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Fenolové latky v listovych inzerciach Mentha x villosa Huds.

cv. Snezna*

Phenolic compounds in leaves insertions of Mentha x villosa Huds. cv. SneZna
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Sdhrn

Rastliny c¢elade Lamiaceae obsahuju tUc¢inné latky pre-
vazne v listoch. V podc¢eladi Nepetoideae, kam patri rod
Mentha L., ide hlavne o silicu a fenolové latky
s antioxidacnou aktivitou, najmid hydroxySkoricové
kyseliny s prevahou kyseliny rozmarinovej a flavonoidy.
Medicinsky a priemyselne vyuZivané si najmid mity
M. X piperita a M. spicata, druh M. X villosa je u nés
menej zndmy. Listové drogy sa spravidla hodnotia ako
celok, ojedinele sa hodnotia jednotlivé listové inzercie.
V tejto priaci sa sledoval liekopisnymi metdédami
v jednotlivych listovych paroch Mentha X villosa Huds.
cv. Sneznd celkovy obsah hydroxySkoricovych derivatov
(THD) vyjadrenych ako kyselina rozmarinova
a flavonoidov luteolinového typu, ktoré sa v tejto rastli-
ne vyskytuji v najva¢Som mnozZstve. Obsah THD vo
vodnych extraktoch listovych parov kolisal v rozmedzi
6,7-9,4 %, v metanolovych extraktoch 6,6-14,0 %. Fla-
vonoidy stanovené ako luteolin-7-O-glukozid sa nacha-
dzali vo vodnych extraktoch v mnozZstve 4,0-8,8 %,
v metanolovych extraktoch v mnoZstve 4,0-10,5 %.
AntioxidaCnd aktivita (DPPH) stanovena ako SC, koli-
sala vo vodnych extraktoch listovych parov v rozmedzi
10,2-16,9 ug.ml™'  (suchej hmotnosti drogy),
v metanolovych extraktoch v rozmedzi 10,7 az
21,6 pg.mll. Najvyssi obsah fenolovych latok
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a najvysSia antioxida¢nd aktivita bola v extraktoch
z vrcholovych listov, najniZ8i obsah fenolovych latok
a najniz8ia antioxidacnd aktivita sa zaznamenala
v extraktoch listov zo strednej Casti stonky.

Klacové slova: Mentha X villosa Huds. cv. SneZznd e
hydroxyskoricové derivaty ¢ kyselina rozmarinova e

luteolin-7-0-glukozid « DPPH
Summary

Lamiaceae plants mostly accumulate active ingredients
in their leaves. The subfamily Nepetoideae, including the
genus Mentha L., is characterized by the presence of
essential oil and antioxidant phenolics, chiefly hydroxy-
cinnamic acids with predominance of rosmarinic acid,
and flavonoids. Mentha X piperita and M. spicata are the
most broadly used mints in both medicine and industry,
while M. X villosa is less known in our country. Herbal
drugs in the form of leaves are usually analysed unparti-
tioned, while single leaves insertions have only been stu-
died occasionally. Therefore, the aim of this work was
the quantification of the active compounds content in the
leaves pairs of Mentha X villosa Huds. cv. SneZznd, using
pharmacopoeial methods: total hydroxycinnamic deriva-
tives expressed as rosmarinic acid (THD) and luteolin-
type flavonoids. THD content ranged from 6.7% to 9.4%
in the leaves pairs’ water extracts, and from 6.6% to
14.0% in methanol extracts. Flavonoids contents,
expressed as luteolin-7-O-glucoside, ranged from 4.0%
to 8.8% in water extracts, and from 4.0% to 10.5% in
methanol extracts. Antioxidant activity (DPPH) expres-
sed as SC, ranged from 10.2 to 16.9 ug.ml™' (drug dry
weight) in water extracts, and from 10.7 to 21.6 pg.ml™
in methanol extracts. The highest content of phenolic
compounds as well as the highest antioxidant activity
were found to be in the top sheet, while the lowest con-
tent of phenolic compounds and lowest antioxidant acti-
vity were detected in the leaves of the middle stem part.
Key words: Mentha X villosa Huds cv. Sneznd ¢ hydro-
xycinnamic derivatives ® rosmarinic acid ¢ luteolin-7-O-
-glucoside « DPPH
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Uvod

