatovy, meduikovy, tiezalkovy). Pofadi vzorkl bylo hodnoceno od nejlepsi po nejhorsi (1 = 3),

Tv w7

1-3 jsou v potadi od nejméné po nejvice prevladajici slozku Salvéjovou. Na zdkladé Friedmanova
testu pro kazdou kombinaci bylo vyhodnoceno, Ze mezi recepturami nejsou statisticky vyznamné
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rozdily (P > 0,05). Z Obr. 62 je vSak ziejmé, ze v piipadé¢ kombinace Salvéj-mata je
nejvhodnéjsi/nejchutnéjsi pomér s méné prevladajici Salvéjovou piichuti, u kombinace Salv¢j-
medunika a Salvéj-tfezalka naopak pomér s pievahou Salvéjové prichuti. Vzhledem k tomu,
ze matovy a Salvéjovy sirup byly v predchozich testech oznaceny jako nejchutnéjsi, byly tyto
vysledky v souladu s nasim oc¢ekdvanim.
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Obr. 62: Vybér vhodné receptury a) Salvéjovo-matového b) Salvéjovo-meduiikového,
¢) salv&jovo-tiezalkového napoje ptipraveného ze sirupu 10nasobnym fedénim

Vybér vhodné prichuti dvoudruhového sirupu pomoci poradového testu

Vybrané receptury jednotlivych ptichuti byly v dalsim kole pfedlozeny hodnotitellim za ucelem
vybéru nejlepsi prichuti z hlediska chutnosti/celkové pftijatelnosti. Potadi vzorkd bylo hodnoceno
Vysledky potadového testu jsou prezentovany na Obr. 63. Z vysledkil je patrné, ze Salvéjovo-
matovy napoj byl nejchutné;jsi, naopak Salv&jovo-tiezalkovy byl u hodnotitelli nejméné preferovan.
Statisticka analyza potvrdila, Ze mezi vzorky Salvéjovo-matového v porovnani s Salvéjovo-
medunkovym a Salvéjovo-tiezalkovym napojem byl shleddn statisticky vyznamny rozdil.
Na zékladé potfadového testu lze oznacit za nejchutnéjsi prichut’ Salvéjovo-matovou. Zaroven bylo
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zjisténo, ze pokud je medunkovy sirup v mensi koncentraci v kombinaci s jinym sirupem, jeho off-
flavour uz neni detekovany a lze vyrobit senzoricky pfijatelny zajimavy produkt.
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Obr. 63: Vybér vhodné ptichuté dvoudruhového sirupu pofadovym testem

Pdrova porovnavdci zkouska dvoudruhovych sirupii bez a s pridavkem
aroniového koncentrdatu

V posledni fazi bylo testovano, zda by hodnotitelé vice ocenovali napoj obarveny vhodnym
barvivem. Za timto ucelem byly sirupové =zaklady dobarvovany koncentraitem z aronie
(koncentrace v sirupu 0,5 %). Zajimala nas preference z hlediska barvy, ale také chuti, protoze
barva miize vyznamnym zptisobem ovliviiovat i vnimani chuti. Z vysledkl parové porovnavaci
zkousky (Tab. 35) je zfejmé, ze hodnotitelé preferuji nedobarvovanou variantu jak z hlediska
barvy, tak i chut. Norma CSN EN ISO 5495 uvadi minimélni potiebny podet preferenénich hlast
26 pro 40 hodnotiteld, aby vysledek byl statisticky vyznamny. V pfipadé barvy u kombinace
Salvéj-mata a Salvéj-meduiika byl tedy zaznamenén rozdil, v ptipadé€ chuti u kombinace Salvéj-
mata a Salvéj-tiezalka, kdy preferencné byla vhodnéjsi nedobarvena varianta.

Tab. 35: Parové porovnavani barvy a chuti dvoudruhovych napoju bez a s pridavkem aroniového
koncentratu

barva* chut’*
kombinace bez koncentratu | s koncentratem | bez koncentratu | s koncentratem
Salvéj-mata 32 8 29 11
Salvéj-medurnika 30 10 22 18
Salvej-tfezalka 22 18 26 14

*hodnoty v tabulce uvadi pocet kladnych odpovédi pro jednotlivé varianty napoja

Vsechny pouzité senzorické testy prokazaly, ze z jednodruhovych sirupti byl nejlépe hodnocen

matovy sirup, z dvoudruhovych sirupti Salvéjovo-matovy. Dle zavérecného dotazniku by
si n¢ktery z testovanych sirupt (napoji z nich pfipravenych) koupilo 39 z 40 dotazovanych.
Konkrétné se jednalo o sirup matovy, Salvéjovo-matovy nebo Salvéjovo-meduiikovy, cena kterou
byli ochotni zaplatit se pohybovala od 30 do 100 K¢ za 500 ml sirupu.
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6 ZAVERY

Piedlozena prace je studii zamétenou na komplexni charakterizaci extraktl z 1é€ivych rostlin
pomoci spektroskopickych a chromatografickych technik s dirazem na vliv rozpoustédla,
poskliznové Upravy vzorku, lokality a roku produkce na vybrané parametry a naslednou aplikaci
vybranych extraktti z 1é¢ivych rostlin do sirupli. Tematicky je prace rozdélena do dvou ¢asti. Prvni
Cast prace je zamétfena na charakterizaci extrakt z 1éCivych rostlin a druhd cast na aplikaci
vybranych extraktl z 1é¢ivych rostlin do sirupa.

V prvni ¢asti prace byly pomoci kombinace metod EPR, UV-VIS spektroskopie, HPLC a ICP-
OES charakterizovany extrakty z 10 vybranych druhii 1é¢ivych rostlin, které byly sbirany ze dvou
raznych lokalit (Centrum lé¢ivych rostlin Masarykovy univerzity v Brn€, Zahradnické fakulty
Mendelovy univerzity v Brng) v pribéhu dvou let (2015, 2016) a poskliziiové upravovany dvéma
zpusoby (mrazeni, suSeni). Celkové bylo sledovano 39 parametri (32 parametric bylo
charakteristickych pro vzorky lé¢ivych rostlin) konkrétné obsah fenolickych sloucenin (TPC, TFC,
12 konkrétnich fenolickych sloucenin), barevnych charakteristik (L*, a*, b*, C*, h°, BI),
antioxidac¢nich vlastnosti (TEACagrs.+, %RS) a obsah 10 mineralnich latek (Al, Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P, Zn). LéCivé rostliny byly extrahovany dynamickou extrakei tfemi rtiznymi
rozpoustédly (deionizovand voda, 50% ethanol a DMSO).

Z provedené komplexni charakterizace 1é¢ivych rostlin vyplyvaji ndsledujici zavéry:

» Sledované parametry léc¢ivych rostlin jsou riznou mirou ovliviiovany pouZzitym extrakénim
systémem, poskliziiovou Upravou vzorkl, rokem produkce, pivodem vzorkl (lokalitou)
1 druhovou skladbou.

» Druh extrakéniho C¢inidla vyrazné ovliviluje sloZeni extrakti, vcetné¢ koncentrace
fenolickych latek, flavonoidd, barviv, latek s antioxidacnim ucinkem tak i zastoupeni
jednotlivych mineralnich latek.

» Za nejvhodnéjsi extrakéni systém pro zmrazené vzorky z hlediska vytéznosti fenolickych
latek, flavonoidd a antioxidantd 1ze oznacit DMSO.

» Nejvhodnéjsi extrakéni systém pro suSené vzorky z hlediska vytéznosti fenolickych latek,
flavonoidi a antioxidantil 1ze oznacit 50% ethanol.

» Z potravinaiského hlediska pro extrakci fenolickych sloucenin a antioxidanti je vhodné&;jsi
pouziti 50% ethanolu, vzhledem k drazdivosti a hygroskopi¢nosti DMSO.

» Vhodngjsi upravou lécivych rostlin v ptipad¢ protickych systémi (voda, 50% ethanol) je
suseni, naopak u aprotického rozpoustédla DMSO zmrazovani, kterd poskytuje vyssi
obsahy fenolickych sloucenin, flavonoidl, barviv, latek s antioxida¢nim uU¢inkem
a mineralnich latek.

> Uprava susenim byla vybrana u 50% ethanolu jako vhodn&jsi pro aplikaci do potravin
vzhledem k vysSimu obsahu fenolickych sloucenin a vzhledem ke vhodnosti
pfi dlouhodobéjsim skladovani.

» Co se tykda zhodnoceni nejlepSich vzorkti z hlediska obsahu fenolickych slouéenin
a antioxidac¢nich vlastnosti neni mozné vysledky generalizovat, protoze kazdy vzorek je
ve vSeobecnosti biologicky systém a ma riznou odezvu na podminky oxida¢niho stresu.
Vyznamnym parametrem je redoxni potencial slozek, jejich vzajemné koncentracni
poméry a mozné synergické ¢i antagonické plisobeni. Z hlediska obsahu fenolickych
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slougenin, flavonoiddl a radikal-zhaseci aktivity stanovené pomoci ABTS™ se vybornym
zdrojem téchto slouCenin zdaji byt 1&Civé rostliny zceledi Lamiaceae
(mata peprnd, meduiika 1ékatrska, Salvéj muskatova, Salve) 1ékarska, yzop Iékarsky)
a z Celedi Hypericeae (tfezalka teckovana).

> Byla potvrzena schopnost extraktll zhaSet kation radikal ABTS™, schopnost extrakti
terminovat hydroxylové radikély nebyla jednoznac¢né potvrzena vzhledem k ovlivnéni
meéfeni pravdépodobné vyznamnym zdrojem prooxidantli v extraktech (pfechodné kovy,
kyselina askorbova, karotenoidy aj.).

» 1 kdyz vysledky jednotlivych spektroskopickych a chromatografickych analyz odhalily
znacnou variabilitu a nejednoznac¢né rozdily, multivariacni statistické metody umoznily
uspésnou diferenciaci a klasifikaci vzorki 1€¢ivych rostlin podle poskliziiové upravy, roku
produkce a v men$i mife i u lokalit, kde bylo nejvice podobnosti, vzhledem k tomu,
ze lokality byly vzdaleny 50 km, klimatické podminky byly velmi podobné. Dale umoznily
diferenciaci a klasifikaci extraktd podle pouzitého extrakéniho ¢inidla naznacujici,
ze rozpoustédla se odliSuji svym charakterem, polaritou.

Na zakladé vysledkit komplexni charakterizace 1éCivych rostlin l1ze konstatovat, ze kombinaci
UV-VIS, EPR spektroskopie, HPLC a ICP-OES s vyuzitim metod multivariacni statistické
analyzy je mozné efektivné vyuzit pro rozliSeni vzorkl 1€civych rostlin podle zvolenych kritérii
(poskliziiové upravy, geografického piivodu, roku produkce i pouzitého extrakéniho systému).

Druhou ¢asti prace byla aplikace vybranych extraktd 1éCivych rostlin do sirupii. Na zakladé
analyz a také dostupnosti 1éCivych rostlin od dodavatele (Calendula a.s.) byly vybrany pro aplikaci
do sirupli nasledujici 1éCivé rostliny: mata perna, medunka Iékatska, tfezalka teckovana a Salvej
Iékatska a 25% ethanol misto 50% ethanolu (vzhledem k limitaci ethanolu v suroving,
k minimalizaci manipulace se surovinou). Vyrobené jednodruhové a dvoudruhové sirupy
s ptidavkem ethanolového extraktu a napoje z nich pfipravené fedénim byly testovany metodami
senzorické analyzy.

Spole¢né zavéry této Casti prace jsou shrnuty v nasledujicim prehledu:

» Byl optimalizovan proces extrakce — pomér 1éCivé rostliny:rozpoustédla 1:10, doba
extrakce 8 h, pfi niZ nasdkavost bylin byla 50-62 %.

» Byla optimalizovana receptura jednodruhovych sirupti — u méaty a Salvéje byla vybrana
sttedni koncentrace, u tfezalky nejkoncentrovanéjs$i a u meduilky nejméné
koncentrovana varianta.

» Matovy sirup byl vyhodnocen jako nejchutnéjsi a nejptijatelnéjsi jednodruhovy sirup.

Salv&jovy sirup byl vybran jako zéklad pro dvoudruhové sirupy.

A\

» Byla optimalizovana receptura dvoudruhovych sirupti — v piipadé kombinace Salvéj-
mata je nejchutnéj$i pomér s méné prevladajici Salvéjovou prichuti, u kombinace Salvéj-
meduiika a Salvéj-tfezalka naopak pomér s ptevahou Salvéjové prichuti.

> Salv&jovo-matovy sirup byl vyhodnocen jako senzoricky nejpiijatelngjsi dvoudruhovy
sirup.

» Bylo zjisténo, ze dvoudruhové sirupy neni nutno dobarvovat.
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Na

zéklad¢ senzorické analyzy bylo prokazano, ze z jednodruhovych sirupti byl nejlépe

hodnocen matovy sirup, z dvoudruhovych sirupti Salvéjovo-matovy, tyto sirupy by po dalsim
testovani bylo mozné uvést do vyroby a obohatit tak trh s potravinami.
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Mobile Phase

Mass Spectrometry

Matrix Solid Phase Dispersion

Monounsaturated Fatty acids

Nuclear Magnetic Resonance

Oxygen radical absorbance capacity
Fenyl-tert-butylnitron

Paper Chromatography

Principal Component Analysis

Principal Component Factoring

Photodiode Array Detector

Pulse Electric Field Assisted Extraction
Pressurized Fluid Extraction

a-(4-pyridyl N-oxide)-N-tert-butylnitron
3-karbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-N-oxyl
Polyunsaturated fatty acids

Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography



RS

RSD
SAFA
SAE

SFE

SM

SO

SPE
SPME

SS

SWE
TAA
TAC
TBA
TBARS
TEAC
TEMPO
TEMPOL
TFC

TLC

TPC
TPTZ
TROLOX
UAE
UPLC
UV-VIS
UV-VIS-NIR
VMAE
XRF

Radicals scavenged

Relative Standard Deviation

Saturated Fatty Acids

Sekvence Alkaline Extraction

Supercritical Fluid Extraction

Silybum marianum

Salvia officinalis

Solid Phase Extraction

Solid Phase Microextraction

Salvia sclarea

Subcritical Water Extraction

Total Antioxidant Activity

Total Anthokyanin Content

Thiobarbituric acid

Thiobarbituric acid reactive substances

Trolox equivalent antioxidant capacity
2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl
Total Flavonoid Content

Thin Layer Chromatography

Total Phenolic Content
2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
Ultrasound-assisted extraction

Ultra Performance Liquid Chromatography
UltraViolet-Visible Spectroscopy
UltraViolet-Visible Near-Infrared Spectroscopy
Vacuum Microwave-Assisted Extraction
X-Ray Fluorescence
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Nameétené barevné charakteristiky vodnych extraktli ze zmrazenych a suSenych
1é¢ivych rostlin pochézejicich z Centra 1éCivych rostlin Masarykovy univerzity
v Brné produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Nameétené barevné charakteristiky vodnych extraktli ze zmrazenych a suSenych
1é¢ivych rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné
produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Nameétené barevné charakteristiky ethanolovych extrakti ze zmraZenych a suSenych
1é¢ivych rostlin pochézejicich z Centra 1éCivych rostlin Masarykovy univerzity
v Brné produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Nameétené barevné charakteristiky ethanolovych extrakti ze zmraZenych a suSenych
1é¢ivych rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné
produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Naméifené barevné charakteristiky DMSO extrakti ze zmrazenych a suSenych
1é¢ivych rostlin pochézejicich z Centra 1éCivych rostlin Masarykovy univerzity
v Brné produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Naméifené barevné charakteristiky DMSO extrakti ze zmrazenych a suSenych
1é¢ivych rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné
produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Dil¢i Vysledky TEACABT5.+

