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1 UvVOD

Atom, molekula nebo ion, ktery obsahuje alespon jeden neparovy elektron ve svém
obau, se nazyva volny radikd. Vznika z normalni ¢astice ztratou nebo prijetim elektronu.
DalSi moznosti vzniku by mohlo byt homolytické Stépeni na dvé ¢astice, kde kazda ma jeden
elektron, ade zduvodu spotieby velkého mnoZstvi energie, tato moznost v lidském téle

nepiichézi v tvahu. *

Nejc¢astéjsi volné radikaly jsou reaktivni formy kysliku: superoxid (O2°7),
hydroxylovy radikdl (OH*), peroxyl (ROO"), akoxyl (RO"), hydroperoxyl (HO,").
Reaktivni formy dusiku jsou: oxid dusnaty ( NO ) a oxid dusi¢ity ( NO,"). Jako radikaly se
chovaji i atomy prechodnych prvkii, jako napt. Zelezo, nikl, m&d’, mangan. %3

V organismu vznikd celd fada reaktivnich forem kysliku a dusiku, které maji
fyziologicky a patogeneticky vyznam. Jen ¢ast z nich jsou volné radikdly. Jedn& se o létky,
které jsou diky chybgjicimu elektronu malo stabilni a vysoce reaktivni. Proto velmi rychle
reaguji s raznymi biologickymi strukturami, jako jsou mastné kyseliny, lipidy, aminokyseliny,
proteiny, mono- a polynukleotidy i sfadou nizkomolekuldrnich metaboliti. Diky tomu se
staly vyznamnymi prostredniky pienosu energie, faktory imunitni ochrany a signanimi

molekulami bun&ené regulace.

Pro organismus je daleZita rovnovaha mezi volnymi radikdly a antioxidanty. Pokud
ovéem prevaZzuje jedna ¢i druha slozka, mize dojit k zavaznym poruchdm organizmu.
Prevahu volnych radikdlia oznacujeme terminem oxidacni stres. Pri¢iny vzniku volnych
radik@t jsou exogenni i endogenni. Paradoxné i nadbytek antioxidanti muze také zvySovat
oxidasni stres. >

Volné radikdly se podilgii na vzniku mnoha onemocnéni, nékdy jsou dokonce
vyvolavajicimi faktory vzniku onemocnéni, jindy komplikuji prabéh nemoci. Hraji napr.
vyznamnou roli v prvopocatcich vzniku aterosklerdzy, uplatnuji se pii vzniku a posiéze i
komplikacich u diabetu, dale zatéZuji organismus v priabéhu reperfuze po anaerobni préci.
Volné radikdly mohou pisobenim na DNA zpiasobit maligni zmény bungk, zanétlivé stavy,
poskozuiji klouby pfi revmatickych chorobéch, atd. %3

Existuje fada onemocnéni, na jeichz vzniku a komplikacich se podilgji volné radikdly.
Proto je nesmirné dulezita antioxidacni ochrana organismu. Ochrannymi systémy jsou
mechanismy zabranujici tvorbé volnych radikalt, mechanismy odstraiujici jiZz vzniklé volné
radikdly a reparaéni systémy odstranujici molekuly, které byly poSkozeny volnymi radikaly.
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Antioxidanty ( zhaSece ) Ize rozdélit podle raznych kritérii. Podle rozpustnosti ve vodé a
v lipidech na antioxidanty hydrofilni, lipofilni a amfofilni. Jgjich polarita rozhoduje o praniku
pies bunééné membrany. Dae je mazeme dle ptivodu rozdélit na antioxidanty exogenni a

endogenni. A také dle jejich chemické struktury na enzymové a neenzymové antioxidanty. 2

V poslednich letech vzrusta zgem o léaky, jgichz zdrojem je priroda. Mnoho |atek
rostlinného pivodu ma Za&dané antioxidacni vlastnosti. Potize zpusobuje chemicka
nejednotnost Gcinnych latek v rostling a nestandardnost jejich obsahu v rostlinném materidu.
Novymi analytickymi presnymi metodami Ize tyto problémy odstranit a piipravky

z rostlinného materidlu presné na G¢innou latku standardizovat.

K ptirodnim latkam, které prijiméa naSe télo, patii vedle fytofarmak také rostlinna
potrava. V ni se vyskytuje cela fada antioxidacné pusobicich latek, které zabranuji vzniku a
mnozeni volnych radikadi v téle. Napiiklad tokoferoly, f-karoten, kyselina askorbov, selen a
dal&i. Z ltek rostlinného pivodu jsou nejzndmej& polyfenolické antioxidanty. * Polyfenoly
jsou vyznamnou slozkou vyzivy santioxidaénim G¢inkem, které jsou obsazeny v rostlinné
stravé - ovoci, ving, ¢gi, kakau g. Negzndmgéjsi z polyfenolt jsou anthocyaniny, flavonaly,

flavony, katechiny, . *

Mnoho experimentdnich studii prokazuje ptiznivy vliv antioxidantd v riznych
modelech. Na celém svété probihd mnoho klinickych studii zaméirenych na pusobeni
antioxidantt u ¢lovéka. Vyzkum novych latek z piirodniho materidlu neustéle rozSituje paletu

perspektivnich antioxidanti.



2 CIL PRACE

Cilem diplomové préce bylo stanovit antioxidacni aktivitu vyluha lista brizy sbiranych
v béhem ontogeneze. Zrostlinného materidlu byly pripraveny extrakty, stanoven obsah
flavonoida a byly sledovany zmény v pribéhu ontogeneze. U jednotlivych vzorki byla
stanovena antiradikélovd aktivita extraktt za pouZiti stabilniho radikdlu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu ( DPPH ).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Testovani antioxidaéni aktivity

Mnoho raznych antioxidanta ( napi. rostlinnych extrakti, cistych laek g.) ma
schopnost zhédet radikdly a ukoncovat radikalovou fetézovou reakci. Tato schopnost muze
byt zjistovana riznymi metodami. Volba metod je zavida na fadé faktord. Jde o metody
rizné nérocné jak casove, tak i na vybaveni laboratore. Piima detekce kyslikovych radikéu
neni piiliS snadnd, protoZze radikdly reaktivnich forem kysliku jsou slouceniny znacné
reaktivni amaji rozdilnou Zivotnost i chemické vlastnosti. Proto jsou k ur¢ovani antioxidacni
aktivity pouzivany stabilni radiké ové slouceniny. *

Aktivita antioxidantdt miZe byt stanovovéana primo v komplexnim vzorku nebo
v modelovych systémech. Tyto modelové oxida¢ni systému umoziuji snadny screening a
porovnavani antioxidanti a jsou vhodné i pro zjistovéni celkové antioxidacni kapacity
vzorka.

Jako modelové oxida¢ni systémy jsou vyuzivany napriklad :

- peroxidace methyllinoleétu,

- inhibice chemiluminiscence luminolu (5-amino 2,3-dihydro-1,4-ftalazindion),

- inhibice chemiluminiscence tetralinu (1,2,3,4-tetrahydronaftal en),

- inhibice tvorby thiokyanétu Zelezitého,

- odbarveni beta-karotenu,

- odbarveni ABTS' radikdlu (2,2-azinobis(3-ethylbenzothoazolin-6-sulfonova

kyselina)),

- odbarveni DPPH radikéu (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), &. *

Pouzivané detekéni metody jsou zaloZzeny na spektrofotometrii, HPLC, GC,

fluorescenci, chemiluminiscenci.



3.1.1 Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci DPPH radikalu

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) (obr.1) je pomérné velmi stabilni radikal, ktery
miiZe byt zhaSen pouze antioxidantem (AH), ktery je donorem atomu vodiku. °

DPPH- + AH — DPPH-H + A-

Z—2Z

O,N NO

NO

Obr.1

Pri redukci DPPH dochézi k poklesu absorbance pri charakteristické vinové délce.
Absorpeni maximum pro DPPH je pii A= 517 nm. To se projevi zménou zbarveni roztoku.

