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ABSTRAKT

Diplomovéa prace je zaméiena na studium uCinnosti aktivnich latek pfirodnich extraktt
ostropestice marianského a kurkumovniku dlouhého. Popisuje vyuziti modernich metod
analyzy a identifikace aktivnich latek v rostlinach ostropestice a kurkumy. V experimentalni
casti prace, které predchazela literarni reSerSe zamétena na biologické u€inky aktivnich latek
ve vybranych pfirodnich extraktech, byly extrakty charakterizovany pomoci skupinovych
charakteristik (stanoveni celkovych polyfenoli a celkovych flavonoidd, stanoveni
antioxidacéni aktivity, stanoveni obsahu vitaminu C a tokoferolu). Dalsi ¢ast se zaméfuje na
studium enkapsulace piirodnich aktivnich latek do organickych cCastic tzv. liposomi. Jako
aktivni latky byly enkapsulovéany silymarin a kurkumin.

Predstava rostliny s jedinou ucinnou latkou je zpravidla mylna. Rostliny obvykle obsahuji
stovky slozek, které na daném ucinku spolupracuji. Pro vétSinu bylindii je proto ucinnou
slozkou rostlina jako takova. U nékterych rostlin je vSak znama konkrétni wUc€inna
fytochemickd latka. Pfikladem je pravé ostropestiec, kurkumin, ¢i ginkgo. V téchto ptipadech
je ucinna latka nepomérné u€innéjsi nez samotna rostlina.

Enkapsula¢ni ucinnost aktivnich latek silymarinu a kurkuminu byla stanovena pomoci
HPLC/PDA. V ramci prace bylo sledovano chovéni ¢éastic béhem inkubace v prostredi
modelovych travicich stav a také stabilita pii uchovani ¢astic v modelovych potravinach.

ABSTRACT

This thesis is focused on the study of the effectiveness of active ingredients from natural
extracts such as milk thistle and turmeric. The thesis describes the use of modern methods of
analysis and identification of active substances located in plants of milk thistle and turmeric.
In the experimental part of thesis, which was preceded by a literature search focused on the
biological effects of active substances in the chosen natural extracts, the extracts were
characterized according to group characteristics (total assessment of polyphenols and
flavonoids, assessment of antioxidant activity, and assessment of vitamin C volume and
tocopherol). The next part is focused on the study of the encapsulation of natural active
substances into the organic particles: liposomes. Silymarin and curcumin were encapsulated
as active substances. The idea of a plant with a single active ingredient is usually erroneous.
Plants usually contain hundreds of components which cooperate on a given effect. Therefore,
the majority of herbalists believe that a simple plant is an active ingredient. However, some
plants are known to be containing a particular active phytochemical. For instance, plants such
as the milk thistle, turmeric, or a ginkgo are great examples of the plant containing
a particular active phytochemical. In these cases, the active compound is disproportionately
more effective than the plant itself. Encapsulation efficiency of active ingredients of
Silymarin and curcumin was determined by HPLC/PDA. The aim of the analysis was to
observe the behavior of elements during the incubation in surrounding of gastric juice model,
and the stability while maintaining the particles in model food.
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Antioxidac¢ni aktivita, silymarin, kurkumin
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1 UVOD

Antioxidanty jsou vyznamné biologicky aktivni latky, které maji schopnost riznymi zptsoby
likvidovat volné radikaly. Jsou pfirozené produkované aerobnimi organismy jako ochrana
bunck. Volné radikdly jsou naopak latky, které jsou pro lidské télo nezadouci, jsou pro
organismus toxické. Mohou zplsobovat vazna civilizaéni onemocnéni, jako jsou
kardiovaskularni choroby, rakovina nebo diabetes mellitus, dale mohou zptsobovat pired¢asné
starnuti organismu. Pfitomnost antioxidantl v lidském organismu je tudiz velmi zddouci.
Urcité mnozstvi si t€lo dokdze vytvofit samo, avSak cast je nutné piijimat s potravou.
Zpracovanim potravin se obsah antioxidantl zna¢né sniZuje, at’ uz tepelnym zpracovanim
nebo samovolnou oxidaci vzdusnym kyslikem. K té dochdzi ptekvapivé rychle po
dezintegraci potraviny. Proto je nutné tyto latky urcitym zptisobem chranit, aby jich bylo pii
vstupu do organismu co nejvice a byly schopné odstranovat volné radikaly. Jednou
z moznosti ochrany antioxidac¢nich latek je enkapsulace. V disledku toho nejsou ve styku se
vzdusnym kyslikem a nedochdazi tak k jejich oxidaci a degradaci. V potravinaiském primyslu
je hlavnim cilem enkapsulace ochrana aktivnich latek a vitamint pfed nepfiznivym vlivem
okolniho prostredi pti skladovani a zejména pii priichodu travicim traktem, ¢imz je umoznéno
jejich fizené uvoliiovani a tim i zvySeni jejich biologické dostupnosti. Rostouci zajem pii
tvorbé nosi¢li k ochrané¢ a fizenému uvoltovani biologicky aktivnich latek, jako jsou
naptiklad mastné kyseliny, fytosteroly, flavonoidy, vitaminy apod., se rozviji nejen v oblasti
potravin, ale i v kosmetickém primyslu a v biomedicing. Hlavnim cilem je zabranit fyzikalni
nebo chemické degradaci v pribéhu skladovéani a dorucit je na "vhodné misto" plsobeni,
zaroven by Castice nemély neptiznivé ovlivnit vzhled, stabilitu nebo texturu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky jsou latky piisobici na Zivotni funkce organismu. Mohou ovliviiovat
biochemické pochody organismii, prinik latek buiikami nebo mohou mit vliv na koordina¢ni
funkce zivych organismil. Jejich u€inky a plisobeni zavisi na fad¢ faktor. Vyrazny védecky
zdjem o piirozené slozky potravin vede k objasiiovani projevii vzajemného plisobeni.

Biologicky aktivni latky lze rozdélit do nasledujicich skupin:
e probiotika
e latky na bazi sacharidt
e aminokyseliny, peptidy, bilkoviny
e ostatni latky vychézejici z primarniho metabolismu
o latky sekundarniho metabolismu [1].

Vyznamnou biologicky aktivni latkou jsou antioxidanty, v soucasné dob¢ se jim vénuje velka
pozornost. Antioxidanty, jsou latky, které prodluzuji udrznost potravin tak, ze je chrani pied
pusobenim oxidace a zamezuji tim jejich znehodnoceni. Projevem znehodnoceni mize byt
zluknuti pfitomnych tuki a dalSich latek, které se snadno oxiduji.

Oxidace lipidi vyvola dalsi chemické zmény v potravinich, které mohou negativné ovlivnit
jejich vyzivovou hodnotu, hygienicko-toxikologickou a senzorickou hodnotu. Nejbéznéjsim
typem oxidace béhem zpracovani a skladovani potravin je autooxidace mastnych kyselin [2].
Primarni produkty autooxidace jsou hydroperoxidy mastnych kyselin. Hydroperoxidy
zejména dienovych a trienovych kyselin jsou velmi nestalé a odstépuji vodikovy radikal (za
vzniku peroxylového radikéalu) nebo hydroxylovy radikal (za vzniku alkoxylového radikalu).
Volné radikdly jsou atomy, molekuly ¢i ionty schopné samostatné existence s jednim
neparovym elektronem ve svém elektronovém obalu. Snazi se ziskat dalsi elektron a doplnit si
tak elektronovy par do stabilni konfigurace. Z toho vyplyva jejich velkéd reaktivita. Reaguji
nejen s ostatnimi volnymi radikély ale i1 s intaktnimi molekulami a tim vytvaii dalsi volny
radikal. Tento d&¢j ma tendenci pokracovat formou fetézové reakce. Na zacatku reakce je

.....

.....

reakce. Pokud je k dispozici dostatek kysliku, reakéni rychlost prudce vzrista, az dosadhne
maxima. Plsobeni antioxidantii také zdvisi na tom, sjakymi vznikajicimi reaktivnimi
formami latek ptijde do styku, v jakém prostiedi se bude odehrdvat jeho ¢innost, ale i to, co je
cilem poskozeni oxidaci [3].

V zivych biologickych systémech jsou oxida¢ni pochody nezbytné pro ziskévani energie,
u rozkladajicich se biologickych materialti se podili na vzniku jednoduchych sloucenin, které
se vraceji do kolob&hu prvki v pfirod€. Jako nezadouci se jevi pfili§ rychld oxidace, nebo
oxidace pfili§ velkého rozsahu [5].



V pfirodnim prostiedi i v technologickych procesech dochazi ke generovani volnych radikali.
Hlavnimi zdroji volnych radikalti v zivych organismech jsou za béznych podminek procesy
jako:

- bézné zivotni pochody, pfi nichz buiika ziskava energii nebo $tépi latky nutné pro
bunécnou vyzivu
- nékteré chemické reakce, spontanné probihajici uvniti bun€k, ¢i za pfitomnosti
cizorodych latek
- zafeni, nejCastéji UV zéfeni. V procesu piirozené¢ho starnuti ma hlavni vliv tvorba
volnych radikalt pti bunééném dychéni.
Mnoho lidskych chorob je zplsobeno nebo negativné ovlivnéno pravé volnymi radikaly.
Volné radikaly poSkozuji biomolekuly, respektive jejich hlavni slozky. Oxidaci podléhaji
1 bilkoviny, dochézi k poSkozeni dusikatych bazi DNA s moznosti mutaci a kancerogeneze.
Ptirozena obrana lidského organismu proti ptisobeni volnych radikal neni vzdy dostacujici.
Dostate¢ny pfisun antioxidantli potravou tak hraje dulezitou roli pfi ochrané organismu [4]

Volné radikdly mohou zplsobovat riznd onemocnéni, jako jsou onemocnéni srdce a cév,
neurodegenerativni choroby, poruchy imunity, revmatické zanéty kloubii, kozni choroby,
nadory a mnohé dalsi. Volné radikaly také podporuji celkové starnuti organismu. Rozséhlé
klinické a epidemiologické studie poukazuji na spojeni antioxidacni aktivity latek pritomnych
v potravinach s prevenci riznych vySe vzpominanych nemoci [4].

Na druhé strané jsou volné radikaly nezbytné v mnoha dulezitych déjich. Naptiklad jsou
dilezitym nastrojem enzymatickych systémi, podili se na detoxikaci v jatrech, s pomoci
leukocytli a makrofagli, pomoci peroxidace lipoproteinii bunéénych stén umoziiuji likvidaci
nezadoucich mikroorganismt. AvSak dusledkem zvySeného poc¢tu volnych radikali se
porusuje rovnovéaha a vznikd oxidacni stres.

V poslednich letech se v poptedi studuji nové zdroje antioxidantd, které by mohly byt pouzity
k pfimé spottebé nebo pro vyrobu potravinovych doplikl s cilem zvysSit nebo obohatit
nutriéni hodnotu potravin. Né&které rostlinné extrakty jsou jednim ztéchto zdrojh
antioxidantu, které se po staleti pouzivaji v tradi¢ni vychodni mediciné [4].

2.1.1 Klasifikace antioxidanti
Antioxidanty tvofi riznorodou skupinu latek, jedno z moznych rozdéleni je nasledujici.

- podle funkce: primarni antioxidanty, sekundarni antioxidanty, synergicky ptisobici
latky

- podle piivodu (zptsobu vstupu do organismu): endogenni, exogenni
- podle rozpustnosti: hydrofilni, lipofilni, amfofilni
- podle lokalizace: intracelularni, extracelularni

- podle molekulové hmotnosti: nizkomolekuldrni, vysokomolekularni
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- podle piivodu: ptirodni, syntetické [5].
Pfirodni antioxidanty jsou — lipofilni tokoferoly a tokotrienoly, karotenoidy a lecithin,
hydrofilni kyselina askorbova, fada fenolickych latek (flavonoidy, anthokyany), kyselina
citronova a fytova. Materidly, které maji nedostatek pfirozenych antioxidantli a maji znacny
obsah oxylabilnich slozek (nenasycenych lipidil), které mohou snadno podléhat autooxidaci,
se krom& pfirozenych antioxidantl mohou dopliovat syntetickymi antioxidanty. Mezi

syntetick¢ antioxidanty patii predevSim fenoly, naptiklad estery kyseliny gallové, BHA
(butylhydroxylanisol), BHT (butylhydroxytoluen), TBHQ (2-ferc-butylhydrochinon) [2,5].

Primarni antioxidanty mohou byt oznaceny jako piijemci radikdlti. Zpomaluji nebo potlacuji

.....

antioxidanty se fadi vSechny povolené¢ latky (kyselina askorbova, kyselina erythorbova a
jejich derivaty, tokoferoly, fenolové antioxidanty a gallaty).

Sekundérni antioxidanty pusobi prostfednictvim mnoha moznych mechanismi. Zpomaluji
rychlost oxidace né¢kolika riznymi zplsoby, ale nepfevadi volné radikaly na stabilni
produkty. Mohou doplnovat atom vodiku primarnim antioxidantim, rozkladat hydroperoxidy
na neradikdlni formy, deaktivovat ¢i vychytdvat singletovy kyslik. Mezi sekundéarni
antioxidanty se fadi naptiklad cystein, peptidy obsahujici cystein, methionin, lipoova kyselina
a dalsi ptirozené antioxidanty [2,5].

2.1.2 Pftirodni antioxidanty

Rada rostlinnych potravinaiskych materidli vykazuje antioxidagni vlastnosti. Antioxidaéni
aktivita pfirodnich antioxidacnich latek je zpravidla nizS§i nez aktivita antioxidantl
syntetickych. Hlavnim diivodem nizsi efektivity pfirodnich antioxidanti je, Ze vlastni €¢inné
latky v nich tvofi jen malou ¢ést.

Skupiny ptirodnich antioxidanth:
¢ jednoduché fenoly
e fenolové kyseliny a jejich derivaty
e lignany
¢ kurkuminoidy
¢ diterpeny a chinony
e ftriterpeny a steroly
¢ flavonoidy

Ptirodni antioxidanty maji ¢asto omezené pouziti, nebot’ mohou vykazovat hotkou chut’ nebo
vini po pouzitych rostlinach [2].
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2.1.3 Charakteristika vybranych druhi latek

Sekundérni metabolity rostlin predstavuji velmi Sirokou skupinu latek s riznymi biologickymi
ucinky od potencidlné toxickych az po preventivné terapeutické. Jsou hlavnimi nebo
vedlej§imi u¢innymi latkami cerstvé rostliny ¢i drogy. Mnozstvi i sloZzeni sekundéarnich
metabolitl rostlin je rozdilné, 1isi se v jednotlivych ¢astech rostlin a méni se v prib&hu vyvoje
rostliny. Mnozstvi i rozlozeni sekundarnich metaboliti je rozdilné v divoce rostoucich
rostlinach a v péstovanych rostlinach, li§i se 1 mezi rostlinami téhoz druhu. Rostliny jsou
schopné tyto metabolity v sobé hromadit. Ukladaji je v bunikach pletiv riznych organt, jsou
to - oddenky, hlizy, kofeny, cibule, semena, plody, listy, kvéty, naté a kiry [1].

2.1.3.1 Fenolové antioxidanty

K pfiznivé plsobicim latkdm s antioxidacnimi, antibakteridlnimi, antimutagennimi
i protizanétlivymi U¢inky patfi fenolové slouceniny, které se nachazeji zejména v ovoci,
zeleniné a bylinach. Jejich ochranny efekt je predstavovan celou fadou vzijemné se
dopliyjicich ucinkti pfispivajicich k vytvofeni homeostdze. NaruSeni této rovnovahy
napiiklad ptisobenim volnych radikali mize vést k vzniku a rozvoji mnohych onemocnéni
jako je: ateroskleroza, diabetes nebo neurologické onemocnéni [7].

Mezi fenolové antioxidanty se ftadi rizné latky saromatickym jadrem, piipadné
heterocyklickou strukturou s navdzanymi hydroxylovymi skupinami ¢i jinymi substituenty.
Jde o latky, které jsou schopné piisobit jako efektivni vazace oxidujicich molekul. Mohou
vazat nejen volné radikaly, ale 1 pfechodné kovy za vzniku chelatii a inhibovat enzymy
katalyzujici vznik volnych radikala [7].

Fenoly rostlin zahrnuji: jednoduché fenoly, fenolové kyseliny (derivaty kyselin benzoové
a skoficové), kumariny, flavonoidy, stilbeny, hydrolyzovatelné a kondenzované taniny,
lignany a ligniny [2].