Primémé hodnoty “OH radikalové aktivity vyjadiené jako RS v % u vodnych,
ethanolovych a dimethylsulfoxidovych extraktl ze zmraZenych a suSenych 1é€ivych
rostlin pochézejicich z Centra 1é¢ivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné
a Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné produkovanych béhem dvou let
(2015, 2016)

Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidi (TFC),
radikal zhaSeci-aktivity (TEACaprs.+), OH radikalové aktivity (RS%)
a stanovenych kovli u DMSO extraktli ze zmrazenych 1é¢ivych rostlin

Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidi (TFC),
radikal zhaSeci-aktivity (TEACaprs.+), OH radikalové aktivity (RS%)
a stanovenych kovli u DMSO extraktli ze suSenych 1é€ivych rostlin

Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidi (TFC),
radikal  zhaSeci-aktivity (TEACaprs.+), OH radikalové aktivity (RS%)
a stanovenych kovli u vodnych extraktli ze zmrazenych lé¢ivych rostlin

Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidi (TFC),
radikal zhaSeci-aktivity (TEACaprs.+), OH radikalové aktivity (RS%)
a stanovenych kovli u vodnych extraktti ze suSenych 1é€ivych rostlin



Piiloha 19

Piiloha 20

Pfiloha 21

Piiloha 22

Piiloha 23

Piiloha 24

Piiloha 25

Piiloha 26

Piiloha 27
Pfiloha 28

Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoida (TFC),
radikal  zhaSeci-aktivity (TEACaprs.+), OH radikalové aktivity (RS%)
a stanovenych kovili u ethanolovych extrakti ze zmrazenych lé¢ivych rostlin
Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoida (TFC),
radikal  zhaSeci-aktivity (TEACaprs.+), OH radikalové aktivity (RS%)
a stanovenych kovili u ethanolovych extraktti ze suSenych 1é¢ivych rostlin

Pramémé hodnoty obsahu konkrétnich fenolickych sloucenin v mg-kg' u viech
extraktil ze zmrazenych a susenych 1é¢ivych rostlin pochéazejicich z Centra 1é¢ivych
rostlin Masarykovy univerzity v Brné¢ (MU) a Zahradnické fakulty Mendelovy
univerzity v Brné (ZU) produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)

Pramémé hodnoty obsahu konkrétnich fenolickych sloucenin v mg-kg' u vsech
extraktli ze zmrazenych a suSenych 1é¢ivych rostlin pochazejicich z Centra 1é€ivych
rostlin Masarykovy univerzity v Brn¢ (MU) a Zahradnické fakulty Mendelovy
univerzity v Brné (ZU) produkovanych béhem dvou let (2015, 2016) pokracovani
Primérné hodnoty obsahu Ca, Na, K, Mg a P v mg-kg_1 u vSech extrakti
ze zmrazenych a suSenych léCivych rostlin pochazejicich z Centra 1é€ivych rostlin
Masarykovy univerzity v Brn¢ produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)
Primémé hodnoty obsahu Cu, Fe, Mn, Zn a Al v mgkg"' u viech extrakt
ze zmrazenych a suSenych IéCivych rostlin pochazejicich z Centra 1é¢ivych rostlin
Masarykovy univerzity v Brn¢ produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)
Primérmé hodnoty obsahu Ca, Na, K, Mg a P v mg-kg_1 u vSech extrakti
ze zmrazenych a suSenych léCivych rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty
Mendelovy univerzity v Brné¢ produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)
Primémé hodnoty obsahu Cu, Fe, Mn, Zn a Al v mgkg"' u viech extrakt
ze zmrazenych a suSenych léCivych rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty
Mendelovy univerzity v Brné¢ produkovanych béhem dvou let (2015, 2016)
Publikac¢ni ¢innost autorky

Zivotopis autorky
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10 PRILOHY

Piiloha 1: Dotaznik pro prvni blok senzorické analyzy

DOTAZNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU
bylinnych nealkoholickych napoji
¢ast prvni

Vazeni hodnotitelé,
zhodnotte, prosim, piedlozené vzorky bylinnych napoji.
Dé¢kujeme vam za spolupréci a piejeme dobrou chut’.

Hodnotitel: Datum: Cas:
Kourite?

1. Znate/konzumujete bylinné nealkoholické napoje ? ano/ne
Jaké? Lo

2. Pokud ano, vase stanovisko pfed ochutnavanim?
a) bylinné nadpoje mam velmi rad/a
b) bylinné ndpoje nemam piili§ rad/a
¢) bylinné ndpoje nemam vitbec rad/a

3. Poradovy test
Serad’te vzorky od nejchutnéjSiho k nejméné pfijatelnému. Zkuste poznat bylinnou pfichut’
predlozenych napojt.

Rada A
Poradi Cislo Kod vzorku Poznamka
1. nejlepsi
2.
3. nejhorsi

Identifikace ptichuté
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Priiloha 2: Dotaznik pro druhy blok senzorické analyzy

DOTAZNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU
bylinnych nealkoholickych napoji
¢ast druha

Vazeni hodnotitelé,
zhodnotte, prosim, piedlozené vzorky bylinnych napoji.
Dékujeme vam za spolupraci a ptejeme dobrou chut’.

Hodnotitel: Datum: Cas:
1. Poradovy test (bylinné napoje)

Serad’te vzorky bylinnych napoji podle chutnosti/celkové pfijatelnosti od nejchutnéjsiho
po nejmén¢ chutny.

Poradi Cislo Kéd vzorku | Poznamka
1. nejlepsi
2.
3.
4. nejhorsi
2. Hodnoceni podle stupnice (bylinné napoje)

Zhodnot'te predlozené vzorky bylinnych népoji v nésledujicich znacich (vzhled a barva, ving,
chut’, celkova pfijatelnost). Své hodnoceni zapiste do piilozené tabulky.

Kéd vzorku | Vzhled a barva | Vuné | Chut’ (flavour) | Celkova prijatelnost

X47
Z81

W65
Y39

Pouzijte hedonickou stupnici:
1 —nepfijatelna

2 —nevyhovujici

3 — méné dobra

4 — dobra
5 — velmi dobra
6 — vyborna

7 — vynikajici
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Definice stupné vynikajici:

Vzhled a barva — zcela Ciry, jiskrny, barva svétle Zlutd, jemnd, charakteristicka pro bylinny népoj
Viiné — prijemna, bylinna

Chut’ (flavour) — ptijemna, bylinna, sladkokyseld, aromatickd, osvézujici

Celkova prijatelnost — berte v ivahu vSechny zminéné senzorické vlastnosti s hlavnim dirazem
na chut’

3. Profilovy test (bylinné napoje)

Pokuste se vyjadfit intenzitu vybranych deskriptora chuti bylinnych napojt, posud'te, do jaké miry
uvedené dil¢i charakteristické chuté vytvareji celkovy dojem chuti. Pokuste se identifikovat
bylinnou pfichut’.

V kategorii ,,jind* uved’te jakoukoli dalsi chut’, kterd Vam ptipada vyrazna v daném vzorku (pokud
vnimate, pokuste se popsat jaka).

Pouzijte intenzitni stupnici
1. Neznatelna

2. Velmi slaba

3. Slaba

4. Stredni

5. Silngjsi

6. Dosti silna

7. Velmi silna

Kod vzorku Dj]

Sladka 1 2 3 4 5 6 7

Kysela 1 2 3 4 5 6 7

Bylinna (uved’te jak4) 1 2 3 4 5 6 T
Trpka 1 2 3 4 5 6 7

Jina (uved’te jaka) 1 2 3 4 5 6 T

4. Hodnoceni podle stupnice (bylinné sirupy)
Zhodnot'te ptedlozené vzorky bylinnych sirupti v nasledujicich znacich (vzhled a barva, ving,
chut’, textura, celkova pfijatelnost). Své hodnoceni zapiste do piilozené tabulky.
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Pouzijte hedonickou stupnici:
1 — nepfijatelna

2 —nevyhovujici

3 — méné dobra

4 — dobra
5 — velmi dobra
6 — vyborna

7 — vynikajici

[¢=14

Koéd vzorku | Vzhled a barva | Vin

MI12
098
P49

N56

Chut’ (flavour) |Textura | Celkova prijatelnost

Definice stupné vynikajici:

Vzhled a barva — zcela Ciry, tekuty, barva hnéda/zlutd/medova (dle typu)

Viiné — piijemna, vyrazné bylinna

Chut’ (flavour) — ptijemna, vyrazn¢ bylinna, aromaticka, sladka, kyselkava

Textura — medovitd konzistence s jemnymi bublinkami, tém¢ft tekuta, jemna homogenni struktura

Celkova prijatelnost — berte v ivahu vSechny zminéné senzorické vlastnosti s hlavnim dirazem
na chut’

5. Profilovy test (bylinné sirupy)

Pokuste se vyjadfit intenzitu vybranych deskriptor viiné bylinnych sirupi, posud'te, do jaké miry
uvedené dil¢i charakteristické ving vytvareji celkovy dojem viné.

V kategorii ,,jina“ uved’te jakoukoli dalsi viini, ktera Vam piipadéd vyraznd v daném vzorku (pokud
vnimate, pokuste se popsat jaka).

Pouzijte intenzitni stupnici
1. Neznatelna

2. Velmi slaba
3. Slaba

4. Stredni

5. Silngjsi

6. Dosti silna

7. Velmi silna
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Kod vzorku Dj]

Bylinna (uved’te jak4) 1 2 3 4 5 6 T
Lihova 1 2 3 4 5 6 7
Jind (uved’te jaka) 1 2 3 4 5 6 T o

6. Profilovy test (bylinné sirupy)

Pokuste se vyjadfit intenzitu vybranych deskriptorti chuti bylinnych sirupt, posud’te, do jaké miry
uvedené dil¢i charakteristické chuté vytvareji celkovy dojem chuti. Pokuste se identifikovat
bylinnou pfichut’.

V kategorii ,,jina“ uved’te jakoukoli dalsi chut’, ktera Vam ptipadd vyrazna v daném vzorku (pokud
vnimate, pokuste se popsat jaka).

Pouzijte intenzitni stupnici
1. Neznatelna

2. Velmi slaba

3. Slaba

4. Stredni

5. Silngjsi

6. Dosti silna

7. Velmi silna

Kadd vzorku Dj]

Sladka 1 2 3 4 5 6 7
Kysela 1 2 3 4 5 6 7
Bylinna (uved’te jak4) 1 2 3 4 5 6 T
Lihova (alkoholova) 1 2 3 4 5 6 7

—
[\
[98)
N
V)]
(@)
~

Jina (uved’te jaka)
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Piiloha 3: Dotaznik pro treti blok senzorické analyzy

DOTAZNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU
bylinnych nealkoholickych napoji
Cast treti

Vazeni hodnotitelé,
zhodnotte, prosim, piedlozené vzorky bylinnych napoji.
D¢kujeme vam za spolupréci a piejeme dobrou chut’.

Hodnotitel: Datum: Cas:

1. Poradovy test Salvéjovo-matovy napoj
Setad’te vzorky bylinnych ndpoji podle chutnosti/celkové piijatelnosti od nejchutnéjSiho
po nejméné chutny.

Poradi Cislo Kod vzorku Poznamka
1. nejlepsi
2.
3. nejhorsi

Piiloha 4: Dotaznik pro ctvrty blok senzorické analyzy

DOTAZNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU
bylinnych nealkoholickych napoji
Cast Stvrta

Vazeni hodnotitelé,
zhodnotte, prosim, piedlozené vzorky bylinnych napoji.
Dé¢kujeme vam za spolupréci a piejeme dobrou chut’.

Hodnotitel: Datum: Cas:

1. Poiadovy test dvoudruhovych bylinnych napoju
Serad’te vzorky bylinnych napoji podle chutnosti/celkové pfijatelnosti od nejchutnéjSiho
po nejmén¢ chutny.

Poradi Cislo | Kéd vzorku | Poznamka
1. nejlepsi
2.
3. nejhorsi
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2. Parovy porovnavaci test dvoudruhovych bylinnych napoji podle barvy
Vyberte (podtrhnéte/oznacte) z piedlozenych dvojic bylinnych népoji vzdy ten, ktery Vam
pfipada barevné lepsi/piijatelné;si.

Rada E 63 |18

Rada F 33 |76

Rada G 58 |90

3. Parovy porovnavaci test dvoudruhovych bylinnych napoji podle chuti
Vyberte (podtrhnéte/oznacte) z predlozenych dvojic bylinnych népoji vzdy ten, ktery Vam
piipada chut'ove lepsi/ptijatelnéjsi.

Rada E 63 |18

Rada F 33 |76

Rada G 58 |90

Byli byste ochotni si koupit ne¢ktery z jednodruhovych nebo dvoudruhovych sirupti, které jste
testovali?

Pokud ano, za jakou cenu za 500 ml sirupu?
Pokud ano, ktery ze dvou-druhovych sirupii byste zakoupili?

