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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva popisem procesu oxidace, antioxidanty a jejich
pusobenim v potravinach a popisem metod stanoveni antioxidacni aktivity a polyfenolic-
kych latek. Dale je uvedena charakteristika aromatickych rostlin (mata, medunka, levandu-
le, salvéj, fepik, hefmanek, oregano a bazalka). Experimentalni ¢ast se zabyva stanovenim
antioxidacni aktivity aromatickych rostlin metodou DPPH a stanovenim celkového obsahu

polyfenolickych latek metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem.

Kli¢ova slova: Antioxida¢ni aktivita, metoda DPPH, polyfenoly, aromatické rostliny

ABSTRACT

Theoretical part of the thesis is focused on the characterization of oxidation process, anti-
oxidants and their effect in foods and description of methods for antioxidant activity and
polyphenol determination. There are also described aromatic plants (mint, lemon balm,
lavender, sage, agrimony, chamomile, oregano and basil). Experimental part deals with the
determination of antioxidant activity of aromatic plants using DPPH method and quantity

of polyfenols in aromatic plants using Folin-Ciocalteu agent.

Keywords: Antioxidant activity, DPPH method, polyphenols, aromatic plants
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UvVOD

Ke zhorsujici kvalité potravin dochazi pii jejich zpracovani a skladovani, a to i diky oxi-
da¢nim procesim. Degradace oxida¢nimi procesy ovlivituje piedevsim tuky, sacharidy a

bilkoviny.

Oxidac¢ni reakce predstavuji oxida¢né-redukéni reakce provazané pienosem elektronu mezi
oxidovadlem a redukovadlem. Tyto oxida¢ni reakce probihaji v potravinach hlavné u orga-
nickych slozek plisobenim vzdusného kysliku, ultrazvukem, pfi vyssich teplotach, ozareni

ionizujicim zafenim nebo plisobenim tézkych kovii, a omezuji udrznost mnohych produkta.

Jeden ze zpisobu ochrany pied nezadouci oxidaci jsou antioxidanty. Antioxidanty jsou
latky, které chrani potraviny proti zkaze zptisobené oxidaci, napiiklad proti zluknuti tukt a
ztraté vyzivové hodnoty. Antioxidanty mohou byt ptirodniho nebo syntetického piavodu.
Lécivé rostliny pouzivané v medicing a tradi¢nim 1é¢itelstvi jsou jednim ze zdroju antioxi-

dantu.

Po chemické strance antioxidanty piedstavuji skupinu latek, které se zna¢né 1i§i v chemické
struktufe a maji rozdilny mechanismus pisobeni na potraviny. Patii sem napft. vitamin C a
E, polyfenoly, flavonoidy (rutin, kvercetin, morin), silymarin, karotenoidy (j-karoten, ly-

kopen, lutein), a nékteré stopové prvky (zinek, selen).

Béhem poslednich desetileti byla vyvinuta fada analytickych metod ke stanoveni tzv. cel-
kové antioxidacni aktivity (TAC tj. total antioxidant capacity). Metody jsou principialné
znaén€ odli$né a jsou rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje metody zalozené
na generaci ruznych radikalovych ¢astic a jejich eliminaci antioxida¢nimi slouc¢eninami.
Metody stanoveni v této skupiné zahrnuji hodnoceni TAC (DPPH, TEAC, ORAC) a meto-
dy hodnotici schopnost latek pusobit proti lipoperoxidaci. V druhé skupiné jsou metody
zalozené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek (FRAP, cyklicka voltametrie, HPLC s

coulochemickou deteket).

Ke stanoveni obsahu celkovych polyfenoli v potravinach se pouzivaji dvé metody, a to
stanoveni polyfenolti pomoci reakce s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem a stanoveni polyfeno-

14 chromatograficky, zvlasté pak metodou HPLC.
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V této diplomové praci byla pouzita metoda DPPH pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity
aromatickych rostlin a metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem pro stanoveni obsahu cel-

kovych polyfenolt téchto aromatickych rostlin.
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1 OXIDACE A OXIDACNI REAKCE

Ke zhorsujici kvalité potravin dochazi pii jejich zpracovani a skladovani, a to i diky oxi-
da¢nim procesim. Degradace oxida¢nimi procesy ovlivituje piedevsim tuky, sacharidy a

bilkoviny. [1]

Oxidacni reakce predstavuji oxidacné-redukcni reakce provazané prenosem elektronu mezi
oxidovadlem a redukovadlem. Pti tomto déji je oxidovadlo latka, ktera je schopna elektron
pfijimat, tim se zvySuje oxidacni Cislo atomu. Pokud je latka schopna elektron odevzdavat

— rekudovadlo a oxidacni ¢islo atomu latky se snizuje. [2,3]

Tyto oxidacni reakce probihaji v potravinach hlavné u organickych slozek plisobenim
vzdusného kysliku, ultrazvukem, pti vySSich teplotach, ozéfeni ionizujicim zéafenim, dale
pusobenim tézkych kovli nebo oxidacnich produktii, jako jsou napf. chinony, peroxid vodi-

ku a hydroperoxidy. [2]

Pusobeni atmosférického kysliku na organické slou¢eniny vede k zménam (rozklad lipida),
které omezuji udrznost mnohych produktii. Pti téchto zménach na potraviny ptsobi Vetsi
mnozstvi energie, nez kolik ¢ini vazebna energie atomovych spojeni, a proto dochazi ke

Stépeni téchto spojeni. Rozs§tépenim kovalentnich chemickych vazeb vznikaji volné radika-
ly. [2]
Radikaly mohou byt definovany jako nestabilni (kyslikové) molekuly, které maji neparovy

elektron. Radikal tedy mize byt molekula, atom nebo ion schopny samostatné existence,

ktery obsahuje alespon jeden neparovy elektron. [4]

Radikaly jsou obecné vysoce reaktivni Castice. Ve snaze ziskat chybé&jici elektron jsou
schopny rychle se vazat na jinou strukturu nebo elektron pfedat jiné molekule, nebo ji jej
odebrat. Reaktivita volnych radikala se pohybuje podle Wettasinghe a Shahidi [34] od rela-
tivn€ nizké, jako je to v pripadé samotné molekuly kysliku, az k velmi vysoké, jako je to v

ptipadé¢ vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu OH-. [5]

Mezi reaktivni formy kysliku (ROS) patii volné radikaly a neradikalové reaktivni formy.

V tab. &. 1 je piehled ROS. [3,6]
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Tab. 1. Prehled reaktivnich forem kysliku [3]

Neradikalové reaktivni
Volné radikaly
formy

Superoxid Oy Peroxid vodiku H,0,

Hydroxylovy radikal HO- | Ozon O3

Hydroperoxyl HO-O- Singletovy kyslik ‘O,
Alkoxyl RO- Kyselina chlorna HC1O
Peroxyl ROO-

Tyto reaktivni volné radikaly vznikaji v organické hmoté zivoé¢isného i rostlinného piivodu.
Velice snadno reaguji s riznymi biologickymi strukturami napf. s aminokyselinami, pro-
teiny, mononukleotidy a polynukleotidy, ale i sfadou nizkomolekularnich metabolitd,
mastnymi kyselinami a lipidy. Volné radikaly jsou nestabilni molekuly, které jsou schopny

poskodit slozky potravin a tim celou potravinu znehodnotit. [7]

1.1 Oxidace lipidi

Pokud volné radikaly reaguji s lipidy, dochazi k jejich oxidaci, coz vede k rozvoji Zluknuti
potravin, zejména tuki a v tucich rozpustnych latek. Zluknuti je spojovano se vznikem
nezadoucich latek (aldehydy, ketony, t€kavé polymery a organické kyseliny), které mohou
negativné ovliviiovat organoleptické vlastnosti (zménu chuti a aroma). Zluknuti

Vv potravinach ma za nasledek snizeni trvanlivosti a vyzivové hodnoty potravin. [8]

Oxidace mize byt inhibovédna pomoci riznych metod, vCetné zamezeni piistupu kysliku,
inaktivace enzymu zptsobujicich katalytickou oxidaci, pouziti vhodnych obali, nebo vyu-

Zivani nizsich teplot pfi zpracovani. [9]

1.1.1 Mechanismus oxidace

K procesu oxidace dochazi cestou volného radikalového mechanizmu. Reakce mezi kysli-

kem a lipidy se nazyva autooxidaci a je klasifikovana jako fetézova reakce. Autooxidacéni
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reakce jsou reakce, ve kterych reaguje vzdusnym Kkyslik s nenasycenymi slou¢eninami.
V pribéhu radikalové fetézcové reakce jsou patrné tii od sebe odlisné faze: iniciace, propa-
gace a terminace. Jeji zjednoduSeny mechanismus je uveden na obr. 1. Schéma oxida¢niho
mechanismu je tedy platné pro slouceniny s nasycenym i nenasycenym uhlovodikovym
fetézcem, ktery muze obsahovat funk¢ni skupiny nebo heteroatomy. Autooxidacni fetézové
reakce probihaji v kapalné nebo tuhé fazi a celkovy prubéh reakce je zavisly na charakteru
substratu a reak¢nich podminkach, které ovliviuji inicia¢ni stadium reakce. [3,10,11]
Autooxidace mastnych kyselin je nejbéznéjsim typem oxidace za podminek, které piicha-
zeji v tivahu pfi zpracovani a skladovani potravin. Pti béznych teplotach se vzdusnym kys-
likem oxiduji jen nenasycené mastné kyseliny. Nenasycenych mastnych kyselin pomérné
snadno se odstépuji atomy molekuly vodiku, alespon vodik z methylenové skupiny souse-
dici s dvojnou vazbou. K odstépeni vodiku z dienovy a trienovych mastnych kyselin je za-
potfebi mensi energie. Za vyssich teplot odpovidajicich teplotdm peceni, smazeni a prazeni
dochazi k autooxidaci i u nasycenych mastnych kyselin. [8]

V ptipadé lipidi se zucastiuji autooxidacnich reakci predevSim nenasycené fetézce mast-
nych kyselin. Odstépeni vodiku je v téchto ptipadech snadné a roste v fadé: monoenove,
dienové, trienové fetézce mastnych kyselin. K jeho odStépeni dojde vzdy v sousedstvi

dvojné vazby. Rychlost oxidace je dana stupném nenasycenosti fetézce mastnych kyselin.
[8]
Oxidacéni reakce lipidt, které probihaji v potravinach [8]:

— oxidace vzdusnym kyslikem (tripletovym) — autooxidace

— oxidace singletovym kyslikem — vétSinou jde o fotooxidaci

— oxidace katalyzovana enzymy — napf. liposygenasami

— oxidace tézkymi kovy — napf. zelezo a méd’, mangan, kobalt, nikl a chrom.

— oxidace peroxidem vodiku a hydroperoxidy

— oxidace chinony a pfibuznymi slouceninami — napt. chinonmethid

Hydroperoxidy lipidii jsou primarnimi produkty autooxidace a snadno se rozkladaji a vy-

tvari volné radikaly (peroxidovy a alkoxylovy radikal). Peroxid vodiku se také podili na
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vzniku volnych radikali. Primarnim oxida¢nim produktem peroxidu vodiku je epoxid, kte-

ry se ihned hydrolyzuje za vzniku dihydroxyderivatu. [8]

Reaktivni singletovy kyslik (102) vznikd excitaci bézného tripletového kysliku (302) za
pomoci fotosenzibilizatorl. Singletovym kyslikem pak muize reagovat s dvojnou vazbou
nenasycenych lipidl a dalSich nenasycenych sloucenin. S béznymi nenasycenymi mastnymi
kyselinami reaguje singletovy Kyslik minimaln¢ 1450 krat rychleji nez tripletovy kyslik. [8]
Jako fotosenzibilizatory se oznacuji slouceniny, které katalyzuji oxidaci organickych latek
vzdusnym kyslikem pfi ozéfeni viditelnym svétlem. Plsobi jako pfenaSeci absorbované

energie, kterou piedavaji tripletovému kysliku, ze kterého vznika kyslik singletovy. [8]

*» Iniciace: R-H—Re++H-

* Propagace: R*+ 0O; — R-0-O
peroxylovy radikal

R-O-O++R-H— R-O-OH+R

hydroperoxid

= Terminace: 2R+ — R-R
R+ +R-0O-0+ — R-O-O-R

2R-0-O+ — R-0-O-R+ O,
Obr. 1. Schéma autooxidacniho mechanismu [10]

= |niciace

........

sycenymi lipidy, nebo oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin, katalyzovanych lipo-
xygenazou. Prvnim stupném reakce je vznik volného vodikového radikalu (H-) a volného
radikalu mastné kyseliny (R-), které vznikaji hemolytickym §tépenim kovalentni vazby
C-H uhlovodikového fetézce. Proces je urychlovan pfitomnosti kovovych ionti (Zelezo,
méd’), fotosenzitivnich latek (chlorofyl, hematoporfyrin, flaviny vcetné riboflavinu) a raz-

nymi druhy zafeni (UV a radioaktivni zafeni). [8,12]
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= Propagace

Béhem propagacni faze reaguji vysoce reaktivni lipidové radikaly (R-) se vzdusnym kysli-
kem nebo odtrhuji vodik jinym molekuldm a vznika peroxylovy radikal (R-O-O-). Peroxy-
lovy radikal je velmi reaktivni a odtrhne atom vodiku z dal$i molekuly nenasycené mastné
kyseliny. Vznikne hydroperoxid (R-O-OH) a dalsi volny radikal mastné kyseliny (R-). Sled
uvedenych dvou reakci propagacniho stupné se miize opakovat jednou, nékolikrat, az mno-
hokrat. Reakce volného radikdlu mastné kyseliny s kyslikem je mnohem rychlej$i, nez re-
akce peroxylového radikalu s uhlovodikovym fetézcem lipidu. Peroxylovy radikal reaguje s

molekulou lipidu pomérné pomalu a tato reakce proto urcuje rychlost autooxidace. [8,12]

=  Terminace

Pokud je koncentrace volnych radikalt béhem terminaéni faze v reakénim systému dost
vysoka, je pravdépodobné, ze dva volné radikaly spolu zreaguji za vzniku stabilnich slou-
¢enin a dojde k ukonceni fetézové reakce. Za omezeného piistupu kysliku, kdy rychlost
autooxidace zavisi na jeho parcialnim tlaku, jsou hlavnimi radikaly v systému radikaly
mastné kyseliny (R-) a hlavni terminaéni reakci je jejich rekombinace. Pokud je dostate¢ny
ptistup kysliku, rychlost reakce neni nezavisla na jeho parcialnim tlaku. Vznika vice pero-
xylovych radikali (R-O-O-) a hlavnimi termina¢nimi reakcemi jsou rekombinace radikali

mastnych kyselin s peroxylovymi radikaly a vzajemné rekombinace peroxylovych radikala.

[8]

1.2 VIiv oxidace na organismus ¢lovéka

Za normalnich podminek se v organismu ¢loveka tvoti volné radikaly a antioxidanty, které
jsou spolu v rovnovaze. Antioxidanty jsou latky, které chrani organismus ¢lovéka pied
ucinky volnych radikalti. Volné radikaly jsou nezadouci vedlejsi produkty metabolizmu a
vznikajici pfi uvoliovani energie pii maximalnich télesnych zatézich. Pokud se rovnovaha
mezi vznikem a odstranovanim volnych radikaltt a vznikem antioxidantti narusi, dojde

k oxida¢nimu poSkozeni tzv. oxida¢nimu stresu. [7,13]

Reaktivni formy kysliku se Gc¢astni uvoliiovani a premeény energie nutné pro zivotni pocho-
dy, jsou soucasti enzymovych mechanisma a nékteré z nich jsou vyznamnymi signalnimi
molekulami v bunétném informacénim systému. K jejich skodlivym ucinkiim dochazi pou-

ze tehdy, vymknou-li se pfisné kontrole, kterou kazdy aerobni organismus ziskal v prabéhu
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vyvoje biologického systému. Timto mohou vyvolat nekontrolovatelnou oxidaci a poskodit

tak rozmnozovaci funkce buné€k a oslabit imunitni systém organismu ¢lovéka. [7,13]

Mezi faktory (obr. 2), které ovliviiuji tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) patii stresu-
jici situace, pylové nebo toxické znecisSténi vzduchu, vzristajici vek, koufeni, alkohol a
nékteré potraviny (uzené maso). ROS hraji podstatnou roli pfi zahajeni poskozeni tkané,
coz zpusobuje poruseni DNA a tim i zvySeni rizika vzniku rakoviny. Narusuje se imunitni
systém a rovnéz se zvySuje oxidace polynenasycenych mastnych kyselin stejné jako u reak-

tivnich forem dusiku (RNS). [5,6]

Mezi reaktivni formy dusiku (RNS) patii: oxid dusnaty (NO), oxid dusi¢ity (NO,), nitroso-
nium (NO®), nitroxyl (NO"), kyselina dusita (HNO,), oxid dusity (N,Os), oxid dusi¢ity
(NOy) a dalsi. [30]

Oxidované lipidy jsou dalsi latky, které mohou mit G¢inek na lidské zdravi. Pti vysSim
piijmu oxidovanych tukii se zvySuje jejich hladina v krevnim séru. Oxidované mastné ky-
seliny nebo vzniklé volné radikdly oxidovanych tukl reaguji s nékterymi bilkovinami
krevniho séra a cévnich stén za vzniku atherosklerotickych usazenin. Oxida¢ni produkty
lipida a jejich volné radikaly mohou také reagovat s nukleovymi kyselinami a jejich po-

zménénim mohou usnadnit vznik zhoubného nadorového bujeni. [8]

Z téchto davoda se doporucuje pii zvyseném piijmu snadno oxidovatelnych polyenovych
lipidd zvysit hladinu pfijimanych pfirozenych antioxidantd, hlavné tokoferoli a karoten.
[8]

Na lékarské fakult€ univerzity v Denveru v USA zjistili, Ze na zaklad¢ laboratornich a kli-
nickych studii zkoumanych podle Prasad a kol. [9] se zda, ze ROS a RNS, které jsou vytva-
feny extracelularné riznymi mechanismy, patii mezi hlavni zprostiedkovatele rizikovych

faktoru, které mtizou zah4jit a podporovat neurodegeneraci u Alzheimerovy choroby.
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Faktory spojené s oxidaci

