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Abstrakt

V této préaci byly studovany antioxidacni vlastnosti liSejnikti na sedmi zastupcich rodu
Cladonia metodou DPPH, metodou reduk¢ni sily, metodou Folin-Ciocalteu a dvéma
elektrochemickymi metodami: cyklickou voltametrii a pritokovou injek¢éni analyzou
s amperometrickou detekci.

Obe¢ elektrochemické metody byly provadény na elektrodé ze skelného uhliku (GCE) a na
elektrodé z uhlikové pasty (CPE), FIA i1 CV byly vyhodnocovany pii potencidlu E = 1,2 V.
Elektroda z uhlikové pasty se ukazala jako nevhodna pro tento typ stanovovani,
pravdépodobné¢ kvuli blize nezjistitelnym interakcim mezi uhlikovou pastou
a analyzovanym extraktem. Nevhodnost se projevovala pfevazné na velmi Spatné az skoro
zadné korelaci s ostatnimi metodami.

Po vyhodnoceni naméfenych dat lze usuzovat, ze studované liSejniky rodu Cladonia
skute¢né obsahuji latky s antioxida¢nimi vlastnostmi, z nichz vétSina bude pravdépodobné

fenolického charakteru.



Abstract

Antioxidant properties were studied on seven members of the Cladonia lichen family using
the DPPH method, Reducing Power method, Folin-Ciocalteu method and two
electrochemical methods: cyclic voltammetry (CV) and flow injection analysis (FIA) with
amperometric detection.Both electrochemical methods were carried out with the use of
glassy carbon electrode (GCE) and carbon paste electrode (CPE), FIA and CV were
evaluated on the potential f E=1,2 V.

The carbon paste electrode turned out not to be ideal for these kinds of measurements,
possibly for unknown interactions betweeen the carbon paste and the analysed extract.
The inapplicability of the electrode took shape of low to zero correlation between this and

most of the other methods.

Evaluation of the measured data could infer that the studied Cladonia family lichens really
contain substances with antioxidant properties, of which the most would probably be of

phenolic type.
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1 Uvod
1.1 Cile prace

V této praci bylo hlavnim cilem vyzkouset a vzajemné porovnat vybrané
metody stanoveni antioxidacni aktivity extraktd liSejnikii. Pro méfeni bylo vybrano 7
zastupcti lisejnikl rodu Cladonia, a to C. arbuscula, C. ciliata, C. gracilis, C. mitis, C.
rangiferina, C. stygia a C. uncialis.

Pouzity budou spektrofotometrick¢é metody, konkrétné metoda DPPH, metoda
stanovani redukcni sily (RP) a metoda Folin-Ciocalteuova, a metody elektrochemické,
jmenovité cyklickd voltametrie a pritokova injekéni analyza s amperometrickou detekci.
U obou téchto elektrochemickych metod budou pouzity dvé rizné elektrody: elektroda ze
skelného uhliku (GCE) a uhlikové pastova elektroda (CPE).

Ziskana data budou statisticky vyhodnocena, aby byla zjisténa vzajemna korelace

mezi metodami.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které zpomaluji nebo zastavuji oxidativni procesy, které
a farmaceutickych vyrobkl, pievazné pro zamezeni nebo zpomaleni oxidace téchto
vyrobkti nebo jejich pfed¢asnému rozpadu a rozkladu, pii nichz mohou vznikat i nezadouci
latky s moznym toxickym ¢i jinym zdvadnym u¢inkem. U Zivych organism mohou volné
radikaly napadat DNA, proteiny a jinak narusovat spravny chod zivotnich procesti bun¢k.
Takto poskozené bunky mohou preriist v rakovinné bujeni, coz je také jednim z diivodd,
a antibakteridlni Gc¢inky [2, 3, 4]. V malém mnozstvi volné radikdly ovSem nepisobi
negativné, naopak napomahaji pfirozenym bunéénym procestim, jakym je napt. fagocytdza
nebo spravné bunécné signalizace [5]. Antioxidanty se obohacuji i krmiva pro zvifata
uzitkova ajateCni, jelikoz oxidac¢ni stres muize trvalym poSkozenim bunék ovlivnit
kuptikladu kvalitu masa ¢i mléénych vyrobk [6].