Dulezité je zde zminit, Ze k poklesu absorbance dochézi také vlivem svétla a pisobenim
singletového kysliku. °
3.2 Betulae folium

Betulae folium je usuSeny list druhu Betula pendula ROTH - briza bélokora a Betula
pubescens EHRH - biiza pyfita nebo jejich kiizenci z ¢eledi Betulaceae. °

3.2.1 Mateénarostlina

Vyskyt: Tyto dieviny, zahrnujici as 120 druht, jsou rozsSiteny v mirném pasmu
Evropy, Asie a Severni Ameriky. Nékteré druhy zasahuji i do apinskych i arktickych pasem.

Jsou to nendro¢né dieviny, dafi se jim témer ve vSech pudéch, pistité jsou idedni. Snasgi i



nizké teploty i ne piilis ¢isté ovzdusi. VétSina druht patii spiSe k parkovym neZ zahradnim

okrasnym dfevindm, protoZe potiebuji prostorné slunné stanovi&te. ’

Popis: Jsou to stromy nebo kere, borku maji v mlédi hladkou, nej¢astéji bilou, u
nékterych druhd je tmavohnéda az ¢ernd Pupeny jsou prisedlé, stiechovité kryté nékolika
Supinami. Sam¢i jehnédy jsou na konci vétvi, prezimujici, sami¢i jehnédy prezimuji v pupenu
zkréceného vyhonu. Plodem je jednosemenna kridlata nazka.

Druhy poskytujici |ékopisnou drogu jsou:

Druh Betula pendula ROTH — biiza bélokora je strom az 25 m vysoky, s ptimym
kmenem a nepravidelnou pribliZzné vejcovitou korunou. Mladou borku ma hladkou, Zlutavou
nebo nacervenale hnédou, ve stéfi Sedavé bilou az bilou, loupavou, ve stéfi v dolni ¢asti
nepravidelné rozpukanou. Vétve nizSich radu jsou jemné, casto pievislé. Pupeny jsou
vejcovité, zadpicatslé, s supinami na okraji brvitymi. Cepel listu je trojuhelnikovité vejcita az
kosnikovita, 3-6 cm dlouhd, 2,5 — 5 cm S&iroka, dvojité pilovitd se Spicaté protazenym
vrcholem. Barva je nalici svéZe zelend, na rubu nasivéla Druh je proménlivy piedevSim ve

vzrastu, utvareni borky, rozmerech i tvarech lista.

Druh Betula pubescens EHRH — biiza pyiita je strom aZ 20 m vysoky, borku ma
matn¢ bilou, hladkou, papirovité pii¢cné se odlupujici. Zietelné hluboce brazdita borka ve
spodni ¢ésti kmene se netvori. Veétve sméiuji Sikmo vzhiru, na konci jsou nepievislé. Pupeny
jsou vejcovité, mirng lepkavé. Cepel listu je elipticka aZ vejcita nebo kosnikovité vecita,
nejSirSi blize poloviny, dlouha 4-7, ojedinéle az 8 cm, Siroka 2,5-5,0 cm, nepravidelné 2x
vroubkované pilovitd, krétce Spicata, na bézi zaokrouhlend az mirné srdcitd Na lici je syté
zelna na rubu bledSi, chlupata. | tento druh je velmi promeénlivy predevSim v habitu,

rozmérech atvaru listt, plodnich upin akiidel nazek. ®

Obr. 2 Betula pendula® Obr. 3 Betula pubescens®



3.2.2 Droga

Betula pendula a Betula pubescens poskytuji podle ceského |ékopisu drogu Betulae

folium.
Popis. Pach drogy je slaby, typicky, chut’ slabé, nahorkla ©

Shér. Listovou drogu Ize ziskat shérem z obou druht a jegjich kiiZzenct. Shira se na
jare od poloviny kvétna do konce ¢ervna. Listy se trhaji i se stopkou a susi v tenké vrstve, ve
stinu na vzdusném misté. Teplota pti umélém suSeni by neméla prekrocit 35 °C. Listy schnou
pomalu, ae jsou velmi odolné vici zapareni. Spravné ususené musi byt svéZze zelené barvy.
Sesychaci pomér véhy Gerstvych listi k vaze po spravném ususeni by mel byt 4:1. 1

3.2.3 Obsahove latky

Betulae folium obsahuje l&tky rizné struktury, ngjobsahlejSi skupinou jsou flavonoidy,
(a2 3 %) - zgména glykosidy kvercetinu ( 1,5 % ) a to hlavné kvercetin-3-0-arabinosid,
kvercitrin (kvercetin-3-rhamnosid), hyperosid (kvercetin-3-D-galaktosid), rutin (kvercetin-3-
rhamnoglukosid). Dalsi glykosidy jsou odvozené od kempferolu a myricetinu ( myricetin-3-
digalaktozid ). ©

R, R, obsahové latky
H H kvercetin
galaktozyl H hyperozid
rhamnozyl H kvercitrin

digalaktozyl OH miricetindigalaktozid

Obr. 4 Flavonoidy °

Déle jsou pritomny fenolické kyseliny. Nizkomolekularni fenoly jsou v listech biizy

zastoupeny krom¢ flavonoidnich  glykosida i  derivdty hydroxybenzoovych a
hydroxyskoticovych kyselin skyselinou chinovou a glukozou. U listd B. pubescens bylo
zjisténo, Ze obsah jednotlivych nizkomolekularnich fenolt v mladych listech je v negativni
korelaci se vzdalenosti od zdroje znecisténi. Tykalo se to zeiména latek 1-O-galloyl-beta-D-
(2-O-acetyl)-glukopyranosidu, neochlorogenové kyseliny (trans-5 kafeoylchinova K. ),
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kyseliny trans-5-p-kumaroylchinové a kvercetin 3-O-beta-D-galaktopyranosidu. U zralych
listi bylo ovlivnéno mnozstvi jen u dvou sloucenin 1-O-galloyl-beta-D-(2-O-acetyl)-
glukopyranosidu, neochlorogenové kyseliny (trans-5 kafeoylchinova k.). Tyto ndlezy
naznacuji, ze akumulace nizkomolekuléarnich fenolu v listech mutzZe byt reakci na stres

pasobeny znegi&e&nim vzduchu. *2

Ddle jsou pritomny malonyl estery damaranového typu a triterpenové alkoholy ( napr.
betulin, betulinovakyselina).

Obr. 5 Betulin =2 Obr. 6 Betulinové kysdlina

V listech Betula folium jsou obsaZzeny také katechinové tiisloviny (asi 5 % ). Vysoky

obsah gallotaninu byl zaznamenan u B. pubescens (ssp tortuosa). V mladych listech byl
obsah nglvyssi, srastem a starnutim listtt obsah klesd. HPLC bylo identifikovano 11 riznych
gallotanini.. Obsah gallotanini byl pifmo imérny kapacité extraktu srézet bilkoviny. *°