Rastliny ¢elade Lamiaceae st dobrymi zdrojmi feno-
lovych latok, ktoré sa v suCasnosti intenzivne Studuji pre
ich antioxida¢nd aktivitu. Vyznamnou stcastou tejto
Celade je rod Mentha L., ktory sa zaraduje do podcelade
Nepetoideae, typickej obsahom silice s prevahou mono-
terpénovych zloZiek a obsahom hydroxyskoricovych
derivétov, najmi kyseliny rozmarinovej (obr. 1)'%. Prie-
myselne a medicinsky vyuZivanymi druhmi rodu mita st
hlavne Mentha X piperita L., M. spicata L. a M. crispa
(M. spicata L. var crispa (Benth.) Danert), ktorym sa
v literatdre venuje velkd pozornost. Jednym z druhov,
ktory sa javi zaujimavym z hladiska obsahu biologicky
aktivnych latok, je aj druh M. X villosa Huds. (mita
huniatd). Na Slovensku sa vyskytuje velmi vzicne, ako
lieciva rastlina sa nepouZiva a pestuje sa len ako aroma-
ticka silicova rastlina®. Ide o hybrid druhov M. spica-
ta L. a M. suaveolens Ehrh. Pestuje sa a medicinsky
pouziva najmi v Brazilii pre obsah silice, v ktorej pre-
vladaju p-mentany substituované v polohe 6 (piperi-
tenonoxid, karvon, dihydrokarvon) a pre obsah fenolo-
vych latok. VyuZiva sa najmd pre jej ucCinok
analgeticky®, antibakteridlny”, spazmolyticky®: hypo-
tenzivny* ¥, antiparaziticky v oblasti gastrointestindlne-
ho traktu zvierat”. Antioxida¢ny d¢inok je dany hlavne
pritomnostou fenolovych latok, ako st derivaty kyseliny
hydroxyskoricovej a flavonoidy.
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Obr. 1. Kyselina rozmarinovd

Antioxidacné posobenie vodného extraktu listov M. X
villosa aj samotnej kyseliny rozmarinovej sa neddvno
potvrdilo v pokusoch in vitro aj ex vivo. V pokuse isché-
mie-reperflizie na mezentériu a ileu potkanov sa zazna-
menalo Statisticky vyznamné zniZenie pritomnosti reak-
tivnych foriem kyslika vo faze reperfuzie. Pri analyze
obsahovych latok Studovaného vodného extraktu (zapa-
ru) sa ako hlavné fenolové latky identifikovali flavonoi-
dy, najmé glykozidy luteolinu a tieZ hydroxyskoricové
kyseliny, najmi kyselina rozmarinova'®.

Ucinné obsahové latky sa v rastlinach ¢elade Lamia-
ceae nachddzaju prevazne v listoch. Ich obsah zavisi od
povodu a vyvinového $tidia rastliny a inych vonkajSich
a vnutornych faktorov. Vyznamna je aj ich rdzna tvorba
a kumulécia v listoch rozne starych, a teda na stonke
umiestnenych v roznej vyske. Rastliny pod¢elade Nepe-
toideae s typické najmi obsahom silice. Najvy$si obsah
silice byva v mladych listoch nachddzajtcich sa na
vrchole stonky a jej obsah postupne kleséd v star§ich lis-
toch na niz8ich inzerciach'- 2. Stadiu kolisania obsahu
fenolovych latok v jednotlivych listovych inzerciach sa
venuje len ojedineld pozornost!'®. Poznanie obsahu G¢in-

nych latok v jednotlivych listovych paroch v§ak moZe
pomoct pri volbe spravnej vysky rezu viiate pri zbere,
aby sa ziskala celkova listova droga poZadovanej kvali-
ty.

