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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva definovanim podminek pro ptipravu extraktu z kvéti cerného
bezu tak, aby si pfipraveny extrakt zachoval co nejvice biologicky aktivnich latek pro dalsi
vyuziti napf. v lazenstvi. Dale se prace se zabyva prostupnosti vybranych fenolickych kyselin,
jmenovité kyseliny chlorogenové, kavové a ferulové, pokozkou prostfednictvim Francovych
diftznich cel.

V teoretické Casti prace je uvedeno taxonomické zatazeni, popis a vyuziti cerného bezu.
Dale jsou zde zminény vyznamné ucinné latky, pfedevsim fenolické kyseliny, které maji
blahodarné ucinky na pokozku. Detailné je popsdna anatomie kiize a problematika prostupu
fenolickych kyselin pokozkou. A nakonec je uveden popis vysokoucinné kapalinové
chromatografie.

Experimentalni ¢ast se vénuje ovéfeni optimalnich podminek pro piipravu extraktu.
Nejlepsi variantou je extrakce kvétlh vodou o teploté 100 °C po dobu 10 minut v poméru
1 hmotnostni dil suchych kvéti a 10 objemovych dilti vrouci vody. Jako zplisob uchovani
extraktu bylo testovano jeho zakoncentrovani na vakuové odparce. Byl také zkouman pomér
kvéti a stonkil na obsah fenolickych kyselin v extraktu.

U extraktu z kvéta a jeho zahusténé verze byla propustnost pokozkou zkoumana pomoci
transdermalni absorpce. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jestli vilbec a jak mnoho
prochazeji vyse uvedené fenolické kyseliny pokozkou. Jako kozni membrana byla vyuzita
veptrova ktize z usniho boltce.

Vsechna stanoveni vysSe uvedenych fenolickych kyselin ve vSech vzorcich byla
realizovana kapalinovou chromatografii.

Klicova slova

Extrakt z kvétu bezu ¢erného, fenolické kyseliny, kozni membrana, transdermalni absorpce,
Franzova cela, kapalinova chromatografie.



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the determination of conditions for the preparation of elderberry
extract so that the prepared extract retains as many biologically active substances as possible
and the way of preserving this extract. Furthermore, the work deals with the transmittance of
already specific phenolic acids, namely chlorogenic acid, coffee and ferulic skin, through the
Franc diffusion cells.

In the theoretical part of the thesis there is a taxonomic classification, description and use
of elderberry. Furthermore, significant active substances, in particular phenolic acids, are
mentioned. beneficial effects on the skin. The anatomy of the skin and the problem of the
penetration of phenolic acids through the skin are described in detail. Finally, a description of
high performance liquid chromatography is provided.

The experimental part is devoted to verification of optimal conditions for preparation of
extract. The best option is to extract the flowers with water at 100 © C for 10 minutes in a ratio
of 1 part by weight of dry flowers and 10 parts by volume boiling water. The ratio of flowers
and stems to the phenolic acid content of the extract was also investigated.

In the flower extract and its thickened version, the skin permeability was examined by
transdermal absorption. The aim of this experiment was to find out if and how much the above
mentioned phenolic acids go through the skin. As skin membrane, pork skin from the auricle
was used.

All determinations of the above phenolic acids in all samples were carried out by liquid
chromatography.

KEYWORDS

Elderflower extract, phenolic acid, skin membrane, transdermal absorption, Franz cell, liquid
chromatography.
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1 UVOD

Cerny bez byl &lovéku znam jiz od dob prehistorickych. Byl popisovan jako kouzelny &i
posvatny strom. Jelikoz se cernému bezu dati prakticky vSude, netrpi témét Zadnymi chorobami
a obsahuje fadu lécivych latek, vzrostl zdjem o jeho vyuZiti nejen pro potravinaiské tcely, ale
1 v pfirodni kosmetice. ZvySeny zajem o tuto rostlinu byl podnétem pro Slechténi novych
a plodnéjsich odrid, jejichZ kvalita je umocnéna, pokud se péstuji v biosadech.

Prvni biosad §lechténych bezti v CR se nachazi v Hustopeéich a majitel tohoto sadu zadal
FCH pozadavek na ptipravu extraktu, z kvétii druhého a tietiho sbéru pro vyuziti v lazenstvi.
Prvni ¢asti pozadavku bylo zjisténi podminek pro piipravu extraktu, pti kterych si zaneché co
nejvice biologicky aktivnich latek. Druhou ¢asti pozadavku bylo najit pfijatelny zpusob, jak
dany extrakt uchovat pro nésledné vyuziti. Lyofilizace extraktu byla kvili vysokym
pofizovacim nakladim zamitnuta.

Stanoveni podminek extrakce bezovych kvéti jiz bylo vypracovano v predchéazejici
praci. Proto se tato diplomova prace vénuje jejich ovéfeni a rozSifeni. Jako postup
zakoncentrovani pfipraveného extraktu bylo vyuzito misto lyofilizace vakuové odparky.

K charakterizaci ptfipraveného a zahusténého extraktu byly vybrany fenolické kyseliny,
které si rostlina vyrabi na svoji ochranu pfed vné&j$im nebezpecim, jako je UV zéfeni nebo
hmyz. Tyto kyseliny se fadi mezi pfirodni antioxidanty. Dale disponuji také protizanétlivymi,
antialergickymi a dalSimi U¢inky pozitivné plsobici na pokozku. Proto byly pravé tyto latky
a zakoncentrovanych extraktech byly kapalinovou chromatografii stanovovany kyselina
chlorogenova, kdvova a ferulova.

V této diplomové praci byla také testovana prostupnost uvedenych tii kyselin pies
pokozku. Prostupnost byla sledovana metodou transdermélni absorpce. Nejlepsi variantou pro
testovani in vitro je lidskd ktize, avSak velmi dobrou alternativou je klize praseci, odebrana
z usniho boltce. Praseci ktize je lidské blizka svou anatomii, fyziologii a chemickym slozenim.
Proto byla také v této praci vyuzita.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Bez¢erny

Cerny bez byl ¢lovéku znam jiz v dobach prehistorickych, jak dosvédéuji nalezy bezovych
semen z doby kamenné a bronzové. Zapisy o ¢erném bezu nachazime v pomérné zachovalych
starovékych feckych, fimskych a stfedoasijskych spisech I¢kai, jimiz byli Galenos,
Hippokrates, Avicenna a pozdé¢ji i Paracelsus. Diky svym Ié¢ivym ucinkiim byl popisovan jako
posvatny ¢i kouzelny strom [1].

2.1.1 Popis rostliny

Bez Cerny patii do Celedi zimolezovitych (Caprifoliaceae), k nimz nalezi jesté mnoho dalSich
rodovych skupin. Nejrozsifengjsi a z lékarského hlediska nejvice cenény je cCerny bez
(Sambucus nigra L.).

Bez ¢erny se miize vyskytovat jako ket dosahujici vysky az 5 metri nebo jako strom,
ktery dortsta vysky az 10 metrG. M4 Sedohnédou az Sedou rozpukanou ktru, letorosty jsou
duznaté a syté zelené. Temné zelené listy jsou vstficné, lichozpetené, fapikaté a byvaji dlouhé
10-30 cm. Maji vejcity, elipticky tvar. Po okrajich jsou pilovité, na vrsku zaspicatélé a na rubu
chlupaté [2].

Obrazek 1 Kvét bezu cerného [3]

Kvéty jsou bilé az krémové barvy, Siroké, charakteristicky aromatické a jsou uspotfadany
v plochych chocholi¢natych kvétenstvich Sirokych 10-15 cm. Plody jsou kulaté trojsemenné
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peckovicky, majici v priméru asi 6 mm. Zralé jsou ¢ernofialové az ¢erné s purpurové ¢ervenou
Stavnatou duZzinou. Bez kvete od konce kvétna do pocatku Cervence a od srpna do podzimu
dochazi k preméné kvéti na lesklé Gerné az Sernofialové plody [2]. Cerné peckovice jsou jedlé,
ale zelené casti rostliny a kira jsou jedovaté. Lidové nazvy jsou naptiklad bezinky, kozic¢ky
a smradinky [3].

Obrdazek 2 Plody cerného bezu [3]

2.1.2 Taxonomie

Bez Cerny patii do oddéleni krytosemennych rostlin. Nazev oddéleni je odvozen od vajicek,
ktera jsou ukryta v pesticich, tudiz se semena nachazi v plodu vzniklém ze stény semeniku.
Krytosemenné rostliny se d€li na primitivni krytosemenné rostliny (Magnoliopsida),
jednodélozné rostliny (Liliopsida) a pravé (vyssi) dvoudélozné rostliny (Rosopsida), coz jsou
rostliny s menSim a ustdlenym poctem kvétnich casti [4]. Bez Cerny patii do vysSich
dvoud¢loznych rostlin.

Dale patii do ¢eledi zimolezovitych, k nimZ naleZi jesté¢ mnoho dalSich rodovych skupin,

mimo jiné bez Cerveny a kanadsky bez. Pokud se vSak mluvi o bezu, skoro vzdy se mysli bez
cerny, ktery je nejrozsitengjsi [5].
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Tabulka 1 Taxonomicka tabulka bezu cerného [5]

Klasifika¢ni Groven Cesky nazev Latinsky nazev
Doména Eukaryota Eukaryota

Rige Rostliny Plantae

Kmen Semenné Spermatophyta
Podkmen Krytosemenné Angiospermae
Ttida Vys$i dvoudélozné Dicotyledonae
Rad Stetkotvaré Dipsacales
Celed Zimolezovité Caprifoliaceae
Rod Bez Sambucus

Druh Bez ¢erny Sambucus nigra

2.1.3 Roz§ifeni

Bez cerny se vyskytuje prakticky vSude, od nizin az po vrchoviny. Je to evropsky druh,
nevyskytuje se jen v nejseverndjsi Evropé. V Ceské republice se vyskytuje vyjma nejvyssich
poloh skoro vSude, nejvice na rumistich, pustych mistech, podél cest, u vodnich tokd, okolo
skladek, v zahradach a parcich. Nejlépe se mu dafi na dusikatych a nejméné na vapenitych
pudach. K padni reakei je lhostejny, roste jak na ptidach kyselych, tak i zasaditych. I kdyz rasi
brzy, neni nachylny k pozdnim mraziim. Je to polostinnd dfevina, v podrostu dobfe zastifiuje
ptdu a opadem zlepSuje vlastnosti ptidy.

Rozsifuje se predevsim diky ptaktm, kteti se zivi bezinkami a také diky intenzivni
vymladkové ¢innosti zejména v oblasti kofenového krcku a na kmeni (z kofeni vymladky
netvoii), v zanedbanych parcich utlacuje ostatni dieviny. Pii jeho likvidaci ho proto nestaci
sefiznout, musi se vykopat i s kofenovym krckem. Uméle se vysazuje pouze na mistech, kde
ostatni kefe selZzou. Snese nekvalitni pady, sucho, pfimé slunce i stin. Velmi ¢asto je obtiznym
plevelem.

Bez Cerny chorobami netrpi, byva napadan jen mSicemi a mizeme na ném najit houbu
vyuzivanou v gastronomii zvanou JidaSovo ucho [2, 6].
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2.1.4 Vyznamné odrudy
= Haschberg

Tato odriida se vyznacuje velmi nizkou nachylnosti k riznym onemocnénim a k napadeni
skadci. Je odolna i proti silnym destm, které ji nijak nemohou poskodit.

=  Donau

Odrada ma jen nékolik velkych kvéta, listy jsou rovnéz velké, hladké a syté zelené. Za zminku
u této odridy stoji vysoky podil diené vétvi.

* Hamburg

Tato kultura je znama také pod nazvem ,,Cerny diamant® a tomuto jménu déla skutecné Cest,
nebot’ se mize pochlubit skutecné velkymi Stavnatymi plody. Odrtida je nejcastéji kultivovana
v severnim Némecku, v Rakousku a zépadni Evropé¢.

=  Sambo

Kultura pochazi z roku 1977 a je zndma piedevsim pro vyjimecné chutny sirup, pfipravovany
z plodl této odrudy.

=  Riese von Vobloch

Tato odrida bezu, ktera je nendrocnéd na svoje péstovani, vynika také velkymi §tavnatymi
bobulemi. Jeden trs plodi této odridy vazi mnohdy az 200 g, a proto se nelze divit, ze pravé
tyto odriidy jsou k péstovani nejvice doporuovany. Dalsi vyhodou této odriidy je pravidelné
dozravani plodii. Z praxe zkuSenych péstiteli této odridy je znamo, Zze odrida dava
dvojnasobné mnozstvi plodii nez ostatni, bézn¢ rostouci odridy bezu [2].

2.1.5 Vyznam a vyuZiti

Sbiraji se kvétenstvi poskytujici oficialni drogu Flos sambuci. V dobé kvétu se odsttihuji
nizkami a voln¢ ukladaji do kosi, aby se nezapatila. Obvykle se susi celd kvétenstvi zavésena
na Sitrkach pii teploté do 45°C. Spravné ususena droga je nazloutlé barvy, kvétni stopky maji
zlutou az zlutohnédou barvu. Pti dal§im zpracovani drogy by se nem¢ly vyuzivat piili§ silné
stopky a nahnédlé kvéty.

Cerny bez je velmi vyuzivan v lidovém lé¢&itelstvi. Kromé listd jsou vyuzivany také
kvéty, plody, kiara, ale i kofeny. V I€Citelstvi jsou nejvice vyuzivany kvéty, jako soucast
1é¢ivych €aju pii nachlazeni, dale pro svlj mocopudny a projimavy uc¢inek. Slabé uklidiiujici
a antineuralgické ucinky jsou vyuzity v nékterych druzich 1ékt. Destilat pfipraveny z kvéti ma
povzbuzujici a jemné adstringentni G¢inky a je také vyuzivan jako nosi¢ pro pletovou a ocni
kosmetiku. Mast z téchto kvéti se pouziva na 1écbu opatenin, popalenin, omrzlin a jinych
poranéni, pii kterych vznikaji jizvy.

13



Plodenstvi zndmé jako bezinky a obsahujici drogu Flos sambuci slouzi predev§im pro
potravinarské ucely. Vyrabi se z nich bezové vino a slouzi jakou soucast dzemt, marmelad,
sirupti apod. Kromé potravinaistvi se stava z plodl pouziva také v lidovém lécitelstvi pii 1éCeni
migrén a nervovych chorob. Z kvéti se také pripravuje vino, ale predevsim sirup, ktery se
v poslednich letech dostal do velké obliby mezi spottebiteli [2, 3, 7].

Krome¢ léCitelstvi, kosmetiky a potravinafstvi se mladé rostlinky bezu ¢erného vsazuji do
pudy, kterou nasledné chrani pted erozi. Dfevo se vyuziva na mensi vyrobky a na Slovensku
hlavné na vyrobu pistal a fujar [3, 7].

2.2 U&inné latky obsaZené v bezovych kvétech
2.2.1 Primarni a sekundarni metabolity

Zékladnim syntetickym procesem v rostlinach je fotosynteticka asimilace — fotosyntéza, pii
které zelené rostliny vyuzivaji slune¢ni energii na tvorbu organickych latek z oxidu uhli¢itého
a zvody. Vyslednym produktem fotosyntézy jsou sacharidy, ze kterych dal§imi procesy
v primarnim metabolismu vznikaji jednoduché nizkomolekulové latky (karboxylové kyseliny,
aminokyseliny).

