
Úvod

Reaktivní formy dusíku a kyslíku (RNS, ROS) jsou
v posledních letech intenzivně zkoumány s ohledem na
jejich nezanedbatelný fyziologický a patologický
význam, spojený s oxidačním stresem. Antioxidanty
schopné neutralizovat přebytek ROS a RNS hrají důle-
žitou roli v prevenci řady onemocnění jako např. atero-
skleróza, kardiovaskulární a neurologická poškození

nebo karcinogenese 1, 2). Peroxynitrit tvořený ze supe-
roxidu a oxidu dusnatého působí jako velmi reaktivní
oxidant a jeho marker 3-nitrotyrosin byl detekován ve
tkáních pacientů s mnoha onemocněními, jako jsou
zánětlivé procesy nebo neurodegenerativní poškoze-
ní 3). V celé řadě prací 4−7) byla prokázána antiperoxy-
nitritová aktivita látek obsažených v přírodních produk-
tech. Rostliny (ovoce, zelenina, léčivé byliny) mohou
obsahovat široké spektrum látek s antioxidačními účin-
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SOUHRN

Antioxidační aktivita některých volně prodejných rostlinných extraktů

V posledních letech znovu vzrůstá zájem veřejnosti při léčbě a prevenci nemocí o tradiční přírodní léčiva jako
např. o rostlinné extrakty. Tato práce hodnotí antioxidační aktivitu a obsah fenolických látek vybraných rostlin-
ných extraktů z léčivých rostlin, prodávaných jako potravinové doplňky s léčebným účinkem. Za použití tvorby
3–nitrotyrosinu jako markeru byl studován vliv extraktů na inhibici peroxynitritem indukované nitrace tyrosinu
a výsledky byly porovnány se schopností zhášet stabilní radikál 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH). Byla zjiš-
těna lineární korelace (r=0,929) mezi schopností zhášet DPPH a inhibovat nitraci tyrosinu. Zjištěná antioxidač-
ní aktivita byla v rozmezí hodnot 0–1702, resp. 0–1482 µmol ekvivalentu katechinu/100 ml extraktu. Celkový
obsah fenolických látek byl v rozmezí hodnot 9,4–268,3 mg ekvivalentu kyseliny galové/100 ml extraktu. Sig-
nifikantní lineární vztah mezi antioxidačními aktivitami (r>0,9) a celkovým obsahem fenolických látek ukazu-
je, že fenolické látky jsou hlavní skupinou zodpovědnou za antioxidační aktivitu testovaných extraktů.
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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 µmol 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.

K e y w o r d s: peroxynitrite – 3-nitrotyrosine – DPPH – antioxidants – Ginkgo biloba
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ky, jako jsou fenolické látky (např. fenolické kyseliny,
flavonoidy, chinony, kumariny, stilbeny, taniny), dusí-
katé látky (alkaloidy, aminy), vitaminy, terpenoidy
a některé další endogenní metabolity 8). Polyfenoly,
zejména flavonoidy vykazují antikancerogenní, imu-
nostimulační, antialergické, protizánětlivé a antibakte-
riální účinky 9) a tvoří tak velmi důležitou skupinu látek
hojně rozšířenou v rostlinném materiálu. Zájem identi-
fikovat antioxidanty s potenciálně terapeutickým a pre-
ventivním působením při vzniku a rozvoji onemocnění,
spojených s oxidačním stresem, je značný.

Důležitou součástí studia antioxidační aktivity je
výběr a použití robustní a rychlé metody, zejména při
studiu velkého počtu vzorků. Tyto metody zahrnují
různé mechanizmy stanovení antioxidační aktivity.
Běžně používané jsou metody založené na spektrofo-
tometrickém stanovení úbytku stabilních radikálů jako
ABTS+ [2,2´-azinobis-(3-ethyl-benzothiazolin-6-sul-
fonát) kation radikál] 10) nebo DPPH [2,2-difenyl-1-
-pikrylhydrazyl] 11). Chemické metody pro studium
antioxidační aktivity často využívají možnosti stano-
vení stabilních produktů, vzniklých reakcí vhodné
cílové molekuly s ROS nebo RNS jako např. peroxy-
nitrit 12), hydroxylový radikál, superoxid 13) atd. Jinou
skupinu tvoří metody pro stanovení celkové antioxi-
dační schopnosti jako FRAP (ferric reducing/antioxi-
dant power) 14) nebo stanovení antioxidační aktivity
za využití elektrochemické generace bromu 15).
Všechny tyto uvedené metody mohou být využity při
studiu antioxidační aktivity extraktů z léčivých 
rostlin.