Cielom naSej prace bolo overit mnozstvo fenolovych
latok — hydroxySkoricovych deriviatov a flavonoidov,
resp. celkového obsahu polyfenolov vo vodnom
a metanolovom extrakte z jednotlivych listovych parov
Mentha X villosa ‘SneZznd’ a stanovit antioxida¢nua akti-
vitu extraktov.

Experimentalna ¢ast

Rastlinny materidl

Analyzovali sa suché listové pary druhu Mentha X vil-
losa Huds. cv. Sneznd. Rastliny sa pestovali
v podmienkach juhozdpadného Slovenska v Zahrade lie-
¢ivych rastlin Farmaceutickej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave. Zbierali sa nekvitntce vyhon-
ky v polovici jina a susili sa pri izbovej teplote. Ucho-
véavali sa v papierovych obaloch v tme pri izbovej teplo-
te. Zo suchych vyhonkov sa oddelili jednotlivé listové
pary a ich poradie sa oznacilo bazipetdlne ako 1. par aZ
15. par (1p - 15p). Nerozvinuté vrcholové listy sa odo-
brali ako celok a oznacili ako rastovy vrchol (RV). Ana-
lyzovalo sa 100 vyhonkov. Vzorky sa pomleli tesne pred
analyzami.

Stanovenie fenolovych ldtok

Celkovy obsah hydroxySkoricovych deriviatov (THD)
sa stanovil spektrofotometricky pri 505 nm
s Arnowovym skimadlom a vyjadril ako kyselina roz-
marinova'¥; kyselina rozmarinova (RA) sa stanovila
HPLC metédou v metanolovom extrakte a UV detekciou
pri 320 nm'”; flavonoidy sa stanovili spektrofotometric-
ky s AICI, podla Ph. Eur. 8" pri 392 nm podla kalibrac-
nej krivky ako luteolin-7-O-glukozid (obr. 2); polyfeno-
ly (TP) a triesloviny (T) sa stanovili spektrofotometricky
pri 760 nm s Folin-Ciocalteuovym skimadlom
a vyjadrili ako pyrogalol'®. V3etky analyzy sa robili
v troch opakovaniach a prepocitali sa na suSinu.
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Obr. 2. Luteolin-7-O-glukozid

Stanovenie antioxidacnej aktivity

Antioxidacna aktivita sa stanovila v extraktoch vod-
nych (H,O extrakt) a metanolovych (MeOH extrakt)
spektrofotometricky s DPPH radikidlom pri 517 nm
a vyjadrila sa ako SC, v pug.ml™' (suchej hmotnosti dro-

gy)'.
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Chemikdlie a skimadld

Vsetky pouzité chemikdlie mali kvalitu p. a., voda sa
pouzila destilovand a metanol na HPLC analyzu bol
redestilovany. DPPH (2,2-difenyl-2-pikrylhydrazyl) sa
ziskal z fy Sigma Aldrich (Svédsko), kyselina rozmari-
nova z fy Aldrich (UK). Folin-Ciocalteuovo skiimadlo
a Arnowovo skiimadlo sa pripravilo podla Ph. Eur. 8%,
Roztok DPPH sa pripravil rozpustenim 2,2 mg DPPH
v 100,0 ml metanolu'®.

Pristroje

Analytické vidhy ABJ — 4M (KERN, Nemecko);
GENESYS 6 Spectrophotometer, Thermo — Electroncor-
poration (UK); kvapalinovy chromatograf so suc¢astami:
GRADIENT PUMP BETA 10, ddvkovaci analyticky
ventil TYP D, UV detektor LCD 2082, davkovacia sluc-
ka s objemom 20 ul (ECOM, CR), integritor
s programom CSW v.1.7 (Data Apex, CR), koléna
Watrex Lichrospher 100 RP-18(e), zrnitost 5 pum, rozme-
ry 125 x 4 mm.

