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ABSTRAKT

Diplomova prace se v teoretické Casti zabyva charakteristikou rozmarynu a oregana, jejich
chemickym slozenim, zdravotnimi ucinky, antioxidacni aktivitou a vyuzitim. Dale jsou
v praci popsany antioxidanty a metody vyuzivané pro stanoveni mnozstvi polyfenolickych
latek a antioxidaéni aktivity. Prakticka Cast prace se zabyva stanovenim celkového obsahu
polyfenold, antioxidacni aktivity (metody s vyuzitim DPPH a ABTS) i s vyhodnocenim
antioxidac¢ni aktivity pomoci hodnoty IC50 v extraktech rozmarynu a oregana ptipravenych
extrakci pfi riznych teplotach, a to pii 80 a 95 °C. Pti vyssi teploté extrakce byly ve vétsing
stanoveni zjistény vyssi hodnoty celkového obsahu polyfenolti, antioxida¢ni aktivity u obou

pouzitych metod, DPPH i ABTS, i hodnot ICs.

Kli¢ova slova: rozmaryn, oregano, polyfenoly, antioxidac¢ni aktivita, ICso

ABSTRACT

The diploma thesis is in the theoretical part focused on characteristics of rosemary
and oregano, their chemical composition, medicinal effects, antioxidant activity and usage.
Antioxidants and methods of polyphenolic content and antioxidant activity determination
are there also described. The practical part is focused on the analysis of total polyphenolic
content, antioxidant activity (DPPH and ABTS methods) and the evaluation of the 1C50
values, in extracts of rosemary and oregano prepared by the extraction using
the temperatures of 80 and 95 °C. At higher extraction temperature, higher levels of total
polyphenols, antioxidant activity for both methods used, DPPH and ABTS, and ICso values

were detected in most determinations.

Keywords: rosemary, oregano, polyphenols, antioxidant activity, ICso
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UvVOD

Rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.) 1 oregano (Origanum vulgare) se fadi do skupiny
rostlin Celedi Lamiaceae neboli hluchavkovité rostliny. Jedna se o rostliny, které
se vyznacuji svoji typickou vini a chuti. Diky svym organoleptickym vlastnostem byvaji
vyuzivany v gastronomii jako kofeni pfi pfiprave pokrmi i jako soucést nékterych bylinnych
likérd. Uz od nepaméti jsou byliny jako rozmaryn a oregano vyuzivany na piipravu
bylinnych extraktti a vyluhti. Kvili obsahu celé fady vyznamnych obsahovych slozek,
biologicky aktivnich latek jako jsou silice, terpenoidni slouceniny, tfisloviny a flavonoidy,
maji své vyuziti v l1éCitelstvi na pfipravu masti, tinktur a naleva caji, dale maji vyuziti
v oblasti mediciny a kosmetiky. Uvedené biologicky aktivni latky jsou znamé i diky jejich

antioxida¢nimu ptisobeni.

Rozmaryn je vyuzivan v léCitelstvi, i medicinalng, kvili protizdnétlivym, analgetickym,
antimikrobidlnim, antiparazitickym a protiktecovym uCinkim. Dale je zndm diky
antidepresivnimu U¢inku, je tedy vyuzivan pii 1é€bé uzkostlivych stavll. Oregano je
vyznamné i diky svym antispasmatickym, protizanétlivym, antidepresivnim, analgetickym,
a kardioprotektivnim u€inkiim. Byva Casto vyuzivano pii lécbé dychacich a koznich infekei,
dale se hojné vyuziva pfi lécbé migrén. Jak rozmaryn, tak oregano vykazuje antioxidacni

ucinek diky obsahu polyfenolickych sloucenin.

Antioxidanty jsou v dneSni dob€ velmi cenéné latky. Diky svému antioxidacnimu G¢inku
vykazuji vlastnosti, kterych byva casto vyuzivano v potravinafstvi a léCitelstvi.
V potravinach antioxidanty zabraiuji oxidaci nutricné vyznamnych latek, predevsim lipida.
V lidském organismu zase antioxidanty zmiriiuji oxidac¢ni stres, vychytavaji volné radikaly,
které mohou negativné pfispivat k vzniku a vyskytu nékterych civilizaénich onemocnéni

jako jsou kardiovaskularni nebo neurodegenerativni choroby.

Antioxidac¢ni aktivitu je mozné stanovit experimentalné, a to chemickymi metodami, které
vyuzivaji zachytavani volnych radikali (DPPH, ABTS), metodami hodnoticimi eliminaci
lipidové peroxidace nebo metodami hodnoticimi eliminaci kyslikovych radikald (ORAC).
Antioxida¢ni G¢inky jsou ovlivnitelné mnoha faktory, jako napft. teplotou extrakce, vyuzitim

extrak¢éniho ¢inidla a dal§imi podminkami izolace téchto latek z bylin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ROZMARYN

Rozmaryn (Rosmarinus officinalis) je bylina, kterd se tfadi do skupiny rostlin celedi
Lamiaceae neboli hluchavkovité rostliny. Tyto rostliny jsou klasifikovany jako jednoleté,
dvouleté & vytrvalé byliny, kefe, polokefe &i stromy. Celed’ hluchavkovité néleZi mezi
semenné a dvoud€lozné rostliny. Rostliny této celedi patii mezi silné aromatické,
za vhodnych podminek byvaji listy €asto vybaveny siliénymi Zlazkami, které vydavaji

aromatickou vuni [1, 2, 3].

Kvéty byvaji shlukovany v lichopfesleny, u nékterych rostlin mohou byt kvéty jednotlivé
nebo ve vrcholiku. Nejcastéji byvaji kvéty oboupohlavné, soumérné se srostlym kalichem

1 korunou. Plody hluchavkovitych rostlin byvaji zejména tvrdky [1, 4].
Rozmaryn Iékatsky patii v ramci klasifikace do:

Ttida vyssi dvoudélozné rostliny - Rosopsida

Rad  hluchavkotvaré - Lamiales

Celed’ hluchavkovité - Lamiaceae Lindl.

Rod rozmaryn - Rosmarinus L.

Druh rozmaryn Iékatsky - Rosmarinus officinalis L.

Lidové ndzvy: rozmarynka, moiska rosa, posvatny kef, merdov

Obrazek 1: Rosmarinus officinalis [5]
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Je to stalezeleny aromaticky poloket, ktery byva 50-150 cm vysoky se vzpiimenym stonkem,
ktery je ve spodni casti zdievnatély. Vétve jsou hranaté, pevné a vzpiimené. Listy jsou
ptisedlé, tuhé, na okraji ohnuté smérem doli, jsou Sedozelené barvy. Rozmaryn ma kvéty
usporadany v lichopteslenech, jsou modré az fialové barvy. Plodem jsou tvrdky. Obdobi

kvétu rozmarynu v Ceské republice je od &ervna do zaii [1, 6, 7].

Tato rostlina je pivodem z jihozapadni Evropy, v Ceské republice je pdstovana, protoZe je
schopna se pfizplsobit mistnim podminkdm. Rozmaryn roste pfi riiznych klimatickych
podminkach, dobfe snasi suché a teplé pocasi, roste na riznych druzich ptdy, snese i pidu,
ktera je chuda, piscita a kamenita. Rozmaryn toleruje mirnou zimu, ale neni schopen snést
teplotu pod -3 °C. Pfezimovat muze ale 1 pii teplot¢ do -25 °C. Rozmaryn muize byt
rozmnozovan pomoci semen, ale 1 pomoci fizkl. Sklizenn rozmarynu probihd tfikrat
napadena i padlim. Mezi optimalni kultivaéni podminky patii oteviend, slunna pozice
s dobrou drenazi, vhodné pH, které by se mélo pohybovat kolem neutralniho pH (pH 7-7,8)
(8, 9].

Rozmaryn lékatsky je ¢lenén na tfi poddruhy, a to: Rosmarinus officinalis subsps. officinalis,
Rosmarinus officinalis subsps. palaui malag a Rosmarinus officinalis subsps. valentinus
ferrer, tyto poddruhy byly roz¢lenény podle toho, ze které zeme rozmaryn 1ékatsky ptivodné

pochazi, poddruhy se od sebe mirné lisi predevsim diky svému slozeni [8, 9].

Obrazek 2: Rozmaryn péstovany v kvétinaci [10]
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1.1 Slozeni

Rozmaryn obsahuje celou fadu biologicky aktivnich latek, mezi které patii flavonoidy,
napf. diosmetin, diosmin, luteolin, hispudin, nepetin. K dalsim vyznamnym fenolickym
latkdm rozmarynu patii kyselina kdvova, chlorogenova, neochlorogenova, rozmarynova
a labiatova. Obsahuje také diterpeny jako rosmanol, izorosmanol, karnosol a karnosolova
kyselina, dale triterpeny, kyselinu ursolovou, a-amyrin a B-amyrin. Rozmaryn obsahuje také

ttisloviny a silice jako cineol, borneol, bornylacetat, kafr, kamfen, limonen aj. [3, 11].

1.2 Zdravotni G¢inky

vvvvv

Je uvadéno, ze rozmaryn pusobi protizanétlivé, analgeticky, antimikrobidln¢
a antiparaziticky. Nejcastéji byva vyuzivan k 1é¢be zazivacich potizi, revmatismu a koznich
obtizi. M protikiecové a dezinfekéni i€inky. Rozmaryn ma zna¢ny vliv na nervovy systém,
je zndm antidepresivnim a anxiolytickym u€inkem. Potlacuje pocit Uizkosti a odstraiiuje
psychické napéti. V rozmarynu obsazené latky chrani nervové bunky ptfed intoxikaci

a pred kyslikovou nedostatecnosti [11, 12, 13].

