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SOUHRN
Antioxida¢ni aktivita nékterych volné prodejnych rostlinnych extrakta

V poslednich letech znovu vzrusta zajem vefejnosti pii 1é¢bé a prevenci nemoci o tradi¢ni piirodni 1é¢iva jako
napt. o rostlinné extrakty. Tato prace hodnoti antioxida¢ni aktivitu a obsah fenolickych latek vybranych rostlin-
nych extraktu z 1é¢ivych rostlin, proddvanych jako potravinové dopliiky s lé¢ebnym ucinkem. Za pouZziti tvorby
3—nitrotyrosinu jako markeru byl studovéan vliv extraktii na inhibici peroxynitritem indukované nitrace tyrosinu
a vysledky byly porovnany se schopnosti zhaset stabilni radikal 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH). Byla zjis-
téna linedrni korelace (r=0,929) mezi schopnosti zhaSet DPPH a inhibovat nitraci tyrosinu. ZjiSténd antioxidac-
ni aktivita byla v rozmezi hodnot 0-1702, resp. 0-1482 umol ekvivalentu katechinu/100 ml extraktu. Celkovy
obsah fenolickych latek byl v rozmezi hodnot 9,4-268,3 mg ekvivalentu kyseliny galové/100 ml extraktu. Sig-
nifikantni linearni vztah mezi antioxida¢nimi aktivitami (r>0,9) a celkovym obsahem fenolickych latek ukazu-
je, ze fenolické latky jsou hlavni skupinou zodpovédnou za antioxidacni aktivitu testovanych extrakt.
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SUMMARY
Antioxidative Activity of Some Over-the-Counter Plant Extracts

The recent years again saw increased interest of the public in the use of traditional natural remedies, such as
plant extracts, for the treatment and prevention of diseases. This paper evaluates the antioxidative activity and
content of phenolic substances of selected plant extracts from medicinal herbs, sold as dietary supplements with
therapeutic effects. Using the production of 3-nitrotyrosine as the marker, the effects of extracts on the inhibiti-
on of peroxynitrite-induced nitration of tyrosine was examined, and the results were compared with the ability
to extinguish the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). A linear correlation (r = 0.929) was
found between the ability to extinguish DPPH and to inhibit tyrosine nitration. The found antioxidative activity
ranged between values of 0-1702, or 0-1482 wmol of the catechine equivalent/100 ml of the extract. The total
content of phenolic substances oscillated within values of 9.4-268.3 mg of the equivalent of gallic acid/100 ml
of the extract. The significant linear relationship between antioxidative activities (r>0.9) and the total content of
phenolic substances shows that phenolic substances are the principal group responsible for the antioxidative acti-
vity of the extracts tested.
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Uvod

Reaktivni formy dusiku a kysliku (RNS, ROS) jsou
v poslednich letech intenzivné zkoumany s ohledem na
jejich nezanedbatelny fyziologicky a patologicky
vyznam, spojeny s oxida¢nim stresem. Antioxidanty
schopné neutralizovat pfebytek ROS a RNS hraji dile-
Zitou roli v prevenci fady onemocnéni jako napf. atero-
skleréza, kardiovaskularni a neurologickd poSkozeni
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nebo karcinogenese ! 2). Peroxynitrit tvofeny ze supe-
roxidu a oxidu dusnatého pusobi jako velmi reaktivni
oxidant a jeho marker 3-nitrotyrosin byl detekovéan ve
tkanich pacient s mnoha onemocnénimi, jako jsou
zanétlivé procesy nebo neurodegenerativni posSkoze-
ni 3. V celé fad& praci 4~7) byla prokdzana antiperoxy-
nitritova aktivita latek obsazenych v prirodnich produk-
tech. Rostliny (ovoce, zelenina, 1é¢ivé byliny) mohou
obsahovat Siroké spektrum latek s antioxida¢nimi tGcin-
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ky, jako jsou fenolické latky (napf. fenolické kyseliny,
flavonoidy, chinony, kumariny, stilbeny, taniny), dusi-
katé latky (alkaloidy, aminy), vitaminy, terpenoidy
a nékteré daldi endogenni metabolity 8. Polyfenoly,
zejména flavonoidy vykazuji antikancerogenni, imu-
rialni d¢inky 9 a tvoii tak velmi diileZitou skupinu latek
hojné rozsifenou v rostlinném materidlu. Zajem identi-
fikovat antioxidanty s potencidlné terapeutickym a pre-
ventivnim pisobenim pfi vzniku a rozvoji onemocnéni,
spojenych s oxidacnim stresem, je znacny.