Primérni metabolismus je pro organismus nezbytny a latky, které produkuje se oznacuji
jako primarni metabolity a tvofi vychozi materidl pro specifické, geneticky zakdédované
a enzymy katalyzované reakce, pfi kterych vzniké spousta dalsich sloucenin oznacovanych jako
sekundérni metabolity [8].

Zatimco produkty primarniho metabolismu slouzi jako stavebni latka, produkty
sekundarniho metabolismu mohou intenzivné ovliviiovat nase télesné funkce [9]. Produkuje
latky, které naptiklad pomohou v boji proti konkurenci a interakci s jejich neptateli v dobé
fylogenetického vyvoje. Nékteré ze sekundarnich latek jsou pro rostlinu nezbytné jako
napiiklad fytohormony, které tidi Zivotni d€je organismu, purinové a pyrimidinové baze
nukleovych kyselin, porfyriny a koenzymy, které jsou soucasti n¢kterych slozitych enzymu
a lignin, dalezita soucast bunécné stény atd. Podileji se na zachovani biologického druhu nebo
slouzi jako ochranné latky. Mezi sekundarni metabolity jsou zahrnuty alkaloidy, latky
terpenické, polyamidy a fenolické latky [8, 10].

2.2.2  Utinné latky v ¢erném bezu

Pletiva rostlinného organismu se skladaji z vody a susSiny. Obsah vody v pletivech rostoucich
vegetativnich orgdnd rostlin je 70-95 %, v zasobnich pletivech semen a v buikach
mechanickych pletiv 5-15 %. SuSinu tvofi organické a minerdlni (anorganické) latky.
Organickeé latky tvoii 90-95 % suSiny [9].

V kvétech bezu ¢erného se nachdzi silice (0,03-0,14 %), glykosid rutin (az 3 %), cholin,
organické kyseliny, kyanogenni glykosid sambunigrin, slizy, vitamin C (ve 100 g kvéth je az
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350 mg), tiisloviny, mineralni latky (hlavné draslik), fenolické kyseliny (kyselina ferulova,
kavova, chlorogenova) atd.

Plody jsou bohaté¢ na ptitomnost vitamina skupiny B (B1, B2, B3, B6, B9), vitaminu C
a E, vitaminu A, silice (0,01 %), organickych kyselin (jablecnd, vinnd), tfislovin (asi 3 %),
karotenoidd, alkaloidu sambucinu, anthokyant (okolo 0,2-1 %), pektinti, Skrobu, flavonoidu,
sacharida (7,5 %), mineralnich latek (Ca, Fe, K, P, Mg) aj.

Listy obsahuji flavonoidy, taniny, triterpenoidy, steroly, alkaloid sambucin, projimavé
pusobici pryskyfici a dale karotenoidy.

V bezové kuife a kofeni se taktéz vyskytuji tiisloviny, alkaloid sambucin, triterpenoidy,
dale kyselina valerova, pryskyfice a zluty étericky olej [11, 12, 13].

2.2.3 Vitaminy

Vitaminy jsou syntetizované autotrofnimi organismy, jedna se o organické nizkomolekularni
slouceniny. Heterotrofni organismy je vytvari velmi omezen¢. Jsou ziskavany jako exogenni
latky hlavné v potravé, n€které z nich prostiednictvim stfevni mikroflory. Vitaminy hraji
dalezitou roli v latkové preméné a regulaci metabolismu ¢loveéka. Maji funkci i jako soucést
katalyzatori biochemickych reakci. Aby byly zabezpeCeny normalni fyziologické funkce
¢lovéka, je nutnd ptitomnost ur¢itého mnozstvi vitamini, které zavisi od mnoha faktort.

Pti technologickém zpracovani potravin dochazi u velké vétSiny vitamint ke ztraté. Proto
se vitaminy povazuji za indikatory pouzivani spravnych a Setrnych technologickych postupt.

Obsah vitaminii se li§i podle jednotlivych odrid. Plody jsou bohaté na piitomnost
vitaminu skupiny B (B1, B2, B3, B6, B9), vitaminu C a E, vitaminu A [13, 14].

2.2.3.1 Vitamin A

Vitamin A, nebo také retinol je antioxidant, ktery podporuje imunitni systém, udrzuje bunky
mladé a zdravé. Je nutny pro tvorbu protilatek a bilych krvinek, epitelovych bun€k, o¢ni sitnice,
rohovky a tvorbu zrakového purpuru-rodopsinu. Karoteny zabranuji korozi nechranénych ¢asti

v

bunék. Karoteny povazujeme za provitaminy vitaminu A. Nejznamé;jsi je B-karoten.
2.2.3.2 Vitamin E

Vitamin E, neboli tokoferol mé asi osm riznych forem. Skladaji se z vodiku, kysliku a uhliku.
Obsahuje-li nase strava pfili§ malo vitaminu E, tuk v naSem téle zezlukne, coz mé za nasledek
naptiklad stafecké skvrny. Vitamin E zabranuje tvorbé kieCovych zil, srde¢nim a mozkovym
mrtvicim. Velice dobfe hoji pooperacni rany. Zabranuje vzniku rakoviny, u zen ma velky
vyznam pfi 1é€be neplodnosti. Je rozpustny v tucich.
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2.2.3.3 Vitamin C

Vitamin C, nebo také kyselina askorbovéd, je antioxidant. Vedle vitaminu B, je vitamin C
v ptirod¢ nejvice rozsifen. V rostlinné 1iSi ma uplatnéni pti fotosyntéze, jelikoz reguluje
mnozstvi aktivnich forem kysliku a dale pfi diferenciaci a riistu bunek. Kyselina askorbova se
u zivo¢ichli podili na biosyntéze prostaglandinli, mukopolysacharidl, cholesterolu, dale
stimuluje transport sodnych, chloridovych a pravdépodobné vapenatych iontti. Poméaha pti
absorpci a transportu iontovych forem zeleza.

Vitamin C jako dilezity antioxidant reaguje s aktivnimi formami kysliku (volnymi
radikaly), dale s oxidovatelnymi formami vitaminu E zajistujici ochranu vitaminu E
a membranovych lipidt pied oxidaci. Vitamin C také inhibuje tvorbu nitrosaminti, a pisobi tak
jako modulator mutageneze a karcinogeneze

V téle plni tedy ochranou funkci a pomaha predchazet alergiim. Je rozpustny ve vodé
a neda se jim predavkovat, jelikoz se vyplavuje moci [14, 15, 16].

2.2.3.4 Vitaminy skupiny B

Rozsifeni vitaminu B je v pfirod¢ velmi hojné. Témét vSechny rostliny si jej mohou vytvaret
nebo si jej berou cizopasné z rostliny jiné [15].

Vitamin B,

Vitamin By, neboli thiamin, je v téle zivoc¢ichii esterifikovan na thiamindifosfat. V této podobé
je pak kofaktorem vyznamnych enzymi. Hlavni funkci tiaminu je pfeména sacharidu, tukd
a alkoholu v energii. Pomaha také branit tvorbé vedlejSich toxickych produktd télesného
metabolismu, které by jinak mé€ly Skodlivé Gi€inky na srdce a nervovy systém. Pfi nedostatku
vitaminu B nas postihne nechutenstvi, svalova unava, hubnuti a podrazdénost. Pfi¢ina spociva
v Castecné oxidaci glukozy na kyselinu pyrohroznovou.

Vitamin B,

Vitamin B,, riboflavin, miize byt v podobé volné latky nebo jako kofaktor enzymii ve formé
riboflavin-5"-fosfatu (flavinmononukleotidu, FMN) a flavinadenindinukleotidu (FAD),
nazyvanych jako flavoproteiny. Pti nedostatku vitaminu B, je vzacna a projevuje se zanéty
kaze.

Vitamin B;

Vitamin Bj; je jednotnym pojmenovanim pro kyselinu nikotinovou a jeji amid, kdy obé
slouceniny maji stejnou biologickou ucinnost. Nikotinamid patii
k nikotinamidadenindinukleotidu NAD a jeho fosfore¢nému esteru

nikotinamidadenindinukleotid-fosfatu NADP, coz jsou kofaktory nékolika set odliSnych
enzymu. V respiracnich systémech se oba kofaktory ucastni pienosu elektroni. NAD se
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obvykle ti¢astni na katabolismu bilkovin, cukrt, tukli a ethanolu. NADP nachazi uplatnéni pti
syntéze cholesterolu, makromolekul a mastnych kyselin. Pfi nedostatku vitaminu Bj; se u nas
projevuji nejcastéji poskozenim ktize, chybna funkce traviciho traktu a pozdéji demence.

Vitamin Bg

Vitamin Bs, neboli pyridoxin je dominantni formou vitaminu pyridoxal-5'-fosfat
a pyridoxamin-5"-fosfat, kdezto v rostlinnych pletivech se nachazi hlavné pyridoxol-5’-fosfat.
Pti nedostatku vitaminu se u nds mize objevit dermatitida a mozné nervové poruchy.

Vitamin By

Vitamin By neboli folacin je nazev pro biologicky aktivni derivaty kyseliny listové. Vitamin je
kofaktorem enzyma v metabolismu aminokyselin, nukleotidii purinovych a pyrimidinovych
[2,16].

2.2.4 Silice

Silice (aromatické oleje, éterické oleje Ci esencidlni oleje) jsou smési organickych slouc¢enin
s t¢kavym aroma, ziskané z rostlin. Tato smés je velmi bohata na oleje a mé pronikavou vini.

Jejich konzistence je tedy olejovitd. Maji lipofilni povahu, ve vod¢ se Spatné rozpousti.
Zpravidla jsou bezbarvé, hlavné v ¢erstvém stavu. Pti delsi dobé ichovy snadno pryskyfic¢nati,
oxiduji a tmavnou. Byvaji zpravidla tekuté. Pfitomnost nenasycenych latek s dvojnymi
a trojnymi vazbami zpusobuje, ze silice vykazuji optickou aktivitu a vysoky index lomu.

Nazvy téchto olejti jsou odvozeny od étert, které témto olejim ptisuzuji jejich vyraznou
vlini. Aroma bezového sirupu nebo $tavy obsahuje asi 34 raznych chemickych sloucenin.
Hlavni soucasti ¢erného bezu je fenylacetaldehyd [2,17].

2.2.4.1 Mineralni latky

U mineralnich latek zavisi na odridé Cerného bezu a na ¢ésti rostliny. V kvétech je nejvice
obsazen draslik. V plodech se krom¢ drasliku nejvice nachazi vapnik, zelezo, fosfor a hot¢ik.

Tabulka 2 Mnozstvi mineralnich latek v cerném bezu podle odridy [18]

Na | K| Ca [ Mg | Cr | Co | Mn | Cu | Zn Fe Ni \4

Odrida | [mg/1]|[g/1] | [ug/l] | [ug/] | [ng] | [ug/l] | [mg/l] | [ng/] | [me/] | [ug/] | [ng/] | [ug/l]

Riese von
Vobloch 293 2.1 160 211| 304 38| 1,19 159| 1,88| 199 89 43

Hachsberg 4,71 25| 268| 129| 147| 59 32| 224 1,01] 423 99| 3,6

Sambo 4,05| 2,8 297 260 290| 9,2 43] 703| 2,05] 242 250 64
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Draslik se spolu se sodikem podili na udrzovani rovnovéhy tekutin a elektrolytl
v bunkach a tkénich, reguluje krevni tlak a udrzuje zdravy srdecni rytmus. Je nezbytny pro
Sifeni nervovych vzruchid. Krevni hladinu drasliku piesné idi hormony. Nadmérny piijem ma
mocopudné Gcinky a nedostatek drasliku zplisobuje apatii, slabost, pomatenost a nadmérnou
Zizen [2].

2.2.5 Trisloviny

Ttisloviny jsou polyfenoly vysoké molarni hmotnosti, rozpustné ve vodé. Vyznacuji se
stahujicimi se, jemné drazdivymi a antimikrobialnimi u€inky. Ve vétsim mnozstvi se vyskytuji
v listech, plodech, ktife nebo kmenu. Vyskytuji se v nezralych plodech, jimz davaji trpkou chut’.
Zranim jejich mnoZstvi ubyva.

Bezovy sirup obsahuje az 4 mg tfislovin oproti jinym ovocnym siruptim, které obsahuji
jen 1 mg tiislovin. V lidovém I€Citelstvi se vyuzivaji pfedev§im na onemocnéni
gastrointestindlniho traktu nebo na kozni poranéni [2, 9].

2.2.6 Sacharidy

Tvoii vyznamnou slozku rostlinnych organismi. Jsou vyznamné jako zdroj energie pro
metabolické procesy, zic¢astiiuji se osmotickych procest a poskytuji uhlik pro jiné organické
latky [9].

Tvoii asi 10 % hmotnosti plodi. Celkovy obsah se pohybuje kolem 104.2 g na kilogram
¢erného bezu. Nejvice jsou zastoupeny fruktosa (cca 44 g-kg!) a glukosa (cca 43 g-kg!), dale
sacharoza (1 g-kg™") [19].

2.2.7 Organické kyseliny

Organické kyseliny se v rostlinnych pletivech vyskytuji hojné, ti€astni se metabolismu buriky,
a mohou byt volné nebo vazané ve vyznamnych rostlinnych latkach, Vysoky podil je ptredevsim
ve zrajicich plodech [9].

V &erném bezu je organickych kyselin pfiblizné 5,1 g-kg-! ploda. Nejvice je zastoupena
kyselina citronova (cca 3,5 g'kg') a kyselina jable¢na (cca 1,1 g-kg!), v men$im mnozstvi
kyselina Sikimova (cca 0,3 g-kg!) a fumarova (cca 0,2 g-kg!) [19].

2.2.8 Glykosidy

Glykosidy jsou esterové derivaty cukri. Vznikaji reakci cukru s fenolem, aminem ¢i alkoholem
a maji v rostlin¢ ochrannou funkci, nékteré maji bakteriocidni a mykocidni ucinky, jiné jsou
barvivy [2, 9].
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V ¢erném bezu je nejvice obsazen sambunigrin, ktery je obsazen piedevsim v syrovych
anezralych bobulich. Je to kyanogenni glykosid, coz znamena, ze za ur€itych podminek vytvori
kyselinu kyanovodikovou. V bezové stavé je vSak mmnozstvi sambunigrinu velmi malé
a naprosto neskodné¢ pro lidské zdravi [9].

2.2.9 Fenolické latky

Jako fenolické latky se v organické chemii oznacuje tiida sloucenin, které obsahuji
hydroxylovou funk¢éni skupinu vazanou piimo na benzenovy kruh. Nejjednodussim ¢lenem této
skupiny je fenol a nejpocetnéjsi skupinou jsou polyfenoly [4]. Polyfenolické slouceniny jsou
charakterizovany dvéma a vice hydroxylovymi skupinami, které¢ jsou navazany na aromatickém
jadre, zahrnuji podskupiny jako fenolové kyseliny, flavonoidy, pfirodni barviva, lignany a dalsi,
vSechny jsou produkovéany riznymi ¢astmi rostlin [20].

Fenolické latky jsou soucasti mnoha potravin. Uplatiiuji se jako vonné latky, chutové
latky nebo ptirodni barviva [4]. Nekteré fenolické latky se fadi diky své vysoké biologické
aktivit¢ mezi pfirodni antioxidanty. Maji protizdnétlivé, antivirotické, antialergické
a antikarcinogenni ucinky. V soucasnosti roste zajem a studium téchto ptirodnich latek, protoze
jejich pfijem v potraveé je davan do souvislosti se snizenim vyskytu zdvaznych nemoci jako je
rakovina a kardiovaskuldrni choroby. Zamémé se proto pfidavaji do potravin, kde svym
antioxida¢nim ptisobenim prodluzuji jejich stalost [21].