Vysledky a diskusia

Mita huiatd je pomerne mohutnd rastlina (vysoka
60-110 cm), husto ochlpend, s listami vajcovitymi az
elipsovitymi, prijemne vonajtica. Pre analyzy sa zbierala
vilat v nekvitnicej faze, vyhonky s ojedinelymi bo¢nymi
konarikmi dlhymi 1-5 cm. Po vysuSeni sa z viiate odde-
lili jednotlivé listové pary, ktorych bolo v priemere 15
a predstavovali 53 % hmotnosti viiate, stonka tvorila
42 % hmotnosti a bo¢né konariky 5 % hmotnosti. Listy
dosahovali dizku 10-42 mm a 3irku 5-22 mm. Hmot-
nostny podiel jednotlivych listovych parov v celej listo-
vej droge je uvedeny na obrazku 3.
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Obr. 3. Hmotnostny podiel jednotlivych listovych pdrov
M. x villosa Huds. ‘SneZnd’ v listovej droge

Hodnotenie obsahu fenolovych latok v listovych
inzercidch sa robilo liekopisnymi spektrofotometrickymi
metdédami a zameralo sa najméi na tie dve skupiny obsa-
hovych latok, ktoré sa pri analyze vodného extraktu
(zéparu) M. X villosa ‘Sneznd’ identifikovali ako latky
pritomné v najvi¢Som mnozstve — glykozidy flavonoidu
luteolinu a hydroxySkoricové kyseliny!'®”. Hodnotila sa
pritomnost litok tak vo vodnom extrakte, ako aj
v metanolovom extrakte, ktory sa ziskal pri stanoveni
kyseliny rozmarinove;j.

Na stanovenie THD sa vyuZila metéda s Arnowovym
skimadlom umoZiujica stanovenie tohto typu fenolo-
vych latok. Flavonoidy luteolinového typu sa stanovili
metddou s chloridom hlinitym v kyslom prostredi, kedy
sa u tychto latok tvoria komplexy s absorpénym maxi-
mom okolo 390 nm. Pre stanovenie celkového obsahu
fenolovych l4tok sa pouZila metéda s Folin-Ciocalteuo-
vym skimadlom, beZne pouZivand na overenie mnoZstva
fenolovych latok v extraktoch!®. V metanolovom extrak-
te sa stanovila aj samotnd kyselina rozmarinovd HPLC
metddou, vypracovanou pre tento typ extraktu u rastlin
Celade Lamiaceae'.

Na extrakciu hydroxySkoricovych kyselin a flavo-
noidnych glykozidov je vhodny zriedeny etanol, resp.
metanol. Voda je vyluhovadlom pri priprave bylinnych
¢ajov. Vodné extrakty sa podla Ph. Eur. 8 (ktory je
v sdcasnosti platny na tzemi Slovenskej republiky)
vyuZivaji na stanovenie obsahu polyfenolov, resp. trie-
slovin metédu s koZnym praSkom, kde sa latky trieslovi-
novej povahy identifikuji prave na zédklade ich schop-
nosti adsorbovat sa na kozny prasok'¥. V celadi
Lamiaceae sa nenachadzaju typické triesloviny, ale latky
typu deriviatov hydroxyskoricovej kyseliny (nazyvané
Htriesloviny ¢elade Lamiaceae®), ktoré tieZ maja schop-
nost absorbovat sa koZznym praskom a tito metdda bola
v minulosti jednym z postupov na ich stanovenie!”.