DileZitou soucasti studia antioxidacni aktivity je
vybér a pouZiti robustni a rychlé metody, zejména pfi
studiu velkého poctu vzorkid. Tyto metody zahrnuji
rizné mechanizmy stanoveni antioxidacni aktivity.
BéZné pouzivané jsou metody zaloZené na spektrofo-
tometrickém stanoveni ubytku stabilnich radikali jako
ABTS* [2,27-azinobis-(3-ethyl-benzothiazolin-6-sul-
fonat) kation radikal] 190 nebo DPPH [2,2-difenyl-1-
-pikrylhydrazyl] 1. Chemické metody pro studium
antioxidaéni aktivity Casto vyuZivaji moznosti stano-
veni stabilnich produktd, vzniklych reakci vhodné
cilové molekuly s ROS nebo RNS jako napf. peroxy-
nitrit 12), hydroxylovy radikal, superoxid !3) atd. Jinou
skupinu tvofi metody pro stanoveni celkové antioxi-
dacni schopnosti jako FRAP (ferric reducing/antioxi-
dant power) !4 nebo stanoveni antioxida¢ni aktivity
za vyuZiti elektrochemické generace bromu !5,
Vsechny tyto uvedené metody mohou byt vyuzity pfi
studiu antioxidac¢ni aktivity extraktd z 1éc¢ivych
rostlin.

V této praci je demonstrovano studium antioxidacni
aktivity rostlinnych extraktd (potravinovych dopliki)
pii pouZiti dvou experimentalnich metod (inhibice nitra-
ce tyrosinu a redukce DPPH). Vztah mezi témito pouZi-
tymi metodami je vyjadfen pomoci regresni analyzy
a statisticky je také zhodnocen vztah mezi celkovym
obsahem fenold a antioxida¢ni aktivitou. Skrininkové
studium antioxidacni aktivity rostlinnych extraktl je
potencidlnim zdrojem dalSich G¢innych zhaSect volnych
radikal nebo jinych reaktivnich forem kysliku a dusiku.

POKUSNA CAST

Chemikdlie a roztoky

Tyrosin (BDH Chemicals), 3—nitrotyrosin (Aldrich), DPPH
(Sigma), (+)-katechin a kyselina galova (Fluka), standardizo-
vany extrakt Ginkgo biloba (Furfural LO2 D001), standardi-
zovany extrakt Ginkgo biloba (Biomedica S 721035), volné
prodejné rostlinné extrakty Alchemilla vulgaris, Calendula
officinalis, Epilobium parviflorum, Filipendula ulmaria,
Galium verum, Ginkgo biloba, Hippophae rhamnoides, Hype-
ricum perforatum, Silybum marianum, Solidago virgaurea,
Tropaeolum majus, Verbascum densiflorum (Herba Vitalis,
s.1.0.), volné prodejny extrakt Ginkgo biloba (AROMATICA,
v.0.s.). VSechny ostatni pouZité chemikélie byly komerc¢né
dostupné a byly p.a. Cistoty.

Roztok peroxynitritu byl pfipraven podle metody popsané
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v literatufe 16). 10 ml 0,6 M H,0, (v 0,5 M HCIO,) a 10 ml
0,5 M NaNO, (ve vod¢) byly ochlazeny na teplotu
-2 °C a poté rychle smichdny. Reakce byla ihned zastavena
pfidavkem 5 ml 3,5 M NaOH. Zbytkovy H,O, byl odstranén
michdnim suspenze s MnO, (1 mg/ml) po dobu 10 minut.
Nezreagovany MnO, byl odstranén filtraci. Koncentrace
ONOO:- v alkalickém roztoku byla stanovena spektrofotome-
tricky (€30p = 1,67.103 M- em!). Zasobni roztok byl uchova-
van pfi teploté -80 °C po dobu nékolika mésict bez znatelné-
ho rozkladu.