Pro medicinélni vyuZiti je z rozmarynu pouZivan kvét a listy. V kosmetice je rozmaryn Casto
vyuzivan na piipravu masti a tinktur, rozmaryn je také vyuZzivan jako kofeni pfi pfiprave

pokrmi a byva i soucasti nékterych bylinnych likért [11, 12, 13].

1.3 Antioxida¢ni aktivita

Antioxidac¢ni aktivita rozmarynu je vykazovéana zejména diky obsahu fenolickych diterpentl,
a to karnosolu a kyseliny karnosové, které se podili na této aktivité az z 90 %. Tato aktivita
je vykazovéana extrakty rozmarynu arozmarynovym olejem, které jsou vyuzivany jak

pro medicinalni 1é¢bu, tak pro uchovavani tdrznosti potravin [14, 15].

Fenolické slouceniny jsou povaZzovany za primarni antioxidanty, protoze reaguji s lipidy
a hydroxylovymi radikaly, aby znich ucinily stabilni produkty. Karnosol a kyselina
karnosolova jsou znamy svou schopnosti vychytavat peroxylové radikdly a schopnosti

podilet se na peroxidaci membranovych lipidi [16].
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HsC CHs

Obrazek 3: Vzorec karnosolu [17].

Antioxidacni aktivita rozmarynu se muze liSit podle pouziti extrakéniho €inidla. Zna¢nym
aspektem, diky kterému je vykazovana antioxidaéni aktivita, je vztah mezi diterpeny
a radikél-vychytavajici aktivitou. Mezi nejvyznamnéjsi slozky struktury rozmarynu patii
aromatické kruhy katecholové skupiny, tyto sloZky jsou zodpovédné za vychytavani

radikalovych iontt vzniklych jako dasledek oxidace [18].

1.4 Vyuziti

Rozmaryn byva Casto vyuzivan v gastronomii, miZze byt vyuzivan Cerstvy nebo suseny list.
Nejcastejsi pouziti je pii pfipravé pokrmu v italské gastronomii. Rozmaryn ma hotkou
a sviravou chut’ a typické rozmarynové aroma. Z listi miize byt pfipravovan bylinny caj.
Extrakty zrozmarynu maji vyuZziti i v potravinafstvi pro prodlouZzeni doby udrZnosti
a pro zajisténi stability omega 3 mastnych kyselin. Silice z rozmarynu zabranuje také
peroxidaci lipidil pfi zmrazovani masa a ryb. Diky své antimikrobidlni aktivit¢ mize byt
vyuzivana silice z rozmarynu pii vyrobé syrt, protoze potlacuji rist mezofilnich bakterii.

[19, 20].
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Obrézek 4: SuSeny rozmaryn jako koteni [21]
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2 OREGANO

Oregano neboli dobromysl obecnd, Origanum vulgare, je 25-70 cm vysoka vytrvala
aromatickd bylina pé&stovana v celé Evropé. Oregano, podobné jako rozmaryn, je bylina,
které se tadi do skupiny rostlin ¢eledi Lamiaceae neboli hluchavkovité rostliny. Pivodné
pochazi z jizni Evropy a jizni Asie. Dobromysl roste na slunnych stranich a pasekéch, jedna
se o svétlomilny a teplomilny druh rostliny. Listy maji vej¢ity tvar, riZzovy az riZzovofialovy

kvét tvoti lichoklasy. Dobromysl kvete od ¢ervna do zafi [22, 23].
Dobromysl obecna patii v rdmci klasifikace do:

Ttida vyssi dvoudélozné rostliny - Rosopsida

Rad  hluchavkotvaré - Lamiales

Celed’ hluchavkovité - Lamiaceae Lindl.

Rod  dobromysl - Origanum

Druh dobromysl obecna — Origanum vulgare

Lidové ndzvy: Voneéklas, Cervena lebeda, Mysl domaci, Dobra mysl, Dobrotnice, Zimni

majordnka, Dobracek, Divokd marjanka, Oregano, Oreganum, Origanum, Pamajoran.

Obrazek 5: Origanum vulgare [24]

Rod Origanum zahrnuje vice nez 70 druhii a 49 poddruhii. Mezi nejznaméjsi je fazeno fecké

oregano Origanum vulgare ssp. hirtum, Spanélské oregano Coridothymus capitatus L.,
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turecké oregano Origanum inites L., mexické oregano Lippia graveolens, dale Origanum

vulgare L. ssp. vulgare, Origanum vulgare ssp. viridulum a Origanum vulgaris L.

Optimalni teplota pro riist oregana je v rozmezi od 18 °C do 22 °C, kotfenovy systém dobie
rozvinuté rostliny je schopny piezit teploty v rozmezi od -25 °C do 42 °C. Teploty pod 4 °C
a nad 33 °C mohou ovlivnit riist rostliny. Pfi rastu je preferovano rozmezi pH od 6,0 do 8,0.
V obdobi, kdy se vyskytuje vice slunecniho svétla, oregano obsahuje vice silice a méni
se také jeji slozeni. Rostlina je sklizena mechanicky v obdobi plného kvétu, je stiihana

5 - 8 cm nad zemi, nékdy je mozné provést v jednom roce i druhou sklizen [25].

2.1 Slozeni

wewvr

povahy. Mezi zastupce monoterpenit obsazenych v dobromysli patii napf.: thymol,
karvakrol, p-cymen, linalool, obsahuje také cyklické monoterpeny 1,8,-cineol, a-terpineol
a terpinen-4-ol. Seskviterpeny jsou predstavovany o a B-karyofylenem a spathulenolem.
Dobromysl déle obsahuje ttisloviny, hot¢iny a flavonoidy jako napt.: glykosidy luteolinu

a apigeninu [23, 26, 27].

CHs

OH

H5;C CHs

Obrazek 6: Vzorec thymolu [28].
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2.2 Zdravotni u¢inky

Dobromysl je nejcastéji podavana ve formé nalevu, ma antispasmatické ucinky, pouziva
se pfi zazivacich obtizich (stfevni zanéty, nadymani). Dobromysl také vykazuje
protizanétlivé ucinky, které jsou vyuzivany pfi 1écbe dychacich infekei a koznich infekci.
Vyuziva se hojné diky svym ucinkiim na psychiku, je G¢inna téz pti 16cbé migrén [29, 30].

Dobromysl potlacuje produkci mikrobialnich toxinli a mykotoxini. Dobromysl je dobfie
znama pro své analgetické, antiartritické, antialergické, antikarcinogenni, antidiabetickeé,

kardioprotektivni, gastroprotektivni, hepatoprotektivni a neuroprotektivni t¢inky [25, 31].

2.3 Antioxidacni aktivita

Antioxida¢ni G¢inky jsou u oregana vykazovany zejména diky obsahu terpenickych latek,
a to hlavné diky thymolu, karvakrolu, a dale thymochinonu. Tyto latky pomdhaji predev§im
stabilizaci lipidii pfed jejich autooxidaci. Podle Cetnych studii vykazuji extrakty oregana
nejefektivng)$i antioxidacni aktivitu napfi¢ aromatickymi bylinami. Thymochinon slouzi

jako inhibitor peroxidace membranovych lipida [32].

OH

Obrazek 7: Vzorec karvakrolu [33].

2.4 Vyuziti

Oregano je bézn¢ vyuzivano pfti ptipravé mnoha jidel a je soucésti nékterych druhil koteni
1 diky blahodarnym wG¢inklim na traveni. V gastronomii je vyuzivan list rostliny diky své
typické chuti. SuSené oregano vykazuje siln€j$i chut’ nez oregano Cerstvé. Oregano ma

aromatickou, slab¢ hotkou chut’, ktera se 1i$i svou intenzitou, pficemz kvalitni oregano mize
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zpusobovat brnéni jazyka. V gastronomii je vyuzivdno zejména jako kofeni na pizzu,

ale pouziva se také na pecenou, smazenou nebo grilovanou zeleninu, maso a ryby [34].

Obrazek 8: Susené oregano jako koteni [35]
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3 ANTIOXIDANTY A ANTIOXIDACNI AKTIVITA

3.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou klasifikovany jako latky, které zabranuji oxidaci v potraving ¢i v lidském
téle. Oxidace v potraviné se muze projevovat zluknutim tukli nebo jinych snadno
se oxidujicich latek, jako jsou napiiklad senzoricky aktivni latky. Oxidace v potravinach
vyvolava fadu chemickych zmén, které maji negativni vliv na vyzivovou a senzorickou
hodnotu. Oxidace v lidském téle zpiisobuje vznik volnych radikalt, které mohou zptisobovat
oxidaci makrobiomolekul. Volné radikaly pfispivaji ke vzniku fady onemocnéni, mohou
spolupiisobit v karcinogennim procesu, piisobit pifi kardiovaskuldrnich onemocnénich,

neurodegenerativnich poruchach, aterosklerdze, zanétech, pti starnuti apod. [36, 37, 38].

Je doporucovano, aby antioxidanty pfitomné v mnoha rostlinnych a nékterych zivocisnych
potravindch byly soucasti lidské stravy, aby byl zajiStén ptisun latek na ochranu organismu
proti ptisobeni volnych radikalt. Na zdklad€ pocetnych studii je dokdzana souvislost mezi
mnozstvim antioxida¢nich latek obsazenych v potravé a prevenci civilizaénich onemocnéni.
Mezi potraviny vykazujici antioxida¢ni aktivitu je fazeno ovoce (acai, bortivky, ostruziny),
zelenina, vino, n€které druhy kofeni, bylin, vla§ské ofechy, vysokoprocentni hotka cokolada

a kéva [37].

Byliny vykazuji antioxida¢ni aktivitu v suSeném i Cerstvém stavu. Jejich antioxidacni
vlastnosti mohou byt ovlivnény mnoha faktory — druh byliny, klima pfi péstovani, slozenim
pudy, hnojenim, vhodnou dobou sklizn¢, odpovidajicim postupem pii suseni bylin a také

odpovidajici pfipravou extrakti z nich, pouZzitim vhodného extrakéniho ¢inidla aj. [39].