V listech Betula pubescens ssp. czerepanovii byly prokazany jak hydrolyzovatelné
tiisloviny, tak i kondenzované ( proanthocyaniciny). V mladych listech probiha tvorba
hydrolyzovatelnych tiislovin ( prekurzorem je kyselina galovg, v listech brizy je patrné
tvorena piimou konverzi zkyseliny 3-dehydroSikimové za katalyzy dehydroSikimét
dehydrogendzy 1), zatimco ve zraych listech se vyskytuje vysokd hladina

proanthocyanidini. *°

Ddle jsou v listech Betula folium obsaZeny silice (0,1% ), pryskyiice, saponiny, slizy,

vit. C, karoteny, antibioticky G¢inné fytoncidy a minerdlni latky, zejména soli drasliku ( napf.
vinan draselny ). *’
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Kvantitativné se 1i&i sloZeni obsahovych latek u B.pendula a B.pubescens. Celkovy
obsah fenolyckych latek zjisténych u Betula pendula a Betula pubescens v praci od Keiméanen
Julkunen - Tiitto *® seli&! jen mélo ( 33,0 mg/g sudiny pro B. pendula a 29,0 mg/g susiny pro
B. pubescens). V zastoupeni jednotlivych latek byly zaznamenany rozdily. Aglykony na
povrchu listu tvori 6,2 % z celkového mnozstvi analyzovanych fenolu listu B. pubescens ajen
1,2 % u B. pendula. Jako hlavni flavonoidy v B. pendula a B. pubescens jsou uvadény
kvercetin-3-galaktozid,  kvercetin-3-rhamnozid, = myricetin-3-digalaktozid.  V nekterych
studiich nebyl myricetin-3-digalaktozid nalezen a hlavnim glykosidem myricetinu byl 3-
galaktosid. 18, 19. 20

Prehled flavonoidi identifikovanych v B. pendula a B. pubescens je uveden v tab. 1.
Tab. 1 Pitehled obsahu fenolyckych latek (mg/g susiny)

| Betulapubescens | Betulapendula | citace
Kyseliny

kyselinagalova 0,14 * 19
1-O-gal oyl-R-D-glukopyranéza 111 * 19
kyselina neochlorogenova 044 oo 8
0,6 18
) - 2,7 4.2 18
kyselina chlorogenova 20,42 1,28 19
kysdlina p-kumarova a derivaty 11 0 18
kyselina cis-kumaroylchinova 0,17 0,33 19
kysdlina trans-kumaroylchinova 0,31 0,67 19
. 0,6 + 18
katechin 08 20

Flavonoidy
— _ 1,16 145 19
miyricetin-3-0-3-D-glukoronopyranosid 0,94 20
— . 0,8 0,21 19
myricetin-3-0-3-D-gal aktopyranosid 0,56 20
— _ 1,65 8,66 19
myricetin-L-(acetyl)-rhamnopyranosid 107 20
_ _ 4,92 0,77 19
kvercetin-3-O-3-D-glukoronopyranosid 2,55 20
_ _ 1,41 0,07 19
kvercetin-3-O-3-D-gal aktopyranosid 1,49 20
_ _ _ 1,88 1,95 19
kvercetin-3-O-a-L-arabinofuranosid 1.45 20
: _ + 033 19
kvercetin-3-0-a-L-rhamnopyranosid 263 20
. ) 0,65 + 19
kvercetin-glykosid 0,65 20
. 1,18 + 19
kempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosid 1,03 20
kempferol-3-O-R-D-glukopyranosid 1,56 019 2
1,3 20
naringenin b ° %
0,3 20

+ udava mnozstvi méné nez 0,05 mg/ g
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3.2.4 Uginky a pouziti
Droga se pouziva jako diuretikum, diaforetikum a je obsazena v mnoha ¢ajovych
smésich. Vyhoda je, Ze droga nema vedlgjSi G¢inky a je Setrnd, protoZze zvySené vylucovani

moce neni provézeno drézdenim ledvin. *° Tento Ginek je dan prevaZne obsahem saponini,

vvvv

pasobicich flavonoida.

V herbérich je doporu¢ovan ndlev nebo odvar, ktery se pouziva pii chorobéch
mocovych cest a dn¢, ale i pii revmatismu. Odvar se nékdy pouZiva i zevné pri pripravé
koupeli a k omyvéni pii revmatismu a hemeroidech. PouZivaly se i pupeny pro kosmetické
Ucely a préSek z kury se diiv pouziva k zasypani liseju. Z kury a dieva se destilaci ziskaval
biezovy dehet (Pix betulag) na kozni onemocnéni. Diive se ziskédvala biezova Stéva
k oSetfrovani vlasi navrtdvénim kment. V severskych oblastech kvaSenim mizy vznik&

brezové vino. 1> Y

Droga ma také slaby desinfekéni Gcinek, zpusobeny obsahem antibioticky G¢innych
fytoncidi. Z triceti testovanych rostlin méla B. pubescens negjsilngjsi antimikrobni G¢inek na

gram-pozitivni bakterii Staphylococcus aureus. M také slaby antimikrobni vliv na E.coli. %

U metanolovych extrakti z kiry Betula platyphylla var. japonica byla zjisténa
vyznamna antioxida¢ni a protinadorova aktivita. U extraktia B. platyphylla var japonica byla
Zjidténa schopnost chréanit mysi jétra pied experimentalng navozenym jaternim poskozenim. %
Extrakt pusobil protektivné proti oxidaci peroxidem vodiku na modelu bunée¢né linie plicnich
fibroblastt  kie¢cka (V79-4) a indukoval apoptézu na lidskych promyelocytéarnich
leukemickych buikéach (HL-60). Zivotaschopnost bungk, na které piasobil peroxid vodiku
byla vyznamn¢é zvySena. Extrakty také vykazovaly DPPH zhéSeci aktivitu sI1Csy 2,4 pg/ml
(resveratrol uzity jako kontrola me¢l 1Csp 4,8 ug/ml ) ainhibovaly lipidovou peroxidaci ( 1Cso
pod 4,0 ug/ml ). Pasobenim extraktu také doslo ke sniZzeni poctu V79-4 bunék zastavenych ve
G,/ M fazi bunééného cyklu jako reakce na pasobeni peroxidu vodiku a zvySova aktivitu
nékolika bunécnych antioxidacnich enzymi jako je superoxid dismutaza, kataldza a
glutathion peroxidéza. Pasobenim extraktu byla indukovana cytotoxicita a apoptdéza u HL-60
bungk, jak se ukézalo zvySenou fragmentaci nukleosomani DNA v subdiploidni populaci
bunék a fluorescencni mikroskopii. Pasobenim extraktu se pozvolné zvySovala exprese Bax
proteinu a dochazelo k aktivaci kaspazy-3 a Stépeni PARP (poly-ADP-ribosyl-polymerazy).
Tyto vysledky vypovidgii o moznych antioxidacnich a protirakovinnych vlastnostech
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extrakt. Latky, které jsou za pozorovany efekt zodpovédné zatim popsény nejsou. 2 Jedna
z obsahovych l&tek, betulinova kyselina, ma cytotoxicky U¢inek jak in vitro, tak in vivo, a

dokéze inhibovat rast lidského melanomu u mysi, tim, Ze selektivng vyvol &va apoptozu. **

N¢které amidy odvozené od betulinové kyseliny, ktera byla izolované z kury stromu
Plantatus hybrida Brot, jsou U¢inné a selektivni inhibitory HIV-1 replikace a blokuji vstup

viru do buiiky. *

3.2.5 Pripravky

Droga je u nés obsazena vtéchto cgovych smésich. REDUKTAN (Leros),
NEPHROSAL (Slovakofarma), SPECIES DIURETICAE PLANTA (Leros), SPECIES
UROLOGICAE PLANTA (Leros), UROLOGICKA CAJOVA SMES (Megafyt) 2
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje
Analytické vahy
Blokovy termostat ISOTEMP 125D
Ultrazvukova lazen
Spektrofotometr UV-1601
Chromatograf Jasco s kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5nm)

Susarna

4.2 Chemikalie
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
methanol p. a.
petrolether
kys.kédvova
kys. chlorgenova
hyperosid
kvercitrin
kys.orthofosfore¢na

acetonitril

4.3 Material

Listy brizy byly shirany na Zahrad¢ |&ivych rostlin Farmaceutické fakulty v Hradci
Kréové v ¢ervnu roku 2006. Dale byly pouzity zmrazené vzorky sebrané v obdobi biezna az
cervna roku 2005. Droga Betulae folium byla zakoupena v prodginé Iécivych rostlin
Pharmacentrum v Hradci Krélové.
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4.4 Stanoveni antiradikaloveé aktivity.