UV#!em \ Volné radikaly Ochrana
W ™. antioxidanty
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Obr. 2. Pisobeni volnych radikal [14]
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2 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou latky, které prodluzuji udrznost potravin tak, Ze je chrani pied znehod-
nocenim zpusobené oxidaci, jejiz projevem je zluknuti pfitomnych tuki a dalSich snadno
se oxidujicich latek. Oxidace lipida vyvolava v potravinach dalsi chemické zmény, které
mohou negativné ovlivnit jejich vyzivovou hodnotu, hygienicko technologickou a senzo-

rickou hodnotu, které se projevuji zménou barvy, chuti a viingé. [11]

ProtoZe antioxidanty brani oxidacim a tim prodluzuji ptirozenou udrznost potravin, jsou
oznacovany jako inhibitory oxidace. Po chemické strance antioxidanty piedstavuji skupinu
latek, které se znacn¢ li§i v chemické struktufe a maji rozdilny mechanismus ptsobeni na
potraviny. Patfi sem napi. vitamin C a E, polyfenoly (jednoduché fenoly — thymol,
karvakrol, hydrochinon, guajakol a isoeugenol, fenolové kyseliny — skoficova, salicylova a
kavova kyselina a jeji ester kyselina rozmarynova), flavonoidy (rutin, kvercetin, morin,
robinetin a myricetin), silymarin, karotenoidy (karoteny, lykopen, lutein), a n¢které stopové
prvky (zinek, selen). [13,31]

Antioxidacni vlastnosti vykazuje fada rostlinnych potravinaiskych materiali. Po staleti se
k prodlouzeni udrznosti potravin pouzivaji pfevazné rizné bylin a koteni. Zvlasté G¢inné
jsou rozmaryn a Salvé¢j, ale i dalsi, napf. oregano, tymian, hiebi¢ek a kurkuma. Ovoce, ze-
lenina, obiloviny, ¢aj a vino jsou dalsi potravinaiské komodity, které vykazuji antioxidaéni

vlastnosti. [1,11]

Piijem téchto potravinovych komodit neni vzdy dostacujici. Z tohoto divodu se staly v
poslednich n¢kolika letech dilezitymi studie moznych novych zdroji antioxidant. Nové
zdroje antioxidantti mtizou byt pouzity bud’ pro pfimou spotiebu nebo pro vyrobu potravi-
novych doplnku, které by mohly byt pouzity pro obohaceni potravin s cilem zvysit jejich
nutri¢ni hodnotu. [15,31]

Ptirodni antioxidanty ziskavané z rostlin jako silice vykazuji antioxida¢ni aktivitu, ale také
nesou piichut’ a viini po pouzitych rostlinach. Tyto silice maji ¢asto omezené pouziti, pro-

toze mohou vykazovat hoifkou chut’. [11]
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Dosud bylo izolovano, identifikovano a testovano pies 5000 pfirodnich antioxidant. Né&-
které zdroje antioxidantli v potravindch rostlinného ptivodu s ptiklady zastupct jsou uve-

deny v tab. 2.

Tab. 2. Priklady antioxidantii obsazenych v potravindch rostlinného piivodu [65]

Antioxidant Zdroj Zastupce
Tokoferoly, tokotrieno- | rostlinné oleje a-tokoferol
ly:
Askorbova kyselina: ovoce, zelenina
Flavonoidy:
flavanoly zeleny a Cerny Caj katechiny
flavony celer, petrzel apigenin
flavonoly porek, brokolice, grapefruit, ¢erny | Kaemferol, kvercetin
Caj, cibule, jablka, olivovy olej, ¢aj
flavanony citrusové plody naringenin, hesperetin
isoflavony soja daidzein, genistein
anthokyanidiny maliny, jahody, c¢ervené hrozny, | kyanidin

pSenice, ryze, kukufice, rajcata

Fenolové kyseliny:

hydroxyskoticové olivy, kava, bil¢ vino, $penat kavova kyselina, ferulova ky-
selina
hydroxybenzoové fepka, pSenice syringova kyselina
Karotenoidy: ovoce, zelenina, palmovy olej B-karoten

Kromé antioxidanti existuji latky, kterym se fika synergisti. Samy o sobé& nevykazuji anti-
oxidacni aktivitu, ale mohou zvysit ucinnost plsobeni antioxidantll. Jedna se nejcastéji o
vicesytné kyseliny, napt. kyselina citronova, vinnd, jablecna, askorbova nebo kyselina fos-

fore¢na. [7]

= Mechanismus uéinku antioxidantu

Antioxidanty u¢inné brzdi fetézovou autooxidacni reakci lipidd tim, ze reaguji s hydro-
peroxidovym radikalem na hydroperoxid nebo jiny neradikalovy lipidovy produkt. Vznikly
volny radikal A- je pomérné malo reaktivni a neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci.

[7,11]
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Reakce antioxidantu s hydroperoxidovym radikalem: [11]
R-O-O: + A-H — R-O-O-H + A:

Uloha antioxidantu tedy spo¢iva ve zkraceni autooxida¢niho fetézce a zvyseni rychlosti
terminac¢nich reakci. Pfi reakci se antioxidant spotiebovava. Kdyz je vSechen antioxidant
spotfebovan, zacne autooxidace probihat tak, jakoby zadné antioxidanty nebyly pfitomny.

Antioxidanty tedy nemohou Uplné zastavit autooxidacni reakci, jen ji zpomalit, v idedlnim

.....

Dalsi reakce antioxidantti s hydroperoxidovym radikalem:

1. B-karoten zachyti svym konjugovanym systémem hydroperoxidovy radikal ROO-
za vzniku rezonanci stabilizovaného systému, kde se rozstépi na alkoxylové radika-

ly a stabilizuji se jako epoxidy, karbonylové slou¢eniny a dalsi. [36]

B-karoten + ROO- — ROO- B-karoten- — RO- + B-karotenepoxid — polarni pro-
dukty

V pfitomnosti malého mnozstvi kysliku je B-karoten Uc¢inngj$i, kdy stabilizovany
systém reaguje s dalSim hydroperoxylem za vzniku produkti, s vyznamem jako aro-
tiké latky potravin. [36]

B-karoten + ROO* — ROO- B-karoten: + ROO- — polarni produkty

B-karotenu muZe zhaset singletovy kyslike za vzniku tripletového kysliku a excito-

vaného B-karotenu. [36]

2. Reakce kyseliny askorbové a hydroperoxidovym nebo alkoxylovym radikalem lze
znazornit na sledujici reakci. Vznikly askorbylradikal (HA") jiz neni schopen vyvo-

lat dalsi reakci a rozpada se na kyselinu askorbovou a dehydroaskorbovou. [36]
H,A + ROO: — HA- + ROOH

H,A + HO- — HA: + H,0

HoA + Oy + H" — HA" + H,0,

Kyselina askorbovd miize reagovat s toxickymi formami kysliku, jako je hydroxy-
lovy radikal, superoxidovy radikal nebo singletovy kyslik. VSechny tyto typy reakci

maji za nasledek zpomaleni oxidace lipidi. [36]
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3. Tokoferoly reaguji s fadou volnych radikalt, v¢etn¢ aktivnich forem kysliku. Jedna
molekula tokoferolu muize reagovat se dvéma molekulami hydroperoxylového radi-
kalu. Autooxidaci inhibuji tim, Ze reaguji s hydroperoxidovymi radikaly lipidt za
vzniku hydroperoxidi a radikald tokoferold, ¢imz prerusuji fetézovou radikalovou

reakci jiz v propagacni fazi. [11]

ROO- + tokoferol — ROOH + tokoferol*

V terminacni fazi autooxidacni reakce se tokoferol stabilizuje nevratnou reakci
s jinymi radikaly. Nej¢astéji s peroxylovym radikalem. [11]

ROO: + tokoferol- — stabilni produkty

Tokoferoly také mohou reagovat se singletovym kyslikem, a to tak, ze s nim reaguje
za vzniku riznych oxida¢nich produktt, nebo jej zhasi podobné jako B-karoten.
[11]

Pomoci kovu (Fe, Cu a Co) mize dojit k inhibici oxidace. Pokud se zvysi koncentrace vol-
nych radikalt, dochazi k ptevaze terminacnich reakci a kovy pak plsobi na oxidaci inhi-
bicné. Nebo k inhibici miize dojit, pokud jsou kovy pfitomny ve vys§im mnozstvi. Piedpo-
klada se, ze divodem je oxidace a redukce volnych radikalti uhlovodikti ionty Fe a Cu na

piislusné anionty a vznik komplexu volnych radikala. [8]
Napt. reakce s ionty Fe:

R-+Fe® »Fe® +R

R- +Fe * - Fe ?* R" — produkty

R-+Fe® 5 [R-...Fe®]

* Puisobeni antioxidanti na organismus

Mnoho lidskych nemoci je zptisobeno nebo ovlivnéno volnymi radikaly. Pfirozena obrana
lidského organismu proti tomuto plisobeni, neni vzdy dostate¢na a to piedevsim v dasledku
vyrazné expozice volnych radikalti z vnéjsich zdroji v dnesnim svété. Piijem antioxidantt
hraje dtlezitou roli v ochrané lidského organismu proti piisobeni volnych radikalt. Mnoho

klinickych a epidemiologickych studii ukazuje spojeni mezi antioxidacni aktivitou
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latek pfitomnych v potravinach a nemocemi jako jsou kardiovaskularni onemocnéni ¢i kar-
cinogeneze. Z podnétu plsobeni volnych radikalti mohou také vzniknout tyto onemocnéni:
zanéty Kloubu, alergie, astma, choroby jater, mozkova mrtvice, Alzheimerova choroba a

Parkinsonova choroba, starnuti pokozky, Sedy zakal a zanéty slinivky bfisni. [15,4,37]

V lidském organismu tvoii ochranu pied oxida¢nim poSkozenim nejen antioxidanty synte-
tizované v téle, ale i1 ty, které pfijimdme potravou. Antioxidanty hraji dtlezitou roli
Vv prevenci riznych degenerativnich chorob a proto je konzumace antioxida¢né pusobicich
latek spojovana napf. se snizenym rizikem rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni.
Napf. 1é¢ivé rostliny pouzivané v mediciné a tradi¢nim 1écitelstvi jsou jednim ze zdroju
antioxidantu, které jsou schopny deaktivovat volné radikaly, a proto miizou mit pozitivni

vliv na lidsky organismus. [15,31]

Posledni vyzkumy ale ukazuji, ze u nékterych antioxidantd pfijimanych jako potravinovy
doplng€k (vyrobeny v syntetické fotm¢) dochazi pti dlouhodobém uzivani k tzv. zvratu anti-
oxidantli, kdy se jeho antioxidac¢ni €inek zméni v prooxidacni, tj. vysoce nezadouci. Tato
vlastnost, jejiz mechanismus neni doposud pochopen, byla pozorovana u betakarotenu
(provitamin vitaminu A), vitaminu C a flavonoidt. U antioxidantii pfijimanych piirozenou

cestou prooxidacni u¢inek zaznamenam doposud nebyl. [33]

2.1 Kilasifikace antioxidanti
Obecné plati, Ze antioxidanty mohou byt klasifikovany:
a) dle puvodu na prirodni a syntetické antioxidanty

Pfirodni antioxidanty se vyskytuji bézn¢ jako soucast silic a tukti pfirodnich latek. Silice se
ziskavaji napt. ze zeleniny (mrkev, cibule a ¢esnek) a ovoce (grapefruit a ¢ervené hrozny),
z bylin a kofeni (rozmaryn a kmin), dale z obilovin a olejnin (oves, olivy). Nemaji kon-

stantni sloZeni a jejich ziskavani je ekonomicky nevyhodné. [3]

Mezi nejznamé;jsi ptirodni antioxidanty patii vitamin C a E, polyfenoly a flavonoidy (rutin,
kvercetin, morin), silymarin a karotenoidy (karoteny, lykopen, lutein). Také n¢které stopo-

vé prvky vykazuji zna¢nou antioxidacni kapacitu, napft. zinek a selen. [13]

Z ptirodnich antioxidantt jsou jako aditiva (E — kody) povoleny pouze tokoferoly a askor-

bova kyselina. Piechled povolenych aditiv v Ceské Republice je uveden v tabulce 3. [1,3]
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Syntetické antioxidanty jsou pramyslové vyrabéné slouceniny, které se v piirodé nevysky-
tuji a pouzivaji se stejn¢ jako pfirodni antioxidanty. Mezi n€ patii napt. butylhydroxyanisol
BHA, butylhydroxytoluen BHT a gallaty. [11]

Tab. 3. Seznam povolenych antioxidantii v CR [39]

E - kéd Antioxidant
E 297 Fumarova kyselina
E300 Askorbova kyselina
E301 Askorbat sodna
E302 Askorbat vépenaty
E304 (1) askorbylpalmitat, (ii) askorbylstearat
E306 Ptirodni extrakt s vysokym obsahem tokoferoli
E307 a- tokoferol
E308 B- tokoferol
E309 v- tokoferol

b) dle jejich funkce. Antioxidanty interferuji s procesem oxidace lipidut a jinych oxylabil-

nich sloucenin tak, Ze [11]
- antioxidanty reaguji s volnymi radikaly (antioxidanty primarni), nebo redukuji
vzniklé hydroperoxidy (antioxidanty sekundarni).
- antioxidanty reaguji s katalyticky pisobicimi kovy a vazi je do komplexu.
- antioxidanty reaguji s pfitomnym kyslikem a eliminuji ho z uzaviteného prostiedi
(kyselina askorbova, jeji sodna stl a askorbylpalmitat).
K primarnim antioxidantim patii vSechny povolené latky napt. kyselina askorbova a
erythorbova a jejich derivaty, tokoferoly, fenolové antioxidanty a gallaty. Mezi sekundarni
antioxidanty nalezi napf. cystein a peptidy obsahujici cystein, lipoova kyselina, methionin

aj. ptirozené se vyskytujici slouceniny, které se jako antioxidanty nepouzivaji. [5,11]
c) dle struktury na fenolové, endioly a jiné latky.

- Zpovolenych piirodnich latek nalezi k fenoltim tokoferoly, fenolové antioxidanty,
gallaty, ale i fada dalSich sloucenin pfitomnych v potravinach, koteni a jinych pfi-

rodnich materialech. [5,11]
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- Endiolu z povolenych latek zahrnujou pouze kyselinu askorbovou, erythorbovou a

jejich soli aj. derivaty. [11]

- Aj. latky: kurkuminoidy a amidy. [11]

2.1.1 Prirodni antioxidanty

Antioxidacni vlastnosti vykazuje fada rostlinnych potravinaiskych materiali. Nékteré dru-

hy kofeni, ovoce, zelenina, obiloviny, ¢aje a vina jsou pfirodnimi zdroji antioxidanti . [11]
Pichled ptirodnich antioxidantt: [11]
- Jednoduché fenoly (hydrochinon, guajakol, isoeugenol, thymol, karvakrol)

- Fenolové kyseliny a jejich derivaty (kyselina benzoova a jeji derivaty, kyselina sko-

ficova a jeji derivaty, kyselina kavova)

- Estery (nejbéznéjsimi estery fenolovych kyselin jsou depsidy, napi. kyselina chlo-
rogenova odvozend od chinové kyseliny nebo estrem kyseliny kdvove je kyselina

rozmarynova)

- Glykosidy (verbaskosid, cichorova kyselina a sinapin)

- Amidy (vysoce aktivni antioxidanty fenolovych kyselin, napf. kapsaicin)

- Ligniny (dimery vzniklé spojenim dvou fenylpropanovych jednotek, napf. nordi-
hydroguajaterova kyselina, sesamin)

- Kurkuminoidy (oddénky kurkumy obsahuji zluté pigmenty kurkumin, demethoxy-

kurkumin a bisdemethoxykurkumin)

- Diterpeny a chinony (nejaktivngjsi fenolovy diterpen je karnosova kyselina a karno-

sol, chinony jsou odvozené latky od diterpentl a patii sem rosmarichinon a miltiron)

- Triterpeny a steroly (mezi triterpeny patii betulinova, oleanolova a ursolova kyseli-

na, malou antioxidac¢ni aktivitu vykazuji fytosteroly, napf. avenasterol)

- Flavonoidy (primarni antioxidanty, napt. myricetin, kvercetin, fisetin, naringenin a

hesperetin)
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Po staleti se k prodlouzeni udrznosti potravin pouzivaji pfevazné¢ rizné byliny a koteni.
Zvlaste ucinné jsou rozmaryn a Salvéj, ale 1 oregano, tymian, hiebicek, kurkuma a ovesna
mouka. Pfirodni antioxidanty ziskavané z rostlin, nejcastéji jako extrakt, maji ¢asto ome-
zené pouziti, nebot’ mohou vykazovat vini po pouzitych rostlinach nebo hotkou chut'.

