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ANOTACE

Cilem této bakalaiské prace je stanoveni biologicky aktivnich latek v lichofeti$nici pomoci
modernich analytickych technik. V teoretické Casti jsou shrnuty informace o lichofefisnici a
biologicky aktivnich latkach v ni obsazenych. Dale jsou zde informace o pozitivnich tc¢incich
této rostliny na zdravi ¢lovéka. Dale jsou popsany analytické metody vhodné pro stanoveni
zdravi prospésnych latek v lichofefiSnici. Prakticka cast bakalaifské prace je vénovéna
stanoveni celkového obsahu fenolickych latek a antioxidacni kapacity pomoci
spektrofotometrickych technik u vodné metanolickych extraktl pfipravenych z mrazené

rostliny a bézné dostupnych kapek z lichofetisnice.

Klicova slova

Lichotetisnice, DPPH, ABTS, antioxidac¢ni aktivita, antioxidanty, Folin-Ciocalteu metoda

Title
Analysis biological activity in nasturtium flower

ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis is the determination of biologically active compounds in
nasturtium using modern analytical techniques. In the theoretical part, the information about
nasturtium and biologically active compounds presented in this plant are summarized. There
is also information about the positive effects of this plant on human health. Further, the
analytical methods suitable for the determination of health-promoting compounds in
nasturtium are discussed. The practical part of the bachelor thesis is devoted to the
determination of the total content of phenolic compounds and antioxidant capacity by means
of spectrophotometric techniques for water-methanolic extracts prepared from frozen plants

and commonly available drops from nasturtium.
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UvVOoD

V poslednich letech byl pozorovan velky zdjem v oblasti antioxidantl vyskytujicich se
Vv rostlinach. Jednim popularnim zastupcem této rostliny je lichofefisnice vétsi (Tropaeolum
majus L.). Lichofefisnice je Zzluto-oranzové kvetouci rostlina vyskytujici se predevsim
v andském pohoii v Jiznim Americe. Jeji vyjimecnost tkvi v obsahu mnoha Ié¢ivych latek.
Jedna se piedevsim o glukotropaeolin, kyselinu askorbovou, flavanoidy, antokyaniny,
karotenoidy ¢i fenolické slouCeniny. Podstatou téchto 1éCivych latek je zabranéni
oxidativnimu stresu vlivem volnych radikalt. LéCivé ucinky lichofefiSnice vSak byly
objeveny uz mnohem diive. LichofetiSnice se pysSni antimikrobidlnimi, dezinfekénimi a

protizanétlivymi vlastnostmi.

Zplsoby separace a analyzy latek z rostliny jsou jiz dnes fundamentalné popsany. Stanoveni
jednotlivych latek je zpravidla provedeno pomoci kapalinové chromatografie, nejéastéji

ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 LichorefiSnice (Tropaeolum majus L.)

Tropaeolum majus je kvetouci rostlina z fadubrukvotvarych (Brassicales) a celedi
lichofefisnicovitych (Tropaeolaceae) [1]. Vyskytuje se pievazné v Andach v Jizni Americe
[2] a Kolumbii [1]. Bylo popsano jiz 80 druhd této rostliny [3]. Jeji vegetaéni obdobi trva
od kvétna do fijna. Patii do skupiny jednoletych rostlin, v jednom roce tedy vykli¢i, vyroste a
zaroven vykvete, poté utvofi semena a zanikd. Po odkvétu vytvaii trojpouzdrou hnédé
zbarvenou tobolku obsahujici pti¢né semenné linie. Je péstovana jednak jako okrasna bylina,
jednak pro své 1é¢ivé tcinky.Rostlina kvete oranzové zluté, vyznacuje se masitou lodyhou a
dlouze fapikatymi listy. Jeji listy jsou témét kruhového tvaru s nékolika zilkami vyzatujicimi

na hladce zaoblené nebo mirné lalokovité okraje [4].

Obrazek 1 Lichorerisnice [5]

Uzite¢né jsou jeji nadzemni ¢asti, a sice list, kvét a semeno, které se uchovavaji po zamrazeni
tekutym dusikem nebo lyofilizaci [6]. V medicing se vyuziva i jeji Cerstva §tava, ¢i extrakty
pfipravené z riiznych ¢asti Cerstvé rostliny [4].

Zahradni lichotefisnice piedstavuje jeden z nejpopularnéjSich zdrojt jedlych kvétin, a proto se

pridava do polévek, masa, té€stovinovych pokrml a pomazanek. Nerozvinutd poupata a zelena
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semena se pouzivaji jako ndhrada za kapary a nasekané nezralé plody lze pouzit misto kienu

do tatarské omacky [4].

1.1.1 Biologicky aktivni latky v lichoreFiSnici

Vyznamnou ucinnou latkou lichotefisnice je glukotropaeolin. Jedna se o sekundarni metabolit
skupiny glukosinolat [7]. Struktura glukotropaeolinu je znazornéna na obrazku 2.
Glukotropaeolin je stépen enzymem skupiny hydrolaz thioglukosidaza, znamé&;jsi pod nazvem
myrosinaza (myrosin). Enzymatickym pochodem glukosinolati je ziskano hned nékolik
produktti, jako jsou isothiokyanaty, thiokyanaty, nitrily a epithionitrily. Vyzkumem bylo
potvrzeno, Ze lichofefiSnice obsahuje pouze jeden hlavni glukosinolat, a to benzyl-

glukosinolat.

Vzhledem k tomu, ze jsou glukosinolaty né€kdy povazovany za skladovaci latky nebo
prekurzory, je systém myrosinazy-glukosinolatu cCastéji povazovan za obranny systém

proti bylozravcim. Pfi oralnim poziti ma totiz nahotklou az pepfovou chut’ [8, 9].

Obrdazek 2 Struktura slouceniny glukotropeolinu

Mezi dalsi biologicky aktivni latky, obsazené v lichofefisnici fadime karotenoidy, fenolické

kyseliny, anthokyaninya flavonoidy (derivaty myricetinu, quercetinu akaempferolu) [1].

1.1.2 Vyuziti lichoferiSnice v mediciné

-----

Tropaoleum majus je Siroce vyuzivana diky svym protizanétlivym, antiseptickym,
antihypertenzivnim a antidepresivnim vlastnostem [10]. V lidovém 1éCitelstvi jsou jeji listy
hojné vyuzivany k 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni [3]. Kvéty se pro obsah ptirodnich
isothiokyanatd pouzivaji jako desinfekéni prostfedek i jako pftirodni antiseptikum a
antibiotikum na hojeni ran [11, 12]. Dale se vyuziva pfi bakterialnich infekcich hornich cest

dychacich a mo¢ového méchyte [13].