Predpoklada se, Ze na protektivnim c¢inku se podili schopnost rostlinnych polyfenolt
zhéSet reaktivni kyslikové radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci ionti pfechodnych kovii,
piredevsim kationtii Zeleza, které jsou schopny generovat vysoce reaktivni hydroxylové
radikéaly. Polyfenoly chrani lipoproteiny o nizké hustoté pred oxidacni modifikaci, kterd je
povazovana za jeden z klicovych déji pti rozvoji aterosklerozy. Mohou také ptisobit proti
vzniku krevnich srazenin a timto zplisobem sniZovat riziko infarktu myokardu nebo mozkové
mrtvice [22].

Také jsou to sekundarni metabolity rostlin, které slouzi jako ochrana pted UV zafenim,
patogeny a oxidac¢nim stresem. Antioxidacni aktivita fenolickych sloucenin zavisi na struktute,
zejména poctu a polohach hydroxylovych skupin a povaze substituci na aromatickych kruzich
[4, 23].

Bylo zjisténo, Ze v Cajich z bezovych kvéta se vyskytuji vyssi hodnoty fenolickych latek
nez v ¢ajich z bezovych bobuli [21]. V bezovych kvétech je obsazeno nékolik polyfenolickych
latek, naptiklad kyselina chlorogenova, kévova, ferulova, gallova, p-kumarova; kvercetin,
kamferol, myricetin a rutin [21, 23].
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Obrazek 3 Rozdeéleni polyfenolu [24]

2.2.9.1 Fenolické kyseliny
Fenolické kyseliny jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin:

e Hydroxybenzoové¢ kyseliny
e Hydroxyskoficové kyseliny

Jsou tedy odvozeny od kyseliny benzoové a kyseliny skoticové [25]. Derivaty kyseliny
hydroxybenzoové se vyznacuji svou typickou strukturou ve formé C6 — C1. Mezi tyto kyseliny
se fadi kyselina gallova nebo p-hydroxybenzoova, Derivaty kyseliny hydroxyskotficové jsou
aromatické slouceniny s tii uhlikatym bo¢nim fetézcem. Jejich struktura je tedy ve tvaru C6 —
C3. Do této skupiny se fadi kyselina kavova, ferulova, p-kumarova a sinapova. Tyto kyseliny
jsou nejcastéji vadzané esterovou vazbou na strukturni ¢asti bunécéné stény, jako jsou celuldza,
hemicelulozy, lignin a proteiny [23, 25, 26]. Vazané fenolické sloucCeniny maji vétsi
antioxidac¢ni kapacitu, jelikoZ prochazi hornim gastrointestinadlnim traktem spolu s materialy
bunécéné stény a jsou absorbovany krevni plazmou v prib&hu traveni stfevni mikroflérou [25].

Tyto sekundarni metabolity jsou rostlinou vyrabény na ochranu pted UV zafenim, hmyzem,
viry a bakteriemi. Nékteré druhy rostlin vyvijeji fenolické kyseliny k potlaceni rlstu jinych

rostlin, jedna se naptiklad o kyselinu kdvovou a ferulovou.

Fenolické kyseliny se syntetizuji ze Sikimatové drahy L-fenylalaninu nebo L-tyrosinu [25].
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Kyselina ferulova

Kyselina ferulova se nejvice vyskytuje v semenech a listech rostlin. Nachazi se jak ve své volné
formé¢, tak kovalentné konjugovana s polysacharidy rostlinnych bunécnych stén, glykoproteiny,
polyaminy, ligninem a hydroxymastnymi kyselinami. Jeji tvorba probiha Sikimatovou drahou,
kterd za¢ina aminokyselinami, L-fenylalaninem a L-tyrosinem.

Je to antioxidant s velice silnou biologickou aktivitou. Kromé toho, Ze ma antialergické,
protikarcinogenni, protizanétlivé, antimikrobialni a antiviralni ucinky se vyuziva i v mnoha
jinych odvétvich naptiklad pii konzervaci potravin jako zesitovaci €inidlo, fotoprotektant
v opalovacich krémech a pletovych vodach nebo v pekdrenském primyslu. V mnoha zemich
bylo pouziti kyseliny ferulové jako potravinaiské ptisady schvéaleno, protoze u¢inn¢ odstraniuje
superoxidovy aniontovy radikal a inhibuje peroxidaci lipidi.

Co se tyka kosmetiky, tak tvorba reaktivniho kysliku je hlavni pfi¢inou poskozeni klize.
Béhem expozice zafeni foton interaguje s kyselinou trans-urokanovou v kiizi a vytvari
singletovy kyslik, ktery muize aktivovat celou kaskddu volnych radikélii kysliku oxidaci
bilkovin nukleovych kyselin a lipidl, coz vede ke zménam fotosyntézy a rakoviné kuze.
Kyselina ferulova siln¢ absorbuje UV zéfeni, je podobna tyrosinu a predpoklada se, ze inhibuje
tvorbu melaninu prostfednictvim kompetitivni inhibice tyrosinu. Poskytuje zna¢nou ochranu
pokozce pfed UVB a UV zarenim. Pouziva se samotnd nebo v kombinaci s vitaminem E a C,
¢imz se jeji ucinky nékolikrat znasobi [27].

Kyselina ferulova [28]
Kyselina kavova

Kyselina kavova je produkovana rostlinami a povazovana za farmakologicky bezpecnou
organickou  slouceninu s antikarcinogennimi,  antimikrobidlnimi,  protizanétlivymi,
antioxida¢nimi a imunomodulac¢nimi ucinky [29]. Je ziskana z fenylpropanoidu a je také
prekurzorem fenethylesteru, coz je sloucenina s potencidlem jako antidiabetikum a Cinidlo
chranici jatra. Jeji pfitomnost souvisi s vyskytem kyseliny chinové v kyselin¢ chlorogenové
nachazejici se v kavé.
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Antioxidac¢ni vlastnosti kyseliny kavové umoziuji jeji Siroké vyuziti v potravinaiském,
kosmetickém a lékatském primyslu. Pouziva se bud’ jako pfisada, kterd zabraniuje oxidaci
slozek v kosmetickych ptipravcich, nebo jako klicova slozka v nékterych jinych produktech,
kde je pfitomna jako volna kyselina nebo jako fenyl-ethylester.

Kyselinu kavovou lze ziskat také deesterifikaci kyseliny chlorogenové, pti ¢emz vznika
kyselina chinova jako vedlejsi produkt [30].

Kyselina kavova [31]
Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova byla izolované ze zelenych kavovych bobi, ale nachdzi se i u semen
a list mnoha rostlin. Je tepelné nestabilni a snadno se rozklada na kyselinu chinovou a kyselinu
kavovou [32].

Kyselina chlorogenova ptedstavuje 5-10 % kévovych zrn, coz je vEtsi mnozstvi nez
kofein (1-2 %). Siln¢ ovliviiuje chut’ kavy, jako jsou slang, sladké a kyselé chutg, které se méni
koncentraci. To je také povazovano za ptvod nepiijemné komplexni chuti nalezené po
prodlouzeni vatreni. Vytvoii zelenozluté slouceniny v ptitomnosti Fe (III) iontii a diky své
schopnosti zachytit radikaly se ocekéva antioxidacni aktivita [32].

Kyselina chlorogenova ma ¢etné u¢inky na zdravi. Bézn¢ se prodavaji dopliiky kyseliny
chlorogenové ve zdravotnictvi. Je povazovdna za antihypertenziva, ma antivirové
a antibakteridlni uc¢inky a mize snizit riziko rakoviny, srdecnich onemocnéni a diabetu 2.typu,
jelikoz zpomaluje uvolnovani glukézy do krevniho obéhu [33].

Diky své antioxida¢ni aktivit¢ se pouzivad v kosmetice, kde pomahd stimulovat
a obnovovat rovnovahu unavené pleti, vtélovych krémech pii vmasirovani do pokozky
uvolnuje prebyte¢nou tekutinu pod kiizi a zlepSuje cirkulaci. Ve spoluprici s kofeinem tonuje
plet a navozuje hladky a mladistvy vzhled [34].
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Kyselina chlorogenova [35]
Kyselina gallova

Kyselina gallovd neboli kyselina hydroxybenzoova je pfirodni antioxidant, oznaceny jako
GRAS (obecné uznavany jako bezpecny) [36, 37]. Nejvice se vyskytuje v ¢ervenych plodech,
¢erné fedkvicce a v cibuli, dilezitym zdrojem jsou také ¢ajové listky.

Bylo prokazano, Ze vykazuje biologickou aktivitu vcetné protirakovinnych latek.
Kyselina gallova indukuje apoptézu rakovinnych bunék cestami zprosttedkovanymi
mitochondriemi a vykazuje selektivni toxicitu pro rakovinné butiky bez poskozeni normalnich
buné¢k [38]. Kromé antioxidacnich a protinddorovych vlastnosti mé jesté vlastnosti antivirové,

rrrrr

antioxidant v potravinach, v kosmetice a ve farmaceutickém primyslu [37, 38].

V kosmetice byl Siroce pouzivan jako nahrazka hydrokortizonu u déti s atopickou
dermatitidou, pii hojeni ran, hyperpigmentaci a byly u néj prokdzany velmi dobré uc¢inky proti
starnuti pokozky. U citlivych jedincti miize zptsobit alergii [37].

0o
H
Kyselina gallova [39]
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2.2.9.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou vSudypfitomnou skupinou pfirozené¢ se vyskytujicich polyfenolickych
sloucenin [40]. Obsahuji v molekule dva benzenové kruhy spojené tfiuhlikatym fetézcem
v usporadani C6-C3-C6. Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny
2H - chromenu substituovaného v poloze C-2 fenylovou skupinou, ktery se nazyva flavan
a strukturu flavanu tvoii dvé benzenova jadra spojena heterocyklickym pyranem.

Podle stupné oxidace C3 ftetézce a jeho substituce rozeznavame zékladni struktury
flavonoidi:

e Leukoanthokyanidiny
e Katechiny

e Flavanony

e Flavanonoly

e Flavony

e Flavonoly

e Anthokyanidiny

Ze strukturné pifibuznych sloucenin, u kterych jsou dva kruhy spojeny alifatickym C3
fetézcem nebo fetézcem, ktery je Castecné soucasti uranového cyklu, se dle rozeznavaji:

e Chalkony
e Dihydrochalkony
e Aurony

Méné bézné substituenty 2H-chromenu v poloze C-3 fenylovou skupinou se nazyvaji
isoflavonoidy a pokud je spojeni v poloze C-4, jsou slouceniny odvozené od neoflavanu
a nazyvaji se neoflavonoidy [16].

Bylo zjisténo vice nez 8000 sloucenin s flavonoidni strukturou, z nichz mnohé jsou
odpovédné za atraktivni barvy kvétin, ovoce a listii. V rostlinach poskytuji tyto slouceniny
ochranu proti ultrafialovému zafeni, patogenim a byloZraveim [40]. Nejvice rozSifené
v ptirod¢ jsou flavonoly [16].

Flavonoidy maji velmi silné antioxidac¢ni, antibakterialni, antivirové, protizanétlivé ucinky
a pomahaji pii kardiovaskularnim onemocnéni [40].

Rutin

Rutin je flavonolovy glykosid obsahujici kvercetin a disacharidovou rutindzu (ramnoézu
a glukézu). Nachdzi se v mnoha rostlinach, ovoci a zelening. Nejbohat§im zdrojem rutinu je
pohanka. Jeho barva je svétle zluta a je malo rozpustny ve vodé [41].
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jako je zelezo, ¢imz snizuje Fentonovou reakci, pii které vznikaji Skodlivé kyslikové radikaly.
Také stabilizuje vitamin C a chrani jej proti degradaci. Proto je vyhodné uzivat vitamin C
spole¢n¢ s rutinem [41].

Rutin se také pouzivad k oSetfeni pokozky trpici na popraskané Zzilky, jelikoZz jeho

nedostatek popraskané zilky zptisobuje. Rutin podporuje tvorbu elastinu v cévach a plisobi proti
jejich lomivosti. Najdeme ho také v riznych potravinach a doplicich stravy [42].
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2.3 Struktura pokozky

Kize je dllezity organ, ktery piisobi jako prvni obranna linie naSeho tcéla proti bakteriim
a virim. Zdrava kaze také udrzuje optimalni hladinu vody a pomaha regulovat télesnou teplotu.
Je vysoce citliva a registruje i ten nejjemnéjsi dotek €1 bolest. Je to nas nejvetsi a nejviditelnési
organ s plochou téméf 2 m? a tvoii skoro Sestinu nasi télesné hmotnosti [44]. NeporusSena kiize
je u vSech savct zékladni podminkou Zivota. Jeji propustnost pro latky z vnéjsku i z vnittku
organismu je omezena a piisné regulovana [45].

2.3.1 Struktura pokozky
Kuze je ménici se, dynamicky orgén, ktery se sklada ze tii hlavnich funk¢nich vrstev [44].

Rozeznavame zevni Cast sloZzenou z fady bunécénych vrstev, kterou oznacujeme jako
pokozku — epidermis. Pod pokoZzkou je vazivova ¢ast klize, oznacovand jako Skdra — dermis,
ktera byva jako prvni postizena procesem starnuti a je podkladem projevi, které druhotné
postihuji pokozku, a tim 1 jeji zevni vzhled. Nejhlubsi casti kize je podkozni vazivo —
hypodermis zprostifedkujici spojeni kiize s povazkami svalll nebo s okostici [45].

Kazda z téchto vrstev se sklada z nékolika dil¢ich vrstev a kozni ptivésky jako jsou
folikuly a mazové a potni zlazy také hraji v jeji celkové funkci svou roli [44].

wytisténf potni 2182y
— linie
povrchovy film nnmprvé,ﬂ?

Obrazek 4 Struktura kiize [45]
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2.3.1.1 Epidermis

Epidermis je nejvrchnéjsi vrstva, kterou mizeme vidét a dotknout se ji. Chrani pied toxiny,
bakteriemi a ztratou vody. Je slozena z 5 vrstev keratinocyt. Tyto buiiky, vyprodukované
v nejspodnéjsi bazalni vrstve epidermis, se posouvaji smérem k povrchu ktize. Pti tom dozravaji
a prochéazeji fadou zmén. Tento proces, ktery je zndm jako keratinizace (nebo rohovéni),
odliSuje jednotlivé podvrstvy [44].

e Bazalni vrstva — stratum basale

Posledni tzv. zakladni vrstva je tvofena jednou vrstvou cylindrickych bunék umisténych na
zvInéné bazalni membrané oddélujici pokozku od skary. Tyto bunky obsahuji jadro a veskeré
organely, mitoticky se déli a slouzi jako zadsobarna pro postupné odristajici a dozravajici bunky
hornich ¢asti pokozky [46].

e Vrstva ostnitych buniek — stratum spinosum

Vrstva ostnitych bunék je tvorena 4—8 vrstvami polygondlnich bun¢k navzajem spojenych
bunéénymi mustky. Tyto buiiky obsahuji jadra a veskeré bunécné organely. V prostoru mezi
bunikami cirkuluje tkanovy mok [46].

e Vrstva zrnitych buiiek — stratum granulosum

Zde zacina proces keratinizace. Bunky produkuji tvrdé granularni struktury a pfi vyzravani
smérem k povrchu se tyto granule preménuji na keratin a epidermalni lipidy [44].