2.1.3.2 Polyfenoly

Polyfenolové slouCeniny tvoii jednu znejpocetnéjSich a nejvice zastoupenych skupin
rostlinnych sekundarnich metabolitli. Jedna se o obsahlou skupinu latek, do které patii n€kolik
tisic strukturn¢ velmi rtiznorodych fenolovych sloucenin. Tyto slouceniny obsahuji ve své
molekule dvé a vice hydroxylovych skupin navdzanych na aromatické jadro. Polyfenolové
latky jsou znamé svou vysokou antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivitou.

Zdrojem polyfenolickych latek jsou zelenina, ovoce, €aj, vino, chmel, aromatické a 1éCivé
rostliny. Hlavnimi skupinami polyfenoli jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny
a lignany [8,9].

12



2.1.3.3 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou rozsahlou skupinou rostlinnych fenoli obsahujicich v molekule dva
benzenové kruhy spojené tfiuhlikovym fetézcem. Flavonoidy pfedstavuji nejb&znéjsi
a Siroce distribuovanou skupinu rostlinnych fenolickych latek, které jsou dale rozdéleny podle
stupn¢ oxidace Cs fetézce a jeho substituce se rozeznavaji nasledujici struktury flavonoidi:
katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly, anthokyanidiny.
Jejich funkce v rostlindch zahrnuje s nejvétsi pravdépodobnosti ochranu pifed UV zéafenim
[1,2].

Flavonoidni latky jsou primarnimi antioxidanty schopné zhaset hydroxylové a peroxidové
radikaly. Mohou tak plsobit uvnitf samotné¢ho organismu jiz od bunééné Urovné, ale také
mimo organismus jako soucCdst chemické interakce mezi organismy. Flavonoly
a 5-hydroxysubstituované flavony vazou navic kovy do neucinnych komplexti. Dulezity je
pro antioxidacni aktivitu flavonoidl pocet hydroxylovych skupin v molekule a jejich poloha.
Aktivnimi slouceninami jsou vSechny dihydroxyderivaty s hydroxy skupinami v polohach
C-3" a C-4’. Pritomnost dal§i hydroxyskupiny v kruhu B antioxidacni aktivitu dale zvySuje.
Naopak nizkou aktivitu vykazuji flavonoidy s jednou hydroxyskupinou v kruhu B (napf.
flavanony naringenin a hesperedin). Dal§imi dualezitymi funkénimi skupinami jsou
karbonylova skupina na C-4 a volna hydroxyskupina na C-3 (nebo C-5). Velmi ucinné
antioxidanty maji dvé hydroxyskupiny v o-poloze na jednom kruhu a dvé hydroxyskupiny

v p-poloze na dalﬁim kruhu Mezi nejznéméjéi ﬂavonoidy patii rutin, kvercetin citrin

-----

OH | (I
OH

katechiny leukoanthokyanidiny flavancnoly flavonoly
ﬂav-:rmr
flavanony

0
.\_I
% anthokyanidiny

Obr. ¢. 1 Obecna struktura hlavnich flavonoidnich latek

13



2.1.3.4 Lignany

Lignany jsou fytoestrogeny, které oznacuji specifickou tfidu dimert a oligomerQ
fenylpropanoidi. Je zndmo nékolik stovek lignanl, podle stupné oxidace skeletu
se rozeznava nekolik skupin sloucenin. V potravinarskych materidlech maji nejvétsi vyznam
linearni lignany: diarylbutanoidy, lignanoidy, monoepoxylignany a bisepoxylignany.

Z ptirozenych lignani jsou nejvyznamnéj$imi estrogennimi slouceninami matairesinol
a sekoisolariciresinol, které se nachéazeji v rostlinnych materidlech ve formé glykosidi.
V potravinach se tyto lignany nachézeji jako hlavni slozky v obilovinach, ryzi, lusténinach,
ale 1 vovoci a zeleniné. Lignany hraji vyznamnou roli v chemickych interakcich mezi
rostlinami a houbami, hmyzem nebo rostlinami navzijem, a to bud’ pfimo, nebo formou
synergismu s jinymi rostlinnymi latkami [2].

Flavonolignany obsazené v oplodi ostropestice maridnského (Silybum marianum) maji
hepatoprotektivni uc¢inky. Nazky obsahuji flavonoidy, kvercetin, taxifolin, pfedev§im vSak
flavonolignany (1,5 — 3%) jejichz smés je oznaCovana jako komplex silymarinu (smés
silydianinu, silychristinu a silybinu) [1]. Biosyntéza flavonolignanti vychazi z flavonoidl
a fenylpropanoidu [2].

Lignaniim jsou pfisuzovany urcité antikancerogenni a estrogenni ucinky.

2.1.3.5 Kurkuminoidy

Kurkuminoidy zahrnuji skupinu substituovanych bis(hydroxycinnamoyl) methanovych
pigmentd, které se vyskytuji v oddencich rtiznych druhti rodu kurkuma (ptedev§im Curcuma
longa,C. domestica, C. xanthorrhiza, Zingiberaceae) v nichZ jsou obsazeny v mnozstvi 3 -
6%. Hlavnimi slouceninami jsou kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin.
Maji zhaSeci aktivitu pro superoxidovy anion, peroxid vodiku, inhibuji peroxidaci lipida
nejen v jatrech, ale i1 vdalSich tkénich, inhibuji oxidaci LDL, maji protizanétlivy
a  antikancerogenni  efekt. Nejucinngjsi  latkou ztéchto  diarylheptanoidi je
tetrahydrokurkumin. Kurkumin a jeho derivaty lze pouzit v prevenci a 1écbé ledvinovych
onemocnéni, které jsou spojeny se zvysenim peroxidace lipida [1].

2.1.3.6 Alkaloidy

Jsou heterocyklickymi dusikatymi sekundarnimi metabolity. VétSina alkaloidd jsou latky
bezbarvé, pevné, krystalické a ve vodé malo rozpustné. Lépe rozpustné jsou ve slabé
polarnich a nepolarnich rozpoustédlech. Ve vodé se rozpoustéji po pievedeni na soli reakci
s kyselinami.

Znatné mnozstvi alkaloidd se vyskytuje v celedi rostlin hvézdicovitych, kam se ftadi
ostropestiec mariansky. Vyskytuji se v rOznych c¢astech rostlin, pfevazné jako smeés
piibuznych sloudenin. Maji zna¢né biologické Géinky zejména na nervovy systém. Rada
z nich se proto vyuziva jako lé¢iva ve farmacii. Podle struktury alkaloidii byla syntetizovana
fada piibuznych latek, které se uplatiuji jako u¢innd l1é€iva. Rostliny si alkaloidy vytvaii jako
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soucast svych obrannych mechanismi proti konzumentim. Mohou byt zdsobnimi formami
dusiku, produkty detoxikace nekterych Skodlivych dusikatych sloucenin, ptipadné regulatory
rustu [5].

2.1.3.7 Glykosidy

Jsou hlavnimi slou¢eninami v rostlinach, jedna se o derivaty cyklickych forem monosacharida
(méné casto oligosacharidll), ve kterych je vodik poloacetalového hydroxylu nahrazen
substituentem rizného charakteru. Takovym substituentem mize byt i dal§i monosacharid.
Takto vznikaji homoglykosidy. V pfipad€ heteroglykosidii se na poloacetalovy hydroxyl
sacharidu vaze glykosidickou vazbou necukernd slozka nazyvana aglykon. Aglykonem
mohou byt nejrizngjsi alifatické a aromatické latky. Je-li aglykon vézan atomem kysliku
(vazba -O-aglykon), glykosidy se oznacuji jako O-glykosidy. Jako pfirozené slozky se
v potravinach vyskytuji také S-glykosidy neboli thioglykosidy. Piikladem téchto sloucenin
jsou glukosinolaty. Dusikaté analogy glykosida jsou N-glykosidy (glykosylaminy). Vyskytuji
se jako pfirozené slozky potravin a vznikaji v Maillardové reakci. Z charakteru vazby
vyplyvda, Ze glykosidy maji blokovany poloacetalovy hydroxyl. Jsou proto neredukujici
a neprojevuje se u nich mutarotace. Vesmes jsou rozpustné ve vode. V zasaditém prostiedi
jsou stalé, zredéné kyseliny vSak zptisobuji hydrolyzu glykosidické vazby za vzniku volného
sacharidu a aglykonu. Glykosidy jsou v rostlindch hojné rozSifeny. Nékteré se vyznacuji
hotkou chuti, slouzici jako sou¢ast chemické obrany proti konzumentim. Jiné maji vyraznou
vini, takZe se pouzivaji jako kofeni ¢i ochucovadla, fada z nich ma 1é¢ivé ucinky [5].

2.1.3.8 Silice

Jsou slozité smési tékavych latek v pfirodnich rostlinnych materidlech. Obsahuji velké
mnozstvi aktivnich latek, jejichz ucinky se vzdjemné dopliuji. Vétsinou jde o komplexni
smési monoterpenovych uhlovodikli a jejich derivati (alkohold, esterti, ketond), ptipadné
seskviterpenii s prfevahou jedné nebo nékolika maélo slozek, jsou nositeli riznych
farmakologickych ucinkl. Jednim z téchto efektii je také antimikrobidlni a antiinvazivni
aktivita. Antibakterialni a antifungicidni aktivita silic a jejich obsahovych latek je studovana
stale. Oddenky s kofeny kurkumy obsahuji silice monoterpeny, které plsobi proti
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, kvasinkam i mikromycetam [1].

2.1.3.9 Olejopryskyrice

Jsou extrakty ziskané z kotfeni nebo zeleniny organickymi polarnimi rozpoustédly (methanol,
ethanol, isopropylalkohol) i nepoldrnimi rozpoustédly (hexan, petrolether). Po odpateni
rozpoustédla z miscely zbyva olejopryskyfice. V posledni dobé se prosazuje Setrnéjsi extrakce
oxidem uhli¢itym. VétSina olejopryskyfic obsahuje jako hlavni slozky silice, pfitomny jsou
1 dalsi slozky. Neékteré olejopryskyfice obsahuji barviva ptisluSného koteni (napf.
olejopryskyfice kurkumy) nebo palivé latky (napt. olejopryskyfice zazvoru). Samotné
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olejopryskyfice nebo olejopryskyfice nanesené na vhodnych nosiich se pouzivaji jako
suroviny pro vyrobu potravinaiskych aromat nebo misto pfirodniho kofeni k ochucovani
potravin. Olejopryskyfice kurkumy obsahuji v 1 ml/kg silic minimalné 12,5 % kurkuminu
[10].

2.1.3.10 Aromata

Hlavnimi slozkami aroma kofeni jsou té€kavé monoterpeny a seskviterpeny (rtizné
uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony, estery), fenoly a od nich odvozené ethery. Celkovy
vyrobu pfirodnich potravinafskych aromat patii silice, olejopryskyfice, vyluhy, stavy, diené
a destilaty. Ziskavaji se vyhradné z rostlinnych materialli, ¢erstvych rostlin nebo susenych ¢i
jinak upravenych ¢asti rostlin [10].

2.1.3.11 Taniny (tiisloviny)

Taniny jsou velkou skupinou pfirodnich polyfenoll pfitomnych v potravinach rostlinného
puvodu, vytvareji komplexy s celuldézou, Skrobem, alkaloidy a nckterymi minerdlnimi
latkami. Pfi interakci s bilkovinami Ustni dutiny vytvareji srazeniny. Vyznacuji se sviravou
(trpkou, adstringentni) chuti. DéEli se na hydrolyzovatelné tfisloviny - gallotaniny
a ellagotaniny, jejichz zaklad tvofi kyselina gallova (digallova) nebo kyselina ellagova
esterifikujici glukosu za tvorby pentadigalloylglukosy. Druhou skupinou jsou kondenzované
ttisloviny - katechinové taniny, které vznikaji na zédkladé kondenzace pentahydroxyflavanu.
Tyto latky maji dobré antioxidacni Gi€inky, antimikrobialni a rovnéz antiinvazivni uc¢inky [1].

2.1.3.12 Hoiciny

Jedna se o rostlinné latky rtizného chemického slozeni a vyrazné hoiké chuti. Lze je zaradit
do skupiny glykosidii nebo alkaloidii. Velké mnozstvi hotkych rostlin resp. jejich casti
(kofeny, oddenky, kura, nat’, listy aj.) se pouZivaji jako dietetické prostfedky ¢i 1éciva.
Pouzivaji se k vyrobé riznych nalevi ¢i tinktur nebo jako kofeni slouzici k ochucovani
pokrmu. Rostliny ¢eledi hvézdicovitych (4steraceae) kam se fadi 1 ostropestfec mariansky se
vyuzivaji jako kofeni obsahujici hotké seskviterpenové laktony odvozené od germakranu
a eudesmanu (selinanu) [10].

Jejich hotka chut’ drazdi chutové nervy a piimy kontakt hotkych latek se sliznici Zaludku
a stieva vede ke zvySeni produkce travicich §tav. Zasahuji povzbudivé do ¢innosti centralni
nervové soustavy a v nékterych ptipadech podporuji tvorbu ¢ervenych krvinek [1].
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2.1.4 Vitaminy

Vitaminy jsou exogenni esencidlni nizkomolekularni slouceniny, heterotrofni organismus je
syntetizuje jen v omezené mife a ziskava je pfedevSim potravou. Vitaminy jsou v ur¢itém
minimdlnim mnozstvi nezbytné pro latkovou pireménu a regulaci metabolismu cloveka.
Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materidlem, ale vesmés maji funkci jako soucast
katalyzatort biochemickych reakci. Vitamin C a tokoferoly jsou povazovany za pfirodni
antioxidanty [10].

2.1.4.1 Vitamin C

Zakladni biologicky aktivni slouceninou je kyselina askorbova. Ze C¢tyf moznych
stereoisomeril vykazuje aktivitu vitaminu C pouze L-askorbova kyselina (y-lakton L-threo-2-
hexenonové kyseliny). Nazvem vitamin C se oznaCuje nejen L-askorbova kyselina, ale také
cely reversibilni redoxni systém. Ten zahrnuje L-askorbovou kyselinu, produkt jeji
jednoelektronové oxidace (L-monodehydroaskorbova kyselina) a produkt dvouelektronové
oxidace (L-dehydroaskorbova kyselina) [10].

CH,OH
CH,OH CH,0H 2
i | OH H OH
o O
“H -He —10)
o H
3 O O
0 OH
L-askorbovd kysclina (anion)  L-monodehydroaskorbova L-dehydroaskorbova kyselina

kyselina (anion askorbylradikalu)

Obr. ¢. 2 Biologicky aktivni formy vitaminu C

Vitamin C se podili pfedev§im na vyznamnych hydroxyla¢nich reakcich probihajicich v or-
ganismu. Vitamin C plsobi jako kofaktor hydroxylace pti konverzi prolinu na hydroxyprolin.
Je potfebny k biosyntéze karnitinu. Dale se tucastni biosyntézy mukopolysacharidd,
prostaglandind, absorpce iontovych forem Zeleza, jeho transportu, stimuluje transport sodnych
iontd, chloridovych iontl a uplatituje se v metabolismu cholesterolu [10].

Askorbat je nutny jako kofaktor enzymi pfi syntéze kolagenu a pii preméné dopaminu
na noradrenalin. Kromé toho je dilezitym redukénim ¢inidlem, udrzuje ionty zeleza a médi
v redukovaném stavu. Tim umoznuje vstiebavani zeleza a vyuziti pfechodnych prvka
v aktivnim centru hydroxylaz. Velké mnozstvi vitaminu C se vyskytuje v krevni plazm¢ cca
40 — 140 pmol.I"' [11].
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Velmi dulezité reakce, které souvisi s antioxidaénimi vlastnostmi vitaminu, jsou reakce
s aktivnimi formami kysliku, respektive s volnymi radikaly, a reakce s oxidovanymi formami
vitaminu E, které zabezpec€uji ochranu vitaminu E a lipidli membran pied oxidaci. Ochrannou
funkei mé 1 pro labilni formy kyseliny listové. Inhibuje tvorbu nitrosaminii a piisobi tak jako
moduldtor mutageneze a kancerogeneze [10].