3.2 Stanoveni polyfenolickych latek

Prvnim krokem ke stanoveni polyfenolickych latek je extrakce vzorku. Extrakce miize
probihat ve vzorcich Cerstvych, zmraZzenych nebo susenych. Ke stanoveni polyfenolickych
latek byva nej€asteji vyuzivana spektrofotometricka metoda s FCM (Folin-Ciocaulteuovym
¢inidlem). U této metody dochazi k redukci smési fosfomolybdenanu a fosfowolframanu
diky obsahu fenolickych slou€enin. Vznikajici produkty vykazuji modré zbarveni. Méfeni
probiha pii vilnové délce 765 nm. Tato metoda slouzi ke stanoveni celkového obsahu
polyfenolt v rostlinnych extraktech a Stévach. Nameétfené hodnoty byvaji vyjadieny

na pouzity standard, kyselinu gallovou jako jeji ekvivalent.
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Dalsi metodou pro stanoveni polyfenold je metoda PBM (metoda Price a Butlera). U této
metody je provadéna oxidace anion fenoldtu na radikal fenolatu, pfi tom dochézi k redukei

hexakyanozelezitanu na hexakyanozeleznatan a dochazi k tvorb¢ berlinské modfi.

Metoda s AAPM (4-aminoantipyrinem) byva také pouzivana pro stanoveni polyfenolt.
Princip metody je zaloZen na tvorb¢ barevného komplexu mezi 4-aminoantipyrinem a fenoly

za pritomnosti oxida¢niho ¢inidla [40, 41].

V dnesni dob¢ byva ke stanoveni konkrétnich polyfenolickych latek vyuzivana také metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC. Pfi jejim vyuZiti je nej¢astéji poreferovana
chromatografie na reverzni fazi s kolonami C18 a riznymi mobilnimi fazemi, a s UV/VIS

detekci, ale vyuzivaji se téz hmotnostni (MS) detektory [42].

3.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidacni aktivita v rostlinnych materidlech je zavisla na obsahu jednotlivych latek
vykazujicich antioxida¢ni G€inky. Mezi latky vykazujici antioxidacni G€inky jsou fazeny
fenolické slouceniny (karnosol, kyselina karnosovd, thymol, karvakrol), vitaminy jako
kyselina askorbova ¢i tokoferoly a mnoho jinych latek. Tyto latky mezi sebou mohou dale
interagovat, je tedy nutné antioxidacni aktivitu stanovovat experimentalné v kazdém

produktu v rdmci celkového antioxidacniho plisobeni [43].

Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity vyuZivaji stanoveni celkového antioxida¢niho
pusobeni, kde je vykazovana schopnost vzorku eliminovat radikaly. Dé&je se tak, protoze
ptirodni antioxidanty jsou soucast smési, jejichz slozky mohou navzéajem interagovat, napf.

vykazovat synergii [44].

Antioxidacni latky pfijimané do lidského organismu podléhaji metabolickym zméndm

a jejich tcinek je tedy ovlivnén mirou resorpce danych latek [44].

Pro stanoveni antioxidacni aktivity se nejCastéji vyuzivaji chemické metody zaloZené
na zachytavani volnych radikald. Mezi tyto metody jsou fazeny metody vychytavani
syntetickych radikald (DPPH, ABTS), metoda hodnotici eliminaci lipidové peroxidace
a metoda hodnotici eliminaci kyslikovych radikalti (ORAC) [44].
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3.3.1 Metoda vyuzivajici DPPH

Metoda vyuzivajici DPPH spociva vreakci testovaného vzorku s obsazenymi
antioxida¢nimi latkami s ¢inidlem difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazyl), ktery reprezentuje stabilni volny radikal [44].

NO,

NO,

Obrézek 9: Struktura DPPH [45].

Diky své struktufe je DPPH schopno pfijimat atom vodiku. Reakce je provazena redukci
radikélu a dochazi ke vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Reakce je sledovana pomoci
spektrofotometrického stanoveni pifi vlnové délce 517 nm, kdy dochazi k poklesu
absorbance. Pokles absorbance je sledovan po uplynuti reakéni doby. Antioxidacni aktivita

byva vyjadfovéana na standard jako ekvivalent Troloxu nebo kyseliny askorbové [46].

DPPH vytvafi v methanolu intenzivni fialové zbarveni smési, které v pfitomnosti
antioxidantu byvéa odbarvovéno az do Zluta. Odbarveni byva snadno pozorovatelné pouhym
okem. Rychlost a intenzita odbarveni pfimo umérné zavisi na antioxidacni aktivité

zkouman¢ latky a byva métena spektrofotometricky pti vhodné vinové délce [47].

3.3.2 Metoda pouzivajici ABTS

Metoda pouzivajici ABTS vyuziva schopnost vzorku, ktery obsahuje antioxidacni latky,
zhéaSet kation-radikal ABTS™" (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
V reakéni smési je kation-radikal ABTS-" generovan oxidaci ABTS rtiiznymi slou¢eninami,
chemicky napf. peroxodisiranem draselnym. Extrakt vzorku s antioxidanty je mozno pfidat
do reakéni smési jiz pfi generovani radikalu, vétsinou vSak byva ptidavan k jiz vytvorenému

radikalu. ZhaSeni radikélu je charakterizovdno zménou absorpcéniho spektra, kdy dochézi
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k odbarveni reakéni smési. Tato reakce je sledovéana spektrofotometricky pti vinové délce

734 nm [43].

Metoda ABTS je vhodné pro hydrofilni 1 lipofilni antioxidanty. Tato metoda miize byt
omezena diky malé selektivité pfi reakci s donory vodikovych atomii. Metoda dovoluje
zm¢fit antioxidacni aktivitu fady fenolt, karotenoidl a nékterych antioxidanti obsazenych

v plazmé [48].

Vysledna antioxidacni aktivita je srovnavana s aktivitou syntetické latky Troloxu (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova  kyselina). Metoda byva nékdy

oznacovana jako metoda TEAC, coz je Trolox equivalent antioxidant capacity [43].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLDIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu celkovych polyfenolti a antioxida¢ni aktivity

tfemi metodami v extraktech rozmarynu a oregana.

V teoretické Casti prace bylo cilem charakterizovat rozmaryn a oregano, popsat latky
vykazujici antioxidacni aktivitu a také jednotlivé metody stanoveni antioxidacni aktivity

a polyfenolt.

V praktické casti prace bylo cilem stanovit u vodnych extraktl suSeného a cerstvého
rozmarynu a oregana celkovy obsah polyfenolickych latek spektrofotometrickou metodou
s Folin-Ciocalteuovym cinidlem a zaroveil wurCit antioxidani aktivitu s vyuZitim

spektrofotometrické metody pomoci DPPH a ABTS ¢inidla a také zjisténim hodnot ICso.
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Material

Ke zpracovani praktické casti diplomové prace byly vyuzity susené a cerstvé vzorky

rozmarynu uvedené v tabulce 1 a oregana uvedené v tabulce 2, celkem 21 vzorka bylin.

Vzorky byly zakoupeny v trzni siti, pfipadné ziskany ze soukromého péstitelstvi.

Tabulka 1: Analyzované vzorky rozmarynu

Cislo Nazev vzorku Forma Zemé ptiivodu Trvanlivost
vzorku vzorku vzorku/rok sklizné
RS1 Rozmaryn Suseny Ceska republika 8.4.2024
RS2 | Rozmaryn mlety SuSeny Rakousko 24.11. 2022
RS3 Rozmaryn Suseny Ceska republika 20. 6. 2023
RS4 Rozmaryn Suseny Ceska republika 6. 8.2022
RS5 Rozmarin SuSeny Slovenska republika 16.12.2022
RS6 Rozmaryn Suseny Ceska republika Cerven 2024
drceny

RS7 Rozmaryna list SuSeny Slovenska republika 25.6.2022
RC1 Rozmaryn Cerstvy Ceska republika 2021
RC2 Rozmaryn Cerstvy Ceska republika 2021
RC3 Rozmaryn Cerstvy Ceska republika 2021
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Tabulka 2: Analyzované vzorky oregana

Cislo Nazev vzorku Forma Zemé puvodu Trvanlivost
vzorku vzorku vzorku/rok
sklizné

OS1 Oregano Susen¢ Ceska republika 8.5.2023

08S2 Oregano Susené Rakousko 18.11.2023
drhnuté

0S3 Oregano Susené, Ceska republika 30.5.2023

fezané

0S4 Oregano SuSene Ceska republika 25.8.2022

0S5 Oregano Susené Slovenska republika 15.12.2022

0S6 Oregano SuSene Ceska republika Listopad 2023

OS7 Oregano SuSene Ceska republika Srpen 2024
drhnuté

0S8 Dobromysl nat’ Susené Slovenska republika 28.6.2023

0S9 Dobromysl Susené Slovenska republika 30. 11.2022
obecna

OCl1 Oregano Cerstvé Ceska republika 2021

0oC2 Oregano Cerstvé Ceska republika 2021

5.2 Pristroje a pomiicky

e analytické vahy Voyager PRO VP214C (OHAUS Corporation, Pine Brook USA)

e spektrofotometr WPA S1200+ (Bio-chrom, s.r.0., SK)

e filtratni papiry KA4 (LABICOM, CR)

e teplomér

e laboratorni sklo




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

29

5.3 Chemikalie a roztoky
e cthanol p.a. (Penta, CR)
e acetatovy pufr (pH = 5.5), (Lukes$, CR)
e uhligitan sodny (Lukes, CR)
e DPPH (Sigma Aldrich, Francie)
e methanol p.a. (Lachner, s.r.o., CR)
e ABTS (Sigma Aldrich, Francie)
e peroxodisiran draselny (Lachner, s.r.o., CR)
e kyselina octova (Penta, CR)
e octan sodny (Penta, CR)
e Folin-Ciocalteauovo &inidlo (Penta, CR)
e Trolox (Sigma Aldrich, Francie)
e kyselina gallova (Sigma Aldrich, Francie)

e demineralizovana voda
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6 METODIKA STANOVENI

6.1 Priprava extraktii rozmarynu a oregana

Obsah celkovych polyfenolickych latek a antioxidacni aktivita metodou DPPH a ABTS byly
stanovovany ve vodnych extraktech Cerstvych a suSenych vzorkli rozmarynu a oregana

pii teplotach louhovani 80 °C a 95 °C.