Pokud ne tak proc¢?
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Piiloha 5: Dilci vysledky TPC — Celkovy obsah fenolickych sloucenin (TPC) v ruznych extraktech
(H,O, 50% ETOH, DMSO) pripravenych a) ze zmrazenych a b) suSenych lécivych rostlin
pochdazejicich ze dvou riiznych lokalit (MU, ZU) a produkovanych v roce 2015. Oznacent vzorkii:
LA — levandule lékarska, CO — mésicek lékarsky, HP — trezalka teckovand, SS — Salvéj muskatova,
MO — medunka lékarska, GO — jestrabina lékarska, HO — yzop lékarsky, MP — mata peprna, SO —
Salvej lekarska, SM — ostropestiec mariansky; Z — zmrazené, S — susené, 15 —rok 2015

a)
I MU HZO Czu HZO I VU 50% ETOH Il ZU 50% ETOH Il MU DMSO [ ZU DMSO
140 j DMSO
120 | l .
100 - 50% ETOH

b)
MU H,O [ Jzu H,0 I MU 50% ETOH ] ZU 50% ETOH [l MU DMSO [l ZU DMSO
120
50% ETOH
100 | 7 7
H,0
_8oF b _ ] . DMSO
‘TCD
4
o 60 - &
U _
O
&)
0 40 + i
|_
N m ﬂ ﬂ l] ﬂ
0 il il
A
JEEFLEELSs IEEGLELLSs SELFLEEESs
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Piiloha 6: Dilci vysledky TFC — Celkovy obsah flavonoidii (TFC) v ruznych extraktech (H-O,
50% ETOH, DMSO) pripravenych a) ze zmrazenych a b) suSenych lécivych rostlin pochdzejicich
ze dvou ruznych lokalit (MU, ZU) a produkovanych v roce 2015. Oznaceni vzorkii: LA — levandule
lékarska, CO — mesicek lékarsky, HP — trezalka teckovana, SS — Salveéj muskatova, MO — meduika
lékarska, GO — jestrabina lékarska, HO — yzop lékarsky, MP — mata peprna, SO — Salvej lékarska,
SM — ostropestiec mariansky, Z — zmrazené, S — susené, 15 —rok 2015

a)
]

1

-1
TFC, . [g'kg ]

b)

-1
TFC,. [gkg ]

176

I MU H,0 [ ZU H,0 Il MU 50% ETOH Il ZU 50% ETOH [l MU DMSO [ ZU DMSO

20
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00 |
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80 N o
60 | [ .
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40
20 |
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Piiloha 7: Namérené barevné charakteristiky vodnych extraktu ze zmraZenych a susenych lécivych

rostlin pochazejicich z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné produkovanych

béhem dvou let (2015, 2016), oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10

ID L* a* b* C* h° BI
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — zmrazené 2015
LAMZIS 99,48 + 0,02 0,11+0,01 0,80+ 0,01 0,81+ 0,01 81,81 + 0,62 0,87+ 0,01
COMZ15 98,21 £ 0,37 0,20+ 0,00 1,53 +0,00 1,54+ 0,01 83,03 +0,30 1,67 £0,02
HPMZ15 99,38 = 0,05 -0,17 +0,00 0,72+ 0,02 0,74 £ 0,06 103,05 +0,84 0,58 £0,01
SSMZ15 98,60 + 0,07 0,06 £+ 0,00 0,60+ 0,03 0,60+ 0,03 84,75 +0,32 0,64 +0,03
MOMZI5 99,07 £ 0,04 0,14+ 0,00 2,64 +0,02 2,65+0,01 87,16 0,42 2,74 £ 0,01
GOMZ15 99,15+ 0,13 0,04 £+ 0,00 0,63 £+ 0,00 0,63 +0,05 86,29+ 0,41 0,65+ 0,00
HOMZ15 98,82+ 0,12 0,11 +0,00 1,13 +£0,00 1,14+ 0,01 84,46 £ 1,08 1,20 £ 0,02
MPMZ15 98,25 £ 0,04 -0,11 £ 0,00 2,53 +0,00 2,54 + 0,00 92,44 £ 0,22 2,47 £0,00
SOMZI15 98,97 £ 0,10 0,01 £0,00 0,72+ 0,00 0,72 £ 0,04 87,37 + 3,28 0,72 £ 0,00
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — zmrazené 2016
LAMZ16 99,13 +0,03 0,16+ 0,00 0,89 + 0,00 0,91+ 0,03 79,77 0,71 1,00 + 0,04
COMZ16 98,23+ 0,10 0,61+ 0,00 1,81 +£0,02 1,93 £0,02 70,53 + 4,33 2,27 +0,07
HPMZ16 98,86 + 0,06 0,09 £+ 0,00 1,27 +£0,00 1,28 £0,01 86,16 4,18 1,33+0,13
SSMZ16 99,48 + 0,06 -0,02 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00+ 0,03 90,57 + 1,14 0,97 £ 0,02
MOMZ16 99,10 + 0,04 -0,03 £ 0,00 1,62+ 0,02 1,62+ 0,01 90,73 + 0,60 1,59+ 0,02
GOMZ16 99,40 + 0,03 -0,12 £ 0,00 0,84 + 0,03 0,85+ 0,00 97,82+ 0,37 0,75+ 0,02
HOMZ16 99,04 + 0,07 0,22 + 0,00 1,35+ 0,04 1,37+ 0,04 80,66 = 0,58 1,50+ 0,04
MPMZ16 98,92 + 0,04 0,10+ 0,00 1,36 £ 0,05 1,36 £ 0,05 85,86 +0,27 1,42 £0,06
SOMZ16 98,73 + 0,06 0,07 = 0,00 1,35+ 0,04 1,35+ 0,04 87,03 £0,14 1,40 £ 0,04
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — susené 2015
LAMSI5S 99,04+ 0,07 0,06 + 0,00 1,42 + 0,02 1,42 + 0,02 87,74 + 0,39 1,45+ 0,03
COMSI5  9846+034  -0,21+0,00 2,09+ 0,03 2,09 + 0,04 95,72 £ 0,07 1,94+ 0,03
HPMS15 98,38 £ 0,07 -0,19 £ 0,00 1,14+ 0,01 1,16 £ 0,01 99,39 +£ 0,30 1,00+ 0,01
SSMS15 98,14 + 0,09 0,03 + 0,00 2,76 = 0,09 2,76 £ 0,09 89,30 + 0,09 2,81+0,10
MOMSI15 96,64 + 0,02 0,25+0,00 7,85+0,05 7,86 £ 0,05 88,19+ 0,06 8,46 + 0,06
GOMSI15 99,34 + 0,06 -0,51 £ 0,00 2,20+0,01 2,26 +0,01 103,10 £ 0,65 1,82+0,03
HOMSI15 98,21 £ 0,21 0,01 +0,00 2,83 +0,00 2,83 £ 0,00 88,86 = 0,09 2,85+ 0,05
MPMS15 97,40 = 0,07 -0,37 £ 0,00 7,00+ 0,06 7,01 +0,06 93,02 + 0,06 7,00+ 0,07
SOMS15 98,54 + 0,04 -0,16 £ 0,00 2,66 0,11 2,66 +0,11 93,45+ 0,39 2,55+0,12
SMMS15 96,36 + 0,03 0,38+ 0,00 3,11 +£0,09 3,14 +£0,09 83,09+ 0,41 3,49 £ 0,09
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — susené 2016
LAMSI6 99,07+ 0,02 0,05 + 0,00 0,62 + 0,04 0,62 + 0,02 86,19 + 0,93 0,65 + 0,02
COMSI16 99,05+ 0,03 -0,13 0,00 0,64 + 0,02 0,65 + 0,03 101,54 + 1,35 0,54+ 0,01
HPMS16 98,66 + 0,07 -0,19 £ 0,00 0,62 + 0,04 0,65+0,01 107,15+ 0,42 0,48 +£0,00
SSMS16 98,82 + 0,02 0,01 +0,00 1,70 £ 0,03 1,70+ 0,03 89,83+ 0,41 1,70+ 0,03
MOMS16 97,68 + 0,04 0,23 +£0,01 4,89+0,15 4,89+0,15 87,25+0,13 5,18+0,17
GOMS16 98,43 + 0,03 -0,53 £ 0,00 3,31+£0,02 3,36 £ 0,02 99,16 + 0,66 2,94 + 0,03
HOMSI16 98,63 = 0,04 0,20+ 0,00 2,70 £0,15 2,71 +0,15 85,84 +0,21 2,85+0,10
MPMS16 96,67 = 0,12 -0,14 £ 0,00 9,01 £0,26 9,01 £0,26 89,08 = 0,02 9,66 + 0,30
SOMS16 98,71 + 0,03 -0,09 + 0,00 2,34+ 0,01 2,34+ 0,01 92,30+ 0,47 2,27+0,02
SMMS16 93,59 + 0,77 0,86 = 0,00 8,17 £ 0,06 8,21+0,27 84,04 + 0,44 9,60 + 0,95
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Piiloha 8: Namérené barevné charakteristiky vodnych extraktu ze zmraZenych a susenych lécivych

rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné produkovanych béhem
dvou let (2015, 2016), oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10

ID L* a* b* C* h° BI
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — zmrazené 2015
LAZZ15 9932 +0,04 0,10 + 0,00 1,07 £ 0,01 1,08 £ 0,01 84,91 + 0,29 1,13+ 0,01
C0zZZz15 97,45+ 0,06 0,39+ 0,01 1,86+ 0,03 1,80+ 0,02 78,69 + 2,49 2,17+ 0,02
HPZZ15  99,07+0,14 0,35+ 0,01 1,86 + 0,01 1,87 + 0,02 103,05 + 0,84 1,60 + 0,02
SSZZ15 99,47+ 0,02 0,05 + 0,00 1,24 0,01 1,24+ 0,01 87,82+ 0,37 1,26+ 0,01
MOZZ15 99,27 + 0,04 0,10 £ 0,00 1,93+ 0,01 1,93 + 0,01 86,95 + 0,23 1,99 + 0,01
GOZZ15 98,88+ 0,05 0,04 = 0,00 0,63 + 0,01 0,63 0,01 93,90 + 1,08 0,59 = 0,00
HOZZ15 98,68+ 0,02 0,03 £ 0,00 1,17 + 0,04 1,17 £ 0,04 88,65 + 0,42 1,18 £ 0,04
MPZZ15 98,55+ 0,02 0,05 = 0,00 0,96 + 0,01 0,96 £ 0,01 92,99 + 0,32 0,92 + 0,00
SOZZ15 98,57 +0,02 0,12+ 0,00 1,50 + 0,00 1,50 = 0,03 94,53 + 1,02 1,41 0,00
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — zmrazZené 2016
LAZZ16 99,00+ 0,02 0,06 + 0,00 1,48 £0,03 1,48 £0,03 87,82 + 0,48 1,51+ 0,04
COZZ16 98,18 0,05 0,29 + 0,00 2,69+ 0,01 2,71+ 0,01 83,92 + 0,65 2,93+ 0,02
HPZZ16 99,07 + 0,02 20,10 £ 0,00 1,62 + 0,02 1,62 + 0,02 93,49 + 1,17 1,54+ 0,02
SSZZ16 98,98 + 0,04 0,07 + 0,00 1,11£0,01 1,11 +0,01 86,41 + 0,79 1,16 £ 0,02
MOZZ16 98,43 + 0,04 0,20 £ 0,00 2,71+ 0,01 2,71 0,01 85,72 + 0,45 2,87 £0,02
GOZZ16 99,04+ 0,02 1,04 0,02 1,04 0,02 1,04 0,02 90,03 + 0,77 1,80 + 0,01
HOZZ16 98,92+ 0,06 0,07 £ 0,00 1,33+ 0,01 1,33 + 0,02 87,10 + 0,56 1,37+ 0,01
MPZZ16 98,92 + 0,01 -0,01 £0,00 1,60 £+ 0,03 1,60 £ 0,02 90,32 +£0,17 1,58 £0,02
SOZZ16 98,88 +0,06 0,03 = 0,00 1,50 + 0,02 1,50 + 0,02 91,09 + 0,35 1,47 + 0,01
LAZZ16 99,00+ 0,02 0,06 = 0,00 1,48 + 0,03 1,48 + 0,01 87,82 + 0,48 1,51 0,02
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — susené 2015
LAZSI5 98,66+ 0,03 0,03 £ 0,00 1,89 0,07 1,89 + 0,07 88,99 + 0,31 1,91 +0,02
COZS15 9807+ 1,14 -0,60 + 0,00 2,35+0,23 2,56+ 0,45 104,25 +2,59 1,94 + 0,02
HPZS15 98,96+ 0,10 -0,05 + 0,00 1,04 + 0,04 1,04 + 0,04 92,64+ 0,51 1,00 £ 0,03
SSZS15 95,45 + 0,04 0,70 + 0,02 8,99+ 0,11 9,01+0,11 85,52 + 0,08 10,20 + 0,10
MOZS15 96,86 + 0,12 0,47 £ 0,04 6,08 £ 0,34 6,10 £ 0,35 85,61+0,16 6,68 £021
GOZS15 98,72+ 0,04 0,46 = 0,00 2,13+0,01 2,18 £0,01 102,11 + 0,05 1,79 + 0,01
HOZS15 98,62+ 0,08 0,08 = 0,00 1,68+ 0,16 1,68+ 0,15 87,26 + 0,36 1,74 + 0,01
MPZS15 98,20 £ 0,05 -0,21 £0,00 3,19+0,05 3,19+ 0,05 93,80 £ 0,06 3,06 £+ 0,05
SOZS15 98,38+ 0,02 20,01 = 0,00 2,47+0,11 2,47+0,11 90,42 + 0,30 2,48 £0,01
SMZS15  95,05+0,08 0,76 + 0,01 6,13 + 0,06 6,17+ 0,06 82,90 + 0,07 7,09 + 0,07
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — susené 2016
LAZS16 98,98 + 0,08 0,02 £ 0,00 1,31+0,03 1,31+ 0,03 88,96 = 0,82 1,32+ 0,03
COZS16 9897 +0,01 -0,31 + 0,03 1,61 +0,13 1,64 +0,13 101,08 + 0,32 1,37+ 0,01
HPZS16 98,66 + 0,07 20,26 £ 0,00 1,63 + 0,03 1,65+ 0,03 99,12 + 0,12 1,43+0,01
SSZS16 98,73 + 0,06 0,02 = 0,00 2,65+ 0,03 2,65+ 0,03 90,10 + 0,51 2,64 0,03
MOZS16 98,03 + 0,26 0,11 £ 0,00 4,43 + 0,60 4,43 + 0,60 88,60 + 0,26 4,59 0,01
GOZS16 98,99 +0,03 0,46 = 0,00 2,26 + 0,02 2,31+0,02 101,43 +0,31 1,92 + 0,03
HOZS16 98,82 +0,05 0,05 £ 0,00 1,45+ 0,05 1,45+ 0,05 88,04 + 0,47 1,48 + 0,05
MPZS16 97,29 £ 0,24 0,10+ 0,00 6,21 £0,67 6,21 £ 0,67 89,12 + 0,09 6,51+ 0,05
SOZS16 98,52+ 0,04 0,40 £ 0,02 3,03 £ 0,08 3,05+ 0,08 97,48 £ 0,21 2,75+0,01
SMZS16 94,46 £ 0,20 0,72 + 0,03 6,29+ 0,16 6,33+0,16 83,47 +0,14 7,28+0.21
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Piiloha 9: Namerené barevné charakteristiky ethanolovych extraktu ze zmrazenych a susenych

lécivyeh  rostlin - pochazejicich z Centra lécivych rostlin - Masarykovy univerzity v Brné

produkovanych béhem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10

ID L* a* b* C* h°
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — zmrazené 2015

LAMZ15 99,48 + 0,09 -0,03+0,00 034+0,00 034+0,00 94,79+2,51 0,32 + 0,00
COMZ15 99,06 + 0,11 -0,43+0,00 1,19+0,02 1,27+0,01 109,85+ 1,22 0,87+ 0,01
HPMZ15 98,88 + 0,05 0,04+0,00 0,97+0,01 097+0,00 87,44+ 5,60 0,99 + 0,01
SSMZ15 99.42 4 0,01 -0,51+0,00 1,43+0,00 1,51+0,00 109,52+ 0,42 1,04 + 0,02
MOMZ15 99,38+ 0,07 -0,27+0,00 1,42+0,02 1,44+0,01 100,67 + 1,00 1,21+ 0,03
GOMZ15 99,63 + 0,03 -0,42+0,00 0,94+0,00 1,02+0,01 113,84+ 1,21 0,62 + 0,00
HOMZ15 9923+0,04  -023+000 1,46+003 148+001 99,06+ 0,42 1,28 + 0,03
MPMZ15 98,94 + 0,03 -0,56+0,00 2,58+0,02 2,64+0,02 102,18 +0,27 2,17 +0,03
SOMZ15 99,12 + 0,07 -0,36+0,00 1,40+0,02 1,45+0,01 104,39+0,54 1,13 0,04
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — zmrazené 2016