Kyselina askorbovd je obecné ucinngjSim antioxidantem pouzije-li se v kombinaci
s tokoferoly. Ty potom pifednostné reaguji s volnymi radikaly lipida, vzniklé¢ radikaly
tokoferolti jsou na fdzovém rozhrani tuk-voda redukovény zpét na tokoferoly kyselinou
askorbovou [10].

Vitamin C je aktivni ve vSech télesnych tkanich, napoméaha posilovani bunéénych stén
a vlaseCnic. Podporuje hojeni povrchovych ran a tim snizuje riziko vzniku krevnich srazenin
a hematomt. Vitamin C pomaha pii vstiebavani n€kterych aminokyselin, vét§i mnoZzstvi ho
potiebuji ti, kteti drzi redukéni diety. Vyssi davky vitaminu C dokézou blokovat G¢inky latek,
které v téle vznikaji jako odpoveéd’ na podrazdéni alergeny [12].

2.1.4.2 Vitamin E

Strukturnim zékladem, ktery je spole¢ny vSem slouceninam vykazujicim aktivitu vitaminu E
jsou tokol a tokotrienol, které obsahuji chromanovy kruh s nasycenym (tokoferoly) nebo
nenasycenym (tokotrienoly) isoprenoidnim postrannim fetézcem. Jednotlivé tokoferoly
a tokotrienoly se li§i polohou a po¢tem methylovych skupin v chromanovém kruhu [13].

K obecnym zdrojim vitaminu E patii naptiklad rostlinné oleje. Potfeba vitaminu E v lidském
organismu je dostatecné pokryta dennim piijmem pestré stravy [13].

Vitamin E, zvlast¢ o-tokoferol je vyznamnym lipofilnim antioxidantem uplatiujicim se
u eukaryotickych bunék jako ochrana nenasycenych lipidi pfed poskozenim volnymi
radikaly. a-tokoferol je vSeobecné povazovan za nejucinngjsi latku a jeho estery maji podobné
ucinky. [-tokoferol vykazuje asi 50% aktivity a-tokoferolu, y-tokoferol asi 10%
a o-tokoferol zhruba 3% aktivity a-tokoferolu. Pfitomnost dvojnych vazeb v molekule
tokotrienolll ma za nasledek pokles biologické aktivity asi na tetinu ve srovnani s tokoferoly.
Vyznamnéj$i biologickou aktivitu proto vykazuji jen o-tokotrienol (asi 30% aktivity
a-tokoferolu) a B-tokotrienol (asi 5% aktivity a-tokoferolu) [10,13]. VSechny formy vitaminu
E jsou resorbovany v tenkém stievée [14].

Biologické aktivita vitaminu E je zavisla pfedev§im na hladin¢ o-TTP (a-tocopherol transfer
protein: jaterni ptenasecovy protein pro a-tokoferol), ktery je pfitomen kromé jater ve vétSiné
tkani. Existuji sdéleni, ze B-, y-, a 6-tokoferol (a také tokotrienoly) maji velice omezenou
systémovou biologickou aktivitu, protoze se nepatrné¢ vazi na o-TTP, a tudiz jen madlo
ptispivaji k celkovému statusu vitaminu v organismu. Tokoferoly obecné plisobi antioxidacné
Preventivné pusobi proti zhoubnému i nezhoubnému bujeni, zpomaluji rozvoj nekterych
neurodegenerativnich chorob (Alzheimerovy choroby) a zvySuji imunitni odezvu organismu.
Tokoferoly mohou tlumit poskozeni pokozky pii jejim vystaveni UV zafeni. Tokotrienoly
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funguji jako lapace peroxylovych radikali, chrani polynenasycené mastné kyseliny ve
fosfolipidovych membranach a v lipoproteinech krevni plazmy pied peroxidaci lipidi. Po
dlouhou dobu byly tokoferoly pokladdny za nejsilnéjsi lipofilni antioxidanty, ale v posledni
dobé se objevuji tdaje o tom, Ze tokotrienoly jsou efektivnéjsi inhibitory peroxidace lipidii
i proteini nez a-tokoferol. VysSsi antioxidacni aktivita tokotrienold ve srovnani
s a-tokoferolem je zplsobena snejvetsi pravdépodobnosti  pohotovéjsi  interakci
chromanolového systému s reaktivnimi formami kysliku, vy$si recyklaéni schopnosti
chromanyloxylovych radikald tokotrienoli a rovnomérné€jsi distribuci téchto latek

v bunéénych membranach [14].

Vitamin E spole¢né s B-karotenem a ubichinony chréani strukturu a integritu biomembran, tzn.
bunécné, cytoplasmové membrany (plasmolemy) a hlavné membran vnitrobunéénych organel
(bunécné jadro, mitochondrie, lysosomy, endoplazmové retikulum). Uplatituje se také pfi
ochrané lipoproteind pfitomnych v plazmé. V krevnim fecisti je transportovan asociovany
s lipidovou fazi lipoproteinovych ¢astic LDL (Low Density Lipoproteins). Kazda castice LDL
lipoproteinti obsahuje 6 molekul vitaminu E [10].

Adekvatni ptijem vitaminu E se povazuje za prevenci oxidace lipidi biomembréan. Vitamin E
je proto faktorem zpomalujicim proces starnuti organismu. VSechny formy vitaminu E jsou
resorbovany v tenkém stfeve, nejsou vyznamné rozdily mezi absorpei a-tokoferolu, acetatu
nebo sukcinatu [10].

a-tokoferol
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Obr. ¢. 3 Struktura tokoferolii
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2.2 Ostropestiec mariansky

Botanicka charakteristika

Nazev rostliny: Ostropestfec mariansky
Latinsky nazev rostliny: Silybum marianum
Nazev celedi: Hvézdicovité

Latinsky nazev Celedi: Astraceae

Pouzivana ¢ast: semena (nazky), listy (pouziti v malé mite)

Vyznamné obsahové latky: hlavnimi nositeli 1éc¢ivych ucinkd jsou flavonolignany
a polyfenoly, flavonoidy, glykosidy (zejména kvercetin, taxifolin a kemferol). Ostropestiec
dale obsahuje biogenni aminy (tyramin a histamin), alkaloidy, saponiny, vitaminy (napt. C
a E). Doprovodné latky tvoii hoi¢iny a silice [15].

Ostropestiec je jednoleta piipadn¢ dvouleta bylina dortstajici do vysky 50 - 150 cm, ma
silnou vétvenou lodyhu s pfizemnimi listy v rizici. Listy jsou vykrajované, ostie zubaté, tuhé
a lesklé¢ s bilymi skvrnami. Ostropestiec kvete od cervna do zafi, jeho kvéty jsou
cervenofialové. Plody se sbiraji od zafi do fijna a po jejich ususeni se z chmyfitych hlavic
vymlati nazky, které se zpracovavaji. Ostropestfec je pivodem ze Stfedomoii, Malé¢ Asie
a Kandrskych ostrovii [16].

Obr. ¢. 4 Ostropestiec mariansky — kvet, nazky s chmyrim
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2.2.1 Chemické sloZeni ostropestice

Zelena Cast rostliny (ktera se pouziva k ptipravé caji) obsahuje:

v

e Flavonoidy: nejvyznamnéjsi jsou glykosidy apigeninu, luteolinu a kemferolu
e Steroly: B-sitosterol (pouZiva se v dietni 16¢b€ vysokych hladin cholesterolu v krvi)
¢ Organické kyseliny: kyselina fumarova (3,3 %)

e Hlavni hepatoprotektivni litka silymarin neni v zelené ¢asti ostropestice
obsaZena, je pfitomna pouze v nazkach.

Nazky rostliny obsahuji:
e Flavonoidy: hlavné apigenin, chrysoeriol, eriodyctyol, naringenin, kvercetin
a taxifolin.

e Bilkoviny: 26 - 28 %, zahrnuji komplex aminokyselin se znaénym obsahem siry.

e Oleje: 25 — 35 %, s vysokym podilem nenasycenych mastnych kyselin, zejména
kyseliny linolové (omega - 6).

e Silymarin: smés ptirodnich flavonolignant 1,5 — 3 %.

Olej ostropestice maridnského obsahuje z nenasycenych mastnych kyselin 55 - 72 % kyseliny
linolové, 15 - 20 % kyseliny olejové, 0,23 % a - linoleové a 3,45 % arachidonové kyseliny.
Obsah nasycenych mastnych kyselin se pohybuje v rozmezi 8 - 14 %, kde 5,28 % ptipada
na kyselinu stearovou, 8,47 % na kyselinu palmitovou a 2,67 % na kyselinu kapronovou.
V oleji byl zjistén také vyskyt tokoferolu, ktery se pohybuje v rozmezi 500 - 800 mg/kg [17].

Ostropesticovy olej zlistava jako odpad pti zpracovani nazek pro farmaceutické ucely. Svym
sloZzenim nenasycenych mastnych kyselin a vysokym obsahem kyseliny linolové (omega - 6)
nabizi vyuziti pro potravinaisky primysl. V soucasnosti nachazi ¢astecné vyuziti v kosmetice
a pii vyrobé krmnych smési [18].

Sekundéarni metabolity nazky obsahuji flavonolignany, coz jsou latky piibuzné s lignany.
Jejich biosyntéza vychdzi z flavonoidi (dihydroflavonolu jako je taxifolin neboli
dihydrokvercetin) a fenylpropanoidii, obvykle koniferylalkoholu. Flavonolignany jsou slozky
oplodi ostropestice marianského nazyvané silymarin, z nichz 70 - 80 % predstavuji strukturné
ptibuzné flavonolignany [2].

Aktivni komplex je lipofilni extrakt ze semen rostliny, skldda se ze Ctyf flavonolignant
(silybin, isosilybin, silydianin a silychristin) souhrnné¢ znamy jako silymarin. Silybin je slozka
s nejvetsi mirou biologické aktivity, v komplexu silymarinu tvoii 50 - 70 %, jedna se o smés
diastereoisomerti A a B v poméru piiblizné 1 : 1 [19].
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Obr. ¢. 5 Slozky silymarinového komplexu

Jako koefektory plsobi dalsi flavonolignany 2,3-dehydrosilybin a 2,3-dehydrosilychristin,
dale taxifolin a 2,3-dihydroflavonol, které mizou slouzit jako typicky marker pro plody
ostropestice [20].

Silymarinovy komplex déale obsahuje biogenni aminy (tyramin a histamin v nejvétsi
koncentraci se vykytuji pod osemenim) [21]. Na kvalitu silymarinového komplexu ma vliv
asova délka tvorby rizice piizemnich listd. Cim déle se riizice tvoii, tim vy3ii je obsah
silymarinového komplexu [22].

Silymarinovy komplex vykazuje chemoprotektivni aktivitu vi¢i chemickym, virovym,
bakteridlnim a fungalnim toxiniim, inhibuje lipidovou peroxidaci a stabilizuje membrany
bunék jaterniho parenchymu. Jeho biologicka ucinnost je zvySena soucasnym podanim
fosfatidylcholinu. SniZuje projevy potizi gastrointestindlniho traktu, které jsou spojeny
s onemocnénim jater [1].

2.2.2 Biologické ucinky silymarinu

Pti vstupu cizorod¢ latky do organismu a jejim vstiebavanim dochézi k interakci této latky se
slozkami organismu. Probihajici procesy lze rozdélit do dvou fézi - farmakokinetické (osud
xenobiotika v organismu az k dosazeni mista U¢inku) a farmakodynamické (reakce
xenobiotika s receptory v misté ptisobeni, vyvolavajici odpovidajici biologicky ucinek).

Biochemické procesy farmakokinetické faze sestavaji z uvolnéni G¢inné latky z aplikované
formy, vstiebavani do krevniho a lymfatického ob¢hu, rozdéleni ucinné latky v organismu,
chemické pfemény a vylouceni [23].
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Systémové biologicka dostupnost silymarinu je limitovana jeho nizkou rozpustnosti ve vodg,
muze byt vSak zvySena jeho komplexaci s fosfatidylcholinem. V soucasné dob¢ je silymarin
slozkou fady fytoptipravkl a dopliikti stravy [24].

Protoze se silymarin obtizn¢ vstfebava v zazivacim traktu, pouzivaji se do kapsli nebo tablet
se silymarinem fosfolipidy (fosfatidylcholin), které zvysuji stupen vstiebavani silymarinu na
desetinasobek. Lipofilni charakter silymarin-fosfatidylcholinového komplexu usnadiiuje
resorpci silymarinu ptes biologické membrany v travicim traktu [25].

Silymarin ma hepatoprotektivni Gc¢inky, pouziva se pii cirhdze, chronické hepatitidé, pii 1écbe
gastrointestinalniho traktu, pankreatu i po intoxikacich [26]. Ackoliv nema silymarin
antivirové vlastnosti proti viru hepatitidy, podporuje syntézu bilkovin, pomaha pfi regeneraci
jaterni tkané, reguluje zanét, zlepSuje glukuronidaci a chrani pied vycCerpanim glutathionu
[19].

Silymarin snizuje aktivitu jaternich enzymi a zlepSuje tak priibéh jaternich nemoci, jakou je
1 steatoza jater. Steatoza je proces, ve kterém dochézi k hromadéni tukovych castic v jatrech,
které muzou narusit jejich funkci a zplsobit i nevratné poSkozeni jater [25]. Steatdézu
vyvolavaji nasledujici pficiny:
- nadmérné pozivani alkoholu (v tomto ptipadé je steatéza jednou z forem
alkoholického poskozeni jater)

- obezita

- vysoka hladina cholesterolu v krvi

- diabetes 1. a 2. typu

- uzivani kortikoidi

- jedy muchomirky zelené (toxiny amanitiny) [64].
Silymarin mé& ochranny efekt pfed moznym poskozenim jaternich funkci hormonélni
antikoncepci. Silymarin ovliviluje procesy karcinogeneze a nadorového bujeni, U€inky byly
popsany u rakoviny: prostaty, dé€lozniho Cipku, prsu, tlustého stieva, slinivky bfisni, plic,
ktze, mozku [25].
Ostropestiec zpomaluje nadorovy riist, je vyuzivan k prevenci a 1é¢bé rakoviny, predevsim
rakoviny prostaty a tlustého stteva [27,28]. Lécebny efekt byl popsan i u akutni lymfoblastové

leukemie. U pacientli s nddorovym onemocnénim se ostropestiec/silymarin podava pro jeho
ochranné ucinky pired nepiiznivymi (toxickymi) u¢inky chemoterapie.

Diky své polyfenolické struktufe je silymarin silnym antioxidantem, funguje jako akceptor
volnych reaktivnich radikalti [24], ma schopnost inhibovat lipidovou peroxidaci, zvySuje
vylucovani toxickych latek z organismu [29] a stimuluje proteosyntézu [30].

Studie silymarinu z hlediska jeho ucinkd na hladiny cholesterolu, plazmovych lipoproteini
a oxidovatelnosti LDL prokazaly, Ze silymarin podavany soucasné s vysokocholesterolovou
dietou brani rozvoji hypercholesterolémie a ptiznivé ovliviiuje distribuci cholesterolu mezi
plazmovymi proteiny; doslo ke snizeni VLDL (very low density lipoprotein) a LDL (low
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density lipoprotein), zvySeni HDL (hight density lipoprotein). Silymarin snizil citlivost LDL
na oxidaci, ale tento efekt byl limitovan in vivo biologickou dostupnosti. Tyto vysledky
naznacuji moznost rozSifeni indikace silymarinu jako hypocholesterolemika s LDL
antioxida¢nim ucinkem [31].

Taktéz se vyuziva v dermatologii a kosmetice, diky svym antioxida¢nim vlastnostem chrani
pokozku pied ultrafialovym zatenim [32,33]. Ptiblizn€ 1 % hmotnosti v ostropestfcovém oleji
tvofi fytosteroly. Tyto latky maji prokazatelné hydratacni schopnosti branici pired¢asnému
starnuti pokozky. Olej ptfedstavuje bohaty zdroj pfirodniho vitaminu E a jeho derivati.
Flavonolignany obsazené v ostropestici pfispivaji k vysokému antioxida¢nimu potencidlu
oleje, ¢imZ ochraiiuji kiizi a podporuji jeji regeneraci. Diky svym dobrym vlastnostem se
ostropesticovy olej pfiddva do mnoha dermatologickych ptipravki uréenych pro citlivou
a podrazdénou pokozku novorozenctli, déti, osob trpicich atopickym ekzémem a lupénkou
[18].