[11,15]

2.1.1.1 Fenolové slouceniny

Fenoly patii k velmi vyznamné skupiné rostlinnych antioxidanti, které maji na aromatic-
kém kruhu jednu az tii hydroxylové funkéni skupiny v riiznych polohach. Existuje nékolik
skupin rostlinnych fenold, u kterych je zndm nebo se predpoklada antioxidac¢ni ucinek.
Jedna se predevsim o latky piirodniho pavodu, které jsou tvofené regulovanou biosyntézou

v rostlinach. [17]

Antioxidanéni Gc¢inek fenolil zavisi pfedev§im na poctu a poloze hydroxylovych skupin, na
piitomnosti hlavnich substituentd a na dalSich faktorech. AktivnéjSimi antioxidanty jsou
obecné skoficové kyseliny a o-difenoly, napf. kdvova kyseliny a jeji depsid chlorgenova
kyselina. Aktivitu také vykazuje fada dalSich derivati fenolovych kyselin, napt. glykosidy a
amidy. [33]

Mezi jednoduché fenolové slouceniny patii fenolové kyseliny, jejiz zastupcem je kyselina
gallova, ktera se vyskytuje napt. v pivu, vinu, ovoci a zeleniné. Dal$i vyznamnou latkou
fenolovych sloucenin je thymol a karvakrol, které jsou obsazené hlavné v tymianu, matefi-
dousce, oreganu ale i v jinych kofenich. Kyselina rozmarinova se vyskytuje v rozmaryné
1ékaiské a Salvéji 1ékarské, verbaskosid je obsazen v olivé evropské a divizné 1ékarské.
Fenolové kyseliny a jejich derivaty vykazuji Gc¢inky primarnich antioxidanti a jejich akti-
vita zavisi na po¢tu hydroxylovych skupin v molekule. [11,33]

vvvvvv

znamné flavonoidy, jako je rutin obsaZeny v pohance, dale silymarin obsazeny
Vv ostropestici marianském, zelenin¢ (hrach, fazole), katechiny v zeleném caji a resveratrol

Vv hroznech révy vinné. [33]

Z vyse uvedeného vyctu je ziejmé, ze se jedna o Sirokou skupinu latek, u kterych lze pred-

pokladat vyrazny antioxida¢ni potencial. Proto se odbornici shoduji na tom, Ze ucinek pfi-
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rozenych antioxidantl pfijimanych pfirozené (napf. v ¢ajich) je vyrazn€ vyssi nez u stejné

davky podané v ¢isté podobé jako potravinovy doplnék. [33]
Mechanismus u¢inku primarnich fenolovych antioxidanti:

R-O-O- + H-A — R-O-O-H + A-

OH O
¥
T& /// ,’ '
R Re
H-A (antioxidant) A- (radikal antioxidantu)

Obr. 3. Reakce primarnich fenolovych antioxidantii

Zde jsou uvedeny vybrané fenolové slouceniny:

CHs CHs
OH o’
OH
OH
HaC” CHs

Obr. 4. Thymol, karvakrol a guajakol
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HO” f ~OH ‘W@
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Obr. 5. Kyselina gallova, kyselina skoricova a kyselina chlorogenova
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Obr. 6. Kyselina rozmarynova a kavova
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Obr. 7. Sinapin
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Obr. 8. Kapsaicin

Obr. 9. Karnosol a rosmarol

2.1.1.2 Tokoferoly (vitamin E)

Tokoferoly patii mezi vitaminy, které maji antioxoda¢ni G¢inek. Vitamin E je lipofilni vi-

tamin, neni to jednotna latka, ale je smési tokoferoli: a-, -, y- a d-tokoferolu. [3,36]
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Vitamin E, vyznamny antioxidant, ktery se uplatiiuje v prevenci onemocnéni srdce a cév a
nadorovych onemocnéni. Chrani nenasycené¢ mastné Kyseliny pfed znehodnocenim, pii
jejich vys$sim piijmu by mél byt vyssi piijem i vitaminu E. [13]

Biologicka aktivita vitaminu E souvisi s antioxida¢nimi u¢inky, za neju¢innéjsi antioxidant
(in vivo) se povazuje a-tokoferol. Antioxida¢ni aktivita tokoferoli a tokotrienold ptitom-
nych v potravinovych lipidech zéavisi na fadé faktor. Jednim z faktorQ je slozeni nenasy-
cenych mastnych kyselin. Za podminek skladovani jsou napt. tokoferoly i€¢innéjSimi antio-
xidanty v zivo¢isnych tucich, nez rostlinné oleje, které obsahuji vy$§i mnozstvi linolové

Kyseliny (napf. sluneénicovy olej). [36]

Zivocidné tuky obsahuji vitamin E mnohem méné neZ rostlinné oleje. Z Zivo¢isnych tuki
nejvice vitanimu E je v masle, vepfovém sadle a hovézim loji. Na rozdil od jinych lipofil-
nich vitanini se vitamin E nevyskytuje ve v&tS§im mnozstvi v rybich tucich. Nevice vitami-
nu E obsahuji rostlinné oleje. Nejvétsi mnozstvi vitaminu E je obsazeno Vv oleji z obilnych
klickt, v panenském surovém oleji, @ méné pak v rafinovaném oleji. Vitamin E je také lo-
kalizovan v kli¢ku a otrubach obilovin, proto celozrnné mouky maji vyssi obsah vitaminu
nez bilé mouky. | v ovoci a zeleniné se nachazi vitamin E, ale jeho obsah je mensi, nez

v rostlinych olejich. [36]

Tokoferoly a tokotrienoly jsou monoethery pfislusnych hydrochinonti a proto se snadno
oxiduji napf. zelezitymi iony, hydroperoxidy lipidii, ozonem a oxida¢nimi ¢inidly. Vznikaji
pfisluSné chinony (tokoferylchinony neboli tokochinony). Pokud jsou tokoferylchinony
redukovany, vznikaji pfislusné tokoferylhydrochinony neboli tokohydrochinony. [36]

Mechanismus oxida¢niho U€inku vitaminu E je obdobny jako uc€inek ostatnich lipofilnich
antioxidantt, napi. fenolovych antioxidantd. Tokoferoly reaguji s fadou volnych radikalt
véetné aktivnich forem kysliku. Autooxidaci lipidi inhibuji tak, Ze reaguji s peroxylovymi
radikaly lipidl za vzniku hydroperoxidu a radikalt tokoferold. Dojde Kk pteruseni radikalo-
vé fetézove reakce v propagacni fazi. V terminaéni fazi se radikal tokoferolu stabilizuje

nevratnou reakci s jinymi radikaly, nejc¢astéji s druhym hydroperoxylovym radikalem. [36]

2.1.1.3 Kyselina askorbovd (vitamin C)

Stejné jako tokoferoly, tak i kyselina askorbova se fadi mezi vitaminy, které maji antioxi-

dacni ucinek. Kyselina L-askorbova je ve vod¢ rozpustna. [13]
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Kyselina askorbova se vyuziva jako potravinaiské aditivum piedevS§im ve vodé rozpustny
askorbat sodny a lipofilni estery nasycenych mastnych kyselin, askorbylpalmitat a askor-

bylstearat. [36]

Kyselina askorbova neboli vitamin C se nachazi v potravinach hlavné v Cerstvém ovoci a
zelening, v zivoc¢isnych potravinéch je pfitomen ve velmi malém mnozstvi. Bohatym zdroje
jsou: rakytnik, Sipky, Cerny rybiz, kien, citrusové plody, kiwi, brokolice, rajcata, zelena

paprika, kysané zeli. [13]

Nejvyznamnéjsi reakci kyseliny askorbové je oxidace vzdusnym kyslikem (autooxidace).
Probiha v pfitomnosti i v nepfitomnosti ionti ptechodnych kovu. Aktivnimi kovy jsou tro-
jmocné zelezo a dvojmocnd méd’. Rychlost reakce je zavisld na pH prostfedi. Pokud je
prostiedi kyselé, rychlost reakce je pomalej$i. V neutrdlnim prostiedi je rychlost reakce

vyS$i a nejrychlejsi je v alkalickém prostiedi. [36]

Nejenom kyselina askorbova, ale i jeji isomery a derivaty mizou reagovat s volnymi radi-
kaly. Dochézi tedy k brzdéni fetézové autooxidaéni reakce, a proto ucinné pusobi jako an-
tioxidanty. Kyselina askorbova je u¢innéjsi, pokud se pouzije v kombinaci s tokoferoly.
[36]

V mechanismu fetézové autooxidacni reakci kyselina askorbova reaguje s peroxylovym
radikalem mastné kyseliny nebo s alkoxylovym radikalem. Vznika askorbylradikal, ktery
jiz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje se na askorbovou a de-

hydroaskorbovou kyselinu. [36]
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3  ANTIOXIDACNI AKTIVITA

V poslednich letech je intenzivné studovana role volnych radikalt, které vznikaji in vivo a
negativni piisobeni na organismus pii fadé onemocnéni (zejména kardiovaskularnich, na-
dorovych, a starnuti). Vyznamnou roli pti ochrané pted volnymi radikély hraje prevence, t;.
redukce pficin jejich vzniku. Proto se do centra pozornosti fadi mnoho latek ptirodniho
puvodu, které se do lidského organismu dostavaji spole¢né s potravou. V této souvislosti je
vénovana pozornost potravindm rostlinného ptvodu, které slouzi jako zdroj antioxidantii a

k ochrang proti volnym radikalim. [16]

3.1 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity

Béhem poslednich desetileti byla vyvinuta fada analytickych metod ke stanoveni tzv. cel-
kové antioxidaéni aktivity (TAC tj. total antioxidant capacity). Metody jsou principialné
znacné odli$né a jsou rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje metody zaloZzené
na generaci riznych radikalovych ¢astic a jejich eliminaci antioxida¢nimi slou¢eninami.
Metody v této skupiné zahrnuji hodnoceni TAC (DPPH, TEAC, ORAC) a metody hodno-
tici schopnost latek ptsobit proti lipoperoxidaci. V druhé skupiné jsou metody zalozené na
hodnoceni redoxnich vlastnosti latek (FRAP, cyklicka voltametrie, HPLC s coulochemic-

kou detekci). [16,25]

* Metoda pouzivajici DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu ze zakladnich metodik pro posouzeni antiradikalové
aktivity cistych latek i rznych smésnych vzorkid. Tato metoda byla pouzita v praktické

¢asti diplomové prace pro stanoveni antioxida¢ni aktivity aromatickych rostlin.

Princip metody DPPH spociva v reakci testované latky se stabilnim radikalem difenyl-
pikrylhydrazylu — DPPH {1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl}. Pti reakci dochazi k
redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). [16]

Radikal DPPH (obr. 10) je v metanolovém roztoku relativné stabilni, zbarveni tohoto roz-

toku je modrofialové pisobenim zelezité soli. Po pfidani vzorku se v pfitomnosti redukc-
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nich faktort radikal zhasi, a tim se roztok odbarvuje. DPPH vykazuje silnou absorpci v
UV/VIS spektru. Redukce DPPH antioxidantem nebo radikalem, ktera se projevi odbarve-
nim rotoku, se méfi spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm bud’ po uplynuti urcitého
konstantniho ¢asu nebo se pracuje v kinetickém rezimu. Jako standard mlze byt pouzita
napi. kyselina askorbova, kyselina gallova, kyselina izoaskorbova, epikatechin nebo Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina), na jehoz ekvivalentni

mnozstvi se antioxida¢ni aktivita vzorku prepocitava nejcastéji. [41]

O,N

N—N NO?

O,N

Obr. 10. Chemicka struktura DPPH radikalu

Reakci je mozno sledovat i metodou elektronové spinové rezonance nebo HPLC. Pouziti
detekce HPLC, pii které je hodnocen pik radikdlu DPPH, je vyhodné zvlasté u barevnych

vzorkd, kdy se na rozdil od spektrofotometrie zabarveni vzorku eliminuje. [16]

Wojdylo a spol. ve své praci stanovovali antioxidacni aktivitu a obsah celkovych polyfeno-
It u 32 vybranych bylin. AA byla stanovovana tfemi metodami ABTS, DPPH a FRAP.
Celkovy obsah polyfenoli byl stanovovan s Folin-Ciocalteovym ¢inidlem. Pomoci vysoko
ucinné kapalinové chromatografie analyzovaly hlavni fenolové slouc¢eniny (kdvovou a ku-
marovou kyselinu, z flavonoidu to byli kvercetin, luteolin a apigenin). Bylo zjisténo, ze AA
méfena metodou DPPH vykazovala stejné relace s metodou ABTS a metoda FRAP vyka-
zovala vys§i hodnoty AA. AA byla vyjadiena pM trolox/100 g suché vahy. Z vysledkt
vyplynulo, ze AA Salvéje byla vyssi, nez hodnota AA medunky, ale niz§i nez AA oregana.

[63]
= Metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) = ABTS

Metoda pouzivajici ABTS (metoda TEAC) je jednou ze zakladnich a nejpouzivangjsich
metod pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Testuje schopnost vzorku ¢i latek zhéaset

kation-radikal ABTS-" (2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). [16]
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Metoda ABTS je také oznacovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant ca-
pacity), vzhledem k tomu, ze vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s anti-

radikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu. [16]

Zhéageni radikalu ABTS-" antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se sleduje
spektrofotometricky na zékladé zmén absorpéniho spektra ABTS+" (nejéastéji se mé¥i ab-
sorbance pfi 734 nm). V reakéni smési se kation-radikal ABTS-" generuje oxidaci ABTS.
vou formu, kterd je barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti antioxida¢né aktivnich slo-
zek extrahovanych ze vzorku potraviny se ¢inidla redukuji, a tim odbarvuji. Rychlost a
mira odbarveni jsou tmérné antioxidac¢ni aktivit¢ vzorku. Aby vyjadieni antioxida¢ni akti-
vity vzorku bylo standardni, stanovuje se shodnym postupem TEAC v pfitomnosti askorba-

tu, Troloxu, gallatu, epikatechinu nebo jinych klasickych antioxidantt. [16,25]

= Metoda ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Pii pouziti metody ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se v testovaném systému
generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit
radikalovou reakci. Detekce je zalozena na sledovani ubytku fluorescence B-fykoerytrinu
(B-PE) po ataku radikaly. Pro generaci peroxylovych radikalt se pouziva AAPH (2,2-
azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid). VVzhledem k tomu, ze tyto radikaly patii k nej-
reaktivnéj$im, patii test ORAC k dilezitym parametrim charakterizujicim antioxidanty.
Metoda ORAC, ktera pouziva jako sondu B-PE (ORACPE), ma §iroké vyuziti a poskytuje

vyznamné informace o antioxidaéni kapacité vzorka rizného typu. [16,27]

Pti stanoveni antioxidac¢ni kapacity polyfenolll vSak byla popsana nékterd omezeni, kterd se
tykaji vlastnosti B-PE (napf. omezena fotostabilita). Zavedenim jiného typu fluorescenéni
sondy, fluoresceinu, se metodika ORAC zptesnuje. Uvadi se, ze tada metoda je exaktngjsi
v disledku pfesného a jednoduchého reakéniho mechanismu, ktery spociva v klasickém

ptenosu vodiku. [16]
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= Lipidové peroxida¢ni metody

Lipidova peroxidace vyvoland volnymi radikaly je jednim z nejvyznamnéjSich patologic-
kych pochodii v organismu. Pti studiu latek s antiradikalovymi ac¢inky se proto fada metod
zamé&fuje pfimo na testovani inhibi¢nich G¢inkl na lipidovou peroxidaci. Latky potlacujici
kajici radikalové meziprodukty (peroxyl, alkoxyl) a mohou téz ptisobit jako latky chelatuji-
ci ionty pfechodnych kovi. Navic je u¢inek antioxidantu in vivo ovlivnén jeho lipofilnosti.
Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv antioxidanti na lipidovou peroxidaci, od

modely simulujici situaci in vivo a vyuzivajici biologické membrany jako matrici. [16]

Lipidové¢ peroxidacni metody se provadéji v pufrovanych modelovych systémech obsahuji-
cich nenasycené mastné kyseliny a testovany vzorek. Casto se piidava homogenit Zivogisné
tkané, napf. jater nebo mozku, a lipidova peroxidace se v ni iniciuje tetrachlormetanem
nebo peroxidem. Je mozné pouZzit separovanych mikrotomil a iniciace lipoperoxidacnich

alternaci smési NADPH a zeleznaté soli nebo jinymi systémy. [25]

= Metoda FRAP (Ferric reduction ability of plasma)

Metoda FRAP neboli FOX (Ferrous oxidation assay) je zalozena na principu redoxni reak-
ce zelezitych komplexu jako je TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin). Pfi této metodé redukuji
antioxidanty ze vzorku komplex Fe**-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe**-TPTZ). Nartst
absorbance pii 593 nm odpovidajici mnozstvi komplexu Fe?*-TPTZ je mirou antioxida&ni
aktivity vzorku. Metoda ma své limity spocivajici v tom, Ze méfeni probiha pii nefyziolo-
gicky nizké hodnoté pH (3,6), nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfeno-
lické latky a thioly. Metoda FRAP tak odrazi pouze schopnost latek redukovat ion Fe** a s
celkovou antioxidac¢ni aktivitou vzorku nemusi pozitivné korelovat. Pti této metode jsou
vzorky témét bezbarvé a po redukcei a eventuelné reakci s dalsim ¢inidlem vytvaii barevné

produkty, jakym muze byt napft. berlinska modf. [16,25]
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= Cyklicka voltametrie

Redoxni vlastnosti latek je mozno hodnotit cyklickou voltametrii, kterd indikuje schopnost
latek odstépovat elektrony. Pfi této metode se na pracovni elektrodu vklada potencialovy
pulz s urcitou rychlosti polarizace a soucasné se sleduji proudové odezvy v roztoku studo-
vané latky. Ziskany zaznam zachycuje kiivka — tzv. cyklicky voltamogram. Redukcni
schopnost latek se vyhodnocuje dvéma parametry, a to z potencialu anodického oxida¢niho
piku znageného EA a jeho anodického proudu znaceného jako IA. Cim je nizsi hodnota
EA, tim latka snadnéji odevzdava elektrony a mize byt lepSim antioxidantem. Z hodnoty
vysky proudu anodického piku IA je mozné urcit koncentraci latek. Cyklicka voltametrie je
vhodna pro ziskéani informace, zda latka je schopna snadno odevzdavat elektrony a poté je
mozné zvolit ur¢itou metodu na stanoveni antioxida¢ni kapacity. Je prokazano, ze v fad¢
ptipadd hodnoty EA koreluji s antioxidacni aktivitou latek uréenou jinymi metodami, napt.

s lipoperoxidaci. [16]

= HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky je mozno ptesné a citlivé detegovat pouzitim amperometrickych nebo
coulochemickych detektorti pfi analyze HPLC (HPLC-ECD). Pti HPLC-ECD se na pra-
covni elektrodu detektoru vklada uréity kladny potencial. Pik latky se projevi pouze tehdy,
je-li latka pfi tomto potencialu oxidovana. Latku je tak mozno charakterizovat nejen re-
tennim Casem, ale také potencialem, pii kterém se oxiduje. To umoziuje analyzovat kom-
plexni smési a identifikovat v nich jednotlivé u¢inné antioxida¢ni komponenty na zaklad¢
hodnoty potencidlu aplikovaného na elektrodu. Pfi analyze nerusi zbarveni smési, ale je
nutné dodrzet vysokou cistotu reagencii v mobilni fazi. Hodnoceni antioxida¢nich vlast-
nosti latek pomoci HPLC-ECD koreluje s jinymi metodami na testovani celkové antioxi-

dacni aktivity latek, napt. s metodou DPPH. [16]

3.2 Stanoveni celkového obsahu polefenolii

Ke stanoveni obsahu polyfenolt v potravinach se pouzivaji dvé metody: [40]

a) Stanoveni polyfenolii chromatograficky, predevsim pak metodou HPLC.
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Chromatograficky se stanovi predem definované slozky. Nevyhodou této metody je, Ze
neékteré polyfenoly mohou uniknout pii stanoveni. VétSinou to jsou polyfenoly neznamé

struktury ¢i Spatné délitelné smési.
b) Stanoveni polyfenolii pomoci reakce s Folin-Ciocalteuovym cinidlem.