12



Jeji schopnost je také inhibovat rozvoj rakoviny s bunénou proliferaci, pozastaveni
bunééného cyklu a navozeni apoptozy [14]. Lze ji pouzit i extern¢, a to v dermatologii a
kosmetice pro 1éébu onemocnéni kiize, nehtd a vlasi (lupy se svédénim a loupanim) a

V neposledni fadé na popaleniny [4].

Dle novych studiich mize byt potencidlnim terapeutickym cinidlem pro prevenci a 1écbu

obezity, jelikoz inhibuje akumulaci lipidu [11].

1.2 Antioxidanty

Antioxidanty [14, 15] jsou slouceniny, které jiz v nizké koncentraci mohou zabranit
biomolekulam (cukry, lipidy, bilkoviny) oxidativnimu poskozeni volnymi radikaly.
Zpomaluji nebo zabranuji oxidaci jiné molekuly, a proto mohou byt o0znacovany jako
redukéni ¢inidla. Deaktivuji volné radikdly, plsobici prostfednictvim pfenosu atomi vodiku
nebo jednotlivych elektrond. Inhibuji oxidacni fetézec nékolika reakénimi pochody, inhibuji

také enzymy a chelatujici ionty [16].

Volné radikdly nebo reaktivni formy kysliku vznikaji kontinudln¢ diky normdlnimu
metabolismu a funkcim téla. Mechanismus prevence tvorby volnych radikald zavisi
na schopnosti antioxidantu zachytit nebo poskytnout protony, které mohou branit volnému
Sifeni. Zatimco zdravé télo je schopno udrZet rovnovdhu mezi antioxidanty a volnymi
radikaly vznikajicimi béhem bunécného metabolismu, jakékoli forma naruseni systému muize
vést k oxidaénimu stresu, ktery se zase podili na vzniku riznych onemocnéni (poskozeni

bungk a tkani, které mize zpusobit astma, Alzheimerovu chorobu, rakovinu atd.) [17].

Tyto antioxidanty jsou obsazeny ptfedevS§im v ovoci, zeleniné i ostatnich castech rostlin.
Vétsina vyzkumt ukazuje, ze zdravotni piinosy spojené s vysokou konzumaci potravin

bohatych na antioxidanty jsou pravé zpusobené jejich antioxida¢ni aktivitou [16].

Antioxidanty jako takové lze rozdélit do dvou kategorii, a to primarni a sekundarni
antioxidanty. Primarni aktivné inhibuji oxidacni reakce, sekundarni inhibuji oxidaci nepiimo.
Jde pfedevsim o mechanismy zachycovani kysliku nebo vazebné prooxidanty [15].

Vlastnosti antioxidantli se vyuziva také v potravinaistvi. Neékteré potravinaiské vyrobky je
nutno konzervovat kvili prodlouzeni trvanlivosti a udrzeni kvality. V soucasné dob¢ je snaha

nahradit syntetické konzerva¢nimi latky pfirodnimi latkami s antioxida¢nimi vlastnostmi.

Proto se dnes vénuje pfirodnim antioxidantim velkd pozornost. Antioxidacni aktivita
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ptirodnich antioxidantd je zavisla na faktorech prostiedi jako je pH, iontova sila, nebo
hydrofilni a lipofilni rovnovaha [15, 16].

1.3 Fenolické slouceniny

Fenolické latky jsou v pfirod¢ jedny z nejvyznamnéjsich a nejrozsifenéjsich antioxidac¢nich
slozek. Chemicky se jedna o riznorodé derivaty fenolu. Jejich antioxida¢ni aktivita souvisi
pravé s molekularni strukturou. Pfijmem fenolickych latek ve stravé ¢i ve formé 1éCivych
dopliikit si organismus udrzuje pfirozenou homeostazu a ucinn¢ tak bojuje proti volnym

radikalim [18].

1.4 Stanoveni antioxida¢nich vlastnosti

Antioxidac¢ni aktivita [19-21] je obecné vyjadiena jako schopnost slouceniny inhibovat
oxida¢ni degradaci riznych sloucenin. Stanovit antioxidaéni aktivitu [19, 22] 1ze fyzikalnimi
nebo chemickymi metodami. Chemické metody jsou zaloZeny na pouziti chemickych ¢inidel.
Nejéast&ji vyuzivanou metodou je TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), kde se
jako standardni latka vyuziva Trolox (Obrazek 3) a antioxida¢ni kapacita vzorku se pak
vyjadiuje jako pocet moli Troloxu odpovidajici 1 g nebo 1 ml stanovované latky.
Mezi metody zalozené na eliminaci stabilnich radikalti fadime ABTS a DPPH, dale se ¢asto
vyuziva metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), kde dochazi k eliminaci
kyslikového radikalu.

CHj

HO
O

H3C O
& CH; OH
CH;

Obrazek 3 Strukturni vzorec Troloxu

Dalsi chemickou metodou je metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ktera je
zalozena reduk¢nich schopnostech stanovovanych latek. Principem je redukce komplexu
TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazinu) s zelezitymi ionty na Zeleznaté, coZz se projevi modrym
zbarvenim. Intenzita zbarveni je uUmérna redukénim schopnostem stanovované latky.

Nevyhodou této metody je méteni pii velmi nizkém pH.
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Fyzikalni metody sleduji zménu fyzikalnich vlastnosti, jako je napt. elektronova spinova
rezonance, stanoveni redoxniho potencidlu ¢i chemiluminiscence. Nejsou vSak zalozeny

na sledovani chemické reakce ¢i zméné obsahu latek.

Vyse uvedené metody je mozno vyhodnotit spektrofotometricky v UV/VIS oblasti [19-22].

1.41 Metoda ABTS

Metoda ABTS [19, 21, 23, 24] je jednou z nejpouzivanéjSich metod stanoveni celkové
antioxida¢ni aktivity. Radikal kationt ABTS™ vznika oxidaci ABTS diamonné soli (2,2
azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfsulfonova kyselina), obrazek 4) pomoci peroxodisiranu
draselného, oxidu manganicitého ¢i systému H,O,/peroxiddza. Plusobenim antioxidanti
dochazi k odbarveni pivodné zeleného roztoku. Intenzita zbarveni je monitorovédna pii vinové
délce 734 nm a odpovida mife antioxidacnich vlastnosti dané latky. ABTS metoda je fazena
do metod TEAC, jelikoz ziskana antioxida¢ni aktivita vzorkt je pfepocitana na ekvivalentni

mnozstvi standardu Trolox.