V této práci je demonstrováno studium antioxidační
aktivity rostlinných extraktů (potravinových doplňků)
při použití dvou experimentálních metod (inhibice nitra-
ce tyrosinu a redukce DPPH). Vztah mezi těmito použi-
tými metodami je vyjádřen pomocí regresní analýzy
a statisticky je také zhodnocen vztah mezi celkovým
obsahem fenolů a antioxidační aktivitou. Skríninkové
studium antioxidační aktivity rostlinných extraktů je
potenciálním zdrojem dalších účinných zhášečů volných
radikálů nebo jiných reaktivních forem kyslíku a dusíku.

POKUSNÁ âÁST

Chemikálie a roztoky

Tyrosin (BDH Chemicals), 3–nitrotyrosin (Aldrich), DPPH
(Sigma), (+)-katechin a kyselina galová (Fluka), standardizo-
vaný extrakt Ginkgo biloba (Furfural L02 D001), standardi-
zovaný extrakt Ginkgo biloba (Biomedica S 721035), volně
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.r.o.), volně prodejný extrakt Ginkgo biloba (AROMATICA,
v.o.s.). Všechny ostatní použité chemikálie byly komerčně
dostupné a byly p.a. čistoty.

Roztok peroxynitritu byl připraven podle metody popsané

v literatuře 16). 10 ml 0,6 M H2O2 (v 0,5 M HClO4) a 10 ml 
0,5 M NaNO2 (ve vodě) byly ochlazeny na teplotu 
-2 °C a poté rychle smíchány. Reakce byla ihned zastavena
přídavkem 5 ml 3,5 M NaOH. Zbytkový H2O2 byl odstraněn
mícháním suspenze s MnO2 (1 mg/ml) po dobu 10 minut.
Nezreagovaný MnO2 byl odstraněn filtrací. Koncentrace
ONOO- v alkalickém roztoku byla stanovena spektrofotome-
tricky (ε302 = 1,67 .103 M-1 cm-1). Zásobní roztok byl uchová-
ván při teplotě -80 °C po dobu několika měsíců bez znatelné-
ho rozkladu.

Roztoky standardizovaných extraktů Ginkgo biloba byly při-
praveny rozpuštěním standardizovaného extraktu v 60% etha-
nolu (v/v) a poté naředěním vodou v poměru 2:1 (v/v) na
výslednou koncentraci 8 mg/ml.

Zkoumadlo fosfomolybdenan-wolframové R bylo připrave-
no podle ČL 2002.

Přístroje

Kapalinový chromatograf HP 1100 (Agilent Technologies)
obsahoval kvaternární pumpu, autosampler a detektor s diodo-
vým polem. Analýzy byly prováděny na koloně Supelcosil
ABZ+Plus (250.4,6 mm, 5 µm) s mobilní fází 90 % 40 mM
HCOOH : 10 % CH3CN v/v, isokraticky při průtoku 1 ml/min).

Pro měření absopčních spekter byl použit spektrofotometr
HP 8453 (Hewlett Packard), při přípravě roztoků digitální pH
metr inoLab pH Level 2 (WTW).

Antioxidační aktivita

Měření inhibice nitrace tyrosinu bylo prováděno následujícím
způsobem: roztok 2 mM peroxynitritu (8 µl) v 0,05 M NaOH byl
nabrán a smíchán v injektoru HPLC s 1 mM roztokem tyrosinu
a 200x naředěným rostlinným extraktem (standardizovaným
extraktem Ginkgo biloba) v 0,11 M fosfátovém pufru (42 µl).
Reakční směs byla injektována přímo na kolonu HPLC, chroma-
togramy byly detegovány při 276 nm. Inhibice nitrace tyrosinu
byla vypočítána relativně ke zjištěné ploše píku 3-nitrotyrosinu
v kontrolním měření a zjištěná aktivita byla porovnána s kalib-
rační křivkou pro katechin. Výsledky byly vyjádřeny jako ekviva-
lent antioxidační aktivity katechinu v µmol na 100 ml extraktu.