2.3 Kurkuma

Botanicka charakteristika

Nézev rostliny: Kurkumovnik dlouhy
Latinsky néazev rostliny: Curcuma longa
Nazev Celedi: Zazvorovité

Latinsky néazev celedi: Zingiberaceae

Pouzivana ¢ast: hlizovity oddenek

Vyznamné obsahové latky: kurkuminoidy (kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxy-
kurkumin), silice (éterické oleje), olejopryskyftice a Skrob.

Jednd se o vytrvalou bylinu se zduznatélymi oddenky, doristad vysky jednoho metru.
Z hlizovitého oddenku vyréazeji fapikaté listy a vysoky stonek. Mezi listy vyrtsta husty klas
bled¢ zlutych kvitkd. Plodem jsou mnohosemenné tobolky, které se ve zralosti samy
rozeviraji. Oddenek kurkumy se nékolik hodin vaii, poté se susi a nasledné pomele na syté
zluty praSek. Mezi oblasti vyskytu patii jizni a jihovychodni Asie, Indie, Vietnam
a Kambodza. Nékdy se mlizeme setkat s oznacenim ,,indicky Safran®. Extrakt z oddenkt této
tropické rostliny je mozné ziskat i z dalSich trznich druhi kurkumovniku, kterych je znamo
asi 30 [34].
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Obr. ¢. 6 Kurkumovnik dlouhy - oddenek kurkumy, rostlina kurkumy

2.3.1 Chemické sloZeni kurkumy
Hlizovité oddenky obsahuji
e Skrob: 30 %

e Silice: jsou tvotfeny seskviterpeny v obsahu 3 — 12 %, jejich zastoupeni je nasledujici:
30 % turmeron, 25 % ar-turmeron, 25 % zingiberen, 1,8-cineol, borneol a a-fellander
[10].

e  Kurkuminoidy: ptfevladajicim pigmentem je kurkumin, v susin¢ oddenkt tvoii 2 %.
DalSimi pigmenty jsou demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin v mnoZstvi
0,6 % susiny oddenku. Zastoupeni pigmentli se mize ménit podle ptivodu a zralosti

oddenk.
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Obr. ¢. 7 Pigmenty kurkumy
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Curcuma zedoaria poskytuje oddenek s obsahem seskviterpenil (beta-izomer seskviterpenu je
perspektivni antitumordzni latkou).

Curcuma xanthorrhiza, oddenek obsahuje 40% Skrobu, 12% silic, seskviterpeny (zingiberen,
kurkumen) a barviva (kurkuminoidy) [1].

Kurkuma je nerozpustnd ve vodé¢, ale dobfe se rozpousti v alkoholu a v tucich. Pigmenty
kurkumy jsou pfi obvyklych teplotach zpracovani potravin prakticky stabilni, ale na svétle, za
pristupu vzdusného kysliku a v alkalickém prostfedi se rozkladaji na nebarevné produkty.
Biosyntéza kurkuminoidii je podobna biosyntéze fenylpropanoidi. Meziprodukty, jako jsou
4-coumaroyl-CoA kondenzuji s malonyl-CoA za vzniku bisdemethoxykurkuminu. Kurkumin
vznika néslednou oxidaci a methylaci [2].

7 rwe

2.3.2 Biologické u€inky kurkuminu

Vyzkum ucinku kurkuminu je v dnesni dobé zaméten na antioxida¢ni ucinky, protizanétlivé
ucinky, antikancerogenni a antimikrobialni G€inky.

Kurkumin se vyuziva pii 1écbé kardiovaskularnich chorob, zilni trombdzy, onemocnéni
traviciho traktu a jater, autoimunitnich onemocnéni pohybového aparatu — revmatoidni

artritidé a osteoartritidé. Dale se vyuziva pfi autoimunitnich onemocnéni nervového systému
— Alzheimerovy choroby a roztrousené sklerozy.

Kurkumin ma nizkou biologickou dostupnost zapfi¢inénou rychlym rozkladem ve stievni
sliznici. Pro zvySeni ucinnosti a vstiebatelnosti se vyrabi kapsle s obsahem sojového lecithinu.
Pfedmétem mnohych studii je pouziti nanotechnologii, objevuji se i studie zkoumajici
rozpousténi kurkuminu ve vodé s uZitim polyvinyl pyrrolidonu. Uginnou moznosti je
podavani kurkuminu spolecné s piperinem, ktery v téle dokdze zablokovat travici enzymy,
které zpracovavaji kurkumin. Vice kurkuminu tak projde travicim traktem a dostane se do
krevniho ob¢hu [35].

w1

a antikancerogenng.

Kurkumin:
e Napoméaha regulovat hladinu glutathionu v téle.
e Je dulezitym intracelularnim antioxidantem.
e Je ucinny pfi akutnich i chronickych zanétech.

e Pfi nadorovych onemocnénich plisobi na bunééné trovni, brani transformaci zdravych
bun¢k na naddorové, v nékterych ptipadech miiZze inhibovat rist rakovinovych bunék.

e Pusobi v prevenci diabetu 2. typu, vyrazné snizuje hladinu glukézy v krvi, podporuje
spravnou funkci slinivky bfisni, kterd reguluje tvorbu inzulinu.
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e Diky svym protizanétlivym U¢inkiim napomahd snizit poskozeni chrupavek a kloubii
pfi revmatoidni artritidé. Mlze byt soucasti syntézy kolagenu, ktery zlepsuje funkci
kloubd.

e Ma pozitivni G€inky pfi 1écbe€ ulcerozni kolitidy.

e Pravidelné uzivani kurkuminu snizuje moznost vzniku Alzheimerovy choroby [62].

Ejaz a kol. zjistili, Ze kurkumin je schopny potlacit angiogenezi v tukové tkani, spole¢né
s jeho vlivem na metabolismus lipidi v adiptocytech mtize ptispivat ke snizeni télesného tuku
a prirtstku télesné hmotnosti. Toto zjiSténi naznacuje, Zze kurkumin miize mit potencidlni
pfinos v prevenci obezity [36]. Kurkumin také snizuje oxidacni stres v bilych krvinkach
zpisobeny pesticidy obsazenymi v potravinach, tvrdi Ahmed a kol. [37].

Belcaro a kol. pfi své studii poddvani kurkuminu pii 1é¢b€ revmatoidni artritidy
a osteoartritidy zjistili, Ze kurkumin G¢inné potlacuje aktivitu signalnich molekul bun¢k na
vice urovnich, vysledkem je snizena tvorba zanétlivych latek a zamezeni zanétlivého
poskozeni kloubli [38]. Déle podle He a kol., dopliujici poddvani kurkuminu piispiva k
lepSimu zdravotnimu stavu pacientl s rakovinou tlustého stieva [39]. Killian a kol. podrobné
popsali mechanismus, kterym kurkumin potlacuje vznik metastdz u rakoviny prostaty
a rakoviny plic [40].

Nakonec kurkuma ma i kosmetické vyuziti. Aplikace krému s obsahem kurkumy chrani pred
onemocnénim kize pii radioterapii [41].

U kurkuminu byla zjiSténa jak in vitro, tak in vivo urcita aktivita vici Herpes simplex viru
typu 2. Neméné uc¢inna je také antimikrobialni aktivita téchto latek: naptiklad ethanolovy
extrakt z oddenkli Curcuma longa je signifikantné efektivni vici mikromycetam (Fusarium
oxysporum, Aspergillus niger, A. nidulans, Alternatia solani) a bakteriim (napiiklad
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas pyocyanea). Je potieba vzit v Givahu,
ze se jednalo o studie in vitro a také skutecnost, Ze zminéné latky jsou vysoce lipofilni
(v hydrofilnim prostfedi organismu velmi malo rozpustné), obtizné¢ ptechazeji do télnich
tekutin a mohou fungovat pouze extracelularné¢. Vhodné transportni formy téchto latek jsou
pfedmétem studii poslednich let [1].

U obsahovych latek kurkumy, respektive analogli kurkuminu byl prokazéan inhibi¢ni efekt na
biotransformaci aflatoxinu B, coZz je velmi vyznamné pro zvySeni bezpeCnosti ne zcela
¢istych surovin pfijimanych lidskym i zivo¢isSnym organismem [1].
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2.4 Traveni

Travici soustava (gastrointestinalni trakt, GIT) clovéka je organova soustava, ktera zajistuje
pfijem potravy, jeji mechanické a chemické zpracovéni, vstfebani zivin a vylouceni
nestravenych zbytki.

Pti chemickém zpracovani zivin (vlastni trdveni) se potrava chemicky S$tépi na takové
metabolity, které se mohou resorbovat a piejit do télnich tekutin. Jde v podstaté
o hydrolytické Stépeni slozitych latek na mensi molekuly (naptf. bilkoviny se Stépi
na aminokyseliny, polysacharidy na monosacharidy, tuky na glycerol a mastné kyseliny).

Resorpce soucésti potravy miize probihat ve vSech céstech traviciho ustroji. Nejlepsi
podminky pro resorpci vSak existuji v tenkém stfevé. Travicimi pochody uvolnéné soucasti
potravy jsou zde jiz zpravidla ve stavu rozpustném ve vodé, coz je jeden z predpokladu jejich
dobré resorpce.

Resorpce soucdsti potravy uvolnénych trdvenim je zajiStovana riznymi mechanismy
a probiha u rtznych latek rznou rychlosti. K pasivnim mechanismiim patii osmoéza, difuze,
nebo piechod po elektrochemickém gradientu. Aktivni transport vyzaduje dodani energie
uvolnéné metabolickymi pochody. Timto zplisobem se piendseji vstiebané latky nejrychleji.
Produkty traveni sacharidi - monosacharidy - jsou resorbovany predevsim
v duodenu a jejunu. Rychlost resorpce monosacharidl je rtizna. Nejrychleji se vstiebavaji
glukéza a galaktéza. Bilkoviny potravy jsou pii tradveni rozSt€épeny na jednotlivé
aminokyseliny. Molekuly bilkovin nejsou vstiebavany, a proto neohrozuji organismus jako
cizi antigeny. Vstfebavany jsou pouze volné aminokyseliny a to bud’ aktivné, nebo pasivné.
Nevelka ¢ast nestravenych bilkovin pfechazi do tlustého stieva, kde jsou St€peny bakteriemi.
Lipidy sice mohou volné¢ prochazet membranami, a proto nepotiebuji aktivni transportni
systtm. Na druhé strané¢ jsou vsSak Spatné rozpustné ve vodé a jejich traveni
1 resorpce ve vodném prostiedi travici trubice 1 jejich transport plazmou je proto slozity
a vyzaduje specialni mechanismy [42].

2.4.1 Zaludeéni §tavy

Buniky zalude¢nich Zzlaz produkuji Zzaludecni §tavu. Ta obsahuje kromé vody tadu
organickych a anorganickych latek. Z organickych sloucenin jsou to jednodussi bilkoviny
(albuminy, globuliny), slozené bilkoviny (mucin) a enzymy (pepsin, katepsin, chymozin,
lipaza). Z anorganickych sloucenin je to pfedev§im kyselina chlorovodikova, chloridy, sirany
a fosforecnany. Kyselina chlorovodikova se tvofi v krycich bunkach Zaludec¢nich zlaz.
Vysledna acidita zalude¢ni Stavy zavisi nejen na vyluCovani kyseliny chlorovodikové, ale
Zakladni vyznam kyseliny chlorovodikové tkvi v aktivaci proenzymu pepsinogenu
na proteolyticky enzym pepsin. V zaludecni §tavé se vyskytuje také enzym lipaza. Bunky
v kré¢ku Zalude€nich 714z - mucindzni buiiky - produkuji bilkovinu mucin, ktery tvofi vrstvu
a chrani stény Zaludku pted poSkozenim kyselinou chlorovodikovou. Jeho tvorba se musi
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neustale obnovovat, protoze pribézné prechazi do Zaludecni stavy (ve staveé zaludku jsou asi
3 % mucinu) [42].

2.4.2 Pankreatické Stavy

Slinivka bfiSni produkuje pankreatickou §tdvu, kterd se vyléva do dvanactniku spole¢nym
vyvodem se zlucovodem. Z anorganickych latek obsahuje pankreatickd Stdva zejména
uhli¢itan sodny, ktery neutralizuje kyselou traveninu zaludku. Z organickych latek to jsou
albuminy, globuliny, mucin, cholesterol, lipidy, mocovina a pankreatické enzymy.
Pankreaticka lipaza hydrolyzuje neutralni tuky aZ na glycerol a mastné kyseliny. Jeji aktivitu
zvySuji soli ZluCovych kyselin. Z proteolytickych enzymil jsou v pankreatické¢ Staveé
zastoupeny: trypsin, chymotrypsin, karboxypeptidazy a elastaza. VyluCuji se v inaktivni
formé (trypsinogen, chymotrypsinogen, prokarboxypeptiddza, proelastdza). Trypsin vznika
z inaktivniho trypsinogenu ptsobenim stievni enteropeptidazy. Chymotrypsin vznika
1 inaktivniho chymotrypsinogenu piisobenim aktivniho trypsinu. Karboxypeptiddza vznika
z inaktivni prokarboxypeptiddzy plisobenim trypsinu [42].

2.4.3 Zlutové §Pavy
Zakladni funkci jater je:

e tvorba zluci, kterd ma jako emulgator zasadni vyznam pfi traveni lipida

uklada se zde glykogen a vytvareji ketolatky

e tvofti se zde bilkoviny krevni plazmy

e vznikd zde mocovina pfi rozpadu aminokyselin
e detoxikuje se zde fada Skodlivych latek

e jsou dilezitym organem termoregulace

Z organickych latek jsou ve zluci dilezité zlucové kyseliny a jejich soli, zZlu€ova barviva,
cholesterol, lecitin, tuky, mastné kyseliny, mocovina, alkalickd fosfatdza, mucin. Nékteré
organické slozky (zejména zlucové kyseliny) se zpétné resorbuji ze stieva, vraci se portalni
(vratnicovou) zilou do jater a opét se do zluce vylucuji. Jde o tzv. enterohepatalni ob¢h.
Zluéové kyseliny snizuji povrchové napéti v roztocich a umoziuji tak vytvaieni emulze. To je
vyznamné predevsim pii vstiebavani lipidi. Zludova barviva jsou bilirubin a biliverdin. Tato
barviva vznikaji po rozpadu hemoglobinu. Cholesterol neméd vyznam pii trdveni, ale
spolupiisobi pfi vytvareni emulze tukii. Z anorganickych latek je ve Zluci pfitomen chlorid
sodny a draselnym, fosfore¢nan hofeCnaty a vapenaty, ionty Zeleza a médi. Dulezitou
anorganickou slozkou jsou uhli¢itany a fosforecnany, které snizuji aciditu ve dvanactniku
[42].
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2.5 Enkapsulace

Enkapsulace je proces pii kterém dochézi k zapouzdieni aktivni latky do nosného materialu.
Aktivni latkou miizou byt vitaminy, antioxidacni latky nebo minerdlni latky. Enkapsulaci
vznikaji malé kapsle, jejichz pomoci mize byt aktivni latka transportovana do potraviny, kde
se uvolnuje regulovanou rychlosti, nebo do zazivaciho traktu. Diky tomu je tato metoda
vyuzivana zvlasté v potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Enkapsulované ¢astice maji
velikost v fddech nm — mm [43]. Materidly pouZzivané k enkapsulaci musi byt pozivatelné,
biodegradabilni a schopné utvofit membranu mezi jadrem castice a okolim. Nejcastéji se
k baleni aktivni latky pouzivaji polysacharidy, proteiny, lipidy, rostlinné gumy (arabska
guma), moiské extrakty (alginat), pfirodni vosky a jiné. Jednim zhlavnich davoda
enkapsulace aktivnich latek je vytvofeni stability béhem zpracovani a ve finalnich
produktech. Vyhodou procesu enkapsulace je tedy ochrana aktivni latky pted jeji interakci
s matrici potraviny béhem zpracovani a skladovani. Enkapsulace maskuje nepiijemnou chut’
a aroma aktivni latky [43,44].