U susenych vzorki rozmarynu a oregana bylo navazeno 1,6 g vzorku s piesnosti na 0,0001 g.
Vzorek byl kvantitativné ptfeveden do Erlenmeyerovy banky a byl extrahovan se 100 ml
demineralizované vody o teploté 80 °C a 95 °C na tfepacce, po ochlazeni na laboratorni

teplotu byl zfiltrovan ptes filtracni papir a dle potfeby byl dale fedén a pouzit k analyze.

U cerstvych vzorkili rozmarynu a oregana bylo navazeno 2 g vzorku s piesnosti na 0,0001 g.
Vzorek byl pred vazenim rozkrajen na mensi Casti. Navazka vzorku byla kvantitativné
pfevedena do Erlenmeyerovy baiiky. K navaZzce bylo pfidano 100 ml demineralizované vody
o teplot¢ 80 °C a 95 °C, a vzorek byl extrahovan 15 minut na tfepacce. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu byl zfiltrovan ptes filtracni papir a dle potieby byl dale fedén a pouzit

k analyze.

6.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem
Stanoveni celkového obsahu polyfenolti bylo provadéno s extrakty vzorkli rozmarynu

a oregana piipravenych dle kapitoly 6.1.

Na stanoveni celkového obsahu polyfenolt byla, po pfedchozim experimentalnim ovéfenti

a modifikaci s vyuZitim publikovanych praci [49], pouzita ndsledujici smés:
e 2 ml 10% Folin-Ciocalteuova ¢inidla
e 0,2 ml vzorku

Reakéni smés byla napipetovana do zkumavek, zazatkovana, promichana a ponechéna
podobu 5 minut ve tmé pii laboratorni teploté. Poté byly do smési pfidany
2 ml 10% uhli¢itanu sodného, smés byla opétovné promichdna a ponechdna ve tmé
po dobu 15 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byla zmétfena absorbance

na spektrofotometru pii vinové délce 750 nm proti slepému vzorku.
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Slepy pokus byl ptipraven obdobné jako reakéni smés se vzorkem, ale misto vzorku byla

pfidana demineralizovana voda.

Celkovy obsah polyfenolu v extraktu byl pfepocitdm na standard, kterym byla kyselina
gallova. Vysledek byl nasledné¢ vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech

na gram vzorku.

6.2.1 Kalibracni kiivka kyseliny gallové

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit roztok kyseliny gallové o koncentraci 0,2 mmol/l.
Naslednym fedénim zasobniho roztoku na koncentrace 0,15; 0,10; 0,05 a 0,025 mmol/l byly
pfipraveny jednotlivé kalibracni roztoky. Ptiprava reakénich smési a méfeni absorbance
bylo provedeno zplisobem, ktery je uveden v kapitole 6.2, kalibracni roztoky nahradily

extrakt vzorku.

Z naméfenych hodnot byla sestavena kalibraéni kiivka jako zavislost absorbance

na koncentraci kalibrac¢ni roztokl kyseliny gallové. Byla zjiSténa rovnice linedrni regrese.

1,2

0,8

Al1]

0,4

0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
¢ [mg/ml]

Obrazek 10: Kalibrac¢ni kiivka kyseliny gallové

Rovnice regrese stanovena z kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové ma tvar:
y =5,4101 xx + 0,0178

y — hodnota absorbance [1]
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x —hodnota koncentrace kyseliny gallové [mg/ml]

Hodnota spolehlivosti R = 0,9979.

6.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Antioxidac¢ni aktivita metodou DPPH byla stanovovana v extraktech rozmarynu a oregana

pripravenych postupem uvedenym v kapitole 6.1.

Ke stanoveni byl pouzit roztok DPPH o koncentraci 0,2 mmol/l. Pro stanoveni antioxida¢ni
aktivity byla do zkumavek pipetovana reakéni smes, kterd byla nejdiive experimentalné

ovéiena a modifikovana s vyuzitim publikovanych praci [49, 50], o slozeni:
e 2.75 ml roztoku DPPH
e 1,5 ml acetatového pufru o pH = 5,5
e 0,15 ml vzorku

Zkumavky byly opatieny zatkou, protfepany a ponechany 1 hodinu ve tmé pii laboratorni
teploté. Jakmile uplynula reakéni doba, byla na spektrofotometru zmeétena absorbance

pti vlnové délce 517 nm proti slepému pokusu.

Slepy pokus byl pfipraven ve stejném slozeni jako reakéni smés, kdy misto roztoku DPPH

byl pouZit ethanol.

Pro stanoveni hodnoty inaktivace, byla zméfena 1 absorbance kontrolniho vzorku. SloZeni

kontrolniho vzorku bylo:
e 2.75 ml roztoku DPPH
e 1,5 ml acetatového pufru o pH = 5,5
e 0,15 ml demineralizované vody

Z namétenych hodnot absorbance daného extraktu a kontrolniho vzorku byla vypocitana

hodnota inaktivace podle vztahu:

I K-A 100
= k
K

I —hodnota inaktivace [%]

K — absorbance kontrolniho vzorku pfi vinové délce 517 nm
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A — absorbance extraktu rozmarynu/oregana pii vinové délce 517 nm

Antioxidacni aktivita byla ptepocitana z hodnot inaktivace na standard Troloxu a vyjadiena

jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

6.3.1 Kalibra¢ni kfivka Troloxu pro stanoveni DPPH

Pro stanoveni kalibracni kiivky byl pfipraven zasobni roztok Troloxu o koncentraci
0,4 mg/ml. Ze zasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny kalibra¢ni roztoky Troloxu
o koncentracich 0,3; 0,25; 0,15; 0,1 mg/ml. Pfiprava reakénich smési, méteni absorbance
pfi 517 nm i vypocet inaktivace byly provedeny stejnym postupem, ktery je uveden
v kapitole 6.3, vzorek extraktu rozmarynu/oregana byl nahrazen jednotlivymi kalibra¢nimi

roztoky.

Z vypoctenych hodnot inaktivace byla sestrojena kalibracni kiivka jako zavislost inaktivace
na koncentraci kalibracnich roztokiti Troloxu. Body kalibracniho grafu byly proloZeny

pfimkou a byla zjiSténa rovnice linearni regrese.
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Obrazek 11: Kalibracni kiivka Troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Rovnice regrese zjisténa z kalibra¢ni kfivky Troloxu ma tvar:
y =193,72 » x — 2,3105

vy —hodnota inaktivace 7 [%]
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x — hodnota koncentrace Troloxu ¢ [g/]]

Hodnota spolehlivost R? = 0,9874.

6.3.2 Hodnoceni antioxidacni aktivity pomoci ICso

Ke stanoveni antioxidacni aktivity pomoci zjiSténi hodnot ICso (metodou DPPH) byly
pouzity extrakty rozmarynu a oregana, které byly podle potfeby fedény na rtizné koncentrace

na zaklad¢ intenzity antioxidacni reakce, konkrétné v rozmezi 90 — 5 %.

Pro stanoveni hodnot inaktivace pro jednotlivé koncentrace byly méteny vzorky ziedénych

extraktll rozmarynu a oregana postupem uvedenym v kapitole 6.3 s danou reakéni smési.

6.4 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Antioxidac¢ni aktivita metodou ABTS byla stanovovéna v extraktech rozmarynu a oregana

piipravenych dle postupu uvedeného v kapitole 6.1.

Ke stanoveni byla pouZita reakéni smés, ktera byla nejdfive experimentalné ovétena

a modifikovana s vyuzitim publikovanych praci [49, 50]:

e roztok ABTS (3,5 mmol/l) a peroxodisiran draselny (0,06 mol/l) v poméru
50:1, roztok byl ponechan 16 hodin ve tmé pii pokojové teploté

e octanovy pufr o pH 4,3 byl smichén s roztokem vygenerovaného radikalu

kationtu ABTS v poméru 39:1 — vznikla reakéni smés

Do zkumavek bylo pipetovano 8 ml reakéni smési a 0,1 ml extraktu rozmarynu nebo
oregana. Smes ve zkumavce byla promichdna a ponechana 30 minut ve tmé pii laboratorni
teploté. Po uplynuti reakéni doby byla zmétena absorbance na spektrofotometru pii vinové

délce 734 nm. Jako slepy pokus byl pouzit octanovy pufr.

Pro vypocet hodnoty inaktivace bylo nutné¢ zmétit 1 hodnotu absorbance ptipravené reakéni
smeési.

Z naméfenych hodnot absorbance extraktu a reakéni smési bez vzorku byla vypocitana

hodnota inaktivace dle vztahu:
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I —hodnota inaktivace [%]
Ao — absorbance reak¢ni smési bez vzorku pii vinové délce 734 nm
A — absorbance extraktu rozmarynu/oregana pii vinové délce 734 nm

Antioxidacni aktivita byla ptepocitana z hodnot inaktivace na standard Troloxu a vyjadiena

jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

6.4.1 Kalibraéni kiivka Troloxu ke stanoveni ABTS

Pro sestrojeni kalibracni kiivky Troloxu byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 0,5 g/1.
Redénim zasobniho roztoku na koncentrace 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 g/l byly piipraveny kalibra¢ni
roztoky. Ptiprava reak¢nich roztoki, méfeni absorbance a vypocet hodnoty inaktivace byl

proveden obdobné¢ jako v kapitole 6.4.