Vedle ptirodnich antioxidanti existuji 1 antioxidanty syntetické, napt.: BHT, TBHQ
¢i BHA. Syntetické antioxidanty jsou levnéjsi nez pfirodni antioxidanty, ov§em mohou mit
vedlejsi u¢inky a mohou pusobit karcinogenné [4,6,7].

Mezi antioxidanty patii latky typu fenold, fytosteroldi, karotenoidl, tokoferoly,
tokotrienoly apod. [8]. Fenolické latky jsou coby sekundarni metabolity pfitomny ve vSech

rostlinach a zaroven tvoti velky podil pfirodnich antioxidanti [1,2].
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2.2 LiSejniky

Lisejniky jsou symbiotické organismy sestavajici z houby (mykobionta)
a fotosyntetického symbionta (fytobionta), jimz jsou nejcastéji zelené ftasy nebo
cyanobakterie [9]. LiSejniky jsou velmi pfizpisobivé druhy, coz dokazuje jejich vyskyt ve
vSech podnebnych pasmech. Existuji i druhy rostouci na Antarktidé endoliticky, v tropech
na listech rostlin nebo druhy, které je mozné nalézt v korytech potokt ¢i pftilivovych
zonach. Ovsem nejcastéji je mozné se s liSejniky setkat v mirném a subarktickém pasmu

[19-11].

Nejcasteji maji liSejniky tzv. heteromerickou stélku (Obr. 1). K témto liSejnikiim
pafi i druhy, se kterymi bylo zachdzeno v této praci.

Na povrchu heteromerické stélky je svrchni korova vrstva slouzici primarné jako
ochranna vrstva a k rozmnozovani. Nésleduje fasova vrstva zajiStujici fotosyntézu,
dfefiova vrstva tvofena prevazné mykobiontem, ktera stélce napomahd zadrzovat vodu
a konecné spodni korova vrstva s priduchy a s rhiziny, které liSejnik ukotvuji na misté

rastu [10-12].

V fasové a dreniové vrstvé vznikaji veSkeré metabolické produkty, které se daji
rozdélit na hlavni dvé podskupiny, a to intracelularni (primarni) metabolity a extracelularni
(sekundarni) metabolity. Mezi nejcastéjSi primarni metabolity patfi proteiny,
aminokyseliny, polyalkoholy, karotenoidy, polysacharidy a vitaminy, které se vazou na

bunécnou sténu a protoplasty. Tyto latky jsou Casto rozpustné ve vodé [10].

Oproti tomu sekundarni metabolity, kterych je v celkovém poctu latek vytvarenych
liSejniky vétSina, jsou vylucovany na povrch bunék, kde krystalizuji a kumuluji se ve
vrstveé svrchni kliry. Tyto latky jsou vétSinou ve vodé nerozpustné a jsou extrahovatelné jen
organickymi rozpoustédly. Pfikladem sekundéarnich metaboliti jsou fenolické latky, které
mohou mit antibiotické ucinky, mohou zastavat funkci, pigmentd, toxind, inhibitord
enzymi, apod. Kromé fenolickych latek liSejniky vytvafi kupiikladu latky ze skupiny

estert, terpend, steroidl ¢i kyselin.
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Pravé diky obsahu sekundarnich metaboliti a jejich antioxida¢nim
a antibakteridlnim vlastnostem byly rizné druhy liSejnikl, jimiz se zabyva i tato préce,

v prubehu vékl v riznych ¢astech svéta vyuzivany pro pirirodni a lidové 1écCitelstvi [13,14].

svrchni
— korova
vrstva

| fasova
vIstva

L diefiova
vrstva

spodni
— korova
vrstva

— rhiziny

Obr. 1 — Rez heteromerickou stélkou. Pfevzato a upraveno z [12].
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2.3 Analytické metody stanovovani antioxidac¢ni aktivity

Soupis vSech analytickych metod, vCetné jejich vzajemnych kombinaci, které by se
daly pouzit na stanovani antioxidantd, by mél desitky, ne-li stovky polozek. I ptesto se da
rozdélit na dvé hlavni podskupiny, a to metody zalozené na eliminaci radikalti nebo
metody studujici redoxni potencidl, vnichz se vyuziva jak chemickych, tak
elektrochemickych reakci. Dalsi metody zahrnuji studium antioxidacnich ucinkG na
bakterialni kultufe, nejCastéji na gram-pozitivnich bakteriich, napt.: Lactobacillus
acidophilus, Staphylococcus aureus, méné Casto na gram-negativnich bakteriich jako je

napt.: Escherichia coli nebo Helicobacter pylori [2,15].