Obsahuje 1-2 vrstvy plochych buné€k, obsahujici plocha jadra vyplnéna zrny keratohyalinu,
prekurzoru keratinu [46].

e Vrstva jasnych bunék — stratum lucidium
Bezjaderné bunky jsou pevné stlaceny k sob¢ a zplostény [44, 46].
e Rohova vrstva — stratum corneum

Horni vrstva epidermis se podle télesné partie, v niz se nachazi, sklada v primeéru z ptiblizné
20 vrstev zplostélych, odumielych bun¢k vyplnénych keratinem.

Mezi nimi se nachazi mezibunéénd hmota, skladajici se z 9 typli ceramidi (45 az
50 % hmoty), cholesterolu (25 % hmoty), volnych mastnych kyselin (10—15 % hmoty) a dalSich
latek, z nichz nejdulezité;si je cholesterol sulfat.

V dolni ¢asti je rohova vrstva kompaktni, v horni ¢asti dochdzi k odlupovani rohovych
bunék, jez se stavaji soucasti kyselého filmu na povrchu ktize [46]. V rohové vrstvé se také
nachazeji pory potnich zlaz a usti mazovych zlaz [44].
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Obrazek 5 Struktura epidermisu [44]

2.3.1.2 Dermis

Dermis hraje kliCovou roli v ochrané téla pred vnéjSimi vlivy a drazdivymi latkami, stejné jako
ve vyzivovani epidermis.

Hlavni stavebni slozky dermis jsou kolagen, elastin a pojivova vldkna. Tato vlakna jsou
obklopena gelovitou hmotou s obsahem kyseliny hyaluronové, kterd ma vysokou schopnost
vazat vodu a poméaha udrzet objem kize.

V ptipadé, Ze dojde k poskozeni klize, obsahuje pojivova vlakna, jako jsou fibroblasty
a mastocyty, které hoji rany. Také je bohatd na krevni vlase€nice, které vyzivuji epidermis
a odstranuji Skodlivé latky. V dermis se také nachazi mazové a potni zlazy. Tekutiny
vyluované témito zldzami vytvari hydrolipidicky film. Krom¢ mazovych a potnich zlaz,
dermis obsahuje také lymfatické cévy, smyslové receptory a vlasové kotinky [44].

B
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Obrazek 6 Struktura dermisu [44]
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2.3.1.3 Hypodermis

Nejspodnéjsi vrstva kiize uchovava energii a zaroven pusobi jako tlumic ndrazii a izolace téla.
Sklada se prevazné z tukovych bunék — adipocytt, které jsou shluklé do tukovych polstark,
specialnich kolagennich vlaken, tvoficimi septa nebo hranice, dale volna a houbovita pojivova
vlakna, ktera drzi pohromad¢ tukové buiiky a v neposledni fad¢ obsahuje krevni cévy [44].

2.3.1.4 Hydrolipidicky film

Je vytvaren produkty mazovych zlaz, potnich zl4z i olupujicim a rozpadajicim se povrchem
rohové vrstvy a tvoii tak specifické hrani¢ni prostiedi. Hodnota pH tohoto filmu se udava mezi
4,5 az 5,5 a tfebaze nema na celém téle stejnou kvalitu, ma mnohostranny vyznam [45].
Obsahuje aminokyseliny, volné mastné kyseliny, kyselé produkty latkové vymény vcetné
kyseliny mlééné kyselinu pyrolidin-karboxylovou a jiné ptfirozené hydratacni faktory, které
jsou prevazn¢ vedlejsi produkty procesu keratinizace [44, 45]. Pro vysoky obsah lipidi se tento
film oznacuje jako lipidovy [45].

Optimalni kyselost kozniho povrchu by méla odpovidat izoelektrickému bodu rohoviny
tvorici zevni vrstvu pokozky. Vedle miry kyselosti je vzajemnou souhrou sekrece mazovych
a potnich zlaz a produkty rohovéni vysledkem i komplex latek oznacovany jako hydratacni
faktor, cozZ je komplex udrzujici v pokozce optimalni mnozstvi vody [45].

Ochrana pred
- « Skodlivymi latkami

T 4 Hydrolipidicky film
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Obrazek 7 Struktura kiize, hydrolipidicky film [44]
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2.3.2 Transdermalni absorpce

Z pohledu vstupu chemickych latek do organismu je dilezity rozdil mezi charakterem
hydrofobni rohové vrstvy a charakterem ostatnich vrstev pokozky, jez jsou hydrofilni. Hlavni
bariérou proti pruniku latek z prostfedi do organismu transdermalni cestou je rohovéa vrstva.

Chemické latky mohou pronikat do organismu transcelularni cestou, intercelularni
cestou, vlasovymi folikuly, mazovymi zldzami a vyvody potnich zlaz. VétSina latek prochazi
intercelularni cestou pfenosu, tj. mezibunéénymi prostory, a mensi mnozstvi latek prochazi
trancelulérni, tj. ptes téla bunék rohové vrstvy (korneocytll) a bun€k zbyvajicich vrstev pokozky
(keratinocytt).

Prunik latek kazi je obvykle povazovan za proces pasivni difuze. N&kteti autoii se
domnivaji, Ze se kromé& pasivni difuze uplatiiuje i vliv nasavani latky, vyvolany pod tlakem
vznikajicim pfi odvadéni tkanové tekutiny a krve ze skary. Z tohoto diivodu byla vyvinuta
varianta experimentalniho testovani absorpce latek na perfundovaném kousku ktize.

Nejlepsi variantou pro testovani transdermalni absorpce chemickych latek pies absorpéni
membranu in vitro je lidské kiize. Alternativou ke ktzi lidské je kiize praseci, ktera je lidské
ktze velmi blizk4 svoji anatomii, fyziologii a chemickym slozenim. Nejcastéji se odebira ze
zad, bokd, biicha nebo usniho boltce [46].

2.3.3 Prostup fenolickych latek kazi

Propustnost sloucenin skrze kizi zavisi na biologickych faktorech (vek, stav kulze,
kardiovaskularni funkce a metabolismus), ddle na rozd€lovacim koeficientu mezi stratum
corneum a transportérem a v neposledni fad¢ na lipofilnosti, velikosti molekuly, polarité
a zatiZeni.

Propustnost fenolické slouCeniny zavisi na podtiidé fenolickych sloucenin, ke kterym
prislusna sloucenina patii, na molekularni velikosti, struktufe a na tom, zda se vyskytuje
v glykosidové nebo aglykonové forme.

Jelikoz ktize pisobi jako bariéra, vétSina u¢innych latek dodavanych lokalné na kizi ma
nizkou pfirozenou propustnost. Aby se zvysila propustnost aktivnich sloucenin, bylo pouzito
fady fyzikalnich metod (tj. okluzivni obvazy, elektroporace a dal$i) a chemickych metod
(v€etn€ pfidani chemickych sloucenin, které interaguji se slozkami kize, které zplsobuji
reverzibilni modifikace naruseni funkce bariéry a vedouci ke zvySeni jeji propustnosti).

Zlepseni lokalni absorpce lze zlepsit nove vyvinutymi enkapsula¢nimi ptistupy, jako jsou
lyposomy, nanoemulze, mikroemulze a dalsi [47].
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2.4 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

HPLC byla nejprve vyuzivana na odd¢€leni rostlinnych pigmentii, nicméné od té doby se stala
dilezitou sou¢asti mnoha pramyslovych odvétvi. HPLC se vyuziva ve farmaceutickém vyvoji,
k ¢isténi sloucenin, na kontrolu kvality, potravin, 1€kt nebo Skodlivych latek a v neposledni
fad¢ je také spolehlivym zptsobem identifikace sloucenin [48].

2.4.1 Historie HPLC

Historie HPLC zacala na pocatku 20. stoleti v roce 1903. Pravé tehdy objevil rusky botanik
Michail Csvét novy zplisob separace rostlinnych pigmentd.

Oddgélil rostlinné pigmenty sklenénou trubickou naplnénou praskovou kiemelinou, ktera
fungovala jako pivodni stacionarni faze. Na rozdil od soucasnych metod HPLC, Tsvet
neposilal slouCeniny pies stacionarni fazi. Tato ¢asna forma chromatografie pouZzivala pouze
gravitaci, aby pomohla sloucenindm prochazet ptes stacionarni fazi.

Kazdy oddéleny pigment mél také jinou barvu, coz je diivod, pro¢ Csvét pojmenoval tuto
techniku chromatografii, protoZe "chroma" znamena barvu.

Ve Cctyticatych letech Archer Martin a Richard Synge vyvinuli novy pfistup
k chromatografii, ktery namisto jedné pouzil dvé kapalné faze. To pomohlo oddélit slouc¢eniny
s riiznymi rozdélovacimi koeficienty a poloZzilo zaklady pro vyvoj vysoce vykonné kapalinové
chromatografie.

Béhem sedmdesatych let minulého stoleti byly vyvinuty Cerpadla, které pomahaji
vytlacovat kapalnou fazi a slouceniny do stacionarni faze [48].

Obrazek 8 Historicky pristroj pro kapalinovou chromatografii [49]
2.4.2 Princip HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se fadi mezi analytické separa¢ni metody a vyuziva
se k separaci Siroké Skaly analyti. Béhem analyzy dochézi k distribuci analytu mezi mobilni
a stacionarni fazi. Cas straveny v jedné nebo druhé fazi zavisi na afinit¢ analytu k dané fazi.
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Cim delsi &as stravi analyt ve stacionarni nepohyblivé fazi, tim pozdé&ji je eluovan. Latky
s nulovou afinitou ke stacionarni fazi nejsou v chromatografické koloné zadrzovany a jsou
eluovany v tzv. ,mrtvém objemu®. Naopak latky s vysokou afinitou vici stacionarni fazi jsou
v koloné zadrzovany dlouho a v nékterych piipadech nejsou z kolony eluovany. Hlavnim
hnacim mechanismem separac¢niho procesu je opakovana adsorpce analytu na rozhrani obou
fazi [50].

Separace a eluce jednotlivych slozek smési je ovlivnéna jak povahou stacionarni faze,
tak povahou mobilni faze. Eluce mize byt bud’ provedena mobilni fazi o konstantnim slozeni
pii pouziti isokratické eluce nebo mobilni fazi o zvysujici se elucni sile pti gradientové eluci,
kdy je slozeni mobilni faze programoveé ménéno béhem eluce ve prospéch silngjsi elucni slozky.
Isokratickd eluce je vhodna, maji-li latky podobné fyzikalné-chemické vlastnosti. Gradientova
je vhodna naopak pro latky, které maji vyrazné rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti [51].

Separované zony analyt vychazejici z kolony jsou zaznamenany pii prachodu
detektorem a signal je pfeveden do podoby chromatografického zaznamu, neboli
chromatogramu. Chromatograficky zdznam je charakteristicky kfivkami gausovského tvaru,
které jsou nazyvany piky, neboli elu¢ni kiivky.

2.4.2.1 Staciondrni faze

Staciondrni fadze funguje jako nepohybliva slozka chromatografického systému. Stacionarni
fazi mize byt tuha latka nebo film kapaliny zakotveny nebo chemicky navdzany na tuhou
matrici, kterd je navdzana na nosic. Jako nosic se nejcastéji pouziva silikagel, jehoz povrchové
hydroxylové skupiny se modifikuji ptislusnou chemickou reakei s vhodnymi organickymi
slouceninami (ligandem), na jejichz charakteru zavisi selektivita ptipravené faze [51].

Roz¢lenéni stacionarnich fazi v HPLC neni v souc¢asné dob¢ snadné. Nejstarsi ¢lenéni je
podle jejich skupenstvi na tuhé a kapalné, dal$im logickym ¢lenénim je ¢lenéni na faze polarni,
nepolarni a amfoterni [51].

Stacionarni faize mohou byt také rozclenény podle chromatografického modu, ktery
je pouZit pro separaci na:

e Normalni

Staciondrni faze je polarni a nejvétsi retenci (vysokou afinitu) k nim maji polarni analyty. Jako
mobilni faze se zde vyuzivaji rozpoustédla jako je hexan, heptan, isooktan v kombinaci
s isopropanolem, ethyl-acetatem nebo chloroformem [52].

e Reverzni

Na nepolarni stacionarni fazi (napf. na oktadecylovaném silikagelu) je chovani analytd je
opacné vzhledem k chovani na silikagelu. Jako mobilni faze se pouziva smés polarnich
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rozpoustédel, napiiklad voda-metanol, voda-acetonitril, voda-isopropylalkohol. Vodna slozka
muze obsahovat rozpusténou latku, naptiklad stl nebo kyselinu [52].

e Jonexy

e HILIC
Separace vyuzivaji vodné roztoky organickych rozpoustédlech jako mobilni fazi spolecné
s vice polérni fazi stacionarni.

e HIC
Separace je zaloZena na interakci nepoldrni stacionarni fdze a hydrofobnich ¢ésti analytu.

Dale jsou stacionarni faze rozdéleny podle jejich chemického sloZeni na:

e Anorganické oxidy, mezi které patii silikagel, oxid zirkonicity, hlinity a titanicity)
e Chemicky vazané faze na bazi silikagelu

e Polymerni

e Hybridni

2.4.2.2 Mobilni faze

Mobilni fazi je kapalina, kterd je kolonou protlatovana pomoci vysokotlaké pumpy za
vysokého tlaku. Mobilni fazi miize byt voda, vodny roztok anorganické ¢i organické soli,
kyseliny, pufr ¢i smés vody/vodného roztoku a/nebo organickych rozpoustédel. Ve specialnich
ptipadech se pfidavaji do mobilni faze modifikatory, napiiklad pro chirdlni separace c¢i
micelarni chromatografii [S0].

2.4.3 Instrumentace HPLC

Mobilni faze je vedena ptes zatizeni pro ddvkovani vzorku do chromatografické kolony, ktera
je ptimo spojena s detektorem, za n¢jz mize byt pti vystupu zatrazen jesté sbéra¢ jednotlivych
frakei [51].
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Obrazek 9 Schéma HPLC [53]
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Kapalinovy chromatogram se sklada z téchto ¢asti:
e zaFizeni pro uchovani a transport mobilni faze (vysokotlaké ¢erpadlo)
e zarizeni pro davkovani vzorku
e zatizeni pro separaci latek (chromatograficka kolona, termostat kolony)

e zarizeni pro detekci latek, popF. sbérac frakei [50]
2.4.3.1 Transport mobilni faze

Do této c¢asti chromatografu mohou byt zafazeny zasobniky mobilni faze, odplynovac,
vysokotlaké Cerpadlo, tlumic pulsti a sméSovace mobilnich fazi.

V zésobniku mobilni faze jsou umistény specialni filtry pro zachyceni suspendovanych
castic pred vstupem do HPLC systému. Zasobniky musi byt uzavieny tak, aby jeji pary
neunikaly do okolni atmosféry, a také aby nebyla kontaminovana z okolniho prostfedi. Spoje
zasobniku mobilni faze s odplynovacem, sméSovaCem a vysokotlakym cerpadlem jsou
zhotoveny vétSinou z teflonu nebo z nerez oceli [51].

Odplynéni mobilni faze

Mobilni faze musi byt odplynovand hlavné proto, aby pii zméné tlaku na vystupu
z chromatografické kolony nebo i v kolon¢ nedochazelo k uvoliiovani bublinek rozpusténych
plynt.

