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ABSTRAKT

Prace se zabyva problematikou stanoveni obsahulidiejh latek v I€ivych
rostlinach trading vyuZivanych WCeské republice. Fenolické latky jsou skupingirqunich
slowenin vyhradsg rostlinného charakteru. Malaiast této rozsahlé skupiny stamin tvai
flavonoidy. Z flavonoidi je nejvice pozornostiémovano pedevsim kvercetinu a rutinu. Je to
dano jejich snadnou dostupnosti a velmi vyznamnalogickou aktivitou. Tyto latky
vykazuji mnohé fiznivé biologické tinky. Maji vyrazné antioxidai vlastnosti, zabrauji
peroxidaci lipidi, likviduji volné kyslikové radikdly a vazbou doetéti inaktivuji rekteré
prooxid&ni kovové ionty. Posledni vyzkumy ukazuji, Z&rgdni flavonidy mohou diky
témto vlastnostem fedchazet vzniku chronickych onemeénn jako jsou ateroskleréza,
kardiovaskularni a nadorova onemeéeh Flavonoidy jsou vyuzZivany v traghim i modernim
|ékarstvi. Studie dokazuji, Ze cennym zdrojem taktodgalky &innych latek jsou trading
pouzivane l&vé rostliny.

Obsah fenolickych latek byl stanoven metodou mrcgl&lektrokinetické kapilarni
chromatogafie (MECC) a metodou kapalinové chromatftey (HPLC) v souboru 8 tévek
béZzne pouzivanych \Ceské republice. Pro analyzu byl pouZit lyofilizoyaa volré suseny
material. V lyofilizovaném materialu byl nalezenjuysSi obsah celkového kvercetinu
v tuzebniku jilmovém (14200 mg/kg susSiny) a Hzk klokoré (11800 mg/kg susSiny)
NejvysSi obsah rutinu obsahoval b&ny (17700 mg/kg suSiny). Podobné hodnoty byly
nantieny ve volg suSeném materialu. Obsah celkového kvercetintirgurge Bhem suseni

neznenil.



ABSRACT

The work has been inquired into the problem of enohidetermination of phenolic
substances in medicinal plants traditionally usedCzech Republic. Phenolic substances
belong to a group of natural compounds, which aelg plant origin. Flavonoids are a part
of this extensive group of compounds. As for flaeinls, most attention is paid to quercetin
and rutin. It is caused by their easy availabi#ityd very significant biological activity. These
compounds embody a lot of positive biological effecThey have expressive antioxidant
properties, inhibit lipid peroxidation, scavengedfroxygen radicals and bond into the chelates
they inactivate some prooxidant metal ions. Theskatesearches have shown that thanks to
their properties natural flavonoids can occurence obronical diseases, such as
arterosklerosis, cardiovascular or tumor disor&éavonoids are exploited both in traditional
and modern medicine. Same other studies have eadethat valuable sources of these
biologically effective substances are traditionaibed medicinal plants.

Content of phenolic substances was determined hifiadeof micellar electrokinetic
capillary chromatography (MECC) and liquid chrongaiphy (HPLC) in collection of
8 medicinal plants usually used in Czech Repulblar. analysis was used freeze-dried and
dried plant material. In freeze-dried material i@snd the highest content of total quercetin
in Filipendula ulmaria L. (14200 mg/kg of dry weight) and Betula pendula Roth. (11800
mg/kg of dry weight). The highest content of rutiantainedSambucus nigra L. (17700
mg/kg of dry weight). Similar values was measunediiied plant material. The content of
total quercetin and rutin during drying was unchexhg
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|. LITERARNI CAST

1. ROSTLINNE METABOLITY

Rostliny tvai mnoho slodenin, podle funkce byvajisteny na primarni a sekundarni
metabolity. Primarni metabolity souvisi se zaklatnifunkcemi organismu, pat sem
sacharidy, lipidy, proteiny a nukleové kyseliny.tdysloweniny se podileji f@devSim na
stavié burtk. Sekundérni metabolity nejsou bezpredit dulezité pro okamzité udrzeni
Zivota organismu, nemaji zakladni stavebni funkade, svymi @inky zaji&'uji zachovani
biologického druhu. Rostliny syntetizuji sekundamgtabolity jako odpayd’® na fizné
stresové vlivy progedi (nap. zmeny intenzity spektra, teplotni zmy, kompetice mezi
rostlinami, ohroZeni herbivory a mikrobialnimi pgémy). Jsou rozhodujici pro reprodukci
rostlin, hraji dilezitou roli @i regulaci fGstu a expresi gén Rostliny spatebuji velké
mnoZstvi energie na syntézu a ukladani sekundamétaboliti. Mezi sekundarni metabolity

pafti terpenické latky, alkaloidy, fenolické latky alpamidy (Berhow a Vaughn, 1999).

1.1. Fenolické latky

Fenolické latky jsou rozsahlou a neobyx raznorodou skupinou sekundarnich
metabolifi, které jsou syntetizovany v cyklu kyseliny SikindoyBerhow a Vaughn, 1999,
Harmatha, 2002). Rostlinné fenolické latky vznikap malym pétem rékolika zakladnich
biogenetickych drah, které vedou k omezenémitupdvou i tii klicovych meziprodukt.
Z téch pak dale vznikaji jednoduchymi enzymatickymngf@rmacemi stovky az tisice tzv.
perifernich derivat. Zakladnim kikovym meziproduktem biosyntézy je kyselina is&ova
nebo jeji biogenetické ekvivalenty, tj. hydroxy rfiethoxy) derivaty: kyselina kumarova,
kavovda, ferulova a sinapova. &hto klicovych latek pak vznikaji dalSi meziprodukty
druhého stupf) které se dale diverzifikuji specifickymi hydroagemi, dehydrogenacemi,
metoxylacemi, fenoloxidacemi, esterifikacemi, glgkacemi, radikalovymi oligomeracemi
apod. V pipact jen jediné skupiny fenylpropanovych derivdbk nafista jejich poet do
stovek (v pipact ligninia) nebo az do tisic(nag. u flavonoidi). NejkeZnejSi typy rostlinnych
fenolickych latek Ize klasifikovat nalad podle pétu uhliki a jejich vzdjemnych vazeb
(Harmatha, 2002):

jednoduché fenoly benzofenony s dibenzopyrany
fenolické kyseliny a aldehydy antrachinony aostily



10

acetofenony, benzofurany, izobenzofurany
fenylpropanoidy, benzopyranoidy, kumariny
naftochinony

ageratochromeny a prekoceny

dibenzofurany

1.2. Fenolické kyseliny

flavoyp@icthalkony

lighanyemlignany
kondenzované taniny

lignin
katecholmelaniny

Fenolické kyseliny jako je n&pkyselina kavova, ferulova nebo galova seasdji

nachazeji v rostlinach ve fomesteti, v nichz se vazi karboxylem na hydroxylové skupiny

organickych kyselin nebo sacharidNejbizrgjsi latkou tohoto typu je kyselina chlorogenova

(5-kofeylchinova kyselina), kter4 se vyskytuje vgsekém mnozstvi v k@ Kyselina

ferulova je nejastji sowdasti vlakniny, kde je esterovou vazbou vazana maidetuldzy.

Kyselina galova se vyskytuje rodh ve fornt estei, nag. v galotaninech je vazana na

glukdzu (Slanina a Taborska, 2004).

1.3. Flavonoidni latky

Flavonoidni latky jsou vyvojavvelmi starou skupinou sléanin. V sogasnosti se

na ré zaneiuje mnoho studii. Z této velké skupiny je nejvicz@rnosti ¥novano pedevsim

kvercetinu a rutinu. Je to dano jejich snadnou wmsbsti a velmi vyznamnou biologickou

aktivitou.
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2. FLAVONOIDY

2.1. Vyskyt

Flavonoidy pati mezi sekundarni rostlinné metabolity. #ta nejsou schopna
syntetizovat aromatické sléeniny s benzenovym kruhem z alifatickych prekuliz@rtohoto
duvodu zvfata a lidé musi tyto organické antioxidantsjipmat v potra¥ (Hassig et al.,
1999).

Ve velmi Sirokém spektru se flavonoidy vyskytuji krytosemennych rostlin,
obzvlast v listech, ketech a pylu, mén ¢asto v kdenech, semenech,ile a plodech.
Spole&n¢ s anthokyany vytvéji flavonoidy fizove,cervené, sitle fialové a modré zabarveni
kvétin, ovoce a zeleniny. Nejvice flavondige v nadzemniclidstech rostlin, ¥astech pod
povrchem fidy byla nalezena pouze stopova mnozstvi (Hertad) ,€1992).

V cévnatych rostlinach bylo nalezeno vice nez 10 @uhi flavonoidnich slotenin
(Berhow et al., 1999), které se liSi typem a mngdastJe to zpsobeno odliSnosti podminek,
ve kterych rostliny vyistaji a také stugmn zralosti rostlin. Rostliny vyti@ji flavonoidy
k ochrag proti houbovym paraZim, byloZzravém a patogeim. Flavonoidy se dastni

redoxnich procesa obrannych reakci rostlin (Kolesnikov a Gins, 200

2.2. Struktura

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolickych latek, iéese od sebe liSi chemickou
strukturou a vlastnostmi. Do stasné doby bylo identifikovano vice nez 10 0@@nych
flavonoidi, které rozdlujeme do jednotlivych ifd v zavislosti na oxidaim stavu
heterocyklu obsahujici atom kysliku (Slanina a Také&, 2004):

flavony anthokyanidiny
flavonony leukoanthokyaniny
flavonoly chalkony
flavononoly dihydrochalkony
izoflavony aurony
anthokyaniny katechiny

Spoleénym zakladem flavonoidje difenylpyranova struktura ( C6 — C3 — C6 ) réte
je odvozena od kyslikaté heterocyklické skniny flavanu, tvéeného déma benzenovymi

kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Uhlikotéray v C a A kruzickislujeme od 2
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do 8, vkruhu B od 2°do 6°. Tato zakladni strukturaoZiuje velké mnozstvi strukturnich
a substitdnich variaci v kruzich A, B i C uvititkazdé tidy flavonoidh (Holman a Katan,

a myricetin, a dva hlavni flavony — luteolin a aggn. Hlavni rozdil mezi flavony a flavonoly
je pritomnost hydroxyskupiny v poloze C3 u flavoin@Hertog et al., 1992a).

Flavonoidy se vyskytuji obvykle jako O-glykosidybsahuji tedy ve své molekule
necukernou saiast (aglykon) a cukernou slozku. D-gluk6za jecas§ji se vyskytujici
cukerny zbytek. DalSimi cukernymi slozkami jsou &8lakt6za, L-rhamndza, L-arabindza,
D-xyl6za a D-glukuronova kyselina. V rostlinach dylalezeno vice nez 8@znych cuki
vazanych na flavonoidy, jejichZ postaveni v benzgob kruzich se iiive neénit. Nasledkem
toho bylo v girodk nalezeno 179tznych kvercetinovych glykosid(Hollman et al., 1996).
Ténmet vSechny hlavni glykosidy jsou substituovany v po8 a nejhojgjsi jsou derivaty
kvercetinu (Rhodes a Price, 1997). &Eji je pripojen jeden glykosid, ékdy vSak jsou
substituovany dva nebdi thydroxyly polyfenolu.Céast flavonoidni molekuly bez cukru se
nazyva aglykon. Volné aglykony se vyskytujidka. Aglykon nebo sacharidova slozkéza
byt dale substituovana hydroxykyselinou, fidpyselinou jablénou nebo galovou (Slanina
a Taborska, 2004).

Obr. ¢.1 Struktura flavonoida

Flavonoly: X=0H; kvercetin R1=0OH, R2=H
kempferol R1=H, R2=H
myricetin R1=OH, R2=0OH

Flavony: X=H; apigenin R1=H, R2=H

luteolin R1=0OH, R2=H
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2.3. Vlastnosti

Flavonoidy vykazuji Siroky rozsah biologickycRirikta na bugcné systémy savc
Pouzivaji se v tradnim i modernim |ékimtvi. V posledni dob bylo wnovano mnoho
pozornosti jejich antioxidaim vlastnostem a jejich inhimi Uloze véznych stupnich
vyvoje nadoru ve studiich na taiech (Hollman a Katan, 1998). Biologick&nky zahrnuji
antibakterialni, antivirové, protizétliveé, a protialergické &inky, dale maji vliv na imunitni
systém a synergickycinek na vitamin C. Zajem o flavonoidy v lidské wgivyvolala jejich
potencionalni role v prevenci rakoviny (Lachmaialet1999).

Flavonoidy inhibuji peroxidaci lipoprotein nahromadni plaku, kapilarni
permeabilitu a #ehkost vlasénic a tlumi aktivitu enzymovych systémzahrnujicich
cylkooxygenazu a lipoxygenazu. Flavonoidy projevyjd (inky jak antioxidanty, lapge
volnych radikah a jako chelatory bivalentnich katidnt

Antioxidacni aktivita flavonoid je zavisla na ptu a poloze hydroxylovych skupin v
molekule, vliv ma i jejich glykosylace. Optimalnadikalo likvidacni vlastnosti byly
nalezeny pra-dihydroxy strukturu v kruhu B, dvojna vazba mehkliky 2 a 3 (C2-C3) a 4-
oxo funkéni skupinu v kruhu C a 3 a 5 -OH skupiny na kruzécla C. Flavonoly, jako je
nag. kvercetin, spojuji tyto vlastnosti, likviduji hgpoxidové anionty (©), hydroxyradikaly,
lipidové peroxyradikaly a ti chalaty s dkterymi ionty kowi (F€*, CU#") ( Cook a Samman,
1996).