Metoda stanoveni polyfenold pomoci Folin-Cioulteuva ¢inidla byla vymyslena v 50. letech

20. stoleti a ma mnoho modifikaci. [40]

Tato metoda je zaloZena na principu oxidace nebo redukce fenolovych latek pii reakci
s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem, které se sklada s wolframu sodného, kyseliny orthofosfo-

re¢né, kyseliny chlorovodikové, molybdenanu sodného, siranu lithného a bromu.

Nevyhodou této metody je, ze toto ¢inidlo je redukovano i jinymi latkami nez jsou polyfe-
noly, naptiklad kyselinou askorbovou. Proto jsou vysledky stanoveni celkovych polyfenold
pii pouziti HPLC niz$i nez pfti pouziti Folinova-Ciocalteuova ¢inidla, pficemz skute¢na
hodnota lezi patrné nékde mezi vysledky obou stanoveni.

Pro stanoveni celkovych polyfenolu v diplomové praci byla pouzita standardni fotometric-
k& metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem podle Zloch, Celakovsky a Aujezdska [25]. Pro
stanoveni celkovych polyfenolt se ptipravi reakéni smés, kde probiha oxidace fenolickych
latek v alkalickém prostiedi a ze zlutého zbarveni fosfowolframové heteropolykyseliny a
kolorimetrickym méfenim vysledného komplexu vznika modré zbarveni. Toto modré zbar-
veni ma maximalni absorpci zavislou na kvalitativnim ¢i kvantitativnim slozeni fenolic-
kych smési a méfi se pomoci spektrofotometru pii 750 nm po uplynuti 20 min. Obvykle se
k reak¢éni smési pridava uhlicitan sodny. Jako standard zde byla pouzita kyselina gallova

rozpusténa v destilované vodé. [25,66]
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4 AROMATICKE ROSTLINY

V posledni dobé€ roste zajem o potraviny, které obsahuji ptirodni pfidatné latky, namisto

syntetickych. [1]

Aromatické rostliny jsou rostliny uzitkové a ¢asto maji vice uplatnéni. Hlavni uplatnéni je
prevenci ¢i léCeni rlznych onemocnéni. Z aromatickych rostlin se ziskdvaji destilaci
s vodni parou silice, které vykazuji antioxida¢ni a antimikrobni aktivitu a nesou pfichut.
Vyuziti aromatickych rostlin a jejich silic ma hojné uplatnéni v potravinafstvi, kosmetice,
I1€katstvi, zvérolékarstvi, lidovém lécitelstvi a ve farmaceutickém pramyslu. Vyznamné

rostliny jsou ty, které se vyuzivaji i jako koteni. [11,43,67]

Ke zhorSeni kvality potravin dochdzi pfi zpracovani a skladovani, pfedevS§im oxida¢nimi
reakcemi. Oxidac¢ni reakce v potravinach degraduji hlavné tuky, ale i bilkoviny a sacharidy.
K prodlouzeni tvanlivosti potravin se ¢asto vyuzivaji syntetické antioxidanty, které jsou pfi

vysoké teploté nestabilni a rozkladaji se, proto je jejich vyuziti nékdy nevyhodné. [1]

O kulinafskych a 1é¢ivych bylinach z ¢eledi Lamiaceae — hluchavkovité (pyskaté) je znamé,
Ze jsou bohatym zdrojem polyfenolickych sloucenin, zejména fenolovych kyselin. Polyfe-
noly jsou sekundarni rostlinné metabolity, které maji riiznou strukturu a funkci v rostlinach

a jsou vyznamnym zdrojem antioxidantt v lidské potravé. [31,7]

Scalbert a Williamson [40] ve své studii naznacuji spojeni mezi konzumaci potravin nebo
napoju bohatych na polyfenoly a prevenci nékterych nemoci. Uvadé&ji, Ze spotieba ovoce,
zeleniny, vina, Caji a s0ji muze mit vliv na prevenci nékterych onemocnéni,
napt. kardiovaskularnich chorob, neurologickych poruch nebo procest starnuti. Navic po-
lyfenoly spolu s antioxidanty (vitaminem C a E a karotenoidy) chrani tkané¢ téla ¢loveka
pfed oxidacnim stresem a nemoci s oxida¢nim stresem spojené (rakovina, zanétliva one-

mocnéni).

V nésledujicim ptehledu je uvedeno 8 vybranych aromatickych rostlin, které byly vybrany
a pouzity v diplomové praci. Jsou to: bazalka prava, mata peprna, Salvéj 1ékaiska, medunka

1ékatska, oregano, levandule 1ékatska, fepik 1ékarsky a hefmanek pravy.
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4.1 Bazalka prava

Ocimum basilicum L. nebo-li bazalka prava patii do celedi Lamiaceae pochazejici z tep-
lych tropickych krajin Indie, Afriky a jizni Asie. Nyni se péstuje na celém svété v nejriz-
néjsich ekologickych podminkach. Bazalka je geneticky zna¢né rozmanita. EXistuje néco
mezi 65 a 150 druhy bazalky, rozeznavaji se podle rozdil v morfologické charakteristice

jako je: zvyklost rastu, barva, velikost a tvar listt. [10]

Bazalka (obr. 11) je asi 50 cm vysoka jednoleta rostlina s velkymi, silné¢ zelenymi, oval-
nymi listy. Bylina mé velmi intenzivni aroma pfipominajici citron. Jako kofeni se nejcastéji
uzivaji Cerstvé listy. SuSenim, zv1asté za vyssi teploty, se ale aroma vyrazné€ ztraci, spise se

osveédcéuje skladovani po zmrazeni. [33]

Obr. 11. Bazalka prava [44]

Bazalka je znama nejenom pro své vyuziti v kuchyni, ale je to také bylina, ktera je cenéna v
tradi¢ni medicin€ pro své Gc¢inky. Pozitivni G¢inky ma pfi zaludecnich potizich, pii nady-
mani a ztraté chuti k jidlu, zde pisobi jako zazivaci stimulant. Bazalka také pasobi zklid-
fiUjicim G¢inkem na nervovou soustavu. Dal§im z u¢inki bazalky je, Ze mé antimikrobialni,

protikieCové a antikarcinogenni G¢inek. [33,28]

Bazalka ma vysoky obsah fenolickych kyselin, které ptispivaji k jeji silné antioxidacni akt-
vité. Produkci fenolickych kyselin v bazalce ovliviwgji faktory, napt. odriida nebo klimatic-
ké podminky, a tim mohou vyrazné ovlivnit i antioxida¢ni aktivitu, biologickou dostupnost

a ucinnost fenolickych latek. Kyselina rozmarynova derivat kyseliny kavové je nejcastéjsi
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fenolickou latkou v bazalce. Dalsi fenolické latky, které se nachazeji ve vyssich koncentra-

cich v bazalce jsou kyselina kavova, eugenol, karvakrol a thymol. [32,46,28]

4.2 Mata peprna

Mata peprna (Mentha piperita) je hybridni vytrvala rostlina s charakteristikou svézi vini a
chuti. Plan¢ roste celd fada piibuznych druhl (napf. citrusova nebo jablecna mata), které
maji podobné aroma. Mata peprna Mentha spicata L. patii do ¢eledi Lamiaceae a je to kii-

Zenec maty vodni a maty zelené. [33]

Matu (obr. 12) péstovali jiz staii Egypt'ané a dokumentovana byla uz ve tfinactém stoleti v
islandském lékopisu. V soucasné dobé se péstuje od tropického az po mirné pasmo svéta,

zejména v Evropé, Americe, severni Africe, Ciné a Indie. [18,47]

Obr. 12. Mata peprna [45]

Mata je vytrvala 50-90 cm vysoka rostlina. Jeji stonky jsou obvykle ¢tyfuhelnikove rozvét-
vené a Casto jsou zabarvené purpurové nebo fialové, nékdy az do Sedé barvy. Tmavé nebo
svétle zelené listy mohou byt kratké, podlouhlé, vejcité a na okrajich jemné ozubené. Barva
kvéti mize byt fialova nebo rizova s fadou nenapadnych listenti. Obvykle roste na slunné
stran¢ a dava prednost kyselé a neutralni pude, dale stfedni az lehké padé, ale roste také v
tézké jilovité pude. [18]

Hlavni latka, ktera vytvari charakteristickou vuni a ptichut’ je mentol. [33]

Chemické slozeni matové silice se 1isi v zavislosti na klimatu, odridé a geografickém
umisténi. Matova silice obsahuje 0,1-1% peppermintu, dale je tvofeny pievazné z 29-48 %
mentolem, z 20-31 % menthonem, z 6,8 % menthofuranem a 3-10 % menthyl acetat. Ma-
tova silice obsahuje latky, které maji 1é¢ivé ucinky a jsou hotké, flavonoidy (12%), poly-

merované polyfenoly (19%), karoteny, tokoferoly, betain, cholin a tanin. [18]
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Matova silice a jeji slozky se komeréné pouzivaji v potravinaiském, farmaceutickém a
kosmetickém pramyslu. Mentol se pouziva jako surovina do zubnich past, zubniho prasku,
zvykaciho tabaku, cukrovinek, ustniho osvézovace, analgetickych kapek proti kasli a dale
do balzamt, parfému, zvykacek, bonbont a taky se vyuziva v tabakovém primyslu. Taba-
kovy prumysl piedstavuje asi 40% celkové spotieby silice, po ném nasleduje farmaceuticky
a cukrarensky pramysl. Cerstvé nebo suené listy jsou pouzivany pii vyrobé osvézovadi
dechu, napoju, antiseptickych tstnich proplachu, zubnich past, zvykacek, matovych ¢oko-
ladovych ¢aju, napoju, zelé, sirupu, cukrovinek, zmrzlin a také jsou nezbytnou slozkou v
¢aji Tuareg popularniho v severni Africe a arabskych zemich. [33,18]

Nejbeéznéji se mata pouziva jako ¢aj. Matovy ¢aj pisobi pfiznive, zlepSuje traveni, pouziva

se pti nadymani a také pfti chiipce nebo nachlazeni. [33]

4.3 Salvéj lékaiska

Salvia officinalis neboli 3alv¢j, je nejvétsi rod z Celedi Lamiaceae. Tato Celed’ zahrnuje asi
900 druhti bylin, dfevin nebo ketovitych trvalek, zfidka jsou dvouleté nebo ro¢ni a velmi
¢asto jsou to siln¢ aromatické rostliny rostouci Vv mirném podnebném pase a v teplych ob-

lastech svéta. [19]

Obr. 13. Salvéj lékarska [48]

Slovo Salvia bylo odvozeno z feckého slova "Salvere: coz znamena 1é¢itel, nebo-li 1é¢ivé"
a vztahuje se na celou fadu 1é¢ivych rostlin tohoto rodu. Lidové 1éCitelstvi se domniva, Ze
Salv¢j ptizniveé pisobi na rizné typy léCeni: tuberkuloza, bronchytyda, na horecky, revma,
dale se vyuziva jako pfipravek proti hmyzu, na zvyseni sexualni schopnosti, ale také jako
1€k proti bolesti a pfi hojeni ran a ma chladivy G¢inek na organismus ¢lovéka. Moderni

veédecké vyzkumy potvrdily, ze Salvéj je biologicky aktivni a ma antibakterialni, antidiabe-
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Kk potlaceni ristu hub a vird. [19,23]

Salvgj 1ékatska (obr. 13) obsahuje G¢inné latky, jako jsou flavonoidy (luteolin, apigenin) a
kyselinu rozmarynovou. Silice ziskana ze Salvéje ma silny antimikrobialni G¢inek. Hlavni-
mi slozkami silice jsou a-thujon, 1,8-cineol, kafr, borneol, B-pinen a B -karyofylen, hu-
mulen, kamfen, kimonem a linalol. Mezi dalsi slozky silice patii fenolpropeny a nékteré

sirné nebo dusikaté latky. [21]

Salvéj se nepouZiva pouze v lé¢itelstvi, ale méa uplatnéni i ve farmacii, potravinaistvi a
kosmetickém pramyslu. Nékteré druhy Salvéje se pouzivaji jako kofeni k ochuceni masa
(napf. masa veprového), klobas a drubeze. Dale ma Salvéj vyuziti jako antioxidant - stabili-
zuje tuky a potraviny obsahujici tuk. Salvia eremophila Boiss. se pouziva v franu jako

ochucovadlo do mléénych vyrobki a vyrabi se z ni ¢aj vice nez tisicileti. [19,21]

4.4 Medunka lékarska

Medurika 1ékatska (Melissa officinalis L.) je vytrvala bylina s citronovou vini a svézi chu-
ti. Je asi 1 m vysoka. Jeji péstovani je velmi jednoduché, rostlina je nenaro¢na a snadno se
mnozi. Roste v oblasti Stiedomofi, zapadni Asie, jihozapadni Sibifi a severni Afriky.
Z rostliny se nejvice vyuzivaji Cerstvé listy do salatti nebo susené, ze kterych se ptipravuje

odvar. Velmi ¢asto se vyuzivaji i kvetouci vrcholky. [20,33]

Z chemického hlediska medurika obsahuje silici, alkoholické ¢i fenolové glykosidy (euge-
nolglykosid), kyselinu kavovou a jeji derivat kyselinu rozmarynovou, flavonoidy a fenolo-

vé kyseliny (karnosova kyselina, triterpeny kyseliny ursolové a oleanova kyselina). [20]

Latinsky nazev "Melissa" (balzam) ma své kofeny v feckém slové "meliteia", které je od-
vozené od "Meli, melitos" (med). Vyznam francouzského slova "Officine" jako "lékarnik,
laboratoi" byl poprvé dolozen v roce 1812. Jméno "balm" je kratka forma slova "balzdm",

pro nejznamé;jsi sladce vonici olej. [20]

V lidovém lécitelstvi se doporucuje uzivat odvar z medunky pii nervovych potizich, boles-
tech bficha, zaludecnich potizich, hysterii a melancholii, pfi chronickém bronchidlnim ka-
taru, migrén¢, nervové slabosti, bolesti zubti, bolesti v usich a bolesti hlavy. Medunka (obr.
14) pozitivné plisobi na vysoky krevni tlak, pfi revmatismu, poSkozeni nervii a na ztuhly

krk. [20,33]
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Obr. 14. Medurika lékarska [49]

4.5 Oregano — dobromysl obecna

MV

Ogerano (Organum vulgare) je kefi¢kovita, aromaticka vytrvala bylina s velmi specifickou
chuti a vini. Jako kofeni se vyuzivaji celé listky, nékdy i s kvéty, a to bud’ Cerstvé, nebo
susené. Oregano (obr. 15) se péstuje po celé Evropé, ale i v oblastech, kde je teplejsi klima.
Aroma a chut’ oregana, které bylo vypéstovano v teplejsich oblastech je daleko vyrazngjsi
nez Oregano vypéstované V oblastech mirného pasma. Oregano je povazovano za univer-
zalni kofeni a je typické pro feckou kuchyni. Listy organa byly pouzivany starovékymi Re-
ky k 1é¢b¢ astmatu, poruch traveni a na bolest hlavy. [22,33]

Silice organa je bohata na thymol a karvakrol. Tyto latky jsou zodpovédné za antioxidaéni

a antimikrobialni ucinek silice organa, ktera se vyuziva nejenom v potravinaistvi, ale i

Vv [éciteltsvi. [24,51]

Obr. 15. Oregano [50]
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4.6 Levandule lékarska

Lavandula angustifolia Mill. patii do ¢eledi Lamiaceae. Levandule 1ékaiska (obr. 16) je
kef 1-2 m vysoky. V lidovém lé¢itelstvi je znama jako silnd aromatickéa 1é¢iva bylina. Od-
var ptipraveny z levandule se pouziva v tradi¢nim lidovém IéCitelstvi pii gastrointestinal-

nich potizich, nervovych a revmatickych onemocnéni. [53,54]

Obr. 16. Levandule lékarska [50]

Costa S. B [52] ve své praci uvadi, ze obchodni zajem o silici z levandule roste nejenom
v kosmetickém prumyslu, kde se vyuziva na vyrobu mydla, kolinské vody, parféma nebo
pletového mléka a dalsi kosmetiky, ale také je o ni zajem v aromaterapie a ve farmaceutic-
kém prumyslu. Ve farmacii se silice z levandule pfidava do 1¢éku, kde ptisobi jako sedati-
vum, antivirova a antibakterialni latka. V posledni dobé se zvysil zajem o silici levandule i
pii vyrobé potravin. Silice potravinam dodava pfichut’ napt. do napoji, zmrzlin, sladkosti,
peciva a zvykacek.