Odplynéni mobilni faze je jednim ze zasadnich zptsobli eliminace problému jako jsou:

e Nestabilita zakladni linie a tim 1 sniZeni citlivosti detekce
e Neopakujici se retencni casy

e Spatna opakovatelnost davkovaného obejmu vzorku

e Nestabilita provozu ¢erpadel

Plyny rozpusténé v mobilni fazi maji vliv na funkci vysokotlakého Cerpadla, kdy dochazi
k uvoliiovani bublin v sacich ventilech a k zavzdusnéni hlavy pumpy. Pritok mobilni faze pak
neni bezpulsni a opakovatelny a diisledkem je kolisani tlaku v systému.

V soucasné dobé jsou pouzivany dva principy odplynéni mobilni faze, a to probublavani
heliem nebo vakuovy degaser. Pouziva se také kombinace vakuového odplynéni a ultrazvuku
[51].

Vysokotlaké ¢erpadlo

Cerpadlo musi zajistit stabilni a bezpulsni pritok mobilni faze. Materialy, ze kterych jsou
Cerpadla vyrobena, by méla byt z nerezovych materidlti, pfipadné ze specialnich plasti, aby
nedochazelo k poSkozeni pfi pouziti agresivnich mobilnich fazi. Tlaky na vystupu z ¢erpadel
se mohou pohybovat v rozmezi 1-100 MPa [51].
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RozliSujeme nékolik konstrukénich typa ¢erpadel:
e Pneumaticka ¢erpadla

Pneumaticka cerpadla patifi mezi Cerpadla pracujici za konstantniho tlaku. Sila potiebna
k pohybu kapaliny je vyvolana tlakem plynu, ktery ptisobi na stladitelny zdsobnik mobilni faze
pfes pist ¢i membranu. Regulace pratoku mobilni faze je mozna zménou tlaku plynu.

Tato ¢erpadla jsou vhodna pouze pro techniku SEC (size exlusion chromatography).
e Cerpadla injekéniho typu

Tlak na pist v téchto Cerpadlech je vyvijen specidlnim krokovym elektromotorem. Pist je
s elektromotorem propojen tdhlem se zavitem a prevodovkou, kterd zajistuje rychly zpétny
chod pistu pfi plnéni pracovniho valce mobilni fazi.

Jejich nevyhodou je jimi limitovany objem mobilni fize dany objemem pracovniho
valce, a dale Cas potiebny k dosazeni stabilniho pratoku mobilni faze.

e Pistova Cerpadla

Konstrukce pistovych ¢erpadel je takova, aby byl mrtvy objem cerpadla, co nejmensi. Pro tato
Cerpadla je typicka pulsni charakteristika a objemového priitoku v zavislosti na Case.

Vyhodou pistovych cerpadel je neomezené davkovani mobilni fize na kolonu bez
preruseni toku. V disledku malého vnitiniho objemu lze mobilni fazi v Cerpadle snadno
vymenit. Nevyhodou je kolisani tlaku mobilni faze s ¢asem tak, jak se stfida saci a vytlacna
faze.

e Membranova Cerpadla

Tento typ Cerpadla je podobny jako pistové Cerpadlo, avSak v hlavé ¢erpadla je membrana, ktera
zajistuje styk hydraulické kapaliny, kterou je nejcastéji olej, s mobilni fazi.

Nevyhodou membranového cerpadla oproti pistovym Cerpadlim je vétsi mrtvy objem.
e Dvoupistova ¢erpadla zapojena do série

U tohoto Cerpadla je kazdy pist pohanén svym vlastnim krokovym motorem. Diky tomu jsou
oba dva pisty na sob¢ navzdjem nezavislé [51].

2.4.3.2 Davkovani vzorku

Uginnost chromatografického procesu je do jisté miry zavisla i na davkovani vzorku na
chromatografickou kolonu. Pfi nedokonalém davkovani muze dochazet k vyznamnému
rozmyvani piki vlivem mimokolonového ptispévku davkovaciho zatfizeni, zejména pii pouziti
mikrokolon, kapilarnich kolon a kratkych kolon.
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Vysokotlaké davkovaci ventily

Davkovaci vysokotlaké ventily umoziuji davkovat i pii tlaku 60 az 80 MPa a to bud’ konstantni
objem vnitiniho prostoru ventilu (obr.¢.15 B) nebo pfi zafazeni davkovaci smycky objem
smycky (obr.¢.15 A).

Dostupné davkovace maji rizné objemy davkovacich smycek od 0,2 pul do 2 000 pl
a mohou byt ovladané elektricky nebo pneumaticky [51]. Davkova¢ ma dvé polohy, pokud je
smycka plnéna, tak mobilni faze je vedena ze zasobni lahve pfimo na kolonu. Ve druhé,
davkovaci poloze ventilu je vzorek mobilni fazi vyplachnut ze smycky do kolony a v ni
separovan [54].
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Obrazek 10 Davkovaci smycka, kde P — cerpadlo, C — kolona, W — odpad a S —vzorek [51]
Automatické davkovace (autosamplery)

Autosamplery jsou automatické systémy davkovani vzorkid. Vialky, malé nadobky
s analyzovanymi vzorky, jsou umistény v termostatovaném prostoru. Z vialek jsou malé
objemy vzorku davkovany na kolonu. Davkuje se bud’ ddvkovaci smyckou s fixnim objemem
nebo mikrostiikackou [54].

2.4.3.3 Chromatograficka kolona

Chromatografickd kolona je v podstaté trubka nebo kapilara rovnomérné naplnéna nebo
pokryta stacionarni fazi. P1ast’ kolony ma za kol drzet pohromad¢ stacionarni fazi, pficemz
plast’ kolony musi byt chemicky inertni, musi odolavat pomérné vysokym tlakiim a vnitini
povrch plasté kolony musi byt dostatecné hladky. Nejvice pouzivany materidl k vyrobé kolon
je nerezova ocel, ktera je vysoce antikorozivni.

Kazda kolona je slozena ze dvou ¢asti — vlastni télo kolony, kterym je v podstaté rovna
trubice s hladkym vnitinim povrchem, a koncovka kolony. Koncovka musi zajistit t€snost
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systému v oblasti tlakli pouzivanych v HPLC, distribuovat mobilni fazi i analyt vzdy
rovnomérné pies cely priifez chromatografického loze a zadrzovat napln kolony.

Vlastni klasicka HPLC kolona se sklada z kovového plasté (1), ktery je uzavien porézni
kovovou fritou (2), ktera zabranuje uvoliiovani stacionarni faze (3) z kolony a soucasné
umoznuje plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonéeny ochrannym krouzkem
(4) a koncovou hlavici (5), ve které je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6) [51].

Obrazek 11 Chromatograficka kolona [51]

Ke spojeni kolony sdavkovacem a detektorem jsou pouzivany kovové nebo
polyethererketonové (PEEK) kapilary a hydraulické spojky [51].

2.4.3.4 Detektory

Detektory jsou umistény na konci kolony a analyzuji efluent. Detektory zaznamenavaji rozdil
mezi pruchodem Cisté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluovanou slozku celou detektoru.

Detektory se nejcastéji déli na detektory koncentracni a hmotnostni. Koncentra¢ni
detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky v efluentu dm/dV nezavisle na
piivodu slozky do detektoru. Hmotnostni detektory reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky
v efluentu dm/dt do detektoru.

Me¢teny signal je riznym zpiisobem ovlivnén objemovou rychlosti toku mobilni faze celou
detektoru, teplotou, napetim v siti nebo necistotami v mobilni fazi. Obecné se t€émto chybam
fika nahodny $um. Sum na zakladni linii je tedy kratkodoba zména zakladni linie zptisobena
zménou elektrického signalu. Je to faktor, ktery limituje citlivost detektoru. Vyska jednoznaéné

detekovatelného piku musi byt dvojnasobek Sumu zakladni linie. Ke kvalitativnimu urceni se
obvykle poklada vyska piku (mez detekce) trojnasobku Sumu a ke kvantitativnimu stanoveni
musi byt vySka piku desetindsobek Sumu. Méfeny signal se sklada z uzite¢ného, koncentraci
analytu podminéného signalu a z poruch, které jsou zplisobeny nahodnymi nebo soustavnymi
vlivy v pfenosovém signalu [51].
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Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zafeni v oblasti vinovych
délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZeno na Lambert-Beeroveé zakoné,
ktery vyjadiuje vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy, koncentraci absorbujici
slozky a vlastni velikosti absorpce, vyjadienou jako absorbance.

Podle konstruk¢niho usporddani mohou spektrofotometrické detektory byt rozdéleny na
Ctyfi typy:

e Detektory s diodovym polem

e Detektory s fixni vinovou délkou

e Detektory s ménitelnou vinovou délkou

e Detektory s programovatelnou vinovou délkou

V soucasné dobé je nejvice vyuzivan detektor s diodovym polem. Tento typ mize snimat
celé UV-VIS spektrum v redlném case bez pieruSeni chromatografické separace. Zaieni ze
zdroje po prichodu mérnou celou detektoru je spektralné rozkladano holografickou mftizkou,
takze na kazdou z fotodiod dopada zafivy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci analytu.
Nastaveny vysek spektralniho rozsahu, piipadné cely rozsah je ukladan v pocitaci.
Chromatografickou separaci je mozno sledovat na obrazovce piijedné nebo né€kolika zvolenych
vinovych délkach. Separovany analyt je mozno identifikovat podle jeho spektra, které je
ulozeno v knihovné spekter, v kombinaci s retencnim ¢asem standardu.

Na nasledujicim obrazku 12 je uveden jednoduchy nakres detektoru s diodovym polem.

J T
7

Obrazek 12 Schéma detektoru s diodovym polem. [1] deuteriova vybojka, [2] Stérbina, [3] cocka, [4]
clona, [5] prutokova Z-cela detektoru, [6] konkavni holograficka mrizka, [7] diodové pole
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Pristroje

Spektrofotometr Helios Gamma & Delta Spectronic Unicam, USA
Analytické vahy A&D Instruments LTD, HR-120-EC, Japonsko

Mikropipety Biohit a Thermo Scientific, USA

magnetické michadlo FISHER

chladni¢ka Liebherr, Ceska republika

Ptistroj na ipravu vody PURELAB® Classic ELGA, Velké Britanie

Ultrazvukova lazen Kraintek, Slovensko

Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-10AD, Japonsko

o
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o

©)

(@]

o

o

termostat kolony, Shimadzu Column oven CT-10A

DAD detektor, Shimadzu DAD SPD-M10AVP

cerpadlo, Shimadzu Pump GT-104

fidici jednotka, Shimadzu Comunication bus module CBM-10A

degasser, Shimadzu FCV-10AL

ptedkolona MetaGuard 4,6 mm Polaris 5U, C18-A, Labicom s.r.0.

kolona Supelcosil LC-18-DB o rozmérech 250 x 4,6 mm

Filtr sttikackovy VWR Nylon 0,45 pm, 25 mm
Rotacni vakuova odparka IKA® WERKE RV 06, Némecko
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3.1.2 Chemikalie

e Uhli¢itan sodny bezvody, Lachema, Ceska republika

¢ Folin-Ciocaltauovo ¢inidlo, Sigma-Aldrich, USA

e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich, USA

e Kyselina chlorogenova, Sigma Aldrich, India

e Kyselina trans-ferulova > 99 %, Sigma-Aldrich, USA

e Kyselina kdvova > 98 %, Sigma-Aldrich, USA

e Rutin hydrat > 94 %, Sigma-Aldrich, USA

e Chlorid sodny min. 99,5% LACH-NER, Cesk4 republika
e Methanol, LiChrosolv®, Némecko

e Kyselina mravenéi, LACH:NER, Ceska republika

3.1.3 Pomiicky a dalsi prisluSenstvi

e SuSené bezové kvéty z biosadu

e Sitko

e Franzova cela SES, Analysesysteme GmbH, Némecko

e Syntetické membrany (0,23 pm, 0,40 um) Pragopor 8; Pragochema, CR
e Jehly Santiago

e Injekéni stiikacky Chirana, CR, 5 ml

e Skalpel

e Veprové ucho

3.2 Analyzované vzorky

Kvéty bezu ¢erného pochézely z bioprodukce druzstva Agrofrukt Hustopece a byly sbirany
v Cervnu 2018. Byly to tzv. druhé a tieti kvéty, tzn. rozkvétajici az v pozdéjSich terminech, kdy
vétSina kvétenstvi jiz obsahuje zelené zarodky plodi. Ponechanim druhych a tretich kvét na
stromku se oslabuje primarni vynos bezinek.

Sesbiran¢ druhé a tieti kvéty byly ususeny v susirné 1€civych bylin za teplot, které neptekrocily
40°C. Sbirdna a suSena byla celd kvétenstvi, tj. péticetné vrcholi¢naté laty. Takto pfipravena
droga byla pouzita k vétSiné experimentl. Pro specialni experiment byly pouZzity pouze
vybirané suché kvéty bez stonkti.
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3.3 Ovéreni optimalnich podminek pro pfipravu extraktu z ¢erného bezu
3.3.1 Ovéreni navazky suSenych kvéta

Do ctyt kadinek bylo navazeno 15; 20; 25 a 30 g susenych bezovych kvéta, které byly prelity
200 ml vrouci vody. Zalité bezové kvéty byly extrahovany pfi laboratornich podminkach 10
minut. Extrakt byl pfecedén pfes sitko a poté prefiltrovan pies Biichnerovu nalevku za
snizeného tlaku.

3.3.2 Ovéreni extrakéni teploty vody

Do Sesti kadinek bylo navazeno 10 g susenych bezovych kvéta, které byly zality 100 ml vody
o rozdilné teplot¢, a to 50; 60; 70; 80; 90 a 100 °C. Zalité bezové kvéty byly extrahovany pii
laboratornich podminkach 10 minut. Extrakt byl pfecedén pfes sitko a ndsledné prefiltrovan
pies Biichnerovu nalevku za snizeného tlaku.

3.3.3 Priprava extraktu z ruznych ¢asti kvétenstvi

Do ¢tyt kddinek bylo navézeno 10 g susené¢ho bezu v rizném poméru z hlediska ¢asti rostliny,
a to pouze kvéty, kvéty spolu se stonky, pouze stonky a kvéty v Cajovém sacku. Zality byly 100
ml vrouci vody a nésledné byly extrahovany pii laboratornich podminkach 10 minut. Extrakt
byl pfecedén pres sitko a poté piefiltrovan pies Biichnerovu nalevku za snizeného tlaku.

3.3.4 Priprava zahusténého extraktu

Extrakt z bezovych kvétt byl zahust'ovan vakuovou odparkou. Cilem bylo odpafit cca polovinu
vody.

U extraktu byl zméten objem, poté byl nalit do banky s kulatym dnem a se zabrusem.
Nasledné byla banka nasazena na zabrusové hrdlo vakuové odparky. Byla spusténa vyvéva,
voda tekouci do chladi¢e a pomoci ventilu byl pfistroj odvzdusnén. Zaroven bylo zapnuto
zahtivani vody v hrnci. Banka byla do ptlky ponofena do vodni 14zné a bylo spusténo otaceni
hlavy s bafikou. Béhem odpatovani byla kontrolovana teplota vodni ldzn¢ a v pfipad¢ silného
varu bylo zafizeni kratce zavzdusnéno.

Po skonceni odpafovani bylo pomoci ventilu zafizeni zavzdusnéno a byly vypnuty
piivody vody. Koncentrat i kondenzat byly po zméfeni v odmémém valci prelity do
ptipravenych nadob pro nasledné analyzy.