Flavonidy jsou pitomné pedevSim ve vakuolach, zatimco radikdly a aktivni
sloweniny kysliku (hydroxylové radikaly eOH, peroxid vodiku kO, radikal
hyperoxidového anioneO,’, radikal atomu kyslikuwOe, resp. kyslikovy radikalovy anion
e0O) jsou diky fotosyntetickému transportu elekitopiitomné v chloroplastech. Peroxid
vodiku vSak mze difundovat fes membrany a reakci s molekulou flavonoidu tak/atit
flavonoidni fenoxylovy radikal, ktery reaguje s klimou askorbovou na radikal kyseliny
dehydroaskorbové, ktery se cytosolickou dehydrodsiteduktazou ignenuje z@t na
kyselinu askorbovou (VeliSek, 1999). Flavonoidy éakedukuji volné radikaly oxidu
dusnatého. Flavonoidy obsaZené v cytopkajsou sodasti si¢ antioxidant, ktera zahrnuje
kyselinu a-lipoovou, flavonoidy a vitamin C ve vakuolach atavhin E — tokoferol
v burg¢nych sténach, glutathion v cytoplazimp-karoten a dalSi (Lachman et al., 1999).

Kvercetin, hlavni pedstavitel podidy flavonoli je silny antioxidant, fedchazi
oxidaci lipoproteii s nizkou hustotou. Lipoproteiny s nizkou hustot@DL), jsou
povazovany za rozhodujici prostiniky v utvéeni arterosklerotického plaku. Mnoho
epidemiologickych studii ukazuje aeou souvztaznost meztipnem flavonoid: v potraw

a umrtnosti na srdai onemocwni, ktera je Zasti vysétlovana inhibici oxidace LDL
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a snizenym uhrnem krevnich deéek (Cook a Samman, 1996; Hollman a Katan, 1998). P
zvySeném fjmu flavonofi a flavormi je sniZeni rizika umrtnosti na kardiovaskularni
onemockni WtSi nez 50 % (Hollman et al., 1996). Flavonoidy fgapuji snizenim
kapilarni permeability antihistaminovyiaek a pouzivaji se jako venofarmaka (Kolesnikov
a Gins, 2001).

Tyto piirozere se vyskytujici rostlinné slégeniny mohou zabranit nadorovému bujeni
v rizném stupni vyvoje (Hollman a Katan, 1998)¢kheré studie naziaji, Ze gijem
potravin obsahujici flavonoidy, ime chranit organismusigd rekterymi formami rakoviny,
predevsim rakoviny plic, traviciho traktu a rakovipgu u Zen a rakoviny prostaty u niuz
RovreZz rada experimefit na laboratornich ziatech a nadorovych bkach prokazala
antikarcinogenni &inky rostlinnych polyfenal. Flavonoidy mohou takéigobit proti vzniku
krevnich srazenin a timto @&pobem snizovat riziko infarktu myokardu nebo mozkawutvice
(Slanina a Taborské, 2004).

Rada studii ukazala, Ze flavonoidy mohou inhibowatséhlé enzymové systémy
sava@. Byly popsany dinky hlavnich flavori a flavonoti na 24 tiznych enzymech nebo
enzymovych systémech. Mnohégeghto enzyni jsou zapojeny dotdezitych biochemickych
drah, které reguluji biiné dleni a ast, agregaci krevnich destk, detoxikaci a zatlivé ¢i
imunitni reakce. Ginky flavonoidi byly zkoumany v buggnych systémech ztdt s fiznym
stuprém rakovinového procesu a byl nalezen jejich viivimanitni systém a na hemostazu
(Middleton a Kandaswami, 1993; Hollman et al., 1996

Bylo zverejréno rekolik studii mutagenity &kterych hlavnich flavonoitl nag.
kvercetinu, kempferolu a myricetinu. Obavy z mutageflavonoidi v bakterialnim systému
spustily mnoho vyzkurin flavonolu kvercetinu, ale mutagenita flavonbidebyla u savic
nalezena. Byly také nalezenyikdizy karcinogenityéchto flavonoidi, ale nebyly potvrzeny
jinymi studiemi (Hertog et al., 1992a). Karcinogarkvercetinu ve studiich na tafech byla
negativni. Naopak antikarcinogenni a antiproliferdt Gcinky kvercetinu a ostatnich
flavonoidi se stavaji stéle vicegimymi (Middleton a Kandaswami, 1993; Hollman et al
1996).

2.4 Metabolismus
Epidemiologicka data podporuji roli flavoriojako antioxidant v prevenci cévniho
onemocgni srdce. Vdebavani z potravy jefedpokladem pro vztah mezi flavonoly a cévnim

onemocgnim srdce. Navic by metabolismus flavanglo jejich vstebani nerd vyznamré
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inhibovat jejich antioxidéni funkce (Hollman a Katan, 1998).iwrny prijem flavonoidi je
odhadovan na 1g/den (Hertog at al., 1992b).

Vstrebavani, metabolismus, nasledna distribuce aceyhni flavonoid u c¢lovéka
pati k malo studovanym oblastem jejich vyzkumu. Vieggho znamo ze studii na tatiech.
Vstiebavani flavonoitl vazanych na cukry (glykosiyl které jsou obsazeny v potg\bylo
dlouhou dobu povaZzovano za zanedbatelné. Pouzé flalronoidy, tedy bez cukerné slozky,
byly povazovany za schopné projitesini sénou. Do steva ale nejsou vyliovany zadné
enzymy SEpici tyto vazby a tyto enzymy nejsotitpmny ani ve sevni séné. Presto jsou
jatra a flora tlustého stva d¥ hlavni mista metabolismu flavondidExistuji dikazy o O-
metylaci, sulfaci a glukoronidaci hydroxylovych gl v jatrech. Dlezité se zda byt
vylu¢ovani glukoronid a sulfat zluci. Bakterie v tlustém st hydrolyzuji konjugaty, které
pravdépodobré umoziuji vstebavani uvolénych aglykori. Tyto mikroorganismy také
podstaté degraduji strukturu flavonoidrozS&penim heterocyklického kruhuidtlpokladaji
se ti hlavni typy roz&peni kruhu u katechin flavonoli, flavoni a flavanori, vedoucim
k riznym fenolickym kyselinam nebo jejich lakton. Tyto primarg vyprodukované
fenolické kyseliny jsou nachylné k sekundarnim o#ak jako je B-oxidace, redukce,
demethylace, dehydroxylace a dekarbonace. Fenokgkéliny jsou vsebavany a dale
vylu¢ovany mai. ( Hollman a Katan, 1998).

Bylo studovano vgebavani a metabolismus katechinu na Sesti zdramyakskych
dobrovolnicich, kt# prijimali davku 4,2 g katechinu, coz je 92,3 mg/kiské vahy. Bhem 6
hodin se fenoly objevily v plazéna hodnoty se vratili do normalu po 96 hodindcimdhieké
sloweniny byly vyloweny do mdi jak ve volné, tak v konjugované fo&mobsahovaly
sulfatové konjugace). i®lizn¢ 19% jaté davky bylo vylodeno stolici v nezgnéné
podolE. Je to nefiznivy &j, ktery je vyvolany pijmem jedné velké davky katechinu (Cook
a Samman, 1996).

Také byl zkouman metabolismus kvercetinu na gedtrovolnicich ¢tyii muzi, dw

Zeny) ve ¥ku mezi 21 a 32 lety. Po Ustnim poziti jednorazdeeky 4g nebyla objevena
v plazne ani v ma@i métitelna koncentrace flavonaichebo jejich derivédt Nicméreé asi 53%
této ustni davky bylo znovu objeveno ve stoliciezmenéné forn€. Z toho vyplyva, Ze bylo
absorbovano pouze 1% ayodni davky 4g kvercetinu (tedy 40 mg). Odhadovariynérny
piijem vSech flavonoiil z potravnich zdrdjje mezi 23 az 170 mg/den. Absorpce 40 mg proto
neni podcgovana. Studium metabolismu jednoho flavonoidu, kétrk kvercetinu v jedné
farmakologické davce, ktera vysoceéepysSuje odhadovanou spelbu flavonoid, nemusi

zcela vys¥tlovat metabolismus flavonaidz potravnich zdrdj (Cook a Samman, 1996).
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Hollman a Katan studovali a kvantitativarcili vstitebavani tiznych potravnich forem
kvercetinu. Akoli pouze flavonoidni aglykony jsou povaZzovay zhapné pejit pies stevni
stnu, aglykony kvercetinu podané Ustwe studiich na lidském organismu byly rektany
neusgsré (pouze 1%). U krys se projevila po oralnim podi&wércetinového aglykonu
absorpce okolo 20%. U lidi s ileostomii byla poama hodnota 24%. Tato data ukazuji, Ze
lidé vstebavaji znatelné mnozstvi kvercetinu. Absorpce agidki v tenkém sew je tedy
mozna. Potravni antioxidant kvercetinibe vyznama zvySit antioxidani kapacitu krevni
plazmy. Vstebany kvercetin se z krve vyluje velmi pozvolna (Hollman a Katan, 1998).

Metabolismus flavonoidl neni jednotny vzhledem K jejich nejednotné striektu
a Siroké distribuci v jidle (Cook s Samman, 199Bpasledujici farmakokinetické studie
potravnich kvercetinovych glykogidukazaly #etelné rozdily ve vetbavani a biologické
pouzitelnosti flavonoidl, ta je pravépodobr fizena typem glykosidu (Hollman a Katan,
1998).

2.5 Vyuziti flavonoidi

Vyuziti flavonoidi (zvanych téZz pro mnohostrannyginek na lidsky organizmus
bioflavonoidy) je v terapii mnohostranné. Jsou v8ak zakladni indikace, kde se upiaji
piedevsim, a to jako Iéky proti korgaf tepen a jako prasdky proti nepravidelnostem
krevniho okhu. Flavonoidy podporuji odolnost krevnich vi&se postizenych ndp pri
vysokém krevnim tlaku, cukrovce dalSich onemdoéch. Jsou to latky upravujicitignivé
metabolismus lidi ve vysokéneku, a proto byvaji satasti ¥tSiny geriatrickych preparnat
Nekteré flavonoidy vykazuji fiznivy matopudny a antiseptickycinek, pisobi proti ke¢im,

regeneruji poSkozenou jaterniiikdtd. (Jirasek a Stary, 1986).
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3. LECIVE ROSTLINY

Rostliny byly vyuzivany jako zdroj potravy i prékaské w&ely jiz po staleti. | dnes
hraji byliny vyznamnou roli v udrZzovani zdraviovéka a zlepSovani kvality Zivota jako
cenné slozky napdj koreni, 1K, barviv a kosmetiky. Siroka Skala bylii dnes velmi
popularnich bylinnych prepafatobsahuje slateniny s biologickou aktivitou poskytujici
pomoc pro BZzna onemoaini jako jsou nachlazeni, kaSel, zacpde\sti potize, hokka,
nespavost, Uzkost atd.. Zajem je strekin na rostliny majici vlastnosti, které snizuji kizi
kardiovaskularnich onemoémni a rakoviny a které stimuluji a posiluji imunitsi/stém.
K aktivnim slodenindm identifikovanym v Sirokém mnoZstvi rostliatip flavonoidy, které
svymi &inky vytvéi ochranu proti chronickym onemagrim.

WHO odhaduje, Zefblizné¢ 80% obyvatel sita spoléha na trathi Iékastvi v p&i
0 své zdravi, ale mnohé &hto I&ebnych proces zahrnuje pouzivani rostlinnych extrakt
nebo jejich aktivnich sloZzek. Krafitoho mnoho zapadnich¢ig ma v rostlinnych extraktech
svij puvod (Craig, 1999).

Je nutné také #daznit, Ze pouze spravnécani a pouzivani bylin je bezgreé a niize
poskytovat Iéebné vyhody, zatimco nespravné nebo rmdénuzivani mze byt riskantni. Je
obecrg zndmo, Ze mnoho rostlinigobi jako Iék v menSich mnoZstvich, ale ve vysokych

davkach mohou byt toxické.

3.1. TuZebnik jilmovy

3.1.1. Obecné znaky

Tuzebnik jilmovy Filipendula ulmaria L.) je statn& vytrvala bylina dostajici vysky
az dva metry, pét do celedi fizovitych Rosaceae). Z plazivého,éldnkovaného oddenku
vyrastaji cetné gimé, pevné a hranaté lodyhy. Listy jsaetphovar lichozpégené, s dima
az gti jarmy Siroce vsejitych listki, z nichz koncovy je dlanit lalocnaty. Palisty jsou
napade Siroce srdité a zubaté. Na lici jsou listy tmawvzelené, na rubu zelené nebo
béloplstnaté. Cetné malé nazloutlé kvitky, vonici po tkgch mandlich, skladaji bohata
kvétenstvi — kuZelovité vrcholiky. Binky kvéta jsou dlouhé a wnivaji z kvitku ven.