2.5.1 Liposomy

Liposomy jsou uméle pfipravované castice. Membrany liposomu jsou tvofeny fosfolipidy,
tato membrana obklopuje vnitini prostor vyplnény vodnym roztokem. Pfi ptipravé liposomi
dochazi k vzajemnému plisobeni hydrofilni a hydrofobni ¢asti ve vodném prostifedi a tim
dojde k zapouzdifeni. Nejcastéji jsou tyto lipidové ¢astice piipravovany z lecithinu
a cholesterolu [45,46]. Liposomy jsou Castice, které zvySuji stabilitu aktivnich latek v tcle
nebo v potravinach. Do jejich vnitini ¢asti se enkapsuluji aktivni latky rostlinnych extraktt ¢i
1é¢iv. Pomoci liposoml se dopravuji aktivni latky na misto ureni. Nevyhodou nékterych
liposomt je, Ze nedojde k vylou€eni aktivni latky z liposomu na poZzadované misto v téle,
liposomy jsou spolecné s aktivni latkou vylouceny z téla bez pozadovaného ucinku [43].

micela liposom fosfolipidova dvojvrstva

Obr. ¢. 8 Struktura liposomii
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2.5.1.1 Priprava Castic

Liposomy lze piipravit odpafenim reverzni fdze, pomoci zmrazeni a vysuSeni, pomoci
ultrazvuku, ¢i vysokotlaké homogenizace. Nejjednodussi metodou pro ziskani malych
liposomt je injek¢éni ethanolovéa metoda [47,48].

e Ultrazvukova metoda — existuji dva postupy, kterymi lze liposomy ptipravit. Prvni
metodou je sonifikace pomoci sondy, kterd je vhodnd pro malé objemy. Druhou
metodou je ozvuceni liposomtl v sonifikacni l4zni [49,50].

¢ Odparovani na tenké vrstvé s reverzni fazi — principem metody je vakuové odpareni
organického rozpoustédla zbailky. Na sténach banky se po odpafeni vytvoii
fosfolipidovy film, ktery se hydratuje ve vodném prostfedi. Tfepanim je film preveden
na castici s malym enkapsulaénim objemem. Pro zlepSeni ucinku se film pfipravuje
v pfitomnosti latky, kterd ma byt enkapsulovéana [50].

2.5.1.2 Lecithin

Termin lecithin se pouZzivé pro fosfatidylcholin i pro smés ptirodnich fosfolipidi pouzivanych
jako emulgatory. Hlavnim zdrojem lecithinu je surovy sojovy olej (obsahuje 1 - 3 %
lecithinu), pfi jehoz rafinaci se lecithin ziskava. Méné vyznamnymi zdroji jsou dalsi rostlinné
oleje a vejce. Hlavni slozkou sojového lecithinu je fosfatidylcholin, dale je pfitomen
fosfatidylserin a fosfatidylinositol. Vyuziti lecithinu je rizné: mensi ¢ast se zkrmuje a jeho
vEtsi ¢ast se pouziva jako emulgator v potravindiském primyslu [51].
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Lecithin

Obr. ¢. 9 Struktura lecithinu

2.5.1.3 Cholesterol

Cholesterol se fadi do skupiny steroidd, tvoii slozku bunéénych membran. Je prekurzorem pro
tvorbu steroidnich hormont. Cholesterol je slozen zizoprenovych jednotek. Jeho syntéza
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1 zpracovani probiha v jatrech, kde je néasledné pteménén na zlucové kyseliny. Ve formé
zluCovych kyselin lze cholesterol z téla vyloucit [52].

CHy CH, CHs

CHy
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CH3 \CH
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Obr. ¢ 10 Struktura cholesterolu

2.6 Metody stanoveni

2.6.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Aerobni organismy jsou existencné zavislé na kysliku, soucasné jsou vystaveny negativnim
ucinkim reaktivnich forem kysliku tzv. volnym radikalim a dal$im slouceninam, které
vznikaji jako vedlejdi produkty oxidaéniho metabolismu. Zivé organismy disponuiji
komplexnim systémem antioxida¢ni ochrany. Rostlinna tkan je bohata na vétSinu typa
antioxidantl, které posiluji nas antioxidacni systém [53].

Volnym radikalim, které vznikaji in vivo a maji fadu fyziologickych funkci je v soucasné
dobé& vénovana velka pozornost. Sleduje se jejich negativni plsobeni na organismus pii fadé
onemocnéni. Jde pfedevsim o reaktivni kyslikové radikéaly a dusikové radikaly, které ptlisobi
na biologicky vyznamné slouCeniny, piedevsim lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny.
Reaktivni radikaly pozméiiuji jejich strukturu a tim modifikuji jejich funkci. Kaskada reaket,
ktera je iniciovana volnymi radikaly nasledn¢ vede ke zméndm ve struktuie bunck,
k poskozeni celych tkani, organti a dtlezitych funkci organismu. Vzhledem k tomu, Zze
reparativni procesy v organismu nemohou samy pln¢ eliminovat poskozeni biomolekul, hraje
vyznamnou roli pii ochrané pred volnymi radikéaly redukce pticin jejich vzniku [54].

Celkova antioxidacni kapacita — TAA (total antioxidant activity) je termin, ktery
charakterizuje souhrnnou koncentraci vsech latek s antioxidacnimi G¢inky ve vzorku [11].
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2.6.1.1 Metody zaloZené na eliminaci radikalit

Spocivaji v hodnoceni schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly. Radikaly mohou byt
v reakéni smési generovany nebo jsou do reakéni smési pridavany [54].

e  Metoda vyuzivajici DPPH

Metoda DPPH je jednou ze zakladnich metodik pro posouzeni antiradikalové aktivity
smésnych vzorki 1 Cistych latek. Antioxidacni latky mohou byt rozpustné ve vodé, rozpustné
v tucich, nerozpustné nebo vazané na bunécné stény a proto nemusi byt volné k dispozici pro
reakci s DPPH. Extrakéni Cinidlo je tedy dulezitym faktorem pii kvantifikaci antioxidaéni
aktivity potravin [55].

Metoda spociva v reakci testované latky se stabilnim radikalem difenylpikrylhydrazylem -
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Pfi reakci dochéazi k redukci radikdlu za
vzniku DPPH-H (difenyl-pikrylhydrazin). DPPHe vykazuje silnou absorpci v UV-VIS
spektru. Pfi této metode€ se po redukci antioxidantem nebo radikalem roztok odbarvi.

Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky pii vlnové délce 517 nm po uplynuti
ur¢it¢tho konstantniho casu. Reakci je moZzno sledovat i metodou elektronové spinové
rezonance (ESR) nebo HPLC. Pouziti detekce HPLC, pfi které je hodnocen pik radikalu
DPPH, je vyhodné zvlast¢ u barevnych vzorki, kdy se na rozdil od spektrofotometrie
zabarveni vzorku eliminuje. U smésnych vzorka se radikalova aktivita nékdy vyjadiuje
v ekvivalentech askorbové kyseliny nebo v jednotkach standardu Troloxu [54].

e Metoda TEAC (metoda pouZivajici ABTS)

rrrrr

jiné latky prechdzi ve svou radikdlovou formu, ktera je barevna a relativné stabilni.
V pfitomnosti antioxida¢né aktivnich slozek extrahovanych ze vzorku potraviny se redukuje,
a tim odbarvuje. Rychlost a mira odbarveni jsou imérné antioxidacni aktivité vzorku [56].

Je jednou z nejpouzivangjSich metod pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity TAA.
Testuje schopnost vzorku &i latek zhaset kation-radikdl ABTS™ (2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). ABTS je peroxidasovy substrat, ktery reakci
s peroxylovymi radikdly nebo jinymi oxidanty vytvafi v pfitomnosti H>O, metastabilni
kation-radikal ABTS"™, ktery ma absorbanci ve viditelné oblasti 600 — 750 nm, roztok je
zbarven zeleno-modfe. Antioxida¢ni aktivita mize byt snadno stanovena spektrofotometricky.
Nejcastéji se meteni provadi pii 734 nm [54,57].

V reakéni smési se kation-radikdl ABTS™ generuje oxidaci ABTS. Pfevazné je pouzivin
systtm ABTS/H,O,/peroxidasa nebo ABTS/methmyoglobin/H,O, Mozna je i chemicka
oxidace ABTS napf. peroxodisiranem draselnym nebo oxidem mangani¢itym. Pfi vlastnim
experimentadlnim méfeni se uzivaji dva postupy. V prvém se antioxidant piidava do reakéni
smési, ve které byl jiz vytvoren radikal ABTS™, pii druhém postupu je antioxidant v reakéni
smési pfitomen pii generovani radikilu ABTS™. Cast&ji se uziva uspofadani, pfi némz se
antioxidant pfidava kradikdlu ABTS™ jiz vyprodukovanému pomoci peroxidasy.
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K hodnoceni TAA vzorkli se vyuziva parametr TEAC, jeZ oznacuje antioxidacni kapacitu
vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu [54].

e Metoda ORAC

Pti pouziti metody ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se v testovaném systému
generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit
radikdlovou reakci. Detekce je zalozena na sledovani ubytku fluorescence B-fykoerythrinu (B-
PE) po ataku radikdly. Pro generaci peroxylovych radikdli se pouziva AAPH (2,2'-
azobis(isobutyrimidamid)-dihydro-chlorid), zatimco hydroxylové radikaly se generuji
systtmem H,O; + Cu2+,

Pfi stanoveni antioxidacni kapacity polyfenoli byla objevena jistd omezeni, ktera se tykaji
vlastnosti B-PE (napf. omezend fotostabilita) [54].

e Metody lipidové peroxidace

Lipidové peroxidace vyvolana volnymi radikdly je jednim z nejvyznamnéjSich patologickych
kyslikové radikaly (OH'), tak sekundarné vznikajici radikalové meziprodukty (peroxyl,
alkoxyl) a mohou téz pulisobit jako latky chelatujici ionty ptfechodnych kovii. Metod
hodnoticich vliv antioxidantii na lipidovou peroxidaci bylo vyvinuto mnoho. Castym
postupem je uziti fosfolipidovych liposomt. Jinou moznosti je studium na mikroorganismech.
Dalsi modifikaci je sledovani lipidové peroxidace na tkanovych homogenatech,
mitochondriich nebo LDL c¢asticich (low-density lipoproteins). Jednou z nejpouZivangjSich
metod k hodnoceni schopnosti latek eliminovat lipidovou peroxidaci je metoda TBA — MDA.
Je zalozena na stanoveni jednoho ze sekundérnich produktd lipidové peroxidace
malondialdehydu (MDA) na zéklad¢ jeho barevné reakce s kyselinou thiobarbiturovou
(TBA), méfi se absorbance pii 532 nm [54].

2.6.1.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Nizkomolekularni antioxidanty charakterizujeme mimo jiné jako redukéni cinidla, ktera
reaguji s oxidanty, redukuji je, a tim je inaktivuji [54].

e Metoda FRAP

Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant potential) je zaloZena na redukci zelezitych
komplext jako je Fe’'-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe’'-TPTZ), ferrikyanid aj., které
jsou téméi bezbarvé, po redukci a piipadné reakci s dalSim cCinidlem vytvaii barevné
produkty, jakym mulze byt napiiklad berlinskd modf. Nartst absorbance pii 593 nm
odpovidajici mnozstvi komplexu Fe*"-TPTZ je mirou antioxida¢ni aktivity vzorku. Limitem
metody je, ze méfeni probihd pfi nefyziologicky nizké hodnoté pH (3,6). Nejsou zachyceny
polyfenolické latky, které reaguji s komplexem pomalu [54,63].
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e Metoda HPLC s elektrochemickou detekei

Elektroaktivni latky je mozné velmi pfesné detegovat pouzitim amperometrickych nebo
coulochemickych detektorti pti analyze HPLC (HPLC-ECD). Pti HPLC-ECD se na pracovni
elektrodu detektoru vklada urcity kladny potencidl. Pik latky se projevi pouze tehdy, je-li
latka pti tomto potencidlu oxidovana. Latku je tak mozné charakterizovat nejen retencnim
casem, ale také potencialem, pfi kterém se oxiduje. To umoznuje analyzovat komplexni smési
a identifikovat v nich jednotlivé u¢inné antioxidacni komponenty na zdkladé hodnoty
potencidlu aplikovaného na elektrodu [54].

2.6.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Diky své jednoduchosti a nizkym ekonomickym nakladim se ke stanoveni celkovych
polyfenoll pouZzivaji pfedevsim spektrofotometrické metody.

Jednou z nejvyuzivangjSich metod je Folin-Ciocalteuho spektrofotometrickd metoda, ktera je
zaloZzena na reakci latek smési FC cinidla, fosfomolybdenanu a fosfowolframanu s fenoly
obsazenymi v rostlinném extraktu. Principem metody je redukce fenolll za soucasného vzniku
chromogenti (modrych produktil). Intenzita zbarveni métena spektrofotometricky pii 750 nm
pfedstavuje celkovy obsah fenoll. Vysledna hodnota koncentrace fenolovych sloucenin ve
vzorku je ziskdna pfepoctem na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. Metoda je
oznacovana jako GAE (gallic acid equivalent) [58].

2.6.3 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Jednou z nejpouzivanéjSich analytickych metod pro stanoveni celkového obsahu flavonoidii
vrostlinnych  extraktech je  Christ-Miillerova metoda. Principem metody je
spektrofotometrickd detekce barevnych komplexit AI’* s hydroxylovou a karbonylovou
skupinou v alkalickém prostiedi. Praktické provedeni zahrnuje reakci s hlinitou soli,
dusitanem a nasledné zalkalizovani vzorku. Vysledny roztok je v pfitomnosti flavonoidil
zbarven zluté. Intenzita zbarveni je méfena spektrofotometricky pii 510 nm. Hodnota
koncentrace flavonoidii ve vzorku je ziskdna ptfepoctem, ktery vychazi z kalibracni kiivky
katechinu [53,59].

2.6.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC

Chromatografie je separacni proces, pii kterém se latky rozdéluji mezi dvé nemisitelné faze,
pohyblivou (mobilni fazi) a nepohyblivou (stacionarni fazi), na zaklad¢ fyzikalné-chemickych
interakci jako jsou adsorpce, iontovd vymeéna a podobné. Pfi priichodu kolonou kazda
molekula vzorku ptejde mnohokrat z proudu mobilni faze na povrch sorbetu a zpét. V kazdém
okamziku musi byt systém blizko rovnovéahy, kdy se pocet sorbovanych molekul piiblizné
rovnd poctu molekul resorbovanych. Chromatografickd kolona je vSak dynamicky systém,
ktery nikdy nemize dosahnout skute¢né rovnovahy. Doba, kterou primérna molekula urcité
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slozky setrvavad na povrchu sorbetu, zavisi na velikosti interakce mezi slozkou a sorbetem,
Intenzita interakce urcuje poradi, v jakém slozka vychazi z kolony. Cim vétsi je interakce, tim
pozdéji slozka vychazi — tim ma vétsi retencni Cas [60].

HPLC je separatni metoda, ktera se vyuZiva k rozdélovani smési a nédslednému stanoveni
jednotlivych slozek smési vhodnou metodou. Tato metoda mé velmi §iroké pouziti, vyznacuje
se rychlosti a vysokou citlivosti. HPLC se tfadi do sloupcové chromatografie. Sloupec
obsahuje staciondrni Cast, kterd je spojena s vhodnou matrici umisténou do kovové kolony,
a pohyblivou ¢ast prochéazejici kolonou. Priichod mobilni faze neni samovolny, je nutné
pouzit Cerpadla. Latky se v kolon¢ separuji eluéni technikou, kdy je analyzovand smés
jednorazové vnasena do proudu mobilni faze. Podminkou uspésné separace je, aby slozka
vzorku byla stacionarni fazi zdrzovana silnéji, nez slozky mobilni faze. Jednotlivé slozky jsou
eluovany v potadi rostouci velikosti interakce se staciondrni fazi a jsou odd¢leny cistou
mobilni fazi [60].