4.4.1 Priprava roztoku DPPH

0,05g DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) 90% jsem rozpustila 25 ml methanolu.
Poté jsem nechala roztok na 5 minut v ultrazvukové l&zni. Z tohoto roztoku jsem pripravila
konecny roztok pro métreni ziedénim v poméru 1:1 metanolem. Tento vytvoieny roztok jsem

uchovéavalav lednici.

4.4.2 Priprava extraktli drog

Priblizné 2 g listi nebo pupent biizy jsem extrahovala 100 ml methanolu na
ultrazvukové lazni po dobu 15 minut. Extrakt jsem piefiltrovala a filtrat opét doplnila

methanolem na 100 ml.

4.4.3 Postup stanoveni antiradikalové aktivity

Do zkumavek jsem odmétila ziskany extrakt v mnoZstvi od 0,1 do 1,2 ml, pridala 0,2
ml roztoku DPPH a doplnila methanolem do 5 ml. Poté jsem vSechny zkumavky nechala stét
pri teploté 37°C po dobu 30 minut v blokovém termostatu ISOTEMP 125D. Po uplynuti této
doby jsem mgfila absorbanci pri 517 nm proti methanolu a kromé vzorki jsem zmétilai tzv.

kontrolni vzorek, tj. 0,2 ml DPPH doplnéno do 5 ml methanolem.

Z naméienych hodnot jsem vypocetla procento redukce DPPH podle néasledujiciho

VZOrce:
% redukce DPPH = (1-A,/Ax) * 100
A, = absorbance vzorku

A = absorbance slepého vzorku

Vysledky méieni jsou v tabulce 3-11.

Antiradiké@lovou aktivitu jednotlivych vzorka mizeme pak srovnavat pomoci hodnoty
ICsp, ktera vyjadiuje jaké mnoZstvi extraktu je potiebné pro zredukovani 50 % volného
radikdu DPPH. Tyto hodnoty jsem ziskala pomoci metody linearni regrese — viz a graf 1-9.
Celkové porovnéni hodnot 1Csy jednotlivych vzorku je uveden v tabulce 13 av grafu 11.
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4.5 Stanoveni obsahu flavonoidd
4.5.1 HPLC analyza

4.5.1.1 Uprava vzorki

Z kazdého extraktu listt a pupenu jsem odebrala 50 ml a na rotacni vakuoveé odparce

zahustilana 25 ml. Poté jsem vytiepavala s 25 ml petroletheru.

4.5.1.2 Priprava standar di

Jako standardy pro HPLC jsem pouZzila: kyselinu chlorgenovou, kyselinu kévovou,

hyperosid a kvercitrin. Chromatogramy standardt jsou uvedeny na obrézcich 7 — 10.

4.5.1.3 Podminky HPLC

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické sestavé Jasco (¢erpadlo PU-2089,
detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené predkolonovym filtrem a kolonou
LiChrospher RP-18 250x4 (5mm) s ochranou piedkol onkoul.

Nasttikovany objem byl 20 pl. Eluentem A byla voda sobsahem 0,15% Kkys.
fosforecné, eluentem B acetonitril. Eluce mobilni faze probihaa nejdrive isokraticky ( 1
mi/min, 97% eluentu A a 3% eluentu B). Od ¢asu t = 8 min do t = 40 min probihala
gradientové (konecné podminky: pratok 1,45 mi/min, €. A 25% a€l. B 75%).

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek 200 - 650
nm. Obsah sledovanych latek byl vypocten z pika pii vinové délce 254 nm (kvercitrin,
hyperosid) a 320 nm (kys. chlorogenova, k. kavovd). Obsah v3ech latek byl kvantifikovan
matematickou metodou normalizace a porovnanim skalibra¢ni kiivkou vytvorenou pomoci

externé méreného standardu téze latky.

Chromatogarmy jsou ha obrazcich 11 — 19.

4.5.1.4 Validace HPL C analyzy

Instrumentélni validace je zgjisténa vyrobcem HPLC sestavy (Jasco) a to normou SO
9001 (International Organization for Standardization).

Zpasobilost chromatografickych systémt byla navic ovéiena testem opakovaného

nast/iku — tzv. test na presnost (provedeno vzdy Sest nastrikia tymz vzorkem, vypoctend
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relativni smérodatné odchylka byla vzdy mensi nez 1,5 %) a testem linearity (na zékladé péti
riznych koncentraci standardu se linedrni regresni analyzou zjisti hodnota korelaéniho
koeficientu r, ktera musi byt vétSi nez 0,9900). Pro hodnoceni analytického méieni byly dale
pievzaty metody z Evropského lékopisu, 4. vydani: Asymetrie piku a Pocet teoretickych
pater.

Pro hodnoceni celé metody byly pouZity tyto validaéni parametry:

Soravnost metody - jedna se o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a
skute¢nou hodnotou (tedy porovnanim ovéiovanych hodnot se standardem, porovnanim

sjinou jiZ osvédienou metodou, nebo srovnanim s referenénim materidem). 2% %
Kvantitativni limit — jde o nggmensi hodnotu, ktera je méfitelna s prijatelnou presnosti
a spravnosti (relativni smérodatna odchylka mengi nez 15 %). %/

4.6 Ztrata suSenim

Podil suSiny v listech a pupenech jsem zjistila pomoci metody ztraty suSenim dle
Ceského lékopisu 2002. Priblizné 2 g materidu jsem sudila 2 hodiny v susarné pii 105 °C,

prevézila a vypocitala procento sudiny. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. %
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5 VYSLEDKY
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Tab. 2 Stanoveni susiny
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Tab. €. 3 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 72,48
vzorek |vzorek |vzorek
1 2 3
navazka (g) 2,0008| 2,0010| 1,9992
suSina (g) 1,4502| 1,4504| 1,4491
objem extraktu (ml) 100 100 100
naredéni (x) 50 50 50
hmotnost latky v
100ml  roztoku po | 29,0048 | 29,0077 | 28,9816
nafedéni (mg)

0,0000 0,958 0,00 0,0000 0,958 0,00 0,0000 0,958 0,00 0,0000 |0,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,0290 0,838 12,53 0,0290 0,877 8,46 0,0290 0,907 5,32 0,0290 |8,77 | +-2,949 | +-0,026%
0,0580 0,764 20,25 0,0580 0,81 15,45 0,0580 0,818 | 14,61 | 0,0580 (16,77 | +-2,484 | +-0,042%
0,0870 0,696 27,35 0,0870 0,743 22,44 0,0869 0,8 16,49 [ 0,0870 [22,09 | +-4,439 | +-0,098%
0,1160 0,664 30,69 0,1160 0,697 27,24 0,1159 0,722 | 24,63 | 0,1160 |27,52 | +- 2,479 | +- 0,068%
0,1450 0,57 40,50 0,1450 0,634 33,82 0,1449 0,64 33,19 | 0,1450 35,84 | +-3,307 | +-0,119%
0,1740 0,553 42,28 0,1740 0,614 3591 0,1739 0,625 | 34,76 | 0,1740 |37,65 | +- 3,306 | +-0,124%
0,2030 0,463 51,67 0,2031 0,519 45,82 0,2029 0,558 | 41,75 | 0,2030 [46,42 | +-4,070 | +-0,189%
0,2320 0,428 55,32 0,2321 0,518 45,93 0,2319 0,523 | 45,41 | 0,2320 |48,89 | +- 4,557 | +-0,223%
0,2610 0,407 57,52 0,2611 0,433 54,80 0,2608 0,455 | 52,51 | 0,2610 |54,94 | +-2,048 | +-0,113%
0,2900 0,392 59,08 0,2901 0,377 60,65 0,2898 0,419 | 56,26 | 0,2900 |58,66 | +- 1,814 | +-0,106%
0,3191 0,376 60,75 0,3191 0,371 61,27 0,3188 0,386 | 59,71 | 0,3190 |60,58 | +- 0,651 | +-0,039%
0,3481 0,324 66,18 0,3481 0,321 66,49 0,3478 0,379 | 60,44 | 0,3480 [64,37 | +-2,783 | +-0,179%
0,4061 0,296 69,10 0,4061 0,224 76,62 0,4057 0,266 | 72,23 | 0,4060 | 72,65 | +- 3,082 | +-0,224%
0,5221 0,109 88,62 0,5221 0,13 86,43 0,5217 0,154 | 83,92 | 0,5220 |86,33 | +- 1,919 | +- 0,166%
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Tab. €. 4 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 50,86
vzorek |vzorek |vzorek
1 2 3
navazka (g) 1,8420| 1,8403| 1,8404
suSina (g) 0,9368| 0,9360| 0,9360
naredéni (x) 25 25 25
hmotnost  latky v
roztoku po naredéni| 37,4734| 37,4388 37,4409
(mg)