Schopnost zhášet radikály byla sledována pomocí stabilního
radikálu DPPH. Roztok (25 µl) rostlinného extraktu nebo stan-
dardizovaného extraktu Ginkgo biloba naředěný methanolem
1:10 (v/v) byl doplněn do 2,0 ml 0,1 mM DPPH v methanolu
a po 5 minutách byla změřena absorbance při 517 nm. Redukce
DPPH byla vypočítána relativně k hodnotě absorbance v kon-
trolním měření a zjištěná aktivita byla porovnána s kalibrační
křivkou pro katechin. Výsledky byly vyjádřeny jako ekvivalent
antioxidační aktivity katechinu v µmol na 100 ml extraktu.

Celkové fenoly

Celkový obsah fenolů byl odhadnut pomocí kolorimetrické
metody popsané v literatuře 8). 700 µl vodou naředěného rostlin-
ného extraktu nebo roztoku standardizovaného extraktu Ginkgo
biloba (ředěno v poměru 1:10 až 1:100, v/v) bylo oxidováno
zkoumadlem fosfomolybdenan-wolframovým R (400 µl)
a potom byla reakční směs doplněna do 10,0 ml roztokem uhliči-
tanu sodného (75 g/l). Po 2 hodinách byla změřena výsledná
absorbance při 760 nm. Kvantifikace byla provedena na základě
kalibrační křivky pro kyselinu galovou. Výsledky byly vyjádřeny
jako ekvivalent kyseliny galové (GAE) v mg na 100 ml extraktu.

Statistická analýza

Výsledky byly zpracovány použitím jednofaktorové analýzy
(ANOVA). Rozdíly při p < 0,05 byly považovány za signifi-
kantní. Dále byla provedena jednoduchá regresní analýza pro
vyjádření vztahu mezi použitými metodami.
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V¯SLEDKY A DISKUZE

Použitými metodami byla otestována schopnost
extraktů léčivých rostlin zhášet radikály a reaktivní for-
my kyslíku a dusíku. Použité metody jsou nejen rychlé
a spolehlivé, ale v případě inhibice nitrace tyrosinu bylo
měření automatizováno s využitím autosampleru HPLC
a jednotlivé analýzy probíhaly podle předem nastavené
sekvence operací.

Byla proměřena antioxidační aktivita a celkový
obsah fenolů řady volně prodejných ethanolických
extraktů z léčivých rostlin od firmy Herba Vitalis
a extraktu Ginkgo biloba od firmy AROMATICA. Dále
byly studovány standardizované extrakty Ginkgo bilo-
ba. Výsledky měření jsou uvedeny v tabulce 1. Zjiště-
ná antioxidační aktivita byla v rozmezí hodnot 0–1702
(redukce DPPH), resp. 0–1482 (inhibice nitrace tyrosi-
nu) µmol ekvivalentu katechinu/100 ml extraktu. Cel-
kový obsah fenolických látek byl v rozmezí hodnot
9,4–268,3 mg ekvivalentu kyseliny galové/100 ml
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Tab. 1. Antioxidační aktivita a celkový obsah fenolů testovaných rostlinných extraktů 
Data jsou uváděna ± směrodatná odchylka ze tří měření.

a Data jsou vyjádřena v mg ekvivalentu kyseliny galové na 100 ml extraktu.
b Data jsou vyjádřena v mikromolech ekvivalentu katechinu na 100 ml extraktu.

Extrakt zdroj celkový redukce DPPH inhibice nitrace hlavní skupiny obsahových látek u rostlin 
obsah fenolů (µmol tyrosinu (µmol použitých k přípravě extraktů 20–23)

