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Antioxidacni aktivita extraktii a HPLC analyza flavonoidu
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Souhrn

Fytochemickd analyza methanolického a vodného
extraktu Capsella bursa-pastoris (L.) Medik. (Brassica-
ceae) zaméfend na polyfenoly prokdzala pritomnost
flavonoidd. Jde zejména o glykosidy kvercetinu, chryso-
eriolu, kaempferolu a isorhamnetinu. Glykosidy chryso-
eriolu a isorhamnetinu byly v rostliné identifikovany
poprvé. Diky obsahu téchto polyfenoll vykazuji extrak-
ty antioxidacni aktivitu.

Klicova slova: Capsella bursa-pastoris * flavonoidy °
antioxidac¢ni aktivita

Summary

The flavonoid profile of Capsella bursa-pastoris (L.)
Medik. (Brassicaceae) and the antioxidant activity of its
methanolic and aqueous extracts were studied. Glycosi-
des of quercetin, chrysoeriol, kaempferol, and isorham-
netin were identified. Chrysoeriol O-glucoside and isor-
hamnetin O-rutinoside were detected in this species for
the first time. The extracts presented an antioxidant acti-
vity against DPPH radicals, peroxyl radicals, hydroxyl
radicals, and hydrogen peroxide.
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Uvod

Capsella bursa-pastoris — kokoska pastusi tobolka je
oblibend 1éc¢iva rostlina, ktera se uZiva jako gynekologi-
kum a také pro svoji hemostyptickou aktivitu). Tento
ucinek Ize vyuZzit zevné k oSetfeni drobnych odérek na
kazi nebo jako sedaci koupele pifi hemoroidech.
V lidovém léCitelstvi se vyuZiva také jako antidiabeti-
kum?. Byly publikovany prace o antioxidac¢ni, protina-
dorové a antitrombotické aktivité extrakti.

Fytochemické analyzy prokdzaly, Ze extrakty Capsel-
la bursa-pastoris jsou bohatym zdrojem flavonoida
a organickych kyselin. Obsahuji ale také aminokyseliny,
mastné kyseliny, alkaloidy a glukosinolaty, které jsou
typické pro Celed Brassicaceae®. V semenech tohoto
druhu byl identifikovdn sinigrin a methylsulfinyl-
decylglukosinolat®. Glukosinolaty jsou dnes velmi
intenzivné zkoumdany v souvislosti s chemoprotektivni
aktivitou a byla u nich prokazéana schopnost piisobit pre-
ventivné a sniZovat moznost vzniku nadorovych one-
mocnéni?. Zajimavou obsahovou litkou v této souvis-
losti je také indolovy derivat camalexin, fytoalexin
s antiproliferativni aktivitou®.

Vyznamnou skupinou rostlinnych polyfenolt podileji-
cich se na biologické aktivité extrakt jsou flavonoidy.
Z aglykont byly identifikovany v rostling tricin, kverce-
tin, kaempferol, apigenin a jejich glykosidy">®, pfi¢emz
dominantni je kaempferol-3-O-rutinosid?.

V souvislosti s védecko-vyzkumnou praci na Ustavu
prirodnich 1éCiv, kterd je vénovana piirodnim polyfenol
a jejich biologické aktivité, byly podrobeny fytochemic-
ké analyze extrakty Capsella bursa-pastoris a testovana
jejich antioxida¢ni aktivita. Ta byla srovndna s extrakty
druhu Agrimonia eupatoria L., ktera je silny antioxidant
a je vyuzZivdna v naSich méfenich jako standard a také
s ptirodnim antioxidantem kvercetinem. V prezentované
préci se zaméfujeme na analyzu flavonoidd, které se uka-
zaly byt dominantni sloZkou extrakt.
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Pokusna ¢ast

Chemikdlie a roztoky

Hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrogenfosfore¢nan
sodny, hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova (HCI),
kyselina mravenci, kyselina trifluoroctovd (TCA),
methanol, acetonitril, peroxid vodiku, siran Zeleznaty,
AAPH (2,2’-azobis-2-amidinopropandihydrochlorid),
luminol, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radikdl),
isokvercitrin, kvercetin, glukosa. V8echny chemikalie
byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA).