VétSina rostlinnych antioxidantil je stanovitelnd spektrofotometricky, avSak je zde
riziko interference s reagenciemi ¢i maskovani v ptipadé€ barevnych extraktd. Proto se pfi
spektrofotometrickém stanoveni roztok vzorkti dopliuji ldtkami pro vytvoreni méfitelné

barevné zmény. [8].

Kromé metod vySe zminénych existuji 1 metody enzymatického charakteru, které
jsou vhodnéjsi k pouziti in vivo. Mohou slouZit ke sledovani zanétlivych procest, pisobeni
xenobiotik v organismu ¢i jinych, pro organismus vétSinou zhoubnych, procest.

Takto vyuZivanymi enzymy, pfipadn€ jejich produkty, jsou napf. katalasa,
lipidperoxidasa nebo glutathionreduktasa. [16]

Metody stanovovani in vivo vétSinou spocivaji v testovani na pokusném zviteti,
tj. kralik, mys, potkan apod., které je nasledné usmrceno, je vyiat prisluSny organ a miize

byt zkouména pozadovand problematika.

vvvvvv
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2.3.1 Metody zaloZené na eliminaci radikali

Metoda vyuzivajici DPPH

DPPH se vyuziva z divodu stability tohoto volné¢ho radikalu. Volny elektron je
delokalisovan po celé struktute a zarovenn nedochazi k vytvareni dimert, jako tomu byva
ujinych volnych radikali [1]. Vysledky reakce antioxidanti s DPPH jsou méfeny
nejbéznéji spektrofotometricky a casto vyjadfovany jako ekvivalent napi. kyseliny

askorbové, gallové nebo jiné kyseliny s antioxida¢nimi vlastnostmi [5,17-19].

Metoda vyuzivajici ABTS (Metoda TEAC)

Tato metoda sleduje schopnost studovanych latek zhaset kation-radikal ABTS-.
Jelikoz je cCasto tato vlastnost studované latky udavana jako ekvivalent syntetické,
antiradikalové pusobici slouCeniny snazvem Trolox, lze se setkat i s alternativnim
oznacenim metody, a to Trolox equivalent antioxidant capacity, zkracen¢ TEAC [20].

Trolox je vyuzivan i u jinych metod jako standard [17].

Metoda ORAC

Metoda ORAC sleduje schopnost latky zpomalovat ¢i zastavovat radikdlovou
reakci s generovanymi radikaly kysliku. Ubytek radikali se sleduje pomoci sniZeni
fluorescence fluoresceinu nebo P-fykoerytrinu. Hodnota absorpéni kapacity studované

latky se udava v ekvivalentech Troloxu. [20, 21].
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2.3.2 Metody zaloZené na zkoumani redoxniho potencialu

Metoda Ferric Reducing-Antioxidant Power (FRAP)

Tato metoda je zalozena na méfeni schopnosti antioxidantii pfi nizkych pH
redukovat Zelezité ionty na Zeleznaté. Spektrofotometricky se méfi absorbance pii A = 593

nm. Tato metoda nejcastéji uplatituje v potravinarském pramyslu [5].

Reduk¢ni sila (RP)

Redukéni sila latky je sledovana méfenim absorbance po probéhnuti sledu reakci,
kdy dochazi stejn¢ jako u FRAP kredukci zelezitych iontl, které jsou na pocatku
v nadbytku, a nésledn¢ dochézi k vytvareni spektrofotometricky meéfitelného barevného
komplexu. Cim vy$§i je naméfena absorbance reakéni smési, tim vétsi redukéni silu

studovana latka ma [5].