Na zaklad¢€ vypocitanych hodnot inaktivace byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako zavislost
ubytku absorbance na koncentraci kalibracnich roztokli Troloxu. Body kalibra¢niho grafu

byly prolozeny pfimkou a byla zjiSténa rovnice linearni regrese.

Rovnice regrese stanovena z kalibra¢ni kiivky Troloxu ma tvar:
y = 179,06 x x — 0,2457
y — hodnota inaktivace I [%]
x —hodnota koncentrace Troloxu c [g/1]

Hodnota spolehlivost R? = 0,9980.
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Obrazek 12: Kalibra¢ni kiivka Troloxu pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenolu

Celkovy obsah polyfenold byl stanovovan Folin-Ciocalteuovym cinidlem u 20 extraktd
vzorki suSeného a Cerstvého rozmarynu a 22 extraktd vzorkti suseného a Cerstvého oregana
dle postupu uvedeného v kapitole 6.2. Zjisténé hodnoty byly ptepocitany na standard
kyseliny gallové a byly vyjadfeny jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram

vzorku.

7.1.1 Porovnani celkového obsahu polyfenoli u vzorki rozmarynu pri rizné teploté

extrakce

Extrakty suSenych 1 cerstvych vzorkdi rozmarynu byly pfipravovdny pomoci extrakce
v demineralizované vodé¢ pti dvou teplotach, a to 80 °C a 95 °C. Bylo piipraveno 10 extraktii

rozmarynu, z toho 7 vzorkl suSené¢ho rozmarynu a 3 vzorky ¢erstvého rozmarynu.

V grafu na obrazku €. 13 jsou uvedeny vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenoli

(TPC) pti danych teplotach.

120
100

™

S~

2

o &0

=

oo

g

< 60

S

X~

Q

1Y)

£ 40

O

[a

|_
) II I
. I ll ull

RS1 RS2 RS3 RS4 RS5 RS6 RS7 RC1 RC2 RC3

Vzorky rozmarynu

m80°C m95°C

Obrézek 13: Porovnani TPC u vzorkl rozmarynu pfi rizné teploté extrakce
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Hodnoty celkového obsahu polyfenolti u susenych vzorkli rozmarynu extrahovanych
pti teplot¢ 80 °C byly v rozmezi od 47,10 do 75,58 mg ekv. KG (kyseliny gallové)/g
s primérem 55,51 mg/g. U vzorka extrahovanych pii teploté 95 °C byly zjistény hodnoty
v Sir$im v intervalu, od 37,86 do 102,65 mg/g s vyS$im prumérem 65,98 mg/g. U Cerstvych
vzorkl byl TPC pii extrakci s teplotou 80 °C v intervalu hodnot do 17,45 mg/g s primérem
10,97 mg/g, u vzorkl pii teploté¢ extrakce 95 °C to bylo opét SirSirozmezi s vysSimi

zjisténymi hodnotami, od 10,32 do 24,50 mg/g, s primérem 16,55 mg/g.

Z vysledki je patrné, ze u Cerstvych vzorkli rozmarynu (vzorky RC1, RC2, RC3) jsou
hodnoty celkového obsahu polyfenold nizsi nez u suseného rozmarynu, coz je dano tim,
ze Cerstvé vzorky maji vysoky podil vody, tedy v pfepo¢tu mnohem méné suSiny

nez u suSenych vzorki, co se projevi i na vysledku TPC.

Pti porovnéni TPC u vSech analyzovanych vzorkli rozmarynu pfi obou teplotach extrakce
je ziejmé, ze vyssi teplota extrakce, 95 °C, se projevila mirné vy$$im mnozstvim polyfenold,

a to narust v priméru o 28 %. Z hlediska mnozstvi vyextrahovanych polyfenolickych latek

vvvvvv

Yesil-Celiktas a kol. [51] zjistili analyzou metanolovych vzorkd rozmarynu celkovy obsah
polyfenoll v rozmezi od 20,3 do 115,6 mg ekv. KG/g vzorku. Nami stanovené hodnoty
odpovidaji danému rozmezi, co se susenych vzorkli rozmarynu tyce. Vzorky cerstvého
rozmarynu vykazovaly o néco nizsi obsah celkovych polyfenolt. K extrakei bylo ale pouzito
jiné extrakéni ¢inidlo a liSily se i podminky extrakce, tedy vysledny obsah polyfenoltt mohl

byt ovlivnén témito podminkami.

7.1.2 Porovnani celkového obsahu polyfenoli u vzorki oregana pri rizné teploté

extrakce

Extrakty suSenych i Cerstvych vzorkli oregana byly pfipravoviany pomoci extrakce
v demineralizované vodé¢ pti dvou teplotach 80 °C a 95 °C. Bylo pfipraveno 11 extraktl
oregana, ztoho 9 vzorkii suSeného oregana a 2 vzorky cCerstvého oregana. V grafu

na obrazku ¢. 14 jsou uvedeny vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenoli (TPC).
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Obrazek 14: Porovnani TPC u vzorki oregana pfi rizné teploté extrakce

Hodnoty celkového obsahu polyfenoli u suSenych vzorkl oregana extrahovanych pii teploté
80 °C byly v rozmezi od 78,89 do 119,83 mg ekvivalentu KG/g s primérem 97,27 mg /g,
u vzorkl extrahovanych pii teploté¢ 95 °C byly opét, podobné¢ jako u rozmarynu, v Sir§Sim
intervalu 84,42 - 142,97 mg/g s opét vys$§im primérem 112,13 mg/g. U Cerstvych vzorka
byly hodnoty TPC pfi extrakci s teplotou 80 °C v intervalu 11,07 az 31,17 mg/g s primerem
21,12 mg/g, u vzorkli extrahovanych pfi teploté 95 °C byly tentokrate v uzs§im rozmezi

od 18,41 do 33,06 mg/g, ale s vy$$im prumeérem (25,73 mg/g).

U Ccerstvych vzorkli oregana (vzorky OC1 a OC2) jsou hodnoty celkového obsahu
polyfenolli opét nizsi nez u suSené¢ho oregana, ze stejnych divodu, které byly uvedeny

v predchozi kapitole.

Pti porovnani TPC u vSech analyzovanych vzorkd oregana pii rizné teploté extrakce je
patrné, Ze pii vyssi teploté extrakce se opét mirn€ zvysilo i mnozstvi polyfenoll, primérné
o 18 %. I vptipad¢ vyluhli z oregana je vyhodnéjsi, vzhledem k zjisténému mnozstvi
polyfenolt, pfipravovat extrakty pii vyssi teploté.

V praci Kaurinovic a kol. [52] byl stanoven celkovy obsah polyfenolti ve vodném extraktu

oregana na hodnotu 10,29 mg ekv. KG/g susiny. Nase hodnoty jsou vyssi, coz ale miize byt

dano efektivnéj$im extrakénim postupem.
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7.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Antioxidac¢ni aktivita (AA) metodou DPPH byla stanovovana u 20 extrakt rozmarynu v péti
riznych koncentracich a u 22 extraktl oregana ve ¢tytech riiznych koncentracich. Extrakty
rozmarynu i oregana byly pfipravovany pii dvou riznych teplotich destilované vody
dle postupu uvedené¢ho v kapitole 6.1. Stanoveni antioxidaéni aktivity bylo provedeno
dle postupu uvedeného v kapitole 6.3. Antioxidacni aktivita extraktli rozmarynu a oregana
byla vypocitana z rovnice linedrni regrese grafické zavislosti inaktivace na koncentraci
kalibracnich roztoki troloxu a vyjadfena jako ekvivalent Troloxu v miligramech na gram

vzorku.

7.2.1 Porovnani antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH u vzorki rozmarynu pri

ruzné teploté extrakce

Extrakty suSenych i Cerstvych vzorkd rozmarynu byly pfipravovany pomoci extrakce
v destilované vodé pfti teploté 80 °C a 95 °C. Bylo pfipraveno 10 extraktli rozmarynu, z toho
7 vzorkli suSeného rozmarynu a 3 vzorky cerstvého rozmarynu. V grafu
na obrazku ¢. 15 je uvedeno porovnani pouzitych teplot extrakce pii stanoveni antioxidacni

aktivity metodou DPPH pii dvou teplotach extrakce.
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Obrazek 15: Porovnani AA metodou DPPH u vzork® rozmarynu pfi rtizné teploté extrakce
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Hodnoty antioxidacni aktivity metodou DPPH u suSenych vzorkii rozmarynu extrahovanych
pii teploté 80 °C byly v rozmezi od 46,89 do 90,68 mg ekvivalentu Troloxu (TE)/g vzorku
s primérem 65,33 mg/g. U vzorkl extrahovanych pii teploté 95 °C byly hodnoty AA
v intervalu od 53,11 do 99,41 mg/g s vyssim primérem 78,32 mg/g. U Cerstvych vzorkti byla
antioxidacni aktivita, obdobn¢ jako u stanoveni polyfenoli v rozmarynu, pfi extrakci
s teplotou 80 °C v intervalu nizkych hodnot, konkrétné do 26 mg/g, s primérem 14,21mg/g,
pfiemZz u vzorkll extrahovanych pii 95°Cbyly opét hodnoty AA vyssi,
od 13,73 do 37,41 mg/g, s t¢émét dvojnasobnym primérem 24,27 mg/g. U Cerstvych vzorki
rozmarynu (RC1, RC2, RC3) jsou hodnoty antioxida¢ni aktivity stanovené metodou DPPH
opétovné niz8i nez u suSené¢ho rozmarynu, ktery neobsahuje téméf zddnou vlhkost, a tedy

vysledné hodnoty odpovidaji této skutecnosti.

