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Antiradikalova aktivita a reduk¢éna schopnost
bylinnych extraktov a ich fenolickych kyselin

LUDMILA HEILEROVA - VIERA CULAKOVA

SUHRN. Hodnotila sa schopnost bylinnych extraktov z levandule uzkolistej (Lavan-
dula officinalis Chaix), lipy malolistej (Zilia cordata Mill.), medovky lekdrskej
(Melissa officinalis L.), mity priepornej (Mentha x piperita L.), repika lekdrskeho (Agri-
monia eupatoria L.), rozmarinu lekarskeho (Rosmarinus officinalis L.), Salvie lekdrskej
(Salvia officinalis L.), yzopu lekarskeho (Hyssopus officinalis L.) a vybranych fenolickych
kyselin (kyseliny kdvovd, rozmarinovd, protokatechovd, galovd, chlorogenovd, ferulova)
zhdasat volné radikdly a posobit redukcéne. VSetky bylinné extrakty prejavili vysoku anti-
radikdlovu aktivitu i redukénu schopnost. Najucinnejsi bol repikovy extrakt podla oboch
hodnotiacich systémov. Z hodnotenych fenolickych kyselin bola pri zhdsani volnych
radikdlov najaktivnejSia kyselina galovd, najvysSiu redukénu schopnost prejavila kyseli-
na kdvovd. Pre hodnotenie antiradikdlovej aktivity sa pouzila metéda DPPH, reduk¢nd
schopnost sa hodnotila fotometricky.

KruUcCovE SLOVA: antioxidanty; fosfomolybdénovy komplex; DPPH; fenolické kyseliny

V poslednom obdobi vzrdstol zdujem o sledovanie rastlinnych sekun-
darnych metabolitov so zaujimavymi biologickymi vlastnostami. Byliny
su jednym z potencidlnych zdrojov tychto zlicenin. Ich pouzitie v liecitel-
stve, kozmetike Ci potravindrstve je zndme uz odpraddvna, ale az sucasnd
veda dokazuje vztah medzi ich aplikdciou a biologickymi vlastnostami [1].
Antioxidacnd schopnost je jednou z casto hodnotenych vlastnosti bylin.
Za tuto schopnost su zodpovedné hlavne zlic¢eniny s fenolickou Struktirou
[2-5]. Je to réznoroda skupina zlicenin, ktorych obsah v bylindch zavisi
od podmienok pestovania, klimatickych podmienok, vegetacnej fazy, gene-
tickej modifikdcie byliny a dalSich faktorov z prostredia [6, 7].

Vzhladom na rbézny mechanizmus ucinku antioxidantov sa bylinné
extrakty, maceraty ¢i eterické oleje a ich zluceniny testovali v modelovych
podmienkach i v redlnych potravinovych systémoch. Bylinné fenolické zlu-
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¢eniny sa ucinne prejavili pri zhdSani volnych radikdlov [8-15], inhibicii oxi-
décie lipidov [16-20] i ochrane voc¢i poskodeniu DNA kyslikovymi radikalmi
[21]. Medzi antioxidac¢ne aktivne bylinné fenolické zliceniny patria derivdty
kyseliny kdvovej a rozmarinovej, flavonoidy, ako napr. genkwanin, glykozidy
luteolinu, kvercetinu, apigeninu a hispidulinu, fenolické diterpény karnosol,
kyselina karnosova, rozmanol a ich derivaty [6, 7, 17, 22-25]. Fenolické kyse-
liny kdvova a rozmarinova a ich derivdty sa v niektorych bylindch nachddzaju
v pomerne vysokom mnozstve, takze ich prispevok k celkovej antioxidacne;j
aktivite je znacny.