Cyklicka voltametrie

Pomoci cyklické voltametrie, tedy meétfeni zavislosti proudu na vkladaném
potencidlu, Ize sledovat redoxni aktivitu smési latek. Zakladni vyhoda stanovovani pomoci
cyklické voltametrie je moznost ovlivnit, jak silné antioxidany budou ve vysledku

zahrnuty, volbou potencialu, do kterého je kfivka méfena [22].

Pritokova injek¢ni analyza s amperometrickou detekci

Pii pratokové injekéni analyze je vstfikovan maly objem vzorku do nosného
roztoku. Amperometricka detekce pfitom vyuziva podobnych vlastnosti latek jako cyklicka
voltametrie, ale méfi se za konstantniho napéti. Vyhodou této metody je uspora vzorku,

rychlost méfeni a absence nutnosti promyvani reakéni cely [23].
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Folin-Ciocalteu

Neni pfimo urcena na stanovovani antioxidantli, pouziva se ke zjistovani celkového
obsahu fenolickych latek ve studovaném vzorku, ale vzhledem k tomu, ze velké mnozstvi
antioxidantli je fenolické povahy, jeji vysledky Casto s antioxida¢ni kapacitou souviseji.
Neni vhodna pro pfilis zfedéné vzorky [19]. Spektrofotometricky se méfi absorbance
vzorku po probéhlé reakci s Folin-Ciocalteuovym fenolovym d¢inidlem, vyjadiuje se

v ekvivalentech standardu.
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3 Experimentalni Cast

3.1 Instrumentace

3.1.1. Spektralni metody

Spektrofotometrickd méteni probihala na spektrofotometru Specord 210 PLUS
(Analytik Jena, Némecko) ovladanym softwarem WinASPECT PLUS. Pouzity byly
kifemenné kyvety o optické draze 1,000 cm.

3.1.2  Elektrochemické metody

K voltametrickym méfenim bylo pouzito tfielektrodové zapojeni na pfistroji
PalmSens 2 (PalmSens, Nizozemi) ovlddanym softwarem PSTrace 3.0. Byly pouzity dva
druhy pracovnich elektrod, a to elektroda ze skelného uhliku (GCE) o priméru 3 mm
(Metrohm, Svycarsko) a uhlikova pastova elektroda (CPE) o priméru 2 mm. Dale byly

pouzity referentni argentchloridova (3M KCI) a pomocna platinova elektroda.

Pro priitokovou injekéni analyzu bylo vyuzito sestavy slozené z vysokotlaké pumpy
HPP 5601 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika), kdy k davkovani vzorki slouzil
Sesticestny davkovaci ventil (Ecom, Ceska republika) se smyckou o objemu 100 pL.
Pouzité elektrody i1 software byly stejné jako u cyklické voltametrie. Pracovni elektroda
byla umisténa pifimo proti vytoku kapilary nesouci smé&s mobilni faze a davkovaného
vzorku a referentni i pomocna elektroda byly spolu s pracovni elektrodou v ptrepadové

nadobce obsahujici mobilni fazi.

3.1.3  Dalsi pouzité vybaveni

o Magnetickd michacka

o Analytické vahy Sartorius 2004 MP (Sartalex, Ceska republika)
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3.2

3.3

rodu dutohlavka (Cladonia), a to: dutohlavka lesni (Cladonia arbuscula), dutohldvka
brvita (Cladonia ciliata), dutohlavka §tihla (Cladonia gracilis), Cladonia mitis, dutohlavka

sobi (Cladonia rangiferina), dutohldvka temnd (Cladonia stygia) a dutohlavka hvézdovita

Seznam pouzitych chemikalii

Mikrokrystalicky grafit CR2 995 (Graphite Tyn, Ceska republika)
Mineralni olej (Fluka Biochemika, Svycarsko)

Rutin, trihydrat (analyticky standard, Sigma-Aldrich, USA)

BHT (>99%, Sigma-Aldrich, USA)

Methanol p. a. (Lach-Ner, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny p. a., dihydrat (Lachema, Ceska republika)
Uhli¢itan sodny (Lachema, Ceska republika)

Chlorid Zelezity (Lachema, Ceska republika)

Kyselina gallova (=98%, Sigma-Aldrich, USA)

Ferrikyanid (Lachema, Ceska republika)

DPPH (Sigma-Aldrich, USA)

Folin — Ciocalteuovo fenolové ¢inidlo (2M, Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina trichloroctova (Fluorochem, UK)

Hydroxid sodny (8M, Fluka Biochemika, Svycarsko)

Kyselina octova p.a. (99%, Lach-Ner, Ceska republika)

Priprava extraktii

Ke zkoumani antioxidacnich vlastnosti liSejnika byly v této praci vybrani zéstupci

(Cladonia uncialis).