LAMZ16 99,17 + 0,03 -0,07+£0,00 0,75+0,01 0,75+0,01 84,94+0,18 0,79 + 0,01
COMZ16 99,11 +0,18 -0,13+0,00 1,86+0,03 1,86+0,03 94,03+0,28 1,75 + 0,03
HPMZ16 98,59 + 0,17 0,24+0,00 1,01+0,06 1,04+0,04  76,15+2,02 1,19+ 0,01
SSMZ16 99,14 + 0,05 -0,25+0,00 0,93+0,01 0,96+0,02 104,88 +1,12 0,74 + 0,01
MOMZ16 98,90 + 0,05 -0,28+0,00 1,38+0,05 1,41+0,05 101,32+0,38 1,18+ 0,02
GOMZ16 98,95+ 0,03 -0,49+0,01 1,16+0,01 1,26+0,01 112,71 +1,26 0,80 + 0,00
HOMZ16 99,30 +0,05 0,02+0,00 0,73+0,01 0,73+0,01  8841+0,64 0,74 + 0,00
MPMZ16 99,24 + 0,02 -0,29+0,00 1,59+0,02 1,62+0,02 100,22 +0,90 1,37 + 0,03
SOMZ16 99,23 + 0,01 -0,42+0,00 1,68+0,02 1,74+0,01 104,11+0,18 1,36 + 0,04
LAMZ16 99,17 + 0,03 0,07+£0,00 0,74+0,01 0,75+0,01 84,94+0,18 0,79 = 0,00
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné —susené 2015

LAMSIS 98,92 + 0,06 0,03+£0,00 0,70+£0,01 0,70+£0,00 87,28+ 0,48 0,72 + 0,01
COMSI15 98,91 + 0,03 -0,39+0,00 1,80+0,02 1,85+0,02 102,20+0,15 1,51 0,03
HPMSI15 97,01 £0,30  -0,14+0,00 2,79+0,05 2,79+0,02  93,03+230 2,74+ 0,03
SSMS15 98,98 + 0,05 -0,11+0,00 1,47+0,03 1,48+0,03 94,12+ 1,01 1,39+ 0,03
MOMSI15  98,85+0,04  -026+0,00 1,47+0,03 1,50+0,03 100,02+ 0,19 1,28 + 0,03
GOMS15 98,56 + 0,03 -1,05+0,00 3,34+0,05 3,50+0,05 107,38+0,27 2,59 + 0,03
HOMS15 98,94 + 0,03 -0,17+0,00 121+0,02 122+0,02 97,84+0,04 1,08 0,02
MPMS15 98,65 + 0,02 -0,72+0,00 2,81+0,01 290+0,01 104,33+0,11 2,29 40,01
SOMSI15 98,92 + 0,03 -0,29+0,00 1,72+0,00 1,74+0,00 99,44+ 0,51 1,50 + 0,01
SMMSI5 98,56 + 0,03 0,11+0,00 025+0,00 0,27+0,000 65,84+ 0,83 0,33 + 0,03
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — susené 2016

LAMSI6 99,17+ 0,03 0,13+0,01  0,08+0,00 0,16+0,00 2924+5,12 0,18+ 0,00
COMSI16 99,10 + 0,02 -0,15+0,00 0,73+0,04 0,74+0,04 101,47 +0,81 0,62 + 0,00
HPMS16 97,59+ 0,11 0,22+0,01 1,00+0,01 1,03+0,01 77,60+ 1,00 1,18+ 0,02
SSMS16 99,17 + 0,08 -0,37+0,02 2,08+0,06 2,11+0,06 100,10+ 0,48 1,80 + 0,04
MOMSI16 99,32+ 0,17 -0,28+0,07 1,55+0,40 1,58+0,41 100,27 +0,26 1,34+ 0,03
GOMSI16 98,46+ 0,04  -1,99+0,07 5,52+0,16 5,87+0,17 109,83 +0,19 4,14+ 0,01
HOMSI16 98,63 + 0,04 0,20+0,02 2,70+0,15 2,71+0,15 85,84+0,21 2,85+ 0,02
MPMS16 96,67 +0,12 -0,14+0,00 9,01+0,26 9,01+0,26 89,08+ 0,02 9,66 = 0,02
SOMS16 98,71 + 0,03 -0,09+0,02 234+0,01 234+0,01 92,31+047 2,27 40,02
SMMS16 99,13 + 0,04 0,01+0,00 040+0,04 039+0,04 89,41+ 1,03 0,40 = 0,00
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Piiloha 10: Namérené barevné charakteristiky ethanolovych extraktii ze zmrazZenych a suSenych
lécivych rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné produkovanych

béhem dvou let (2015, 2016), oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10

1D L* a* b* C* h° BI
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — zmrazené 2015
LAZZ15 99,35+ 0,04 -0,06 + 0,00 0,41 + 0,00 0,42 + 0,00 97,09 + 0,02 0,37 + 0,00
COZZ15 98,88+ 0,03 -0,49 + 0,00 1,40 + 0,03 1,49 + 0,03 109,26 + 1,14 1,04 + 0,01
HPZZ15 97,79+ 0,33 0,78 + 0,00 0,82 + 0,00 1,21+ 0,01 67,37+ 1,74 1,40 + 0,00
SSZZ15 99,14+ 0,01 0,11 0,00 1,06 + 0,03 1,06 + 0,03 95,79 + 0,19 0,97 + 0,00
MOZZ15  9923+0,06  -0,42+ 0,00 1,95£0,03  2,00+0,03 102,32 + 0,48 1,63 + 0,02
GOZZ15 99,58 £0,01 -0,46 + 0,00 1,01 0,00 1,11 + 0,00 114,15+ 0,31 0,67 = 0,00
HOZZ15 99,17+0,07  -0,09+0,00  0,92+0,00 0,92+ 0,00 94,76 + 2,10 0,85 + 0,00
MPZZ15 99,10+ 0,01 0,32+ 0,00 1,49 + 0,02 1,52+ 0,02 102,22 + 0,41 1,24 + 0,00
SOZZ15  99.20£0,02  -0,26+ 0,00 1,33+ 0,01 1,35+ 0,01 101,05+ 0,21 1,13+ 0,02
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — zmrazZené 2016
LAZZ16 99,58 + 0,00 0,02 + 0,00 0,48+0,00 0,48+ 0,00 89,09+ 1,13 0,49 + 0,00
COZZ16  9932+0,02  -023+0,00  1,12+0,01 1,14+ 0,01 101,54 + 1,01 0,94 + 0,00
HPZZ16  9942+0,02  -0,10+£0,00  0,72+0,00 0,73 +0,00 98,07 + 0,40 0,64 + 0,00
SSZZ16  9927+0,05  -0,19+0,00  0,74+0,02 0,76+ 0,02 104,34 + 0,93 0,60 = 0,00
MOZZ16 99,30 0,08 0,01 + 0,00 1,11+ 0,01 1,11+ 0,01 89,87 + 0,43 1,10 + 0,00
GOZZ16 99,63 +0,01 -0,09+0,00  055+0,00 0,55+ 0,00 99,83 + 0,58 0,47 + 0,00
HOZZ16  99,49+0,04  -0,08+0,00  024+000 0,26+ 0,00 107,09+2,49 0,19+ 0,00
MPZZ16 99,46 +0,01 -021£0,00  1,02+0,00 1,05 + 0,00 101,81 £0,57 0,86+ 0,00
SOZZ16  99,50+0,01 -025+0,00 0,72+0,00 0,76+ 0,00 109,47 + 0,45 0,53 + 0,00
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — susené 2015
LAZSI5  99,00+0,06  -0,17+0,00  1,00+0,01 1,02+ 0,00 99,75 + 2,02 0,87 + 0,00
COZS15 98,84 +0,02 -0,80 + 0,00 2,53 40,02 2,65+ 0,02 107,56 + 0,97 1,94 + 0,01
HPZS15  9795+0,09  -0,66+0,00  2,64+0,01 2,72+ 0,01 104,09 + 0,51 2,17+ 0,03
SSZS15  97,97+0,09  -0,82+0,00  4,55+0,02  4,63+0,02 100,19+£0,10  4,03+0,05
MOZS15 98,94+ 0,01 -0,69+0,00 297+003  3,05+0,03 103,14+£0,10  2,47+0,03
GOZS15  98,50+0,03 -1,00+0,00  2,86+0,03  3,06+0,03 110,94 +0,19  2,07+0,03
HOZS15 98,94 +0,03 0,36 = 0,00 1,39 + 0,01 1,44+ 0,01 104,43 + 0,38 1,12 + 0,00
MPZS15 98,93 +0,01 -0,49 + 0,00 1,98+£0,03  2,04+0,03 103,93 + 0,09 1,62 + 0,02
SOZS15  98,83+0,02  -0,65+0,00  2,58+0,00 2,66+ 0,00 104,05+£0,09  2,11+0,00
SMZS15 98,97+ 0,04 0,03 + 0,00 0,65+0,00  0,65+0,00 87,65+ 1,15 0,67 + 0,00
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — susené 2016
LAZS16  9933+0,04  -0,08+001  035+0,02 0,36+ 0,02 102,32+2,07  0,30=0,01
COZS16 99,08 £ 0,02 -0,90 + 0,01 2,81 +0,02 2,95+ 0,02 107,77 £ 0,14 2,14+ 0,01
HPZS16  9737+0,30  -0,13 +0,08 1,95+ 0,10 1,96 + 0,11 91,92 + 4,43 1,88 + 0,01
SSZS16  9921+0,02  -0,62+0,03  224+0,09  232+0,10 105,38 + 0,12 1,78 + 0,01
MOZS16 9931 +0,04  -0,41+0,01 2,02+£0,03  2,07+0,03 101,55+ 0,16 1,71 + 0,02
GOZS16 99,31 +0,01 -0,74+0,02  2,06+0,08  2,19+0,08 109,71 0,12 1,51+ 0,01
HOZS16 99,03+ 0,03 0,11 + 0,02 1,91 + 0,04 1,91 + 0,04 93,21 + 0,66 1,82 + 0,05
MPZS16  98,69+0,06  -1,02+0,02  424+0,12  436+0,12 103,55 + 0,08 3,53+ 0,02
SOZS16  98,86+0,02  -0,55+0,03  3,17+0,08  3,21+0,08 99,90 + 0,24 2,77 + 0,02
SMZS16  98,93+0,09 0,03 + 0,00 0,36+£0,00 0,34 +0,03 87,38 + 2,96 0,38 + 0,00
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Piiloha 11: Namérené barevné charakteristiky DMSO extraktit ze zmraZenych a susenych lécivych
rostlin pochazejicich z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné produkovanych

béhem dvou let (2015, 2016), oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10

1D L* a* b* C* h° BI
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — zmrazené 2015
LAMZI5S  9920+0,08 -1,30+0,00 3,36 + 0,02 3,60 + 0,02 110,92 + 0,63 2,41+ 0,02
COMZI5 9762+032  1,15+0,00 11,17 + 0,50 11,23 + 0,55 84,26 + 1,01 12,76 + 2,56
HPMZ15 97,06+024  -1,62+0,00 5,19+0,12 5,44 +0,13 107,35+0,79  4,14+0,19
SSMZ15  98,73+0,03  -1,35+0,00 4,18+ 0,10 4,39+0,10 107,90+ 0,06  3,22+0,21
MOMZ15 97,00+0,18  -5,81+0,02 16,96 + 0,40 17,93 + 0,40 108,90+0,14  14,19+0,75
GOMZ15 98,93+0,35 -1,63+0,01 4,06 + 0,06 4,38 +0.07 111,05+2,47 2,90+ 1,18
HOMZ15 99,34+0,00 -1,34+0,01 3,61+£0,11 3,85+0,11 11028+ 0,42  2,63+0,42
MPMZ15 98,63+0,05  -3,03+0,02 8,46+0,11 3,85+0,11 109,69 + 0,03 6,48 = 0,31
SOMZ15 97.89+0,03  -4,29+0,02 11,54 + 0,04 12,31 + 0,04 110,40+ 0,11 8,95+ 0,04
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — zmrazené 2016
LAMZ16  9930+0,01 -0,47 0,00 1,80 + 0,02 1,86 + 0,02 104,80 + 0,40 1,44 + 0,02
COMZ16  98,17+0,08 0,04+ 0,00 8,96 + 0,20 8,96 + 0,20 89,72 + 0,22 9,37+ 0,21
HPMZ16  97,00+0,02 -1,63 +0,02 4,31 +0,02 4,60 + 0,02 110,72 + 0,15 3,20+ 0,01
SSMZ16 99,02+ 0,06  -0,18 +0,05 1,12+ 0,01 1,14+ 0,01 99,01 + 1,45 0,98 + 0,00
MOMZ16 98,79+ 0,05 -0,20+0,02 1,54 + 0,01 1,50 + 0,01 97,26 + 0,68 1,39 + 0,01
GOMZ16 98,86+ 0,03  -0,26 0,02 0,88 + 0,00 0,92 + 0,00 106,59+ 0,67 0,68+ 0,00
HOMZ16 98,71+0,08 -1,06+0,01 4,16 0,05 4,29+ 0,06 10426 +0,60  3,42+0,06
MPMZ16 97,65+0,05 -3,39+0,06 10,84 + 0,06 11,36 + 0,08 107,39+ 0,22 8,88 + 0,03
SOMZ16 97,80+0,03  -2,88+0,03 9,01 £0,07 9,46 + 0,07 107,70+ 0,04  7,25+0,10
LAMZ16 99,30+0,01  -0,47 £0,00 1,80 + 0,06 1,86 + 0,06 104,80 + 0,40 1,44 + 0,00
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — susené 2015
LAMSIS  9872+0,03 -0,09 +0,00 0,75 + 0,00 0,75 + 0,00 96,85 + 1,93 0,68 + 0,00
COMSI5  98.60+0,07 -0,71 +0,00 3,34 + 0,08 3,42 +0,07 101,90 + 0,78 2,84 + 0,06
HPMSI5 92,76+ 0,45 -3,44+0,05 11,08 + 0,35 11,60+ 035 107,26 +0,14 9,64 + 0,25
SSMS15  9821+0,02 -1,39+0,03 3,90 + 0,06 4,19 + 0,06 109,43 + 0,13 2,97 + 0,04
MOMSI5 98,08 +£0,03 -2,28 +0,03 5,98 +0,15 6,40+ 0,16 110,90 + 0,08 4,42 +0,11
GOMS15 96,80+ 0,03 -5,20+ 0,06 13,42 + 0,34 1439+036  111,19+0,12 10,51+ 0,32
HOMSI15 97,67+0,17 -1,46+0.01 4,95+ 0,63 5,16 +0,67 106,45 + 0,25 3,98+0,10
MPMS15 97,65+0,11 -3,80+0,01 11,22 £0,58 11,85£0,62 108,70 + 0,03 9,01 +021
SOMS15  98,29+0,03 -1,79 + 0,00 5,56 + 0,06 5,84+0,07 107,83 + 0,07 434+ 0,05
SMMS15 99,13+0,03  0,02+0,00 0,58 = 0,00 0,58 = 0,00 88,39+ 1,10 0,60 = 0,00
Centrum lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné — susené 2016
LAMSI16  9960+0,02 0,06 0,00 0,32 + 0,00 0,32 + 0,00 78,50 + 2,78 0,36 + 0,00
COMSI16  99.19+0,04  -0,30+0,00 3,85+ 0,08 3,87+0,11 94,47 + 0,24 3,65+ 0,07
HPMS16  9637+0,08 -1,54+0,01 4,45 + 0,09 4,71 + 0,09 109,00 + 0,95 3,45+ 0,08
SSMS16  98,13+0,06  -2,14+ 0,02 6,04+ 0,15 6,41+0,17 109,56 +0,14  4,59+0,11
MOMS16 97,39+£0,06 -429+0,03 12,07 £ 0,18 12,96 + 0,02 109,56+ 0,08  9,61+0,14
GOMS16 95,03+0,04 -851+0,07  2524+029  26,64+0,30 108,64+ 0,06 23,04 + 0,34
HOMS16 98,75+0,05 -0,82 0,00 2,98 + 0,09 3,09 £ 0,09 10546 +0,39  2,39+0,05
MPMS16 97,68 +0,04  -4,53+0,08 12,36 + 0,20 13,13 +£0,22 110,17+£0,02  9,68+0,18
SOMS16 98,05+0,16  -2,65+0,05 7,89 + 0,05 8,32+ 0,06 108,55+0,22 6,19+ 0,01
SMMS16 98,92+0,16  -0,07 0,00 0,47 + 0,00 0,47 £ 0,00 99,03 + 1,62 0,41 = 0,00
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Piiloha 12: Namérené barevné charakteristiky DMSO extraktit ze zmraZenych a susenych lécivych
rostlin pochazejicich ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné produkovanych béhem