Pfi porovnani antioxidacni aktivity metodou DPPH u vSech analyzovanych vzorkl
rozmarynu pii rizné teploté extrakce je patrné, ze pii vyssi teploté extrakce, 95 °C, byla
zjisténa metodou DPPH vys$i antioxidacni aktivita o 42 %, a tedy vyluhy rozmarynu
pfipravované pii vyssi teploté jsou antioxida¢né intenzivnéjsi.

Wojdyto a kol. [53] ve své praci stanovovali antioxida¢ni aktivitu pomoci metody s DPPH
¢inidlem, podobné jako v nasem stanoveni, ale vysledné hodnoty AA uvadégji v jinych

jednotkach po ptepoctu, jako 513 pM Troloxu/100 g suSiny vzorku.

7.2.2 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity vzorkii rozmarynu prostiednictvim hodnot

ICs0 (metoda DPPH)

Hodnota inaktivace byla vyhodnocovéna u vzorki pfipravovanych z extrakt vSech vzorkl
rozmarynu pii dvou riiznych teplotach extrakce. Extrakty byly pro stanoveni dale fedény dle

potieby na koncentraci 90-10 %.

Na obrazku €. 16 je zobrazen vzorovy ptiklad kiivky pro vypocet hodnoty 1Cso u prvniho
vzorku rozmarynu, RS1, pfi teploté extrakce 80 °C. V tabulce €. 3 jsou uvedené rovnice
regrese s vypoctenou hodnotou inaktivace ICso pro vSechny vzorky rozmarynu extrahované

pfi teplote 80 °C.
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Obrazek 16: Stanoveni hodnoty ICso u vzorku RS1 pfi teploté 80 °C

Rovnice regrese zjisténa u kiivky vzorku RS1 pfi teploté 80 °C ma tvar:
y = 10,095 * x + 0,8593
y — hodnota inaktivace 7 [%]
x —hodnota koncentrace extraktu ¢ [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R = 0,9906.

Vypocitana hodnota inaktivace ICso (dosazeni hodnoty 50 % za hodnotu inaktivace /) je 4,87

mg/ml pro vzorek rozmarynu RS1.

Tabulka 3: Rovnice regrese a hodnota ICso u vSech vzorku rozmarynu extrahovanych pri
teplote 80 °C

Cislo vzorku Rovnice regrese ICs0 [mg/ml]
RS1 y = 10,095 x + 0,8593 4,87
RS2 y = 14,425 x + 0,9294 3,40
RS3 y = 13,613 x — 5,2129 4,06
RS4 y = 17,5856 x + 5,5742 5,86
RS5 y = 13,023 x + 2,9585 3,61
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RS6 y = 12,666 x + 0,2009 3,93
RS7 y = 14,655 x + 7,0509 2,93
RCl1 y =4,7315 x — 0,1441 10,60
RC2 y = 3,5927 x — 35,438 23,78
RC3 y = 1,3382 x — 3,2947 39,83

Z vySe uvedenych hodnot je mozné usoudit, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval
u susenych vzorkl vzorek RS7 s nejnizsi hodnotou inaktivace ICso, tento vzorek vykazoval

1 nejvyssi antioxidaéni aktivitu pii stanoveni metodou DPPH.

Hodnota inaktivace se u susenych vzorkli pohybovala v rozmezi 2,93 do 5,86 mg/ml
s prumérem 4,09 mg/ml. Rozdily mezi jednotlivymi vzorky nebyly tak vyznamné,

jako u Cerstvych vzork.

U cerstvych vzorkl rozmarynu vykazoval nejvyssi antioxidacni aktivitu vzorek RC1, dany
vzorek byl vyhodnocen také jako vzorek s nejvysSi antioxidacni aktivitou pii stanoveni
metodou DPPH. Hodnota inaktivace se u extraktii z ¢erstvych vzorkti rozmarynu pohybovala
v pomérné Sirokém rozmezi az do ¢tyfnasobku dolni hranice hodnoty 1Cso, od 10,60 mg/ml

do 39,83 mg/ml s primérem 24,74 mg/ml.

Dle vyslednych hodnot ICsg 1ze fict, ze vzorky suseného rozmarynu vykazovaly v priméru
Sestkrat vyssi antioxidacni aktivitu nez vzorky Cerstvého rozmarynu. Tento rozdil je opét

nejpravdépodobnéji zplisobeny vysokym obsahem vody u Cerstvych vzorkil rozmarynu.

Na obrazku €. 17 je zobrazen vzorovy ptiklad kiivky pro vypocet hodnoty ICso vzorku
rozmarynu RS1 pfi teploté extrakce 95 °C. V tabulce ¢. 4 jsou uvedené rovnice regrese
s vypoctenou hodnotou inaktivace ICso pro vSechny vzorky rozmarynu extrahované

pfi teplote 95 °C.
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Obrazek 17: Stanoveni hodnoty ICso u vzorku RS1 pfi teploté 95 °C

Rovnice regrese zjisténa z kiivky vzorku RS1 pfi teplot€ 95 °C ma tvar:
y = 11,909 * x + 0,1654
y — hodnota inaktivace 7 [%]
x —hodnota koncentrace extraktu ¢ [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R? = 0,9873.

Vypocitana hodnota inaktivace ICso je 4,18 mg/ml pro vzorek rozmarynu RS1.

Tabulka 4: Rovnice regrese a hodnota ICso u vsech vzorkiut rozmarynu extrahovanych
pri teplote 95 °C

Cislo vzorku Rovnice regrese ICso [mg/ml]
RS1 y =11,909 x + 0,1654 4,18
RS2 y = 12,407 x + 22,724 2,20
RS3 y = 13,732 x — 5,6724 3,23
RS4 y = 8,2352 x + 5,4352 5,41
RS5 y=13,819x + 9,9798 2,90
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RS6 y = 13,097 x + 11,227 2,96
RS7 y = 14,361 x + 11,586 2,67
RC1 y = 6,7506 x + 0,4175 7,34
RC2 y = 5,0846 x — 18,863 13,54
RC3 y = 2,0565 x + 9,5293 19,68

SuSené vzorky rozmarynu extrahované pfi teploté 95 °C mély hodnoty inaktivace v rozmezi
od 2,20 do 6,09 mg/ml, s primérem 3,36 mg/ml. Jednotlivé vzorky suSené¢ho rozmarynu
mezi sebou nevykazovaly tak velké rozdily v hodnotach inaktivace jako Cerstvé vzorky.
Nejniz§i hodnotu inaktivace vykazoval vzorek RS2, ktery také vykazoval nejvyssi

antioxidac¢ni aktivitu pii stanoveni AA s vyuzitim metody DPPH.

U cerstvych vzorkli rozmarynu jsou patrné velké rozdily v hodnotach inaktivace, jejich
rozpéti se pohybovalo v Sirokém spektru hodnot, a to od 7,34 do 19,68 mg/ml s primérem
13,52 mg/ml. Nejnizsi inaktivaci vykazoval vzorek RC1, pfi¢emz tento vzorek zaroven mél

1 nejvyssi antioxidacni aktivitu stanovenou pomoci metody DPPH.

Ze stanovenych hodnot inaktivace je vidét, Ze vSechny vzorky suSeného rozmarynu
vykazovaly v primeéru Ctyfikrat vyssi antioxidacni aktivitu nez vzorky cerstvého rozmarynu,
coz bylo zpiisobeno vysokym obsahem vlhkosti u Cerstvych rostlin rozmarynu, stejné

tak jako pfi stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH.

Akrout a kol. [54] ve své studii stanovili hodnotu ICso pro rozmaryn v rozmezi hodnot
od 4186 do 7298 pg/ml. Nase hodnoty ICso se pro suSené vzorky v tomto rozmezi pohybuji

také, nékteré hodnoty IC50 jsou dokonce nizsi.

Na obrazku €. 18 je porovnani hodnot ICso u extraktli rozmarynu extrahovanych pti dvou

teplotach.
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Obrazek 18: Porovnani hodnot ICsp rozmarynu pii extrakei o teploté 80 °C a 95 °C

Hodnoty inaktivace byly ovliviiovany pouzitou teplotou extrakce, pficemz nizs$i hodnoty
ICs0, tedy vysSi antioxida¢ni aktivitu, vykazovaly vzorky extrahované pii vyssi teploté,
95 °C. U susenych vzorkti rozmarynu klesly hodnoty inaktivace v priméru o 17,8 %
pfi vyssi extrakéni teploté, u Cerstvych vzorkl rozmarynu byl rozdil v teplotach extrakce
vyrazné€jsi, doSlo zde k poklesu hodnoty inaktivace o 45,4 % pfi teploté extrakce 95 °C.
Tento pokles IC50, tedy nartst AA, kopiruje vysledky zjisténého nartistu antioxidaéni

aktivity pii stanoveni metodou DPPH.