Vsechny vzorky byly nasbirany v ptirodni rezervaci Fajmanovy skaly, Brdy,

dne 20. 12. 2016.
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Zasobni roztoky extrakti liSejnikii byly pfipravovany z homogenisované suSiny
v poméru 0,25 g na 10 ml methanolu. Extrakty byly pfipravovany po 50 mL. Vzorky
lisejnikit byly nadale extrahovany po dobu 24 hodin za stdlého michani na magnetické
michacce. Po uplynulych 24 hodinach byly extrakty filtrovany pies skladany filtr do

uzaviratelnych nadob.

Takto pripravované extrakty byly poté uchovavany v mrazni¢ce z davodu kratké
trvanlivosti téchto extraktl. Extrakt ponechany pfi laboratorni teploté vykazoval jiz po
tydnu barevné zmény a rozpad latek v ném obsazenych. Hodnoty naméfené v tomto

extraktu byly zhruba polovi¢ni oproti extraktim uchovavanych v mraznicce.

Extrakce byla u kazdého druhu provedena trikrat.

3.4 Pracovni postupy jednotlivych metod
341 Metoda DPPH

Byly pfipraveny 3 ml vzorku v fedéni 0x, 2x, 4x a 8x, ke kterym bylo pfidano po
1 ml roztoku DPPH (c = 126,8 uM). Po 30 minutach inkubace pfi laboratorni teploté byly
vzorky méfeny proti methanolu pfi vlnové délce A = 516 nm. VSechna méfeni byla
provedena trikrat. Absorbance pro jednotlivé kalibracni fady vzorkti byly prolozeny
logaritmickou zavislosti a zrovnice této zavislosti bylo vypo€itdno mnozstvi extraktu

odpovidajici poklesu absorbance roztoku DPPH o 50 %.

3.4.2 Metoda Folin-Ciocalteu

Nejprve byla pfipravena kalibra¢ni fada kyseliny gallové (0, 200, 400, 600, 800
a 1000 pl) ze zasobniho roztoku o koncentraci 1 g/1 | destilované vody. Po piidavku
0,25 ml Folin-Ciocalteuova fenolového ¢inidla byly roztoky inkubovany po 10 minut pfi
pokojové teploté. Nasledné bylo pfidano 2,5 ml uhli¢itanu sodného a do 5,25 ml doplnéno
destilovanou vodou. Po dalsi inkubaci 30 minut byla méfena spektra. Odecitand vinova

délka byla A = 768 nm.
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Stejnym zpiisobem byly pfipraveny roztoky extraktti, kdy extrakty byly pipetovany
v objemu 250 pl. Vysledky byly pfepocitany na ekvivalent koncentrace kyseliny gallové.

Vsechna meéteni roztokli extraktli byla provedena tiikrat.

3.4.3 Redukéni sila

Extrakty liSejniku o objemu byly 250 pl doplnény vodou na objem 1 ml a slepy
vzorek byl pfipraven jako 250 ul methanolu, opét doplnénych do 1 ml destilovanou vodou.
Jako kontrolni standard byl pouzit rutin (roztok ptipraveny doplnénim 2 ml methanolového
roztoku rutinu o koncentraci 1 mg/ml do 10 ml destilovanou vodou) a BHT (ImM roztok v
methanolu) fedéné vodou obdobnym zptisobem.

K takto ziskanym roztokiim bylo pfipipetovano 2,5 ml fosfatového pufru (0,2 M,
pH = 6,6) a 2,5 ml 1% roztoku ferrikyanidu.

Roztoky byly dale inkubovany ve vodni 14zni o teploté 50 °C po dobu ¢ = 20 min.
Po inkubaci bylo z kazdého roztoku odpipetovano 2,5 ml do jiz pfipravené¢ho roztoku
sestavajiciho z 0,5 ml 0,1% roztoku chloridu zelezit¢ho a 2,5 ml destilované vody.