3.4 Stanoveni celkovych polyfenolu spektrofotometricky
Nejprve bylo ptipraveno desetkrat ziedéné Folin—Cioacaltauovo ¢inidlo tak, ze 10 ml ¢inidla
bylo doplnéno destilovanou vodou do 100 ml odmérné banky. Nasledné byl pfipraven nasyceny

roztok uhli¢itanu sodného tak, Ze bylo rozpusténo 7,5 g uhlic¢itanu sodného ve 100 ml
destilované vody.
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Zasobni standardni roztok kyseliny gallové o koncentraci 102 mg-1"! byl pfipraven pro

kalibraci. Jeho postupnym fedénim pak byla sestavena kalibra¢ni fada v rozmezi od 0,1- 1 mg-1I-
1

Postup pro pfipravu kalibracnich roztokd i métenych redlnych vzorkt byl stejny: Do
zkumavek bylo pipetovano 1 ml destilované vody, 1 ml Folin—Cioacaltauova ¢inidla a 100 pl
kalibra¢niho roztoku nebo méteného vzorku. Pripravené roztoky byly protfepany a nechany pét
minut stat pfi laboratorni teploté. Po péti minutach byl pfidan 1,0 ml nasyceného roztoku
uhli¢itanu sodného a obsah byl opét promichan. Po 15 minutach byla zmétena absorbance pfi
vlnové délce 750 nm. Jako blank byla vyuzita destilovana voda. Kazdy vzorek byl prométen
tiikrat. Poté byla vypoctena prumérné hodnota.

Z regresni rovnice kalibracni kiivky kyseliny gallové byl vypocitdn obsah celkovych
fenolickych latek, ktery byl vynasoben faktorem fedéni a piepocitan na g/l.

3.5 Priprava roztoki standardi
Standardni roztok kyseliny chlorogenové:

Roztok kyseliny chlorogenové o koncentraci 0,1 g/l byl pfipraven rozpusténim 0,01 g kyseliny
chlorogenové v destilované vodé, nasledné byl kvantitativné pifeveden do 100ml odmérné
banky a doplnén po rysku destilovanou vodou.

Standardni roztok kyseliny ferulové:

Roztok kyseliny ferulové o koncentraci 0,1 g/l byl pfipraven rozpusténim 0,01 g kyseliny
ferulové v destilované vodé¢, nasledné byl kvantitativné pfeveden do 100ml odmérné banky
a doplnén po rysku destilovanou vodou.

Standardni roztok kyseliny kavové:

Roztok kyseliny kdvové o koncentraci 0,1 g/l byl ptipraven rozpusSténim 0,01 g kyseliny kavoveé
v destilované vodé¢, nasledné byl kvantitativné pireveden do 100ml odmérné banky a doplnén
po rysku destilovanou vodou.

Smésny standardni roztok kyselin ferulové, chlorogenové a kavové:

Tento smésny standardni roztok byl pfipraven smichanim vyse uvedenych tfi standardnich
roztokll kyselin v poméru 1:1: 1.

Standardni roztok rutinu:

Roztok rutinu o koncentraci 0,05 g/I byl ptipraven rozpusténim 0,005 g v mobilni fazi,
kvantitativné byl pieveden do 100ml odmérné banky a doplnén po rysku mobilni fazi.
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3.6 Difuzni cely

3.6.1 Priprava zasobniho roztoku chloridu sodného

Pro ptipravu fyziologického roztoku o koncentraci 0,15 M bylo rozpusténo 0,88 g NaCl ve
100 ml deionizované vody. Tento roztok byl pouzit jako akceptorova tekutina ve Franzovych
celach a na kazdé méteni byl pfipraven Cerstvy.

3.6.2 Priprava koZnich membran

Pro testy in vitro na Franzovych celach byly pouzity koZzni membrany z vepfovych usi. Vepiové
usi byly ziskdny od firmy Jatky Pohotelice, spol. s r.o. sidlici na adrese Brnénska 287,
Pohotelice 691 23. Praseci usi byly tepelné neoSetieny, netetovany a neporuseny.

Obrazek 13 Veprové ucho

Ucho bylo sefiznuto ruéné pomoci skalpelu, byla odd€lena tukova tkan a chrupavka tak, aby
byla ziskdna co nejrovnéjsi a nejdokonalej$i membrana se zachovanym epidermis a dermis.
Membrany byly Cerstvé, maximalné¢ do dvou dnti od pordzky. Usi byly omyty destilovanou
vodou a osuSeny buni¢inou. Nebyly odchlupeny, aby byla co nejvérnéji napodobena lidska
pokozka, na které se ochlupeni také nachazi.

Obrdzek 14 Membrana z veprového ucha
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3.6.3 Sestaveni mérici aparatury (Franzovy cely)

Studium in vitro prostupnosti zvolenych latek pies kiizi bylo realizovano prostfednictvim
Franzovych difuznich cel, tedy vertikalnich difuznich cel. K dispozici byly 2 tyto aparatury.

Nejdiive byly sty¢né plochy horni (donorové) a dolni (receptorové) natfeny inertni
silikonovou pastou na zabrusy, aby testovand membréana dobie piilé¢hala. Poté bylo do dolni
komory vlozeno magnetické michadlo a mezi obé komory vlozena membrana. Ob¢é komory
byly k sobé opatrné ptichyceny svorkou, aby nadavkovany vzorek nevytekl skrze Spatné
pfichycenou membranu. Takto vytvofena aparatura byla polozena na magnetickou michacku.
Pomoci dlouhé injekéni jehly byla naplnéna dolni komora 20 ml 0,15 M fyziologického
roztoku. Dlouhou jehlu bylo tfeba prostréit az doprostied dolni komory a poté ji pomalu celou
naplnit tak, aby se t€sné¢ pod membranou nevytvotily Zadné bublinky, které by mohly ovlivnit
prostup dané latky.

N

Obrazek 15 Sestavena aparatura Franzovy cely s membranou z veprového ucha

Do horni komory takto pfipravené aparatury bylo davkovano asi 5 ml vzorku. Postupné
byl testovan prostup kyselin ferulové, chlorogenové a kavové Jelikoz fenolické latky na
vzduchu velmi rychle oxiduji, byl zvolen experiment s tzv. nekone¢nym davkovanim, proto na
zavér po nadavkovani vzorku byla horni komora piekryta parafilmem a hlinikovou folii.
Vsechny experimenty probihaly za laboratorni teploty a vSechny experimenty byly provedeny
tiikrat.

3.6.4 Davkovani a odbér vzorkii z/do difuzni cely

S vyuzitim Franzovy cely byly postupné testovany tyto vzorky: standardni smés
uvedenych 3 kyselin v poméru v poméru 1:1:1, extrakt z bezovych kvéti a zakoncentrovany
extrakt z bezovych kvéti. Extrakty byly pfipraveny za optimalnich podminek, coz znamena, Ze
10 g kvéth bylo pielito 100 ml vody a ponechdano 10 minut extrahovat pifi laboratornich
podminkach. Nésledné byl extrakt pfecedén pies sitko a poté piefiltrovan ptes Biichnerovu
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nalevku za sniZzeného tlaku. Zakoncentrovany extakt byl pfipraven na vakuové odparce podle
postupu uvedeného v kapitole 3.3.4

Vzorky byly odebirany z dolni komory Francovy cely pomoci dlouh¢ jehly, ktera byla
prostr¢ena az doprostied objemu komory. Odebirani probéhlo vzdy celkem 4krat: po
30 minutach, po 1 hoding, po 2 hodinach a po 24 hodinach. Odebrano bylo asi 1 ml vzorku,
ktery byl umistén do nddobky Eppendorf a nésledné analyzovan na HPLC. Objem roztoku
odebrany z dolni komory byl doplnén Cerstvym fyziologickym roztokem opét pomoci dlouhé
jehly.

45



3.7 Analyza HPLC

K identifikaci a kvantitativnimu stanoveni fenolickych latek v extraktech byla vyuzita metoda
HPLC, pfesnéji kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-10A a k detekci byl pouzit pfipojeny
DAD detektor Shimadzu. Separace analyti probihala na kolon¢ Kinetex EVO C18,
o rozmérech 250 x 4,6 mm, o velikosti ¢astic sorbentu 5 pm. VSechny analyzy byly sledovany
pfi vlnové délce 360 nm. Jako mobilni fdze byla vyuzita smés methanol : voda : kyselina
mravenci a separace probihala izokratickou eluci. Priitok eluentu byl nastaven na 0,5 ml/min,
teplota na kolon¢ byla 27 °C a velikost smy¢ky pro manudlni ddvkovani vzorkt byla 5 pl.

Pro pfipravu mobilnich fazi byla pouzita voda ¢isténd pro HPLC, methanol a jako
modifikator kyselina mravenci. Po smichédni vSech slozek v pfislusnych pomérech byla mobilni
faze odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut. Mobilnich fazi bylo vyzkouSeno n¢kolik,
slozeni vychozi a vysledné je uvedeno nize.

1. MF : H,O : CH;0H : HCOOH v poméru 50 : 45 : 5
2. MF : H,O : CH;0H : HCOOH v poméru 62 : 33 : 5

Kazdy vzorek byl pfed naddvkovanim piefiltrovan pres 0,45 pm mikrofiltr a tiikrat
prométen. Analyza trvala u vSech méfeni 15-20 minut. Nasledné¢ byly z chromatogramt
odecitany plochy a vysky pikll v reten¢nich Casech odpovidajicich sledovanym analytim.

Ve vzorcich byla zkoumana pfitomnost a kvantita kyselin ferulové, chlorogenové a
kavové. Prométeny byly standardni roztoky jednotlivych kyselin a rutinu, ndsledné¢ smés
kyselin v poméru 1:1:1. Dale byly analyzovany tyto redlné vzorky: extrakty z kvétl, extrakt
z kvéti spolu se stonky, pouze ze stonkll, zakoncentrovaného extraktu z kvét a vSech odbért
z Francovych cel.

Standardni roztoky jednotlivych kyselin (viz kapitola 3.5) slouzily pro ovéfeni retenénich
castli a ke stanoveni koncentraci 3 studovanych kyselin v extraktech. Kvantifikace byla pocitana
metodou nejbliz§iho vhodného standardu.

Analyza kazdého standardu i extraktu byla zméfena vzdy tfikrat a z t€chto hodnot byl
vypocitan primeér.
3.8 Zpracovani namérenych dat

Nameétfend data byla zpracovana programem Microsoft Excel. Z naméfenych hodnot byl
vypo&itan primér, pouzitim funkce PRUMER. U fenolickych kyselin byla z vysledki méfeni
vypoctena smeérodatna odchylka pouzitim funkce SMODCH, ktera byla pomoci funkce
CONFIDENCE rozsitena pro interval spolehlivosti 95 %. Tato hodnota nejistoty méfeni byla
s prumérnou hodnotou uvedena ve vysledcich.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Ovéreni optimalnich podminek pro pripravu extraktu z ¢erného bezu

Tato diplomova prace navazuje na praci Ing. Sabiny Kriizové, kterd se tematikou extrakce
bezovych kvétl zabyvala v predchazejicim roce.

Prvni usek experimentalni ¢asti této diplomové prace zahrnuje ovéfeni postupu pro
piipravu extraktu z kvétii ¢erného bezu. Optimalizovanym postupem byly dale ptipraveny
extrakty z raznych Casti kvétenstvi bezu Cern¢ho, aby bylo mozno posoudit, jak ovliviiuje
kvalitu extrakti rizny pomér kvéti a stonkd.

Kvalita  vSech pfipravovanych extraktii byla posuzovana na  zékladé
spektrofotometrického stanoveni obsahu celkovych fenolickych slouc¢enin Folin-
Ciocaltauovym ¢inidlem.

Jako extrakéni Cinidlo byla pouzita vyhradné voda, jakozto nejlevnéjsi rozpoustédlo
a zaroven 1 kvili tomu, ze vysledny extrakt ma slouzit jako ptidavek do koupele a voda je pro
tento piipad ideélni.

4.1.1 Sestrojeni kalibracni rady pro stanoveni celkovych polyfenoli

Pro kvantitativni stanoveni obsahu polyfenoli v bezovych extraktech Folin-Ciocaltauovym
¢inidlem byla pfipravena kalibra¢ni fada kyseliny gallové, u které byl spektrofotometricky
méien obsah polyfenold. Priprava kalibrace je uvedena v experimentalni ¢asti v kapitole 3.4 a
hodnoty priimérnych absorbanci spolu s chybou jsou uvedeny v tabulce 3. Grafické znazornéni
zavislosti absorbance na koncentraci s regresni rovnici ukazuje obrazek 16.

Tabulka 3 Namérenda absorbance kalibracni rady v zavislosti na koncentraci

Koncentrace Primérna
kyseliny gallové absorbance Chyba
[mg/1]
102 0,289 +0,019
200 0,592 + 0,031
306 0,861 + 0,041
408 1,119 + 0,099
526 1,394 +0,124
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Obrazek 16 Kalibracni Fada kyseliny gallové — graf zavislosti absorbance na koncentraci

Z obrazku 16 lze vidét, Ze zavislost je v méfeném rozsahu linedrni.

4.1.2 Ovéreni navazky suSenych kvéta

Byly pfipraveny extrakty o navazce 15; 20; 25 a 30 g, které byly zality 200 ml vody. Piesny
postup extrakce je uveden v kapitole 3.3.1. Extrakt byl od kazdé navazky piipraven 3krat a
3krat v ném bylo stanoveno mnozstvi fenolickych latek Folin - Ciocalteuovou metodou. Kvili
vysokym hodnotdm absorbance bylo nutno kazdy vzorek 20krat fedit. Nasledné byl ze vSech
hodnot pro jednotlivé extrakty vytvofen primér absorbance a vypocitdn obsah polyfenola
v mg/ml spolu s chybou méteni. Obsah polyfenoli byl vypocitin na ziklad¢ kalibracni

zévislosti kyseliny gallové a vyjadien jako ekvivalent této kyseliny.

Vypocitané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4 a grafické zndzornéni zavislosti obsahu

polyfenolll na navazce je uvedeno na obrazku 17.

Tabulka 4 Vypoctené hodnoty obsahu polyfenolii v extraktech o riizné navazce kvéti

Optimalizace navazky
Navazka Prl‘imvérnvé %bsorbance 20x% Obsah polyfenolu Chyba
Ig] zredéného vzorku [mg/ml]
15 0,254 1,546 +0,035
20 0,538 3,733 + 0,057
25 0,281 1,754 +0,014
30 0,278 1,733 +0,033




Optimalizace navazky
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Obrazek 17 Graf zavislosti obsahu polyfenolii na navazce susenych kvetu

Nejvyssi podil polyfenold je obsaZen v extraktu, ktery s 20 g suSenych kvét ve 200 ml
vody. Nejmensi obsah polyfenolit méa navazka 15 g ve 200 ml vody, coz je logické, protoze
suSenych kvétil je tu nejméné. Extrakt s navazkou 30 g susenych kvétt ve 200 ml extrakéni
vody, vSak neobsahuje nejvice polyfenold. Tento jev je pravdépodobné spojen s tim, Ze ackoliv
je kvéth nejvice, tak vody je pro tohle mnozstvi malo a vSechny kvéty nebyly dostatecné
extrahované.