Pristroje a zarizent

HPLC/DAD/ESI-MS HP Agilent 1100 (Hewlett-Pac-
kard, USA) s kolonou Supelcosil ABZ+ Plus (150 X
4,6 mm, velikost ¢astic 3 wm), HPLC YL9100 (Young
Lin Instrument Co., Korea) s kolonou LiChrospher 100
DIOL (125 x 4 mm, velikost ¢4stic 5 um), rota¢ni vaku-
ové odparka (Biichi Labortechnik, Svycarsko), lyofiliza-
tor Alpha 1-2LLD (Martin Christ GmbH, Némecko), mik-
rodestickovy reader (BioTek, USA).

Priprava vzorkii

1 g suSené drogy (Bursae pastoris herba) byl extraho-
van 20 ml methanolu, resp. vody 24 hodin pfi pokojové
teploté. Ziskany extrakt byl zahustén do tuhé konzisten-
ce a testovany vzorek (CBP, ./CBP )byl ziskan roz-
pusténim extraktu v piislusSném rozpoustédle, pficemz
konecna koncentrace extraktd byla 30 pg/ml. Stejnym
zpisobem byl pfipraven i extrakt z Agrimoniae herba
(Ayeon/ A og)- Testované rostliny byly ziskany z Centra
l1é¢ivych rostlin Kravi hora, Brno.

HPLC analyzy
Pro analyzu flavonoidii byla vyuZita gradientova eluce:
acetonitril (0 min. 10,0 %, 36 min. 100 %, 40 min. 100 %)

a 40 mM kyselina mravenci (0 min. 90 %, 36 min. 0 %,
40 min. 0 %) s pritokem 1 ml.min?. UV detekce pii
254 nm, hmotnostni detekce s elektrosprejovou ionizaci
(ESI/MS) v negativnim modu. Analyza cukru po hydroly-
ze glykosidu (4M TFA, 60 min pii 90 °C) byla provedena
pomoci isokratické eluce: 91 : 9 — acetonitril : voda, pri-
tok 2 ml.min"'. Detekce pomoci ELSD (evaporative light
scattering detector).

Stanoveni antioxidacni aktivity

Metoda DPPH radikalu: reakéni smés obsahovala
320 pul 60 uM DPPH a 10 pl extraktu. Byla méfena
absorbance pfi 517 nm po 5 minutich?. Mira zhdSeni
byla stanovena v % oproti kontrole, kterd obsahovala pfi-
slu$né rozpoustédlo.

ZhaSeni peroxylového radikélu: reakéni smés obsaho-
vala 100 ul 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,4),100 ul
0,1 M AAPH, 10 pl extraktu a 100 ul 1 mM luminolu®.

ZhaSeni hydroxylového radikalu: reakéni smés obsa-
hovala 140 ul 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,4), 10 ul
extraktu, 30 ul 50 uM FeSO,, 100 pul 1 mM luminolu
a 50 ul 0,5 mM H,0,”.

ZhéaSeni peroxidu vodiku: reakéni smés obsahovala
100 ul 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,4), 10 ul extraktu,
100 ul 0,3 % H,0, a 100 pl I mM luminolu'?.

U chemiluminiscen¢nich metod byla méfena chemilu-
miniscence po dobu 30 minut pii teploté¢ 37 °C
a stanovena plocha pod kiivkou. Mira zhaSeni byla sta-
novena v % oproti kontrole, kterd obsahovala prislu$né
rozpoustédlo.

Vysledky a diskuze

Fytochemicka analyza zaméfend na polyfenoly proka-
zala, Ze spektrum flavonoidnich glykosidi je
v methanolickém a vodném extraktu velmi podobné.
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Obr. 1. HPLC analyza flavonoidii methanolického extraktu Capsella bursa-pastoris
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Tab. 1. Antioxidacéni aktivita extraktii Capsella bursa-pastoris a standardu kvercetinu (30 ug/ul), n = 3