Absorbance byla métena pii vinové délce A = 700 nm.

3.5 Elektrochemické metody
3.5.1 Priprava pastové elektrody

Uhlikova pasta byla pfipravena jako smés v poméru 250 mg grafitu na 100 pl
mineralniho oleje. Tato smés byla homogenisovana v tfeci misce a nasledné ji byla

naplnéno télo elektrody.

3.5.2 Cyklicka voltametrie

Roztoky extraktli byly namichany v poméru 0,60 ml extraktu na 1,80 ml methanolu
a 0,60 ml acetatového pufru (0,2 M, pH = 4,5). Méfeni probihalo pii rychlosti 100 mV/s od
pocatecniho napéti 0 mV do 1400 mV.
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Po kazdém méfeni byly pracovni elektrody obnovovany. Elektroda ze skelného
uhliku byla obrusovéna krouzivymi pohyby na aluming, pastova elektroda byla otirana
vlhkym filtracnim papirem.

Vsechna méteni probehla tiikrat.

3.5.3 Prutokova injek¢ni analyza

Roztoky extraktl byly ptipraveny v poméru 200 pl extraktu na 7,80 ml methanolu
a2,00 ml acetatového pufru (0,2 M, pH = 4.,5). Méfeni probihalo za konstantniho
potencidlu E = 1,2 V v intervalu méfeni ¢ = 0,01 s. Roztoky extraktd byly davkovany
davkovacim ventilem se smyckou o objemu 100 pl do nosného roztoku o slozeni
methanol:acetatovy pufr v poméru 4:1 pfi rychlosti prittoku tohoto roztoku 1,0 ml.min.

Byly provadény série 3 ndstiikl pro kazdy roztok extraktu. Po kazdé sérii méfeni

byly obnovovany pracovni elektrody jako v ptipadé¢ cyklické voltametrie.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace elektrochemickych metod

Pro orientaci, jak budou vypadat odezvy elektrochemickych detektor, byla
provedena série pokusnych méfeni. Pro CV byl zméten slepy vzorek a nasledné byl vybran
jeden z extraktli, ktery byl prométen v rozmezi potenciali 0 — 1400 mV. Vysledné kiivky
jsou zndzornény na Obr. 2. Reakce vétSiny latek v extraktu jsou ireverzibilni, protoze neni
mozné pozorovat signal béhem zpétného skenu.

Naméiend data wukazuji pomérné vysoky potencidl, potfebny k reakci
vyznamné¢jSitho mnozstvi latek v extraktu. Zavislost proudové odezvy na vloZeném
potencialu byla sledovéana i pomoci FIA (Obr. 3). V tomto ptipadé je slabou odezvu mozné
pozorovat jiz pii potencialu 0,8 V. Nicméné k relevantnimu narstu dochazi az v okoli
hodnoty potencidlu 1,0 V.

Vzhledem k témto pribéhim jsme se rozhodli pouzit jako detekéni potencial

u FIA 1 horni mez potencialu odecitaného z cyklickych voltamograma hodnotu 1,2 V.

/THA]

EV

Obr. 2 — Cyklicky voltamogram extraktu (Cernd kiivka) a slepého vzorku (Cervena kiivka)

naméfeny pomoci GCE metodou CV v prostiedi methanolu a acetdtového

pufru (pH =4,5)
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Obr. 3 — Graf zavislosti vySky pikli na vlozeném potencialu na elektrodu: GCE (prazdné
symboly) a CPE (plné symboly), naméteno metodou FIA s amperometrickou detekci

v prostfedi methanolu a acetatového pufru (pH = 4,5)
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4.2 Elektrochemické stanoveni