Blokové schéma HPLC
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Obr. ¢. 11 Blokove schema HPLC
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3 CIiLE

Cilem diplomové préace je stanoveni biologicky aktivnich latek ve vybranych pfirodnich
rostlinnych extraktech.
V ramci prace jsou feSeny nasledujici dil¢i cile:

o zpracovani literdrni reSerSe zaméteni na aktivni latky ve vybranych ptirodnich

extraktech a jejich biologické ucinky (sacharidy, fenolické latky, vitaminy,
latky s antioxida¢nim u¢inkem pifipadné€ antimutagennim uc¢inkem)

o vyuziti modernich metod analyzy a identifikace aktivnich latek ve vybranych
ptirodnich extraktech (ostropestfec mariansky x kurkuma)

J testovani Ucinnosti aktivnich latek z extrakti v modelovych fyziologickych
podminkach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

ABTS: 2,2-azinobis (3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina), Sigma - Aldrich (DEU)
Acetonitril pro HPLC, Sigma - Aldrich (DEU)

Bile salts - smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma - Aldrich (DEU)
Curcumin, Sigma - Aldrich (DEU)

Diethylether, VWR (USA)

Dusitan sodny, Vitrum - LachNer (CZE)

Ethylalkohol pro UV-VIS, Vitrum - LachNer (CZE)

Folin - Ciocalteuovo ¢inidlo, Serva (DEU)
Hydrogenuhli¢itan sodny, Vitrum - LachNer (CZE)
Hydroxid draselny, Vitrum - LachNer (CZE)

Hydroxid sodny, Vitrum - LachNer (CZE)

Chlorid hlinity, Vitrum - LachNer (CZE)

Cholesterol, Sigma - Aldrich (DEU)

Katechin, Sigma - Aldrich (DEU)

Kyselina fosforecnd, Vitrum - LachNer (CZE)

Kyselina gallova, Sigma - Aldrich (DEU)

Kyselina chlorovodikova 35%, Vitrum - LachNer (CZE)
Kyselina octova 98%, Vitrum - LachNer (CZE)

Lecithin ze s6je, Serva (DEU)

Methanol pro HPLC, Sigma - Aldrich (DEU)

Octan sodny, Vitrum - LachNer (CZE)

Pankreatin z vepfové slinivky, Sigma - Aldrich (DEU)
Pepsin z praseci zaludecni sliznice, Sigma - Aldrich (DEU)
Peroxodisiran draselny, Sigma - Aldrich (DEU)

Silymarin, Sigma - Aldrich (DEU)

Uhli¢itan sodny, Vitrum - LachNer (CZE)

TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), Sigma -
Aldrich (DEU)
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4.1.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy, Boeco (DEU)

Centrifuga U-32R, Boeco (DEU)

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bandeline (DEU)

Ultrazvukova lazen PS02000 (CZE)
UV/VIS spektrofotometr Helios y, Unicam (GB)

Vakuova odparka Werke RV06-ML, Ika (DEU)
Vortex TK3S, Kartell spa (DEU)
Sestava HPLC/PDA ThermoFisher Scientific (USA)

programator gradientu Ultimate 3000

fotometricky detektor Ultimate 3000 DAD
vysokotlaké ¢erpadlo LCP 4020

davkovaci analyticky ventil smyckovy C R54157
termostat kolon LCO 101

kolona Supelcosil TM LC-NH2 5um, 4,6 x 250 mm

Sestava HPLC/PDA Thermo Finnigan SURVEYOR (USA)

pumpa — MS Pump Plus

detektor PDA — puls detector

termostat LCO 101

davkovaci analyticky ventil smyckovy C R54157

chromatografickd kolona Kinetex 5Su C18; 4,6 x 150 mm
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4.2 Vzorky

Vsechny vzorky uréené kanalyze byly skladovany vtemnu ptfi laboratorni teploté.
Analyzovany byly nasledujici rostlinné extrakty.

Ostropesti‘ec mariansky

e Ostropesttec plod (fructus cardui mariae), doplnek stravy

Vai sypany
Eae pylinny Caj
= N

Obr. ¢. 12 Analyzované plody ostropestice

e Kapsle Silymarin Premium, Dr. Max, dopln¢k stravy

Pro normalni funkci jater a metabolismus tukii. Kapsle obsahuje 200 mg silymarinu a 82,5 mg
cholinu

Pro noemni funkc jater
Pro metabafismus suki

| peenormalnu funkeiu peienn
e metabolizmus teko¥

Obr. ¢. 13 Analyzované kapsle Silymarin Premium
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e Ostropestiec kapky, doplngk stravy

Slozeni tinktury: voda, jemny lih (obsah lihu je min. 35 obj. % alkoholu), ostropestiec
mariansky standardizovany extrakt, vitamin C (kyselina L-askorbova). V objemu 1 — 2 ml je
obsazeno 75 — 150 mg standardizovaného extraktu ostropestice a 12,5 — 25 mg vitaminu C.

Obr. ¢. 14 Analyzované kapky ostropestice

e Ostropesttec olej Harmonic series, dopln¢k stravy

Za studena lisovany 100 % ostropesttcovy olej, prvni lis.

OSTROPESTR
ole

Senes

Obr. ¢. 15 Analyzovany ostropesticovy olej
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Kurkuma

e (Oddenek kurkumovniku dlouhého, ptivodem z Vietnamu

Obr. ¢. 16 Analyzovany oddenek kurkumy

o Kurkuma mletd, suSen4, koteni ptivodem z Vietnamu
e CurcumaNan, nanoprasek kurkumovniku dlouhého, ptivodem z Vietnamu

NanopraSek byl ziskan z kurkumovniku dlouhého nasledujicim zpiisobem: z 10 kg oddenku
kurkumy byl susenim ziskan 1 kg prasku, ktery obsahuje 2,3 g nanokurkuminu.

Obr. ¢. 17 Analyzovany nanokurkumin

e Pro enkapsulaci byly pouzity uc¢inné latky standardu silymarin a kurkumin. Standardy
byly uchovévany v temnu pfi teploté -18 °C.
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4.3 Priprava vzorki

4.3.1 Uprava vzorki pro tivodni charakterizaci

Ptirodni extrakty byly pro Uvodni skupinovou charakteristiku upraveny takto: Presné
odvazené mnozstvi 1 g plodu ostropestice a 0,1 mg nanokurmukinu bylo rozpousténo ve
smési ethanol-voda v poméru 2:3. Stejnym zptusobem byly piipraveny vzorky oddenku
kurkumy, kapsli, tinktury i oleje ostropestice. Takto pfipravené vzorky byly nasledné
ptefiltrovany, maceraty a extrakty byly pouzity ke stanoveni celkového obsahu polyfenold,
celkového obsahu flavonoidii a k urceni antioxida¢ni aktivity.

4.3.2 Uprava vzorkii pro stanoveni kyseliny askorbové

Obsah kyseliny askorbové byl stanovovan v ostropestici (plody, tinktura, olej) a v oddenku
kurkumy. Analyzované vzorky v mnozstvi 1 g rozdrcenych plodi/oddenku a 1 ml oleje byly
extrahovany 10 ml 2 % kyseliny metafosforecné po dobu 15 minut. Takto pfipravené vzorky
byly prefiltrovany pomoci membranového filtru a byly nastfikovany na kolonu HPLC.
Tinktura byla analyzovana pfimo bez pfedchozich uprav.

4.3.3 Uprava vzorki pro stanoveni tokoferolu

Obsah tokoferolu byl stanovovan v plodech ostropestice a oddenku kurkumy. Pfed samotnym
stanovenim bylo nutné optimaliza¢né upravit postup metody stanoveni [61]. Pro analyzu byl
pouzit 1 g plodu/oddenku, ktery byl rozdrcen a zmydeliiovan v 10 ml KOH, pfi teploté 80 °C
po dobu 30 minut. Po zmydelnéni bylo ptidano nékolik ml diethyletheru. Ten byl ze smési
odpipetovan do odpatovaci baiiky a na vakuové odparce byl odpafen do sucha. Odparek byl
rozpu$tén v 1 ml methanolu, pfefiltrovan pomoci membranového filtru a nastfiknut na kolonu
HPLC.

4.3.4 Uprava vzorki pro stanoveni idinné latky

Pro analyzu byly pouzity plody ostropestice a oddenek kurkumy, 1 g vzorku byl rozpustén
v methanolu. Pomoci membréanového filtru byly vzorky ptefiltrovany a nastfiknuty na kolonu
HPLC.

4.3.5 Uprava vzorkii pro kyselou hydrolyzu ué¢inné latky

Pro analyzu byl pfipraven zasobni roztok standardu silymarinu o koncentraci 1 mg/ml
a zasobni roztok standardu kurkuminu o koncentraci 0,5 mg/ml. K 10 ml zasobniho roztoku
bylo pfidano 10 ml 2M HCI. Takto pfipravend reakéni smés byla nasledné vystavena
simulovanému procesu traveni pii 37 °C po dobu 4 hodin. Po jeho ukonceni byly vzorky
ptefiltrovany pfes membranovy filtr a nastiiknuty na kolonu HPLC.

43



4.3.6 Uprava vzorkii pro enkapsulaci

Pro enkapsulaci byly pouzity extrakty silymarinu a kurkuminu. Mnozstvi 10 mg standardu
silymarinu a kurkuminu bylo nejdfive rozpusténo v 1 ml ethanolu, ¢imz se zvysila Gi€innost
rozpousténi a nasledné byl pfidan objem 9 ml destilované vody o teploté 50 °C. Vychozi
koncentrace vodnych extraktG byla 1 mg/ml. Takto pfipravené vzorky, které byly
enkapsulovany se nasledné pouzily pro stanoveni stability ¢astic v modelovych travicich
Stavach, a v modelovych potravinach. Rovnéz byly pouzity pro stanoveni stability ¢éstic
aplikovanych v modelovych potravinach pfi nasledném traveni.

4.4 Stanoveni celkovych polyfenoli

Vzorky reaguji s Folin - Ciocalteuovym ¢inidlem za vzniku modrého zbarveni, jehoz intenzita
je tmérna koncentraci polyfenoli ve vzorku. Celkové mnozstvi pfitomnych fenolickych
sloucenin se stanovi spektrofotometricky pfi vlnové délce 750 nm. Jako standard byla pouzita
kyselina gallova.

Do zkumavek byl napipetovan 1 ml 10x zfedéného Folin - Ciocalteuova cinidla, 1 ml
destilované vody a 50 pl vzorku. Roztok byl promichdn a ponechdn 5 minut stat pii
laboratorni teploté. Pak byl do zkumavek ptidan 1 ml nasyceného roztoku Na,CO3. Roztok
byl opét promichan a ponechdn stadt 15 minut pfi laboratorni teploté. Po 15 minutich byla
métena absorbance roztoku pii A = 750 nm oproti blanku, jehoz piiprava byla totoznd, ale
misto vzorku bylo do zkumavky ptidano 50 pl destilované vody.

Vyhodnoceni: Pro vypocet obsahu polyfenoli byla pouzita rovnice ziskana z kalibraéni
kiivky kyseliny gallové sestrojené v rozmezi 0,1 - 0,5 mg/ml.

Rovnice kalibracni kiivky: y = 1,2256x

Celkovy obsah polyfenoli byl vyjadfen v mg/g analyzovaného vzorku. Kazdy vzorek byl
analyzovan 3x, vysledné hodnoty jsou primérem ze 3 paralelnich méfenti.

4.5 Stanoveni celkovych flavonoidi

Ptitomnost flavonoidd v reakéni smési vyvola zménu zbarveni, kterd je imérna koncentraci
flavonoidl ve vzorku, je métena spektrofotometricky pfi vinové délce 510 nm. Jako standard
byl pouzit katechin.

Do zkumavek bylo napipetovano 0,5 ml vzorku; 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5 %
roztoku NaNO,. Roztok byl promichdn a ponechdn stat pii laboratorni teploté¢ po dobu 5
minut. Poté bylo do zkumavek pfidano 0,2 ml 10 % roztoku AICls;. Roztok byl opét
promichan a ponechan 5 minut stat. K roztoku bylo ptfidano 1,5 ml 1M roztoku NaOH a 1 ml
destilované vody, roztok byl promichan a ponechan stat pfi laboratorni teploté. Po 15
minutdch byla méfena absorbance roztoku pii A = 510 nm oproti blanku, kterym byla
destilovana voda.
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Vyhodnoceni: Pro vypocet obsahu celkovych flavonoidii v roztoku byla pouzita rovnice
ziskana z kalibra¢ni kiivky katechinu sestrojené v rozmezi koncentraci 0,05 - 0,3 mg/ml.

Rovnice kalibra¢ni kiivky: y = 3,5402x

Celkovy obsah flavonoidi byl vyjadfen v mg/g analyzovaného vzorku. Kazdy vzorek byl
analyzovan 3x, vysledné hodnoty jsou primérem ze 3 paralelnich méfeni.

4.6  Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci ABTS

ABTS s peroxodisiranem draselnym tvofi tmavé zelené zbarveni radikalového kationtu
ABTS™. Antioxidanty piitomné ve vzorku potlacuji intenzitu zbarveni do té miry, kterd je
umérna jejich celkové koncentraci. Principem je tedy sledovani intenzity zbarveni a jeho
bytek v ase. Cim vétsi pokles absorbance v ¢ase nastane, tim vice je v méfeném vzorku
antioxidantt.

ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci 7mM. Radikéalovy kation ABTS™
byl ziskan reakci s 2,45 mM peroxodisiranem draselnym. Roztok byl ponechan ve tmé pfi
laboratorni teploté po dobu nejméné 12 hodin. Pied pouzitim byl ABTS™ ziedén UV-VIS
ethanolem na absorbanci 0,7 & 0,02 pti vinové délce 734 nm. Jako blank byl pouzit UV-VIS
ethanol.

Do ziizené kyvety byl napipetovan 1 ml ABTS™ &inidla a bylo pfidano 10 pl vzorku, smés
ABTS™ a vzorku byla promichana a néasledné byla zméfena pociteéni absorbance. Po 10
minutach byla opét zmétena absorbance (A o) a sledoval se jeji pokles. Hodnota, od které se
pokles absorbance ode¢ital, je hodnota substratu: k 1 ml ABTS™ bylo ptidano 10 pl
destilované vody (Ao = 0,697). Kalibra¢ni kfivka byla sestavena pro standardni roztok
Troloxu, ktery byl rozpustén v 60 % ethanolu. Rozmezi koncentraci bylo 50 - 400 pg/ml.

Do rovnice byla dosazovéna hodnota AA = A, - Ajp. Hodnota antioxidacni aktivity byla
vyjadiena jako ekvivalent Troloxu.

Rovnice kalibra¢ni kiivky (koncentrace pg/ml): y = 0,0012x

4.7  Stanoveni kyseliny askorbové pomoci HPLC

Jako mobilni faze byl pouzit roztok 0,05M octanu sodného a acetonitrilu v poméru 95:5.
Eluce byla izokratickd, kolona byla v termostatu zahtivana na 30 °C, prutok byl nastaven na
0,6 ml/minutu. Byla pouzita kolona SupecosilTM LC - NH, (4,6 x 150 mm). Na zacatek
kolony byl do davkovaci smycky o objemu 20 pl nasttiknut vzorek a detekce latek probihala
v detektoru pii vinové délce 267 nm. Vzorky byly pied analyzou filtrovany na membranovych
filtrech o porozité 0,45 um.

Vyhodnoceni: Z chromatogrami byly zjistény plochy pikdi a porovnany s naméfenou
kalibra¢ni kiivkou standardu kyseliny askorbové. Z kalibrac¢ni kfivky byl poté vypocitan
obsah kyseliny askorbové ve vzorku.

Rovnice kalibrac¢ni kiivky (koncentrace v mg/l ): y =273,35x
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4.8 Stanoveni tokoferolu pomoci HPLC

Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Kolona byla v termostatu zahtivana na 30 °C, pratok
byl nastaven na 1 ml/minutu. Byla pouzita kolona Kinetex 5u C18 (4,6 x 150 mm). Na
zacatek kolony byl do davkovaci smycky o objemu 20 pl nastiiknut vzorek a detekce latek
probihala v detektoru pii vinové délce 295 nm. Vzorky byly pied analyzou filtrovany na
membranovych filtrech o porozité 0,45 um.

Vyhodnoceni: Z chromatogrami byly zjistény plochy pikGi a porovnany s naméfenou
kalibra¢ni kfivkou standardu o-tokoferolu. Z kalibrac¢ni kiivky byl poté vypocitan obsah
tokoferolu ve vzorku.

Rovnice kalibracni kiivky (koncentrace v pg/ml): y = 24222x

4.9 Stanoveni u¢inné latky pomoci HPLC

Jako mobilni faze byl pouzit roztok acetonitrilu a methanolu v poméru 65:35. Eluce byla
izokraticka, kolona byla v termostatu zahtivana na 30 °C a prutok mobilni faze byl nastaven
na 1 ml/minutu. Byla pouZita kolona Kinetex Su C18 (4,6 x 150 mm). Na zacatek kolony byl
do davkovaci smycky o objemu 20 pl nastfiknut vzorek a detekce latek probihala v detektoru
pii vinové délce 288 nm pro silymarin a 420 nm pro kurkumin. Vzorky byly pied analyzou
filtrovany na membranovych filtrech o porozité¢ 0,45 pm.