Vodny extrakt

Analyza vodnych extraktov ukdzala, Ze celkovy obsah
hydroxySkoricovych derivatov vyjadrenych ako kyselina
rozmarinovd stanovenych s Arnowovym skimadlom
kolisal v listovych péaroch od 6,7 % do 9,4 %. Najvyssi
obsah bol vo vrcholovych listoch, najnizsi v listoch
umiestnenych v strede stonky (obr. 4). T4to tendencia sa
prejavila aj pri stanoveni celkového obsahu polyfenolov
s Folin-Ciocalteuovym skiimadlom (5,3-8,7 %), kde lat-
ky adsorbované koZznym praskom (2,9 % do 4,2 %), ku
ktorym sa zaraduji aj hydroxysSkoricové kyseli-
ny, predstavovali podiel okolo 55 % celkovych polyfe-
nolov (obr. 5). Flavonoidy vyjadrené ako luteolin-7-O-
-glukozid (4,0-8,8 %) sa z jednotlivych listovych parov
extrahovali v inom pomere ako THD a ich najvys$si
obsah nebol v najmladSich, eSte nerozvinutych listoch.
V najvaciom mnoZzstve boli pritomné v 1. listovom pére,
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Obr. 4. Celkovy obsah hydroxyskoricovych derivdatov vyjadre-
nych ako kyselina rozmarinova (THD) vo vodnych extraktoch
a obsah THD a kyseliny rozmarinovej (RA) v metanolovych
extraktoch listovych parov M.x villosa Huds. ‘SneZna’
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Obr. 5. Celkovy obsah polyfenolov (TP) a ,trieslovin® (T) vyjad-
renych ako pyrogalol vo vodnych a metanolovych extraktoch
listovych pdarov M.x villosa Huds. ‘Snezna’
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Obr. 6. Obsah flavonoidov stanovenych ako luteolin-7-O-glu-
kozid vo vodnych a metanolovych extraktoch listovych
parov M.x villosa Huds. ‘Sneznd’

ich obsah vyraznejSie klesal po listy umiestnené v strede
stonky a potom sa ich obsah smerom k bazdlnym listom
ustélil (obr. 6). V najmenSich vrcholovych listoch, ktoré
tvorili sucast naSej vzorky RV, nezistili pritomnost flavo-
noidov ani Voirin et al. pri §tadiu listovych inzercii M. X
piperita®.

Metanolovy extrakt

Pri analyze metanolovych extraktov jednotlivych lis-
tovych pérov sa zaznamenala podobné tendencia kolisa-
nia obsahu uvedenych fenolovych latok ako pri vodnych
extraktoch. Mnozstvo THD stanovené s Arnowovym
skimadlom sa v listovych inzercidch pohybovalo od
6,6 % do 14,0 % (obr. 4) a mnoZstvo polyfenolov (TP)
stanovené s Folin-Ciocalteuovym skiimadlom od 6,2 %
do 13,9 % (obr. 5). V metanolovych extraktoch sa stano-
vila aj samotna kyselina rozmarinova, ktora predstavo-
v jednotlivych listovych paroch kolisalo od 3,3 % do
5,9 % (obr. 4). Obsah flavonoidov bol 4,0-10,5 %,
v najviac¢Som mnoZzstve boli pritomné opét v 1. listovom
pare, ich obsah nasledne klesal a od strednych listov
smerom k bazdlnym bol vyrovnany (obr. 6).

Antioxidacnd aktivita
Antioxida¢na aktivita sa stanovila s DPPH radikdlom
a vyjadrila sa ako SC,, v ug.ml™". Pri vodnych extraktoch