NaSa praca hodnoti schopnost bylinnych extraktov z levandule uzko-
listej (Lavandula officinalis Chaix), lipy malolistej (Zilia cordata Mill.),
medovky lekdrskej (Melissa officinalis L.), méty piepornej (Mentha x piperi-
ta L.), repika lekdrskeho (Agrimonia eupatoria L.), rozmarinu lekdrskeho
(Rosmarinus officinalis L.), Salvie lekarskej (Salvia officinalis L.) a yzopu
lekarskeho (Hyssopus officinalis L.) a vybranych fenolickych kyselin (kyse-
lina kdvovd, rozmarinovd, protokatechovd, galovd, chlorogenovd, ferulo-
vd) poskytnut atom vodika pre zhdSanie volného radikdlu alebo elektron
potrebny pre tvorbu farebného komplexu. Pre hodnotenie schopnosti zhasat
volny radikdl (antiradikdlova aktivita) sa pouzila metdda DPPH zalozena
na merani farebnej zmeny stabilného radikalu 2,2°-difenyl-1-pikrylhydrazy-
lu (DPPH) z tmavofialovej farby do odfarbenia pri 515,6 nm, spdsobenej
poskytnutim atému vodika antioxidantom [26]. Schopnost redukcie Mo(VI)
na Mo(V) v kyslom prostredi za pritomnosti fosforu a za tvorby zeleného
fosfomolybdénového komplexu je principom pouzitej metddy pre hodnote-
nie schopnosti antioxidantu poskytnut elektron [27].

Material a metddy

V praci sa pouzili chemikdlie: kyselina rozmarinovd, chlorogenovd,
ferulova (Aldrich, Steinheim, Nemecko), protokatechovd, kdvova (Sigma,
Steinheim, Nemecko), galovd (Fluka, Buchs, Svajciarsko), 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazyl (Aldrich, Steinheim, Nemecko), Folin-Ciocalteauvo c¢inidlo
(Merck, Darmstadt, Nemecko) a DPPH (Aldrich, Steinheim, Nemecko).
Ostatné pouzité chemikdlie a rozpustadla boli Cistoty p.a. a pre HPLC (gra-
dient grade).

Priprava standardov

Roztoky fenolickych kyselin sa pripravili v koncentracii 1 mg.ml-! v 96%
etanole.
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Priprava extraktov

Bylinné extrakty sa pripravili extrahovanim pomletych suchych lis-
tov bylin 50% etanolom v pomere 1:20 pocas 48 hodin v tme pri teplote
(21 £2) °C. Vzorky sa prefiltrovali cez gdzu a ndsledne cez filtrany papier
Filtrak 390 (Filtrak Brandt, Thermalbad Wiesenbad, Nemecko). Extrakty
sa skladovali pri 4 °C.

Metoda DPPH

Do kyvety na meranie sa napipetovali presne 3,9ml DPPH (0,025 g.dm=3
2,2*-difenyl-1-pikrylhydrazylu v metanole), od¢itala sa hodnota absorbancie
(40) na UV/VIS spektofotometri (UV-1601, Shimadzu, Tokyo, Japonsko).
Nésledne sa pridalo 0,1ml vzorky a stlacili sa stopky. Roztok v kyvete
sa premies$al 4-krat pohybom hore a dole pomocou miesadielka s nozi¢kou.
V 15.sekunde sa spustilo meranie, zaznamendvala sa zavislost absorbancie
od ¢asu pri 515,6 nm v 1-sekundovych intervaloch po dobu 601 sekund.

Antioxida¢nd aktivita je vyjadrend ako % inhibicie DPPH (Ao-Ats00)/Ao,
alebo ako hodnota ECso, ktord predstavuje mnozstvo v ug.ml-! (v pripade
Standardov antioxidatov) a riedenie (R) (v pripade bylinnych extraktov)
potrebné na 50%-nu inhibiciu DPPH.