Vyhodnoceni: Z chromatogrami byly zjistény plochy pikdi a porovnany s nameétfenou
kalibra¢ni kiivkou standardu - silymarinu a kurkuminu. Z kalibra¢ni kiivky byl poté
vypocitan obsah u¢inné latky ve vzorku.

Rovnice kalibra¢nich kiivek (koncentrace v pg/ml): silymarin y =9500,7x

kurkumin  y=491202x

4.10 Kysela hydrolyza i¢inné latky

Kyselou hydrolyzou byl simulovéan proces traveni, pfi némz byla sledovana degradace u¢inné
latky silymarinu a kurkuminu.

Mnozstvi 10 ml zasobniho roztoku silymarinu bylo smichano s 10 ml 2M HCI. Takto
pfipravena reakéni smés byla nasledné zahtivana v 1azni o teploté 37 °C po dobu 4 hodin. Po
ukonceni inkubace byl roztok zneutralizovan na hodnotu pH 7 pomoci 2M NaOH. Stejnym
postupem byl pfipraven vzorek pro u€innou latku kurkumin. Nasledné byla zméfena
koncentrace u¢inné latky standardu pomoci HPLC za podminek, které jsou uvedeny
v kapitole 4.9.

4.11 Priprava ¢astic pomoci ultrazvuku

Utinna latka standardu byla rozpusténa v 1 ml ethanolu a nasledné byl roztok doplnén o 9 ml
destilované vody na vysledny objem 10 ml. 180 mg s6jového lecithinu a 20 mg cholesterolu
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bylo rozpusténo v 10 ml extraktu u¢inné latky standardu. Liposomy byly vytvoteny sonifikaci
roztoku standardu, lecithinu a cholesterolu pii ucinnosti 90 % po dobu 1 minuty.

r

4.12 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti ¢astic

Ptipravené liposomy byly centrifugovany po dobu 5 minut pii 14 800 ot./minutu. Poté byl
supernatant slit, prefiltrovan pifes membranovy filtr o porozit¢ 0,45 pm. V supernatantu byla
stanovena koncentrace volné ucinné latky standardu. Enkapsula¢ni ucinnost byla urcena
z rozdilu celkové koncentrace U¢inné latky standardu obsazené v roztoku pfed a po
enkapsulaci.

Vypocet enkapsulacni u€innosti:

aktivni latka celkovée mnozZstvi — aktivni latka voln é mnoZstvi
EU% = —— - —— -100
aktivni latka celkové mnozstvi

4.13 Stanoveni stability ¢astic v travicich Stavach

Pro simulaci fyziologického prostiedi ke sledovani stability ¢astic v gastrointestindlnim traktu
pankreatické a zlucové stavy (pfipravené v poméru 1:1). Pfipravené Castice byly ptidany
k roztoku zalude¢ni §tavy v poméru 1:1. Inkubace probihala pii 37 °C po dobu 20 minut.
Nasledné byl z roztoku zalude¢ni Stavy odebran urcity podil a byl pfidan v poméru 1:1 do
roztoku pankreatické Stavy a v poméru 1:1 do roztoku smési pankreatické a Zlu€ové §téavy.
Simuloval se ptechod potravy ze zaludku do tenkého stieva. Inkubace v téchto Stavach
probihala pii 37 °C po dobu 40 minut. Po ukonceni inkubace byla pomoci HPLC zmétena
koncentrace u¢inné latky standardu uvolnéné z ¢astic pisobenim travicich §tav. Vzorky byly
pred analyzou centrifugovany po dobu 5 minut pfi 14 800 ot./minutu. Supernatant byl
filtrovan na membranovych filtrech o porozit¢ 0,45 pm. Nasledné¢ v ném byla zméfena
koncentrace u¢inné latky.

4.13.1 Priprava Zalude¢ni §tavy

Pro ptipravu modelové zalude¢ni stavy bylo pouzito 0,25 g pepsinu, ktery byl rozpustén ve
100 ml vody. K takto pfipravenému roztoku bylo pfidano 0,84 ml 35 % kyseliny
chlorovodikové. Hodnota pH modelového roztoku byla upravena na 0,9.

4.13.2 Priprava pankreatické §tavy

Pro ptipravu modelové pankreatické Stavy bylo pouzito 0,25 g pankreatinu a 1,5 g
hydrogenuhli¢itanu sodného, toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 100 ml vody. Hodnota pH
modelového roztoku byla upravena na 8,9.
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4.13.3 Priprava Zlucové $tavy

Pro pfipravu modelové zlucové stavy bylo pouzito 0,8 g ZluCovych soli, které byly
rozpus$tény v 200 ml fosfatového pufru.

4.14 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach

Ke zjisténi stability ¢astic v potravindch byly pfipraveny 4 modelové roztoky o ptesné
definovaném slozeni zastupujici kazdou skupinu potravin. Pro potraviny, které maji pH nizsi
nez 4,5 byl pfipraven 3 % roztok kyseliny octové. Pro potraviny, které maji pH vyssi nez 4,5
byla pouZita destilovana voda. Pro alkoholické napoje a potraviny byl pfipraven 10% roztok
ethanolu. Jako modelovy roztok pro tukové potraviny byla pfipravena 25 % emulze oleje ve
vodé.

Vzorek byl vzdy pfipraven v poméru 1:3 (&astice : modelova potravina). Castice byly
v téchto 4 modelovych potravinach uchovany pfti teploté 5 °C po dobu 1 tydne. Nasledné byla
zmeéfena koncentrace uvolnénych tc¢innych latek do roztoku.

4.15 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach v travicich $avach

Liposomové castice s enkapsulovanou ucinnou latkou silymarinu a kurkuminu byly
aplikovany do modelové potraviny a nasledné¢ byly podrobeny analyze jejich stability
v modelovém fyziologickém prostiedi pfi procesu traveni. Castice byly v modelové potraviné
inkubovany pii teplot€¢ 5 °C a skladovany po dobu 7 dni. Po ukonceni inkubace byly
modelové potraviny s obsahem ¢astic aplikovany do modelovych travicich $tav.

Vzorek pro analyzu byl pfipraven v poméru 1:1 (€astice v modelové potraving : travici Stava).
Inkubace castic obsazenych v modelové potraviné aplikované do Zaludecni §tavy probihala
pii 37 °C po dobu 20 minut. Nasledné byl z roztoku zalude¢ni §tavy odebran urcity podil
a byl pfidan v poméru 1:1 do roztoku pankreatické $tavy a v poméru 1:1 do roztoku smési
pankreatické a zlu€ové $tavy. Simuloval se prechod potravy ze Zaludku do tenkého stieva.
Inkubace v téchto stavach probihala pii 37 °C po dobu 40 minut. Po ukon¢eni inkubace byla
pomoci HPLC zméfena koncentrace G€inné latky standardu uvolnéné z Castic obsazenych
v modelové potraviné pisobenim travicich §tav. Vzorky byly pfed analyzou centrifugovany
po dobu 5 minut pii 14 800 ot./minutu. Supernatant byl filtrovan na membranovych filtrech
o porozité 0,45 um. Nasledné v ném byla zméfena koncentrace u¢inné latky.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je zamétfena na studium ucinnosti aktivnich latek pfirodnich extrakti ostropestice
maridnského a kurkumovniku dlouhého. Pfirodni extrakty byly nejprve charakterizovany
pomoci nasledujicich skupinovych charakteristik: stanoveni celkovych polyfenold, stanoveni
celkovych flavonoidli, stanoveni antioxidacni aktivity, stanoveni obsahu vitaminu C
a tokoferolu. Nasledné byly pfipraveny liposomové Castice s obsahem uc¢inné latky silymarinu
a kurkuminu. V rdmci analyzy bylo sledovano chovani ¢astic béhem inkubace v prostredi
modelovych travicich §tav a také stabilita pti uchovani ¢astic v modelovych potravinach.

5.1 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni celkovych polyfenolli bylo provedeno pomoci reakce s Folin — Ciocalteuovym
¢inidlem. Jako standard byla pouZita kyselina gallova. Postup stanoveni je uveden v kapitole
4.4. Namétené hodnoty jednotlivych vzorkl jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 1 Stanoveni celkovych polyfenolii

Stanoveni celkovych polyfenolii

Absorbance @ absorbance + SD | ¢ [mg " g']
oddenek cerstvy | 0,694 | 0,707 | 0,660 0,687 = 0,024 56,054
kurkuma Kofteni 0,254 | 0,268 | 0,272 0,265 + 0,009 21,622
nanokurkumin 0,126 | 0,149 | 0,132 0,136 + 0,012 11,096
plody vyluh 0,011 | 0,014 | 0,010 0,012 + 0,002 0,098
plody extrakt 0,082 | 0,109 | 0,082 0,091 £ 0,016 0,742
ostropestiec Olej 0,079 | 0,129 | 0,070 0,093 £ 0,032 7,588
Tinktura 0,041 | 0,037 | 0,038 0,039 + 0,002 3,182
Kapsle * 0,159 | 0,168 | 0,160 0,162 + 0,005 132,180

* oznacuje fedéni vzorku 10x

Kazdy vzorek byl analyzovan 3x, vysledné hodnoty jsou primérem ze tfi paralelnich
stanoveni. Primér hodnot se nasledné dosazoval do rovnice kalibracni kiivky kyseliny
gallové pro zjisténi obsahu polyfenolt ve vzorcich.

Pro srovnani jednotlivych pfirodnich extrakti byly vySe uvedené hodnoty vztazeny na 1 g
analyzovaného vzorku.

Nejvyssi obsah polyfenoli byl zaznamenan v ostropesticovych kapslich 132,18 mg/g

A4

plodu ostropestice 0,098 mg/g a v extraktu plodu ostropestice 0,742 mg/g.
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Z hodnot udavajicich mnozstvi polyfenoli obsaZenych ve vyluhu a extraktu zplodu
ostropestice je mozné vidét rozdil. V alkoholovém extraktu se rozpousti vice u€innych latek,
hlavné lipidického charakteru, nez ve vodném vyluhu.
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Graf ¢. 1 Stanoveni obsahu polyfenolii ve vybranych vzorcich
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5.2 Stanoveni celkovych flavonoidi

Stanoveni celkovych flavonoidi bylo provedeno pomoci reakce s hlinitou soli v zasaditém
prostiedi. Jako strandard byl pouzit katechin. Postup stanoveni je uveden v kapitole 4.5.
Namétené hodnoty v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Tabulka ¢. 2 Stanoveni celkovych flavonoidu

Stanoveni celkovych flavonoidi

Absorbance @ absorbance + SD | ¢ [mg - g'']

oddenek Cerstvy 0,400 | 0,443 | 0,405 0,416 £ 0,024 11,751

kurkuma Koteni 0,112 | 0,134 | 0,126 0,124 +£0,011 3,503
nano kurkumin 0,031 | 0,056 | 0,034 0,040 = 0,014 1,130

plody vyluh 0,013 | 0,004 | 0,002 0,006 = 0,006 0,017

plody extrakt 0,057 | 0,056 | 0,058 0,057 + 0,001 0,161

ostropestiec Olej 0,020 | 0,016 | 0,014 0,017 £ 0,003 0,480
Tinktura 0,019 | 0,020 | 0,018 0,019 + 0,001 0,537
Kapsle 0,628 | 0,663 | 0,662 0,651 + 0,020 18,389

Kazdy vzorek byl analyzovan 3x, vysledné hodnoty jsou primérem ze tii paralelnich
stanoveni. Primér hodnot se nasledné dosazoval do rovnice kalibracni kiivky katechinu pro
zjisténi obsahu flavonoidl ve vzorcich. Pro srovnéani jednotlivych pfirodnich extraktl byly
vyse uvedené hodnoty vztazeny na 1 g analyzovaného vzorku.

Flavonoidy jsou podskupinou polyfenolii. Nejvyssi obsah flavonoidnich latek byl naméfen
v ostropesticovych kapslich 18,389 mg/g, vysokd hodnota byla zaznamenana také u oddenku
kurkumy 11,751 mg/g. Naopak nejnizsi obsah flavonoidnich latek byl naméten ve vyluhu
plodu ostropestice 0,017 mg/g a v extraktu plodu ostropestice 0,161 mg/g.

Graf ¢. 3 znazornuje obsah flavonoidnich latek v polyfenolech. Vyrazny podil flavonoidi je
mozné vidét v oddenku kurkumy, ktery odpovidd pfiblizné 1/5 obsahu polyfenolt.
U ostatnich vzork je jejich podil vyrazné nizsi.
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5.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Mira antioxida¢ni aktivity byla zjiStena pomoci metody TEAC — ,,Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity. Samotna aktivita se potom pfirovnava k mnozstvi standardu Troloxu,
ktery ma ekvivalentni antioxida¢ni aktivitu jako samotny vzorek. Postup stanoveni je uveden
v kapitole 4.6. Naméiené hodnoty v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty v néasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 3 Stanoveni antioxidacni aktivity

Stanoveni antioxidacni aktivity
Absorbance (A1) 0 AA£SD c[mg- g’
oddenek cerstvy | 0,668 0,643 0,629 0,050 + 0,020 4,192
kurkuma Kofeni 0,645 0,651 0,648 0,049 £+ 0,003 4,083
nanokurkumin | 0,479 0,410 0,420 0,261 = 0,037 21,717
plody vyluh 0,619 0,609 0,635 0,068 = 0,013 0,567
plody extrakt 0,613 0,567 0,583 0,101 +£ 0,023 0,844
ostropestiec Olej 0,684 0,682 0,673 0,017 £ 0,006 1,442
Tinktura 0,675 0,677 0,673 0,022 + 0,002 1,833
Kapsle 0,340 0,321 0,342 0,363 £0,012 30,217

Kazdy vzorek byl analyzovan 3x, zhodnot absorbance v ¢ase 10 min. byl zjistén pokles
absorbance (A0-A10). Primérna hodnota poklesu absorbance se nasledn¢ dosazovala do
rovnice kalibra¢ni kiivky standardu Troloxu pro zjisténi antioxidacni aktivity.

Vzorec pro vypocet poklesu absorbance AA = Ay - Ay, kde Ay = 0,697. Hodnota
antioxidacni aktivity byla vyjadiena jako ekvivalent Troloxu. Pro srovnani jednotlivych
ptirodnich extraktt byly vyse uvedené hodnoty vztazeny na 1 g analyzovaného vzorku.

Vyrazné nejvyssi hladina celkové antioxidacni aktivity byla zjisténa v kapslich ostropestice
a ve vzorku nanokurkuminu. Jejich antioxida¢ni aktivita byla nékolikandsobné vyssi, nez
zjisténa antioxidacni aktivita ostatnich vzorkli coz mizeme vidét v grafu €. 4.

Nanokurkumin obsahuje standardizovany extrakt kurkuminu, ktery zajistuje jeho vyraznou
antioxida¢ni aktivitu. Diky tomu, Ze je nanokurkumin baleny do ¢astic, nedochazi ke ztraté
jeho antioxida¢ni aktivity. Vysoka antioxida¢ni aktivita ostropesticovych kapsli je
pravdépodobné dédna tim, Ze obsahuje koncentrovany extrakt silymarinu, ktery je tvofen smési
flavonoidi a ptirodnich flavonolignand, které se v antioxida¢nim ac¢inku dopliuji.
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Graf ¢. 4 Hodnoty stanoveni celkové antioxidacni aktivity

5.4 Stanoveni kyseliny askorbové pomoci HPLC

Obsah kyseliny askorbové v jednotlivych vzorcich byl sledovan pomoci HPLC. Jako standard
byla pouzita kyselina askorbova. Postup stanoveni je uveden v kapitole 4.7. Naméfené
hodnoty v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Tabulka ¢. 4 Hodnoty stanoveni kyseliny askorboveé

analyzovany vzorek kyselina ,
askorbova
ostropestiec plod 30,930 pg/g
ostropestfec tinktura 13,786 mg/1
ostropestiec olej 0,320 mg/1
kurkuma oddenek X
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Nejvyssi mnozstvi kyseliny askorbové bylo detekovéno v ostropesticové tinktuie 13,786
mg/l. Naopak v oddenku kurkumy nebyla kyselina askorbova detekovéana vibec. V plodech
ostropestice bylo detekovano 30,930 pg/g kyseliny askorbové. V oleji ostropestice bylo
zjisténo stopové mnozstvi kyseliny askorbové.