7.2.3 Porovnani antioxidacni aktivity metodou DPPH u vzorki oregana p¥i riizné

teploté extrakce

Extrakty suSenych i cCerstvych vzork oregana byly pfipravovany pomoci extrakce
v demineralizované vodé¢ pii dvou teplotach 80 °C a 95 °C. Bylo pfipraveno 11 extrakt
oregana, ztoho 9 vzorkli suSeného oregana a 2 vzorky cerstvého oregana. V grafu
na obrazku €. 19 je uvedeno porovnani pouzitych teplot extrakce pfi stanoveni antioxidacni

aktivity metodou DPPH pfii dvou riiznych teplotach extrakce.
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Obrazek 19: Porovnani AA metodou DPPH u vzorkl oregana pii rtizné teploté extrakce

Hodnoty antioxida¢ni aktivity metodou DPPH u susenych vzorkli oregana extrahovanych
pii teploté 80 °C i pfi teploté 95 °C byly velmi podobné, rozmezi i primér AA také byly
v ramci velmi podobnych hodnot (nizsi teplota 90,95-145,09 mg/g s primérem 114,27 mg/g,
vyssi teplota 93,30-147,23 mg/g s pruimérem 120,08 mg/g). U cCerstvych vzorkil byla
antioxidaéni aktivita pii extrakci s teplotou 80 °C v intervalu tfetinovych hodnot oproti
suSenému rozmarynu, od 35,01 do 45,71 mg/g spramérem 40,30 mg/g. U vzorkl
extrahovanych pfi vyssi teploté¢ (95 °C) bylo rozmezi hodnot velmi uzké s primérem
40,35 mg/g, pticemz tento vysledek je stejny jako u vyluhu ziskaného pii nizsi teploté.
U cerstvych vzorkl oregana (OC1, OC2) jsou hodnoty AA stanovené metodou DPPH opét
niz§i nezu suseného rozmarynu, zobdobnych divodid jako popsano v piedchozich

kapitolach.

Pfi porovnéni antioxidacni aktivity metodou DPPH u vSech analyzovanych vzorki pii dvou
teplotach extrakce je patrné, ze teplota extrakce v tomto piipadé¢ neméla vyznamny vliv

na antioxidac¢ni aktivitu vyluhti oregana, i kdyz mnozstvi vyextrahovanych polyfenoli

vvvvv

Dle Szarowské [55] je antioxidaéni aktivita extraktll oregana v rozmezi

od 19,42 do 208,80 mg ekv. kyseliny askorbové na gram vzorku. Pii teploté vyluhu 80 °C
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byla hodnota AA 146,97 mg KA/g. V dané praci byl pouzit ale jiny standard pro piepocet
vysledkl. Wojdyto a kol. [53] ve své praci stanovili hodnotu AA metodou DPPH u oregana
v hodnotach 79,6 uM Troloxu/100 g suSiny vzorku, tedy s vyuzitim jinych jednotek
pro vyjadfeni vysledku AA.

7.2.4 Hodnoceni antioxida¢ni aktivity vzorkii oregana prostiednictvim hodnot ICso

(metoda DPPH)

Hodnota inaktivace ICso byla zjiStovana u vzorki pfipravovanych z extrakti vSech vzorka
oregana pii dvou riiznych teplotach louhovani. Extrakty byly pro stanoveni dale fedény dle

potfeby na koncentraci 90-5 %.

Na obrazku €. 20 je zobrazena vzorova kiivka pro vypocet hodnoty ICso vzorku oregana OS1
pfi teploté extrakce 80 °C. V tabulce ¢. 5 jsou uvedené rovnice regrese s vypoctenou

hodnotou ICso pro vSechny vzorky oregana extrahované pti teploté 80 °C.
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Obrazek 20: Stanoveni hodnoty 1Cso u vzorku OS1 pfi teploté 80 °C

Rovnice regrese zjisténa z kiivky vzorku OS1 pfi teploté 80 °C ma tvar:
y = 19,271 x x — 2,2447

y — hodnota inaktivace 7 [%]
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x — hodnota koncentrace extraktu ¢ [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R? = 0,9886.

Vypocitana hodnota inaktivace ICso je 2,71 mg/ml pro vzorek oregana OS1.

Tabulka 5: Rovnice regrese a hodnota ICso u vSech vzorkii oregana extrahovanych
pri teplote 80 °C

Cislo vzorku Rovnice regrese ICs0 [mg/ml]
OS1 y = 19,271 x — 2,2447 2,71
082 y =16,688 x + 1,4234 2,91
0S3 y = 15,78 x + 6,3422 2,77
054 y =22938x+ 7,902 1,84
OS5 y=19,269x + 11,769 1,98
0S6 y = 25,178 x + 4,345 1,81
OS7 y = 25,895 x + 6,0704 1,70
0S8 y = 24,449 x + 0,6466 2,02
0S9 y = 25,052 x + 4,0589 1,83
OCl1 y =6,399 x — 0,4931 7,89
0C2 y =10,299 x — 11,936 6,01

Vzorky suSeného oregana vykazovaly hodnoty inaktivace v uzkém rozmezi, a to v rozpéti
vzorek OS7, ale podobné vysledky vykazovaly 1 dalSi vzorky. Tyto zjist€éné hodnoty

koresponduji se stanovenou antioxidacni aktivitou metodou DPPH.

U cerstvych vzorkl oregana vykazoval vyssi antioxidacni aktivitu vzorek OC2 s hodnotou
inaktivace 6,01 mg/ml, tento vzorek vykazoval také vyssi antioxidacni aktivitu pii stanoveni

AA s vyuzitim metody DPPH.

Z porovnani vSech vzorkl suSeného oregana je zfejmé, Ze hodnocené vzorky vykazovaly

dva az Ctytikrat vySsi antioxidacni aktivitu, nez byla zjiSténa u dvou analyzovanych vzorka
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Cerstvého oregana. Tento rozdil je zpiisobeny, stejné jako u samotného stanoveni AA

metodou DPPH, nejpravdépodobnéji vys§im obsahem vody u Cerstvych vzorkii oregana.

Na obrazku €. 21 je uvedena vzorova kiivka pro vypocet hodnoty ICso vzorku oregana OS1
extrahovaného pii teploté 95 °C. V tabulce €. 6 jsou uvedené rovnice regrese s vypoctenou

hodnotou inaktivace ICso pro vSechny vzorky oregana extrahované pfi teploté 95 °C.
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Obrazek 21: Stanoveni hodnoty 1Cso u vzorku OS1 pfi teploté 95 °C

Rovnice regrese zjisténa z kiivky vzorku OS1 pfi teploté 95 °C ma tvar:
y = 19,007 * x + 4,985
vy —hodnota inaktivace 7 [%]
x —hodnota koncentrace extraktu ¢ [mg/ml]
Hodnota spolehlivost R? = 0,994.

Vypocitana hodnota inaktivace ICso je 2,37 mg/ml pro vzorek oregana OS1 extrahovaného

pfi teploté 95 °C.
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Tabulka 6: Rovnice regrese a hodnota ICso u vsech vzorku oregana extrahovanych
pri teplote 95 °C

Cislo vzorku Rovnice regrese ICs0 [mg/ml]
OS1 y = 19,007 x + 4,985 2,37
082 y =19,561 x + 2,6507 2,42
0S3 y = 15,474 x + 7,8024 2,73
054 y = 19,515 x + 23,499 1,36
0S5 y = 16,401 x + 21,733 1,72
0S6 y = 25,033 x + 12,237 1,51
0S7 y = 24,744 x + 16,092 1,37
0S8 y = 16,685 x + 18,391 1,89
0S9 y = 27,258 x + 7,0043 1,58
OCl1 y =7,4887 x — 0,5149 6,75
0C2 y = 8,0944 x — 2,9224 5,82

Hodnoty inaktivace se u vzorkli suseného oregana pohybovaly v izkém rozmezi hodnot
vzorky OS4 a OS7, tyto vysledky koresponduji i se zjisténymi vysledky antioxidacni aktivity
pomoci DPPH.

U cerstvych vzorkii oregana vykazoval vyss$i antioxidacni aktivitu vzorek OC2 s nizsi

hodnotou inaktivace.

I vtomto ptipadé¢ stanoveni vykazovaly vSechny vzorky suSeného oregana vyssi
antioxidacni aktivitu nez oba vzorky Cerstvého oregana, a to aZ pétinasobné, coz piiblizné
odpovida 1 zjisténému rozdilu mezi Cerstvymi a suSenymi vzorky pfi stanoveni antioxidacni
aktivity. Tento vysoky rozdil je zplsobeny vysSim obsahem vody v Cerstvych vzorcich
rostlin. U stanoveni antioxida¢ni aktivity vykazovaly susené vzorky az ¢tyindsobné vyssi

hodnotu nez vzorky cerstvé.
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Szarowska [55] ve své praci experimentalné stanovovala hodnotu ICso pro oregano. Hodnota
ICso byla uréena na 2,04 mg/ml, lze tedy fict, ze stanovené hodnoty ICso se pohybuji

na stejné hodnotové trovni jako bylo zjisténo v této praci.

Na obrazku €. 22 je porovnani hodnot ICso u vzorki oregana extrahovanych pii dvou riznych

teplotach extrakce.
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Obrazek 22: Porovnani hodnot ICso oregana pii extrakei o teploté 80 °C a 95 °C

Stanoveni ICso koresponduje s vysledky ziskanymi pfi stanoveni antioxidacni aktivity
metodou DPPH. U vsech vzorkil je znat mirny vliv vyssi teploty extrakce na hodnotu
inaktivace. U suSenych vzorkll 1ze pozorovat pokles hodnoty inaktivace v priméru o 13,4 %
(tedy narGst AA o 13,4 %), u Cerstvych vzorkli oregana je pokles 9,6 %, tedy nardst
AA o tuto hodnotu. Lze tedy fici, Ze vyssi teplota extrakce (95 °C) ma mirny vliv na hodnoty

inaktivace.

7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS bylo provedeno dle postupu uvedené¢ho
v kapitole 6.4. Antioxidacni aktivita metodou ABTS byla stanovena u 20 extrakt

rozmarynu a u 22 extrakti oregana pfipravenych pii dvou rtiznych teplotach extrakce.
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Antioxidacni aktivita v extraktech rozmarynu a oregana byla prepocitdina z hodnot
inaktivace na standard Troloxu a vyjadrena jako ekvivalent Troloxu v miligramech na gram

vzorku.