Silice ziskana z kvétl levandule ma silné antiseptické vlastnosti, které jsou schopné zabit
mnoho mikroorganismd, jako je tyfus, zaskrt, Streptococcus a pneumokoky, ale také ma

antivirové vlastnosti a je u¢innym prostfedkem proti nékterym hadim jedum. [54]

Chemickeé slozeni silice levandule bylo pro Hajhashemi a kol. [53] pfedmétem studii néko-
lika let. Bylo zjisténo, Ze silice levandule ptsobi proti depresi, kie¢im a ma G¢inek jako
sedativum a lokalni anestetikum. Tyto u¢inky jsou piisuzovany antioxida¢ni a antibakteri-
alni aktivité. V jejich studii bylo prokazano, ze hlavnimi komponenty z nadzemnich ¢asti a
kvéta levandule byly linalol, linalyl acetat a nékteré dalsi mono- a seskviterpeny, flavonoi-

dy, jako luteolin, triterpenoidy jako ursolova kyselina a kumariny.
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4.7 Repik lékaisky

Agrimonia Eupatoria je latinsky nazev fepiku Iékaiského (obr. 17) patfici do celedi rizovi-
té (Rosaceae). Je to vytrvala asi 1m vysoka rostlina. Je rozsifeny v celé Evropé, v mirném
pasmu Asie aV Severni Americe. U nds roste na suchych lukach, pastvinach, na mezich

v kiovinach a v piikopech u cest. [56,57]

Obr. 17. Repik Iékarsky [55]

V celé rostlin€ jsou obsazené tiisloviny, flavonoidy, silice a hoi¢iny. Nachazi se zde 1 fla-
vonové barvivo kvercitrin, kyseliny citronovd a nikotinova, cholin a kyselina kiemicita.
Rostlina se vyuzivala hlavné v lidovém lécitelstvi. Rostlina se aplikuje v ¢ajovych smésich

nebo v nalevech a ucinkuje svirave, protizanétlive, dezinfekéné a proti prijmam. ZvysSuje

sekreci, vyluCovani zlu¢i a pomaha vylucovat moc. [56,57]

4.8 Hermanek pravy

WV

Hefmanek (Matricaria recutita L.) je jedna z nejbéznéjsich 1é¢ivych rostlin, patfici do ce-

ledi Asteraceae, a je soucasti Iékopisti 26 zemich po celém svéte. [58]

Z hefmanku se ziskava silice, ktera se pouziva do 1é¢ivych piipravkd, je také aplikovana
V potravinarském primyslu do potravin, za Gcelem zvyraznit chut. Silice z hefmanku se
vyuziva V kosmetickém primyslu, napi. pro vyrobu parfémt. Silice hefmanku obsahuje
polysacharidy, mastné kyseliny, kumariny, fenolické slou¢enin, konrétné flavonoidy, kver-

cetin, apigenin, patuletin, luteolin a jejich glykosidy a taky sesquiterpenické slouceniny.
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Tyto biologicky aktivni chemické slozky se nachazeji v silici ziskané z kvétt hefmanku

(obr. 18). [58]

Obr. 18. Hermdnek pravy [60]

Chemické slozeni silice hefmanku je zavislé na pud¢, ve které vyrtsta, na klimatickych

podminkach a na odrud¢. [58]

Biologické ucinky hefmanku jsou rozdéleny do nékolika skupin. Prvoradou skupinou s
biologickymi ucinky jsou sesqiterpenické slouceniny. Tato skupina se sklada z
a-bisabololu a chamazulenu. a-bisabolol vykazuje protizanétlivé, antimikrobialni i hojivé
uc¢inky a zabranuje vzniku zaludeénich a dvanactnikovych viedi. Chamazulen také vykazu-
je protizanétlivé ucinky. V silici hefmanku byly identifikovany i ostatni sesquiterpenické
slou¢eniny, jako jsou trans-B-a-farnesen a farnesen B-eudesmol, a-bisabolol a jeho deriva-
ty. [58]

Za 1éc¢ivé ucinky u hefmanku odpovidaji sesqiterpenické slouceniny. Ve studio od Rocha,
Petronilo a kol. [58] bylo prokazano, ze hefmanek je potencialnim zdrojem az 32 deteko-

vanych sesquiterpenoidi. Z toho 8 jich bylo identifikovano poprvé.

Ve velké mife se hefmanek konzumuje jako ¢aj. Tradi¢né se tato rostlina pouziva k 1é¢bé
mnoha nemoci, jako jsou alergie a zanétlivé onemocnéni. Hefmanek se pouziva k oSetieni
ran, viedd, ekzému, dny, podrazdéni kuze, na revmatické bolesti, hemeroidy, bércové viedy

a na zanéty prsnich zlaz. [59]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit a porovnat antioxida¢ni aktivitu a uréit celkovy obsah
polyfenolt ve vybranych aromatickych rostlinach - mata, meduika, levandule, salv¢j, te-

pik, hefmanek, oregano a bazalka.

1. Formou literarni reSerSe popsat oxida¢ni reakce v potravinach a plsobeni antioxi-
dantt a jejich zdroje. Popsat metody vyuzivané pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
a polyfenolickych latek. Dale charakterizovat vybrané aromatické rostliny a jejich

vlastnosti.

2. Stanovit antioxidacni aktivitu vybranych aromatickych rostlin (mata, medunka, le-
vandule, Salvgj, fepik, hefmanek, oregano a bazalka ). Pomoci spektrofotometrické
metody DPPH stanovit antioxidac¢ni aktivitu aromatickych rostlin a metodou
s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem stanovit celkovy obsah polyfenolickych latek aro-

matickych rostlin.
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Vzorky aromatickych rostlin

V diplomové praci bylo analyzovano 29 vzorkt 8 riznych druhti aromatickych rostlin (ma-
ta, medurika, levandule, $alv¢j, fepik, hefmanek, oregano a bazalka). Jednalo se 0 susené
vzorky rostlin zakoupené v sypané formé v trzni siti, Cerstvé vzorky aromatickych rostlin
(mata a medunka) zakoupené v trzni siti, vzorky lyofilizované (mata, meduika, levandule,
oregano a bazalaka) a mrazené (mata a medunka), které byly ziskany z doméaciho péstitel-

stvi. V tab. 4 je uveden piehled vzorkid aromatickych rostlin.

6.2 Pouzité chemikalie

destilovana voda

- roztok DPPH — difenylpikrylhydrazyl (Aldrich, USA)

- standard kyseliny askorbové (Fluka — Chemika, Svycarsko)
- standard kyseliny gallové (Sigma, Némecko)

- Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta, CR)

- roztok Na,COs (Lukes, Uhersky Brod, CR)

- acetatovy pufr (pH =5.5)

6.3 Pozité pristroje a pomiicky
- laboratorni sklo a pomucky
- analytické vahy (EP 214, Ohaus, Svycarsko)
- termostat (Venticell 111 Comfort, BMT MMM, CR)

- Spektrofotometr (Libra S6 Biochrom, Velka Britanie)
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Tab. 4. Prehled aromatickych rostlin pouzivanych k analyze

Vzorek Forma Vyrobce
Mata 1 suSena MOKATE s.a, Ustron, Polsko
Mata 2 susena NAURA s.r.0., D&in, CR
Mata 3 susena OXALIS, spol. s r.0., Slusovice, CR
Mata 4 susena Vyskov — domadci péstitelstvi
Mata 4-1 mrazena Vyskov — domadci péstitelstvi
Mata 4-2 lyofilizovana Vyskov — doméci péstitelstvi
Mata 5 Serstva TITBIT s.r.0., Praha, CR
Medurika 1 suSena OXALIS, spol. s r.0., Slusovice, CR
Medunka 2 susena NAURA s.r.0., D&¢in, CR
Medunka 3 suSena Vyskov — domaéci péstitelstvi
Medunka 3-1 mrazena Vyskov — domaéci péstitelstvi
Medunka 3-2 lyofilizovana Vyskov — domaéci péstitelstvi
Medutika 4 Serstva TITBIT s.r.0., Praha, CR
Bazalka 1 susend SONNENTOR s.r.o0., Rakousko
Bazalka 2 su$ena NAURA s.r.0., D&in, CR
Bazalka 3 lyofilizovana Vyskov — domaéci péstitelstvi
Bazalka 4 lyofilizovana Zlin — domaci péstitelstvi
Levandule 1 suSend Vladimir Stefl, Zlin, CR
Levandule 2 suSena Milota s.r.0., Viesina, CR
Levandule 3 lyofilizovana Vyskov — domaci péstitelstvi
Salvéj 1 susena NAURA s.r.o., D&in, CR
Salvgj 2 susena OXALIS, spol. s r.0., Slusovice, CR
Heimének 1 susena NAURA s.r.0., D&in, CR
Hefmanek 2 su$ena OXALIS, spol. s r.o., Slusovice, CR
Repik 1 susena NAURA s.r.0., D&in, CR
Repik 2 susena Vladimir Stefl, Zlin, CR
Oregano 1 susena NAURA s.r.0., D&in, CR
Oregano 2 suSena Vladimir Stefl, Zlin, CR
Oregano 3 lyofilizovana Vyskov — domadci péstitelstvi
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7 METODIKA STANOVENI

7.1 Stanoveni obsahu suSiny

Susina predstavuje pevny zbytek po odstranéni vody a tékavych latek, ziskany vysuSenim
navazky vzorku pii piedepsané teploté za podminek stanoveni. SuSeni probiha v elektrické

susarné pii teplot& 105 °C do konstantni hmotnosti.

Ke stanoveni byla pouZzita vysuSend a zvazena hlinikovd miska. Do ni byl navazen 1 ¢
vzorku susené aromatické rostliny na analytickych vahach s pfesnosti na 0,0001 g. Vzorek
byl vlozen do termostatu a pii teploté 105 °C se susil do konstantni hmotnosti. Po vysuseni

a vychladnuti byly misky se vzorky zvazeny na analytickych vahach s pfesnosti na 0,001 g.

Susina aromatickych rostlin S (%):

S=100-v
Obsah vlhkosti v (%):
v="u"M2 909
m, —m,
kde: m, - hmotnost vysusené prazdné misky [g ]
m; - hmotnost misky s navazkou vzorku pied vysusenim [g ]
m, - hmotnost misky se vzorkem po vysuseni [g ]

7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla pouzita spektrofotometrickd metoda DPPH a stan-
dard kyseliny askorbové. Metoda spociva v reakci antioxidanti ve vzorku se Stabilnim ra-
dikalem DPPH - difenylpikrylhydrazylem pii niz dochazi k redukci radikalu za vzniku
DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Antioxida¢ni aktivita aromatickych rostlin se vyjadiuje

v ekvivalentech kyseliny askorbové.
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7.2.1 Priprava vyluhi aromatickych rostlin

Pro ptipravu vodnich vyluhti bylo navdzeno na analytickych vahach 1 g (suSené, mrazené,
lyofilizované nebo Cerstvé) aromatické rostliny s piesnosti na 0,0001 g. Navazka vzorku
byla dvakrat extrahovana 50 ml horké destilované vody, celkem tedy 100 ml vyluhu. Kazda
extrakce trvala 10 min pfi teploté 80 °C za obCasného michani. Pro aromatické rostliny,
které mély nejvyssi antioxidacni aktivitu byly pfipraveny i vodni vyluhy o teploté 60 °C a

80 °C. Takto vytvofeny vyluh byl podle potieby fedén a pouzit pro analyzu.

7.2.2 Optimalizace stanoveni antioxidacni aktivity aromatickych rostlin

Pro optimalizaci stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo zjiStovdno vhodné sloZeni reakéni
smési, koncentrace vyluhu a roztoku DPPH. Pii zji§tovani optimalniho stanoveni se vy-

chazelo z védeckych ¢lankut [15], [17] a z diplomovych praci.

Vzorky se extrahovali v horké destilované vodé pii teploté 60, 70, 80 a 90 °C. Vzniklé vy-
luhy jsme fedili na 50, 30, 25, 15 a 10 %. Pro stanoveni jsme zkousSeli tyto koncentrace
roztoku DPPH: 0,5, 0,3, 0,25 a 0,13 mM a také vliv pfidavku acetatového pufru (ph = 5,5).

U vzniklé reakéni smési jsme méfili absorbanci pii vinové délce 515 nm.

Pii vysSich koncentracich roztoku DPPH se nam vznikla reakéni smés odbarvovala

z fialové az do zluté barvy, coz neodpovidalo odstinu fialové barvy.

Vzhledem k tomu, Ze k méfeni bylo pouzito vice druhti aromatickych rostlin o rtizné antio-

xidaéni aktivité, byly pro stanoveni vyluhy aromatickych rostlin rizné fedény. Analyzou

S 24

v

Na zékladé vysledkil stanoveni jsme zjistili, Ze pro analyzu vybranych aromatickych rostlin
je nejvhodné;jsi koncentrace roztoku DPPH 0,25 mM, fedéni vzorkli 25 % a ptidavek aceté-

tového pufru.
Nejvhodné&jsi sloZeni reakéni smési bylo:

- 0,1 ml vzorku
- 1,9 ml roztoku DPPH
- 1 ml acetatového pufru (ph =5,5)

Absorbance byla métena pii vinové délce 515 nm.
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7.2.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity aromatickych rostlin

Pro méfeni antioxidacni aktivity byly pouzity vyluhy, které byly pfipraveny zptisobem uve-
denym v kapitole 7.2.1. Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byl pfipraven zasobni roztok
DPPH (rozpustény v methanolu) o koncentraci 0,25 mM. Reakéni smés pro stanoveni anti-
oxidaéni aktivity byla ziskdna smichanim 0,1 ml extraktu vzorku s 1,9 ml roztoku DPPH a
s 1 ml acetatového pufru (pH = 5,5). Takto vytvoiena smés se dikladné protiepala a necha-
la stat ve tm¢ pii pokojové teploté 1 hodinu. Po 1 hodin¢ se mé&fila absorbance pomoci
spektrofotometru pfi vinové délce 515 nm. Absorbance reak¢éni smési se vzorkem se méfila
proti slepému pokusu. Slepy pokus byl pfipraven ve stejném slozeni jako u vzorku, ale bez

piidavku DPPH (s destilovanou vodou).

Postup pro stanoveni antioxidaéni aktivity inaktivace vzorku bylo nutné zméfit i absorban-
ci kontrolniho vzorku, ktery se pfipravil stejné jako reakéni smés, ale bez pouziti extraktu
vzorku. Misto vyluhu vzorku se piidala destilovana voda. Rozdil mezi absorbanci kontrol-

niho vzorku a absorbanci vzorku s extraktem slouzil k vypoctu inaktivace.
Inaktivace (%):

| = u .100
K
kde: K ... absorbance kontrolniho vzorku

A ... absorbance vzorku s vyluhem

Antioxidaéni aktivita vybranych aromatickych rostlin stanovena metodou DPPH byla vyja-

dfena v mg ekvivaletnu kyseliny askorbové na gram vzorku a pfepoctena i na mg/g susiny.

7.2.4 Priprava standardniho roztoku a kalibra¢ni krivky kyseliny askorbové

Pro piipravu kalibra¢ni kiivky standardu kyseliny askorbové byl ptipraven roztok o kon-
centraci 0,3 mg/ml. Z tohoto roztoku bylo pripraveno 14 kalibra¢nich roztokt o koncentra-
cich 0,03, 0,04, 0,05, 0,055, 0,06, 0,075, 0,1, 0,125, 0,15, 0,175, 0,21, 0,215, 0,225 a 0,3

mg/ml fedénim zasobniho roztoku standardu kyseliny askorbové destilovanou vodou.

Postup pro stanoveni inaktivace s kyselinou askorbovou jako standardem byl stejny jako u
méteni vzorku (kapitola 7.2.3.), jen misto vyluhu vzorku byl pouzit roztoko kyseliny

askorbové.
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Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost inaktivace (procentualniho ubytku absor-

bance) na koncentraci standardu kyseliny askorbové.

7.2.5 Priprava vzorku a stanoveni hodnoty 1Cs

U tfech aromatickych rostlin (medunka, bazalka a oregano), které vykazovaly nejvyssi an-
tioxida¢ni aktivitu byla zméfena i hodnota ICsy. Pro vypocet hodnoty ICsq byla vytvoiena
kalibra¢ni fada z vodnich vyluhti aromatickych rostlin. Z vodnich vyluhti bylo pfipraveno 6
roztokt o koncentraci 1 - 3,5 mg/ml fedénim s destilovanou vodou. Z nafedénych roztoku
byly ptipraveny reakéni smési a vypocitana inaktivace stejnym zptsobem, jaky je uveden
v kapitole 7.2.3.

Z naméfenych hodnot byla sestrojena kiivka jako zavislost inaktivaci na koncentraci vylu-
hu. Ze ziskané kiivky byla pomoci linearni regrese vypoctena hodnota ICso. Hodnota ICs
udava hodnotu koncentrace vzorku, pii které dochazi k odbourani 50 % mnozstvi radikalu

DPPH. Cim je tato hodnota nizsi, tim je antioxida&ni aktivita vyssi.

7.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem

Pro stanoveni obsahu celkovych polyfenold byla pouzita fotometricka metoda

s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem a standardem kyseliny gallové. Principem této metody

spociva v oxidaci nebo redukci fenolovych latek pti reakci s Folin-Ciocalteovym cinidlem.

Folin-Ciocalteovo ¢inidlo se sklada s wolframu sodného, kyseliny orthofosfore¢né, kyseli-

ny chlorovodikové, molybdenanu sodného, siranu lithného a bromu.

7.3.1 Priprava vyluhu aromatickych rostlin

Pro ptipravu vodnich vyluhli bylo na analytickych vahach navézeno 1 g (suSené, mrazené,
lyofilizované nebo Cerstvé) aromatické rostliny s presnosti na 0,0001 g. Navazka vzorku
byla dvakrat extrahovana 50 ml horké destilované vody, tedy 80 °C. Kazda extrakce trvala
10 min za obCasného michéani. Celkova doba extrakce byla 20 minut. Takto vytvofeny vy-

luh byl pouzit pro analyzu. U tfech aromatickych rostlin (meduiika, oregano a bazalka),
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které mély nejvyssi obsah polyfenolickych latek byly ptipraveny i vyluhy o teploté 60 °C a
100 °C.

7.3.2 Optimalizace a stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek aromatic-

kych rostlin

Pro optimalizaci stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek bylo zjistovano vhod-
né slozeni reakéni smési s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Pfi zjistovani optimalniho sta-
noveni dvéma riznymi postupy jsme vychazeli z védeckych ¢lanka [25] a [26].