Metoda tvorby fosfomolybdénového komplexu

Metoda podla PrRIETO a kol. [27] sa modifikovala z dovodu potreby
vacSiecho mnoZstva reakénej zmesi pre spektrofotometrick€ stanovenie.
Na jedno stanovenie sa do skdmavky napipetovalo 2,8 ml 0,1 mol.dm-3
KH,POys, pridalo sa 7,2ml reakénej zmesi zlozenej zo 6 ml 1 mol.dm-3
H2S04, 0,4ml 0,1 mol.dm-3 molybdénanu aménneho a 0,8ml destilovanej
vody. Zmes sa v skuimavke premiesala a pridal sa 1 ml redukujicej vzorky.
Po pridani vzorky sa zmes premieSala a ohrievala 120 minut pri 50 °C. Zmes
sa ochladila na 20 °C v ¢o najkratSom ¢ase, ale nie prudko. Do 10 minut bolo
potrebné zmerat absorbanciu roztoku pri 695 nm (Spekol 11, Carl-Zeiss,
Jena, Nemecko) oproti slepému pokusu. V slepom pokuse sa namiesto
redukujucej vzorky napipetoval 1 ml destilovanej vody alebo zodpodpoveda-
juceho rozpustadla.

Antioxida¢nd aktivita zodpovedajuca redukénej schopnosti vzorky sa vy-
jadrila ako ekvivalent kyseliny askorbovej RPg4 (ug.ml-1).

Celkovy obsah polyfenolov

K 1ml vzorky v 100ml odmernej banke sa pridal 1 ml Folin-Cio-
calteauvovho ¢inidla a 10 ml 20% NaCO3. Objem sa doplnil po znacku desti-
lovanou vodou, roztoky sa dokladne premiesali. Po 30 minutach stdtia v tme
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sa zmerala absorbancia modro zafarbeného roztoku pri 700 nm (Spekol 11,
Carl-Zeiss, Jena, Nemecko) oproti slepému pokusu (roztok bez vzorky).
Obsah polyfenolov je vyjadreny ako kyselina galovd v mg.dm3.

HPLC stanovenie fenolickych kyselin

Stanovenie obsahu fenolickych kyselin v extraktoch sa uskuto¢nilo meto-
dou HPLC s UV/VIS detekciou pri 325 a 294 nm (LC 10 ADVP pumpa
s gradientom FCV 10 ALVP, detektor UV-VIS SP 10 AVVP, Shimadzu,
Tokyo, Japonsko) za nasledujicich podmienok: kolona ReproSil 100 C18,
5um, 250 x 4 mm (Watrex, Bratislava, Slovensko), prietok 0,5 ml.min-l;
mobilnd fdza A: 0,1% TFA (kyselina trifluéroctovd), B: acetonitril; gradient:
0.-5. min 10 % B; 5.-20. min 35 % B; 20.—40. min 70 % B; 40.-41. min 90 %
B; 41.-42. min 50 % B; 42.-43. min 25 % B; 43.-44. min 5 % B; 45. min 100 %
A; analyza ukoncend v 46 minute.

Vysledky a diskusia

Ako bolo spomenuté v tuvode, mechanizmus ucinku antioxida¢nych
latok je rozny. Okrem ich vlastnej Struktury je dany i typom radikélu, voci
ktorému majui pdsobit. Mechanizmus poOsobenia antioxidantov sa moze
uskutocnit bud spdsobom prenosu vodika, alebo elektronovym prenosom
z antioxidantu na oxidant (volny radikdl). Prenos vodika sa uplatiiuje hlavne
pri posobeni antioxidantov schopnych prerusovat radikalovu retazovu reak-
ciu. Literdrne zdroje uvddzaju, Ze mechanizmus prenosu vodika je spojeny
s mechanizmom prenosu elektronu a oba hrajui dolezitd ulohu v biologic-
kych oxida¢no-redukénych reakciach [28, 29].