H4N+O5 'S

% 4 SO; NH,"

H3C 4

Obrdzek 4 Strukturni vzorec molekuly ABTS

1.4.2 Metoda DPPH

Princip metody je zalozen na reakci DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)
stabilniho radikalu s testovanou latkou. Tento stabilni radikal reaguje s donory vodiku, radikal
se redukuje a vznikd DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Schéma této reakce je uvedeno
na obrazku 5. V porovnani s metodou ABTS je DPPH radikal selektivnéjsi, nereaguje
s nékterymi antioxidanty. Po prob&hnuti reakce dojde k odbarveni piivodné fialového roztoku.

Mira odbarveni je sledovana spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm [21, 23, 24].
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NH

NO, NO,

O-N O,N
Obrazek 5 Reakce molekuly DPPH

1.5 Celkovy obsah fenolickych latek

Ke stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin se pouziva Folin-Ciocalteauvo ¢inidlo
(smés kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové). Metoda je zalozena na redukci ¢inidla
fenolickymi latkami v zésaditém prostiedi za vzniku modrého zbarveni. Méfi se absorpce pfi
vlnové délce 760 nm, kterd je imérnd koncentraci polyfenold. Pro stanoveni celkovych

polyfenolu se jako standard pouziva kyselina gallova [16, 25].

1.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie [26-28] je separacni metoda spocivajici
na fyzikalné-chemickych principech, pii kterych dochdzi k postupnému a opakovanému
vytvareni rovnovaznych stavli mezi dvéma fazemi. Féaze, kterou je kolona naplnéna, se nazyva
stacionarni (SF), kdeZto faze, kterd unasi separované latky pies stacionarni fazi, se oznacuje

jako mobilni (MF).

Kapalinovou chromatografii lze klasifikovat dle polarity pouzitych fazi na chromatografii
s normalnimi fazemi, kdy je mobilni faze nepolarni (napt. hexan) a stacionarni faze polarni a
na chromatografii s obracenymi fazemi (RP-HPLC), kdy se vyuziva polarni mobilni faze
(tetrahydrofuran, methanol nebo acetonitril s vodou) a nepolarni stacionarni faze, nejcastéji

oktadecylsilikagel.

1.6.1 Kolony a stacionarni faze

Chromatografické kolony jsou rovné trubice s hladkym wvnitinim povrchem, které jsou
vyrobeny z odolného materidlu a jsou rovnomérné naplnény porovitym materidlem

s Casticemi o urcitém priméru. Jsou namdhany fyzikalné (vysokymi tlaky) 1 chemicky
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(plisobenim organickych rozpoustédel). Material pro konstrukci kolon byva z antikorozni
oceli, specialné tvrzeného borosilikatového skla, nebo z vysoce inertnich plasti. Délka kolon

se pohybuje v rozmezi 5 az 30 cm a vnitini pramér 2 az 4 mm [26-28].

Stacionarni faze [29, 30] pfedstavuje nepohyblivou ¢ast kolony, jiz protéka mobilni faze se
vzorkem. Vybér staciondrni faze je velice diilezity pro celkovy vysledek separace. Naplné
jsou klasifikovany dle typu na monoliticky, porézni a povrchové porézni. Jako nosi¢ se
nejcastéji pouziva silikagel, dale lze vyuzit oxid kiemicity, oxid hlinity, oxid zirkonicity, ¢i
organické polymery (polyethylenglykolmetakrylat, styren-divinylbenzen), které vykazuji
vys$$i stabilitu viici bazickym mobilnim fazim. Na nosi¢ jsou chemicky navazany rtzné
skupiny, kterymi je ovlivnéna polarita stacionarni faze. Vysoce polarni stacionarni faze se
ptipravuji modifikaci amino- nebo diol- skupinami, stfedn¢ polarni nitro- ¢i nitril skupinami.
Nepolarni stacionarni faze obsahuji ve své struktuie vazané nepolarni alkylové fetézce (oktyl-
oktadecyl-). Obecné plati, Ze ¢im mensi ¢astice naplné jsou, tim je separace ucinnéjsi a

rychlej$i. Moderni sorbenty tvoii plné€ porovité ¢astice o velikosti mensi nez 7 um.

1.6.2 Mobilni faze

Mobilni, pohybliva faze [30] je V kapalinové chromatografii hlavnim parametrem
ovliviiujicim separaci predloZzené smési. Z tohoto duvodu je na vybér vhodné mobilni faze
kladen velky dtraz. Pro stopovou analyzu je zakladnim parametrem cistota mobilni faze,
ktera je zaruCena bud’ komer¢né dostupnymi rozpoustédly o Cistote¢ pro HPLC, nebo je nutna
jeji pfedbéznéd uprava (filtrace, destilace). Organickd rozpoustédla pouzivana v systémech
s normalnimi fazemi musi byt prosta vody a pro jejich suSeni se vyuZziva napi. molekulovych
sit. DalSim parametrem ovlivitujici separaci je obsah rozpustén¢ho kysliku. Kyslik totiz
zvySuje absorpci v UV oblasti (aZ k 230 nm), coZ vede ke sniZzené citlivosti pouzitétho UV
detektoru. Dale musi byt mobilni faze odplynéna, bud’ pomoci inertniho plynu ¢i vakua, nebo

jednoduse v ultrazvukové lazni.

Mobilni faze se sklada z jednoho ¢i vice rozpoustédel, avSak obecné plati, ze ¢im jednodussi
slozeni ma, tim snadnéji se s ni zachézi. Pti vybéru vhodné mobilni faze je nutné brat v tivahu
nasledujici faktory: rozpustnost daného vzorku v mobilni fazi, jeji polaritu, index lomu,

viskozitu, bod varu, absorpci zafeni, Cistotu a stabilitu, bezpecnost atd.
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Posouzeni polarity rozpoustédel je dano relativni polaritou. NejnizSi vykazuji organicka

rozpoustédla jako hexan, pentan, toluen, dichlormethan, delsi alkoholy, tetrahydrofuran,

o 24

Na zaklad¢ slozeni mobilni faze se béhem chromatografického procesu rozlisuje:

e Izokraticka eluce, kdy v pribéhu celého procesu je slozeni mobilni faze konstantni.