Z aromatickych rostlin byly vytvoreny vyluhy, které jsme fedili na 75, 50, a 25 %.

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek jsme ptipravili reakéni smés smise-
nim 50 pl extraktu s 1 ml destilované vody a s 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Takto pfi-
pravenou smés jsme nechali 5 min stat ve tm¢ a nasledné jsme ptidali 1 ml (10 %) roztoku
Na,COs, promichali a ulozili ve tmé. Po 15 min se méfila absorbance proti slepému pokusu
pti 750 nm. Slepy pokus byl pfipraven stejné jako vzorek, ale misto extraktu se piidala

destilovani voda.

V druhém pokusu jsme reakéni smés ptipravili obdobné: 0,5 ml extraktu, 5 ml destilované
vody a 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Smés jsme nechali 5 min stat ve tmé¢, ptidali 1
ml (20 %) roztoku Na,COs3, promichali a nechali stat hodinu ve tmé. Absorbance se métila
proti slepému pokusu pii 750 nm. Slepy pokus jsme ptipravili stejn€ jako vzorek, ale misto

extraktu se ptidala destilovana voda.

Na zakladé vysledkd stanoveni jako vhodnéjsi metoda pro stanoveni celkového obsahu

polyfenolt byl vybran 1. postup.

Celkovy obsah polyfenolil byl vypocitan z rovnice regrese kalibracni kiivky kyseliny gallo-
vé a poté byl vyjadien v mg ekvivalentu kyseliny gallové na gram vzorku a pfepocten i na

mg/g susiny.

7.3.3 Priprava standardniho roztoku a kalibra¢ni kiivky Kyseliny gallové

Byl vytvofen zasobni roztok standardu kyseliny gallové o koncentraci 1 mg/ml. Ze zasob-
niho roztoku byla pfipravena kalibracni fada o 10 koncentracich - 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8, 0,9 a 1 mg/ml fedénim s destilovanou vodou. Pro méfeni absorbance byla

pfipravena reakéni smés z kalibra¢nich roztoku stejné jako v kapitole 7.3.2. Z naméfenych
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hodnot byla sestrojena kalibra¢ni kiivka jako zavislost absorbance na koncentraci kalibrac-

nich roztoka standardu kyseliny gallové.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Stanoveni suSiny

Postup stanoveni a vypocet obsahu suSiny ve vybranych vzorcich suSenych aromatickych

rostlin je uveden v kapitole 7.1. Primérné hodnoty obsahu susSiny jsou uvedeny v tabulce €.

5.

Tab. 5. Obsah susiny v aromatickych rostlinach

Vzorek Obsah susiny [%0] S
Mata 1 93,9 0,00
Mata 2 93,0 0,01
Mata 3 90,4 0,00
Medurnka 1 91,7 0,00
Medurika 2 93,2 0,01
Levandule 1 89,3 0,01
Levandule 2 88,6 0,01
Salvgj 1 92,7 0,01
Salvéj 2 91,9 0,00
Heifmanek 1 94,0 0,02
Heifmanek 2 93,2 0,01
Repik 1 93,7 0,01
Repik 2 93,5 0,01
Oregano 1 93,5 0,00
Oregano 2 93,1 0,01
Bazlaka 1 91,2 0,01
Bazalka 2 92,0 0,01

Z vysledkl je patrné, Ze obsah suSiny suSenych aromatickych rostlin se pohyboval

v rozmezi od 88,6 % do 94 %. Nejvyssi podil vlhkosti obsahovaly vzorky levandule 2

11,4 %), levandule 1 (10,7 %) a mata 3 (9,6 %). Nejvétsi obsah susiny byl zjisté&n ve vzor-
(11,4 %), (10,7 %) (9,6 %). Nej y byl zj

ku hefmanku 1 (94,0 %), maty 1 (93,9 %) a fepiku 1 (93,7 %).
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8.2 Stanoveni kalibra¢ni krivky kyseliny askorbové pro urceni antioxi-
dacni aktivity

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky (obr. 19) byl pouzit standard kyseliny askorbové (KA). Ze

standardu KA byl vytvofen zasobni roztok o koncentraci 0,3 mg/ml a 14 kalibra¢nich roz-

tokl 0 koncentracich v rozpéti 0,03 - 0,3 mg/ml fedénim zasobniho roztoku destilovanou

vodou. Ptiprava zasobniho roztoku KA a kalibra¢ni kiivky je popsana v kapitole 7.2.4.

Pro stanoveni inaktivace kyseliny askorbové byla méfena absorbance 14 kalibra¢nich roz-

tokli. Stanoveni a vypocet inaktivace je popsan v kapitole 7.2.3.

Kalibra¢ni ktivka kyseliny askorbové pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH
byla sestrojena jako zavislost inaktivace na koncentraci kalibracnich roztokt KA. Vysledky

méfeni jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6. Vypoctené hodnoty inaktivace pro jednotlivé koncentrace

kyseliny askorbové

Koncentrace KA [mg/ml] Inaktivace [%0]
0,03 2,12
0,04 3,85
0,05 5,38
0,06 7,76
0,06 8,65
0,08 14,55
0,10 19,04
0,13 33,33
0,15 36,41
0,18 47,50
0,21 58,51
0,22 58,64
0,23 60,37

0,3 85,77
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Obr. 19. Kalibracni kiivka kyseliny askorbové

Sestrojena kalibrac¢ni kiivka ma rovnici regrese:

y =316,84.x - 9,4

kde: y...inaktivace | [%]

X ... koncentrace kyseliny askorbové [mg/ml].

Korela¢ni koeficient zavislosti koncentrace kyseliny askorbové na inaktivaci: R = 0,9961.

8.3 Stanoveni antioxidacni aktivity aromatickych rostlin

Antioxidacni aktivita byla stanovena spektrofotometricky metodou DPPH radikalu. Postup

stanoveni a vypocet hodnoty inaktivace je uveden v kapitole 7.2.3.

Dosazenim vypoctené hodnoty inaktivace vzorku aromatické rostliny do rovnice regrese
kalibracni kiivky kyseliny askorbové a piepoctem pivodni koncentrace aromatické byliny

ve vyluhu pouzitém ve stanoveni, byla zjiSténa antioxidacni aktivita vyjadiena jako mg
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ekvivalentu kyseliny askorbové na gram vzorku a nasledné, pifepo¢tem na zakladé hodnoty

obsahu susiny, byla stanovena hodnota AA mg KA/g susiny vzorku.

U suSenych vzorkli aromatickych rostlin byl také zjistovan vliv teploty vyluhu (60 °C,
80 °C, 100 °C) na antioxidac¢ni aktivitu. Dale byl zjistovan i rozdil v AA u lyofilizovanych,

zmrazenych a Cerstvych vzorki aromatickych rostlin stejného druhu.

Pro porovnani antioxida¢ni aktivity byla stanovena i hodnota ICso U 3 vybranych aromatic-
kych rostlin (medurika 1, bazalka 1 a oregano 1), u kterych byla zji§téna vyrazna antioxi-

daéni aktivita. Vyznam a vypocet této hodnoty je uveden v kapitole 7.2.5.

8.3.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity maty

Vzorky maty, které byly pouzity ke stanoveni antioxidaéni aktivity, byly analyzovany ve

formé susené, mrazené, lyofilizované a Cerstvé.

V tab. 7 a 8 jsou uvedeny vypoctené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxidacni aktivité
vyjadiené v mg kyseliny askorbové na g vzorku suSenych rostlin a hodnoty piepoctené i na

susinu vzorku.

Tab. 7. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity susené maty - vyluhu

Vzorek / Inaktivace AA Susina AA
teplota [°C] [%] [mg KA/ g vzorku] [9%6] [mg KA/ g susiny]

Miata 1/ 60 °C 25,86 44,32 93.9 47,20
Mata 1/ 80 °C 30,49 50,16 53,42
Miata 2 / 60 °C 27,99 47,19 50,74
Mata 2 / 80 °C 39,39 61,36 930 66,00
Mata 3 / 60 °C 25,83 44,15 48,84
Mata 3 / 80 °C 35,23 56,27 204 62,25
Mata 4/ 60 °C 4,12 17,05 - -

Mita 4/ 80 °C 7,33 21,02 - -

Z vysledku stanoveni antioxidacni aktivity U suSené maty ( tab. 7) je patrné, Ze antioxidacni
aktivita vzorkd maty se pohybovala v rozmezi od 17,05 do 61,36 mg KA/g vzorku. Vzorky
maty, které byly pfepocteny na susinu vzorku, mély AA v rozmezi od 47,20 do 66,00 mg
KA/g susiny vzorku.
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Nejvyssi antioxidaéni aktivitu vykazovaly vzorky maty 2 (61,30 mg KA/g), maty 3 (56,27
mg KA/g) a vzorek maty 1 (50,16 mg KA/g), pii teploté vyluhu 80 °C. Nejnizsi AA mél
vzorek maty 4 pii obou teplotach vyluhu (17,05 mg KA/g pii teploté¢ 60 °C a 21,02
mg KA/g pii 80 °C). Nejvyssi AA u maty prepoctenych na susinu vykazovaly vzorky maty
2 (66 mg KA/g susiny) a vzorek maty 3 (62,25 mg KA/g susiny), pii teploté 80 °C. Vzorek
maty 1 pfi teploté vyluhu 60 °C mél nejnizsi AA (47,2 mg KA/g susiny).

Z tabulky 7 také vyplyva, Ze teplota vyluhu ma vliv na antioxida¢ni aktivitu, pfi nizsi teplo-
t¢ vyluhu (60 °C) vykazovaly vyluhy i niz§i AA. U vsech vzorkdl maty se vzrustajici teplo-
tou se zvySuje AA, tedy pii vyssi teploté dochazi k lepsimu vyluhu slozek vykazujicich

antioxidaéni aktivitu.

Z porovnani vysledkl antioxidacni aktivity u jednotlivych suSenych vzorkli maty je ziejmé,
7ze AA se vyrazné nelisi. Malé rozdily v AA mutzou byt zpusobeny riznymi faktory, které
ovliviiuji i chemické slozeni maty, jako jsou odrtuda, pudni a klimatické podminky pii pés-
tovani, a pii stanoveni AA 1 heterogenita rostlinného materidlu (kvantitativni zastoupeni
jednotlivych €asti — podil listl, naté a ptipadnych rostlinnych necistot ve vzorku) pouZzitého

pro analyzu.

Tab. 8. ysledky stanoveni antioxidacni aktivity mrazené, lyo-

filizované a cerstvé maty - vyluhu

Vzorek / Inaktivace [m@?( A/

teplota [°C] [90] g vzorkul]
Mita 4-1/ 60 °C 6,04 18,85
Mata 4-1/ 80 °C 8,25 21,43
Mata 4-2 / 60 °C 13,65 72,55
Mata 4-2 / 80 °C 48,75 73,15
Miata 5/ 60 °C 13,15 3,46
Mata 5 /80 °C 13,65 3,57

Z tab. 8 vyplyva, ze antioxidacni aktivita u vyluhu z lyofilizované formy maty 4-2 byly
nejvyssi (72,55 a 73,15 mg KA/g). Lyofilizovany vzorek maty v koncentrované formé je

nejvhodnéjsi zdroj pro ptipravu vyluhu.



UTB ve Zlin€, Fakulta technologicka 62

Vzorek Cerstvé maty vykazoval nejnizsi antioxida¢ni aktivitu (3,46 mg KA/g), protoze Cer-
stvy vzorek maty je méné koncentrovany nez susSeny vzorek. Nizkd AA vzorku Cerstvé ma-

ty mohla byt ovlivnéna faktory, jako jsou padni, klimatické a péstitelské podminky.

Buficova a Réblova zjistovaly antioxidacni aktivitu vodnych a ethanolovych vyluhti maty
spektrofotometricky metodou DPPH [15]. Z vysledku méfeni vyplyva, ze AA ve vodném
vyluhu suSenych listi maty byla 72,2 mg KA/g susiny, coz je vyssi hodnota, nez pfi nasem
stanoveni ( max. 66 mg KA/g susiny). Tento rozdil byl byt zpisoben i tim, Ze teplota vylu-
hu susenych listd maty v praci ¢eskych védct byla 98 °C a v naSem pokusu byla teplota 80
°C.

Ve své praci se Chrpova a spol. zabyvali stanovenim antioxidacni aktivity metodou DPPH
u suSené maty. Z vysledkd analyzy vyplyva, ze vodni vyluh o teploté¢ 70 °C mél jednu z
nejvyssich AA (203,8 mg KA/g susiny vzorku). [17]

8.3.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity medunky

Ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity meduniky byly analyzovany vzorky medunky ve formé

suSené, mrazené, lyofilizované a Cerstvé.

V tab. 9 a 10 jsou uvedeny vypoctené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxidacni aktivité

vyjadiené v mg kyseliny askorbové na g vzorku a hodnoty piepo¢tené i na susinu vzorku.

Tab. 9. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity susené medurky - vyluhu

Vzorek / Inaktivace AR Susina AR
teplota [°C] [%6] [mg KA/ [%0] [mg KA/
g vzorku] g susiny]
Meduiika 1/ 60 °C 35,64 93,96 102,49
Meduiika 1/ 80 °C 30,59 125,88 91,68 137,30
Meduiika 1 /100 °C 17,54 164,14 179,04
Meduiika 2 / 60 °C 50,39 74,84 80,27
Meduiika 2 / 80 °C 56,52 107,10 93,23 114,88
Meduiika 2 / 100 °C 20,91 180,50 193,61
Meduiika 3 / 60 °C 11,68 48,61 i -
Medunka 3 / 80 °C 30,09 75,20 - -
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Antioxidac¢ni aktivita medunikového vyluhu se pohybovala v rozmezi od 48,61 do 180,5 mg
KA/g. Po ptepoctu antioxidacni aktivity na susinu vzorku bylo toto rozmezi 80,27 — 193,61

mg KA/g suSiny.

Nejvyssi antioxidacni aktivitu suSenych vzorkli medunky byla zjiSténa u meduiiky 2 pfi
180,5 mg KA/g) a u meduniky 1 (164,14 mg KA/g), pii teploté vyluhu 100 °C. Nejnizsi AA
susenych vzorki meduiikky mél vzorek meduniky 3 pii obou teplotach vyluhu (48,61 a 75,2
mg KA/g) a vzorek medunky 2 pii teploté vyluhu 60 °C (74,84 mg KA/g). Porovnanim
vysledki vzorkli meduniky ptrepoctenych na susinu vzorku bylo potvrzeno, ze medunka 2

(100 °C) ma nejvyssi AA (193,61 mg KA/g suSiny).

Buficova s Réblovou [15] uvadéji ve své praci, ze vodni vyluh (98 °C) ptipraveny ze suse-
nych listkii medunky mé antioxidacni aktivitu odpovidajici 100,0 mg ekv. KA/g suSiny
vzorku. Oproti tomu Chrpova a spol. [17] uvadéji, Ze AA méfena metodou DPPH ve vod-

nim vyluhu susené medunky (70 °C) byla vyssi a to 171,5 mg ekv. KA/g suSiny vzorku.

Porovnanim vysledki 1ze fici, ze nami stanovend AA vodnich vyluhi medunky byla po-

dobna a blizila se k obéma hodnotam medunkovych vyluhi uvedenych v literatufe [15] a

[17].

Marcinéak, Popelka a Soltysova ve své praci zjistovali antioxidaéni aktivitu methanolo-
vych extrakti vybranych rostlin. Schopnost rostlinnych extrakti vychytavat volné radikaly
proti stabilnimu DPPH radikalu byla métena spektrofotometricky. Bylo zjisténo, ze metha-
nolovy vyluh suSené meduniky byl jeden z nejsilnéjSich, ktery odbouraval DPPH radikal.
[62]

Z tab. 10 vyplyva, ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly koncentrované lyofilizova-

vykazoval vzorek Cerstvé medunky 4 (60 °C) 13,92 mg KA/g vzorku.

| v piipadé¢ medunky bylo dokazano, ze ¢im vyssi teplota vyluhu byla pouzita, tim vyssi

byla antioxidac¢ni aktivita.
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Tab. 10. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity mrazené, lyofi-

lizované a cerstvé medunky - vyluhu

Vzorek / Inaktivace AA
teplota [°C] [9%6] [mg KA/g]
Meduiika 3-1/60 °C 25,46 43,89
Meduiika 3-1/ 80 °C 29,51 47,41
Medunka 3-2 / 60 °C 16,44 162,60
Medunka 3-2 / 80 °C 17,33 168,12
Medunka 4 / 60 °C 1,86 13,92
Medunka 4 / 80 °C 4,75 17,76

Na obr. 20 je zobrazena zavislost koncentrace vyluhu z medunky 1 (mg/ml) na inaktivaci

(%), ze kterého byla vypocitana hodnota 1Cso.

Pro stanoveni inaktivace byla méfena absorbance 5 vodnych vyluhii z medunky. Stanoveni

a vypocet inaktivace je popsan V kapitole 7.2.3. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce

11.

Tab. 11. Vypoctené hodnoty inaktivace pro jednotlivé

koncent-race vyluhu meduriky 1

Koncentrace [mg/ml]

Inaktivace [%0]

1,00 26,26
1,50 35,14
2,00 55,35
2,50 73,03
3,00 75,35
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Obr. 20. Zavislost koncentrace vyluhu z meduriky 1 na inaktivaci

Sestrojena kiivka ma rovnici regrese:
y = 26,803.x — 0,5007

kde: y...inaktivace I [%] — pro ICs je hodnota I = 50 %

X ... koncentrace meduiikového vyluhu [mg/ml]

Korelacni koeficient zavislosti koncentrace meduiikového vyluhu na inaktivaci:

R =0,9983

Z rovnice kalibra¢ni kiivky na obrazku 20 byla vypocitdna hodnota ICsy pro meduniku 1.
Hodnota 1Csp medunky 1 byla 1,88 mg/ml, coz je koncentrace, pti které se odboura 50 %
mnozstvi radikalu DPPH.