0,0000 0,922 0,00 0,0000 0,922 0,00 0,0000 0,922 0,00 0,0000 0,00 +- 0,000 +-0,000%

0,0375 0,885 4,01 0,0374 0,909 1,41 0,0374 0,918 0,43 0,0499 11,95 | +- 1511 +-0,003%
0,0749 0,851 7,70 0,0749 0,862 6,51 0,0749 0,904 1,95 0,0874 15,39 +- 2,477 +-0,013%
0,1124 0,795 13,77 0,1123 0,816 11,50 0,1123 0,867 5,97 0,1248 110,41 | +- 3,279 +-0,034%
0,1499 0,767 16,81 0,1498 0,79 14,32 0,1498 0,838 9,11 0,1623 |13,41 | +- 3,208 +-0,043%
0,1874 0,72 21,91 0,1872 0,746 19,09 0,1872 0,796 | 13,67 | 0,1997 18,22 | +- 3,421 +-0,062%
0,2248 0,684 25,81 0,2246 0,715 22,45 0,2246 0,748 | 18,87 | 0,2372 |22,38 | +- 2,834 +-0,063%
0,2623 0,626 32,10 0,2621 0,648 29,72 0,2621 0,677 | 26,57 | 0,2746 [29,46 | +- 2,265 +-0,067%
0,2998 0,605 34,38 0,2995 0,603 34,60 0,2995 0,663 | 28,09 | 0,3121 |32,36 | +- 3,018 +-0,098%
0,3373 0,55 40,35 0,3370 0,587 36,33 0,3370 0,64 30,59 | 0,3495 [35,76 | +- 4,006 +-0,143%
0,3747 0,515 44,14 0,3744 0,572 37,96 0,3744 0,596 | 35,36 | 0,3995 |39,15 | +- 3,684 +-0,144%
0,4497 0,476 48,37 0,4493 0,539 41,54 0,4493 0,577 | 37,42 | 04744 (42,44 | +- 4,518 +-0,192%
0,5246 0,415 54,99 0,5241 0,452 50,98 0,5242 0,507 | 45,01 | 0,5493 |50,33 | +-4,100 +-0,206%
0,5996 0,362 60,74 0,5990 0,397 56,94 0,5991 0,458 | 50,33 | 0,6242 |56,00 | +- 4,302 +-0,241%
0,6745 0,313 66,05 0,6739 0,348 62,26 0,6739 0,389 | 57,81 | 0,6991 |62,04 | +- 3,369 +-0,209%
0,7495 0,241 73,86 0,7488 0,283 69,31 0,7488 0,353 | 61,71 | 0,7740 |68,29 | +-5,011 +-0,342%
0,8244 0,208 77,44 0,8237 0,263 71,48 0,8237 0,289 | 68,66 | 0,8240 |72,52 | +- 3,662 +-0,266%
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Tab. €. 5 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 48,26

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 1,8074 1,8067 1,807
suSina (g) 0,8723 0,8719 0,8721
naredéni (x) 5 5 5

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 0,964 0,00 0,0000 0,964 0,00 0,0000 0,964 0,00 0,0000 | 0,00 | +-0,000 +-0,000%

0,1745 0,793 17,74 0,1744 0,801 16,91 0,1744 0,78 19,09 | 0,1744 | 17,91 | +-0,898 +-0,016%
0,3489 0,688 28,63 0,3488 0,674 30,08 0,3488 0,699 | 27,49 | 0,3488 | 28,73 | +-1,061 +-0,030%
0,5234 0,571 40,77 0,5231 0,608 36,93 0,5232 0,568 | 41,08 | 0,5232 | 39,59 | +-1,887 +-0,075%
0,6978 0,497 48,44 0,6975 0,506 47,51 0,6976 0,519 | 46,16 | 0,6977 | 47,37 | +-0,937 +-0,044%
0,8723 0,387 59,85 0,8719 0,427 55,71 0,8721 0,405 | 57,99 | 0,8721 | 57,85 | +-1,697 +-0,098%
1,0467 0,341 64,63 1,0463 0,359 62,76 1,0465 0,315 | 67,32 | 1,0465 | 64,90 | +-1,874 +-0,122%
1,2212 0,229 76,24 1,2207 0,262 72,82 1,2209 0,247 | 74,38 | 1,2209 | 74,48 | +-1,399 +-0,104%
1,3956 0,171 82,26 1,3951 0,23 76,14 1,3953 0,193 | 79,98 | 1,3953 | 79,46 | +-2,525 +-0,201%
1,5701 0,148 84,65 1,5694 0,163 83,09 1,5697 0,157 | 83,71 | 1,5697 | 83,82 | +-0,639 +-0,054%
1,7445 0,123 87,24 1,7438 0,136 85,89 1,7441 0,13 86,51 | 1,7441 | 86,55 | +-0,551 +-0,048%
1,9190 0,121 87,45 1,9182 0,125 87,03 1,9185 0,126 | 86,93 | 19186 | 87,14 | +-0,224 +-0,020%
2,0934 0,113 88,28 2,0926 0,115 88,07 2,0929 0,12 87,55 | 2,0930 | 87,97 | +-0,305 +-0,027%
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Tab. €. 6 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 48,26

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 2,0086 2,0060 2,0073
suSina (g) 0,7916 0,7906 0,7911
naredéni (x) 5 5 5

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 0,929 0,00 0,0000 0,929 0,00 0,0000 0,929 0,00 0,0000 ]0,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,1583 0,902 291 0,1581 0,888 4,41 0,1582 0,898 3,34 0,1582 13,55 | +-0,634 | +-0,002%
0,3166 0,875 5,81 0,3162 0,839 9,69 0,3164 0,821 | 11,63 | 0,3164 |9,04 | +-2,417 | +-0,022%
0,4750 0,789 15,07 0,4743 0,765 17,65 0,4746 0,787 | 1529 | 0,4746 |16,00 | +- 1,170 | +- 0,019%
0,6333 0,731 21,31 0,6325 0,675 27,34 0,6329 0,687 | 26,05 | 0,6329 (24,90 | +-2,591 | +- 0,065%
0,7916 0,674 27,45 0,7906 0,627 32,51 0,7911 0,634 | 31,75 | 0,7911 |30,57 | +- 2,229 | +-0,068%
0,9499 0,63 32,19 0,9487 0,563 39,40 0,9493 0,553 | 40,47 | 0,9493 |37,35| +-3,680 | +-0,137%
1,1082 0,572 38,43 1,1068 0,494 46,82 1,1075 0,49 47,26 | 1,1075 |44,17 | +-4,063 | +-0,179%
1,2665 0,519 44,13 1,2649 0,438 52,85 1,2657 0,479 | 48,44 | 1,2657 |48,48 | +-3,560 | +-0,173%
1,4249 0,468 49,62 1,4230 0,421 54,68 1,4239 0,439 | 52,74 | 1,4239 |52,35 | +-2,084 | +-0,109%
1,5832 0,394 57,59 1,5811 0,284 69,43 1,5822 0,337 | 63,72 | 1,5822 163,58 | +-4,835 | +-0,307%
1,8998 0,342 63,19 1,8974 0,246 73,52 1,8986 0,262 | 71,80 [ 1,8986 [69,50 | +-4,520 | +-0,314%
2,2165 0,249 73,20 2,2136 0,184 80,19 2,2150 0,212 | 77,18 | 2,2150 | 76,86 | +- 2,866 | +-0,220%
2,5331 0,187 79,87 2,5298 0,15 83,85
2,8497 0,154 83,42 2,8460 0,139 85,04
3,1664 0,142 84,71
3,4830 0,137 85,25
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Tab. &. 7 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 52,97