TuZebnik jilmovy roste na zivnych vlihkych loukacia trezich potok a v gikopech,
kde tvai obvykle velké kolonie, napadné vysSkou rostligjagymi kvétenstvimi a vni.
Po opyleni vznikaji lysé, zprvu zelené a pfizbnédé meéchyiky, charakteristicky Sroubovit
staiené. Tato rostlina je domovem t&nv celé Evrop a v oblasti od Sibbe po Malou Asii.
Trhaji se listy, kéty a Sptéky vyhonki v doke kvétu (v ¢ervenci az srpnu)itie, nez se

vytvori priliS mnoho plod (Ttiska, 1979).
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3.1.2. Pouziti v léitelstvi

TuZebnik jilmovy je znamy jako ¢évka uz od dob star@ku. V I&itelstvi se pouziva
piedevsim kwt tuZzebniku, #idka i na. Kvéty tuzebniku maji protiz&tlivé, antirevmaticke
a sviraveé tinky, pomahaji fi hojeni ran. Extrakt z rostliny obsahuijici flavady ma silnou
antioxida&ni aktivitu (Papp et al., 2004), snizuje kapildpgrmeabilitu krevnich viasggic,
pusobi proti srdZzeni krve a vykazuje protirakovingénky (Krasnov et al., 2006). ddecky
uznavaneé je uZziti kKu a nat pro podmirnou I&bu onemoceéni z nachlazeni. V empirickém
|écitelstvi se tuzebnik pro miopudné jsobeni pouziva iip dné a nemocich m@mveho
méchyke a ledvin. Nepouziva seipiecitlivélosti na kyselinu salicylovou.iPpredavkovani
se mohou objevit Zaludei potiZze a nevolnost (Mayer et al., 2004).

3.1.3. Obsah fenolickych latek

Extrakt tuzebniku jilmového, ktery ma velmiiznivou antioxid&ni kapacitu, byl
zkouman metodou HPLC spojenou s DAD a hmotnostektspmetrii (MS). Tato technika
dovoluje zjistni hlavnich slotenin extraktu. Vikznych ¢astech rostliny byl kvalitativh
zjistén obsah dchto flavonoidi a jejich glykosid: kvercetin, rutin, hyperosid, avikularin,
spireosid, kvercetin-3-@-glukuronid a kempferol-4"-@-glukosid. Dale byly v extraktu
zjisteny aglykony kempferolu a kvercetinu (Papp et &04).

Rostlina také obsahuje na 20 fenolickych kyselimjchZz jsou nejvice dominantni

kyselina galova, kumarova a vanilinova (Krasnoalet2006).

Tab. ¢.1 Flavonoidové glykosidy v listech tuZzebniku jilmvého

Aglykony kempferol
kvercetin
4’-O-glukosidy kempferol-4"-OB-glukosid
kvercetin-4"-OB-glukosid (spireosid)
3-O-rhamnosidy kvercetin-3-@+rhamnosid (kvercetin)
3-O-rutinosidy kempferol-3-OB-rutinosid (nicotiflorin)
kvercetin-3-OB-rutinosid (rutin)
3-O-glukoronidy kvercetin-3-@-glukoronid

(Papp et al., 2004)
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Obr. €.2 Tuzebnik jilmovy (Filipendula ulmaria L.)

3.2. Jitrocel kopinaty

3.2.1. Obecné znaky

Jitrocel kopinaty Rlantago lanceolata L.) je vytrvala bylina patci do celedi
jitrocelovitych (Plantaginaceae). Pod zemi vytvid svazité koreny s kratkym oddenkem,
z rkhoz vyfista fZice gizemnich lish a kwtonosné stvoly. Listy jsou kopinaté, pozvolna
zUzené wapik s podélnou, vystouplou Zilnatinou. &wi stvoly jsou vzgimené, ryhované,
zakortené klasovitym kstenstvim s nahlaienymi drobnymi kety. Kvéty rozkvétaji

odspodu a pak postupm na mladSich stvolech, takze cela rostlina kwatekwétna po celé
léto. Plodem je dvojsemenna tobolka.
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Jitrocel kopinaty je domacim druhem v EvEapseverni i $edni Asii, jako zavilgeny
roste i jinde. Ve volnéffrod je hojny na lukach, pastvinach, na mezichikgpech a jako
plevel i na polich, hlavhv jetelovinach. Restoze rostlina je hojnda, jakocigka se g@stuje.
Uznavanou odidou je nap. jitrocel Libor.

Shiranou a sklizenotésti rostliny jsou listy Kolium plantaginis). Sbiraji se réné
v obdobi od kétna do z& seezavanim nebo sezinanim celych listovyighia nizko u zera,

V polnich kulturach se jitrocel sklizi dvakrat &ikitat za sezonu. Material se pak susi v tenké
vrstw ve stinu za dobréhcetrani nebo v susagnpii teplo kolem 40°C. SpravhususSena
droga je zelena, bez pachu a ma tiklleo, sviravou chti PresuSena droga se snadno droli.
Pri uloZeni v suchu a temnu jéidna po dva roky (Andrejev a Barinov, 1990).

3.2.2. Pouziti v léitelstvi

Prvni pisemné zminky o pouZiti jitrocele jakaiV@ rostliny pochazeji z asyrské
mediciny. | v antické dabbyl velmi cegnou I&ivkou. Listy jitrocele kopinatého patdiky
znanému obsahu slizu k typickym slizovym drogam. Skzsklada ze stai arabogalaktan)
galaktari a polygalakturod obsahujicich rhamnoézu, arabin6zu a galaktézu. [&anfho
nositele dinku se dnes obeémpovaZzuje glykosid aukubin, jehoZz aglykon ma aotibké
acinky (Jirdsek a Stary, 1986).

Dale jitrocel obsahuje biologicky aktivni latkykm@ polysacharidy, lipidy, derivaty
kyseliny kavove, flavonoidy, iridoidoveé glykosidigrpenoidy, alkaloidy a organické kyseliny
(Samuelsen, 2000).

Droga fiisobi giznivé na odhléovani hornich cest dychacich a na zanicené sliznice
V détskem Iékastvi je velmi oblibeny jitrocelovy sirup proti kadl jitrocelové pastilky proti
chrapotu (Jirasek a Stary, 1986).

V empirickém |é€itelstvi se listy jitrocele pouZzivaji proti kaséstmatu, hemoroign
a pfijmu a pro prvni osétni ran pi poraréni kize. Kontraindikace a vedlejSéiaky nejsou
znamy (Mayer et al., 2004).

3.2.3. Dalsi zastupateledi jitrocelovitych (Plantaginaceae)

Celead jitrocelovitych zahrnuje vice driihs I&ivymi Geinky. V Rusku a obas i jinde
se sbira agstuje i jitrocel ¥tSi (Plantago major L.), jehoZ drogu ale nas Iékopis tigousti
(Jirasek a Stary, 1986). Jitrocetsi a prosedni Plantago media) maji vSak podobné d&é
Gcinky a jsou také vyuzivany v lidovéemcléelstvi. | klasterni l&itelstvi rozliSovalo jitrocel
VétSi a jitrocel kopinaty, iicemz tomu druhému bylytznavany ¥tsi I&ebné sily (Mayer et
al., 2004).
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DalSim zastupcem je jitrocel bleSnikPléntago psyllium), ktery byva fazen
do zvlaStniho rodiPsyllium (chmelik) jakoPsyllium afra (chmelik bleSnikovy). Jeho droga,
Semen psylii, jsou ¢ervenohida a silg leskla semena, kterda obsahuji é@¥inasobné
mnoZstvi slizu ve srovnani s listy jitrocele kopéte. Vyluh z &chto semen i{sobi jako
vyborné projimadlo sifznivym &inkem na gevni sliznici. Dnes se vSak pro tyto |ékieé
Gcely pouziva térr vyhradré semeno jitrocele indickéhdPlantago ovata), tzv. indické

bleSnikové semeno, dovazené zedi Asie. (Jirasek a Stary, 1986, Mayer et aD420
3.2.4. Obsah fenolickych latek
Z druhu jitrocel ¥tSi (Plantago major L.) bylo izolovano &kolik flavonoidi a rekteré

Z &chto slodenin maji strukturu, ktera nebyla dosud publikovana

Tab. ¢.2 Flavonoidy obsazené v jitroceli #Sim (Plantago major L.)

apigenin 7-glukosid
baikalein

hispidulin

hispidulin 7-glukoronid
homoplantaginin
luteolin 7 glukosid
luteolin 7-diglukosid
luteolin 6-hydroxy-4"-metoxy-7-galaktosid
nepetin 7-glukosid
plantaginin
skutelarein

(Samuelsen, 2000)

Z jitrocele byl izolovan plantaginin a homoplantagBaikalein, hispidulin, skutelarein
a plantaginin jsou lagaradikali a mohou inhibovat peroxidaci lipidBaikalein a hispidulin
maji protizagtlivé Gcinky.

Z etanolového extraktu byly izolovany etyl a mesydey kyseliny kavové, zatimco
z vodného extraktu kyselina chlorogenova a neoogkmova. Hlavnimi derivaty kyseliny
kavové obsazené Rlantago major L. je plantamajosid a akteosid. Plantamajosid zy&
protizaretlivé, antibakterialni a antioxidai (inky, pasobi jako lapa radikali a inhibuje

peroxidaci lipidi (Samuelsen, 2000).
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Obr. €.3 Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata L.)

3.3. BezZ'erny

3.3.1. Obecné znaky

Cerny bez $ambucus nigra L.), vysoky aZz sedm meiy pati do éeledi zimolezovitych
(Caprifoliaceae). Je to k& nekdy i strom s ¥tvemi vyplrénymi bilou, vatovitou teni. Mladé
vétve jsou zelené, po#jl Sedé a maji napadriéckovité jizvy. Rapikaté, vsicné postavené
listy jsou lichozpé&ené, s déma az temi jaimy eliptitych aZ podlouhlych listk Listky jsou,
krom¢ spodnic¢ésti ufapiku, zubaté a po rozemnuti pachnou. Malé kvitkyZlsitobilou
korunou také intenzivhvoni. Kwty jsou usp#adany do plochych vrchaéhatych kétenstvi.
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Plody jsou leskleterné peckowiky, dozravajici od k&tna doftijna (Andrejev a Barinov,
1990).

Bez cerny kvete odcéervna docervence a roste ve &lych listnatych lesich,
na pasekach a lesnich okrajich a v hojnosti dréhdtolem plofi, zdi, na skladkach
a rumistich. Plody bezderného poZiraji ptaci a timiSitento ké hlavre kolem sidli§

a na kulturnich fdach. Zusleckné odiidy se gstuji na plantazich ( Kaack a Austed, 1998).

Bez cerny je roz&en po celé Evrap roste na Kavkaze, v Malé Asii, v Armeénii,
v irdnu a zasahuje az do zapadnii®ibieho semena byla z§i8t jiz v neolitickych sidlistich
¢lovéka. Od starodku byly znamy léivé &inky bezucéerného. Stéd Slované bez uctivali
a wiili vjeho kouzelnou moc, tavou z plod barvili nejen latky, ale zdobili ji i ti@
direvenych lzka (Triska, 1979).

Bez ¢erny patil od pradavna k vyznamnymdi&ym rostlinam a k l&eni se uzivaly
vSechny jehocasti. V sodasné dob se sbiraji pedevsim kety (Flos sambuci) a plody
(Fructus sambuci). Sker kvétu se provadi kné odstihovanim celych k&tenstvi i se stopkou
1 cm dlouhou v doh) kdy vSechny k&ty jsou plre rozvité, ale nikoli pekvetlé. Po usuSeni se
kvéty odtrhnou a stopky odstrani. DebusuSena droga ma jastlutou barvu, k&enit voni
a ma nasladlou, slizovitou chuP¥i dobrém uloZeni v suchu a temnu vydr#i roky .

Bezinky se na drogu sklizeji v celych plodenstvigihle se suSi z&gené na dratech
a pak odstopkuji na sitech. Voni po suSeném oebaitnaji sladkokysele az svikaa slepuji

se, coz vSak neni droze na zavadu (Andrejev a 8aritD90).

3.3.2. Pouziti v léitelstvi

Bez &erny je oficialni léivkou zaazenou doCeského lékopisu, jeho terapeutické
vlastnosti jsou vynikajici. Drogy se pouZivaji jagmstedky potopudné, protineuralgické,
mocopudné a projimavé. Horky nalev dwi drogy se uzivaiponemocini z nachlazeni,
hornich cest dychacich, d@&brozpousti hleny a ukligije zanicenou sliznici. M4 vyragn
protikiecovy inek @i nemocech $ev a m@ového nEchyke.

Bezinky se pedepisuji roviZ v nalevu, a to ip Iéceni chronickych z&fta hornich
cest dychacich, doprovazenych upornym kaSlgnzgmtech trojklanného nervu a migrénach
a jako dopikova l&ba gi ischiasu a revmatismu (Jirdsek a Stary, 1986).