Za zvolenych podminek, tedy v pétinasobné ziedéném extraktu a v roztoku obsahujicim 80
% methanolu a 20 % acetatového pufru (0,2 M, pH = 4,5), byly zméfeny voltamogramy
extrakti jednotlivych liSejnikd. Méteni probihalo pfi rychlosti 100 mV/s od pocatecniho
napéti 0 mV do 1400 mV. Béhem méfeni se ukazalo, ze pii opakovanych skenech na
neobnoveném povrchu elektrody dochézi k rychlému poklesu odezvy, proto byl povrch
elektrody obnovovan leSténim nebo otfenim pasty po kazdém skenu. Na ziskanych
zaznamech (Obr. 4 ukazuje vysledky ziskané na GCE) je patrny rizny charakter kiivek —
nékteré, konkrétné C. gracilis, C. rangiferina a C. stygia, poskytuji odezvu uz pii nizsich
signdlech, obsahuji tedy latky s vétSimi antioxidacnimi Uc€inky, zatimco u ostatnich
extraktll nachdzime vétsi odezvu az pti vyssich potencialech.

Zaznamy méfeni jednotlivych extraktd ziskané pomoci FIA s amperometrickou detekci na
GCE jsou ukazany na Obr. 5. I v tomto ptipad€ se pii delSim meéfeni projevoval pokles

odezvy, proto byly elektrody obnovovany po kazdé sérii tii nastiikli jednoho extraktu.

20
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Obr. 4 — Cyklicky voltamogram extraktli naméteny pomoci GCE metodou CV v prostiedi

methanolu a acetatového pufru (pH = 4,5)
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Obr. 5 — Série pikid extraktd liSejnikti naméfend metodou FIA s amperometrickou detekci

pfi konstantnim potencialu £ = 1,2 V v prostfedi methanolu a acetatového pufru (pH = 4.,5)
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4.3 Porovnani vysledku

Vysledné hodnoty antioxidacni aktivity ziskané z vyhodnoceni jednotlivych
metod jsou shrnuté v Tab. 1. Z vysledkl je patrny znacny rozptyl mezi opakovanymi
stanovenimi pro jednotlivé druhy liSejnikii, zplUsobeny =zfejm¢ nedostatecné
reprodukovatelnymi podminkami extrakce. Tento faktor se, spolu s vzijemnym malym
rozptylem vysledkl, zfejmé podepsal na vysledcich v dalsi ¢asti, kdy byly vysledky
jednotlivych metod vzajemné prokombinovany a prolozeny linedrni zavislosti, z niz byl
zjistén korelacni koeficient (viz Tab. 2). Korelace mezi vysledky jednotlivych metod je
obecné pomérné Spatnd, presto si lze povSimnout, ze metody zahrnujici méteni pomoci
CPE vykazuji obecné horsi korelaci s ostatnimi metodami ve srovnani s GCE. Graficka

znazornéni korelaci mezi spektrofotometrickymi a elektrochemickymi metodami s pomoci

GCE jsou znazornéna na Obr. 6 —12.

Tab. 1 — Souhrn vysledki jednotlivych metod.

Arb
Cil
Gra
Mit
Ran
Sty
Unc

DPPH

koncentrace
extraktu
odpovidajici 50%
ubytku DPPH
[mg.ml!]

RP

absorbance

Folin-Ciocalteu

koncentrace
odpovidajici
ekvivalentu
koncentrace

kyseliny gallové
[mg.ml']

CV-GCE

[Vs]

FIA-GCE

[1As]

0,1805 + 0,038 %
0,1755 £ 0,046 %
0,1841 + 0,018 %
0,1162 £ 0,012 %
0,1450 + 0,037 %
0,1609 = 0,018 %
0,1802 + 0,025 %

0,0350 + 0,015 %
0,0351 + 0,022 %
0,0471 + 0,020 %
0,0132 + 0,027 %
0,023 + 0,0158 %
0,023 £ 0,0067 %
0,0656 = 0,0070 %

0,6696 = 0,041 %
0,5377 + 0,023 %
0,5206 = 0,104 %
0,3780 + 0,061 %
0,6900 = 0,031 %
0,5772 + 0,047 %
1,1930 + 0,059 %
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1,76 = 0,465 %
2,51+0,712 %
3,04 + 0,496 %
2,2+0,706 %
2,6 0,511 %
3,18+ 0,509 %
4,4+0,736 %

6,85 0,698 %
7,80 = 0,951 %
5,17 1,329 %
4,68 + 0,299 %
4,14+ 1,305 %
5,36 + 1,048 %
8,54 + 0,385 %