dvou let (2015, 2016), oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10

ID L* a* b* C* h° BI
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — zmrazené 2015
LAZZ15 99,24 +£0,02 -095+0,00 2,47+0,01 2,65+ 0,01 111,37 £ 0,69 1,76 £ 0,02
COZZz15 96,76 £ 0,14 2,44+0,08 1298+0,11 13,21+0,14 79,38 £ 0,16 15,95 £ 0,39
HPZZ15 95,72+ 0,23  -2,37+£0,05 8,32+0,09 8,65+£0,10 105,90 = 0,23 7,04 £ 0,06
SSZ715 98,86 £ 0,05 -1,05+0,02 3,73+0,11 3,88 £ 0,02 105,59 0,55 2,99 + 0,45
MOZZ15 96,77+ 0,01 -5,70+£0,09 17,70+£0,06 18,60+0,28 107,86+0,03 15,21+0,25
GOZZ15 99,00 + 0,01 -0,93+£0,00 2,80+0,01 2,95 +0,01 108,34 +0,30  2,12+0,01
HOZZ15 99,30+0,07 -1,51+£0,02 4,01+0,09 4,28 £ 0,05 110,61 £0,30  2,91+0,08
MPZZ15 97,62+ 0,08 -447+0,02 12,57+0,05 13,35+0,05 109,59 +0,04 10,01 +£0,04
SOZZ15 97,76 £0,22  -390+0,07 10,99+0,35 11,66+0,43 109,56 + 0,05 8,66+0,16
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — zmrazZené 2016
LAZZ16 99,40 0,06 -0,09+0,00 0,67+0,00 0,68 0,00 97,81 £ 0,53 0,60 £+ 0,00
COZZ16 99,36 +0,03  -0,38+0,00 1,64+0,09 1,68 £ 0,03 102,87 +£0,42 1,35+ 0,03
HPZZ16 98,74+0,06 -0,44+0,00 1,07+0,01 1,16 £ 0,01 112,12 £0,21 0,75+ 0,00
SSZ716 99,08 +0,10  -1,22+0,00 3,66+0,04 3,86+ 0,09 108,42 + 0,43 2,77 £ 0,05
MOZZ16 98,21 +0,12 -2,91+0,04 897+0,07 9,43 £ 0,49 107,99 + 0,05 7,14 £ 0,01
GOZZ16 99,12+0,05 -1,22+0,05 3,27+0,11 3,49+0,11 110,42 +1,10  2,37+0,01
HOZZ16 98,51+£0,03 -2,01+0,02 5,55+0,01 5,91 +0,08 109,92 + 0,05 4,16 + 0,07
MPZZ16 97,63 +0,04 -408+0,02 11,383+£0,06 12,09+0,05 109,71 +£0,17 8,97+0,08
SOZZ16 98,28+0,03 -2,78+0,05 7,69+0,08 8,18+0,10 109,87 = 0,05 5,86 +0,03
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — susené 2015
LAZS15 98,81 £0,03 -0,65+0,00 2,15+0,01 2,24 + 0,02 106,91 + 0,48 1,67 +£0,02
COZS15 98,88 +0,03 -0,67+0,00 3,39+0,01 3,45+ 0,07 101,17 £ 0,08 2,91 £ 0,06
HPZS15 97,41+0,15 -2,07+£0,01 598+0,04 6,36 = 0,09 109,77+0,04  4,62+0,10
SSZS15 98,45+0,06 -1,71+£0,02 5,03+0,02 531+0,11 108,73 £0,14 3,85+0,12
MOZS15 97,19+0,02 -473+£0,03 12,78+0,02 13,63+0,13 110,32+0,06 10,09=+0,12
GOZS15 97,82 +0,14  -3,87+0,00 10,08+0,03 10,80+0,28 111,01 +0,18 7,67 +0,23
HOZS15 98,38 +0,12 -1,45+0,00 4,88+0,02 5,09 0,03 106,56 = 0,46 3,88 £ 0,02
MPZS15 98,29 +0,10 -3,24+0,01 8,60+0,04 9,19+0,11 110,62 0,10 6,50+ 0,21
SOZS15 98,75+0,01 -1,88+0,01 6,05+0,01 6,33+ 0,01 107,26 £ 0,12 4,77 £ 0,02
SMZS15 99,32 + 0,01 0,12+ 0,00 0,60+ 0,00 0,61 +0,00 78,22 + 0,74 0,68 + 0,00
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné — susené 2016
LAZS16 99,23 +0,05 -0,03+0,00 0,76+0,00 0,76 £ 0,00 91,84 + 1,50 0,74 £ 0,00
COZS16 97,93 +0,06 -0,37+0,00 10,09+0,31 10,10+0,31 92,07 +£0,01 10,34+ 0,34
HPZS16 95,73+0,09 -2,55+£0,01 7,35+£0,20 7,78 £ 0,23 109,15 +£0,51 5,82+0,01
SSZS16 98,36 +0,10  -1,94+0,02 585+0,16 6,16 0,11 108,32 £ 0,28 4,54+ 0,20
MOZS16 97,01 £0,04 -459+0,14 14,02+0,46 14,76+0,48 108,13+0,05 11,67+0,12
GOZS16 98,15+0,12 -2,48+0,05 6,88+0,04 7,31+0,11 109,83 + 0,09 5,23+0,10
HOZS16 97,98 £ 0,29 -0,91£000 3,79+0,10 3,90+ 0,01 103,41 £0,56 3,18+ 0,09
MPZS16 97,06 £0,20 -6,10£0,49 16,47+0,38 17,56+0,47 110,32+0,05 13,36+1,29
SOZS16 98,51 +0,04 -2,13+£0,01 6,61+0,02 6,94 £ 0,02 107,86 = 0,05 5,18+ 0,01
SMZS16 98,56+ 0,06 -0,05+0,00 0,31+0,00 0,32+ 0,00 99,81 £ 2,68 0,28 £ 0,00
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Piiloha 13: Dilci vysledky TEACprs.+ — Priimérné hodnoty TEAC 4p7s.+ (mmolkgfl ) stanovené
v riiznych extraktech (H>O, 50% ETOH, DMSO) pripravenych a) ze zmrazZenych a b) susenych
lécivych rostlin pochazejicich ze dvou riiznych lokalit (MU, ZU) a produkovanych v roce 2015.
Oznaceni vzorku: LA — levandule lékarska, CO — mésicek lékarsky, HP — trezalka teckovand, SS —
Salvej muskatova, MO — medunika lékarskd, GO — jestrabina lékarska, HO — yzop lékarsky, MP —
mata peprna, SO — salvéj lékarska, SM — ostropestrec mariansky; Z — zmrazene, S — susené, 15 —
rok 2015
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Piiloha 14: Primérné hodnoty "OH radikdlové aktivity vyjadiené jako RS v % u vodnych (H,0),
ethanolovych (50% ETOH) a dimethylsulfoxidovych (DMSO) extraktii ze zmrazenych a susenych
lécivych rostlin pochazejicich z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné (MU)
a Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné (ZU) produkovanych béhem dvou let
(2015, 2016). Oznaceni vzorku je uvedeno v Tab. 9 a 10.

1D H,0 50% ETOH DMSO 1D H,0 50% ETOH DMSO
MU zmrazené 2015 ZU zmrazené 2015
LAMZI15 -5,96 21,30 -6,86 LAZZ15 -7,82 -26,17 -18,22
COMZI15 9,37 -2,81 6,79 COZZ15 8,03 -16,64 4,17
HPMZ15 -19,05 44,18 -12,42 HPZZ15 -0,53 -12,29 -19,49
SSMZ15 4,85 -25,55 -10,51 SS7715 -11,19 -75,40 -15,52
MOMZ15 -3,66 -53,14 -7,70 MOZZ15 -11,08 -58,27 -9,80
GOMZ15 -35,61 -47,94 -5,29 GOZZ15 -37,63 -30,67 -7,54
HOMZ15 43,86 20,38 -19,52 HOZZ15 41,04 14,41 -19,53
MPMZ15 -17,52 -2,45 -43,53 MPZZ15 -50,98 -11,98 -40,16
SOMZ15 -52,20 -59,60 -23,93 SOZZ15 -56,73 -22,85 -41,08
MU zmrazene 2016 ZU zmrazené 2016
LAMZI16 -20,38 -73,31 -30,07 LAZZ16 -37,81 -161,38 -84,51
COMZ16 -5,81 -68,52 -13,59 C0OZZ16 -19,08 -159,30 -66,81
HPMZ16 -13,02 -35,92 -32,69 HPZZ16 -18,61 -95,69 -102,90
SSMZ16 35,14 -80,37 -148,45 SS7Z16 -38,34 -86,60 -59,56
MOMZ16 -54,33 -104,34 -145,45 MOZZ16 -57,76 -152,71 -89,48
GOMZ16 -34,51 -64,93 12,94 GOZZ16 -38,16 -98,95 -44.24
HOMZI16 -13,51 -74,59 -61,63 HOZZ16 -15,71 -114,26 -65,24
MPMZ16 -54,95 -79,33 -112,23 MPZZ16 -46,28 -119,73 -102,34
SOMZ16 -37,68 -185,04 -191,74 SOZZ16 -33,34 -272,52 -116,45
MU susene 2015 ZU susene 2015
LAMSI15 3,80 8,69 -37,77 LAZSI15 -19,00 5,02 -30,79
COMSI15 52,98 27,20 -37,69 COZS15 19,79 11,35 -37,06
HPMSI15 17,28 38,34 -35,34 HPZS15 -69,17 20,31 -40,95
SSMSI15 -61,94 22,30 -55,89 SSZS15 -14,63 12,12 -64,80
MOMSI15 48,88 25,16 -50,57 MOZS15 -5,88 15,32 -46,98
GOMSI15 19,52 31,86 -22,82 GOZS15 -30,91 42,05 -18,98
HOMSI15 -15,34 27,27 -50,31 HOZS15 -41,11 11,50 -50,88
MPMSI15 48,51 38,36 -84,44 MPZS15 13,68 38,12 -57,36
SOMSI15 -20,23 3,83 -53,76 SOZS15 -28,00 -25,03 -63,03
SMMS15 -56,75 -3,28 -14,60 SMZS15 -48,25 -15,54 -11,91
MU susené 2016 ZU susene 2016
LAMSI16 -77,88 -48,78 -37,23 LAZS16 -48,67 -101,60 -36,94
COMSI16 -51,33 -48,31 -21,25 COZS16 -23,27 -107,37 -43,18
HPMS16 -21,55 2,49 -61,39 HPZS16 -1,44 8,64 -59,59
SSMS16 -47.91 -39,05 -78.,44 SSZS16 -12,04 1,34 -65,94
MOMSI16 32,32 -45,78 -72,38 MOZS16 47,69 6,12 -67,34
GOMSI16 -14,49 -15,24 -32,02 GOZS16 17,49 27,44 -28.71
HOMSI16 19,51 -91,83 -88,11 HOZS16 -32,46 -26,46 -59,25
MPMS16 43,96 23,53 -131,74 MPZS16 11,35 20,53 -91,72
SOMS16 10,09 -128,21 -190,04 SOZS16 23,12 -28,10 -118,30
SMMSI16 -42.47 -88,68 -37,35 SMZS16 -40,57 -90,31 -46,91

Smérodatna odchylka méfeni byla u vSech vysledkd v rozmezi 2-5 %

184



Piiloha 15: Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidii (TFC), radikadl-zhaseci aktivity (TEACapts.+),
"OH radikalové aktivity (RS%) a stanovenych kovii u DMSO extraktii ze zmrazenych lécivych rostlin

TPC TFC TEAC RS% Al Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
TPC 1
TFC 0,8334 1
TEAC 0,9490 0,7509 1
RS%  0,0196 0,0265 -0,0146 1
Al 0,0590 0,0977 -0,0112  0,3019 1
Ca 0,2694 0,2851 0,2281 -0,0742 -0,0600 1
Cu 0,2221 0,3476  0,1101  0,5605 0,5664  0,0565 1
Fe 0,6538 0,4725 0,5995 0,1341 -0,0862  0,1240 0,0934 1
K 0,0964 0,2250  0,0965 -0,0298 0,0613 0,1424 0,1316 0,1780 1
Mg 0,6920 0,7128 0,5661 -0,0931 0,0171 0,6390 0,2304 0,2871 0,1429 1
Mn 0,6191 0,4053 0,5299 0,1653 0,0822 0,4286 0,0700 0,6586 0,1226  0,6007 1
Na 0,0229 10,0333 -0,0146 0,2793  0,1521 0,0278 0,4684 0,1353 0,4209 0,0306 0,0276 1
P 0,3216  0,1548 0,2952  0,4828 0,4446 -0,1958 0,3366 0,5521 10,3380 -0,1013 0,4111 0,3575 1

Zn 0,2299 10,2382 0,1797 0,3248 0,4426 0,0823 0,5828 0,3255 0,5381 0,1418 0,3473 0,5882 0,6342 1
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Piiloha 16: Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidii (TFC), radikal-zhaseci aktivity

"OH radikdlové aktivity (RS%) a stanovenych kovii u DMSO extraktii ze susenych lécivych rostlin

TPC TFC TEAC RS% Al Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
TPC 1
TFC 0,8582 1
TEAC 0,9756  0,8229 1
RS%  -0,2743 -0,3398 -0,3053 1
Al 0,2770  0,3032  0,2809 -0,1281 1
Ca 0,4960  0,6356 0,4758 -0,4553  0,4130 1
Cu 0,0539  0,0358 -0,0328 0,1969 0,1313  0,1222 1
Fe 0,3419  0,3929 0,2817 0,0171 0,1964 0,3232 -0,1050 1
K 0,5033  0,6959 0,4558 -0,2649 0,1819 0,4784 -0,0139 0,5104 1
Mg 0,5329  0,6693 0,5112 -0,4884 0,4470 0,8878 0,0987 04717 0,5053 1
Mn 0,2642 03697 0,1921 -0,0578 0,0430 0,2988 -0,0226  0,8439 0,3796  0,4577 1
Na 0,0196 -0,1407 -0,0222 0,3030 -0,1263 -0,1784 0,4809 -0,1245 -0,1845 -0,2208 -0,1779 1
P 0,6554 05217 0,6515 0,0116 0,0728 0,1820 -0,0730 0,6163 0,4942 03192 0,4852 -0,1226 1
Zn 0,2560 0,1720 0,218 0,2897 0,0413 -0,2026  0,0242  0,6034 0,3770 -0,0568 0,5108 0,2077 0,5987 1
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Piiloha 17: Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidii (TFC), radikadl-zhaseci aktivity (TEACapts.+),
"OH radikdlové aktivity (RS%) a stanovenych kovii u vodnych extraktii ze zmrazenych lécivych rostlin