Kontraindikace a vedlejSicinky nejsou znamy (Mayer et al., 2004). Bezinkyzeebojidat
za sirova, neikbmohou zvlast v nedozralém stavu vyvolavatipnaky otrav. Jedovatost je

dana obsahem kyanogennich glykégidtkinson a Atkinson, 2002).
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3.3.3. Obsazené latky

V kvétni droze je obsaZen rutin (aZz 3%), kyanogenniagigk sambunigrin (z druh
rodu Sambucus specificky jen pro bezerny), déale izokvercetin, silice, organické kysglin
cukry, slizy atisloviy. Bezinkova droga obsahuje + 8 % invertnéaru sambubiézy, az 1,5
% organickych kyselin, vitamin C a barviva antokiygna antokyanidiny, z nichz byly
zjistény nag. chryzantemin a sambukyan (Jirdsek a Stary, 1986).

K ovocné vini bezinek pispivaji alifatické alkoholy a aldehydy a aromaéogstery
(Atkinson a Atkinson, 2002). Mezi hlavni antokyanipiéitomné v bezinkach péatcyanidin-
3-glukosid a cyanidin-3-sambubiosid (Kaack a Ausi€98).

P A gt folundes,

Obr. ¢.4 Bezéerny (Sambucus nigraL.)
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3.4. Briza bdlokora

3.4.1. Obecné znaky

Briza kElokord Betula pendula Roth.) patti do ¢eledi kizovitych Betulaceae). Je to
strom se Stihlym kmenem a napadnou bilou borkasilngSich Wtvich v horni¢asti kmene.
Bilou barvu borky zfisobuje pryskiicna latka betulin v bitkach kiry. Na spodu kmene je
borka hruba, rozpraskana a tmava&twé jsou pimé, pozdji previslé. Rapikaté listy maji
trojboce srditou a na okraji, kroth baze, dvakrat o pilovitou ¢epel, v mladi jsou pité
a lepkavé. Sati a samii kvéty jsou v jehgdach, plodem jefkdlata nazka (fiiska, 1979).

Briza kElokora kvete od dubna do &wa a roste hopn v podrostu listnatych
i jehlicnatych led. Je roz8ena po celé Evrapa zapadni Sibi V Rusku i ve Finsku tvid
¢asto sama, nebo spolu s osikou a olSi, celé valkasty. Je to velmi skromn&aVina a snasi
velmi drsné klimatické ifdni podminky. Naopak je velmi n&rma na s¥tlo.

RozliSeni mezi déma druhy biza kElokora a Bbiza pyitdA mize byt zvlasdt
problematické, protoZze jednotlivé stromy maji mtofické charakteristiky, které tyvio
piechod mezi ofma druhy. Tento problém ike byt gekonan studiem @tu chromozon
jednotlivych strond (bfiza kElokord 2n = 28, zatimcoriza pyita 2n = 56) nebo pouZzitim
chemické metody dle Lundgrena, ktera je zaloZenayioreni srazeniny se sldeninami
piitomnych v kife kiizy bélokoré. V l¥ize pyité je tato slotenina mén hojna a srazenina je
tedy slabSi. Tyto morfologické problémy mohou bgké& vyeSeny studiem trichoin
a chemického sloZeni flavondidkteré trichomy iznych druli biizy vylucuji (Lahtinen et
al., 2006).

3.4.2. Pouziti v léitelstvi

V |écitelstvi se dnes pouziva témvyhradre list brizy, zatimco #ive se pouzivaly
i kara, pupeny a pryskice. V listech jsou fedevSim flavonoidy, ale i salicylové st@niny,
vitamin C, fisloviny, hdciny a pryskyice. Jejich diuretické isobeni je vysétlovano
piitomnosti flavonoid, piicemz relativé vysoky obsah vitaminu Cigjm¢ tento @&inek
podporuje (Mayer et al., 2004).

Brezového listu se pouziva jako piestku povzbuzujiciho ledvinyfipproplachovaci
terapii m@&ovych cest u bakterialnich a zflivych onemocini a nemoci doprovazenych
kiecemi, ale i k podprné l&bé revmatickych obtizi. V empirickém dielstvi je kiza
oblibenym acasto pouzivanym prastdkem.Caj z rezového listi se pijeijprevmatismu,
dre, ledvinovych kamenech a koZnich onemiwdoh. Tinktura z pupentohoto stromu se

pouziva pi horetce, Zaludenich obtizich a zewnjako prostedek na hojeni ran.
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3.4.3. Obsah fenolickych latek

K analyze flavonoid a dalSich fendl vyskytujicich se viize kElokoré @Betula
pendula) a krize pyiré (Betula pubescens) byla pouzita metoda HPLC (Keinédnen a Julkunen-
Tiitto, 1998). Flavonoidni glykosidy obsazenéiizke kElokoré a liize pyité byly zkoumany
v nékolika studiich tykajicich se farmakologie, chemxot@aomie a ekologie. Obeé&njsou
flavonoidy povazovany za chemotaxonomické ukazatmdba vykazuji Sirokou strukturni
rozmanitost a jsou chemicky stabilni. V mnoh&padech jsou flavonoidy pouzivany
k ujasreni jiz existujicich klasifikanich systém. Blizka gibuznost mezi vyskytemekterych
flavonoidnich aglykofh a pd@tem chromozorm druhi Betula ukazuje, Ze oba tyto
chemotaxonomické ukazatele mohou byt whiev taxonomické a fylogenetické analyze
(Lahtinen et al., 2006).

Po kyselé hydrolyze byly &eny flavonoidni aglykony pomoci HPLC. Cukerné
zbytky byly identifikovany plynovou chromatografiipojenou s hmotnostni spektrometrii.
Flavonoidni glykosidy byly weny jako ekvivalenty kvercetin-3-galaktosidu.

Tab ¢.3 Obsah fenolickych slogenin v listech kizy bélokoré (Betula pendula
Roth.)

Slowenina Obsah (mg/kg susiny)

kyselina neochlorogenova 0,6
kyselina chlorogenova 2,7
derivaty kyselinyp-kumarové 3,2
katechin 0,6
myricetin-3-galaktosid 2,6
myricetin-3-glukuronid 0,5
myricetin-3-arabinopyranosid 0,1
myricetin-3-arabinofuranosid 0,6
myricetin-3-rhamnosid 0,2
kvercetin-3-galaktosid 8,0
kvercetin-3-glukosid 0,3
kverctin-3-glukuronid 2,2
kvercetin-3-arabinopyranosid 1,6
kvercetin-3-arabinofuranosid 2,2
kvercetin-3-rhamnosid 0,8
kempferol-3-glykosid 0,1
kempferol-3-glukuronid 0,2
glykosidy kempferolu 0,3
kempfrol-3-rhamnosid 0,2
derivaty apigeninu 0,8
derivaty luteolinu 0,1

(Keindnen a Julkunen-Tiitto, 1998)
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Siroké mnozstvi slaienin bylo identifikovano jako konjugaty myricetinkempferolu
a kvercetinu. Velmi hojnou fenolickou sk®ninou je kyselina chlorogenova. Dale byly
uréeny dalSi derivaty kyseliny skioové jako kyselina neochlorogenova, kyselina kdvap-
kumarova (Keinanen a Julkunen-Tiitto, 1998).

i - . R e
FTE Febodis swsssconser € Binvieid’ Weifie Biche.

Obr. ¢.5 Briza bélokoréa (Betula pendula Roth.)
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3.5. Meduika Iékarska

3.5.1. Obecné znaky

Meduika lékdska Melissa officinalis L.) je trvalka, kter& rize dofistat az do vySky
jednoho metru. V zemi vytvavicehlavy oddenek &tnymi, az 30 cm dlouhymi keny. M&
bohat vétvenou lodyhu s veéjtymi, na okrajich pilovitymi listy. Kéty jsou umistny
v UZlabi listi, vétSinou na hornicasti lodyhy. Koruna k&tt je nafizowla az namodrala
(Heneberg, 1992).

Meduika pati do ¢eledi hluchavkovitych lamiaceae). Latinsky nazev Melissa ma
svij puvod vieckém slo¥ ,meliteia“, od ,meli, melitos“- med, a vypovida atraktivnosti
rostliny pro \ely. Termin ,officinalis* k nazvu fifadil Carl von Linné (1707-1778). Vyznam
francouzskeho slova ,officine”, ktery znamena ,lgkéky, laboratorni“ byl poprvé
zdokumentovan v roce 1812. Jméno ,balm”, pouzivaa@agliting, je zkracena podoba pro

Meduika pochazi ze zapadni Asie a vychodnihde®imdi. Vyskytuje se téz
v jihozapadni Silsi a v severni Africe. Ve s&tdni Evrog neroste ve volnérpock, ale je zde
péstovana. Kvete odervence do srpnajgd kvetenim listy citronavvoni. Nejvice uZivanou

¢asti jsou susSené listyasto majici rozkvetlé vrcholy (Herodez et al.,2003)

3.5.2. Pouziti v léitelstvi

Tato bylinka je pouzivana kdé¢ mnoha onemocmi. Extrakt ma vyznamné
antioxida&ni inky. Publikované vysledky potvrzuji, Ze antioxida aktivita je zfisobena
obsahem fenolickych kyselin, fgdevSim kyseliny rozmarynové, ktera byla nalezena
ve velkém mnozstvi tvek (Ziakova et al., 2003)Caj z mediky je v I&itelstvi
doporwovan jako napoj id neurologicky podmiénych zaZivacich potizich a poruchach
spanku, proti hysterii a melancholiifi pchronickém piduskovém nachlazeni, migén
bolesti zulsi, hlavy, ucha a ip vysokém krevnim tlaku. Také vybarrdesinfikuje mdové
cesty. Zevl se pouziva na zmini revmatismu,  nervovém vygti a @i strnulosti Sije.
Uklidnujicich &inki meduikové silice se vyuziva i vifsadach do koupele a v mastech
(Mayer et al., 2004, Herodez et al., 2003).

3.5.3. Obsah fenolickych latek
Urcenim  kvalitativniho a kvantitativniho  sloZzeni hlé&im aromatickych
a polyfenolickych sloéenin pomoci HPLC se zabyvali Carnat a kol. Studoyrsava obsah

téchto slodenin v suSenych listechaji a v listech zbylych po nalevu.
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Rostlinny material (1 kg suSenych tistbyl zakoupen v obch@da byla potvrzena
totoznost druhu officinalis. Material byl vysuSearkym vzduchem i teplog 30 — 35 °C
a uchovan v papirovém & pii pokojové teplat po dobu iti mésioi. Nalev byl gipraven
zalitim 10 g celych list 1 | destilované vody a louhovan po dobu 15 miNysledny nélev
mél Zlutou barvu a fijlemnou citrbnovou &ni. SloZeni polyfenolickych sl@enin bylo
analyzovano pomoci HPLC gipojenim DAD.

Vysledky studie ukazuiji, Ze suSené listy obsah/32 06 silice, ze které citral (neral +
geranial) tvei 0,13 %. Celkova separace polyfenoini 11,8 % a zahrnuje derivaty kyseliny
hydroxyskdicové (11,3 %), z toho obsah kyseliny rozmarynéiné 4,1 %. Obsah flavonoid
je 0,5 %.Caj z mediiky obsahuje 31 %vodni silice. Givodem tohoto poru je pongrng
vysoka hladina aldehyda citralu. Listy zbylé po nalevu obsahuji 0,12 %ce a jsou

ochuzené o citral (Carnat et al., 1998).

Tab. ¢.4 Obsah hlavnich slodenin v suSenych listech¢aji a listech zbylych po

nalevu z meduiky Iékai'ské

Obsah hlavnich sl@enin (v % vahy susiny)
Slozky suSené listy ¢aj listy zbylé po
nalevu
silice 0,32 0,10 0,12
citronellal 0,13 0,02 0,05
B-karyofylen 0,01 0 0,01
neral 0,07 0,03 0,02
geranial 0,09 0,04 0,02
souhrn flavonoid 0,51 0,44 0,11
derivaty luteolinu 0,54 0,51 0,07
derivaty kyseliny hydroxyskicové 11,29 10,49 1,86
kyselina rozmarynova 4,05 3,99 0,33

(Carnat et al., 1998)

Kyselina rozmarynova mé antivirové a antioxidiavlastnosti, zatimco siliceapobi
antimikrobialré a proti Kecim. Farmaceutické preparaty, které obsahuji extoakthaceny
o kyselinu rozmarynovou brani replikaci viru hergeim potl&uji tvorbu opait (Carnat et
al., 1998).



30

¥ Gebringlide Melife.

7
AT (f/}'r‘r'.(.—nf/r-r L

Obr. €.6 Meduiika Iékarska (Melissa officinalisL.)

3.6. Repik lékai‘sky

3.6.1. Obecné znaky

Repik |ékadsky (Agrimonia eupatoria L.) je vytrvala bylina zeledi fizovitych
(Rosaceae). Z dievnatého oddenku wysta aZz jeden metr vysoka, désohlupata lodyha,
zakortena dlouhym, klasovitym Rtenstvim. Listy jsou ietrhovar lichozpégené, s listky
vejéitymi, pilovitymi, na rubu Se& chlupatymi. Drobné, s¥tzluté kwty jsou usptadané do
Stihlych hrozif. Rostlina kvete odervna do zA. Plod je naZka obalena SeSuli gkao&itymi

vyrastky.
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Druh je roz&ien po celé Evraf roste i v Asii i Severni Americe. Ve volnéinpd
roste hoj& na suchych stanovistich, \€hich a pastevnich porostech, na mezichjkopech
a na lesnich paloucich. Vzhledem ke zvySené poetaetepik nejen shira, ale takéspuje.
Mezi uznané odidy pati fepik Krajovy. Je mozné hoé¢gtovat na velkych plochach
s pouzitim mechanizaceisklizni. Tento zjisob vSak poskytuje drogu horsi jakosti.