Co se tyké barvy extrakti, tak se zvySujici se navazkou extrakt tmavne a jeho viiné se
stava nepiijemnou. Extrakt s navazkou 20 g ve 200 ml je vzhledem, viini i obsahem fenolickych
latek nejlepSim extraktem v tomto ovéteni. Barevné rozdily v extraktech 1ze vidét na obrazku
18.

I5g 20g 25¢g 30g

Obrazek 18 Rozdily v barvé u riiznych navazek ze susenych kvétu cerného bezu
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4.1.3 Ovéreni teploty vody

Byly vytvoteny extrakty o navazce 10 g, které byly zality 100 ml vody o rozdilné teploté a to
50; 60; 70; 80; 90 a 100 °C. Pfesny postup extrakce je uveden v kapitole 3.3.2.

Od kazdé¢ teploty byly pfipraveny 3 extrakty a 3krat v nich bylo stanoveno mnozstvi
fenolickych latek Folin-Ciocalteuovou metodou. Kviili vysokym hodnotam absorbance bylo
nutno kazdy vzorek 20krat fedit. Nasledné byl ze v§ech hodnot pro jednotlivé extrakty vytvoren
prumér absorbance a vypocitan obsah polyfenoli v mg/ml spolu s chybou métfeni. Obsah
polyfenolli byl vypocitan na zakladé kalibracni zavislosti kyseliny gallové a vyjadien jako
ekvivalent této kyseliny.

Vypocitané hodnoty jsou uvedeny spolu s chybou méteni v tabulce 5 a graficka zavislost
obsahu polyfenolil na teploté extrak¢ni vody je zndzornéna na obrazku 19.

Tabulka 5 Vypoctené hodnoty obsahu polyfenolu v extraktech pvi riiznych teplotach

Optimalizace teploty

Teplota Prﬁmvérnfl a,bsorbance 20x Obsah polyfenolu Chyba

[°C] ziredéného vzorku [mg/ml]
50 0,169 0,891 + 0,033
60 0,254 1,547 +0,078
70 0,215 1,249 +0,015
80 0,268 1,656 + 0,028
90 0,424 2,856 +0,058
100 0,506 3,487 +0,014

Optimalizace teploty

Obsah polyfenolti [mg/ml]

100 90 80 70 60 50
Teplota [°C]

Obrazek 19 Graf zavislosti obsahu polyfenolii na teploté extrakcni vody

Nejvyssi obsah polyfenolii byl naméfen v extraktu extrahovaném vodou pii teploté

cwwvr

nasSich vysledkl zvySovat spolu se zvysujici se teplotou extrakéniho rozpoustédla.
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Jelikoz byl kazdy vzorek nejprve ruéné vymackan a poté prefiltrovan, tak je mozné, ze
vychylka u vzorku extrahovaném pii teplot¢ 60 °C byla zplsobena mnohem vétSim
vymackanim kvétl, nez bylo u ostatnich vzorkii. V obsahu polyfenolickych kyselin hraje také
velkou roli pomér kvéta a stonkt.

100 °C 90 °C 80 °C 70 °C 60 °C 50°C

Obrazek 20 Rozdily v barvé podle riizné teploty extrakéniho rozpoustédia

Co se tyka barvy, tak se zvysujici se teplotou barva extraktu svétla, coz je vzhledové Zadouci.
Ztrata barev je pravdépodobn¢ zptisobena rozkladem barviv pii zvySujicich se teplotach, jelikoz
barviva nejsou termostabilni.

Nejlépe tedy vysel vzorek extrahovany pii 100 °C. Tento extrakt mél nejvétsi obsah
polyfenolickych latek a vzhledové byl také nejlepsi.

4.1.4 Extrakt z ruznych ¢asti kvétenstvi

Tento experiment byl vytvofen, aby se zjistilo, jak moc dulezité je slozeni smési, z hlediska
poméru kvétil a stonkdl, pfipravenych na extrakci. K extrakci se berou celé kvétni laty, v nichz
malé vahové procento tvoifi samotné kvitky a podstatné vétsi vahové procento tvori kvétni
stopky. Odstraniovani téchto stopek je casoveé narocné.

Byly ptipraveny extrakty o rizném poméru kvitkii ¢erného bezu a stonkti cerného bezu.
Tyto extrakty jiz byly pfipraveny optimalizovanym postupem podle kapitol 3.3.3 a 3.3.4.
Celkem byly testovany 4 typy extraktli, od kazdého typu 3 vzorky, a jesté extrakt z kvéth
vakuoveé zahustény. Pro stanoveni obsahu polyfenold v jednotlivych extraktech bylo nutno
véechny vzorky fedit podle potieby. Redéni je uvedeno v tabulce 6. Obsah polyfenoli v mg/ml
véetné chyby méfeni byl vypocitan na zéklad¢ kalibra¢ni zavislosti kyseliny gallové a vyjadren
jako ekvivalent této kyseliny.

Vypocitané hodnoty jsou uvedeny i s chybou méfeni v tabulce 6 a grafickd zavislost
obsahu polyfenoll na typu extraktu je zndzornéna na obrazku 21.
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Tabulka 6 Vypoctené hodnoty obsahu polyfenoli v extraktech o riizném poméru stonkii a kvétii

Porovnani ruznych typi extrakti

Typ extraktu Primérna absorbance 20 x | Obsah polyfenolii Chyba
ziredéného vzorku [mg/ml]

Kvéty 0,488 3,344 +0,017

Kvéty v ¢ajovém sacku 0,520 3,595 + 0,061

Kvéty spolu se stonky 0,353 2,308 | +0,040
10 x ziedény vzorek

Stonky 0,315 1,008 +0,011
30 x zi‘edény vzorek

Zahustény extrakt z kvéti 0,909 3,820 +0,016

Obsah polyfenold [mg/ml]

4.5

3.5

2.5

1.5

0.5

Porovnani extraktl o rzném pomeéru stonk( a kvét(

Kvéty

Kvéty spolu se Kvéty v ¢ajovém Stonky

stonky sacku

Typ extraktu

Zahustény

extrakt

Obrazek 21 Graficka zavislost obsahu polyfenolii na typu extraktu

Nejvice fenolickych latek bylo zjisténo v zahusténém extraktu nasledované extraktem

z kvéti a kvéti v Cajovém sacku, z cehoz se potvrdilo, ze kvéty obsahuji nejvice fenolickych
latek. Nejméné fenolickych latek obsahuje naopak extrakt ze stonktll. Srovnani extraktu kvéta

a kvétl v gaze bylo jen zkuSebni, kviili moznému zjednoduseni extrakce ve velkém provozu.

Oba dva roztoky byly vsak velmi dobie vymackany a maji uplné stejné hodnoty. Z tohoto
divodu extrakt kvétl v gaze nebyl bran do dalSich analyz a srovnani, jakozto zcela totozny

s extraktem z kvéta.

Co se tyka barvy a viing€ extraktd, tak se zvySujicim se mnoZstvim stonki se extrakt stava

svétlejSim, vzhledoveé nevyhovujicim a jeho ving ztraci intenzitu. Zahustény extrakt z kveéta

vyrazné¢ ztmavnul a jeho barva také neni idedlni, ovSem na vuni to vliv nema, jen je vice

intenzivni.
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Kvéty v gaze Kvéty Stonky + kvéty Stonky Zahustény extrakt z kvétd

Obrazek 22 Rozdily v barvé v extraktii s riiznym podilem stonku

4.2 Analyza HPLC

V extraktech ¢erného bezu byly zkoumany fenolické kyseliny. Jmenovité to byla kyselina
chlorogenova, kavova a ferulova. Tyto fenolické latky byly vybrany na zaklad¢ pozitivnich
vysledkii diplomové prace Ing. Zuzany Skubalové. I kdyZ je z fenolickych antioxidantt
v ¢erném bezu nejvice zastoupen rutin, ten testovan nebyl. Jeho prostupnost pokozkou je velmi
nizka a extrakt by se mél vyuzivat v lazenstvi, kde je penetrace latek zasadni.

Nejprve bylo tfeba upravit separacni systém pro déleni uvedenych 3 kyselin. Funk¢nost
optimalizovaného systému byla otestovana na standardech téchto kyselin a na standardu rutinu.
Posledné jmenovana sloucenina slouzila pouze k identifikaci vyznamného piku, ktery se
objevoval prakticky ve vSech extraktech.

Dale byly zanalyzovany redlné roztoky: extrakt z kvétd, zahuStény extrakt z kvétd,
extrakt kveéth spolu se stonky a extrakt pouze ze stonkl. VSechny extrakty byly pfipraveny za
vypracovanych optimalnich podminek uvedenych v kapitolach 3.3.3 a 3.3.4.

Ke kvantifikaci sledovanych fenolickych kyselin byla pouZita metoda nejbliz§iho
kalibra¢niho standardu.

4.2.1 Uprava separa¢niho systému

Jako vychozi mobilni faze byla vyuzita smés o sloZzeni 50 % deionizované vody, 45 %
methanolu a 5 % kyseliny mravenci. Tato faze se neosvédcila, nebot’ nedoslo k dostate¢nému
oddé¢leni piki.

Ve snaze o vylepseni se postupnym piiddvanim deionizované vody dosdhlo na vysledny
pomér 62 % deionizované vody, 33 % methanolu a 5 % kyseliny mravenc¢i. Tento pomér
rozpoustédel byl pro analyzu vyhovujici, piky byly zietelnéjsi a byly od sebe dostatecné
rozdeleny, i1 kdyz jejich tvar nebyl idealni. Chromatogram standardni smesi kyselin s finalni
mobilni f4zi 1ze videt na obrazku 23.
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Obrazek 24 Spektra studovanych kyselin
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Tabulka 7 Vypocet na nejblizsi kalibracni standard u kyseliny chlorogenové

Kyselina chlorogenova
Priamérny retencni ¢as
Koncentrace |Pramérna vyska piku Primérna plocha piku [min]
[g/1]
0,005 1176885 22786064 5,3
0,002 4115 54758 5,4
Tabulka 8 Vypocet na nejblizsi kalibracni standard u kyseliny kavove
Kyselina kavova
Pramérny retenéni ¢as
Koncentrace | Primérna vy$ka piku Prumérna plocha piku [min]
[g/]
0,019 228937 17101670 6,4
0,002 5104 82456 6,6

Tabulka 9 Vypocet na nejblizsi kalibracni standard u kyseliny ferulové

Kyselina ferulova

Primérny retencni ¢as
Koncentrace | Primérna vy$ka piku Prumérna plocha piku [min]
[gN]
0,012 450659 9663201 8,5
0,002 3343 79239 8,4

4.2.3 Analyza pripravenych extrakti

Byly proméfeny vSechny pfipravené extrakty, tj. extrakty z kvétl, z kvéta se stonky, pouze ze
stonktl a zahustény extrakt z kvéti. Extrakty byly pfipraveny dle optimalizovaného potupu, viz
kapitoly 3.3.3 a 3.3.4. U zahusténého extraktu z kvéti nasledné probéhlo zahusténi na vakuové
odparce.

Kazdy vzorek byl proméfen tfikrat a z hodnot byl vypocitan primér. Z naméfenych
kalibrac¢nich standardii byla vybrana koncentrace podobnéjsi vzorku a pomoci iumérnosti byl
vypocitan obsah fenolickych kyselin. Na vypocet byla pouzivana vyska piku.

Chromatogramy jednotlivych extraktl lze vidét v ptiloze 2, 3,4 a 5.
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Tabulka 10 Vypocitané obsahy fenolickych kyselin v riznych typech extraktu

Pramérna Retenéni | Priimérna Obsah ve
Typ extraktu Kyselina vy¥ka piku | €as [min] | plocha piku vzorku [g/1]
chlorogenova 1152134 4.7 21729430 0,0098
Extrakt z kvéti kavova 49489 6,3 844497 0,0008
ferulova 75428 8,3 1791553 0,0041
Extrakt z kvéta chlorogenova | 1752579 5,3 46477638 0,0086
zakoncentrovany |kivova 33538 6,4 2230938 0,0003
ferulova 213699 8,2 6672887 0,0068
Extrakt z kvéti se | chlorogenova | 657878 5,4 20364926 0,0056
stonky kavova 16682 6,5 946212 0,0003
ferulova 42839 8,8 1022489 0,0023
chlorogenova 332823 5.5 6731603 0,0028
Extrakt ze stonkd | kavova 6303 6,5 92053 0,0001
ferulova 3145 8,8 0,0002

Piky byly identifikovany podle reten¢nich Casti a jejich shody se standardy. Identifikace
malych nebo S$patné rozliSenych pikii byla potvrzena obohacenim vzorkd standardem
(tzv. spikovani), coz lze vidét v ptiloze 6 a 7.

Kyselina chlorogenova
0.0120

0.0100

0.0080
0.0060
0.0040
0.0020 .

0.0000

Obsah ve vzorku [g/]]

Extrakt z kvéta Extrakt z kvétd  Extrakt z kvéti se  Extrakt ze stonkt
zakoncentrovany stonky
Typ extraktu

Obrazek 25 Grafické znazornéni kyseliny chlorogenové ve vzorcich

Kyselina chlorogenova je nejvice zastoupena v extraktu zkvétl, nejméné naopak
v extraktu ze stonkli. Celkové je kyselina chlorogenova ve vSech extraktech obsazena
v nejvetsim mnozstvi, jelikoz kvety obsahuji této kyseliny nejvice. Zahustény extrakt z kvéth
pravdépodobné cast kyseliny chlorogenové ztratil, kdyz byla béhem odpafovani na odparce
vystavena teplu.
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Kyselina kavova

__0.0009

5, 0.0008

= 0.0007

< 0.0006
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> 0.0004

2 0.0003

2 0.0001

O

O  0.0000 -

Extrakt z kvétd  Extrakt z kvétd  Extrakt z kvéta se  Extrakt ze stonku

zakoncentrovany stonk
Typyextraktu Y

Obrazek 26 Grafické znazornéni obsahu kyseliny kavové ve vzorcich

Kyselina kavova se nejvice nachazi v extraktu z kvétl a nejméné opét v extraktu ze
stonkll. Zahustény extrakt z kvéti pravdépodobné ¢ast kyseliny kavové ztratil béhem
odpatrovani na odparce.

Kyselina ferulova

0.0080
= 0.0070
=2 0.0060
2 0.0050
S 0.0040
o 0.0030
= 0.0020
g 0.0010
2 0.0000

Extrakt z kvéta  Extrakt z kvétd Extrakt z kvétu se Extrakt ze stonku

zakoncentrovany stonky
Typ extraktu

Obrazek 27 Grafické zndzornéni obsahu kyseliny ferulové ve vzorcich

Nejvice kyseliny ferulové obsahuje zahustény extrakt z kvétd a nejméné extrakt ze
stonkll. Rozdily obsahu kyseliny ferulové mezi extraktem z kvétl a zahusténym extraktem
nejsou az tak velké. Z vysledkd je zfejmé, Ze oproti kyselin€ chlorogenové a kdvové, nepodléha
tak velkému rozkladu pti vysokeé teplotg, jiz byla vystavena béhem odpatovani na odparce.