(GAE mg/ katechinu/ katechinu/
/100 ml)a /100 ml)b /100 ml)b

Alchemilla vulgaris Herba Vitalis 58,0±0,3 338±19 462±21 třísloviny, hořčiny, silice, kyselina salicylová
Calendula officinalis Herba Vitalis 21,6±0,9 0±12 27±17 silice, hořčiny, flavonoidy, glykosidy, 

karotenoidy, kyselina salicylová
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, deriváty kyseliny salicylové,

třísloviny
Galium verum Herba Vitalis 69,9±3,9 242±13 247±14 glykosidy, silice, třísloviny, 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 třísloviny, 

flavonové glykosidy, silice
Silybum marianum Herba Vitalis 119,4±1,3 124±19 635±54 silymarin, olej s vysokým obsahem 

kyseliny linolové a olejové, tokoferol
Solidago virgaurea Herba Vitalis 111,1±0,8 454±20 747±76 flavonoidy, třísloviny, saponiny, silice
Tropaeolum majus Herba Vitalis 18,0±0,9 0±10 0±24 glykosid glukotropeolin
Verbascum densiflorum Herba Vitalis 20,1±1,1 52±4 0±13 kyselé a neutrální saponiny, flavonoidy, 

iridoidy, karotenoidy, slizy, silice

Obr. 1. Vztah mezi antioxidační aktivitou a celkovým obsahem fenolů v extraktech
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extraktu. Ze studovaných potravinových doplňků dosa-
hoval ve všech experimentech nejvyšších hodnot
extrakt z Filipendula ulmaria (Herba Vitalis). Antipe-
roxynitritová aktivivita dále klesala v pořadí: 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). Rozdíly mezi
extrakty Solidago virgaurea, Hypericum perforatum,
Silybum marianum a Epilobium parviflorum nejsou
statisticky signifikantní. Pořadí aktivit extraktů při
redukci DPPH bylo následující: 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). Rozdíly mezi extrakty
Epilobium parviflorum a Hypericum perforatum
nejsou statisticky signifikantní. Extrakty Hippophae
rhamnoides (Herba Vitalis), Calendula officinalis
(Herba Vitalis), Verbascum densiflorum (Herba Vita-
lis), Tropaeolum majus (Herba Vitalis) a Ginkgo bilo-
ba (Herba Vitalis) vykázaly ve všech testech jen velmi
malou nebo žádnou aktivitu (< 100 µmol ekvivalentu
katechinu na 100 ml extraktu). Extrakt Ginkgo biloba
(AROMATICA) vykazoval velmi malou aktivitu jen
v experimentu s DPPH (tab. 1).

Z porovnání hodnot antioxidační aktivity zjištěných
různými metodami vyplývá, že míra antioxidačního
působení může záviset na použité metodě. To pravděpo-
dobně souvisí s mechanizmem, který daná metoda vyu-
žívá pro studium antioxidační aktivity. Pro všechny stu-
dované rostlinné extrakty byla provedena regresní
analýza mezi výsledky inhibice nitrace tyrosinu, redukce
DPPH a celkovým obsahem fenolů. Zjištěný korelační
koeficient ukazuje na signifikantní lineární závislost
mezi schopností inhibovat nitraci tyrosinu a redukovat
DPPH (r=0,929). Signifikantní lineární vztah mezi anti-
oxidačními aktivitami (r>0,9) a celkovým obsahem feno-
lů (obr. 1) ukazuje, že fenolické látky byly hlavní skupi-
nou zodpovědnou za antioxidační aktivitu testovaných
extraktů.

Potravinové doplňky z Ginkgo biloba, který je v lite-
ratuře uváděný jako vynikající zhášeč radikálů 17, 18),
vykazovaly jen malou antioxidační aktivitu, a proto byly
tyto výsledky porovnány s antioxidační aktivitou stan-
dardizovaných extraktů Ginkgo biloba od firmy Furfural
a od firmy Biomedica. Roztoky standardů vykazovaly
výraznou antioxidační aktivitu v porovnání s potravino-
vými doplňky Ginkgo biloba (tab. 1). Tento rozpor je
možné vysvětlit různým obsahem celkových fenolů
v extraktech Ginkgo biloba prodávaných jako potravino-
vé doplňky a ve standardizovaných extraktech (tab. 1).
Důvodem velmi nízké antioxidační aktivity extraktu
Ginkgo biloba (Herba Vitalis) je zřejmě výrobcem
nevhodně zvolený postup přípravy extraktů, nezaručující

dostatečný obsah účinných látek. Vysvětlení je možno
najít na www stránkách firmy Herba Vitalis 19), kde
výrobce uvádí, že při přípravě extraktů používá neporu-
šené listy.

Práce je součástí výzkumného záměru podporovaného v rámci gran-
tu MSM 163700003.
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