Roztoky standardizovanych extraktl Ginkgo biloba byly pfi-
praveny rozpu$ténim standardizovaného extraktu v 60% etha-
nolu (v/v) a poté nafedénim vodou v poméru 2:1 (v/v) na
vyslednou koncentraci 8 mg/ml.

Zkoumadlo fosfomolybdenan-wolframové R bylo pfiprave-
no podle CL 2002.

Pristroje

Kapalinovy chromatograf HP 1100 (Agilent Technologies)
obsahoval kvaternarni pumpu, autosampler a detektor s diodo-
vym polem. Analyzy byly provddény na koloné Supelcosil
ABZ+Plus (250.4,6 mm, 5 pum) s mobilni fazi 90 % 40 mM
HCOOH : 10 % CH;CN v/v, isokraticky pfi pritoku 1 ml/min).

Pro méfeni absopc¢nich spekter byl pouZit spektrofotometr
HP 8453 (Hewlett Packard), pfi pfipravé roztoku digitdlni pH
metr inoLab pH Level 2 (WTW).

Antioxidacni aktivita

Meéfeni inhibice nitrace tyrosinu bylo provadéno nasledujicim
zpusobem: roztok 2 mM peroxynitritu (8 pl) v 0,05 M NaOH byl
nabran a smichdn v injektoru HPLC s 1 mM roztokem tyrosinu
a 200x nafedénym rostlinnym extraktem (standardizovanym
extraktem Ginkgo biloba) v 0,11 M fosfatovém pufru (42 ul).
Reakeni smés byla injektovdna piimo na kolonu HPLC, chroma-
togramy byly detegovany pii 276 nm. Inhibice nitrace tyrosinu
byla vypocitana relativné ke zjiSténé plose piku 3-nitrotyrosinu
v kontrolnim méfeni a zjiSténa aktivita byla porovnana s kalib-
ra¢ni kiivkou pro katechin. Vysledky byly vyjadreny jako ekviva-
lent antioxidacni aktivity katechinu v imol na 100 ml extraktu.

Schopnost zhéset radikaly byla sledovana pomoci stabilniho
radikdlu DPPH. Roztok (25 pl) rostlinného extraktu nebo stan-
dardizovaného extraktu Ginkgo biloba natedény methanolem
1:10 (v/v) byl doplnén do 2,0 ml 0,1 mM DPPH v methanolu
a po 5 minutach byla zméfena absorbance ptfi 517 nm. Redukce
DPPH byla vypocitana relativné k hodnoté absorbance v kon-
trolnim méfeni a zji$ténd aktivita byla porovnéna s kalibra¢ni
ktivkou pro katechin. Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalent
antioxida¢ni aktivity katechinu v pmol na 100 ml extraktu.

Celkové fenoly

Celkovy obsah fenoli byl odhadnut pomoci kolorimetrické
metody popsané v literatue 8. 700 pl vodou nafedéného rostlin-
ného extraktu nebo roztoku standardizovaného extraktu Ginkgo
biloba (fedéno v poméru 1:10 az 1:100, v/v) bylo oxidovidno
zkoumadlem fosfomolybdenan-wolframovym R (400 ul)
a potom byla reakéni smés doplnéna do 10,0 ml roztokem uhlici-
tanu sodného (75 g/l). Po 2 hodindch byla zméfena vysledna
absorbance pri 760 nm. Kvantifikace byla provedena na zakladé
kalibra¢ni kfivky pro kyselinu galovou. Vysledky byly vyjadfeny
jako ekvivalent kyseliny galové (GAE) v mg na 100 ml extraktu.