TPC TFC TEAC RS% Al Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
TPC 1
TFC 0,7282 1
TEAC 0,9183  0,5217 1
RS% -0,1384 -0,2533 -0,1872 1
Al 0,0304 0,0082 -0,0965 0,1534 1
Ca 0,0116 -0,1218 -0,0193  0,0664 0,6382 1
Cu 0,0273  0,1789 -0,1675 0,1514 0,2877  0,0893 1
Fe 0,0820  0,4438 -0,0422 -0,0298 0,1697 0,0390 0,0612 1
K -0,0011  0,2004 -0,1130 -0,1149 0,3937 0,2621  0,2201  0,5343 1
Mg 0,0274 -0,1282  0,0747 -0,3447 0,5423  0,8209 -0,0133 -0,0509 0,2903 1
Mn 0,3744  0,3988  0,2303 -0,0599 10,6054 04582 03556 0,0577 0,1774 0,4377 1
Na 0,0265 0,1569 -0,1373  0,0910 0,4437 0,2098 0,5736 0,3911 10,5962  0,2094 0,1649 1
P 0,4524  0,4204 0,3545 -0,0205 0,2460 0,1272  0,3925 0,2419 0,5972  0,2227 0,4966 0,5344 1
Zn 0,0224  0,2910 -0,0289  0,0881 0,0557 -0,3541 0,3723 0,2578 0,2152 -0,3242 0,1566 0,2619 0,3371 1
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Piiloha 18: Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidii (TFC), radikal-zhaseci aktivity

"OH radikdlové aktivity (RS%) a stanovenych kovii u vodnych extraktii ze suSenych lécivych rostlin

TPC TFC TEAC RS% Al Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
TPC 1
TFC 0,8005 1
TEAC 0,9733  0,7100 1
RS% 0,6301  0,6668  0,5647 1
Al 0,3046  0,2441  0,2221 0,3096 1
Ca 0,3528 0,2833  0,2811 0,2708  0,9324 1
Cu -0,2029  -0,0417 -0,2214 10,1383 -0,1850 -0,1578 1
Fe -0,2213  0,0193 -0,2728 0,0513 -0,1091 -0,1978  0,6769 1
K 0,2079  0,2598  0,1385 10,2977 0,2352  0,1735 0,1365 0,0141 1
Mg 0,4301 0,3031 03756 0,2606 0,8007 0,7821 -0,2102 -0,1962 0,3463 1
Mn 0,1322  0,2508 0,0513 0,1084 0,7159 0,6571 -0,1695 0,0608 0,0842 0,5614 1
Na -0,1595  0,0571 -0,1873 0,1728 -0,1458 -0,1114 0,5084 0,1211 10,3299 -0,1482 -0,2025 1
P 0,2749  0,4471 0,1990 10,3906 0,0324 -0,0135 0,6257 0,4235 10,5464 0,0356  0,0448 0,3494 1
Zn 0,1377 0,2636  0,1090 0,3113 -0,0109 -0,0642 0,5087 0,3068 0,4164 -0,0708 0,1447 0,5551 0,6955 1
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Piiloha 19: Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidii (TFC), radikal-zhaseci aktivity

"OH radikdlové aktivity (RS%) a stanovenych kovii u ethanolovych extraktii ze zmrazZenych lécivych rostlin

TPC TFC TEAC RS% Al Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
TPC 1
TFC 0,7994 1
TEAC 0,9381 0,5889 1
RS% 0,3021 0,0981  0,2237 1
Al 0,1629 0,1789  0,0036  0,5909 1
Ca -0,0337 0,0977 -0,0352 -0,1553 -0,2807 1
Cu 0,1170 0,2831 -0,0843  0,2408 0,7656 -0,2511 1
Fe 0,1739 10,1813 0,0124 0,6157 0,9900 -0,3258  0,7778 1
K -0,0357 0,2630 -0,1243 -0,3920 -0,0762  0,2253  0,2549 -0,0640 1
Mg 0,1156 0,1888 0,0958 -0,1267 -0,1346  0,7552 -0,0978 -0,1809  0,2939 1
Mn 0,4418 0,5210 0,3352 0,1608 0,0303 0,6585 0,1096 -0,0058 0,0825 0,6385 1
Na 0,0188 0,1389 -0,0774 -0,0646  0,0259 0,0973 0,3030 0,0674 05114 0,2582 0,0013 1
P 0,0907 0,2498 0,0892 -0,4553 -0,4888  0,0288 -0,0231 -0,4778 0,3881 -0,1184 0,0867  0,1954 1
Zn -0,0576  0,0648 -0,0417 -0,1403 -0,2921  0,3494 -0,0680 -0,2736 -0,0057 0,1564 0,3221 -0,1147 0,1904 1

(TEAC ABTS-+),
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Piiloha 20: Pearsonovy korelace celkovych fenolickych sloucenin (TPC), flavonoidii (TFC), radikal-zhaseci aktivity

"OH radikdlové aktivity (RS%) a stanovenych kovii u ethanolovych extraktii ze susenych lécivych rostlin

TPC TFC TEAC RS% Al Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
TPC 1
TFC 0,8516 1
TEAC 0,9753  0,7649 1
RS% 0,4189 04416  0,3822 1
Al 0,1524 0,1142  0,1290 0,5970 1
Ca 0,2469  0,2353  0,1556 0,0596 0,2101 1
Cu 0,0567 0,1954 0,0039 02385 0,1735 -0,0781 1
Fe -0,0882  0,1175 -0,1741  0,3625  0,3359 -0,0970  0,4908 1
K 0,3769  0,6289  0,2797 0,1521  0,0698 0,1412  0,5070  0,2569 1
Mg 0,3838 0,4447 0,3011 0,1170 0,2695 0,6823  0,0204 -0,0483 0,4664 1
Mn 0,1064 02514 0,0049 0,1952  0,2055 0,6442 -0,0492 0,2604 0,0709  0,5680 1
Na -0,2418  -0,0635 -0,2681 -0,0698 -0,0137 -0,1496 0,5953 02316 0,4556 -0,0454 -0,1807 1
P 0,1971  0,3096 0,1829 0,3042 0,0369 -0,3306 04857 04737 0,4295 -0,1973 0,0360 0,4629 1
Zn -0,0239  0,2231 -0,0901 0,1329 -0,1249 -0,1150 0,5722 0,6303 0,4961 0,0006 0,2720 0,5633 0,8160 1
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Piiloha 21: Priimérné hodnoty obsahu konkrémich fenolickych sloucenin v mgkg ™' u vSech extraktii ze zmraZenych a suSenych 1écivych rostlin
pochazejicich z Centra leécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné (MU) a Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné (ZU)
produkovanych béehem dvou let (2015, 2016). Smérodatna odchylka méreni byla u vsech vysledkii do 5%. Zkratka: nd — nedekovano

voda 50% ethanol dimethylsulfoxid
MU ZU MU ZU MU ZU
sloucenina | uprava 2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016
levandule I¢karska
ferulova zmr 1321 996 1201 965 1286 1091 1539 648 1138 783 1957 740
sus 958 930 997 899 1146 988 1147 483 254 175 362 111
sinapova zmr 682 179 614 257 547 191 538 242 336 171 325 195
sus 294 167 292 172 525 173 518 188 125 43 78 62
mésicek lékaisky
katechin zmr nd nd nd nd 263 nd 242 nd 305 nd 261 nd
sus nd nd nd nd 265 nd 243 nd 99 nd 61 nd
chlorog. zmr 38 nd 44 nd 89 nd 64 nd 34 nd 111 nd
sus 1082 598 1061 651 838 676 988 1 146 635 197 599 387
kavova zmr 24 nd 25 nd 18 nd 46 nd 24 nd 34 nd
sus 115 58 138 62 62 33 69 59 46 29 37 34
rutin zmr 3364 2991 6308 5063 3662 1632 5199 3133 5725 4053 8703 3904
sus 4904 3789 | 10358 9104 3719 3242 6 596 6169 1233 159 2 834 427
myricetin zmr 3830 3089 | 12174 9216 5438 1906 11202 4762 8920 1386 13 335 6595
sus§ 4926 2420 | 14883 9 404 4296 714 8 840 3680 1595 643 4355 1739
trezalka teCkovana
chlorog. zmr 673 113 328 127 1056 273 921 115 1140 320 248 102
sus 1343 418 521 132 1369 413 1270 129 1468 621 379 330
kéavova zmr 30 nd 30 nd 27 nd 24 nd 32 nd 19 nd
sus 67 54 82 39 72 63 71 43 41 71 46 35
rutin zmr 2750 974 3118 1723 6019 2 826 3563 2542 12 637 9252 9283 8514
sus 4545 3290 4358 3357 8780 8562 6103 4772 8872 6614 9160 5041
kvercetin zmr nd nd nd nd 1116 841 790 750 1738 1038 3705 898
sus 1627 722 1226 787 2818 1529 1725 1005 1100 404 1558 388
Salv¢j muskatova
gallova zmr 758 663 675 475 475 337 461 332 248 115 646 269
sus 466 72 285 30 272 202 257 150 35 33 22 33
chlorog. zmr nd nd nd nd 75 nd 69 nd nd nd nd nd
sus nd 41 nd 69 397 119 137 55 143 20 136 13
kavova zmr 42 nd 35 nd 154 74 409 119 303 100 506 315
sus 571 531 720 200 416 213 534 518 76 50 158 75
luteolin zmr 32 nd 103 nd 1548 628 1170 703 1183 689 1805 1498
sus 107 69 125 77 718 495 373 316 726 377 378 351
medurika lékarska
kavova zmr 214 51 429 112 188 115 323 169 327 193 394 162
sus 1325 558 1057 745 396 227 399 252 88 184 71 210
p-kumar. zmr 39 nd 34 nd 15 nd 12 nd 18 nd 21 nd
sus 60 nd 42 nd 19 nd 20 nd 56 nd 52 nd
hesperidin zmr 2 140 823 2265 742 2250 1933 2216 1767 7 662 5509 7288 4111
sus 3472 2235 6436 2318 43 973 25394 42 160 23020 22924 8 788 24 626 7910
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Piiloha 22: Primérné hodnoty obsahu konkrémich fenolickych sloucenin v mgkg ™' u vSech extraktii ze zmraZenych a suSenych 1écivych rostlin
pochazejicich z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné (MU) a Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné (ZU)
produkovanych béehem dvou let (2015, 2016) pokracovani. Smérodatna odchylka mereni byla u vSech vysledkii do 5%. Zkratka: nd — nedekovano

voda 50% ethanol dimethylsulfoxid
MU ZU MU ZU MU ZU
sloucenina | wiprava 2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016
jestiabina lékarska
gallova zmr 457 nd 301 nd 422 228 362 278 628 163 628 165
sus§ 123 nd 104 nd 388 91 202 93 161 137 161 150
chlorog. zmr 236 211 526 188 205 23 124 25 346 140 459 209
sus§ 322 270 690 222 209 92 272 80 74 25 124 20
kavova zmr 46 nd 68 nd 41 nd 42 nd 23 nd 33 nd
sus§ 95 91 210 86 63 42 92 36 40 26 42 37
rutin zmr 1338 1008 2366 1361 3107 2484 4 465 3815 3066 2370 5410 4908
sus§ 6123 2393 4369 4379 8994 3924 7156 4773 2672 1 662 2911 2572
myricetin zmr 2524 1331 4524 4494 4377 3031 11606 6570 2950 2615 10 696 6238
su§ 2092 1124 2483 2237 2922 1700 8 883 3651 2421 1533 3462 2789
yzop lékatsky
katechin zmr 225 223 273 271 573 194 630 610 1118 563 624 269
sus§ 961 555 906 468 1516 1031 956 808 488 183 321 184
chlorog. zmr 287 167 233 171 304 20 153 38 86 35 149 45
sus§ 374 216 388 223 329 252 348 189 409 142 181 59
kavova zmr 43 36 72 40 38 20 38 33 223 19 243 25
su§ 49 43 112 53 190 42 185 53 35 16 36 11
ferulova zmr 140 89 155 91 92 67 100 76 691 291 724 164
su§ 655 370 958 665 369 364 860 400 55 29 85 43
mata peprna
chlorog. zmr nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
sus§ 148 78 261 141 313 126 264 138 133 33 143 61
kavova zmr 37 16 61 28 134 15 182 27 205 60 201 126
sus§ 135 67 313 193 187 97 290 228 47 36 87 41
hesperidin | zmr 1029 173 1370 283 3747 1895 4243 1798 121 453 59435 124109 53730
su§ 8163 3224 8077 6078 | 24563 8 868 14 485 8901 103 196 47743 107626 47 808
kvercetin zmr nd nd nd nd 38 nd 85 nd 724 nd 1178 nd
su§ 1126 nd 1244 nd 423 155 511 89 1 865 176 1101 270
Salvej Iékarska
kavova zmr 341 175 328 195 207 67 400 115 418 101 253 215
su§ 430 414 381 415 287 231 524 417 53 47 118 57
ferulova zmr 114 78 117 76 108 50 160 67 158 21 146 51
sus§ 64 51 112 108 75 46 93 45 48 11 65 19
luteolin zmr 29 nd 27 nd 103 89 116 78 56 53 70 57
su§ 81 48 145 37 72 nd 73 nd 21 nd 18 nd
ostropestfec mariansky
chlorog. | sus | 37 146 [ 27 105 [ 101 386 [ 91 241 [ 76 158 | 6l 118
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Piiloha 23: Priimérné hodnoty obsahu Ca, Na, K, Mg a P v mgkg ' u vSech extraktii ze zmrazenych a suSenych lécivych rostlin pochdzejicich
z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné produkovanych behem dvou let (2015, 2016); oznaceni vzorkii je uvedeno v Tab. 9 a 10.