Mnohé vedecké prdace uvadzaju, ze bylinné extrakty prejavuji vysoku
antioxidac¢nu aktivitu a hodnotia ju viacerymi metddami s roznym mecha-
nizmom ucinku [3, 5, 8-11, 13-21]. V praci hodnotené bylinné extrakty potvr-
dili tito skuto¢nost. Hodnotenie antioxida¢nej ucinnosti bylinnych extraktov
sa uskutocnilo mechanizmom prenosu atému vodika, pricom sa hodno-
tila schopnost zhdSat volny radikdl, a mechanizmom prenosu elektronu,
pri ktorom sa hodnotila redukénd schopnost extraktov. V oboch systémoch
sa bylinné extrakty prejavili ako vysoko uc¢inné (obr. 1, 2).

Z grafickych zdznamov vyplyva, Ze poradie antioxida¢nej ucinnosti
extraktov je zhodné pre obe hodnotiace metddy. Z hodnotenych extraktov
sa extrakt z repika lekdrskeho prejavil ako antiradikdlovo i redukéne naj-
ucinnejsi. Vyraznud antioxidacnu ucinnost prejavili aj extrakty z méty prie-
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OBR. 1. Antiradikdlovd aktivita bylinnych extraktov.
ECsp (R) - riedenie extraktu (R) potrebné na 50% inhibiciu DPPH.

FiG. 1. Antiradical activity of the herbal extracts.
ECso (R) - dilution of the extract (R) necessary for 50% inhibition of DPPH. 1 - extract, 2 - hyssop,
3 —sage, 4 - rosemary, 5 - agrimony, 6 - mint, 7 — lemon balm, 8 — lime blossom, 9 - lavender.

yzop? [\
Salviad | H
rozmarin | [
‘% repiks | H
E matas | K
medovka” | HH
lipa8 | i
levandula® . H+ | | |
0 500 1000 1500 2000 2500
RPya [ng-ml-1]

OBR. 2. Reduk¢nd schopnost bylinnych extraktov.
RPk4 - redukénd schopnost vyjadrend ako ekvivalent kyseliny askorbovej [ug.ml-1].

F1G. 2. Reduction power of the herbal extracts.
RPxk4 - reduction power expressed in equivalents of ascorbic acid [ug.ml1]. 1 - extract, 2 - hyssop,
3 —sage, 4 - rosemary, 5 - agrimony, 6 - mint, 7 — lemon balm, 8 — lime blossom, 9 - lavender.

pornej, yzopu lekdrskeho a medovky lekarskej. Extrakty z rozmarinu a Salvie
sa prejavili ako menej uc¢inné, hoci sa tieto rastliny povazuju za dobry zdroj
prirodnych antioxidantov. MozZe to byt spOsobené pouzitim nevhodného

extrakéného roztoku vzhladom k pritomnosti antioxida¢ne ucinnych latok
v bylinéch s inou polaritou.
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OBR. 3. Obsah polyfenolov v bylinnych extraktoch.

F1G. 3. Polyphenol content in the herbal extracts.

1 - extract, 2 - hyssop, 3 — sage, 4 - rosemary, 5 - agrimony, 6 - mint, 7 — lemon balm,
8 — lime blossom, 9 - lavender.

VSeobecne sa uvadza, ze ¢im vySSi je obsah polyfenolov, tym vyssia je

antioxidacna ucinnost. V pripade extraktu z repika lekdrskeho sa tdto zavis-
lost nepotvrdila. Hoci bol antiradikdlovo i redukéne najucinnejsi, nemal
najvyssi obsah polyfenolov (obr. 3).

Tas. 1. Fenolické kyseliny v bylinnych extraktoch.

TaB. 1. Phenolic acids in the herbal extracts.

Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
Extrakt! chlorogenova? ferulova3 kdvova4 rozmarinova’

[ng.ml1] [ng.ml1] [ng.ml1] [ng.ml-1]
levandula® 43 = 1 13 %1 25+5 70 =7
lipa? 49 £ 9 25+3 6+2 *
medovka$ 61 40 = 10 21+1 455 = 50
mita’ 18x1 * 9x2 150 = 2
repik!0 43 1 105 1 2x2 222+3
rozmarinl!! * 40 = 7 * 220 = 50
Salvial2 - 34 +10 * 270 = 40
yzop!3 350 =8 41 3 51 =14 375 =20

* - stopy.

* - traces. 1 - extract, 2 - chlorogenic acid, 3 - ferulic acid, 4 - caffeic acid, 5 - rosmarinic acid, 6 - lavender,
7 - lime blossom, 8 - lemon balm, 9 - mint, 10 - agrimony, 11 - rosemary, 12 - sage, 13 - hyssop.
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Vysvetlenim tejto skutoc¢nosti moze byt to, Ze nielen obsah, ale i vlastnd
aktivita zloZiek extraktu je dolezitd pre vysledni hodnotu antioxidacnej
ucinnosti. Fenolické kyseliny, hlavne derivaty kyseliny benzoovej a kyseliny
hydroxyskoricovej patria k zli¢enindm s vysokym antioxida¢nym uc¢inkom
a ich obsah v bylindch a ich extraktoch ¢asto nie je zanedbatelny. Preto ich
pritomnost a mnozstvo mozu vyrazne ovplyvnit vyslednud antioxida¢nu ucin-
nost bylinnych extraktov. V tab. 1 si uvedené obsahy vybranych fenolickych
kyselin v hodnotenych bylinnych extraktoch.

Objasinovanie vztahu medzi molekulovou Struktirou a antioxidacnou
ucinnostou je jednym z krokov pre urcenie celkového antioxida¢ného
ucinku. VSeobecne plati, Ze fenolické kyseliny s vy$§Sim poctom OH skupin
prejavuju vyssiu antioxidacnu aktivitu ako monofenolické. Hydroxylova sku-
pina v polohe orto- alebo para- v molekule fenolickej kyseliny ma pozitivny
vplyv na jej ucinok, substiticiou jednej alebo dvoch metoxylovych skupin
v orto- polohe za hydroxylovu skupinu sa vyrazne zvySuje antioxidac¢ny uci-
nok fenolickej kyseliny a aktivita fenolickych kyselin esterifikdciou nie je
ovplyvnena [30]. Dosiahnuté vysledky pri hodnoteni antiradikdlovej aktivity
(obr. 4) koreSponduju s uvedenym vztahom medzi Struktirou a aktivitou.
Antiradikédlovo najaktivnejsia, teda so schopnostou poskytnit atom vodika
sa prejavila kyselina galovd, ndsledne kyselina kdvovd, rozmarinovéd, pro-

evve

nost poskytnut atom vodika. Poradie ucinnosti fenolickych kyselin posobit
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OBR. 4. Antiradikalovd aktivita fenolickych kyselin.
ECsp - mnozstvo fenolickej kyseliny potrebné na 50% inhibiciu DPPH.

FIG. 4. Antiradical activity of the phenolic acids.
ECsp - concentration of phenolic acid necessary for 50% inhibition of DPPH. 1 - ferulic acid,
2 - chlorogenic acid, 3 - gallic acid, 4 - protocatechuic acid, 5 - rosmarinic acid, 6 - caffeic acid.
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OBR. 5. Reduk¢nd schopnost fenolickych kyselin.
RPk4 - redukend schopnost vyjadrend ako ekvivalent kyseliny askorbove;j.

F1G. 5. Reduction power of the phenolic acids.
RPg4 - reduction power of phenolic acid expressed in equivalents of ascorbic acid. 1 - ferulic acid,
2 - chlorogenic acid, 3 - gallic acid, 4 - protocatechuic acid, 5 - rosmarinic acid, 6 - caffeic acid.

redukéne za poskytnutia elektronu je graficky zobrazené na obr. 5. Najvyssiu
redukénud schopnost prejavila kyselina kavovd, nasledne kyseliny rozmari-
novd, galovd, chlorogenova a protokatechova. Kyselina ferulova aj v tomto
systéme sa prejavila ako mdlo ucinnd. Poradie aktivity fenolickych kyselin
pri oboch metddach je rozdielne a naznacuje, Ze zlozky mézu prednostne
pOsobit inym mechanizmom.