Statistickd analyza
Vysledky byly zpracovany pouZitim jednofaktorové analyzy
(ANOVA). Rozdily pii p < 0,05 byly povaZovany za signifi-

kantni. Déle byla provedena jednoducha regresni analyza pro
vyjadieni vztahu mezi pouZitymi metodami.
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Tab. 1. Antioxidacni aktivita a celkovy obsah fenolii testovanych rostlinnych extrakti
Data jsou uvddéna + smérodatnd odchylka ze tii méreni.

Extrakt zdroj celkovy redukce DPPH inhibice nitrace  hlavni skupiny obsahovych litek u rostlin
obsah fenold (umol tyrosinu (umol  pouZitych k piipravé extraktt 20-23)
(GAE mg/ katechinu/ katechinu/
/100 mi)? /100 m) /100 ml)b

Alchemilla vulgaris Herba Vitalis 58,0+0,3 338+19 462+21 téisloviny, hoiCiny, silice, kyselina salicylova

Calendula officinalis Herba Vitalis 21,6+0,9 0x12 2717 silice, hoi¢iny, flavonoidy, glykosidy,
karotenoidy, kyselina salicylova

Epilobium parviflorum Herba Vitalis 115,8+4,5 594+21 608+50 flavonolové glykosidy

Filipendula ulmaria Herba Vitalis 268,3+1,2 1702+46 1482+56 flavonoidy, silice, derivéty kyseliny salicylové,
tiisloviny

Galium verum Herba Vitalis 69,9+3,9 242+13 24714 glykosidy, silice, tiisloviny, organické kyseliny

Ginkgo biloba AROMATICA 60,7+0,4 86+21 250+28 ginkgolidy, flavon luteolin, flavonoidy
a jejich glykosidy, biflavony, fenolické kyseliny

Ginkgo biloba Biomedica 192,7+6,2 936+23 849+44

Ginkgo biloba Furfural 161,2+9,2 899+27 795+31

Ginkgo biloba Herba Vitalis 9.4+0.,5 49+15 39+12

Hippophae rhamnoides ~ Herba Vitalis 12,8+0,6 89+24 62+20 glykosid kvercetin, organické kyseliny,
vitaminy A,C,E

Hypericum perforatum Herba Vitalis 139,1+6,8 560+18 689+19 hypericiny, katechinové tfisloviny,
flavonové glykosidy, silice

Silybum marianum Herba Vitalis 119,4+1,3 124+19 635+54 silymarin, olej s vysokym obsahem
kyseliny linolové a olejové, tokoferol

Solidago virgaurea Herba Vitalis 111,1+0,8 454420 74776 flavonoidy, tfisloviny, saponiny, silice

Tropaeolum majus Herba Vitalis 18,0+0,9 0+10 0+24 glykosid glukotropeolin

Verbascum densiflorum  Herba Vitalis 20,1+1,1 5244 0+13 kyselé a neutrdlni saponiny, flavonoidy,
iridoidy, karotenoidy, slizy, silice

A Data jsou vyjddiena v mg ekvivalentu kyseliny galové na 100 ml extraktu.
b Data Jjsou vyjadrena v mikromolech ekvivalentu katechinu na 100 ml extraktu.
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Obr. 1. Vztah mezi antioxidacni aktivitou a celkovym obsahem fenolii v extraktech

Byla proméfena antioxidacni aktivita a celkovy
obsah fenolti fady volné prodejnych ethanolickych
extrakt z 1écivych rostlin od firmy Herba Vitalis
a extraktu Ginkgo biloba od firmy AROMATICA. Dile