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 2,0003 2,0010 2,0006
suSina (g) 1,0596 1,0599 1,0597
naredéni (x) 5 5 5

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 0,935 0,00 0,0000 0,935 0,00 0,0000 0,935 0,00 0,0000 ]0,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,2119 0,874 6,52 0,2120 0,889 4,92 0,2119 0,899 3,85 0,2119 |5,10 | +-1,099 | +-0,006%
0,4238 0,728 22,14 0,4240 0,832 11,02 0,4239 0,834 | 10,80 | 0,4239 [14,65| +-5,295 | +-0,078%
0,6357 0,698 25,35 0,6360 0,74 20,86 0,6358 0,742 | 20,64 | 0,6358 [22,28 | +-2,170 | +- 0,048%
0,8476 0,633 32,30 0,8479 0,652 30,27 0,8478 0,658 | 29,63 | 0,8478 |30,73 | +- 1,140 | +-0,035%
1,0596 0,563 39,79 1,0599 0,55 41,18 1,0597 0,581 | 37,86 | 1,0597 |39,61 | +-1,359 | +-0,054%
1,2715 0,483 48,34 1,2719 0,472 49,52 1,2717 0,53 43,32 | 1,2717 |47,06 | +-2,690 | +-0,127%
1,4834 0,416 55,51 1,4839 0,424 54,65 1,4836 0,417 | 55,40 [ 1,4836 [55,19 | +-0,381 | +-0,021%
1,6953 0,348 62,78 1,6959 0,355 62,03 1,6955 0,364 | 61,07 | 1,6956 (61,96 | +- 0,700 | +-0,043%
1,9072 0,264 71,76 1,9079 0,291 68,88 1,9075 0,303 | 67,59 [ 1,9075 (69,41 | +-1,744 | +-0,121%
2,1191 0,231 75,29 2,1199 0,22 76,47 2,1194 0,237 | 74,65 | 2,1195 [75,47 | +-0,753 | +-0,057%
2,5429 0,163 82,57 2,5438 0,172 81,60 2,5433 0,164 | 82,46 | 2,5434 [82,21 | +- 0,431 | +-0,035%
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Tab. €. 8 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 55,72

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 2,0081 2,0403 2,0665
suSina (g) 1,1189 1,1369 1,1515
naredéni (x) 5 5 5

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 0,904 0,00 0,0000 0,904 0,00 0,0000 0,904 0,00 0,0000 |10,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,2238 0,859 4,98 0,2274 0,782 13,50 0,2303 0,853 5,64 0,2271 18,04 | +-3,868 | +-0,031%
0,4476 0,738 18,36 0,4547 0,715 20,91 0,4606 0,754 | 16,59 | 0,4543 |18,62 | +- 1,771 | +-0,033%
0,6713 0,627 30,64 0,6821 0,622 31,19 0,6909 0,647 | 28,43 | 0,6814 |30,09 | +- 1,195 | +-0,036%
0,8951 0,553 38,83 0,9095 0,519 42,59 0,9212 0,56 38,05 | 0,9086 39,82 | +-1,981 | +-0,079%
1,1189 0,422 53,32 1,1369 0,388 57,08 1,1515 0,468 | 48,23 | 1,1357 |52,88 | +- 3,626 | +-0,192%
1,3427 0,351 61,17 1,3642 0,361 60,07 1,3817 0,378 | 58,19 | 1,3629 |59,81 | +-1,233 | +-0,074%
1,5665 0,294 67,48 1,5916 0,273 69,80 1,6120 0,278 | 69,25 [ 1,5900 68,84 | +-0,991 | +-0,068%
1,7903 0,231 74,45 1,8190 0,242 73,23 1,8423 0,242 | 73,23 | 1,8172 | 73,64 | +- 0,574 | +-0,042%
2,0140 0,177 80,42 2,0463 0,163 81,97 2,0726 0,188 | 79,20 | 2,0443 |80,53 | +- 1,132 | +-0,091%
2,2378 0,141 84,40 2,2737 0,142 84,29 2,3029 0,152 | 83,19 | 2,2715 |83,96 | +- 0,549 | +-0,046%
2,6854 0,135 85,07 2,7285 0,141 84,40 2,7635 0,141 | 84,40 | 2,7258 [84,62 | +- 0,313 | +-0,026%
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Tab. €. 9 Antiradikalova aktivita

suSina (%): 46,92

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 2,0065 2,0073 2,0064
suSina (g) 0,9414 0,9418 0,9414
naredéni (x) 5 5 5

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 1,023 0,00 0,0000 1,023 0,00 0,0000 1,023 0,00 0,0000 ]0,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,1883 0,882 13,78 0,1884 0,862 15,74 0,1883 0,858 | 16,13 | 0,1883 [15,22 | +-1,026 | +-0,016%
0,3766 0,784 23,36 0,3767 0,775 24,24 0,3766 0,722 | 29,42 | 0,3766 [25,68 | +-2,674 | +-0,069%
0,5649 0,656 35,87 0,5651 0,65 36,46 0,5648 0,617 | 39,69 [ 0,5649 (37,34 | +-1,676 | +-0,063%
0,7532 0,533 47,90 0,7535 0,476 53,47 0,7531 0,499 | 51,22 | 0,7532 |50,86 | +- 2,289 | +-0,116%
0,9415 0,444 56,60 0,9418 0,383 62,56 0,9414 0,399 | 61,00 | 0,9416 |60,05 | +-2,524 | +-0,152%
1,1297 0,319 68,82 1,1302 0,281 72,53 1,1297 0,257 | 74,88 | 1,1299 |72,08 | +- 2,495 | +-0,180%
1,3180 0,216 78,89 1,3186 0,229 77,61 1,3180 0,197 | 80,74 | 1,3182 |79,08 | +-1,284 | +-0,102%
1,5063 0,177 82,70 1,5069 0,136 86,71 1,5062 0,137 | 86,61 [ 1,5065 85,34 | +-1,867 | +-0,159%
1,6946 0,142 86,12 1,6953 0,125 87,78 1,6945 0,121 | 88,17 | 1,6948 |87,36 | +-0,890 | +-0,078%
1,8829 0,123 87,98 1,8837 0,166 83,77 1,8828 0,11 89,25 | 1,8831 87,00 | +- 2,339 | +-0,204%

28



Tab. €. 10 Antiradikalovéa aktivita

suSina (%): 93,48

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 0,2004 0,2000 0,2005
suSina (g) 0,1873 0,1870 0,1874
naredéni (x) 1 1 1