Z obsahu polyfenolov (obr. 3), obsahu fenolickych kyselin (tab. 1) a ich
antioxidacnej aktivity (obr. 4 a 5) vyplyva, Ze k celkovej antioxidacnej aktivi-
te bylinnych extraktov prispievaju dalSie fenolické zlozky (napr. flavonoidy,
taniny) s vy$$im antioxida¢nym ucinkom. Stanovenie obsahu v bylinnych
extraktoch a hodnotenie antioxida¢nej ucinnosti tychto zloziek je nametom
pre dalSie Studie.

Zaver

Vo vyvoji metdd pre ozrejmenie a hodnotenie mechanizmu ucinku antio-
xidacnych zloZiek sa objavuju stdle nové pohlady a vysledky. Cielom by mala
byt spolahlivd a ¢asovo nendrocnd metdda. Vzhladom na zlozitost ¢i r6zno-
rodost mechanizmov ucinku antioxidantov uz aj za modelovych podmienok
sa poukazuje na vyber a kombindciu viacerych metdd pri vyjadreni ucinku
samostatnych antioxidacne poOsobiacich zloziek, ¢i ich zmesi. Ziskané vysled-
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ky potvrdzuju volbu kombindcie metdd s hodnotenim rézneho spdsobu
mechanizmu antioxida¢ného ucinku. Hodnotené bylinné extrakty prejavili
vysoku antiradikdlovu aktivitu i redukénud schopnost. Ich antioxida¢na akti-
vita je ovplyvnend typom i obsahom pritomnych zlicenim s antioxidacnym
efektom. Ziskané vysledky naznacuju, Ze pritomné fenolické kyseliny pris-
pievaju k celkovej antioxidacnej aktivite bylinnych extraktov vzhladom na ich
vlastnud aktivitu a obsah. Pokles antioxida¢nej aktivity bylinnych extraktov
bol pre oba mechanizmy ucinku v poradi: repikovy > métovy > yzopovy
> medovkovy > lipovy> Salviovy > rozmarinovy > levandulovy extrakt.
Poradie aktivity testovanych fenolickych kyselin bolo rozdielne vzhladom
na hodnoteny mechanizmus tc¢inku. Antiradikdlovo bola najicinnejsia kyse-
lina galova, najvysSiu redukénu schopnost prejavila kyselina kdvova.
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Antiradical activity and the reduction power of herbal extracts and their phenolic acids
HEILEROVA, L. - CULAKOVA, V.: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 237-247.

SumMARY. Herbal extracts of lavender (Lavandula officinalis Chaix), lime blossom (7ilia cor-
data Mill.), lemon balm (Melissa officinalis L.), mint (Mentha x piperita L.), agrimony
(Agrimonia eupatoria L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.), sage (Salvia officinalis L.)
and hyssop (Hyssopus officinalis L.) and their selected phenolic acids (caffeic acid, rosmarinic
acid, protocatechuic acid, gallic acid, chlorogenic acid and ferulic acid) were evaluated for
scavenging of free radical and for acting as reductants. All tested extracts showed high antira-
dical activities as well as high reduction powers. Agrimony extract was the most active herbal
extract by both evaluation criteria. From the tested phenolic acids, gallic acid was the most
active phenolic acid in scavenging free radicals, and caffeic acid had the highest reduction
power. Antiradical activity was evaluated by the DPPH method, a photometric method was
used to evaluate the reduction power.

KEYWORDS: antioxidants; phosphomolybdenum complex; DPPH; phenolic acids
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