VYSLEDKY A DISKUZE

Pouzitymi metodami byla otestovdna schopnost
extraktl 1éCivych rostlin zhaset radikaly a reaktivni for-
my kysliku a dusiku. PouZité metody jsou nejen rychlé
a spolehlivé, ale v ptipadé inhibice nitrace tyrosinu bylo
méfeni automatizovano s vyuZitim autosampleru HPLC
a jednotlivé analyzy probihaly podle pfedem nastavené
sekvence operaci.
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byly studovany standardizované extrakty Ginkgo bilo-
ba. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 1. Zjisté-
nd antioxidacni aktivita byla v rozmezi hodnot 0-1702
(redukce DPPH), resp. 0—1482 (inhibice nitrace tyrosi-
nu) pmol ekvivalentu katechinu/100 ml extraktu. Cel-
kovy obsah fenolickych latek byl v rozmezi hodnot
9,4-268,3 mg ekvivalentu kyseliny galové/100 ml
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extraktu. Ze studovanych potravinovych dopliikti dosa-
hoval ve vSech experimentech nejvysSich hodnot
extrakt z Filipendula ulmaria (Herba Vitalis). Antipe-
roxynitritova aktivivita dale klesala v poradi: Solidago
virgaurea (Herba Vitalis) > Hypericum perforatum
(Herba Vitalis) > Silybum marianum (Herba Vitalis) >
Epilobium parviflorum (Herba Vitalis) > Alchemilla
vulgaris (Herba Vitalis) > Ginkgo biloba (AROMATI-
CA) = Galium verum (Herba Vitalis). Rozdily mezi
extrakty Solidago virgaurea, Hypericum perforatum,
Silybum marianum a Epilobium parviflorum nejsou
statisticky signifikantni. Pofadi aktivit extraktd pfi
redukci DPPH bylo nésledujici: Filipendula ulmaria
(Herba Vitalis) > Epilobium parviflorum (Herba Vita-
lis) > Hypericum perforatum (Herba Vitalis) > Solida-
go virgaurea (Herba Vitalis) > Alchemilla vulgaris
(Herba Vitalis) > Galium verum (Herba Vitalis) > Sily-
bum marianum (Herba Vitalis). Rozdily mezi extrakty
Epilobium parviflorum a Hypericum perforatum
nejsou statisticky signifikantni. Extrakty Hippophae
rhamnoides (Herba Vitalis), Calendula officinalis
(Herba Vitalis), Verbascum densiflorum (Herba Vita-
lis), Tropaeolum majus (Herba Vitalis) a Ginkgo bilo-
ba (Herba Vitalis) vykazaly ve vSech testech jen velmi
malou nebo Zadnou aktivitu (< 100 wmol ekvivalentu
katechinu na 100 ml extraktu). Extrakt Ginkgo biloba
(AROMATICA) vykazoval velmi malou aktivitu jen
v experimentu s DPPH (tab. 1).

Z porovnani hodnot antioxidacni aktivity zjiSténych
riznymi metodami vyplyvad, Ze mira antioxidaéniho
pusobeni miZe zaviset na pouZzité metodé. To pravdépo-
dobné souvisi s mechanizmem, ktery dand metoda vyu-
Ziva pro studium antioxidaéni aktivity. Pro vSechny stu-
dované rostlinné extrakty byla provedena regresni
analyza mezi vysledky inhibice nitrace tyrosinu, redukce
DPPH a celkovym obsahem fenoll. Zjistény korela¢ni
koeficient ukazuje na signifikantni linedrni zavislost
mezi schopnosti inhibovat nitraci tyrosinu a redukovat
DPPH (r=0,929). Signifikantni linearni vztah mezi anti-
oxidac¢nimi aktivitami (r>0,9) a celkovym obsahem feno-
1t (obr. 1) ukazuje, Ze fenolické latky byly hlavni skupi-
nou zodpovédnou za antioxidacni aktivitu testovanych
extraktd.