Nevyhodou je vSak rozmyvani piku déle eluujicich slozek smési.

e (radientova eluce, pii které dochéazi v prubéhu procesu ke zménam slozeni, resp.
zménam polarity mobilni faze. Diky tomu je eluce slozek rychlejsi a piky

ve vysledném chromatogramu ostiejsi.

Pii detekci pomoci UV detektoru je nutné volit takové mobilni faze, které vykazuji nizkou
absorbanci pii sledovanych vinovych délkach. Na absorpci rozpoustédel mohou mit vliv i

organické ¢i anorganické necistoty, které ji obecné posouvaji k vyssim vinovym délkam.

Pouziva-li se refraktometricky detektor, je nutné vybrat takovou mobilni fazi, aby vykazovala
index lomu vzdaleny indexu lomu vzorku. Tim je mozno dosdhnout lepsi citlivosti a nizsich

detekénich limita.

Hodnota pH mobilni faze ma vliv na selektivitu a rozliSeni zkoumanych vzorku.

Samoziejmosti je odolnost mobilni faze vici tepelnym a chemickym vliviim a jeji inertnost.

1.6.3 Cerpadla

Na cerpadla jsou kladeny vysoké naroky, jelikoZ musi byt konstruovany z materialii odolnych
vaci korozi. Musi byt schopny davkovat mobilni fazi bez kolisani tlaku a vnitini objem

cerpadel ma byt co nejmensi [26-28].

1.6.4 Davkovaci zarizeni

Vzorek se davkuje na kolonu nejCastéji pomoci Sesticestného davkovaciho ventilu. Ten
umoznuje kontinualni davkovani, aniz by doslo k pferuSeni toku mobilni faze. Davkovany
objem je dan vnitinim objemem smycky. Tento typ davkovace je dvoupolohovy, kde v poloze
LOAD (poloha plnéni) dochazi k proplachu smycky vzorkem, zatimco jinou cestou proudi
ventilem mobilni faze. V poloze INJECT (poloha davkovani) dochazi k vyplachu vzorku

ze smycky mobilni fazi a vzorek je tak pfeveden na kolonu.
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Automatické davkovace, neboli autosamplery jsou vhodné pro sériové rutinni analyzy,

protoze davkovac je fizen pocitacem bez zasahu obsluhy [26-28].

1.6.5 Detektory ve vysokotucinné kapalinové chromatografii

Detektory slouzi ke sledovani koncentrace separovanych slozek v eluatu, tj. poskytuji signal
umérny koncentraci latek. Mizeme je rozdélit na selektivni detektory, kde je signal imérny
pouze koncentraci analyzované latky a univerzalni detektory, které poskytuji signal amérny
urCité vlastnosti eluatu. Hlavnim pozadavkem je, aby detektor poskytl okamzitou a linearni
koncentraéni odezvu v co nejSir§im rozmezi koncentraci stanovované latky. Dalsimi naroky
jsou stalost odezvy pii zméné teploty, dostateéné velky pomér mezi Sumem a méfenou

hodnotou, vysoka citlivost a moznost vyuziti gradientové eluce.
» Spektrofotometrické detektory

Tento typ detektoru se fadi k citlivéjsim. Detekce barevnych vzorki je zalozena na absorpci
zateni vinové délky pouzité k detekci. Hodi se velmi dobte pro gradientovou eluci. Velkou
vyhodou spektrofotometrickych detektorii je moznost vybéru z fady béznych rozpoustédel,

které obecné nevykazuji vysokou absorpci.

Siroce vyuzivana je detekce zvana DAD (Diode Array Detector), kde lze detekovat latku
soucasn¢ pii fad¢ riznych vlnovych délek, a méfit spektrum latek v jakémkoliv okamziku

eluce.
» Fluorimetricky detektor

Tato forma detekce se vyznacuje vysokou citlivosti a selektivitou, ktera je charakteristicka
fluorescenénim jevem. Latka je detekovana v pritokové cele. Cast zafeni se vyuZije
na excitaci elektroni v molekule vzorku, ¢ast zafeni je emitovano ve formé fluorescence
o niz8i energii a vyS$i vinové délce. Fotoelektricky ndsobi¢ je umistén kolmo na smér

prichodu zareni, aby bylo zajisténo dokonalé oddéleni emisniho a excitacniho zéfeni.
» Refraktometricky detektor

Tento druh detektoru pracuje na principu méfeni indexu lomu. Je velmi dilezité, aby rozdil
indexu lomu stanovované latky a rozpousStédla byl co nejvétsi. Protoze pracuje
na kompenza¢nim principu, nelze pouzit gradientova eluce. Patii mezi univerzalni detektory,

ale ma o dva az tii fady mensi citlivost nez spektrofotometricky detektor. Velkou nevyhodou
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je vsak zavislost teploty na indexu lomu. Z tohoto divodu jsou méfici cely opatfeny

termostatem.
> Vodivostni detektor

Vodivostni detektor méii elektrickou vodivost eluatu vytékajiciho z kolony mezi dvéma
izolovanymi elektrodami v pratokové cele. Je vhodny pro méfeni iontl, které
zprostiedkovavaji vedeni proudu v roztoku. Aby bylo zabranéno polarizaci, je vkladano

na elektrody stiidavé napéti.
» Elektrochemicky detektor

Elektrochemickéd detekce spoCiva v meéfeni proudu, ktery je vyvolan oxida¢né-redukénim
déjem latky v mérné cele. Cely jsou valcové, nebo kapilarni. NejCastéji se pouziva
ttielektrodovy systém slozeny z mérné elektrody, pracovni a srovnavaci elektrody. Mérné
elektrody jsou nejcastéji zhotoveny ze skelného uhliku, grafitové pasty, platiny, niklu, nebo
dokonce i potazeny amalgamy rtuti. Hlavni vyhodou je nizkd pofizovaci cena, citlivost a
selektivita. Zasadni nevyhodou je vSak zandSeni povrchu tuhych elektrod (mechanické

ocistovani) a také vysoké naroky na ¢istotu mobilni faze [26-28].

1.7 Extrakce

Extrakce [26, 28, 31] je separa¢ni metoda zaloZena na prechodu slozek ze smési v kapalné ¢i
tuhé fazi do jiné kapalné faze. Metoda je podminéna selektivni rozpustnosti latek
Vv rozpoustédle. Tato selektivita pisobeni rozpoustédla na latku je zavisla na povaze sil, které
pii rozpouSténi mezi molekulami vznikaji a zanikaji. Tyto sily mohou byt naptiklad disperzni
interakce, interakce dipol-dipol, indukéni interakce a tvorba vodikovych miustki. Extrakce
délime z hlediska typti extrakénich soustav podle skupenstvi obou fazi na extrakci pevna

latka-kapalina a extrakci kapalina-kapalina.