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 0,875 0,00 0,0000 0,875 0,00 0,0000 0,875 0,00 0,0000 |10,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,1873 0,746 14,74 0,1870 0,849 2,97 0,1874 0,693 | 20,80 | 0,1872 (12,84 | +- 7,402 | +-0,095%
0,3747 0,524 40,11 0,3739 0,615 29,71 0,3749 0,531 | 39,31 | 0,3745 |36,38 | +-4,725 | +-0,172%
0,5620 0,374 57,26 0,5609 0,493 43,66 0,5623 0,392 | 55,20 | 0,5617 |52,04 | +-5,985 | +-0,311%
0,7493 0,25 71,43 0,7478 0,365 58,29 0,7497 0,266 | 69,60 [ 0,7490 [66,44 | +-5,813 | +-0,386%
0,9367 0,157 82,06 0,9348 0,163 81,37 0,9371 0,151 | 82,74 | 0,9362 |82,06 | +- 0,560 | +-0,046%
1,1240 0,118 86,51 1,1218 0,124 85,83 1,1246 0,121 | 86,17 | 1,1234 (86,17 | +- 0,280 | +-0,024%
1,3113 0,109 87,54 1,3087 0,113 87,09 1,3120 0,117 | 86,63 | 1,3107 (87,09 | +-0,373 | +-0,033%
1,4987 0,107 87,77 1,4957 0,111 87,31 1,4994 0,117 | 86,63 | 1,4979 (87,24 | +-0,470 | +-0,041%
1,6860 0,106 87,89 1,6826 0,111 87,31 1,6868 0,116 | 86,74 | 1,6852 (87,31 | +- 0,467 | +-0,041%
1,8733 0,106 87,89 1,8696 0,109 87,54 1,8743 0,114 | 86,97 | 1,8724 (87,47 | +- 0,377 | +-0,033%
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Tab. €. 11 Antiradikalovéa aktivita

suSina (%): 93,69

vzorek 1 |vzorek 2 |vzorek 3
navazka (g) 0,2001 0,2001 0,2002
suSina (g) 0,1875 0,1875 0,1871
naredéni (x) 1 1 1

hmotnost  latky v

(mg)

0,0000 1,025 0,00 0,0000 1,025 0,00 0,0000 1,025 0,00 0,0000 |10,00 | +-0,000 | +-0,000%

0,1875 0,798 22,15 0,1875 0,82 20,00 0,1871 0,803 | 21,66 | 0,1873 [21,27 | +-0,919 | +-0,020%
0,3749 0,63 38,54 0,3749 0,646 36,98 0,3741 0,666 | 35,02 | 0,3747 |36,85 | +- 1,437 | +-0,053%
0,5624 0,466 54,54 0,5624 0,474 53,76 0,5612 0,53 48,29 | 0,5620 |52,20 | +- 2,778 | +-0,145%
0,7499 0,365 64,39 0,7499 0,376 63,32 0,7482 0,364 | 64,49 | 0,7493 |64,07 | +-0,530 | +-0,034%
0,9374 0,258 74,83 0,9374 0,267 73,95 0,9353 0,259 | 74,73 | 0,9367 (74,50 | +- 0,393 | +-0,029%
1,1248 0,185 81,95 1,1248 0,189 81,56 1,1223 0,165 | 83,90 [ 1,1240 (82,47 | +-1,024 | +-0,084%
1,3123 0,127 87,61 1,3123 0,134 86,93 1,3094 0,122 | 88,10 | 1,3113 |87,54 | +- 0,480 | +-0,042%
1,4998 0,118 88,49 1,4998 0,123 88,00 1,4965 0,117 | 88,59 [ 1,4987 [88,36 | +- 0,256 | +-0,023%
1,6873 0,117 88,59 1,6873 0,119 88,39 1,6835 0,116 | 88,68 | 1,6860 |88,55| +- 0,122 | +-0,011%
1,8747 0,113 88,98 1,8747 0,116 88,68 1,8706 0,116 | 88,68 | 1,8733 |88,78 | +-0,138 | +-0,012%
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Graf.¢. 7
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Tab. ¢. 12 Zastoupeni vybranych fenolickych latek v bi¥ize v priabéhu ontogeneze (%), pirepoéteno na

vysuSenou drogu

vzorek suSina % Kys. . | kys. kdvova |hyprerosid [kvercitrin | X
chlorgenova

1 | pupeny biezen 72,48 0 0 1,595 0 1,595
2 | pupeny duben 50,86 0 0,153 8,901 0,814 9,868
3 | listy duben 48,26 0 0,097 8,446 0,820 9,363
4 |listy kvéten zacatek 39,41 0 0,079 2,483 0,315 2,877
5 | listy kvéten konec 52,97 0 0,106 4,661 0,371 5,138
6 |listy ¢erven 55,72 0 0,056 3,678 0,279 4,013
7 | Cerstvy list ¢erven 2006 | 46,92 0 0 1,173 0,282 1,455
8 | suSeny list cerven 2006 | 93,48 0,093 0,374 5,515 1,028 7,010
9 | Fo. Betullae 93,69 0 0,187 4,403 0,281 4,871

Graf 10 Zastoupeni jednotlivych latek v biize v pribéhu ontogeneze
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Tab. 13 DPPH shaSeci aktivita porovnana na zakledé hodnoty ICs

Vzorek ICs0 (MQ)
1 | pupeny biezen 0,2398
2 | pupeny duben 0,4785
3 | listy duben 0,7603
4 | listy kvéten zagatek 1,3486
5 |listy kvéten konec 1,3556
6 | listy cerven 1,1634
7 | cerstvy list ¢cerven 2006 0,7895
8 | suSeny list Gerven 2006 0,5938
9 | Fo. Betullae 0,5769

Graf €. 11 Antiradikalova aktivita extrakttl pupent a list bfizy a drogy Betula folium
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Obr. ¢. 7HPLC - Hyperosid
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Obr. ¢&. 9HPLC - Kysdlina kavova
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Obr. ¢ 11 HPLC —vzorek 1 pupeny biezen

mall

420
400

hiyperasid

60

360

340

320

300

280

260

240

220

&
_20 RT [min]
o 2 4 E g 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

2305 may
220

210
200
140
130
170
160
130
140
130
120
110

fawvova B

Teavowa A

30 RT [min]
o 2 4 E g 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

40



Obr. ¢. 12 HPLC —vzorek 2 pupeny duben
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Obr. ¢. 13 HPLC —vzorek 3 listy duben
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Obr. ¢. 14 HPLC —vzorek 4 listy kvéten zac¢atek
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Obr. & 15 HPLC —vzorek 5 listy kvéten konec
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Obr. ¢ 16 HPLC —vzorek 6 listy ¢erven
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Obr. ¢. 17 HPLC —vzorek 7 ¢erstvé listy ¢erven 2006
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Obr. ¢. 18 HPLC —vzorek 8 suSenélisty ¢erven 2006
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Obr. €. 19 HPLC —vzorek 9 Betulaefolium
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6 DISKUSE

Pro naS organismus je duleZitd rovnovdha mezi antioxidanty a volnymi radikdy. Pri

pievaze volnych radikat mluvime o oxidatnim stresu.

Mohou byt vyznamnymi ochrannymi &tity v organizmu, ale na druhou stranu volné
radikdly vyznamng figuruji ve vzniku a vyvoji mnoha onemocnéni. Sehrévaji také dulezitou
roli pti hypoxii, ischemii, zanétu a starnuti bunék. Negjen Ze komplikuji prabeh nékterych
nemoci, ae mnohdy jsou i vyvolavgjicimi faktory vzniku jak akutnich tak chronickych

onemocnéni.