V diplomové praci byly stanoveny hodnoty 1Cso u medunky 1, oregana 1 a bazalky 1. Vzo-

v

ucinek.
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8.3.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity levandule

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity levandule byly analyzovany vzorky levandule ve formé

suSen¢ a lyofilizované.

V tab. 12 jsou uvedeny vypoétené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxidacni aktivité
vyjadiené v mg kyseliny askorbové na g vzorku suSenych rostlin a a hodnoty piepoctené i

na su$inu vzorku.

Tab. 12. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity levandule - vyluhu

Vzorek / Inaktivace [m';"?( A Sufina [m@?( A
o 0, 0/
teplota [°C] [%] g vzorku] %] g susiny]
Levandule 1 / 60 °C 10,34 24,87 89 25 27,67
Levandule 1 / 80 °C 26,53 45,26 50,71
Levandule 2 / 60 °C 6,89 20,49 83.58 23,13
Levandule 2 / 80 °C 23,86 41,62 ’ 46,99
Levandule 3/ 60 °C 11,59 26,40 -
Levandule 3/ 80 °C 14,09 29,64 -

Z vysledkt stanoveni antioxidacni aktivity u levandule bylo zjisténo, Ze AA u susSenych
vzorki se pohybovala od 20,49 do 45,26 mg KA/g. U vzorku piepoctenych na susinu bylo
toto rozmezi od 23,13 do 50,71 mg KA/g susiny.

Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zjisténa u vyluhu suSené levandule 1 (80 °C) 45,26 mg

vzorkl na susinu se vysledky, shodovaly nejvyssi AA mél vzorek levandule 1 (50,71 mg
KA/g susiny) a nejniz$i AA levandule 2 (23,13 mg KA/g susiny).

Lyofilizovany vzorek levandule 3 pfi teploté¢ vyluhu 60 °C mél AA 26,40 mg KA/g. Pii
teploté vyluhu 80 °C se AA zvysSila na 29,64 mg KA/g.

I zde bylo dokazéano, ze teplota vyluhu ma vliv na antioxidacni aktivitu levandule susené i
lyofilizované formy. U levandule 2 byl rozdil v AA 52 % mezi hodnotami vyluhu pfi teplo-
tach 60 °C a 80 °C.
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8.3.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity Salvéje

Vzorky $alvéje, které byly pouzity ke stanoveni antioxidaéni aktivity, byly analyzovany v

suSené formeé.

V tab. 13 jsou uvedeny vypoctené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxidacni aktivité
Salvéje vyjadiené v mg Kkyseliny askorbové na g vzorku susenych rostlin a hodnoty pfepoc-

tené 1 na suSinu vzorku.

Tab. 13. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity Salvéje - vyluhu

Vzorek / Inaktivace AA Susina AA
[mg KA/ o [mg KA/
o [0) I
teplota [°C] [%] g vzorku] %] g suSiny]
Salvéj 1/ 60 °C 23,86 41,98 45,29
_ 92,70
Salvéj 1/80 °C 30,95 50,89 54,99
Salvéj 2 / 60 °C 19,13 35,98 39,16
_ 91,88
Salvéj 2 /80 °C 26,30 45,00 48,98

Z tabulky 13 vyplyva, ze AA vyluhu susené Salvéje se pohybuje v rozmezi 35,98 — 50,89
mg KA/g. Po piepoctu na susinu vzorku se toto rozmezi AA zvysilo (od 39,16 mg KA/g
susiny do 54,99 mg KA/g susiny).

Z vysledkt vyplyva, ze nejvyssi AA ma vzorek salvéje 1 pii teploté vyluhu 80 °C (50,89
mg KA/Qg), a nejnizsi salvéj 2 pfi teploté vyluhu 60 °C(35,98 mg KA/g). Hodnota antioxi-
daéni aktivity vyjadiena v mg KA/g susiny byla vyssi. AA obou vzorku Salvéje piepoctena

na susinu byla dost podobna.

Porovnanim antioxida¢ni aktivity vodniho vyluhu vzorku salvéje podle literatury [17] (60,6
mg KA/g susiny) s vodnim vyluhem nasi salvéje (max. 54,99 mg KA/g susiny) vyplyva, ze
(odrida, pudni a klimatické podminky a dalsi) ovliviiujici mnozstvi sloucenin odpoved-

nych za antioxidaéni aktivitu.

8.3.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity heFmanku

Vzorky hefmanku, které byly pouzity ke stanoveni antioxida¢ni aktivity, byly analyzovany

V suSené forme.
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V tab. 14 jsou uvedeny vypoétené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxida¢ni aktivité
hefmanku vyjadiené v mg kyseliny askorbové na g vzorku a hodnoty pfepoc¢tené i na susi-

nu vzorku heifméanku.

Tab. 14. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity hermadnku - vyluhu

Vzorek / Inaktivace [mﬁﬁ( A/ Suiina [m'g'?( N
(o) 0] (V
teplota [°C] [%] g vzorku] %] g suSiny]
Hefmanek 1 / 60 °C 6,83 20,45 21,76
93,99
Heimanek 1/ 80 °C 8,38 23,32 24,81
Heimanek 2 / 60 °C 451 17,52 18,79
93,23
Hefmanek 2 / 80 °C 9,6 23,84 25,57

Zjisténé hodnoty uvedené v tabulce 14 ukazuji, ze antioxidaéni aktivita obou vzorki het-
manku se vyrazné nelisi. AA vyluhu suSené¢ho hefmanku byla nizsi nez u predeslych vylu-
hi aromatickych rostlin a pohybovala se v rozmezi 17,52 — 23,84 mg KA/g. U hefmanku
piepocteného na susinu byla AA vyssi (18,79 — 25,57 mg KA/g susiny).

Vyluh hefmanku 2 o teploté 80 °C vykazoval vyssi AA 23,84 mg KA/g nez pii taploté
60 °C (17,52 mg KA/qg).

Buficova s Réblovou [15] také studovaly antioxidaéni aktivitu hefmanku metodou DPPH.
Ve vodnim vyluhu z kvétl hefmanku byla nalezena nizka antioxidaéni aktivita (34,8 mg
KA/g susiny). AA hefmanku byla podle literatury [15] asi o tfetinu vyssi, nez nami zjisténa

AA vodniho vyluhu hefmanku (max. 25,57 mg KA/g susiny).

8.3.6 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity Fepiku

Vzorky fepiku, které byly pouzity ke stanoveni antioxidacni aktivity, byly analyzovany v
suSené formé.

V tab. 15 jsou uvedeny vypoétené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxidacni aktivité
fepiku vyjadfené v mg kyseliny askorbové na g vzorku a hodnoty piepoctené i na susinu

vzorku fepiku.
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Tab. 15. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity repiku — vyluhu

v K/ Inakti AA Susina AA
teplota [°C] Pl | IMOKAL g | [mgKA

P g vzorku] g suSiny]
Repik 1/ 60 °C 18,39 87,52 93,04
_ 93,70
Repik 1 /80 °C 39,41 61,27 65,39
Repik 2 / 60 °C 13,11 70,66 75,55
- 93,53
Repik 2 / 80 °C 46,19 69,78 74,61

Z vysledk méfeni lze konstatovat, Ze antioxidaéni aktivita vyluhu suseného fepiku se po-
hybovala v rozmezi 61,27 — 87,52 mg KA/g. AA vyluhu pfepoéteného na susinu vzorku
byla 65,39 — 93,04 mg KA/g susiny.

Z vysledkti méfeni vyplyva, Ze nejvyssi antioxidaéni aktivita byla zjisténa u vzorku fepiku
1 (60 °C) 87,52 mg KA/g. U vzorku vyluhu pii teploté¢ 80 °C byla zjisténa nejnizsi AA
fepiku 1 (61,27 mg KA/qQ).

Marcincak a kol. [15] ve své praci stanovovali antioxida¢ni aktivitu v methanolovych ex-
traktech vybranych bylin. Vysledky stanoveni ukazuji, ze fepik ma dobrou schopnost vy-
chytavat volné radikaly proti stabilnimu DPPH radikalu (85,2 % inaktivace).

Gido a kol. se ve své praci zabyvali zavislosti miry extrakce latek odpovédnych za AA
vodnich vyluhti 1é¢ivych rostlin (fepiku, Salvéje a saturejky) na Case vyluhovani a velikosti
vyluhovanych ¢astic rostlinného materialu. Bylo zjisténo, ze ucinek extrakce byl zavisly na
dob¢ vyluhovani a i na velikosti vyluhovanych ¢astic. Za minimalni dobu potiebnou k za-
jisténi piijatelné miry extrakce je mozno povazovat 5 minut, a pro lepsi ucinek vyluhu je

doporucovana hodnota velikosti ¢astic rostlinného materialu 0,2 mm. [56]

8.3.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity oregana

Ke stanoveni antioxidacni aktivity oregana byly analyzovany vzorky ogerana ve form¢ su-

Sené a lyofilizované.

V tab. 16 jsou uvedeny vypoétené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxida¢ni aktivité
oregana vyjadiené v mg kyseliny askorbové na g vzorku a hodnoty ptrepocétené i na susinu

vzorku oregana.
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Tab. 16. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity oregana - vyluhu

Vzorek / Inaktivace AL Susina AR
wiotc | B | | e | ok

Oregano 1 /60 °C 13,14 70,29 75,15
Oregano 1 /80 °C 52,62 78,26 93,53 83,67
Oregano 1 /100 °C 60,38 86,03 91,98
Oregano 2/ 60 °C 36,89 144,12 154,80
Oregano 2/ 80 °C 37,32 146,97 93,10 157,86
Oregano 2/ 100 °C 24,01 208,80 224,27
Oregano 3/ 60 °C 6,00 19,42 -

Oregano 3 / 80 °C 7.10 20,80 _ i

Z vysledka stanoveni antioxida¢ni aktivity U oregana je patrné, ze AA oregana se lisila
vzhledem K pouzité formé aromatickych rostlin. Pohybovala se v rozmezi od 19,42 do
208,80 mg KA/g. U vzorka prepoctenych na susinu se AA pohybovala v rozmezi od 75,15
do 224,27 mg KA/g susiny.

Nejvyssi antioxidaéni aktivita byla zjisténa u vzorku oregana 2 pii teplotach vyluhu 60, 80
i 100 °C. Vyluh o teploté 100 °C mél nejvyssi AA - 208,8 mg KA/g, AA vyluhu o teploté
80 °C byla 146,97 mg KA/g a pfi teploté 60 °C to bylo 144,12 mg KA/g. Nejnizsi AA mél
lyofilizovany vzorek oregana 3 (60 °C) 19,42 mg ekv. KA/g. U susenych vzorkd oregana
prepoctenych na susinu vzorku byla AA nejvyssi u oregana 2 (100 °C) 224,27 mg KA/g

cv v

Antioxidac¢ni aktivita u vyluhu z lyofilizované formy oregana byly 20,8 mg KA/g
Vv koncentrované formé. Lyofilizovana forma je povazovana za nejvhodnéjsi zdroj pro pfi-

pravu vyluhu.

Z tabulky 16 vyplyva, ze teplota vyluhu ma vliv na antioxida¢ni aktivitu. Se vzrustajici
teplotou roste 1 mnozstvi latek odpovédnych za AA. Vyluh o teploté¢ 100 °C oregana 2 vy-
kazoval 0 31 % vyss$i AA, nez vyluh o teploté 60 °C.

v

lyofilizovaného vzorku oregana 3.
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Nami ziskané vysledky antioxida¢ni aktivity suSenych vyluhi oregana jsou ve shodé
s literarnimi daji [15] a [17]. Buficova a Réblova [15] ve své studii zjistili AA vodniho
vyluhu suseného oregana (listd) - 118,2 mg KA/g susiny. Chrpova a kol. [17] stanovili ve
své praci antioxida¢ni aktivitu vodniho vyluhu suSeného oregana vyssi 209,1 mg KA/g

susiny.

Na Obr. 21 je vyobrazen graf zavislosti inaktivace (%) na koncentraci vyluhu oregana 1

(mg/ml). Z ktivky regrese, ktera byla vyhodnocena z grafu, byla vypo¢tena hodnota ICsp.

Pro stanoveni inaktivace byla méfena absorbance 5 vodnych vyluhii z medurky. Stanoveni
a vypocet inaktivace je popsan v kapitole 7.2.3. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce

17.
Sestrojena kiivka ma rovnici regrese:

y =24,083.x + 0,916

kde: y...inaktivace I [%] — pro ICs je hodnota I = 50 %

X ... koncentrace vyluhu z oregana [mg/ml]

Korelaéni koeficient zavislosti koncentrace vyluhu oregana na inaktivaci: R = 0,9983

Tab. 17. Vypoctené hodnoty inaktivace pro jednotlivé

koncentrace vyluhu oregana 1

Koncentrace [mg/ml] Inaktivace [%0]
1,0087 26,09
1,513 37,89
2,0174 49,01
2,5217 62,99
3,0261 72,44
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Obr. 21. Zavislost koncentrace vyluhu z oregana 1 na inaktivaci

Z rovnice kiivky na obrazku 21 byla vypocitana hodnota ICsy pro oregano 1. Hodnota 1Cs
oregana 1 byla 2,04 mg/ml, coz je koncentrace, pii které se odboura 50 % mnozstvi radika-
lu DPPH. V diplomové praci byly stanoveny 3 hodnoty ICsp (medunky 1, oregana 1 a ba-

zalky 1). Vzorek oregana m¢l primérnou hodnotu 1Cso.

Hodnotu ICsg zjistovali ve své praci Su, Lan a kol. [22] u methanolovych a acetonovych
vyluhti oregana metodou DPPH. Vyssi hodnota DPPH radikalové zhaseci aktivity je spoje-
na s nizsi hodnotou 1Csp. Z vysledkit méteni bylo zjisténo, Ze acetonovy extrakt oregana
m¢él niz§i hodnotu ICsp nez jeho methanolovy extrakt. Acetonovy extrakt je vhodné&jsisi pro

vyluhovani antioxidaé¢ni aktivity slozek oregana.

8.3.8 Stanoveni antioxida¢ni aktivity bazalky

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity bazalky byly analyzovany vzorky bazalky ve form¢ su-

Sené a lyofilizované.

V tab. 18 jsou uvedeny vypocétené hodnoty inaktivace odpovidajici antioxidacni aktivité
bazalky vyjadiené v mg kyseliny askorbové na g vzorku a hodnoty piepocétené i na susinu

vzorku bazalky.
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Tab. 18. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity bazalky - vyluhu

Vzorek / Inaktivace AA Susina AA
teplota [°C] [%] g[ngofkﬁJ] [%] g[r:l?s:fl?]’
Bazalka 1/60 °C 35,62 56,75 62,21
Bazalka 1 /80 °C 53,06 77,81 91,22 85,30
Bazalka 1/ 100 °C 53,28 75,04 83,25
Bazalka 2 / 60 °C 17,64 84,56 91,93
Bazalka 2 / 80 °C 17,51 84,90 91,98 92,30
Bazalka 2/ 100 °C 53,67 78,67 85,53
Bazalka 3/ 60 °C 3,50 16,23 -
Bazalka 3 / 80 °C 6,00 19,40 _ i
Bazalka 4 / 60 °C 18,86 35,65 -
Bazalka 4 / 80 °C 10,83 63,40 - i

Antioxidacni aktivita vyluhu susené bazalky byla v rozmezi 56,75 — 84,9 mg KA/g. Po
ptepoctu na susinu vzorku se AA pohybovala v rozmezi od 62,21 do 92,3 mg KA/g susiny.

Lyofilizované vzorky mély AA v rozmezi 16,23 az 63,4 mg KA/g.

Nejvyssi antioxidacni aktivita mezi suSenymi vzorky bazalky byla stanovena u vzorku ba-
zalky 2 (80 °C) - 84,9 mg KA/g, i pfi teploté vyluhu 60 °C (84,56 mg KA/g). Nejnizsi AA
mezi susenymi vzorky byla zjisténa u vzorku bazalky 1 (60 °C) - 56,75 mg KA/g. Po pre-
po¢tu AA na suSinu vzorku bylo zji§téno, Ze nejvyS$$i AA obsahoval vzorek bazalky 2

(80 °C) 92,3 mg. KA/g susiny a nejnizsi vzorek bazalky 1 (60 °C) 62,21 mg KA/g suSiny.

Porovnanim vysledkt lyofilizovanych vzorki bazalky bylo zjisténo, Ze bazalka 4 ma vyssi
antioxidacni aktivitu (63,4 mg KA/g), nez bazalka 3 (19,4 mg KA/g). Koncentrované for-
my lyofilizované bazalky 3 a 4 vykazovaly vyssi AA.

Antioxidacni aktivitu bazalky stanovovali Chrpova a kol. za pouziti metody DPPH [17].
Vodni vyluh susené bazalky pfi teploté 70 °C mél antioxidac¢ni aktivitu 55,5 mg KA/g su-
Siny. AA vodniho vyluhu nami stanovené susené bazalky byla vys$si max. 92,3 mg KA/g

susiny pii pteloté vyluhu 80 °C.
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Na Obr. 22 je vyobrazena zavislost koncentrace vyluhu bazalky 1 (mg/ml) na inaktivace

(%). Z kiivky regrese, ktera byla vyhodnocena z grafu, byla vypoctena hodnota ICsy.

Pro stanoveni inaktivace byla méfena absorbance 6 vodnych vyluhti bazalky. Stanoveni a

vypocet inaktivace je popsan v kapitole 7.2.3. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 19.

Tab. 19. Vypoctené hodnoty inaktivace pro jednotlivé

koncentrace vyluhu bazalky 1

Koncentrace [mg/mi] Inaktivace [%]
1,00 15,04
1,50 21,65
2,00 31,37
2,50 42,24
3,00 48,54
3,50 55,64
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Obr. 22. Zavislost koncentrace vyluhu z bazalky 1 na inaktivaci
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Sestrojena kiivka ma rovnici regrese:

y =16,353.x — 0,913

kde: y...inaktivace | [%] — pro ICs je hodnota | =50 %

X ... koncentrace vyluhu z bazalky [mg/mi]

Korela¢ni koeficient zavislosti koncentrace vyluhu bazalky na inaktivaci: R = 0,9954

Z rovnice regresni kiivky byla vypocitana hodnota ICsy pro bazalku 1. Hodnota ICsy byla
3,08 mg/ml, coz je koncentrace, pii které docjazi k odbourani 50 % mnozstvi radikalu
DPPH.