Typ extrakce kapalina-kapalina je popsan termodynamickou distribu¢ni konstantou Kp, ktera
je formulovana Nernstovym distribu¢nim zdkonem. Pokud vyjadiime rozdéleni fazi pomoci

rovnovaznych koncentraci dostaneme koncentra¢ni distribu¢ni konstantu Kp".

—

. Xz
Kp _E

Toto idealni vyjadreni slouzi pouze k popisu obecnému. Ve skutecnosti vétSina extrakénich

systému vykazuje odchylky od ideality. Jednou z odchylek je pravé chemicka reakce
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extrahované slozky v obou fazich nastavajici spontdnng, nebo vyvolané uméle. K redlnému

popisu slouzi rozdélovaci pomér q:

kde ¢ jsou celkové analytické koncentrace.

1.7.1 Extrakce z pevné latky do kapaliny

Tento druh extrakce se vyznacuje prechodem latek obsazenych v tuhé fazi do faze kapalné.
Tedy z pevné latky do rozpoustédla. Nejznaméjsim piikladem je ptiprava kavy nebo ¢aje, kdy
jsou ve styku listky caje (pevna faze) a horkd voda (kapalnd faze). Dalsi vyuziti Ize nalézt

pfi ziskévani extraktu vanilky, pomeranct, citréntl, esenci z kvétin pomoci alkoholu.

Extrakce tuhych latek je pomalejsi oproti extrakci kapalina-kapalina, jelikoz difuze
extrahované latky tuhou fazi je pomald. Pro extrakci latky z pevného vzorku do vhodného
rozpoustédla se v laboratofi Casto pouziva kontinudlni Soxhletav extraktor. Soxhletav
extraktor se sklada z destila¢ni baiky, extraktoru a zpétného chladi¢e. Pod celym timto
extraktorem je umisténo topné hnizdo. Tuhd faze je umisténa v patroné ze specialniho papiru.
Pti zahtivani destila¢ni banky dochazi ke stoupani par rozpoustédla postranni trubici do horni
¢asti extraktoru, kde vlivem ochlazeni zpétnym chladi¢em kondenzuji. Tento typ extrakce je
Siroce vyuzivany, navic nevyzaduje sloZitou instrumentaci. Pouzivéd se pfedevsim k izolaci
z ptirodnich materiali, nebo technickych produktd. Nevyhodou je vSak zminénd Casova

zdlouhavost.

Casova naro¢nost je velice znatelna na procesu zvany macerace, béhem kterého je pevna faze
macena a ponechdna v kapalné fazi po dobu nékolika hodin aZ dni pro ziskani vyluhu. Tato
metoda je vhodna pro ziskdvani termolabilnich latek. Kromé znacné ¢asové narocnosti je zde
nevyhoda nizkych vytézka.

Dalsim metodou je perkolace, kdy je nasycené rozpoustédlo neustdle nahrazovano Cerstvym
rozpoustédlem. Coz ma za nésledek vétsi Ucinnost extrakce nez u procesu macerace, kdy

kapalna faze neni obnovovana.

Extrakce s pouzitim refluxu je metodou, ze které vychazi kontinualni extrakce Soxheletovym
extraktorem. VyZaduje méné rozpoustédla nez macerace a perkolace, ale nemliZze byt pouzita
pro extrakci termolabilnich latek, nebot’ dochazi k zahiivani kapalné faze obsahujici tuhou

fazi, ze které jsou extrahovany latky [32, 33].
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1.7.2 Extrakce kapaliny kapalinou

Podminkou této extrakce je pouziti dvou prakticky nemisitelnych kapalin. Nejb&zngjsi
kombinaci dvou zvolenych fazi je voda a organické rozpoustédlo, proto zde také vyuzivame
termind organicka faze a vodna faze. Pfechod cCastice ptes fazové rozhrani popisuje Gibbsav
zakon fazi:

v+f=s+2

, kde v je pocet stupnii volnosti,f je celkovy pocet fazi soustavy a s je pocet slozek. Extrakéni
systémy mohou byt klasifikovany podle pracovni techniky na jednostupniové extrakce, nebo

vicenasobné diskontinualni extrakce [26, 28, 31].

1.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie [26, 28, 35, 36] je separa¢ni metoda slouzici k ur€ovani hmotnosti
atomu a molekul, z kterych pak stanovime a identifikujeme chemickou latku. Vyuziva se

pro zjistovani struktury neznamé latky.

Principem je pfevedeni latky pomoci iontového zdroje na ionty. Vzniklé ionty jsou rozdéleny
hmotnostnim analyzatorem dle poméru hmotnosti ku naboji (m/z). Usmérnény proud iontt
proudi do detektoru, ktery udava signal umérny poctu dopadajicich iontd. Tento signal je
nasledné veden do pocitace, kde pomoci vhodného programu jsou zpracovana naméfena data
ve formé hmotnostniho spektra. Vystupni spektrum je udavano v zavislosti intenzity iont

na pomeéru m/z.

Vstup
] [ ]
] [}
i [ Tontovy i : —
I ontovy Hmotnf)stm Detektor |-+ [—
H zdroj analyzator H m—
]
' :
i ]
l-------- ----- -----------J
i Vakuovy !
i Ssystém I

L----------‘

Obrdzek 6 Schéma hmotnostnino spektrometru [28]
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1.8.1 Iontovy zdroj

Iontovy zdroj je dalezitou ¢asti hmotnostniho spektrometru. Slouzi k ptfevedeni neutralnich
molekul na ionty. Provadi se bud’ tzv. tvrda ionizace, nebo mé&kka ionizace. Vzniklé ionty

jsou urychleny elektrickym polem o vysoké intenzité do hmotnostniho analyzatoru.

lonizace elektrosprejem je Siroce vyuzivana technika piedev§im ve spojitosti s HPLC/MS.
Jedna se o mékkou ioniza¢ni techniku, kterd je vhodna pro latky stfedné polarni az iontové.

Hodi se pro stanovovani peptidi, proteint a dal$ich biochemickych latek.

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je vhodna piedevsim pro latky nepolarni a stiedné
polarni povahy. Latky jsou ionizovany elektrodou, na kterou je vlozeno vysoké napéti.
Nejprve jsou ionizovany molekuly mobilni faze, které predavaji energii sledovanému analytu.