Maji vliv na rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni, jako hypercholesterolémie a
nasledna aterosklerosa, hypertenze, hyperhomocysteinemie a samozigjmeé akutnich stavii, jako
je infarkt myokardu a trombozy. Ovliviuji také dychaci cesty ( astma, chronick& bronchitis,
CHOPN, bronchopulmonani dysplazie). Dae figuruji u onemocnéni gastrointestinalniho
traktu, jater, pankreatu a ledvin ( glomerulonefritidy, iscemie, neuropatie) Hraji roli pfi
diabetu 1. i 2. typu. Ziggme figuruji i pii vzniku Alzheimrovy choroby a Parkinsonovy
choroby. A neméné dulezité jsou i reakce volnych radikdt s melaninem v kuzi a Gcinky UV
zéreni na stéarnuti pokozky. Podili se vzniku nadorového bujeni, protoze zpusobuji vznik

mutaci a ovliviuji apoptézu. > %°

Mezi daleZité prirodni zdroje santioxidacni funkci patti mimo jiné i fenolické
slou¢eniny, z nich nejprostudovanéjsi flavonoidy. Antioxidacni U¢inek je podminén polohou
hydroxylovych skupin, ptitomnosti dvojnych vazeb.

Vysledky nékolika epidemiologickych studii zamérenych na vliv konzumace ovoce a
zeleniny na vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny ukézaly, Ze hydroxyskoiicovée
kyseliny (HSK) mohou mit i v organismu antioxidacni a antikarcinogenni vlastnosti. *°

Hydroxyskoricové kyseliny jsou derivéty fenylpropanu snavzaem velmi podobnou
strukturou a vlastnostmi. Jsou v rostlinach rozsirené, ¢asto se vyskytuji spolu sflavonoidy a
nachézeji se také v rostlinné potravé (ovoce, zelenina, ofechy) a v pochutinach (vino, ¢g),
kéva, olivovy olg).

NejrozSirengjSi latky jsou kyselina kévova, kyselina chlorogenova a kyselina p-
kumarovd Vyskytuji se bud’ volné nebo vézané ve formé estert, glykosidu, vazané na
organické kyseliny a lipidy. Vzhledem ke struktuie, zefména OH skupindm v o- postaveni na
aromatickém kruhu, maji tyto latky predpoklady zhaSet volné radikaly.
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Dalsi vyznamnou skupinou obsahovych l&ek santioxidancni aktivitou jsou
flavonoidy. Ze studii vztahi mezi strukturou a antioxidacni aktivitou vyplyva, Ze velmi

acinné jsou kvercetiny. Hyperosid a kvercitrin byl obsazeny v Betulae folium.

Sledovani obsahu fenolickych latek, HSK a flavonoidt v pupenech a listech biizy a
stanoveni antioxidacni aktivity jsem se vénovala ve své préci. Vzorky byly sbirény v prabéhu
ontogeneze.

Chromatograficky profil fenolickych latek ukazuji zaznamy HPLC analyzy na obr. 11
—19. Vysledky stanoveni HSK uvéadi tab. 12 agraf 10.

Maximani obsah kysdliny kavové (pocitano na vysuSenou drogu) byl v pupenech
0,153 mg/g, v listech 0,106 mg/g. Pritomnost kyseliny chlorogenové (0,093 mg/g) byla

zaznamenana az v listech plné vyvinutych (sbér ¢erven).

Obsah flavonoidi v hodnocenych vzorcich ukazuje tab. 12 a graf 10. Vysoky obsah
hyperozidu byl v pupenech tésn¢ pied rozvinutim a v mladych listech, dal&i maximum, ae
nizsi bylo v mladych listech shiranych koncem kvétna. Obsah 4,661 mg/g byl srovnatelny
sobsahem v suSenych listech i v droze Betulae folium zakoupenév lékarné (4,403).
Pritomnost kvercitrinu byla zaznamenana aZ v pupenech pred rozvinutim (0,814 mg/g),
srovnatelné mnozstvi bylo v mladych listech (0,82 mg/g), nateZ nésledoval prudky pokles a
béhem vegetace byla hladina kvercitrinu v listech vyrovnana Vyznamné zvySeni obsahu
kvercitrinu bylo zaznamenéno v listech po usuSeni — viz graf 10. V lisech ze stejného sbéru

jsou ve spektru i mnozstvi latek vyrazné rozdily mezi cerstvymi ausuSenymi listy.

Vzhledem k ptitomnosti flavonoidi a HSK byla sledovana také antioxidacni aktivita
extrakta listd v rizném ontogenetickém stadiu a aktivita extrakta drogy Betulae folium
|ékopisné kvality. Antioxidacni aktivita byla testovana na zékladé schopnosti zhaset radika
DPPH. Vysledky uvadi tab. 13 a graf 11. Pro porovnani aktivity byla vypoétena ICsp. Z grafu
11 je patrné, Ze AA extrakta klesa béhem ontogeneze, maximdni je u pupeni ( IC50 =
0,2398), neginiZsi je lista jiz vyvinutych, sbiranych v obdobi od kvétna do ¢ervna ( 1,3486,
1,3556, resp. 1,1634). U starSich listd antioxidacni aktivita opét stoupa. SuSené listy
z vlastniho sbéru i zakoupené droga maji aktivitu shodnou (1C50 = 0,5938, resp. 0,5769) jen o
malo niZz8i nez byla u extrakti z plné vyvinutych pupeni. ProtoZe byl sledovan obsah jen
vybranych latek — kyseliny chlorogenové a kyseliny kévova a flavonoidi kvercitrinu a
hyperosidu, nelze ucinit jednoznacny zavér o vztahu mezi mnoZstvim fenolickych latek a

namerenou antioxidacni aktivitou. Nizky obsah sledovanych fenolickych latek u pupent (viz
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tab. 12), avSak vysoka aktivita (viz graf 11) naznatuje, Ze na antioxidacni aktivité se
podstatnou mérou podilgji jeste dalsi latky.
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7 ZAVER
V listech brizy sbiranych béhem ontogeneze byly HPLC sledovany vybrané fenolické
l&tky ze skupiny hydroxyskoficovych kyselin a flavonoidi.

Maximéni obsah kyseliny kavové (pocitano na vysuSenou drogu) byl v pupenech
0,153 mg/g, v listech 0,106 mg/g. Pritomnost kyseliny chlorogenové (0,093 mg/g) byla
zaznamenana aZ v listech plné vyvinutych (sbér cerven).

Vysoky obsah hyperosidu 8,91 a 8,446 mg/g byl v pupenech tésné pred rozvinutim a
v mladych listech, dal$i maximum, ale niZsi bylo v mladych listech sbiranych koncem kvétna.
Obsah hyperosidu v listech na konci kvétna 4,661 mg/g byl srovnatelny sobsahem
v suSenych listech i v droze Betulae folium zakoupené v Iékarné. Pritomnost kvercitrinu byla
Zzaznamenana aZ v pupenech pred rozvinutim (0,814 mg/g), srovnatelné mnozstvi bylo
v mladych listech (0,820 mg/g) nacez nasledoval prudky pokles a béhem vegetace byla
hladina kvercitrinu v listech vyrovnana. Vyznamné zvySeni obsahu kvercitrinu bylo
zaznamenano V listech po usuSeni (1,028 mg/g). V lisech ze stejného sbéru jsou ve spektru i

mnozstvi |&tek vyrazné rozdily mezi ¢erstvymi a usuSenymi listy.

Antioxidacni aktivita byla testovana na zakladé schopnosti zhéSet radikd DPPH. Pro
porovnani aktivity byla vypoctena ICsp, Antiradikdlova aktivita extrakti klesa béhem
ontogeneze, maximalni je u pupeni (ICsp = 0,2398 a 0,4785), ngniZsi je u lista jiz
vyvinutych, sbiranych v obdobi od kvétna do cervna (1,3486, 1,3556, resp. 1,1634). U
starSich listd antioxidacni aktivita opét stoupa SuSené listy z vlastniho sbéru i zakoupena
droga maji aktivitu shodnou ( 1Csp = 0,5938, resp. 0,5769 ), jen o mao niZsi nez byla u
extrakt z pln¢ vyvinutych pupent.

Nizky obsah sledovanych fenolickych latek u pupent avak vysoka aktivita naznacuije,
Ze naantioxidacni aktivité se podstatnou mérou podilgji jeste dalSi 1étky.
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