Tab. 2 — Korela¢ni koeficienty (R) jednotlivych kombinaci provadénych metod

Folin-
DPPH ] RP CV-CPE CV-GCE FIA-GCE
Ciocalteu

FIA-CPE -0,1723  0,03467  -0,0062  0,45783 -0,15876  0,63721
FIA-GCE 0,2961 0,39286  0,42808 0,48918 -0,01088
CV-GCE -0,0708  0,54446  0,39194  -0,14088
CV-CPE 0,0972 -0,1943 -0,1164

RP 0,53123 0,61047
Folin-
. 0,20801
Ciocalteu
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Obr. 6 — Vzajemna korelace ploch pikii méfenych metodou CV s pomoci GCE v prostiedi

methanolu a acetatového pufru (pH = 4,5) a absorbanci naméfenych metodou RP
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Obr. 7 — Vzajemna korelace ploch piki méfenych metodou FIA s amperometrickou

detekci pti konstantnim potencidlu £ = 1,2 V s pomoci GCE v prostfedi methanolu

a acetatového pufru (pH = 4,5) a absorbanci namétenych metodou RP
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Obr. 8 — Vzajemna korelace ploch pikii métenych metodou CV s pomoci GCE v prostiedi

methanolu a acetatového pufru (pH = 4,5) a koncentracnich ekvivalentti kyseliny gallové

vypocitanych z kalibra¢ni zévislosti hodnot namétenych metodou Folin-Ciocalteu
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Obr. 9 — Vzijemna korelace ploch pikii métenych metodou CV s pomoci GCE
v prostfedi methanolu a acetatového pufru (pH = 4,5) a koncentra¢nich ekvivalent

kyseliny gallové vypocitanych z kalibra¢ni zavislosti hodnot naméfenych metodou Folin-

Ciocalteu
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Obr. 10 — Vzajemna korelace ploch pikit méfenych metodou CV s pomoci GCE
v prostfedi methanolu a acetatového pufru (pH = 4,5) a koncentraci extrakti

odpovidajicich poklesu absorbance DPPH o 50 %
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Obr. 11 — Vzijemna korelace ploch piki méfenych metodou FIA s amperometrickou
detekci pti konstantnim potencidlu £ = 1,2 V s pomoci GCE v prostfedi methanolu
a acetatového pufru (pH = 4,5) a koncentraci extraktii odpovidajicich poklesu absorbance

DPPH 0 50 %
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5 Zavér

Byly méteny antioxidacni vlastnosti vybranych sedmi zastupcti liSejnikti z rodu Cladonia
cyklickou voltametrii, pratokovou injekéni analyzou s amperometrickou detekci, metodou
DPPH, metodou Folin-Ciocalteu a metodou reduk¢nti sily.

Pro elektrochemické stanoveni byly pouzivany dvé elektrody: elektroda ze
skelného uhliku (GCE) a elektroda z uhlikové pasty (CPE), kdy CPE se ukézala jako
nevhodnd pro tento typ meéfeni. Uhlikova pasta pravdépodobné blize nezjisténym
zpusobem interagovala s latkami v analyzovanych vzorcich extrakti. Nekompatibilita se
nejvice projevila na nizké korelaci s vétSinou ostatnich metod, pfevazné spektralnich. Proto
metody, pfi nichZ byla pouZivana CPE, nebyly zahrnuty do dal§iho vyhodnocovani.

Dle ziskanych dat z ostatnich metod Ize prohlésit, Ze zkoumané druhy liSejnikli
skute¢né latky s antioxida¢nimi vlastnostmi obsahuji, z nichz velké procento bude mit
fenolicky charakter, jak napovidaji vysledky metody Folin-Ciocalteu. OvSem to nemusi
nutné znamenat, ze vSechny fenolické latky naméfené v extraktech budou mit antioxidacni
vlastnosti. Pokud by tomu tak bylo, dochdzelo by pravdépodobné k vyssi korelaci mezi
jednotlivymi metodami.

Pro blizsi zjisténi, kolik ptesné a jaké latky s antioxidacnimi vlastnostmi se
v liSejnicich nachazi, by se musely vyuZit i1 jiné metody, jako napt. HPLC s hmotnostni

detekcl.
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