K Iécebnym @elim se sbira nia ktera po zpracovani poskytuje vyznamnou drogu
Herba agrimoniae. Ziskava se gezavanim celych rostlin na gaku kveteni. Nesbiraji se
rostliny prekvetlé a lodyhy silgSi nez @t milimetrd. Sprave suSena droga kenit voni

a ma nahitklou chu’. Nema se skladovat déle nez dva roky (Andrejear@nBv, 1990).

3.6.2. Pouziti v léitelstvi

U¢inné latky misobi sviray, protizamtlive, Zluopudré a maopudreé. LEivy &aj
z tepiku, gipadreé ve snési s bylinami podobnéhotpobeni, se pouziva kiéni zazivacich
poruch, proti pifjmam a k pomocnému &€ni nemoci jater a ledvin. Nalev s&ippavuje
Z jedné lZicefezané drogy, ktera sadhje asi déma Salky vrouci vody. Po vyluhovani
a scezeni se napoj uziva po jednom $alku dvakidikedt den. Caj je i chutnym napojem.

Droga je také saiasti rekterych hromad& vyradbinych I€ivych pripravii. Fi
zevnim pouZziti se vyuzivaji protizéttivé a hojivé @inky (kloktadla, koupele, Ustni vody)
nejen v lékéstvi, ale i v Iéebné kosmetice. Pouzivamepiku Iék@ského v Iékestvi i lidovéem

lécitelstvi natolik vyznamné, Ze pgatrozsahem spigby mezi nejdlezitéjSi drogy stat

stredni Evropy (Jirdsek a Stary, 1986).

3.6.3. Obsah fenolickych latek

Ke stanoveni polyfendl obsazenych v extraktuiepiku lék@ského byla pouZzita jak
metoda HPLC s ijpojenim k DAD, tak hmotnostni spektrometrie. TeéghnHPLC byla
pouzita pro selektivni detekci flavan-3iolDalezité informace byly ziskdny kombinaci dat
ziskanych zdchto dvou technik.

HPLC profil ukazuje naifitomnost &¢chto polyfenoh: nejvyznamujsi z flavan-3-al
je pritomnost monomeru katechinu a dirietrimeri a tetramei procyanidinu. Déale byly
identifikovany derivaty apigeninu a derivaty kveina jako je hyperosid a izokvercetin
a derivaty kempferolu (tilirosid). Tyto sléeniny maji cenné antioxidai a protizastlivé
acinky. Polyfenoly pravépodobre prispivaji k velmi vyznamné antioxidai kapaci¢, ktera
je priblizné dvakrat ¥tsSi nez u askorbové kyseliny (Correia et al., 2006)

V semenechepiku byl také nalezen kvercetin 3 fcbB-glukopyranosid (Tomlinson
et al., 2003)
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Tab. ¢.5 Fenolické latky zjiS€né viepiku Iékaiském (Agrimonia eupatoria L.)

katechin

kyselinap-kumarova

apigenin 6-C-glukosid (izovitexin)

kvercetin 3-O-galaktosid (hyperosid)

kvercetin 3—O-glukosid (izokvercetin)

kvercetin 3"-OB-D-glukopyranosid

kempferol 3-O-glukosid

kempferol 3-O-(6""-Op-kumaroyl)-glukosid (tilirosid)
(Correia et al., 2006, Tomlinson et al., 2003

Gemeiner @herminnia,
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Obr. &.7 Repik Iékaisky (Agrimonia eupatoria L.)
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3.7. Kontryhel obecny

3.7.1. Obecné znaky

Kontryhel obecnyAlchemilla vulgaris L.), pakici doceledi fizovitych Rosaceae), je
vytrvala bylina s kratkym oddenkem gzemni fiZici listd, lysa az hiata (s éznym stupgm
chlupatosti i natrznychéastech rostlin). Lodyhy jsou listnaté, vystoupazéi@amé, 5 - 50 cm
vysoke, vyfistajici z oddenku po stratistové fizice. Rizemni listy jsourapikaté, s tuhou,
okrouhlou, Sedozelenou dlanitolat@toucepeli. Kwtenstvi je bohate, vrchohate, slozené
z vidlami, jejichz posledni &ve pechazeji ve vijany. Drobné&tyicetné kwty maji
Zlutozelené az zelené zbarveni. Jednotlivétykwmaji kalich zectyt listka, které naspodu
snistaji v¢isSku steji velikou nebo ¥tSi nez voln&asti listki. Pod kalichem je jeStkaliSek,
jehoz listky jsou ¥tSi nez kalich. Koruna neni vyvinuta. Plodem jekaaz

Kontryhel se hojé vyskytuje na vihkych loukach, wiopech, na pastvinach, okrajich
lesi, na sutich, u potdka cest od pahorkatiny az do hor (az alpinsky sijugrostlina je
rozSitena v Evrop a zapadni Asii, v severni Africe ve vysokém AtlaglAmerice pouze
v jihovychodni Kanad Zavlgens a zdomacéle se vyskytuje i v USA a Australii.

Drogou jsou listy fizemni fizice stapiky Folium alchemillae) nebo kvetouci rta
(Herba alchemillae) (Andrejev a Barinov, 1990).

3.7.2. Pouziti v léitelstvi

Kontryhel byl v lidovém léitelstvi pouZivan k k&eni tzv. Zenskych onemaani, pi
nadneérném krvaceni fd menstruaci, proti potratu a k ukani klimakterickych potizi. DalSi
oblasti lidového pouziti byly poruchy zazivani papené pijmy, zaréty mocovych cest
a zevrt jako kloktadlo, na éni lazre, na obklady proti zaftim a na zdlouhavse hojici rany.
Dnesni léksstvi pouziva drogy kontryhele jeniidka. Redélné je vyuZiti drogy
v antidiabetickych ¢ajovych smisich. Z#azeni kontryhele do terapie je zavislé na

podrobrEjSim chemickém a farmakologickém vyzkumu rostlidiydsek a Stary, 1986).

3.7.3. Obsazené latky

Ucinky drogy jsou podminy obsahem katechinovychriglovin, kterych bylo
nalezeno az 8 %. Dale obsahuje flavony, izoflavdtayonoly a malo znamé doprovodné
latky. Pro @inek jsou dlezité zejména hoiny, které maji miré stahujici (astringentni)
acinky (Mayer et al., 2004).
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Obr. ¢.8 Kontryhel obecny @lchemilla vulgarisL.)

3.8. Popenec fect’anovity

3.8.1. Obecné znaky

Popenec tectanovity Glechoma hederacea L.) je vytrvala, plaziva bylina Zeledi
hluchavkovitych (Lamiaceae). Tenké, plazivé oddenkygchazeji ve vystoupavétyihranné,
lysé lodyhy, dotstajici vySky az 30 cm. Z uklvyrastaji i dlouhé, zak@nujici vyhony,
kterymi se rostlina &i do okoli. Listy jsou vsfcné,rapikaté epeli ledvinitou az stitou,
hruke vroubkovanou. V GzZlabi hornich listvyrastaji fidké lichogesleny pyskatych kit
modrofialové barvy. Rostlina kvete otelana daservence. Plody jsou tvrdky.

Popenec je roz&n po celé Evrapa v Asii. Roste na stinnych, vihkych mistech na

zahradkach, v Zivych plotech, vdvinach a v lesich.
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K lé¢ebnym @elim se sbira na kterd4 po ususeni poskytuje dragerba glechomae.
Nat’ se shira reiné seezavanim celych rostlin od dubna azdsovence. Pak se susi ve stinu,

na suchém, ddb wtraném mist a oktas se obraci (Andrejev a Barinov, 1990).

3.8.2. Pouziti v léitelstvi

Droga ma vsestranné ¢cEbné pouziti. Popenec napomaha Ipéeni hornich cest
dychacich, k uvdglovani hler, k tlumeni zachvatu kaSle & plicnich chorobach. Vytazky
Z popence podporuji tvorbu a vyhwvani Zaludénich $av a tvorbu Zlte. Obsahifslovin

podmiiuje sviravy a protizétlivy uc¢inek, ktery se uplauje pi 1éceni Zaludénich

a stevnich katat a pifijmau.

Obr. ¢.9 Popenec be¢t’anovity (Glechoma hederacea L.)
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3.8.3. Obsazené latky
Z obsahovych latek jsou akbzité ftisloviny, hd¢ina glechomin, silice, cholin,

organické kyseliny a mineralni latky (Andrejev ariBav, 1990).

3.8.4. Obsah fenolickych latek
Podrobné informace o obsahu fenolickych latek \iytelu obecném a popenci
bie¢tanovitém nebyly v literatie nalezeny anebo nebyly publikované odbotténky

dostupné.
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4. ANALYTICKE METODY

Pro analyzu flavonoiiljsou vhodné ty metody, které unioi déleni pestrych sksi
latek podobného charakteru. Pro tent®lise nejlépe osdcila vysoko&innd kapalinova
chromatografie (HPLC) a Kkapilarni elektroforéza JCB jeji modifikace micelarni
elektrokineticka chromatografie (MEKC).

Analytika flavonoidnich slotenin se dli na oblast kvalitativni, kterd se zajima
0 zjiS&ni zastoupeni vSech flavonoidnich latek v danéner@t a oblast kvantitativni, kdy
je zji¥ovan obsah hil jednotlivych flavonoid nebo celkové mnoZstvi vybranych latek
v testovaném materialu. Takéife byt stanovovan celkovy obsah jednotlivych flasidnich
aglykoni. Toto stanoveni vyZzaduje hydrolyzu vSectitgmnych glykosidickych forem
jednotlivych aglykoi (Dadakova, 2006).

4.1. Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie zahrnuje vSechny chrografické zfisoby separace, kdy
je mobilni faze kapalna. S ohledem na experimentddpdadani hovéime o kapalinové
chromatografii v otekeném systému (papirova a tenkovrstva chromatografieuzaveném
systému (dnes zejména vysokimina kapalinova chromatografie HPLC).

HPLC je pro stanoveni flavonadidnegasgji vyuzivanou metodou (Hertog et al.,
1992a, Hertog et al., 1992b, Hollman et al., 199&nat et al., 1998, Tomlinson et al., 2003,
Papp et al., 2004, Correia et al., 2006, Lahtirteal.£2006).

Mobilni faze je pi isokratické eluci vedena ze zasobnikiegp odplyiova® do
vysokotlakéhocerpadla, i gradientové eluci se komponenty mobilni fazévdokji ze
z&sobniku do ss3ovae, kde se programéwmisi ve zvoleném poru a teprve pak postupuji
do ¢erpadla. Odtud je mobilni faze vederfagptiumé pulsi ¢erpadla do kolony. Kolona byva
obvykle vyrobena z nerez ocelispecialniho skla a bezpréstire za ni je pipojen detektor.
Ten je spojen se Haenim pro registraci pbéhu analyzy (zapisovaci dnes takka vyhradg
PC s hardwarovou Upravou s vyhodnocovacim softwbkddy byva za detektor razen tzv.
skéra¢ frakci mobilni faze, jenz umagje zachytit separovanou slozku vzorku, inggro
naslednou detailni identifikaci. Pro davkovani ¥apfje nyni zcela fevazujicim zpsobem
nastik vzorku s pouzitim tzv. Sesticestného kohoutudwkdvaci smykou. Smyka
0 znamém konstantnim objemu se nejprve naplni eroylpoté se kohoutigpne do druhé
polohy, kdy eluent protéka silkou a vnese vzorek do kolony. Pro HPLC se pouzieajé
kolony o délce 10 az 100 cm (da$tji 10 az 20 cm), s vnihim ptimérem od 0,2 do 2 cm.

e

Pri déleni slozigjSich sngsi se #kdy kolonyradi za sebou. Uifsodnich vzork, jeZz obsahuji
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mnoho balastnich latek, jez by mohly vyvolaegtasné znehodnoceni kolony, &esto ged
vlastni kolonou z@zuje ochranna fpdklonka. \¢asnou vyminou gedklonky chranime
separéni kolonu. Kolony pro HPLC jsou dnes phy vyhradri profesionals, velikost zrn
sorbetu se pohybuje mezi 3 az 50 umgasdji mezi 5 az 10 um. Pro detekci je velmi
rozSten piatokovy fotometricky ¢i fluorimetricky detektor. Eluat protéka émou celou
malého objemu s velkou optickou délkou (obvykle 6 @z 10 um, | = 10 mm).iPvhodrg
volené vinové délce je registrovana absorbancetielUdoderni pistroje jsou vybaveny
detektory s prognlivou a programo¥ menitelnou vinovou délkouci tzv. diode array
detektorem, schopnym praéiit ve zvoleném okamziku celé UV/VIS spektrum slozky
Ziskana informace jeutezitym kvalitativnim Gdajem o sledované sloZceh@ra Kizek,
1999).

4.2. Kapilarni elektroforéza (CE)

Prvni separace flavonaidna kapilarni elektroforéze byla provedena v ro®911
Piettem a kol., ki@ ji pouzili pro roz&leni a identifikaci flavonoidnich glukosidHaleem,
1997). Tato metoda je pro stanoveni flavoaidére vyuzivana, Bznejsi je kombinace CE
a HPLC (Rhodes a Price, 1997).