K zamezeni vzniku nezadoucich klastri do analyzatoru slouzi susici plyn.

U obou zminénych ionizaci je pracovano za atmosférického tlaku.

1.8.2 Hmotnostni analyzatory

» Kvadrupoélovy analyzator

Tento typ analyzatoru se vyuziva Casto ve spojeni s HPLC. Je tvofen ¢tyimi kruhovymi
tyc¢emi, na které je soucasné vlozeno stiidavé a stejnosmérné napéti(na protilehlé tyce stejna
polarita). lonty po vniknuti do prostoru mezi tyée zacnou oscilovat.Zménou velikosti
stejnosmérného napéti a frekvence stridavého proudu se méni silové ucinky pole. Touto

zménou je zpusobeno, ze kvadrupdlem projdou pouze ionty o uréitém m/z.

Vyhodou jsou rychlé zmény hodnot napéti vkladané na tyCe. Nevyhodou je néarocnost

na konstrukci detektoru.
» lontova past

Iontova past je obdoba kvadrupdlového analyzatoru, kde se systém sklada ze tii elektrod. Dvé
kruhové elektrody (vstupni a vystupni) jsou uzemnény a na tieti elektrodu je ptivadéno
vysokofrekvencéni napéti. Princip spocivda v regulaci amplitudy stfidavého napéti a

vypuzovani ionizovanych fragmenti na zakladé m/z, které jsou vedeny k detektoru.
» Pruletovy analyzator TOF

Analyzator je tvofen evakuovanou trubici, do které vstupuji urychlené ionty, které ziskaly

urcitou hodnotu kinetické energie a sméfuji smérem k detektoru. Jedna se o nejjednodussi typ
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analyzatoru. Doba prilletu zavisi hmotnosti jednotlivych fragmentt. Cim mensi je hmotnost
iontd, tim rychleji se pohybuje a mé kratsi dobu letu. Cely tento d¢j je pulzovan. Vyhodou

tohoto zafizeni je Siroky hmotnostni dosah, diky kterému Ize analyzovat pies 10 000 atomd.

1.8.3 Detektory

Detektory pro hmotnostni spektrometrii jsou dvojiho druhu. Prvni je pro pfimé méteni, které
detekuji proud piimym dopadem iontu. Druhym typem jsou detektory nésobiCové, které

nasobi efekt dopadenych elektront.
» Elektronasobicové detektory

» Fotonasobicové detektory

1.9 Stanoveni biologické aktivnich latek v lichoreriSnici

1.9.1 Zpracovani rostliny

Cerstva rostlina se zpracovava oddélenim listii, kvétii a popi. semen od stonku. Kvéty a listy
jsou mrazeny v kapalném dusiku a lyofilizovany (-80 °C). Pokud je potieba ziskat Cerstvou
§tavu, vyuziva se zdimace §tav. Rostlinny material lze také ihned zmrazit kapalnym dusikem,
kdy dojde k naprostému ztuhnuti a nasledné je pak material rozmixovan v mixéru [1, 4, 6, 9,

37].

Jednotlivé ¢asti rostliny je mozné dale extrahovat vodné ethanolickym roztokem nebo
acetonem. Macerace se zpravidla provadi del$i dobu (7 dnil) a pouziva se koncentrovang;si
rozpoustédlo (90% ethanol). V ptedchozich studiich nebyly zjistény statisticky vyznamné
rozdily mezi u€inky extrakt ze suSenych a lyofilizovanych rostlin, avSak bylo dokazano, Ze
vodny extrakt pisobil statisticky vyznamné slabs§im zptisobem nez hydroethanolovy extrakt.
Extrakty se zpravidla filtruji ptes filtracni papir, nebo jsou centrifugovany. Zbytkové stopy

acetonu je mozno odstranit v odparce [1, 4, 6, 9, 38].

1.9.2 Spektrofotometrické metody

S vyuzitim ABTS metody bylo zjisténo, ze listy lichofetiSnice vykazuji vyssi antioxidaéni
kapacitu nez boruvky, které jsou jednim z nejbohatSich uvadénych antioxidanti a dokonce i

vy$s$i nez listy ostruzin [9]. Metodou ABTS bylo navic zjisténo, Ze fenoly se dvéma
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hydroxylovymi skupinami navazanymi na aromaticky kruh v orto poloze siln&ji zhaseji
radikal ABTS™ neZ sloudeniny s hydroxylovymi skupinami substituovanymi na meta pozici
[18].

Aktivita zachycovani radikalit DPPH prokazala, ze kvéty lichotefiSnice maji blizké hodnoty

hodnotam pro brusinky a jahody [9].

Vzhledem k rozmanitosti druht lichofefiSnice byl jeden z vyzkumi zalozen na stanoveni
celkového obsahu fenolickych latek v nékolika kvétech (Cervené, oranzové a zluté). Bylo
zjisténo, Ze nejvétsi obsah fenolickych latek byl v ¢ervenych kvétech. Nejmensi obsah

Mrwe

obsahem antokyanint [9].

Stanoveni obsahu flavanoidli je v principu stejné jako stanoveni celkového obsahu
fenolickych latek, které se stanovuji pomoci spektrofotometrickych metod. Stanovované latky
se rozpoustéji v ethanolu s pfidavkem vodného roztoku chloridu hlinitého, octanu draselného
a destilované vody. Jako standardni latka se pouziva quercetin. Nejvyssi obsah flavanoida

v lichotefis$nici byl stanoven v hydroethanolovém extraktu (26,0 %) a nejniz8i v lisované

stave (11,2 %) [4].

1.9.3 HPLC analyza

Pro HPLC analyzu glukosinolatd jsou nejcastéji vyuzivany oktadecylsilikagelové stacionarni
faze [40, 41], pfevazné s vyuzitim pfed kolonky pro ochranu vlastni kolony [3]. Jako mobilni
faze se vyuzivaji smési vody a acetonitrilu, nej¢astéji s gradientovou eluci [41]. Detekce byla
ve vSech piipadech provedena spektrofotometrickym detektorem (S nastavenou vinovou
délkou v rozmezi 200-300 nm) [40].

V letech 2003-2005 bylo pro studie obsahu glukosinolatd ptitomnych v lichofefis$nici pouzito
vice nez 200 rostlin. Obsah glukosinolati a aktivita enzymu myrosinazy se vyrazné lisily,
nejspiSe z divodu rozdilné proménlivosti pocasi a poctu srazek v souvislosti s délkou
vegetacniho obdobi v téchto studovanych letech. Vysledky jsou pro jednotlivé roky: 48, 60
a78 umol/g susené vahy [40].