Vyrobce tinktury deklaroval, ze byl vitamin C do tinktury pfiddvan. Miize to byt z diivodu
lepsi vstiebatelnosti a biologické ucinnosti produktu, nebo pravdépodobné jako konzervant
daného vyrobku.

5.5 Stanoveni tokoferolu pomoci HPLC

Obsah tokoferolu v jednotlivych vzorcich byl stanoven pomoci HPLC. Jako standard byl
pouzit o-tokoferol. Postup stanoveni je uveden v kapitole 4.8. Namétfené hodnoty
v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Tabulka ¢. 5 Hodnoty stanoveni tokoferolu

analyzovany vzorek ¢pg- g'I]
ostropestiec plod 17,138
kurkuma oddenek 6,600
kurkuma kofeni 7,356
Nanokurkumin 1,404

Pro srovnani jednotlivych pfirodnich extraktii byly vySe uvedené hodnoty vztazeny na 1 g
analyzovaného vzorku.
Nejveétsi mnozstvi tokoferolu bylo stanoveno v plodech ostropestice 17,138 pg/g. Naopak

vwr
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5.6 Stanoveni ucinné latky pomoci HPLC

Mnozstvi ucinné latky silymarinu bylo sledovano v plodech ostropestice a mnozstvi
kurkuminu bylo sledovano v oddenku kurkumy. Obsah u¢inné latky byl stanoven podle
postupu uvedeného v kapitole 4.9. Namétené hodnoty jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Tabulka ¢. 6 Hodnoty obsahu ucinné latky ostropestice a kurkumy

ucéinna latka

obsah ucinné latky [%]

Silymarin

2,7

Kurkumin

3,7

Literatura uvadi, Ze se obsah kurkuminu v oddenku kurkumy vyskytuje v mnoZzstvi cca 2-3 %
a obsah silymarinu v plodech ostropestice se pohybuje v rozmezi 1,5-3 %. NasSim stanovenim
byl tento daj potvrzen.

5.7 Kysela hydrolyza ucinné latky

Pfi simulaci procesu traveni kyselou hydrolyzou byla sledovana degradace ucinné latky
silymarinu a kurkuminu. Postup stanoveni je uveden v kapitole 4.10. Naméfené hodnoty jsou
shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 7 Degradace ucinné latky silymarinu a kurkuminu

ucéinna latka

ztrata Gcinné latky [%]

Silymarin

46,56

Kurkumin

42,00

Vlivem teploty a kyselého prostiedi doslo k degradaci ucinné latky. U kurkuminu byla ztrata
ucinné latky kyselou hydrolyzou ve vysi 42 %. Nepatrné vysS§i ztrata byla zaznamenéana
u uéinné latky silymarinu, a to ztrata 46,56 % béhem procesu kysel¢ hydrolyzy.

Ztoho vyplyva, ze je potfeba ucinnou latku chranit béhem jejiho prichodu
gastrointestinalnim traktem, aby nedochdzelo k jeji degradaci. Jednou z moZnosti je cilena
ochrana ucinné latky enkapsulaci, ¢imz dojde k zachovani jeji stability v kyselém prostiedi
7aludku a dojde ke zvyseni biologické dostupnosti. Uginna latka je dopravena na ,misto
uréeni* tedy do prostiedi sttevnich §t'av, kde je nasledné resorbovana.
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5.8 Stanoveni enkapsulacni u¢innosti ¢astic

K enkapsulaci byly pouzity ucinné latky standardu silymarinu a kurkuminu. Pfipravené
liposomy byly centrifugovany pii 14 800 ot./minutu, supernatant byl slit a byla v ném
stanovena pomoci HPLC koncentrace zbylé volné G¢inné latky. Pro urceni miry enkapsulace
byla nejdiive zjisténa koncentrace ucinné latky v extraktu standardu. Z téchto dvou hodnot
byla poté vypocitdna enkapsulac¢ni G¢innost podle vzorce, ktery je uveden v kapitole 4.12.
Namétené hodnoty jsou shrnuty v nésledujici tabulce.

Tabulka ¢. 8 Enkapsulacni ucinnost ucinné latky

e rovx enkapsulované mnoZstvi
ucinna latka

[Yo]
Silymarin 59,45
Kurkumin 90,34

Pti ptipravé liposomt byl pouzit roztok ucinné latky standardu o koncentraci 100 pg/ml.
V takto koncentrovaném roztoku s obsahem ucinné latky kurkuminu bylo dosazeno 90,34 %
enkapsulacni Gc€innosti. V roztoku G¢inné latky silymarinu bylo dosaZeno 59,45 % ucinnosti
enkapsulace.

5.9 Stanoveni stability ¢astic v travicich §avach

Ptipravené Castice s obsahem ucinné latky standardu silymarinu a kurkuminu byly aplikovany
do modelovych travicich $tév, kde bylo sledovano uvolnéné mnozstvi enkapsulovanych
ucinnych latek. Je potieba zajistit ochranu a stabilitu G¢inné latky pii prichodu GIT, aby byla
zachovana jeji aktivita a nedochéazelo k jeji degradaci v prostiedi zalude¢ni §t4vy a mohla tak
byt dopravena na misto, kde dochazi k jeji resorpci, tedy v prostiedi stievnich Stav. Piiprava
modelovych travicich §t'av a postup stanoveni je uveden v kapitole 4.13. Naméfené hodnoty
jsou shrnuty v néasledujicich tabulkach.

Tabulka ¢. 9 Stabilita castic v travicich Stavach

mnoZzstvi uvolnénych
ucinna latka kurkumin ] . y
liposomii [%]
castice supernatant 9,66
zalude¢ni §t'ava 1,26
pankreaticka Stava 2,24
pankreatickd a zlucova $tava 2,83
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Tabulka ¢. 10 Stabilita castic v travicich Stavach

mnoZstvi uvolnénych

ucéinna latka silymarin
Y liposomii [%]

Castice supernatant 40,55
Zaludeéni §t'ava 31,69
pankreaticka stava 18,30

pankreatickd a Zlucova

" 17,79
Stava

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze liposomy s obsahem kurkuminu vykazuji velmi vysokou
stabilitu. Vlivem kyselého prostiedi Zalude¢ni $tdvy se uvolnilo jen minimalni mnoZstvi
ucinné latky zliposomt. Mnozstvi uvolnéné ucinné latky se pifi simulaci prachodu
gastrointestinalnim traktem pohybovalo okolo 2 %. Naméfené hodnoty ucinné latky
silymarinu naznacuji, zZe stabilita liposomii v modelové Zaludec¢ni $taveé neni tak vysoka jako
v piipad¢ kurkuminu. Vlivem kyselého prostiedi Zalude¢ni $tdvy se uvolnilo témét 32 %
liposomli. Mnozstvi uvolnénych liposomli v pankreatické §tavé a smési pankreatické
a Zlucové §tavy se pohybovalo okolo 18 %.

Z téchto vysledkt vyplyva, ze enkapsulaci lze vyuzit k cilenému transportu G¢inné latky
travicim traktem. Pfi prichodu zaludkem je zachovana stabilita Castic a k fizenému
uvolnovani G¢inné latky pak dojde v prosttedi stiev.

5.10 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach

U castic s enkapsulovanou ucinnou latkou silymarinu a kurkuminu byla sledovéana stabilita
v modelovych potravindch po uplynuti doby jednoho tydne. Stabilita byla stanovena pomoci
HPLC. SloZeni jednotlivych modelovych systémi a postup stanoveni je uveden v kapitole
4.14. Namétené hodnoty jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach.

Tabulka ¢. 11 Stabilita kurkuminu v modelovych potravinach

modelov4 potravina mno%s,tvi. stabilnich
castic [%]
Kysela 71,30
Neutralni 62,32
Alkoholicka 77.08
Tukova 97,12
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Tabulka ¢. 12 Stabilita silymarinu v modelovych potravindach

modelov4 potravina mnoivs,tvi. stabilnich
castic [%]
Kysela 3431
Neutralni 38,84
Alkoholicka 38,28
Tukova 47,55

V zavislosti na druhu modelové potraviny je mozné fici, Zze nejvyssi stabilitu vykazovaly
Castice s obsahem ucinné latky v modelové tukové potraviné. Emulze oleje zvySuje stabilitu
liposomt, pfi¢inou mize byt stabilizace interakce s lipidy. Obecné se ale stabilita Castic
v zavislosti na modelovych potravinach pfili§ neliSila. AvSak v porovnani mnozZstvi stabilnich
¢astic s obsahem ucinné latky silymarinu bylo o polovinu niz$i nez mnozstvi ¢astic s obsahem
kurkuminu. Tento pomér je dan i tim, Ze pfi enkapsulaci kurkuminu bylo zabaleno 90,34 %
ucinné latky, v ptipadé silymarinu to bylo 59,45 %.

5.10.1 Stanoveni stability ¢astic v modelovych potravinach pri nasledném traveni

Po uplynuti inkuba¢ni doby jednoho tydne, kdy byly modelové potraviny skladovany pii
teplot¢ 5 °C, doSlo kjejich aplikovani do modelovych travicich §tav. Bylo sledovano
mnozstvi uvolnéné¢ U¢inné latky z modelové potraviny béhem procesu traveni. Postup
stanoveni je uveden v kapitole 4.15. Namétené hodnoty jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 13 Stabilita castic obsazenych v modelovych potravinach s naslednym travenim

mnozstvi uvolnénych liposomi [%]
modelova >
Stava
potravina
zalude¢ni | pankreatickd | pankr. + Zlu€ova
Silymarin
Kysela 41,19 23,56 18,85
Neutralni 52,95 27,06 11,72
Alkoholicka 50,88 16,57 15,26
Tukova 55,97 29,52 2,88
Kurkumin
Kysela 39,63 29,93 9,62
Neutralni 62,51 60,47 7,41
Alkoholicka 61,97 53,81 11,56
Tukova 43,09 35,56 5,85
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Z tabulky je zfejmé, Ze pii postupu modelové potraviny gastrointestinalnim traktem dochazi
k postupnému uvoliiovani ucinné latky z liposoml. Mnozstvi uvolnénych liposomt klesa
v potadi: zaludecni §t4va > pankreatickd Stdva > smés pankreatické a zlucové stavy.

Z téchto vysledkll vyplyva, Ze pfi uchovani ¢astic v modelovych potravinach je zachovana
stabilita ucinné latky. Dobra stabilita Castic a jejich nizka odolnost v prostfedi stieva je
dobrym zékladem pro aplikaci ¢astic do riznych potravinarskych vyrobkii ¢i doplikii stravy
s pozitivnim G¢inkem na lidsky organismus.
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Graf ¢. 5 Mnozstvi uvolnénych liposomii s obsahem silymarinu z modelovych potravin
v prostredi travicich stav
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Graf'¢. 6 Mnozstvi uvolnénych liposomii s obsahem kurkuminu z modelovych potravin
v prostredi travicich stav
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6 ZAVER

Ostropestiec mariansky a kurkuma jsou rostliny obsahujici fadu biologicky aktivnich latek,
které piisobi na zivotni funkce organismu. Hlavnimi nositeli 1é¢ivého ucinku rostliny
ostropestice jsou polyfenoly, flavonoidy, glykosidy a flavonolignany, které tvoii aktivni
komplex lipofilniho extraktu silymarinu. Kurkuma obsahuje G¢inné latky kurkuminoidy, kde
je nositelem lécivého ucinku kurkumin. Diky obsahu biologicky aktivnich latek vykazuje
extrakt silymarinu a kurkuminu vysokou antioxidacni aktivitu, které je dnes vénovana velka
pozornost a fada studii. Vyzkum je vénovan také jejich hepatoprotektivnimu ucinku,
protizanétlivym, antikancerogennim a antimikrobidlnim u¢inkm.

Cilem diplomové prace bylo stanovit biologicky aktivni latky ptirodnich extrakt ostropestice
a kurkumy. Sledovala se mira antioxidacni aktivity, obsah celkovych polyfenoll a flavonoida,
pfitomnost vitaminu C a tokoferolu. Uginné latky silymarinu a kurkuminu byly aplikovany do
organickych ¢astic, liposomtl, pro zajisténi jejich stability a u¢innosti v prostiedi GIT.

Obsah celkovych polyfenoli byl stanoven spektrofotometricky pomoci reakce Folin-
Ciocalteuova ¢inidla s fenoly obsazenymi v rostlinnych extraktech. Nejvyssi obsah
polyfenoll byl zjistén v extraktu a vyluhu plodu ostropestice. Celkovy obsah flavonoidii byl
stanoven spektrofotometricky reakci hlinité soli a dusitanu s flavonoidy obsazenymi
v rostlinnych extraktech. Nejvy$si koncentrace flavonoidd byla stanovena v oddenku
kurkumy. Podil flavonoidi odpovidal ptiblizné 1/5 obsahu polyfenold v oddenku kurkumy.
V ostatnich vzorcich byl podil flavonoidii vyrazné niz$i. Mira antioxida¢ni aktivity byla
stanovena spektrofotometricky metodou TEAC vyuzivajici ¢inidlo ABTS. Testovala se
schopnost latek obsazenych v rostlinném extraktu zhaset kation-radikal ABTS™. Nejvyssi
antioxidaéni aktivitu vykazovaly kapsle ostropestfce a nanokurkumin, tedy farmakologicky
upravené preparaty. AvSak vSechny analyzované extrakty vykazovaly antioxidacni aktivitu.
Obecné lze fici, Ze je mnohem vyhodné&jsi piijimat antioxidanty v pfirozené formé, nez
v syntetické. Nejen proto, ze pfirozené antioxidanty maji vyssi ucinnost diky synergii vice
latek, ale 1 proto, Ze pfili§ vysoké davky syntetickych antioxidantii mohou zpusobovat
oxidacni stres.

Pomoci HPLC s detektorem diodového pole byl zjistovan obsah kyseliny askorbové
a tokoferolu v rostlinnych extraktech ostropestfce a kurkumy. V plodech ostropestice byla
stanovena pritomnost kyseliny askorbové i tokoferolu, v oddenku kurkumy byl stanoven
pouze tokoferol. Metodou HPLC byl taktéz stanoven obsah ucinné latky. Ostropestiec plod
obsahoval 2,7 % silymarinu, kurkuma koten obsahovala 3,7 % kurkuminu.

Béhem simulace procesu traveni bylo zjiSténo, ze vlivem kyselého prostiedi dochdzi
k degradaci uc¢inné latky silymarinu a kurkuminu. Je tedy nutné chranit G¢innou latku béhem
prachodu GIT. Enkapsulaci dojde k zachovani stability uc¢inné latky v kyselém prostiedi
zaludku a zvysi se tak jeji biologicka dostupnost. Uginna latka je dopravena do prostredi
sttevnich §tav, kde je resorbovédna. Pfipravené liposomové castice vykazovaly v piipade
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kurkuminu velmi vysokou enkapsulaéni t€¢innost 90,34 %, enkapsula¢ni uc¢innost silymarinu
byla 59,45 %.

V dalsi ¢asti byla sledovana stabilita ¢astic v GIT. Pro simulaci fyziologického prostiedi byly
pripraveny modelové travici stavy: zaludecni Stava, pankreatickd Stava, smés pankreatické
a zlucové §tavy. Bylo zjisténo, Ze pfi prichodu Zaludkem zlstava zachovana stabilita ¢astic
a k uvoliiovani uc¢inné latky dochdzi nésledné v prosttedi stfev. Enkapsulaci je tedy mozné
vyuzit k cilenému transportu ucinné latky travicim traktem. Stabilita ¢astic byla sledovana
v prostiedi 4 modelovych potravin a to: kyselé, neutralni, alkoholové a tukové potraving.
Stabilita castic byla sledovana po aplikaci do prostiedi modelovych potravin pfi jejich
nasledném traveni. Diky cilenému a pozvolnému uvoliiovani G¢inné latky spolecné s dobrou
dlouhodobou stabilitou v prostiedi modelovych potravin jsou liposomy s obsahem uc¢inné
latky silymarinu a kurkuminu vhodné pro aplikaci pfimo do potravin nebo do riiznych
potravinovych doplikt. Castice lze vyuzit k fizenému uvoliiovani u¢inné latky v prostiedi
stieva, coz je vyhodné pro zvySeni biologického ti¢inku.
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