sa hodnoty SC,, pohybovali v rozmedzi 10,2 aZ
16,9 pug.ml™! (obr. 7), pri metanolovych extraktoch boli
hodnoty SC, = 10,7 — 21,6 pg.ml™ (obr. 8). Antioxidac-
nd aktivita korelovala najmd s obsahom hydroxySkorico-
vych derivétov, resp. celkovym obsahom polyfenolov —
v metanolovom extrakte sa prejavil najvacsi vplyv kyse-
liny rozmarinovej (R* = 0,8751), vo vodnom extrakte
vplyv celkového obsahu polyfenolov (R? = 0,8575).
Korelacia s obsahom flavonoidov bola vyrazne niZsia.
Ich vplyv sa vSak prejavil najméd v listoch rastového
vrcholu tak u vodnych ako aj u metanolovych extraktov,
kde sa napriek najvy$Siemu obsahu THD, resp. TP
nezaznamenala najvyS$$ia antioxidacna aktivita, pretoZe
listy RV obsahovali vyrazne nizSie mnoZstvo flavonoi-
dov typu luteolinu-7-O-glukozidu (obr. 7 a 8). Luteolin-
7-0-glukozid je beznou obsahovou latkou rastlin cela-
de Lamiaceae a je zndmy vyS$Sou antioxidacnou
aktivitou'® '®. Ur¢ity vplyv flavonoidov sa ukazal aj pri
vodnych extraktoch listov zo strednej a bazdlnej Casti
stonky, vy$Sie mnoZstvo flavonoidnych glykozidov
extrahovanych do vody zo strednych a bazédlnych listov
(obr. 6) sa prejavilo mierne vy$Sou antioxida¢nou aktivi-
tou v porovnani s metanolovymi extraktami (obr. 7 a 8).
V3eobecne najvysSiu antioxidacnt aktivitu mali extrakty
listovych péarov z vrcholu stonky, niZsiu extrakty listov
z bazdlnej Casti stonky. NajniZSiu antioxida¢ni aktivitu
mali vodné extrakty 5. aZ 6. paru listov, ¢o koreluje
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Obr. 7. Antioxidacnd aktivita vyjadrend ako SC,, v ug.ml”
(suchej hmotnosti drogy) vodnych extraktov listovych
pdrov M.x villosa Huds. ‘Sneznd’
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Obr. 8. Antioxidacnd aktivita vyjadrend ako SCy, v ug.ml™’
(suchej hmotnosti drogy) metanolovych extraktov listovych
pdrov M.x villosa Huds. ‘Sneznd’
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s najniz§im obsahom TP (obr. 5 a 7). Metanolové extrak-
ty mali najniz$iu antioxida¢nu aktivitu u listov 8. az 10.

péru, kde sa zaznamenal najniZsi obsah kyseliny rozma-
rinovej a THD (obr. 4 a 8).

Zaver

Fenolové latky typu hydroxySkoricovych kyselin
(kyselina rozmarinova) a flavonoidov luteolinového typu
resp. celkovy obsah polyfenolov sa vo vilati M. X villosa
cv. Sneznd nachddzal v najvic¢Som mnozstve vo vrcholo-
vych listoch (RV - 3. par), ktoré vSak v celkovom listo-
vom podiele tvorili menej ako 7 %. Najnizsi obsah uve-
denych fenolovych litok bol v listoch umiestnenych
v strede stonky. PretoZe tieto listy tvorili najvacsi podiel
vSetkych listov na stonke, ich kvalita je rozhodujtca pre
vysledné hodnoty celej listovej drogy. Bo¢né kondriky
majd podla naSich skdsenosti rovnakd tendenciu kolisa-
nia obsahu fenolovych latok v listovych paroch ako listy
na hlavnej stonke. Podobné vysledky v kolisani obsahu
fenolovych latok v listovych inzercidch sme v minulosti
zaznamenali aj v inych druhoch ¢elade Lamiaceae!! 120,
Vseobecne mozno konStatovat, Ze pri zbere mity huna-
tej pre ziskanie listovej drogy s vy$§im obsahom fenolo-
vych l4tok je vhodné zbierat celd olistent ¢ast stonky.

Praca bola podporend grantovym projektom VEGA MS SR
¢. 1/0290/16 (Komplexnd analyza latok prirodného povodu
s terapeutickym potencidlom v humannej medicine).

Za technicku spolupracu dakujeme pani laborantke Magdaléne

Orszagovej.
Stret zaujmov: Ziadny.
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