Botanicky institut zkoumal akumulaci glukosinolat v kotfenech lichofefiSnice a papdji. Byl
zde porovnan rozdil, kde byla ¢ast vzorki osetiena kyselinou salicylovoua jasmonovou a ¢ast

vzorkli nebyla oSetfena vibec. U neoSetfenych kotfent byly nalezeny pouze stopy
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glukosinolati. Naproti tomu u oSetfenych kotfen byla akumulace glukosinolatu v kofeni

znatelné€ vyssi [37].

Spolecné se stanovenim glukosinolatu v lichofefiSnice se stanovuje obsah i dalSich u¢innych
latek, jako napi. flavanoidd. Pouzitim techniky HPLC bylo zjisténo, ze jsou V rostliné
ptitomny vysoké hladiny glykosidii quercetinu a kaempferolu. Autofi poukazuji na to, ze
hypotenzni u¢inky, které rostlina ma, jsou spojeny s vysokymi hladinami isoquercitrinu v této
rostliné [39]. Nekteré fenolické latky je mozno izolovat jako slou¢eniny esterifikované

riznymi typy kyselin [42].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

V ramci této bakalarské prace byly pouzity tyto chemické latky:

e ABTS diamonna sil (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
(Sigma Aldrich),

e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) (Sigma
Aldrich, USA),

e 2M Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, USA),

e DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl) (Sigma Aldrich, USA),
e kyselina mravenci (Sigma Aldrich, USA),

e methanol (Sigma Aldrich, USA),

e deionizovana voda (Merck, Némecko),

e kyselina gallova (Sigma Aldrich, USA),

peroxodisiran draselny (Lach-Ner, Neratovice).

2.2 PouZzité pristroje
V ramci prace byly k meéfeni antioxidacni kapacity a stanoveni celkového mnozstvi
fenolickych latek pouzivany tyto piistroje:

o UV/VIS spektrofotometr Schimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko),

e piedvazky (Kern, Némecko),

e analytické vahy Sartorius (Usti nad Labem),

e homogenizator Ultra-Turrax T18 basic (IKA, Némecko),

e centrifugaUniversal 320 (Hettich, Némecko),

e mikropipety Biohit-Proline (Biohit, Finsko).
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2.3 Pouzité vzorky lichoreriSnice

Tabulka 1 Cast rostliny pouzita k méfeni a jeji hmotnost

Cislo 5 Hmotnost
Cast rostliny Datum sbéru Lokalita Extrakce
vzorku vzorku [g]
1 kvét 5,505 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice MeOH
2 list 5,018 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice MeOH
3 semeno 5,04 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice MeOH
4 stonek 4,43 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice MeOH
5,376 MeOH
5 kvét ' 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice
+FA
MeOH
6 list 5,011 16.7.2018 | Svitkov - Pardubice
+FA
506 MeOH
7 semeno : 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice N
486 MeOH
8 stonek : 16.7. 2018 | Svitkov - Pardubice N
FA = kyselina mravenc¢i, MeOH = methanol (70%)
2.4  Pouzité vzorky bylinnych kapek
Tabulka 2 Nazvy vzorkt kapek a jejich vyrobce
Cislo vzorku Nazev Vyrobce
1 Lichofefisnice vétsi, NADEJE
doplnék stravy
2 Bylinné kapky lichotefiSnice GRESIK VALDEMAR
3 LichoferiSnice vétsi, TOPVET
tinktura-kapky
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2.5 Pracovni postupy

Postupy na stanoveni antioxidacni aktivity byly pievzaty z diplomové prace Terezy

Salomounové [34].

2.5.1 Metoda ABTS

Tableta ABTS (10 mg) byla rozpusténa v 5 ml destilované vody (¢ = 3,6 mmol/l), poté bylo
piidano 100 pl roztoku K»S,0g (¢ = 0,064 mol/l). Roztok byl ponechan za nepfistupu svétla
pfi laboratorni teploté 12 - 16 hodin. Ze zasobniho roztoku ABTS bylo pipetovano 2,5 ml
do 100 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Ke 3 ml reakéni smési
bylo ptidano 40 pl vzorku a dikladné promichano. Pro zjisténi celkové oxidacni kapacity byl
méfen ubytek po 30 minutach. Ubytek absorbance byl vyjadien v % a pomoci kalibraéni

kiivky pfepocitan na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

2.5.2 Metoda DPPH

Do 25 ml odmérné baiiky bylo navazeno 0,004 g DPPH a doplnéno methanolem po rysku.
Pracovni roztok byl dale methanolem nafedén v poméru 1:2. Ke 3 ml pracovniho roztoku
bylo pfidano 50 pl vzorku a smés byla dikladné promichana. Pro zjisténi celkové oxidaéni
kapacity byl méfen ubytek po 30 minutach. Ubytek absorbance byl pomoci kalibraéni kiivky

piepocitan na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu.

2.5.3 Stanoveni mnozstvi fenolickych latek

Pracovni roztok pro stanoveni celkového mnoZzstvi fenolickych latek byl pfipraven naredénim
2 M Folin-Ciocalteauova ¢inidla destilovanou vodou v poméru 1:20. Ke 2 ml ¢inidla bylo
pfidano 50 pl vzorku. Smés byla promichdna a po 5 minutach byl pfidan 1 ml 7,5% Na,COs.
Nartst absorbance byl po 30 minutich zméfen pii 750 nm a piepocitdn pomoci kalibra¢ni

kiivky na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS a DPPH

Pro metodu ABTS a DPPH byly nejprve prométeny kalibra¢ni roztoky standardu Troloxu a
sestrojena kalibra¢ni zavislost ubytku absorbance na ekvivalentnim mnozstvi Troloxu
(Obrazek 8 a 9).
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Obrazek 8 Kalibracni zavislost pro metodu DPPH
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Rovnice regrese piimky pro metodu ABTS a DPPH jsou uvedeny na obrazku 7 a obrazku 8.
Vlivné body Kkalibrace byly odstranény na zakladé grafickych diagnostickych testi pomoci
programu QC Expert 2.9 (Trilobyte, CR).