Potravinové dopliiky z Ginkgo biloba, ktery je v lite-
ratufe uvadény jako vynikajici zh4Se¢ radikalt 17 18),
vykazovaly jen malou antioxidacni aktivitu, a proto byly
tyto vysledky porovnany s antioxidacni aktivitou stan-
dardizovanych extraktti Ginkgo biloba od firmy Furfural
a od firmy Biomedica. Roztoky standardd vykazovaly
vyraznou antioxida¢ni aktivitu v porovnani s potravino-
vymi dopliiky Ginkgo biloba (tab. 1). Tento rozpor je
mozné vysvétlit riznym obsahem celkovych fenold
v extraktech Ginkgo biloba prodavanych jako potravino-
vé dopliiky a ve standardizovanych extraktech (tab. 1).
Dtivodem velmi nizké antioxidacni aktivity extraktu
Ginkgo biloba (Herba Vitalis) je zfejmé vyrobcem
nevhodné zvoleny postup pripravy extraktd, nezarucujici
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dostatecny obsah uc¢innych latek. Vysvétleni je moZno
najit na www strankdch firmy Herba Vitalis !9, kde
vyrobce uvadi, ze pfi pripravé extraktd pouZziva neporu-
Sené listy.

Préce je soucasti vyzkumného zdméru podporovaného v rdmci gran-
tu MSM 163700003.

LITERATURA

1. Hercberg, S., Galan, P., Preziosi, P. et al.: Nutrition,
1998; 14, 513.

2. Johnson, P.: Comp. Biochem. Physiol., 2002; 133C, 493.

3. Radi, R., Peluffo, G., Alvarez, M. N. et al.: Free Radic.
Biol. Med., 2001; 30, 463.

4. Paquay, J. B. G., Haenen, G. R. M. M., Korthouwer,
R. E. M., Bast, A.: J. Agric. Food Chem., 1997; 45, 3357.

5. Niwa, T., Doi, U., Kato, Y., Osawa, T.: FEBS Lett.,
1999; 459, 43.

6. Ketsawatsakul, U., Whiteman, M., Halliwell, B.: Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 2000; 279, 692.

7. Chung, H. Y., Yokozawa, T., Soung, D. Y. et al.: J.
Agric. Food Chem., 1998; 46, 4484.

8. Caia, Y., Luob, Q., Sunc, M., Corkea, H.: Life Sci.,
2004; 74, 2157.

9. Cook, N. C., Samman, S.: Nutr. Biochem., 1996; 7, 66.

10. van den Berg, R., Haenen, G. R. M. M., van den
Berg, H. et al.: Food Chem., 2000; 70, 391.

11. Sroka, Z., Cisowski, W.: Food Chem. Tox., 2003; 41, 753.

12. Heijnen, C. G. M., Haenen, G. R. M. M., van Acker,
F. A. A. et al.: Toxicol. Vitro, 2001; 15, 3.

13. Yao, D., Vlessidis, A. G., Evmiridis, N. P. et al.: Anal.
Chim. Acta., 2002; 467, 145.

14. Benzie, L. F. F., Strain, J. J.: Anal. Biochem., 1996; 239,
70.

15. Abdullin, I. F., Turova, E. N., Budnikov, G. K.: J.
Anal. Chem., 2001; 56, 557.

16. Lymar, S. V., Jiang, Q., Hurst, J. K.: Biochemistry,
1996; 35, 7855.

17. Bridi, R., Crossetti, F. P., Steffen, V. M., Henriques,
A. T.: Phytother. Res., 2001; 15, 449.

18. Scholtyssek, H., Damerau, W., Wessel, R., Schimke,
I.: Chem. Biol. Interact., 1997; 106, 183.

19. Rozhovor s ing. Pavlem Pokornym [on-line]. Herba Vita-
lis, [cit. 2004-05-28]. URL: http://www.herbavitalis.cz/tex-
ty.html#priprava.

20. Tomko, J. et al.: Farmakognézia. 2. vyd., Martin, Osve-
ta, 1999.

21. Volak, J. et al.: Velka kniha lie¢ivych ratlin. Praha,
Artia, 1987.

22. Slacanin, I., Marston, A., Hostettmann, K. et al.: J.
Chrom. A, 1991; 557, 391.

23. Teris van Beek, A.: J. Chrom. A, 2002; 967, 21.

Doslo 2. 6. 2004.
Prijato ke zverejnéni 30. 9. 2004.

Mgr. Jan Muselik

Palackého 1-3,612 42 Brno
e-mail: muselikj@ufu.cz

117