Kapilarni elektroforézutadime mezi elektromigéai metody. Elektromigrani
metody zaujimaji stéle vyznawgjdi misto mezi separaimi analytickymi technikami.
VyuZzivaji rozdilné pohyblivosti nabitycltastic ve stejnosémném elektrickém poli.
Pohyblivost nabityclEastic zavisi na velikosti ndboje, velikosti a tvamolekul, podminkach
prostedi, ve kterych separace probiha, a na sile powzatektrického pole. Elektromighai
techniky se praktikuji v kapalné fazi, obvykle v@dwnych roztocich.

Je-li ¢astice, nesouci naboj Q unsfsa do stejnostmného pole o intenzitE [V.m™,
pusobi na ni sila £

FR=zeE=QE z — udava naboj iontu
Tato sila uvadi ion do pohybu. Proti ni vSdisqbi odpor progedi silou b, ktera je
piimo uneérna rychlosticastice v.
FR=-6anrv=-knv n— zn&i viskozitu roztoku
r — znai poloner iontu
k — zn&i konstantu urérnosti
Za ustaleného stavu jsoucodily v rovnovaze.
v=(Q/(kn) E=UE u — je pohyblivoséstice [§. V' . s7
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Kazda volna elektricky nabitgstice se v elektrickém poli pohybuje veésmdaném
znaménkem jeho naboje a orientaci elektrického. @ighlost tohoto pohybu je zavisla
jednak na nabojtastice, jednak na odporu prieti. Je #ejme, Ze méh objemnécastice
s wtSim nabojem se budou pohybovat rychleji @@éstice objemné nesouci pouze maly
néboj. Tuto vlastnost popisuje w@tia nazyvana elektroforetick& pohyblivost, ktergadiuje
rychlost pohybuastice nebo iontu v jednotkovém elektrickém polbbifidk, 1994).

4.2.1. Varianty kapilarni elektroforézy

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu se sklada ze dwdektrod umisinych do
rezervoal elektrolytu, obvykle do tlumivého roztoku (Drbal &iizek, 1999).
Vysokonagtovy zdroj vytva&i elektrické pole nutné pro separaci. Separace ilp&ob
v kapilae, ktera je pon@na do elektrodovych nadobek. Na distalnim kongil&ey je
umiseén detektor, ktery snima analyticky signal. Analificsignal je zapsan liniovym
zapisovéem nebo dale zpracovandgi@acem (obr¢.2).

Obrazek ¢.10 Schéma kapilarni elektroforézy

DETEKTOR

ELEKTRODA

ELEKTRODA

RozliSujemectyii varianty kapilarni elektroforézy. Jsou to zénoegkektroforéza,
izotachoforéza, micelarni elektrokineticka chrongaéfie a izoelektricka fokusace. Sepania
principy jsou u jednotlivych variant dost odliSn&atimco v zdénové elektroforéze

a izotachoforéze dochazi kseparaci na zé&klaazdili efektivnich pohyblivosti
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a v elektrokinetické micelarni chromatografii naklaéé rozdili rozdtlovacich koeficient
mezi mobilni a pseudostacionarni fazi, jsou v iekieické fokusaci separandy od sebe
odckleny na zakladirozdili v izoelektrickych bodech (Dolnik, 1994).

4.2.2. Kapilarni zénova elektroforéza

Na principu klasické elektroforézy je zaloZenaikapi zonova elektroforéza (KZE),
také nazyvana vysokeinna kapilarni elektroforéza (HPCE) (Drbal &€k, 1999). Pro tuto
metodu je charakteristické pouziti jednoho pracohenklektrolytu v celém sepdram
systému. V dsledku toho je v celé sepam kapil&e konstantni elektrické pole. Jednotlivé
zény putuji stale stejnou rychlosti, takze sedbginu separace od sebe stale vice vzdaluii.
Vlivem difuze se zénova rozhranéasem rozmyvaji (Dolnik, 1994).

Pri kapilarni zonové elektroforéze jsou rezervoamusiivym roztokem propojeny
kapildrou vyplgnou rovréz tlumivym roztokem. Bzné kapilary uzivané v KZE maji vl
pramér 24 - 75 um, délka se pohybuje od 15 cm do 100aciejich povrch neni nijak
upravovan. Kapilary jsou vyrobeny ze syntetickéhtenkene a f®d mechanickym
poSkozenim jsou chrény polyamidovou vrstvou. DalSi vyznamnou vlastnég&mennych
kapilar je existence elektroosmotického toku kapalfpufru) kapilarou. Vnini kapilarni
povrch se chova jako slabkysely katex. B pH > 2 dochézi sistem pH ke stale
vyznammj$imu nahrazovani Hontii na vnitnim kapilarnim povrchu za jiné (deptji Na)
ionty, které jsou &nou slozkou tlumivého roztoku. Kationy (Namigruji ke katod
avzhledem ke své hydrataci strhavaji s sebou koxtkapilde. Proudni toku kapaliny
kapildrou vyvolanému timto jeveitkame elektroosmoticky tok (EOT). Tento tok jé pH 2
témet nulovy a se vistem pH se zvySuje. \&bnych elektroforetickych systémech je ve
srovnani a rychlostidinych ionfi rychlost EOT dominantni. Jak kationty, tak aniojggu
tedy Ehem analyzy unaseny ke katpdeba’ vysledna rychlost pohybu anidnit kationti je
dana vektorovym s@tem jejich migréni rychlosti v a rychlosti pohybu EOT. Do kapilgey
na jejim anodovém konci zaveden vzorek (1 - 1(g)napsti 10 — 30 kV dochazi v kapiié
k elektroosmotickému toku, kterym jsou jak katigntgk anionty transportovany gnem
k detektoru. Bhem této cesty vSak dochazi k jejich vzdjemné sepaO© kvalit deleni
rozhoduje zejména délka kapilary, rychlost EOT, ymblvost cElenych ionfi, jez je
u protolyth zavisla na pH roztoku a tepdotpri niz separace probiha (Drbal éikek, 1999).
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4.2.3. Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni  elektrokinetickd chromatografie (MEKC) ebo téZz micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC) aifiiuje vyuzit KZE i pro separaci
elektroneutralnich (nenabitych) latek. U této mgtgd v tlumivém roztoku rozpuita
povrchog aktivni latka (tenzid) v tzv. nadkritické konceatr. Velmi ¢asto se pouziva
dodecylsulfat sodny.iPnadkritické koncentraci (10- 20 mmat)ldochazi v roztoku k tvoib
micel. Hydrofobni konce tenzidu jsou obraceny davmicely, hydrofilni (a nabitafast
molekuly tenzidu (micely) je fitom nasmdrovana do roztoku. Mezi volnymi molekulami
tenzidu a molekulami tenzidu vdzanymi do micelysee dynamicka rovnovaha, takze
micely se v roztoku neustale W@ rozpadaji. Nenabité organické latky mohou igevat
s micelami. Zejména polarita latky rozhodne, jakutio se bude ffslusna slozka vzorku
v hydrofobnim jage micely zdrzovatCim mére polarni bude latka, tim délesasgji se bude
vyskytovat uvnit micel a jelikoz nabité micely putuji kapildrou diékonitosti KZE, budou
se s nimi pohybovat téZ elektroneutralni latky. iRblse latka ocitne mimo micelu, bude
unasSena pouze EOT. K separaci technikou MEKC tedpdlzi diky nestejné&etnosti a nie
interakci @lenych elektroneutralnich latek se systémem midklmivém roztoku. Micelarni

systém v kapilée se nazyva pseudostacionarni faze (Drbafizek, 1999).

Obrazek ¢.11 Separace na MEKC

EOF = elektroosmoticky tok S = latka rozgnst v roztoku (solut)

Protoze se obvykle v MEKC vyZaduje vyrazny eleksmoticky tok, je pH udrzovano
v neutralni a alkalické oblastifiBavky kowi maji vliv na povrchovy naboj micely astji
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nez v zonové elektroforéze je zdeéidavek nevodnych rozpoudstel: zneEna solvatace
ovliviiuje micelérni strukturu a interakce mezi solutermiaelou. Pro jemgsSi nastaveni
separanich podminek seékdy vytvaeji i smiSené micely (n&pdodecylsulfat a oktylsulfat),
kdy nastavenim vhodného konceritrino pongru obou tenzidl 1ze cile optimalizovat

podminky pro separaci (Dolnik, 1994).
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Il. CILE PRACE

Z provedené literarni reSerSe vyplynulo, Z&Mé rostliny obsahujfadu fenolickych
latek, mezi nimiz svymi biologickymi vlastnostmi nikaji flavonoly s hlavnim zéstupcem
kvercetinem. Tato latka ma vyrazné antioxiialcinky a miZze pisobit @i prevenci vzniku
onemockni srdce a cév. Rutin (kvercetin-3-O-D-rutinosi@) nejznarySim glykosidem

kvercetinu. Je majoritnim glykosidem wkierych I€ivych rostlinach, naip v bezuéerném.

Pro stanoveni celkového kvercetinu a rutinu bylaolawva metoda kapilarni
elektroforézy. Pro stanoveni obsahu vybranych fekypth latek byla zvolena metoda HPLC.
Pro tuto praci byl pouzit lyofilizovany a valrsuseny materiél, analyze byl podroben soubor
8 I&ivych rostlin.

Reseni bylo zaiteno na nasleduijici cile:

stanovit obsah celkového kvercetinu v soubortivieh rostlin

- stanovit obsah rutinu v souboruiMych rostlin

- porovnat obsah celkového kvercetinu a rutinu vilgmvaném a volg
suSeném materialu

- zjistit zastoupeni vybranych fenolickych latek wilgch rostlindch metodou
HPLC a porovnat vyskygcthto latek v jednotlivych vkach

- porovnat metody CE a HPLC
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lIl. EXPERIMENTALNI CAST

1. ODBER A SKLADOVANI VZORK U

Pro analyzu vybranych fenolickych latek bylo zvaehdrutii [€Civych rostlin Ezn¢
pouzivanych \Ceské Republice. Z toho byl@&tpdruhi volng rostoucich ait péstované.

Tab. ¢.6 Odebirané byliny

bezcerny Sambucus nigra L.
biiza kElokora Betula pendula Roth.
jitrocel kopinaty Plantago lanceolata L.
kontryhel obecny Alchemilla vulgaris L.
meduika lékdska Melissa officinalis L.
popenec fe¢tanovity Glechoma hederacea L.
fepik Iékasky Agrimonia eupatoria L.
tuzebnik jilmovy Filipendula ulmaria L.

Material pro analyzu byl ziskdn &bm z volr rostoucich kultur v k&tnu acéervnu
2005. Lokalita stru se nachézela v intravilanuésta Ceské Budjovice (Ceska Republika)
asi 500 m od nejbliz8i frekventované komunikace.tdvld byl sbirdn za slugeého
bezwtrného dne, postuptipodbéru vzorki odpovidal zdsadam dopdéanym v literatie
(Korbel& a Endris, 1985). Bylo vzdy odebrano kolem 500 6 @0@erstveé rostliny.

Bylinny material z pstovanych drut [&Civek (meduika, fepik, jitrocel) byl odebran
v ¢ervenci 2005 z kultur rostoucich na pokusném pozerk JU. Tyto l&vky byly
vypéstovany z osiva uznanych adr(meduika Citra,fepik Krajovy, jitrocel Libor).

Bezprostedre po skEru byl material upraven praiély analyz, to znamena, Ze rostliny
byly rozckleny na mensgasti (0,5 cm) a vzorek byl zhomogenizovan promianarCely
vzorek byl rozdlen na dva dily. Jeden dil byl suSen woéndruhy byl wtena k lyofilizaci.

Material uteny Kk lyofilizaci byl bezprogedré po zpracovani zmrazen ahem
jednoho ngsice lyofilizovan. Lyofilizace probihalaripteplot - 46°C a tlaku 0,015 mbar po
dobu 24 hodin. Material teny k volnému suSeni byl rozpriest v jedné vrsi na filtradni
papir v mistnosti s teplotou 22 °C. SuSeni trvaddns drii a bylo ukogeno po dosazeni
konstantni hmotnosti.

VSechen usuSeny (tj. &ma zpmisoby) material byl homogenizovan na laboratornim

mlynku a uchovavan v uzgené plastoveé vzorkovniciiteplo€ - 16°C az do analyzy.
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2. STANOVENI OBSAHU CELKOVEHO KVERCETINU
A RUTINU METODOU MECC

2.1 Chemikalie a standardy
methanol, kyselina borita, kyselina chlorovodikolwggroxid sodny, hydrogenubiian sodny
(vSe Lachema, Brno)
dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma Chemicals Corpamat/SA)
tetraboritan sodny (borax) (Fluka, Svycarsko)
kyselina askorbova (Merck,dhecko)
kvercetin (Aldrich, Nmecko)
kyselina 1-naftyloctova (Spolana, Neratovice)
VSechny pouzité chemikaliedhty analytickoucistotu.
Pro vSechny prace byla pouzivana demineralizovaaa,ktera byla ijpravena na zZézeni
firmy Premier (USA).