Smérodatna odchylka merent byla u vsech vysledkii do 5%

Ca [mg-kg'] Na [mg-kg'] K [mg-kg™| Mg [mg-kg'] P [mg-kg']
vzorek H,0 [ ETOH [ DMSO | H,0 [ ETOH | DMSO H,0 [ ETOH | DMSO H,0 [ ETOH | DMSO | H,0 [ ETOH | DMSO
mrazene
LAMZ15 | 22089 | 4043 [ 4108 | 5204 87,6 30,0 | 110984 [ 56702 | 6299,1 | 717,9 | 3894 197,1 6659 | 2949 253,7
COMZ15 | 35958 | 11803 | 484,7 | 22673 | 11042 | 511,1 | 15093,6 | 10610,9 | 109200 | 7363 | 7114 | 3784 | 15442 | 15984 | 6129
HPMZ15 | 3364,0 | 909,3 | 18200 | 5414 129,1 | 2459 | 89012 | 51304 | 115248 | 1114,5 | 6140 | 794,6 | 19223 | 10416 | 9004
SSMZ15 | 93552 | 29853 | 25551 | 776,7 | 2250 | 577,01 | 152246 | 114002 | 127656 | 2586,7 | 17188 | 1043,6 | 1573,1 | 572,8 598,0
MOMZI15 | 41476 | 6644 | 8335 | 6792 1464 | 4264 | 163846 | 7637,8 | 74978 | 16919 | 611,9 | 609,7 | 22272 | 335, 414,1
GOMZ15 | 5797,6 | 1640,0 | 887,1 584.4 111,6 | 472,0 | 106073 | 73655 | 108933 | 14165 | 10212 | 493,0 | 18447 | 866,7 695,5
HOMZ15 | 117184 | 1157,0 | 21354 | 5834 85,9 554,5 | 141565 | 5852,6 | 32404 | 1843,0 | 4989 | 436,7 | 14419 | 2870 326,4
MPMZ15 | 70639 | 11404 | 39152 | 23932 | 7343 | 2843 | 114170 | 57955 | 72414 | 28785 | 15164 | 16479 | 17256 | 2459 301,5
SOMZ15 | 91651 | 20288 | 21439 | 4938 81,9 631,0 | 104153 | 63218 | 97526 | 46740 | 28423 | 1020,6 | 7645 236,9 327,0
LAMZ16 | 1441,1 | 6343 | 313,5 | 3562 | 227,6 67,7 | 127404 | 97241 | 44259 | 867,0 | 6444 188,0 4352 | 9582 3373
COMZ16 | 936,0 362,8 | 258,5 | 6358 | 2965 | 3773 | 75861 | 47888 | 68227 | 3328 189,1 147,1 6542 | 14612 | 299,0
HPMZ16 | 19326 | 962,1 | 709,5 | 366,9 94,1 1,1 6986,5 | 37579 | 41915 | 9107 | 4203 | 277,9 | 15650 | 3387,7 | 556,1
SSMZ16 | 15017,0 | 5843,1 | 1446,1 | 1107,1 | 6354 | 171,8 | 205594 | 148559 | 10407,1 | 41334 | 24669 | 6653 | 13603 | 14619 | 4137
MOMZ16 | 39102 | 7100 | 6202 | 357.0 95,4 441 | 115257 | 61135 | 5783,8 | 23250 | 509,5 | 4035 5699 | 642,0 194,0
GOMZ16 | 31771 | 22885 | 8054 | 374.6 135,9 523 | 11970,1 | 7092,1 | 7674,1 | 12353 | 1040,3 | 350,8 | 14276 | 2686,7 | 4522
HOMZ16 | 9970,6 | 3644,5 | 2533,9 | 421,8 | 216.2 120 | 150744 | 8850,0 | 7547,0 | 24503 | 14414 | 560,0 792,0 844,6 291,9
MPMZ16 | 95820 | 39413 | 2548,5 | 461,8 | 2635 6,6 10252,0 | 57503 | 6807,2 | 38744 | 3063,1 | 13835 | 16852 | 5803 321,6
SOMZ16 | 29975 | 12424 | 1424,1 | 3866 120,8 71,8 | 157361 | 120214 | 12151,6 | 1607,0 | 10674 | 6207 | 11250 | 17163 | 2422
susene
LAMSI5 | 22994 | 8558 | 330,6 | 207.1 94,2 179,7 | 109600 | 10697,3 | 1683,1 | 12736 | 1176,1 | 1454 856.,0 577.9 120,4
COMSI5 | 65357 | 1664,0 | 2184 | 32744 | 23157 | 53,1 | 171925 | 20554,0 | 30540 | 1678,6 | 16765 | 944 | 33132 | 17126 | 1408
HPMSI15 | 40123 | 1566,6 | 361,9 | 2013 81,6 2044 | 88607 | 125258 | 33496 | 12295 | 13972 | 171,1 | 27314 | 34765 | 291.2
SSMS15 | 164283 | 41188 | 683,1 | 2713 93,0 230,3 | 144436 | 18062,1 | 2776,5 | 4101,1 | 3148,0 | 3868 | 1790.1 | 926,0 189,6
MOMSI15 | 11315,5 | 24832 | 1756,6 | 1006,5 | 73,4 2458 | 145257 | 17030,3 | 26759 | 33445 | 22606 | 2856 | 26312 | 9346 135,9
GOMSI15 | 58024 | 19063 | 7209 | 2281 97,1 239,9 | 138598 | 151452 | 4343,6 | 13609 | 14992 | 287,1 | 28238 | 19043 | 269.8
HOMSI5 | 121572 | 29624 | 1903,4 | 261,7 | 2714 | 230,9 | 155902 | 14761,0 | 46233 | 23580 | 13434 | 3536 | 18978 | 4793 129.6
MPMS15 | 115583 | 2950,1 | 2140,5 | 275.2 103,7 | 252,5 | 158938 | 20314,0 | 46064 | 2611,0 | 2069,1 | 5250 | 26538 | 971,6 188.,6
SOMSI5 | 7099,5 | 24505 | 500,7 | 2283 92,3 257,10 | 118971 | 131487 | 1169,9 | 30133 | 30629 | 159,5 968,3 302,9 79,2
SMMSI15 193,1 91,2 1706 | 1131 64,6 209,5 889.5 387.9 68.5 74,4 46,2 83,5 3788 | 2568 126,5
LAMSI6 | 1449,6 | 13760 | 408,9 48,6 311,7 12,7 | 138405 | 12312,9 | 26622 | 1612,0 | 14187 | 2322 | 1139,7 | 591,9 1033
COMSI16 | 32654 | 1026,1 | 1856 | 14918 | 1109,5 | 183,8 | 211124 | 13147,0 | 31249 | 12663 | 59438 73,3 24404 | 7034 106,6
HPMS16 | 22839 | 9399 | 742,1 64,5 102,7 13 120128 | 95647 | 55588 | 9370 | 756,0 | 2649 | 27028 | 19484 | 4326
SSMS16 | 132129 | 41344 | 648,1 | 473, 597,1 31,8 | 176287 | 161693 | 25542 | 36952 | 27962 | 3325 | 19575 | 3446 129,9
MOMSI6 | 68390 | 25279 | 24634 | 47,7 129,5 1,7 24012,1 | 231544 | 7060,6 | 29860 | 1942,7 | 5255 | 28516 | 7513 195.4
GOMS16 | 195034 | 75893 | 21563 | 333 154,5 7,0 9138,6 | 89412 | 29899 | 34992 | 3311,0 | 653,1 | 14309 | 296.,6 208,9
HOMS16 | 12302,6 | 4336,5 | 18964 | 594 244.9 10,6 | 176595 | 14057,7 | 36054 | 2266,1 | 14575 | 2828 | 21412 | 462,6 90,5
MPMSI16 | 140274 | 23259 | 3692,6 | 106,1 981,9 2,5 140275 | 155834 | 6754,8 | 44460 | 2640,5 | 1152,7 | 31422 | 5313 2758
SOMSI6 | 84599 | 25513 | 7822 60,5 90,1 246 | 180472 | 156243 | 2751,6 | 47373 | 32847 | 2868 | 12405 | 249.0 79,5
SMMS16 | 659,1 107,6 | 170,0 55,7 71,4 26,4 43111 | 26108 | 8153 | 10447 | 1215 71,0 | 35304 | 4468 159,7
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Piiloha 24: Primérné hodnoty obsahu Cu, Fe, Mn, Zn a Al v mg-kg™" u vSech extraktii ze zmrazenych a suSenych 1é¢ivych rostlin pochdzejicich
z Centra lécivych rostlin Masarykovy univerzity v Brné produkovanych béhem dvou let (2015, 2016). Oznaceni vzorkui je uvedeno v Tab. 9 a 10.
Smérodatna odchylka merent byla u vsech vysledkii do 5%

Cu [mg-kg™] Fe [mg-kg™'] Mn [mg-kg™'] Zn [mg-kg™'] Al [mg-kg™']
vzorek H,0 | ETOH | DMSO | H,O | ETOH | DMSO | H,0 | ETOH [ DMSO | H,0 | ETOH | DMSO | H,0 [ ETOH | DMSO
mrazZené
LAMZ15 5,6 4,1 6,7 6,1 5,0 2,1 33 0,9 0,8 8,7 1,6 8.4 5,1 12,8 0,4
COMZ15 10,7 12,0 18,3 13,6 11,4 2,0 3.8 1,8 1,0 22,3 14,1 25,4 6,6 30,3 15,8
HPMZ15 44 5,6 10,6 52 6,6 13,9 11,5 3,6 5,0 15,0 3,8 30,4 7,1 19,8 3,0
SSMZ15 5,8 8,9 14,3 8,8 10,8 4,0 16,5 73 6,0 10,5 52 41,7 10,5 35,7 6,9
MOMZ15 5,5 5,6 10,8 4,6 6,4 2,5 3,6 1,1 0,6 17,8 0,0 19,6 44 20,2 3,1
GOMZ15 9,7 8,0 9,0 9,7 6,8 72 21,9 7,7 3,6 19,5 10,8 33,4 6,0 20,6 48
HOMZ15 49 48 11,0 6,5 6,2 1,7 14,0 1,9 2,3 54 0,0 18,9 11,5 20,4 8,3
MPMZ15 7,6 49 12,7 4,1 42 7,5 10,3 3,7 6,2 8,7 0,4 16,0 6,9 13,6 12
SOMZ15 4,6 53 10,3 6,3 6.4 4 15,8 5,7 2,9 8.8 1,9 26,6 10,9 21,3 59
LAMZ16 4,0 3,6 2,0 4,0 12 1,5 2,0 12 0,5 18,6 2,7 49 32 0,0 0,5
COMZ16 43 3,0 1,7 2,7 0,4 0,9 1,1 0,5 0,4 29,2 5.8 8,0 1,5 0,0 0,0
HPMZ16 5,0 3,0 22 6,8 0,4 3,9 8,5 3,9 22 33,4 21,1 19,6 35 0,0 1,7
SSMZ16 47 3,0 1,6 95 0,0 24 19,0 72 24 19,9 20,9 16,7 14,9 0,0 48
MOMZ16 3,1 1,3 0,4 4,7 0,0 1,8 3,1 0,6 0,4 9.8 15,1 8,7 4,6 0,0 3,6
GOMZ16 6,2 5,6 4.4 6,5 0,6 5,6 7,9 59 4,1 0,0 34,4 22,6 34 0,0 4,1
HOMZ16 0,0 24 0,6 10,4 0,0 2,5 0,3 6,0 2,8 0,0 23,9 17,1 0,0 0,0 3,8
MPMZ16 0,0 2,3 12 7.9 0,0 42 0,3 6,9 33 0,0 20,0 11,7 0,0 0,0 48
SOMZ16 52 55 12 8,6 0,0 52 34 1,7 1,8 20,8 41,7 24,5 52 0,0 42
susené
LAMSI15 5,0 6,3 5.4 55 5.1 1,0 48 32 0,8 8.8 8,6 10,5 53 12,1 2,1
COMSI5 18,2 16,6 4.4 8,1 6,0 1,4 12,5 42 0,6 38,0 28,9 10,1 5,1 13,3 2,7
HPMS15 47 7,5 34 2,5 49 34 16,3 9.8 2.4 22,5 23,5 13,3 3.9 13,0 1,8
SSMS15 4,1 6,7 6,0 1,9 44 1,7 43,5 16,0 5,1 10,2 11,3 10,3 13,0 17,0 0,2
MOMSI15 5,6 7,6 6,1 6,3 43 1,3 11,5 32 1,0 39,7 6,2 10,4 10,3 14,9 1,0
GOMSI15 7,0 8,1 1,8 7,5 7.9 11,2 21,8 12,0 6,7 272 28,7 16,7 4,5 13,7 1,3
HOMSI15 8.4 10,0 53 4,0 5,0 1,8 13,6 43 1,8 11,9 52 8,1 9.4 15,8 12
MPMS15 49 8,0 52 6,1 55 49 19,0 52 1,8 8,1 5,6 6,3 9.4 15,8 1,8
SOMS15 2,4 5,1 7.8 1,8 42 0,4 10,5 6,7 0,7 9,5 7,5 6,9 5,6 14,5 2,0
SMMS15 1,7 3,1 1,6 2,1 3.8 03 0,5 03 0,2 3,6 0,0 59 0,6 11,2 2,0
LAMSI16 3,5 75 13 8,0 54 1,9 43 2,6 0,7 10,1 16,1 9,0 3,1 1,9 0,5
COMS16 9,4 73 0,8 92 4,1 12 9,8 1,8 0,6 28,1 15,7 9,1 3.9 0,0 0,5
HPMS16 5,1 6,1 3,0 4,1 32 4,6 14,4 59 3,5 27,3 19,5 12,6 2,3 0,0 0,2
SSMS16 34 54 1,1 47 3,0 1,8 24,6 93 29 10,9 10,7 72 14,8 35 0,6
MOMS16 4,1 6,4 2,7 6,1 2,8 2,1 73 1,7 1,7 21,6 11,3 9,1 8,1 1,4 2,0
GOMS16 32 5,6 42 10,2 4,1 8.8 77,9 26,0 93 27,1 18,8 10,9 20,0 7,1 22
HOMS16 4,0 5,9 0,7 48 2,8 1,0 10,8 3,1 1,0 10,0 9,1 6,9 12,8 47 2,0
MPMS16 49 9,6 3,6 52 2,9 7,0 32,5 6,1 33 10,2 12,2 7,7 16,8 1,0 3.4
SOMS16 2,7 44 0,7 6,3 32 1,7 442 14,2 33 14,6 13,2 7,1 12,2 2.4 0,5
SMMS16 19,7 8,7 4,6 26,5 2,7 0,5 4,1 03 03 13,2 5,0 5,6 03 0,0 0,3
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Piiloha 25: Primérné hodnoty obsahu Ca, Na, K, Mg a P v mgkg ' u vSech extraktii ze zmraZenych a suSenych lécivych rostlin pochdzejicich
ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné (ZU) produkovanych behem dvou let (2015, 2016). Oznaceni vzorku je uvedeno v Tab. 9
a 10. Smérodatna odchylka merent byla u vsech vysledkii do 5%

Ca [mg-kg™| Na [mg-kg™'| K [mg-kg™| Mg [mg-kg | P [mg-kg'|

vzorek H,0 | ETOH | DMSO | H,0 [ ETOH | DMSO H,0 | ETOH | DMSO H,0 | ETOH | DMSO H,0 | ETOH | DMSO

mrazZené

LAMZ15 2179,9 766,3 644.,9 10244 384,1 1256,3 | 12200,0 | 11636,2 | 78348 916,1 1151,6 388,2 665,4 569,1 430,2
COMZ15 4570,9 395,6 441,2 4094,2 884,8 83,5 21067,6 | 94469 | 157226 993,0 269,6 356,1 28313 953,9 630,8
HPMZ15 38532 664.,9 1245,5 479,9 51,1 790,6 140293 | 90199 | 11566,7 | 1938,6 | 5618 733,5 3271,1 | 13023 617,2
SSMZ15 7121,7 | 1640,2 | 991,7 39322 | 1780,8 | 867,0 21966,5 | 168459 | 5476,8 | 26756 | 1707,7 603,5 3292,5 | 12915 635,0
MOMZIS | 6143.8 514,1 1598,9 | 14308 4164 732,1 19487,8 | 10858,5 | 11268,0 | 2773,2 | 600,1 1091,2 | 2760,6 660,6 331,6
GOMZ15 | 47629 705,4 529,7 1220,2 236,7 1154,6 | 17103,5 | 95425 7571,0 | 1189,0 | 4314 311,7 2581,2 | 1030,8 646,7
HOMZ15 | 12309,0 | 17394 | 26942 810,0 163,0 7778 9495,1 2661,8 42258 | 29728 | 6054 5378 1092,0 108,7 2579
MPMZ15 | 13470,9 | 23539 145,2 3930,6 | 16058 105,9 18259,5 | 10376,8 | 4363,5 | 49285 | 2516,3 | 1509,9 | 24863 364,1 327,71
SOMZ15 8199,6 | 21853 | 4340,0 993,2 363,6 613,8 18043,4 | 12405,8 | 20265,6 | 28242 | 18833 | 12532 | 14572 2979 281,9