Pomoci téchto kalibracnich pfimek byla vypocitana hodnota TEAC pro jednotlivé vzorky
rostliny a vybranych kapek. Kazdy ze vzorki byl proméfen ctyfikrat. Byl také testovan vliv

ptidavku kyseliny mravenci do extrakéniho ¢inidla na €¢innost extrakce antioxidanta.

257 bez ph’davku HCOOH m DPPH
sprldavkem HCOOH m ABTS
20 -
< 15 -
o
€
E
Q
< 10 -
'—
5 .
0 -
kvét list semeno  stonek kvét list semeno  stonek

Obrdzek 9A4ntioxidacni kapacita extraktii z jednotlivych éasti lichorerisnice mérena metodami

ABTS a DPPH.

80 - B ABTS

70 | = DPPH

50

40 -

30 A

TEAC (mmol/g), kys. gallovd mg*100/g

NADEJE GRESIK TOPVET

Obrdazek 10 Antioxidacni kapacita a celkovy obsah fenolickych latek (TPC) v kapkach.
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Na obrazku 9 jsou uvedeny vysledky po prométeni extrakti pomoci metod ABTS a DPPH.
Jak je z obrazku patrné, vyssich hodnot antioxida¢ni kapacity bylo dosazeno metodou DPPH,
ale pouze v piipadé Cisté metanolickych extrakti. Pti pfidavku kyseliny se antioxidacni
vlastnosti extrakti vyrovnaly a v nékterém piipadé metodou ABTS byly dokonce pozorovany
vétsi hodnoty. To mize byt vysvétleno jednak jinym mechanismem reakce antioxidantu
s riznymi radikaly (ABTS reaguje s jinymi latkami nez DPPH), ale také jinou skladbou latek
s antioxida¢nimi ucinky v jednotlivych castech rostliny. Pfi piidavku kyseliny do extrakéniho
¢inidla dochazi ke zvySeni ucinnosti extrakce pouze pro urcité typy latek, nékteré se naopak
extrahuji htife a poté dochazi k ovlivnéni antioxidacnich vlastnosti extrakt. Z obrazku je dale
patrné, ze nejmensi antioxidaéni vlastnosti poskytuje stonek rostliny, v kvétech, listech a

semenech je mnoZstvi antioxidanti mnohem vice.

Na obrazku 10 jsou uvedeny vysledky z méfeni komeréné dostupnych kapek lichofefisnice.
Jak je z obrazku patrné, nejvyssich hodnot antioxidacni kapacity dosahuji kapky od firmy
Topvet, nasleduje GreSik a posledni jsou kapky Nadéje. Tyto vysledky koresponduji
S mnozstvim rostliny pouzité pro pfipravu extrakti. U firmy Topvet bylo k pfipravé kapek

pouzito vice rostliny nez u ostatnich dvou sledovanych vzork.

3.2 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Celkovy obsah fenolu v extraktu byl stanoven metodou Folin - Ciocalteu. Absorbance byla
odecitana pti 760 nm (po 30 minutach reakce pfi teploté mistnosti ve tm¢). Kazdy ze vzorku
byl proméfen ctytikrat. Kyselina gallova byla pouzita jako standard pro konstrukei kalibra¢ni
kiivky. Celkovy obsah fenolii byl vyjadfen jako miligramy ekvivalenti kyseliny gallové

na gram cerstvé hmotnosti extraktu.
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Z kalibracni kiivky byla vytvorena rovnice regrese piimky, z které bylo vypocteno celkové

mnozstvi fenolickych latek v jednotlivych ¢astech rostliny.
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Obrazek 12 Stanoveni celkoveho obsahu fenolickych latek v lichorerisnici

Vysledky méteni jsou uvedeny na obrazku 13. Z tohoto obrazku je patrné, Ze stonek rostliny
opét vykazuje nejmensi mnozstvi fenolickych latek. Ostatni ¢asti rostliny vykazuji podobné

antioxidacni vlastnosti. Vlivem piidavku kyseliny mravenci do extrak¢éniho ¢inidla dochézi
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ke zvySeni mnozstvi fenolickych latek u listu a u semene rostliny. U kvéta a stonku byl vliv

ptidavku zanedbatelny a v rdmci chyby méteni.

V piipadé¢ komeréné¢ dodavanych kapek bylo mnozstvi fenolickych latek velmi malé.
Na obrazku 10 je pro pichlednost uvedeny obsah nésoben 100. Vyrazné mensi hodnoty
oproti extraktiim nami pfipravenym je zfejmé zptisoben mensi koncentraci rostliny v kapkach.
Opét byly kapky od firmy Topvet vyhodnoceny jako nejlepsi, protoze byl pozorovan nejvyssi
obsah fenolickych latek. Nasleduji kapky Gresik a poté Nadéje.
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ZAVER

Lichofefisnice je oranzové zluté kvetouci rostlina, ktera je péstovana nejen jako okrasna
bylina, ale predevs§im pro své 1éCivé ucinky. Diky antioxidacnim a 1éCivym vlastnostem ma
velmi Siroké vyuziti v mediciné. Tyto 1éCivé vlastnosti ma diky obsahu glukotropaeolinu,
karotenoidl, antokyaniny, flavonoidi a dal$im fenolickym latkam. Latky tohoto typu
nazyvame antioxidanty. Antioxidanty v principu zabranuji oxidativnimu poSkozeni volnymi
radikaly. Antioxida¢ni vlastnosti rostliny Ize vyhodnotit na zakladé nckolika

spektrofotometrickych metod, jako jsou ABTS nebo DPPH.

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo zjistit antioxidacni aktivitu a celkovy obsah
fenolickych latek v jednotlivych castech lichofefiSnice a porovnat vysledky s komercné
dodavanymi kapkami. Nejvyssi obsah fenolickych latek a také nejvyssi antioxidacni kapacita
byla pozorovana u extraktl z listl a semene lichofefiSnice. Dale byly pozorovany vysoké
hodnoty u kvétd. Nejméné fenolickych latek, a tudiz nejmensi antioxidac¢ni kapacitu mél
extrakt ze stonku. Vysledky do jisté miry ovliviiuje i mnozstvi vody v jednotlivych ¢astech
rostliny, protoze se navazovala rostlina v ¢erstvém stavu. V ramci prace byl pozorovan velky
vliv pfidavku kyseliny na extrakci fenolickych latek a jinych antioxidantl. V ptipadé
komeréné dostupnych kapek lichofetiSnice nejlépe ve vSech metodach obstaly kapky znacky

Topvet, coZ je zpusobeno vySSim mnozstvim rostliny pouZitym pro piipravu kapek.
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