7.3.1 Porovnani antioxidacni aktivity metodou ABTS u vzorku rozmarynu

pri rizné teploté extrakce

Extrakty suSenych i Cerstvych vzorki rozmarynu byly pfipravovany pomoci extrakce
v destilované vodé pii teploté 80 °C a 95 °C. Bylo pfipraveno 10 extraktli rozmarynu, z toho
7 vzorkt suSeného rozmarynu a 3 vzorky Cerstvého rozmarynu. V grafu na obrazku €. 23 je
uvedeno porovnani pouzitych teplot extrakce pfi stanoveni antioxidacni aktivity metodou

ABTS s dvéma teplotami extrakce.
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Obrazek 23: Porovnani AA metodou ABTS u vzorkti rozmarynu pii rizné teploté extrakce

Vysledky antioxidacni aktivity (AA) stanovené metodou ABTS u suSenych vzorkl
rozmarynu extrahovanych pii teploté 80 °C byly v rozmezi
od 20,08 do 43,44 mg ekvivalentu Troloxu (TE)/g s primérem 35,78 mg/g, u extraktii
pripravenych pfi teploté¢ 95 °C byly hodnoty AA v podobné Sirokém intervalu, s vy$Simi
hodnotami od 28,01 do 52,08 mg/g, a tedy i vyS§im primérem 43,51 mg/g.
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U cerstvych vzorki byla zjisténa antioxidacni aktivita pii extrakei s teplotou 80 °C opétovné
v intervalu pomémné nizkych hodnot do 14,33 mg/g s primérem 8,20 mg/g, kdy u vyluha
pii teploté¢ 95 °C byly vysledky vyssi vrozmezi od 6,81 do 19,62 mg/g s primérem
12,27 mg/g. I u této analyzy bylo urceno, ze vyluhy z Cerstvych rostlin rozmarynu (RC1,

RC2, RC3) dosahovaly vyrazné nizSich hodnot AA u suseného rozmarynu.

Pii porovnani antioxidacni aktivity metodou ABTS u vSech analyzovanych vzorka
rozmarynu pii dvou teplotach extrakce je patrné, Ze teplota extrakce méla jisty vliv
na intenzitu antioxida¢ni aktivity, kdy antioxidacni aktivita byla, s vyjimkou jednoho

vzorku, mirn¢ vyssi u extraktl pripravovanych pti vyssi teploté, 95 °C.

Tlili a kol. [56] ve své studii stanovili AA u rozmarynu metodou ABTS na hodnotu
16,38 TE mg/g suSiny. To je hodnota odpovidajici v naSi praci antioxidacni aktivité
cerstvych vzorki. Wojdyto a kol. [53] ve své praci stanovili antioxidacni aktivitu ABTS
metodou u vzorku rozmarynu na 38,7 uM Troloxu/100 g susiny vzorku, v jinych jednotkach,

nez se uvadi v této praci.

7.3.2 Porovnani antioxidacni aktivity metodou ABTS u vzorki oregana pri rizné

teploté extrakce

Extrakty susenych i Cerstvych vzorkli oregana byly pfipravovany pomoci extrakce
v demineralizované vodé pti dvou teplotach 80 °C a 95 °C. Bylo pfipraveno 11 extrakti
oregana, ztoho 9 vzorkli suSeného oregana a 2 vzorky Ccerstvého oregana. V grafu
na obrazku €. 24 je uvedeno porovnani pouzitych teplot extrakce pfi stanoveni antioxidacni

aktivity metodou ABTS u danych teplot extrakce.
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Obrézek 24: Porovnani AA metodou ABTS u vzorkl oregana pfi rizné teploté extrakce

Hodnoty antioxidacni aktivity metodou ABTS u suSenych vzorkl oregana extrahovanych
pti teploté 80 °C byly v rozmezi od 42,03 do 85,39 mg ekvivalentu Troloxu/g s primérem
66,56 mg/g, pticemz u vzorki oregana louhovanych pii vyssi teploté, 95 °C, byly zjisténé
vysledky v t¢émé&f stejné §ifi (38,51 do 91,99 mg/g) s obdobnym primérem (71,34 mg/g) jako
pfi vyuZiti niZ§i extrak¢ni teploty.

U cerstvych vzorki oregana (OC1 a OC2) byla situace s AA obdobna jako v ptipadé vzorkl
rozmarynu, kdy jak pifi niz$i, tak i vysS$i teploté byly hodnoty AA vyrazné nizsi
nez u susenych bylin s navzajem podobnymi hodnotami pro ob¢ teploty (11,29-20,54 mg/g
s prumérem 15,92 mg/g u nizsi teploty, a 14,99-22.75 mg/g s prumérem 18,87 mg/g u vyssi
teploty).

Pfi porovnani antioxida¢ni aktivity metodou ABTS u vSech analyzovanych vzorktli oregana
pii rizné teploté extrakce je patrné, Ze teplota extrakce pifi tomto stanoveni neméla

vyznamny vliv na antioxidacni aktivitu stanovenou metodou ABTS.

Wojdyto a kol. [53] experimentalné stanovili antioxidacni aktivitu pomoci metody ABTS
uvzorku oregana na 19,9 uM Troloxu/100 g suSiny vzorku, v jinych jednotkach,

nez uvadime my.
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ZAVER

Rozmaryn 1 oregano jsou cenénymi rostlinami v mnoha odvétvich pramyslu —
farmaceutickém, potravinarském a kosmetickém. V téchto odvétvich je vyuzivan i jejich
antioxidacni u€inek. V potravinaistvi je vyznamny vliv na prodlouzeni udrznosti potravin,
v kosmetickém priimyslu jejich ptidavek pomahé k prodlouzeni trvanlivosti kosmetickych
prostiedkli a ve farmaceutickém prumyslu je vyuzivano nékterych jejich 1éCebnych
vlastnosti a také schopnosti vychytavat volné radikaly, které mohou zptsobovat fadu
civilizacnich chorob a starnuti. Antioxidacni G€inky obou bylin jsou zprostfedkovavany

predevsim diky obsahu polyfenolickych sloucenin.

Cilem této prace bylo zjiSt'ovani vlivu teploty extrakce na stanoveni obsahu polyfenolickych
latek a antioxidacéni aktivity v extraktech pfipravenych z rozmarynu a oregana s vyuZzitim
metod stanoveni celkového obsahu polyfenoli a antioxida¢ni aktivity metodami DPPH, ICso
a ABTS. Celkem bylo pfipraveno 14 extraktli suSenych vzorkll rozmarynu, 6 extraktl
cerstvych vzorkil rozmarynu, 18 extraktii suSenych vzorkl oregana a 4 extrakty Cerstvych
vzorkll oregana. Extrakty byly pfipravovany za pouziti vody jako extrakéniho cinidla

a extrakce probihala za dvou riznych teplot, a to 80 °C a 95 °C.

Bylo zjisténo, Ze extrakty z Cerstvych bylin, jak rozmarynu, tak 1 oregana, vykazovaly niZsi
celkovy obsah polyfenolli a vykazovaly niz8i antioxidacni aktivitu metodou DPPH, ICso
1 ABTS. Tato skutecnost je zpisobena v nejvétsi mie vy$Sim obsahem vody v Cerstvych

rostlinach.

U vzorkll rozmarynu 1 oregana byl zjiStén vliv teploty extrakce na mnoZstvi celkového
obsahu polyfenoll. Vyssi teplota extrakce, 95 °C, byla G€innéjsi pti extrakei polyfenolickych
latek ztéchto bylin nez nizsi extrakéni teplota 80 °C. Této teploty je také vyuzivano

pii pfipravé odvari z téchto bylin nebo kosmetickych vyluht.

Extrakty rozmarynu vykazovaly pfi stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH, ICsq
1 metodou ABTS vysSich hodnot pfi vyuziti vyssi extrakéni teploty, 95 °C, ktera tedy byla
ucinngjsi. Vliv teploty se u jednotlivych vzorkli rozmarynu ob¢as mirné lisil, ale je nutné
zohlednit druh rozmarynu, podminky péstovani, sklizn€, suSeni a podminky piipravy

extraktu.

U extraktd oregana byl prokdzan jen mirny vliv extrakéni teploty na antioxidacni aktivitu.

Vysledky zjisténé s vyuzitim dvou extrakénich teplot byly v nékterych ptipadech navzijem
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srovnatelné, ve vSeobecnosti byl patrny mirny nartist pro AA u vzorkll po extrakci vyssi

teplotou.

V ramci hodnoceni vysledkl vSech analyzovanych vzorkii rozmarynu i oregana je nutné brat
v ivahu druh byliny, podminky péstovani, sklizn¢ 1 dalSiho primyslového zpracovani
v pripad¢ susenych vzorkid. VSechny tyto faktory maji znacny vliv na obsah antioxidantii
v téchto rostlinach. Celkové byly obé byliny vyhodnoceny jako dobry zdroj antioxidacnich
latek a je tedy vhodné zatadit jejich konzumaci do nasi stravy, jako ptidavek pii ptiprave
pokrmti, bylinnych nalevii. Na zaklad¢ obsahu polyfenolickych latek a antioxidacni aktivity

zjisténych v této praci je oregano o trochu lepsi zdroj antioxidacnich latek nez rozmaryn.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA Antioxidac¢ni aktivita

AAPM Metoda s 4-aminoantipyrinem

ABTS 2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)

DPPH Difenylpikrylhydrazyl

FCM Metoda s vyuzitim Folin-Ciocaulteuova ¢inidla

HPLC High-perormance liquid chromatography (vysokou¢innd kapalinova
chromatografie)

ICso Hodnoty inaktivace pro koncentraci 50 %

MS Mass spektrometry (Hmotnostni spektrometrie)

ORAC Metoda hodnotici eliminaci kyslikovych radikali

PBM Metoda Price a Butlera

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity (Ekvivalent antioxidacni kapacity
Troloxu)

TPC Total phenol content (celkovy obsah polyfenolit)
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