LAMZ16 11654 741,8 316,3 633,5 398,7 17,2 12401,1 | 10363,2 | 48914 676,5 660,5 220,4 950,8 1.883,1 211,7
COMZ16 2053,0 | 1157,5 | 756,9 2235,8 | 13950 | 1950,5 | 19080,7 | 137044 | 24169,0 | 1007,5 640,2 469,5 1137,2 | 30452 598,5
HPMZ16 25769 | 1869,1 | 12614 | 10223 715,3 640,4 10418,1 | 6971,9 7331,6 1492,0 | 11842 5443 1736,8 | 3549,5 455,9
SSMZ16 5961,0 | 2381,8 | 13098 | 19083 746,7 197,8 26823,9 | 21738,4 | 13036,0 | 2996,4 | 18574 565,0 32573 | 37499 409,7
MOMZI16 | 32342 | 16742 | 615,6 588,4 307,1 34,0 16 182,6 | 12410,9 | 8703,7 | 2021,7 | 12748 418,7 1993,0 | 17585 252,6
GOMZ16 | 3509,7 | 16850 | 595,7 822,8 518,0 76,5 14419,6 | 13015,0 | 120457 | 15755 | 1052,6 299,8 19643 | 39112 553,5
HOMZ16 | 5933,5 | 3094,5 | 30849 662,2 305,8 36,5 11669,6 | 55238 47785 | 2004,7 | 1169,1 589,8 708,7 900,1 273,8
MPMZ16 | 6815,6 | 22114 | 1662,2 | 1198,7 673,5 433,8 16 088,5 | 96929 9869,6 | 3414,8 | 1974,1 | 1066,8 | 23290 | 11944 3044
SOMZ16 44759 | 17179 | 759,8 589,1 306,3 69,7 13502,7 | 12693,8 | 9883,6 19174 | 1166,7 355,0 1697,8 | 21789 231,9

susené

LAMSI15 3282,7 | 1119,8 | 5239 835,5 470,9 197,0 11202,2 | 135274 | 1678,7 | 2659,0 | 2753,0 244,7 1226,6 736,5 89,4
COMSI15 5112,0 829,0 238,8 4228,0 | 2919,7 181,6 18131,2 | 25045,3 | 41315 1373,6 | 1369,5 123,7 3486,4 | 3195,0 160,8
HPMSI5 3728,9 | 1003,5 | 491,6 318,2 110,7 273,7 131454 | 14996,3 | 4083,5 | 2310,7 | 1866,8 336,0 3105,1 1963,5 204,3
SSMS15 6082,7 | 13455 | 306,44 1257,1 5394 2114 20961,4 | 27386,0 | 4782,4 | 19409 | 1804,6 177,1 3212,1 1601,2 173,8
MOMSI5 | 64194 58,6 1449,0 | 1135,0 532,3 199,4 15966,2 | 22508,5 | 49094 | 30234 | 29313 450,1 1492,8 650,5 164,4
GOMSI15 3823,6 | 1621,3 | 4671 1364.,8 9574 4,7 12443,5 | 16425,5 | 5449,5 1257,7 | 1463,2 206,4 1902,0 | 1466,5 194,8
HOMSIS5 | 142074 | 6595,6 | 1479,1 780,4 486,3 2404 11949,5 | 13071,5 | 26789 | 3702,1 | 30072 413,1 14839 278.5 100,3
MPMSI15 9527,0 | 37422 | 2611,3 2349 329,4 206,1 12840,0 | 166174 | 46554 | 18957 | 1756,0 4273 594,0 3732 182,2
SOMS15 10894,3 | 28274 | 8238 1 069,3 470,3 238.5 16 584,5 | 20185,1 | 3319,0 | 4027,7 | 33248 272,4 13525 356,2 95,9
SMMS15 2578 86,7 139,7 142,5 45,9 216,9 1630,2 1.048,9 291,0 75,3 44,6 73,4 611,6 2719 129.4

LAMSI16 770,7 540,8 106,8 495,5 459,8 7.4 14650,6 | 10882,2 | 1201,0 624,1 5222 533 951,1 451,0 78,9
COMS16 45225 | 1656,0 | 190,2 2793,0 | 2692,5 | 380,7 26474,6 | 257953 | 4756,6 1619,8 | 1742,0 90,6 2966,8 | 2387,1 134,9
HPMS16 2369,3 8833 620,3 589,3 520,9 196,9 113704 | 83995 3145,7 1338,8 833,6 280,8 28279 | 17169 268,7
SSMS16 53950 | 15429 | 271,1 629,2 662,0 243 346543 | 30957,9 | 54582 | 25084 | 18877 163,0 4291,5 | 2111,0 168,8
MOMSI16 | 89727 | 3469,6 | 1918,8 356.,4 3794 27,4 23392,9 | 23167,6 | 5411,2 | 4277,0 | 3304,8 519,8 2936,3 835,0 141,9
GOMS16 | 4380,1 | 16188 | 5145 652,9 604,9 123,3 21763,6 | 24444,5 | 71547 1781,4 | 1681,4 2443 30672 | 2606,1 197.4
HOMSI16 8054,9 | 2377,6 | 10813 407,3 299,1 12,8 12020,4 | 8558,0 20545 | 20963 | 1222,1 231,2 12204 194,9 78,5
MPMS16 | 10745,0 | 2056,4 | 1722,1 | 11294 | 1020,1 | 256,1 197904 | 16104,8 | 53829 | 4480,1 | 23094 765,2 31932 574,9 2213
SOMS16 6393,7 | 32454 | 546,5 291,5 419.9 4,9 23608,2 | 19940,1 | 27304 | 2611,1 | 30473 174,0 3090,7 630,5 96,1
SMMSI16 636,7 104,1 205,9 96,2 72,4 54,2 32879 2379,5 638,3 380,7 72,6 53,3 1989,1 496,4 130,4
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Piiloha 26: Primérné hodnoty obsahu Cu, Fe, Mn, Zn a Al v mg-kg™" u vSech extraktii ze zmrazenych a suSenych 1é¢ivych rostlin pochdzejicich
ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brné produkovanych behem dvou let (2015, 2016). Oznaceni vzorku je uvedeno v Tab. 9 a 10.
Smérodatna odchylka merent byla u vsech vysledkii do 5%

Cu [mg-kg™] Fe [mg-kg™'] Mn [mg-kg™'] Zn [mg-kg™'] Al [mg-kg™']
vzorek H,0 | ETOH | DMSO | H,O | ETOH | DMSO | H,0 | ETOH [ DMSO | H,0 | ETOH | DMSO | H,0 [ ETOH | DMSO
mrazZené
LAMZ15 3,8 7,6 15,7 6,8 8,9 3,9 53 28 1,6 93 1,7 30,6 5,0 26,5 3,1
COMZ15 14,0 9.4 17,5 11,2 11,5 2,1 42 1,0 1,1 31,8 7,5 37,0 8,3 32,5 13,7
HPMZ15 72 3,8 10,9 49 33 75 23,1 5,1 52 282 7,5 26,6 5,6 59 7.8
SSMZ15 59 4,6 12,7 9,0 49 1,9 11,1 3,1 1,9 10,8 8,8 29,7 11,2 10,9 13,0
MOMZ15 7.8 6,7 11,2 53 7.9 4,7 7,7 1,3 2,0 17,1 0 25,8 6,2 22,4 47
GOMZ15 8,3 74 15,1 11,8 92 11,3 19,0 3,8 23 21,7 5,1 30,8 6,3 25,7 47
HOMZ15 4,0 1,6 19,4 59 29 1,8 11,7 1,6 12 10,3 3,7 32,4 13,5 7,9 5,7
MPMZ15 13,1 6.8 11,5 72 3.8 43 23,9 5.8 3,6 17,4 9,0 29,0 14,8 10,0 5,0
SOMZ15 54 3.8 11,0 4,6 34 3.8 74 2.8 1,9 13,3 8,2 282 8.4 93 1,3
LAMZ16 4,0 4,1 1,1 6,7 0,0 1,6 1,7 1,1 0,5 8,2 1,1 16,1 3,7 0,0 0,0
COMZ16 3,8 55 55 16,7 0,0 2,7 2,6 1,4 1,4 28,3 1,4 40,9 7,7 0,0 1.4
HPMZ16 0,0 35 3,9 8,2 0,0 45 10,1 45 2,6 16,0 4.5 31,4 59 0,0 45
SSMZ16 0,7 47 1,9 13,3 0,0 3,8 13,7 4,0 2,8 23,1 4,0 24,1 9,6 0,0 3,8
MOMZ16 1,8 3,0 0,6 8.4 0,0 24 42 1,4 0,6 14,9 1,4 15,7 4,5 0,0 2,4
GOMZ16 34 6,1 47 8,6 0,0 6,2 18,9 57 3,1 20,3 57 30,1 6,1 0,0 3,5
HOMZ16 0,0 1,8 0,7 8,0 0,0 2,0 6,2 1,7 1,3 10,2 1,7 18,9 11,5 0,0 33
MPMZ16 6,3 5,1 3,6 7,5 0,0 6,0 16,9 43 3,0 12,8 43 14,9 10,4 0,0 1,8
SOMZ16 5,8 5,0 1,7 8,1 0,0 4,0 6,9 1,7 1,1 19,9 1,7 16,4 7,7 0,0 1,1
susené
LAMSI15 2,6 5,1 8,7 32 43 0,5 11,5 7.8 1,1 74 7.1 8,0 34 13,1 1,0
COMSI5 11,4 10,0 6,9 9.4 5,7 2,1 53 2,5 0,5 38,5 33,9 9.4 5,6 12,8 1,3
HPMS15 72 7,0 6,7 2,1 2,8 3,1 17,9 7,0 22 32,0 28,0 12,1 3,1 5,1 1,8
SSMS15 6,1 7.9 6,6 34 2,9 1,5 13,7 5,0 1,4 18,0 16,2 12,2 53 6,3 1,8
MOMSI15 3,1 6,2 8,0 32 43 1,8 19,9 42 2,1 12,8 8,6 8,6 48 13,6 1,4
GOMSI15 5,0 9,6 6,6 7,0 8,1 5,1 19,8 10,8 42 15,8 23,9 11,0 3,5 13,6 2,0
HOMSI15 3,7 5,1 8.8 2,8 33 1,4 16,7 8.4 1,7 9,0 73 7.8 11,3 12,3 0,3
MPMS15 1,8 3.8 8,8 12 2,1 3,1 10,3 9.8 35 0,0 7,1 6,9 54 83 0,4
SOMS15 3,5 5,0 8,3 1,9 2,1 1,4 12,8 59 1,4 8,2 92 8.8 7.8 7,5 1,7
SMMS15 12 1,1 47 3,1 1,9 0,7 0,6 03 0,2 24 1,6 8.4 0,6 33 02
LAMSI16 2,4 4,0 0,2 58 3,0 0,6 1,8 1,4 0,4 12,4 73 49 0,9 03 0,2
COMS16 9,0 9,7 24 7.9 4,6 1,5 7.8 34 0,5 31,8 34,0 10,3 54 2,5 0,2
HPMS16 2,7 4,5 24 4,5 2,9 3,1 13,2 44 2,6 20,6 14,3 10,8 2,9 0,8 0,5
SSMS16 72 92 2,6 6,2 3,6 1,5 19,4 54 1,4 25,4 21,1 8,7 6,4 1,8 0,2
MOMS16 47 7.9 1,7 6,2 3,1 1,8 15,4 44 1,9 20,2 14,8 73 9,6 3,1 1,9
GOMS16 45 8.8 3,5 13,7 11,2 8,2 35,8 11,9 6,4 29,6 44,0 13,1 53 1,7 0,2
HOMS16 23 3,6 0,5 52 2,8 1,7 10,0 3,6 1,3 7,1 8,6 6,7 93 1,9 0,2
MPMS16 8,5 8,3 43 52 3,1 52 28,4 6,3 2,6 15,9 10,4 9,0 11,2 2,8 0,5
SOMS16 49 6.8 1,8 43 3,1 1,8 11,3 5,0 1,1 18,0 13,8 15,5 6.8 3,1 0,8
SMMS16 6,9 6,0 34 10,5 2,6 0,5 12 0,2 0,2 79 6,2 15,3 0,7 0,0 1,3
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P¥iloha 28: Zivotopis autorky

Osobni udaje
Jméno a pfijmeni:

Adresa:

Datum a misto narozeni:

Vzdélani

2014 — soucasnost

2012 -2014
2009 -2012
2004 — 2008

Odborné staze
02/2015 -12/2017

01/2017 — 05/2017

Vyuka

Lenka Burdé¢jova
Skolni 564, Slavi¢in, 763 21

10. fijen 1988, Zlin

Fakulta chemickd VUT v Brné
obor Potravinafska chemie a biotechnologie
doktorské studium

Fakulta chemickd VUT v Brné
obor Potravinafska chemie a biotechnologie
magisterské studium ukonceno statni zkouskou

Fakulta chemickd VUT v Brn¢
obor Potravinafska chemie a biotechnologie
bakalérské studium ukonceno statni zkouskou

Gymnézium Jana Pivecky, Skolni 822, Slavi¢in
ukonéeno maturitni zkouskou

Nérodni polnohospodéiské centrum, Vyzkumny Ustav potravinarsky
Bratislava, Biocentrum Modra, Slovensko

Charakterizace riznych extraktl z 1é¢ivych rostlin pomoci EPR,
HPLC, UV-VIS-NIR, statistick¢ zhodnoceni vysledki, optimalizace
receptury pro vyrobu jednodruhovych a dvoudruhovych sirupt
z 1éCivych rostlin

Univerzita v Huelvé, Fakulta experimentalnich véd

Huelva, Spanélsko

Sledovéani vlivu geografie na metabolicky profil 1écivych rostlin
s vyuzitim GC-MS a Q-TOF-MS/MS, optimalizace extrakce pro Q-
TOF-MS/MS analyzu

2014/2015, 2015/2016, 2016/2017 zimni semestr vyuka Praktika z instrumentalni analyzy

Ocenéni

3. misto v sekci Food Technology na mezinarodni Ph.D. konferenci MendelNet 2017 Mendelovy
Univerzity v Brn€, 4. misto v sekci Aplikovana biologie a technologie na mezinarodni konferenci

Aplikované ptirodni védy 2014 Univerzity sv. Cyrila a Metodéje v Trnaveé
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