2.2 Hiprava roztokua

Z&sobni roztoky standardu kvercetinu o koncenttaong/ml a vnitniho standardu
kyseliny 1-naftyloctové o koncentraci 2 mg/ml bylfpravovany ve 100 % methanolu. Tyto
roztoky byly skladovany v temnufipteplo€ 4 °C a pouzivany prdedni standardnich
roztoki dle poteby.

Roztok pracovniho boratového pufru se sklddal i boraxu, 10 mM kyseliny
borité a 15 % methanolu (v/v) a pracovni boratoufr g SDS obsahoval 10 mM boraxu, 10
mM kyseliny borité, 20 mM SDS a 15 % methanolu Jv/v

K promyvani kapilary byly pipravovany 0,1 M roztok kyseliny chlorovodikové &1
a 0,1 M roztoky hydroxidu sodného.

Jako redici roztok byl pouzivan 5 % methanol (v/v) ve &o#lodnota pH byla

upravena na 3,5 pomoci 1 M HCI.

2.3 Laboratorni sklo a pristroje
sada laboratorniho skla
technické vahy Kern (8imecko)
analytické vahy AB 204 Mettler (Svycarsko)
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lyofilizator Alpha 1-2 Christ (Nmecko)

kombinovana lednice Bosch ¢hecko)

termostatovana vodni laz&LW 8 (Némecko)

odstedivka MLW T 52,1 (Nmecko)

pH-metr InoLab WTW (Nmecko)

filtra¢ni z&izeni Sigma — Aldrich (Steinheim@éishecko)

filtry ze sklerénych vlaken GF/C Whatman (Velka Britanie)
zarizeni na SPE extrakci (vyvojové dilny JU)

kolonky SPE Merck Li Chrolut RP — 18 ¢shecko)
automaticka pipeta Finnpipette BioControl Labsystéhtelsinki/Finsko)
teplovzdusna susarna ULM Memmert(hecko)

kapilarni elektroforéza Spectraphoresis TM 2000rifieeSeparation Products (USA)

2.4. Metodika stanoveni

Pro stanoveni obsahu flavonoidu kvercetinu a rutbyla pouzivana analyticka
metoda, ktera byla vyvinuta na pracovisti, kde jssaracovavala diplomovou praci. Metoda
vychazela z publikované prace (Dadakova et al.,1P@0 byla modifikovana pro p@by
stanoveni obsahu kvercetinu a rutinu &vgch rostlinach.

Publikovana metoda vychazi ayodnich praci vyvinutych pro stanoveni vybranych
flavonoidi metodou HPLC (Hertog et al., 1992b). Na jejichladk byla vypracovana metoda
zpracovani biologického vzorku, ktera se hodi pmalyu pomoci kapilarni elektroforézy.
Pro (ely kapilarni elektroforézy musi byt vzorekiegisttnim zbaven balastnich
doprovodnych latek. Vzhledem k malému objemu vzpktery je gistrojem pouzit k vlastni
analyze, je nutno analyt maximélmakoncentrovat.

Pouzivana metoda se sklada z kyselé hydrolyzy vedkeglykosidi pritomnych ve
vzorku. Dale nasleduje uUprava vzorku @ddinim, filtraci atfednim. Sorpce analytu se
provadi na kolonkdch SPE a analyticka koncovka dmeto kapilarni elektroforézy

v uspdadani s micelotvornou latkou (MECC).

2.4.1. Stanoveni celkového kvercetinu v lyofilizanych a suSenych vzorcich

bylin

Flavonol kvercetin fedstavuje nefgngjSi druh flavonoidniho aglykonu. V rostlinném
materialu je vzdy vazan v glykosidické fo¥frma molekulu Bkterého sacharidu. Volny

kvercetin se vyskytuje velmitidka a byva uvolkn z glykosidické formy neépstji



a7

enzymovou aktivitou fitomnych mikroorganisfh Kazdy rostlinny material obsahuje vice
druhi glykosidi a stanovit obsah jednotlivych latek by bylo anakyg obtizné. Jednim
z divoda je to, Ze nejsou k dispozici gebné standardy. Je proto vyhépn kvercetin
uvolnit ze vSech glykosidickych forem a stanovitnsucelkového kvercetinu. Tato hodnota
pak poda pedstavu o obsahu kvercetinovych glykasidmaterialu.

Navazka asi 0,25 g lyofilizovaného zhomogenizovanéhateridlu, vazeného na
analytickych vahach sesnosti na 0,1 mg byla vioZzena do 100 ml varnégya 12,5 ml
methanolu, 7,5 ml vody, 80 mg kyseliny askorbovd ml 6 mol.I* HCI. Tato snis byla
hydrolyzovana 2 hodiny pod #mym chladéem v termostatované vodni laznii peplot
85°C. Hydrolyzovany vzorek byl po vychlazeni nelie@an 2 g Na HCQ preveden do
odsted'ovaci kyvety a odgtdn (15 minut, 3500 otk za minutu). Sediment byl
resuspendovan pomoci 12,5 ml methanolu a 25 ml wodgsitedn za stejnych podminek.
Postup odsedovani byl opakovan jedt jednou s pouzitim 37,5 ml vody. Spojené
supernatanty byly shromdidvany v 600 ml kadince, dopiny na objem 200 ml vodou
a kyselost roztoku byla upravena na hodnotu pHrag/cenym roztokem NaHGCORoztok
byl prefiltrovan za snizeného tlakugs filtr ze skletnych vlaken GF/C (Whatman, Velka
Briténie), a filtrat byl poté kvantitativnpireveden do 500 ml odimé baiky a dopln vodou
po rysku. Tento roztok byl pouZzit pro SPE na kokxtk Zachycené latky byly eluovany
pomoci 1,4 ml methanolu doémmé vialky. Do vialky byl pidan roztok vnitniho standardu

kyseliny 1-nyftyloctové v methanolu (objem 0,1 kdncentrace 2 mg/ml v methanolu).

2.4.2. Stanoveni rutinu v lyofilizovanych a suSenych vzaich bylin

Rutin  (kvercetin-3-O-D-rutinosid) je nejbn¢jSim kvercetinovym glykosidem
a vyskytuje se v mnohych rostlinnych druzichii Feho stanoveni posta extrakce
z rostlinného materialu pomoci organického rozpaligt

Navazka asi 0,25 g lyofilizovaného zhomogenizovanéhateridlu, vazeného na
analytickych vahach sgsnosti na 0,1 mg, byla vioZzena do 100 ml varngya 12,5 ml
methanolu, 12,5 ml vody a 80 mg kyseliny askorbdwato sn¢s byla extrahovana 1 hodinu
pod zgtnym chladtem v termostatované vodni lazm peplo€ 90°C. Extrahovany vzorek
byl po vychlazeni feveden do od&d’ovaci kyvety a odgedin (15 minut, 3500 otk za
minutu). Sediment byl resuspendovan pomoci 12,tethanolu a 25 ml vody a o#éstén za
stejnych podminek. Postup byl opakovan gggidnou s pouzitim 37,5 ml vody. Spojené
supernatanty byly shromdiavany v 600 ml kadince, doginy do 200 ml vodou a kyselost
roztoku byla upravena na hodnotu pH = 3 pomociokaztHCI o koncentraci 1 motl
Roztok byl gefiltrovan za sniZzeného tlakdgs filtr ze sklednych vldken GF/C (Whatman,
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Velka Britanie) a filtrat byl poté kvantitati¢rpieveden do 500 ml oddmé baiky a doplrn
vodou po rysku. Tento roztok byl pouzit pro SPE kwdonk&ch. Zachycené latky byly
eluovany pomoci 1,4 ml methanolu d@&me vialky. Do vialky byl pidan roztok vnitniho
standardu kyseliny 1-nyftyloctové v methanolu (objed,1 ml, koncentrace 2 mg/ml

v methanolu).

2.4.3. Méreni na kapilarni elektroforéze

Pripravené roztoky byly s&feny na kapilarni elektroforéze s pouzitim boratavéh
pracovniho pufru o sloZzeni 10 mM tetraboritanungta, 10 mM kyseliny borité, 20mM
SDS a 15 % (v/v) methanolu, pH = 9,2. Pracovniétigpristroje bylo 20 kV a pracovni
teplota 25 °C. Analyt (rutin nebo kvercetin) se @t pii 270 nm. Mez stanovitelnosti byla
10 mg/kg pro rutin i kvercetin.

Jako analyticka odezva byl pouzit pgmploch piki kvercetinu a vnthiho standardu.
Kvantifikace obsahu kvercetinu byla provedena pdn@ibraini zavislosti. Roztoky pro
sestaveni kalibkmi zavislosti byly ppravovany ze zasobnich roztokstandard
v methanolu. Vyznost kvercetinu a rutinu z materialu byla stanevemo kazdy vzorek
zvla¥ metodou standardnihdigavku. Roz&ena nejistota postupu s koeficientem rieasii 2
byla odhadnuta z rozboru é&ith nejistot jednotlivych krak metody acini 15 % pro cely
postup.
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3. STANOVENI VYBRANYCH FENOLICKYCH LATEK
METODOU HPLC

3.1. Riprava extraktu

Pro gipravu extraktu z lyofilizovanych nebo vélsuSenych bylin bylo pouzito 0,25 g
rozemletého zhomogenizovaného materialu. Vzorek éxgfahovan pomoci 3 ml 90 %
methanolu po dobu 30 minufidaboratorni teplat za stalého pré¢pavani. Po nasledné
centrifugaci (3500 otk za minutu, po dobu 10 minut) byl odebran sugamaa sediment
byl resuspendovan je&Stdvakrat v1 ml 90 % methanolu. Poté byly vSechagesnatanty

spojeny a byl od#en objem.

3.2. ldentifikace vybranych fenolickych latek metdou HPLC

VSechny extrakty byly gfeny na kapalinovém chromatografu HP 1050 (Hewlet-
Packard, USA) sifpojenim na DAD detektor (HP 1040, Hewlet-Packdy&A). K analyze
byla pouzita kolona Phenomenex Luna C 18 (2), 321m150 mm.

Mobilni faze se skladala ze dvou slozek :
A: 5 % acetonitril a 0,15 % kyseliny trifluoroctoyé'v)
B: 80 % acetonitril a 0,15 % kyseliny trifluoroctoyv/v)

3.3. Schéma pouzitého gradientu

Nejprve bylo pouzito 5 % B na 35 % BHem 55 minut, poté od 35 % B do 60 % B
po dobu 5 minut pratoku 0,25 ml/min. Objem n&stu vzorku byl 5 pl pi pracovni teplat
25 °C.

Béhem analyzy bylo ®&feno spektrum vSech latek vrozsahu 190 az 600 nm.
Sledované fenolické latky byly identifikovany sr@mm naniifeného spektra se spektrem
standardu. Vfipadt nejistoty byla pouZzita metoda standardnihiddgvku, ktera latku

jednoznané identifikovala.
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IV. DISKUSE A ZAV ER

1. Diskuse

Flavonoidy jsou latky polyfenolické povahy vyhr&drostlinného pvodu. Vyzkumy
v této oblasti stale vice potvrzuji jejictiiznivé &inky na lidsky organismus. Maji vyrazné
antioxida&ni vlastnosti, zabrauji peroxidaci lipidi, likviduji volné kyslikové radikély vazbou
do cheladl a inaktivuji rekteré prooxidani kovové ionty. Diky dmto vlastnostem ize
konzumace potravin nebo uzivanéildch bylin se zvySenym obsahem flavonbishiZzovat
riziko civilizacnich chorob. Flavonoidy mohou byftijpmany pouze v potrayv a z tohoto

divodu mé velky vyznam stanovovani jejich obsahtizanych rostlinnych materialech.

Protoze flavonoidy fedstavuji bohatou skupinu sk@nin, 1ze pedpokladat, Ze kazdy
piirodni material bude obsahovat&mekolika druhi téchto latek. Stanoveni kazdé z nich by
bylo velmi obtiZzné, zejména pro nedostupnost staimdeh material. VSechny flavonidy se
vyskytuji v rostlinném materialu jako O-glykosidgyselou hydrolyzou dochazi k roZpeni
glykosidickych vazeb ve flavonoidnich st@mminach a k uvokni aglykori (Dadakova et al.,
2001). Flavonoidy obsahuji jerékolik typia aglykormi a nefasgjSim z nich je kvercetin.
Rutin (kvercetin-3-O-D-rutinosid) je nejbrejSim kvercetinovym glykosidem, ktery se

v rostlinném materialu vyskytuje.

Tato prace byla zaffena hlavi na stanoveni obsahu celkového kvercetinu
a obsahu rutinu v &vych rostlinach Bzn¢ vyuzivanych WCeské Republice. Pro stanoveni
byla pouzita metoda MECC, ktera byla vyvinuta nacpwisti, kde jsem zpracovavala
diplomovou préaci (Dadakova et al., 2001). Vyhodawuzité metody je jeji jednoduchost.
Tato metoda také nevyZzaduje slozité aparatury.iDalkou vyhodou je to, Ze je zapebi
pouze malé mnozZstvi rozpo&del a na organickou analyzu je p&me jednoducha. Vysledky
ziskané touto metodou maji vyhovuijici reprodukovaist.

Pro stanoveni obsahu dalSich fenolickych latekéwvyéh rostlinach byla pouzita
metoda HPLC sifipojenim k DAD. Takto byly identifikovany fenolick&yseliny jako je
kyselina kumarova, chlorogenova a kadvova, a takéckén, rutin, kvercetin a blize n€ené
derivaty kvercetinu nebo jiného flavonolu.