Extrakt/metoda Zhaseni DPPH Zhaseni peroxylového Zhaseni hydroxylového Zhaseni peroxidu
(%) radikalu (%) radikalu (%) vodiku (%)
CBP,, 0y 59+ 1,04 78,7 £3,72 67,3 £ 6,99 1,8 + 0,54
CBP_ . 0,8 +0,54 50,6 + 4,86 63,9 + 1,24 10,0 £ 0,76
Ayon 814 + 1,65 96,2+ 0,11 93,1 £ 6,39 61,0 +2,88
i 474 %535 958 +0,15 89,6 + 2,29 3224123
kvercetin 91,6 £ 0,41 98,8 + 1,04 83,1 £5,22 92,2 +£0,54

Methanolicky extrakt je vSak bohat$i o rostlinné polyfe-
nolické kyseliny s reten¢nim ¢asem 6-9,5 min (obr. 1).
Extrakt byl hydrolyzovan (11% HCI, 30 min, 90 °C)
a pritomné aglykony (kaempferol, isorhamnetin, kverce-
tin a chrysoeriol) byly identifikoviny na zdkladé¢ UV
spektra srovndnim s knihovnou standarda.

Analyza glykosidd byla provedena pomoci HPLC-
-ESI-MS. S reten¢nim ¢asem 10-10,5 min byly eluova-
ny glykosidy s rutinosou. Molekuldrni ionty [M-H]
v m/z 593 resp. v m/z 623 a nasledny fragment odpovi-
dajici odSté€peni cukerné slozky [M-H-308]" napovidaji,
Ze ptjde o kaempferol-O-rutinosid (1) a isorhamnetin-O-
-rutinosid (2). JiZz dfive byl v rostliné identifikovan
kaempferol-3-O-rutinosid?. Reten¢ni ¢as obou glykosi-
dd je velmi podobny a byly eluoviny v jednom piku,
ESI-MS analyza vSak jednozna¢né potvrdila i pfitomnost
isorhamnetin-O-rutinosidu, ktery byl v rostlin¢ identifi-
kovén poprvé.

Retenc¢ni ¢asy 11,2 min a 11,5 min odpovidaji glyko-
sidim kvercetinu. Kvercetin-3-O-glukosid (isokvercit-
rin) (3) byl potvrzen spole¢nym néstfikem se standar-
dem, druhy glykosid (4) mad molekularni fragment
[M-H]" v m/z 609, nasledna fragmentace v m/z 463 odpo-
vida odstépeni methylpentosy (rhamnosa), aglykon kver-
cetin poskytuje fragment v m/z 301 a vznikd po odstépe-
ni hexosy. Jiz difve byly v rostliné identifikovany
kvercetin-3-O-glukosid a kvercetin-3-O-glukosyl-7-O-
rhamnosid®.

Chrysoeriol-O-glukosid (5) s reten¢nim casem
12,2 min poskytuje v MS spektru molekuldrni ion
[M-H]" v m/z 461 a néaslednou fragmentaci v m/z 299,
kterd odpovida odsté€peni hexosy [M-H-162]". Eluovany
flavonoid byl zachycen a cukernd sloZka byla analyzo-
vana po kyselé hydrolyze za pomoci HPLC-ELSD. Srov-
nanim se standardem byla prokdzana glukosa. Chrysoe-
riol-O-glukosid byl v rostliné identifikovan poprvé.

Stanoveni antioxida¢ni aktivity extraktu ukazalo
(tab. 1), Ze methanolicky extrakt vykazuje vyS$si antioxi-
dacni aktivitu nez vodny extrakt, coZ je ddno SirSim
spektrem obsahovych latek vcetné polyfenolickych
kyselin. Extrakty dobfe zhasi peroxylovy a hydroxylovy
radikdl, na coz ma velky vliv struktura obsaZenych
flavonoidii. Silnymi zhé&Se¢i peroxylovych a hydro-
xylovych radikdld jsou zejména flavonoidy s aglykonem
kvercetinem a kaempferolem'). Ve srovnani se stejné
pfipravenym extraktem Agrimonia eupatoria druh

v

Capsella bursa-pastoris vykazuje mnohem niz3i antioxi-
dac¢ni potencidl. Nicméné Siroké spektrum obsahovych
latek? (organické kyseliny, aminokyseliny, mastné kyse-
liny, glukosinolaty, flavonoidy, steroly) zarucuji, Ze rost-
lina bude i naddle zkoumdna a najde svoje uplatnéni
v lidovém lécitelstvi i v budoucnosti.

Stret zajmu: Zadny.
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