V diplomové praci byly stanoveny hodnoty ICsp u 3 aromatickych rostlin (medurika, orega-
no a bazalka). Ze vsech tii hodnot ICsg, které byly v praci stanoveny, je hodnota u bazalky

1 nejvyssi, z toho vyplyva, ze ma nejnizsi antioxida¢ni ucinek.

8.3.9 Porovnani antioxida¢ni aktivity aromatickych rostlin

Ze stanoveni antioxidacni aktivity vybranych aromatickych rostlin (Susenych, mrazenych,
cerstvych a lyofilizovanych) byl sestrojen graf, ktery ukazuje sestupné poradi antioxidacni
aktivity aromatickych rostlin (obr. 23). Pro sestrojeni tohoto grafu byly pouzity pouze vy-
luhy aromatickych rostlin o teplot¢ 80 °C a antioxidacni aktivité pfepoctené na mg KA/g

vzorku.

Z vysledkd na obr. 23 je patrné, zZe nejvyssi antioxidacni aktivita byla zjisténa u vzorku
medunky 3-2 (lyofilizovany vzorek), oregana 2 (suSeny vzorek), meduiiky 1 (suSeny vzo-
(Cerstvy vzorek), vzorky meduiiky 4 (Cerstvy vzorek), bazalky 3 (lyofilizovany vzorek),
oregana 3 (lyofilizovany vzorek), maty 4 a 4-1 (suSeny a mrazeny vzorek) a hefmanek 1

(suseny vzorek).
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Obr. 23. Sestupné porovnani antioxidacni aktivity aromatickych rostlin
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8.4 Stanoveni kalibra¢ni krivky kyseliny gallové pro urceni obsahu cel-

kovych polyfenoli

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky (obr. 24) byl pouzit standard kyseliny gallové (GA). Ze
standardu GA byl vytvotfen zasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml. Ze zasobniho roztoku
bylo vytvofeno 10 kalibra¢nich roztokd o koncentracich v rozpéti 0,05 - 1 mg/ml fedénim
zasobniho roztoku destilovanou vodou. Ptiprava zasobniho roztoku GA a kalibra¢ni kiivky

je popsana v kapitole 7.3.4.

Kalibra¢ni kiivka GA pro stanoveni celkovych polyfenolti metodou s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem byla sestrojena jako zavislost absorbance na koncentraci kalibracnich roztoki

GA. Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce 20.

Tab. 20. Namérené hodnoty absorbance pro jednotlivé

koncentrace gallové kyseliny

Koncentrace GA [mg/ml] Absorbance

0,05 0,017
01 0,156
0,2 0,236
0,4 0,607
0,5 0,768
0,6 0,893
0,7 0,997
0,8 1,131
0,9 1,324

1 1,49
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Obr. 24. Kalibracni krivka kyseliny gallové

Sestrojend kalibracni kiivka ma rovnici regrese:

y =1,4912.x - 0,0191

kde: ... absorbance A

X ... koncentrace kyseliny gallové [mg/ml].

Korelacni koeficient zavislosti koncentrace kyseliny gallové na absorbanci: R = 0,9964.

8.5 Celkovy obsah polyfenolu

Celkovy obsah polyfenold (CP) u suSenych, lyofilizovanych a mraZzenych vzorkli aromatic-
kych rostlin byl stanoven spektrofotometricky s Folin-Ciocalteuovym cinidlem. Postup

stanoveni a vypocet CP je uveden v kapitole 7.3.3.

Dosazenim namétené hodnoty absorbance vzorku aromatické rostliny do rovnice regrese
kalibracni kiivky GA a pfepoctem pluvodni koncentrace aromatické byliny ve vyluhu pou-

zitém ve stanoveni, byl zjistén a vyjadien obsah CP jako mg ekvivalentu kyseliny gallové
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na gram vzorku a nasledné, ptepoctem na zakladé hodnoty obsahu susiny, byla stanovena

hodnota mg KG/g susiny.

Teplota vyluhu aromatickych rostlin byla zvolena 80 °C. U 3 vzorka aromatickych rostlin
- medunka 1, bazalka 1 a oregano 1, které obsahovaly nejvyssi mnozstvi polyfenold, byly

pro porovnani piipraveny i vyluhy o teploté 60 °C a 100 °C.

Nami zjisténé vysledky celkového obsahu polyfenoli susenych, liofilizovanych a mraze-

nych vzorka aromatickych rostlin jsou uvedeny v tab. 21 a 22.

Z tab. 21 vyplyva, Ze celkovy obsah polyfenoli u suSenych vzorkl aromatickych rostlin se
pohyboval v rozmezi 9,71 — 86,91 mg GA/g. Vzorky, které byly pfepocteny na susinu mély
vyssi obsah CP, a to od 10,42 do 93,35 mg GA/g susSiny.

Mezi aromatické rostliny, které mély nejvyssi obsah celkovych polyfenolt patii oregano 2
(86,91 mg GA/g), meduiika 2 (74,29 mg GA/g) a oreagno 1 (68,78 mg GA/g). Oproti to-
mu nejnizsi hodnotu CP vykazovaly hefmanek 2 (9,71 mg GA/g), hefmanek 1 (11,54 mg
GA/g) a salvéj 2 (24,18 mg GA/Q).

U vzorkil pfepoctenych na susinu vzorku bylo zjisténo, ze nejvyssi obsah celkovych poly-

vzorkli hefmaneku, Salvéje a maty 1.

Z vysledki je zfejmé, Ze teplota vyluhu mé vliv na obsah celkovych polyfenolil. Cim vyssi
teplota vyluhu byla pouzita, tim vice celkovych polyfenola se vyluhovalo, s vyjimkou vy-
luhu oregana 2 pfi teplot¢ 100 °C. Tento vyluh mél nizsi obsah CP, nez vyluh pfipraveny

pfi teploté 80 °C. Tento rozdil mohla zptsobit napf. heterogenita navazky vzorku.
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Tab. 21. Vysledky stanovani celkového obsahu polyfenolii susenych aromatickych rostlin

Vzorek / Odpovidajici | Obsah polyfeno- | Susina | Obsah polyfenola
teplota 80 °C koncentrace | la [mg ekv. GA/g [%] [rrlg ekv. GA/g
GA [mg/ml] vzorku] susiny vzorku]

Mata 1/ 80 °C 0,27 26,83 93,9 28,57
Mata 2 / 80 °C 0,39 38,71 93,0 41,62
Mata 3 / 80 °C 0,33 32,76 90,4 36,24
Mata 4 0,24 23,67 - -

Hefmanek 1/ 80 °C 0,12 11,54 94,0 12,28
Hefmanek 2 / 80 °C 0,10 9,71 93,2 10,42
Medurika 1/ 80 °C 0,57 56,93 91,7 62,08
Medunka 2 / 60 °C 0,67 65,41 70,75
Medurika 2 /80 °C 0,66 64,94 93,2 69,68
Medunka 2 / 100 °C 0,75 74,29 79,71
Medunka 3 0,54 52,97 - -

Bazalka 1/ 80 °C 0,36 35,56 91,2 38,99
Bazalka 2 / 60 °C 0,35 34,15 37,12
Bazalka 2 / 80 °C 0,44 43,21 92,0 46,97
Bazalka 2 / 100 °C 0,46 45,52 49,48
Levandule 1/ 80 °C 0,38 37,60 89,3 42 11
Levandule 2 / 80 °C 0,34 33,75 88,6 38,09
Salvéj 1 /80 °C 0,42 41,82 92,7 45,11
Salvéj 2 / 80 °C 0,24 24,18 91,9 26,31
Repik 1 /80 °C 0,42 41,10 93,7 43,86
Repik 2 / 80 °C 0,38 38,12 93,5 40,77
Oregano 1 /80 °C 0,69 68,78 93,5 73,56
Oregano 2 / 60 °C 0,63 60,94 65,46
Oregano 2/ 80 °C 0,88 86,91 93,1 93,35
Oregano 2/ 100 °C 0,79 78,27 84,07
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Tab. 22. Vysledky stanovani celkového obsahu polyfenolit mrazenych a lyo-

filizovanych vzorkii aromatickych rostlin

Vzorek / Odpovidajici kon- | Obsah polyfenoli
teplota 80 °C centrace GA [mg ekv. GA/g vzor-
[mg/ml] ku]
Mata 4-1 0,07 6,69
Mata 4-2 0,45 44,63
Medunka 3-1 0,19 18,37
Medunka 3-2 0,51 50,25
Bazalka 3 0,10 9,95
Bazalka 4 0,34 33,80
Levandule 3 0,06 6,17
Oregano 3 0,07 7,04

Nejvyssi obsah celkovych polyfenolt vzorkt lyofilizovanych aromatickych rostlin byl zjis-
tén u medunky 3-2 (50,25 mg GA/g), maty 4-2 (44,63 mg GA/g) a u bazalky 4 (33,8 mg
mg GA/qg), oregana 3 (7,04 mg GA/g) a u bazalky 3 (9,95 mg GA/g). Vzorek mrazené maty
4-1 mé&l obsah CP (6,69 mg eGA/g) a medunky 3-1 (18,37 mg GA/g).

Ze stanoveni celkového obsahu polyfenolickcyh latek vybranych aromatickych rostlin (su-
Senych, mrazenych a lyofilizovanych) byl sestrojen graf, ktery ukazuje vzestupné potadi
obsahu CP aromatickych rostlin (obr. 25). Pro sestrojeni tohoto grafu byly pouzity pouze
vyluhy aromatickych rostlin o teploté 80 °C a obsah CP piepocteny na mg KA/g vzorku.

Z vysledk na obr. 25 je patrné, ze nejvyssi obsah celkovych polyfenoll byl zjistén u suse-
nych vzorki oregana a medunky, dale u lyofilizované meduiiky a maty. Nejnizs$i obsah
celkovach polyfenolli vykazoval vzorek levandule 3 (lyofylizovany vzorek), mata 4-1
(mrazeny vzorek) a oregano 3 (lyofilizovany vzorek). Nizky obsah CP vykazovaly vzorky

hefmanek 1 a 2 (susené vzorky) a medunka 3-1 (mrazeny vzorek).
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Obr. 25. Vzestupné porovnani obsahu celkovych polyfenolii aromatickych rostlin
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Chrpova a kol. [17] ve své studii stanovovali metodou s Folin-Ciocalteovym ¢inidlem cel-
kovy obsah polyfenol u vybranych bylin. Z jejich vysledkt bylo zjisténo, ze celkovy ob-
sah polyfenold se pohyboval v rozmezi 20 — 92 mg GA/g suSiny. Nejvyssi obsah CP byl
nalezen u oregana (91,4 mg GA/g), dale pak u maty (89,6 mg GA/g) a bazalky (85 mg
GA/g). Po porovnani s nasimi vysledky bylo zji$téno, Ze jsme stanovili nizsi obsah CP, nez

byl obsah uvedeny v tomto zdroji [17].

Shan at. al . [32] zkoumali kvantitativni mnozstvi fenolickych latek a obsah celkovych
polyfenolti u 26 extraktd kofeni z 12 botanickych ¢eledi. Analyza méteni obsahu celkovych
polyfenoli byla provadéna metodou s pouzitim Folin-Ciocalteu ¢inidla. Nejvyssi obsah
celkovych polyfenoli byl stanoven ve vzorku skofice (11,9 g GA/100 g) a ve vzorku ore-
gana (10,17 g GAJ/100 g). Praimérnou hodnotu CP obsahovaly vzorky Salvéje (5,32 ¢
GA/100g ), maty (5,15 g GA/100 g) a bazalky (3,64 g GA/100 g). V této praci bylo zjiste-
no, ze hlavnimi slou¢eninami fenolového slozeni vyskytujici se u oregana byla kyselina
kavova, rozmarynova a p-kumarova. I Salvéj, mata a bazalka obsahovali rozmarynovou

kyselinu a mata teké menthol.

Marcinéak, Popelka a Soltysova [62] stanovovali spektrofotometricky celkovy obsah poly-
fenoli u methanolovych extrakti 10 vybranych bylin. Pozitim metody s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem bylo zjisténo, ze nejvyssi obsah CP byl nalezen u vzorku oregana
(262,1 mg GA/g susiny), bazalky (249,85 mg GA/g susiny) a u fepiku (179,2 mg GA/g

susiny).

Chrpova [17] a Shan [32] ve svych studiich sledovali korelaci mezi obsahem celkovych
polyfenoll a antioxida¢ni aktivitu bylin. Chrpova a kol. nalezli dobrou korelaci vysledkii

mezi obéma uvedenymi metodami. Shan a kol. urcili také dobrou linearni korelaci.
Z vySe uvedenych literarnich zdroju [32], [17] a [62] vyplyva, Ze oregano patii mezi nej-
lepsi zdroje obsahu celkovych polyfenolt, coz se shoduje i s nasimi vysledky. Dalsi bohaté

zdroje polyfenoll jsou mata a bazalka, které jsou v dobré korelaci s naSimi vysledky.
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ZAVER

Ke zhorsujici kvalité potravin dochazi pii jejich zpracovani a skladovani, a to diky oxidac-
nim procestim predevsim U tuki, sacharidt a bilkovin. Dochazi k omezeni Gdrznosti mno-
hych produktti. Antioxidanty jsou latky, které prodluzuji udrznost potravin tak, ze je chrani
pted oxidaci, jejiz projevem je zluknuti pfitomnych tukd a dalSich snadno se oxidujicich
latek. Antioxidacni vlastnosti vykazuje fada rostlinnych potravinarskych materialti napf.

aromatické rostliny (rozmaryn, $alvéj, oregano, tymian a hiebicek), dale ovoce a zelenina.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni antioxodacni aktivity a obsahu celkovych polyfeno-
14 u vybranych druhti aromatickych rostlin. Antioxidacni aktivita aromatickych rostlin byla
stanovovana metodou DPPH a obsah celkovych polyfenoli metodou s Folin-

Ciocalteuovym cinidlem.

Byla zjisténa antioxidacni aktivita a celkovy obsah polyfenolli Provedenim analyzy 29
vzorkd 8 rtiznych druhti aromatickych rostlin (mata, meduiika, levandule, Salv¢j, fepik,
hefmanek, oregano a bazalka) ve vodnich extraktech ze susené, lyofilizované, mrazené

nebo cerstvé formy.

Principem stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH je reakce volného radikalu
DPPH. (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) s antioxidanty obsazenymi ve vzorku a
porovnanim se standardem kyseliny askorbové. Pro stanoveni celkovych polyfenoltt byla
pouzita fotometricka metoda s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem a standardem kyseliny gallo-
vé. Principem této metody je oxidace nebo redukce fenolovych latek pii reakci s Folin-
Ciocalteovym ¢inidlem, které se skladd s wolframu sodného, kyseliny orthofosforecné,

kyseliny chlorovodikové, molybdenanu sodného, siranu lithného a bromu.

Dle metody DPPH byla zjisténa antixida¢ni aktivita aromatickych rostlin pfi teploté vyluhu
80 °C. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zjiSt€éna u lyofilizovaného vzorku medunky
(168,12 mg KA/g), suseného vzorku oregana (146,97 mg KA/g), medunky (125,88 mg
KA/qg) a bazalky (84,90 mg KA/g). Nejnizsi antioxida¢ni aktivitu vykazoval ¢erstvy vzorek
maty 5 (3,57 mg KA/g). Nizkou antioxida¢ni aktivitu vykazovaly vzorky Cerstvé medunky
(17,76 mg KA/g), lyofilizovany vzorek bazalky (19,40 mg KA/g) a lyofilizovany vzorek
oregana (20,80 mg KA/qg).
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Dle metody s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem byl zjistén celkovy obsah polyfenolickych
latek u aromatickych rostlin pfi teploté vyluhu 80 °C. Nejvyssi obsah celkovych polyfenolt
byl zjistén u susSenych vzorki oregana (86,91 mg GA/g a 68,78 mg GA/g), a meduiky
(64,94 mg GA/g a 56,93 mg GA/g). Nejnizsi obsah celkovych polyfenold vykazoval vzo-
rek lyofilizované levandule (6,17 mg GA/Q), vzorek mrazené maty (6,69 mg GA/G) a lyofi-
lizovany vzorek oregana (7,04 mg GA/g). Nizky obsah celkovych polyfenolt vykazovaly i
susené vzorky hefmaneku (9,71 mg GA/g a 11,54 mg GA/qg).

V diplomové praci byl zkouman i vliv teploty vyluhu (60, 80 a 100 °C) na mnozstvi vylu-
hovanych latek odpovédnych za antioxidacni aktivitu u aromatickych rostlin. Z vysledki
méteni vyplyva, ze teplota vyluhu mé vliv na AA. Rozdily zjisténi v antioxidacni aktivité
mohly byt zptisobeny rtiznymi faktory, které ovliviiuji i chemické sloZeni aromatickych
rostlin, jako jsou odruda, pudni a klimatické podminky pfi péstovani, a i heterogenita rost-
linného materialu (kvantitativni zastoupeni jednotlivych ¢asti — podil listd, naté a piipad-

nych rostlinnych necistot ve vzorku) pouzitého pro analyzu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ROS  Reaktivni formy kysliku.

BHA  Butylhydroxyanisol.

BHT  Butylhydroxytoulen.

AK Kyselina askorbova

GA Kyselina Gallova.

AA Antioxidac¢ni aktivita.

CP Celkové polyfenoly.

DPPH Difenylpikrylhydrazyl.

TAC  Celkova antioxidac¢ni aktivita.

ORAC Oxygen radical absorbance kapacity.

FRAP  Ferric reduction ability of plasma.

FOX  Ferrous oxidation assay.

TPTZ  2,4,6-tripyridyl-S-triazin.

HPLC Vysoce t¢inna kapalinova chromatografie.

ABTS  2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat.
B-PE  B-fykoerytrin.

AAPH 2 2-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid.
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