Material pouzity pro tento vyzkum bylétsinou ziskan sivem z vol@ rostoucich
kultur v intravilanu n¥sta Ceské Budjovice. V piipact meduiky, fepiku a jitrocele byl
pouzit material z gstovanych uznanych aitf I&Civek (meduika Citra,fepik Krajovy, jitrocel
Libor). Tyto I&ivky byly vypéstovany na pokusném pozemku PF JU.
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1.1. Stanoveni obsahu celkového kvercetinu

Analyze byl podroben soubor 8¢iéek bszné vyuzivanych WCeské Republice. Pro
tuto praci byl pouzit lyofilizovany a votnsuSeny materidl. Vysledky této analyzy byly
sestaveny do tabulky (Tat7)

Tab. ¢.7 Obsah celkového kvercetinu v lyofilizovanych aoiné suSenych Iéivkach

Druh Obsah celkoveého kvercetinu (mg/kg susSiny)dnée
l&civky lyofilizované volrg susené
tuZebnik jilmovy 14200 14800
bfiza kElokora 11800 10800
bezcerny 9640 9770
kontryhel obecny 5380 5120
fepik lékasky 4380 4110
popenec te¢tanovity 3460 3582
jitrocel kopinaty 332 310
meduika lékdskéa 236 250

Nejvyssi obsah kvercetinu byl nalezen v tuzebnikooyém, liize kElokoré a bezu
cerném. Obsah celkového kvercetinu v matrialu zlkio#eu jilmového a tizy bélokoré nebyl
v literatue dosud publikovan. Obsah celkového kvercetinug@dach et al. (2007) dosahuje
hodnoty pouze 7,9 mg/kg suchého materialu. To j@stait méré nez hodnota uvedend
v této praci. Auté pouzivaji zcela jinou izotani techniku a jiné podminky hydrolyzy.

Prostedni vysledky obsahu kvercetinu vykazuje kontryblebcny,repik lékdsky a
popenec tectanovity. V jitroceli kopinatém a medoe Iékdské bylo nalezeno nejmensi
mnoZstvi. Vzhledem k odhadovanému dennifjmup flavonoidi, ktery¢ini 1 g/den (Hertog
et al.,, 1992b), je zji8hy obsah kvercetinu vdé&ych rostlinach velmi fiznivy. Z toho
vyplyva, Ze I€ivky mohou nejen pomahatipbéZznych onemoamich a potizich trzného

charakteru, ale jsou i velmi cennym zdrojem kvencet

V porovnani vysledk obsahu celkového kvercetinu v lyofilizovaném a ngol
suSeném materialu jsou hodnoty prakticky stejnéedam k uvasné nejistof meéieni, ktera
¢ini 15 %. U volr suSenych k&vek nedochazi k poklesu obsahu celkového kvengefiim
znamena, ze tato metoda, kterd je &Ba¥YSi, nejpouziva¥jSi a nejméd nara@na na

provedenti, je pro suSentiéek vhodna.
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1.2. Stanoveni obsahu rutinu
NejbézrejSim glykosidem kvercetinu je rutin (kvercetin-3BBrutinosid). Vyskytuje
se v mnohém rostlinném materiélu, ale zdaleka tadiki rozSieny jako kvercetin. Rutin byl

zjistén pouze v Bkolika l&ivkach. Vysledky byly sestaveny do tabulky (Tal8).

Tab. €. 8 Obsah rutinu v nékterych |é¢ivkach

Druh I&ivky Obsah rutinu (mg/kg susiny) wiece
lyofilizované volrg suSené
bezcerny 17700 17600
popenec fe¢tanovity 5690 5710
kontryhel obecny 3600 3730
tuZebnik jilmovy 3010 2960

NejvysSi obsah rutinu byl zjiSt v bezucerném a popencir&tanovitém. Bezerny
obsahuje zcela vyjint@€é mnozstvi rutinu, které se da srovnat pouze argau setou
(Lachman et al, 2000). Stanoveny obsah rutinu oiidotaké hodnotdm uvedenym
v literature (Dawidowicz et al., 2003). Vysoké mnozZstvi rutohsahuji i kontryhel obecny a
tuzebnik jilmovy. U dalSich tvych rostlin bylo mnoZzstvi rutinu pod mezi startelnosti.

Rozdily hodnot obsahu rutinu v lyofilizovaném a ntglsuSeném materialu jsou

zanedbatelné.iPvolném susSeni tedy nedochazi k degradaci flavirioh glykosid.

1.3. Chromatografické profily jednotlivych lé¢ivek

Zastoupeni trznych fenolickych latek v t@vych rostlindch bylo zji#nho metodou
HPLC s gipojenim k DAD. Fenolické latky byly identifikovangrovnanim nagteného
spektra se spektrem standardu.

Profily 1&Civek byly meteny pro lyofilizovany i vol& suSeny materiél a jsou totozné.
Nasledujici tabulka udavarghled identifikovanych fenolickych latek &selné ozn&eni

jejich piki na chromatogramu (Tab.9).
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Tab. ¢.9 Fenolické latky identifikované metodou HPLC

Cislo piku Fenolicka slaienina
katechin

kyselina kumarova

rutin

derivéat kvercetinu nebo jiného flavonolu
kvercetin

kyselina chlorogenova

kyselina kdvova

N[OOI WN

Obr. ¢12 Zaznam analyzy bezéerného
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V bezu ¢erném byla zji&na kyselina chlorogenovéa (pik6). VetSi mnoZstvi ptk
(¢.4) ozn&uji pritomnost derivat kvercetinu nebo jinych flavonaid Chromatogram také

potvrzuje gitomnost rutinu (pik.3), ktery byl stanoven i metodou MECC.
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Obr. ¢.13 Zaznam analyzy lsizy bélokore

500+

Betula pendula

400+

300

Bifiza kElokora obsahuje tyto fenolické latky: katechin (pikl), kyselinu
chlorogenovou (pikk.6) a Siroké spektrum derivakvercetinu nebo jinych flavondl(piky
¢.4). Litratura toto zjidini potvrzuje, v Bize kElokoré byly identifikovany konjugaty
myricetinu, kemoferolu a kvercetinu. Navic se wtiivce vyskytuji derivaty kyselinyp-
kumarové a kyselina kdvova (Keindnen a JulkunnéteTil998), které na chromatogramu

chybi. Jejich mnoZstvi se prajgbdobré pohybuje pod mezi stanovitelnosti.

Obr. ¢.14 Zaznam analyzy jitrocele kopinatého
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Chromatogram z analyzy jitrocele kopinatého ukagpiimmnost derivét kvercetinu
nebo jinych flavonal (piky ¢.4). ProtoZe zahraini studie (Samuelsen, 2000) 2mii pouze
obsah fenolickych latek v jitroceli¢tsim EPlantago major L.), nemohou byt vysledky

porovnany.
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Obr ¢.15 Zadznam analyzy tuZebniku jilmového

3 Filipendula ulmaria
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Zaznam z analyzy tuZzebniku jilmového poskytuje gatknozstvi pik, které oznéuji
derivéaty kvercetinu nebo jiného flavonolu (piky), katechin (pik.1) a kyselinu kumarovou
(pik ¢.2). Vyskyt gchto slogenin v I&ivce je v souladu se zahr&nimi studiemi (Krasnov et
al., 2006). Dale byl detekovan rutin (@il8) a kvercetin (pik.5).

Obr. ¢.16 Zaznam analyzyepiku Iékai'ského

mAU
1000+

800
1 Agrimonia eupatoria

600 4

400+

V tepiku lIék@ském byla zji&tna gitomnost katechinu (pik 1) a derivail kvercetinu
nebo jiného flavonolu (piky.4).
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Obr. ¢17 Zaznam analyzy kontryhele obecného
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V kontryhelu obecném jsouipomny tyto fenolické latky: katechin (p&1) a derivaty
kvercetinu nebo jiného flavonolu (piky4).

Obr. ¢.18 Zaznam analyzy mediiky |ékaiské
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V meduice lékdské byly zjiSény derivaty kvercetinu nebo jiného flavonolu (piky
¢.4), kyselina chlorogenova (pik6), ktera je fitomna také vize kElokoré a popenci

bie¢tanovitém a kyselina kavova (pik7), z celého souboru bylifippmna pouze zde.
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Obr. ¢.19 Zaznam analyzy popenceiteét’anovitého
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V popenci le¢tanovitém jsou fitomny derivaty kvercetinu nebo jiného flavonolu

(piky ¢.4) a kyselina chlorogenova (pil6).

Tab. ¢.20 Porovnani vyskytu fenolickych latek v I&vych rostlinach

identifikovanych pomoci HPLC

Fenolicka Lécivé rostliny

slowenina bez lriza jitrocel | tuzebnik tepik | kontryhel meduika | popenec
katechin - + - + + + - .

k. kumarova - - - + - - - -
rutin + - - + - - - -
der. kvercetinu + + + + + + + +
kvercetin - - - + - - - -

k. chlorogenova| + + - - - - + +

k. kdvova - - - - - - + _

Volny kvercetin nebyl nalezen v Zadnéil&e lyofilizované ani vola suSené, pouze
u tuZzebniku jilmového byl identifikovan pik volnélkeercetinu v mnozstvi blizicim se mezi
stanovitelnosti. Je to apobeno obecnvelmi vysokym mnozstvim celkového kvercetinu

v |&ivce.
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F¥i porovnani metod stanoveni jéepneé, Ze kapilarni elektroforéza s detekci UV
spektrem a detektorem s fotodiodovym polem je vhodretoda pro stanoveni znamych
slowenin v rostlinném materidlu. Metoda HPLC s UV defekktera je pro analyzu
flavonoidi velmi rozStend, je pouzivana spiSe pratemi neznamych latek a pro blizSi

kvantitativni a kvalitativni determinaci sl&enin.

2. Zavér

Zawry vyplyvajici zteSeni zadané diplomové prace Ize shrnout takto:

Obsah celkového kvercetinu a rutinu byl zkoumarowberu 8 I€ivych rostlin
(tuzebnik, fepik, jitrocel, Biza, bez, medika, kontryhel a popenec), které jsoezie

vyuzivané WCeské Republice.

NejvysSi obsah celkového kvercetinu v lyofilizogan materialu byl nalezen
v tuZzebniku jilmovém (14200 mg/kg suSinyY¥iZe kElokoré (11800 mg/kg susiny) a bezu
cerném (9640 mg/kg susSiny). Volny kvercetin nebykernan v Zadné tdvce.

NejvysSi obsah rutinu v lyofilizovaném materialyl bnamgfen v bezu ¢erném
(17700 mg/kg susiny) a popencietranovitém (5690 mg/kg suSiny). Velmi podobné
hodnoty byly narieny i ve volg suSeném materialu. Obsah celkového kvercetintiraurae

béhem suSeni netni. Metoda suSeni, ktera je nejpouzigjdha nejmeéd nara@na je pro

rostlinny material vhodna a nedocha#irg ke znéné obsahu flavonoiil

Vysledky ziskané metodou HPLC a metodou CE uvedeiéto studii dosahuji dobré
shody. Stanovené udaje o obsahu celkového kveucetredené v této praci nebyly dosud

v literatute publikovany.
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VI. PRILOHY
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Priloha¢.1 Shér a aprava Iécivych rostlin

\

Matetna | Shirana | Doba skru | Sesychaci Zpuasob sueni | Zpasob skladovan
rostlina cast pomsr
kvéty kvéten 6:1 volrg, dosouSeni  papirové nebo
Bezcerny azcéerven v susars tepl.do jutové pytle
Sambucus 30°C, suseni co
nigra nejdive po skru
plody srpen az 8:1 v suSaréido 40° plechové nebo
zai sklerené obaly
listy duben az 4:1 prirozenym jutové pytle, pozor
Bfiza cerven teplem snadno vihne a
bélokora nebo v susam plesnivi
Betula tepl. Do 40°C
pendula
listy kvéten 5-8:1 rychlé, v tenké polyetylénové
Jitrocel az srpen vrstw a i obaly, narené
kopinaty dokonalém skladovani, droga
Plantago vétrani, jinak shadno vlhne,
lanceolata listy ¢ernaiji, presusena se
nejlépe v susan naopak droli
tepl. do 50°C
piizemni kvéten 5:1 prirozenym papirové pytle
Kontryhel listy az srpen teplem nebo
obecny stapikem v susars tepl do
Alchemilla Kvetouct 40°C
vulgaris ,
na
bohat postupr 4-5:1 @irozenym papirové pytle
Meduika olistena, | dve sklizre, teplem, ve stinu| nebo plechovky, ne
lékask& kvetouci | cerven az nebo v susam déle nez 1 rok
Melissa na’ cervenec, do 40°C (rychle ztréaci silici)
officinalis srpen az za
kvetouci, | cervenec aZl 4-5:1 v za¥sSenych papirové nebo
Repik ale ne z&i otypkach jutové pytle, pozor
lekarsky piekvetla piirozenym droga se shadno
Agrimonia na’ teplem nebo droli
eupatoria v susars tepl. do
45°C

(Jirasek a Stary, 1986)

Poznamka: data o tuzebniku jilmovém a popeiitlanovitém nebyly v literatie uvedeny.