Pii celkovém vyhodnoceni analyz vSech 4 pfipracenych extrakti tedy vychazi, ze
kyselina chlorogenova i kavova je nejvice obsazena v extraktu z kvéti. Kyselina ferulova je
nevice obsaZena v zahu$téném extraktu. Takze z vysledku je patrné, Ze kyselina chlorogenova
i kavova podléhaji tepelnému rozkladu a oxidaci snaze nez kyselina ferulova. Nejméné vSech
tti hledanych kyselin obsahuje extrakt ze stonkl. A z vysledki 1ze také vidét, Ze se zvySujicim
se mnoZstvim stonkil v extrakéni smési klesd hodnota vSech fenolicky latek.
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4.3 Difuzni cely

Studium transdermélni absorpce extrakti bezovych kvéth zahrnovalo ptipravu koznich
membran, sestaveni aparatury difuznich Franzovych cel a dale identifikaci a kvantifikaci 3
studovanych fenolickych kyselin odebranych z akceptorové tekutiny ze spodni ¢asti Franzovy
cely.

Po celou dobu prace byl dodrzovan postup popsany v kapitole 3.6. Bylo odebirano jen
tolik vzorku, aby neklesla hladina akceptorové kapaliny pod troven vnitiniho davkovaciho
otvoru. To by zpiisobilo vznik bublin a nasledn¢ zménilo prostup zkoumanych latek.

Na transdermalni absorpci byly pouzity: extrakt z kvéth a zahustény extrakt z kvéta
pfipraveny optimalizovanou extrakci dle kapitol 3.3.3. a 3.3.4, a standardni smés fenolickych
kyselin chlorogenové, kavové a ferulové v poméru 1:1:1.

Kazdy extrakt i standardni smés kyselin byla na Franzovu celu aplikovana ttikrat. Vzorky
byly odebirany ze spodni ¢asti Franzovy cely do nadobek Eppendorf (viz postup v kapitole
3.6.4). Kazdy z odebranych vzorkl byl 3x davkovan do chromatografu.

4.3.1 Priprava koZni membrany

Velmi dilezitou soucéasti pfi studiu transdermdlni absorpce je samotna pfiprava kozni
membrany. Na zdklad€ literarni reSerSe byla jako model lidské kiize pouzita prasec¢i kiize
z uniho boltce. Usi byly erstvé, nejvyse 2 dny od porazky, Cerstvost do dvou dnti by méla
zajistit ¢astecné zachovani enzymatického systému kiize.

Zpracovani ktize bylo realizovano ru¢né pomoci chirurgického skalpelu. Sefezavani bylo
zapocato u §picky ucha a nasledné byla sefiznuta celd ¢ast dané strany, aby byla odstranéna cela
tukova vrstva a nechan pouze epidermis a dermis. Tento postup se opakoval i1 z druhé strany
usniho boltce.

Bylo snahou ziskat vzdy stejnou tloustku membrany, avSak ru¢né toho bylo tézké
dosahnout. VZdy se liSila tloustka podkozniho tuku a tim i jeho mnoZstvi, které se nepodafilo
odstranit a ziistavalo na membranach pouzitych pii pokusech. Tloustka membrany byla vzdy
zkontrolovéana ru¢nim mikrometrem, ale nedatilo se pfipravit dvé membrany o stejné tloust'ce.

Ackoliv bylo ucho vzdy sefiznuto co nejpeclivéji, tak nékteré usi byly vice ¢i méné
prokrvené a na membranach zlstaly Zilky. Ty mohly byt pravdépodobnou pfi¢inou zkresleni u
nekterych analyz HPLC.
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4.3.2 Zavislost mnoZstvi absorbované litky na ¢ase pisobeni

Prostupnost fenolickych latek z extrakt pfes membranu byla zkoumana v zavislosti na Case
pusobeni. Kvantifikace proslych latek byla spocitana na zakladé vypoctu na nejblizsi kalibra¢ni
standard u jednotlivych zkoumanych fenolickych kyselin. Pfesny postup odebirani vzorku je
uveden v kapitole 3.6.4.

Experimentu byl podroben extrakt z kvétl, zahustény extrakt z kvétt a smeésny standardni
roztok kyselin chlorogenové, kdvové a ferulové v poméru 1:1:1.

Vzorky ze spodni komory Franzovy cely byly odebrany celkem 4; a to po pil hoding, po
hoding, po dvou hodinach a po 24 hodinach. Po del§im, nez 24hodinovém piisobeni vodného
roztoku na kozni membranu dochazi k jeji nadmérné hydrataci a k naruseni jeji integrity. Proto
extrakt z bezovych kvétii je zamyslen jako soucast lazeniské koupele, ktera trva piiblizné 20-30
minut.

Vsechny experimenty byly provedeny tfikrat a kazdy vzorek byl tiikrat prométen. Ze
vzorki byl vypocitdn pramér. Nekteré experimenty nebyly zahrnuty do priméru, jelikoz doslo
ke zkresleni jiz od prvniho odbéru.

4.3.2.1 Prostupnost smésného standardniho roztoku kyseliny chlorogenové, kdavové a
ferulové pies membrdanu

Pti méfeni prostupnosti smésného roztoku kyselin prosla vzdy pouze kyselina kavova. Jeji
mnozstvi ve fyziologickém roztoku s Casem roste. Kyselina chlorogenové a ferulova nebyly
vubec detekovany pomoci HPLC.

Tabulka 11 Vypoctené hodnoty prostupnosti fenolickych latek pres kozni membranu u smésného
roztoku kyselin

Smés kyselin
oy, oy, Obsah ve
Priumérny Primérna . e 1z
5 . retencni ¢as vy¥ka piku fyziologickém | Propustnost
Odbér | Typ kyseliny roztoku

[mg/1] [%]
30 minut 6,7 482 4,0E-06 0,57
1 hodina kavova 7,2 638 5,3E-06 0,76
2 hodiny 7,0 662 5,5E-06 0,79
24 hodin 6,8 748 6,2E-06 0,89
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Z divodu neprostupnosti 2 kyselin pies kozni membranu byl proveden experiment na
syntetickych membréanach o velikosti p6rt 0,23 um a 0,40 pm.

Tabulka 12 Vypoctené hodnoty prostupnosti fenolickych kyselin pres syntetickou membranu o velikosti
pori 0,40 um

Smés fenolickych kyselin pfes membranu o velikosti péra 0,40 pm po 30 min

Typ kyseliny Prumerlélzsretencnl Priimérna vyska piku Absorbce [%]

chlorogenova 5,2 3654 49
kavova 6,2 5170 6,1
ferulova 8,1 4255 6,7

Pfes membranu o velikosti 0,40 pm prostupovaly vSechny tfi fenolické kyseliny, nejvice
kyselina ferulova, nasledovana kyselinou kavovou a chlorogenovou.

Tabulka 13 Vypoctené hodnoty prostupnosti fenolickych kyselin pres syntetickou membranu o velikosti
0,23 um

Smés fenolickych kyselin pfes membranu o velikosti pora 0,23 pm po 30 min

Typ kyseliny Prumerlélzsretencm Primérna vyska piku Absorpce [%]

chlorogenova 5,3 1187 1,6
kavova 6,3 616 0,7
ferulova 8,6 376 0,6

U syntetické membrany o velikosti 0,23 um prostupovaly také vSechny kyseliny, ale uz
vyrazné v men$im mnozstvi, neZ tomu bylo u pfedchdzejici membrany. Nejvice prostupovala
opét kyselina ferulova, nasledovana kyselinou kavovou a chlorogenovou.

Chromatogramy smésného standardu kyselin prostupujiciho syntetickymi membranami
jsou uvedeny v piiloze 8 a 9.

Fenolické kyseliny pies syntetické membrany prochazely, coz prokazalo, ze chyba neni
v samotném smésném roztoku, ale pravdépodobné v pfipravé kozni membrany nebo chybou
Vv postupu.

4.3.2.2 Prostupnost extraktu 7 kvétii pies koZni membrdanu
Transdermalni absorpci byl podroben extrakt z kvéti pfipraveny optimalnim extrak¢énim
postupem. Procentudlni mnozstvi propusténych fenolickych kyselin 1ze vidét v tabulkach 14,

15 a 16. Chromatogramy kvétovych extrakti proslych kozni membranou do fyziologického
roztoku po pil hodin€ lze vidét v ptiloze 10 a po dvou hodinéach v piiloze 11.
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Tabulka 14 Propustnost kyseliny chlorogenové pres kozni membrdanu

Redlna vzorek
S oy, Obsah ve
Prumérny Primérna . e 1z
5 . retencni ¢as v§¥ka piku fyziologickém | Propustnost

Odbér Typ kyseliny roztoku [%]
[mg/1] [“o]
30 minut 5,9 5941 2,5E-05 0,26
1 hodina | chlorogenova 5,9 8654 3,7E-05 0,37
2 hodiny 5,9 12494 5,3E-05 0,54
24 hodin 5,9 542 2,3E-06 0,02

Extrakt z kvét cerného bezu obsahuje kyseliny chlorogenové nejvice, avSak propustnost
pies kozni membranu tu byla po 30 minutach nejmensi. S ¢asem se zvétSovalo jeji mnozstvi ve
fyziologickém roztoku. Po 24 hodinich nastal vyrazny pokles, coz je pravdépodobné
zpisobeno vyloucenou krvi z zilek praseciho ucha a naslednym zkreslenim analyzy.

Tabulka 15 Propustnost kyseliny kdvové pres kozni membranu

Redlna vzorek
oy, oy Obsah ve
Prumérny Prumérna . <1z
5 . retenéni &as vy¥ka piku fyziologickém Propustnost

Odbér Typ kyseliny roztoku [%]
30 minut 73 377 3,1E-06 0,39
1 hodina kavova 7,5 385 3,2E-06 0,40
2 hodiny 7,4 390 3,2E-06 0,40
24 hodin 0,0 0 0,0E+00 0,00

Kyselina kdvova pres kozni membranu prochézela, ale s Casem se jeji mnozstvi piili§
nemeénilo. Po 24 hodinach nebyly detekované zadné fenolické kyseliny, pravdépodobné
z diivodu zkresleni analyzy zptisobeném vyloucenou krvi ze zilek veptového ucha.

Tabulka 16 Propustnost kyseliny ferulové pres kozni membrdnu

Redlna vzorek
o v o v, Obsah ve
Primérny Priimérna . . s
« % y . fyziologickém | Propustnost
Odbér | Typ kyseliny | retencni€as | vyska piku roztoku (%]
30

minut ferulova 11,2 7365 2,0E-04 4,90
1 hodina 11,2 7519 2,1E-04 5,01
2 hodiny 11,2 7526 2,1E-04 5,01
24 hodin 0,0 0 0,0E+00 0,00
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Kyselina ferulova je v extraktu z kvéti ¢erného bezu druhd nejvice rozsifena a jeji
schopnost prostupovat kozni membranou je ze vSech kyselin nejlep$i. S Casem se jeji
prostoupené mnozstvi meénilo minimalné a po 24 hodinach nebylo detekovano nic stejné jako
u predeslych pripadu.

Prostupnost kyselin po 30 minutach
6.00
5.00
4.00
3.00

2.00

Propustnost [%]

1.00

0.00 — [

Kyselina Kyselina kavova Kyselina ferulova
chlorogenova Typ kyseliny

Obrdazek 28 Grafické znazornéni fenolickych kyselin ve fyziologickém roztoku po 30 minutdach
v extraktu z kvéti

Extrakt z kvétd ¢erného bezu by mél byt primarné urcen na koupele, kde kazda trva 20-
propustnost po 30 minutach byla detekovana. Nejvétsi u kyseliny ferulové, nejmensi u kyseliny
chlorogenové, ktera je paradoxn€ v extraktu obsaZena nejvice. V zavislosti na Case se
propustnost méné €i vice zvétSovala, v zZadném piipade se nezmensovala. Pouze po 24 hodinach
nebylo detekovano prevazné nic z divodu zkresleni analyzy.

4.3.2.3 Prostupnost zahusténého extraktu 7 kvétii pies membrdanu

Transdermalni absorpci byl podroben extrakt z kvétl vytvorenych za zjisténych optimalnich
podminek, coz znamena 10 g kvétd extrahovanych ve 100 ml vody o teploté 100 °C po dobu
10 minut. Nésledné byl piecedén pies sitko a poté prefiltrovan pfes Biichnerovu nalevku za
snizené¢ho tlaku. Tento extrakt byl nasledn¢ zahustén na vakuové odparce, presny postup je
uveden v kapitole 3.3.4. Procentudlni mnozstvi propusténych fenolickych kyselin lze vidét
v tabulkach 17; 18 a 19.

Tento experiment byl proveden kvili zji$téni, jak moc velky vliv ma vyssi koncentrace
extraktu na propustnost pies kozni membranu. Chromatogram zahusténého extraktu z kvéti
proslého kozni membranou do fyziologického roztoku po pil hodin€ lze vidét v ptiloze 12.
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Tabulka 17 Vypocitané hodnoty prostupu kyseliny chlorogenové pres kozni membranu

Realny vzorek odstiedény
oy, o v 4 Obsah ve
Primérny Priumérna . s
5 . retencni Cas vy¥ka piku fyziologickém Propustnost
Odbér Typ kyseliny roztoku [%o]
[mg/1]

30 minut 6,5 273 1,2E-06 0,005
1 hodina | chlorogenova 6,5 2580 1,1E-05 0,050
2 hodiny 5,8 3514 1,5E-05 0,068
24 hodin 5,7 564 2,4E-06 0,011

Kyselina chlorogenové byla ve fyziologickém roztoku detekovana, ale ve velmi malém

mnozstvi. S Casem se propustnost zvétSovala. Po 24 hodinach doslo k vyraznému poklesu, ktery
byl pravdépodobné zptisoben vyloucenou krvi z zZilek praseciho ucha a naslednym zkreslenim

analyzy.
Tabulka 18 Vypocitané hodnoty prostupu kyseliny kavové pres kozni membrdanu
Redlny vzorek odstiedény
oy, VPR Obsah ve
Primérny Primérna vySka tvziologickém
) retenéni ¢as piku yuolog Propustnost
Odbér Typ kyseliny roztoku [Y0]
30 minut 7,3 198 1,6E-06 0,205
1 hodina KAvova 7,5 237 2,0E-06 0,246
2 hodiny 7,1 298 2,5E-06 0,309
24 hodin 0,0 0 0,0E+00 0,000

Propustnost kyseliny kavové ptfes kozni membranu byla ze vSech kyselin u tohoto

extraktu nejlepsi. S Casem se zvétSovala, i1 pfesto, ze zakoncentrovany extrakt z kvétt obsahuje
nejméné prave kyseliny kavové. Po 24 hodinach opét nebylo detekovano nic z divodu zkresleni

analyzy.
Tabulka 19 Vypocitané hodnoty prostupu kyseliny ferulové pres kozni membranu
Realny vzorek odstiedény
o, o Obsah ve
Priumérny Priumérna fvziolosickém
. X retencni ¢as vySka piku y g Propustnost
Odbér | Typ kyseliny roztoku [%]
30 minut 11,1 111 3,0E-07 0,002
1 hodina . 11,2 156 4,3E-07 0,002
ferulova
2 hodiny 11,2 172 4,7E-07 0,003
24 hodin 0,0 0 0,0E+00 0,000
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Kyselina ferulova byla také ve fyziologickém roztoku detekovana, ale pouze ve velmi
malém mnozstvi, které se s Casem pfiili§ neménilo. Po 24 hodinach opét nebyly detekovany
zadné fenolickée kyseliny z diivodu zkresleni analyzy.

Propustnost fenolickcyh kyselin po 30 minutach

0.25
0.2
0.15

0.1

Propustnost [%]

0 -
Kyselina Kyselina kavova Kyselina ferulova

chlorogenova Fenolické kyseliny

Obrazek 29 Grafické znazornéni fenolickych kyselin ve fyziologickém roztoku po 30 minutach
v zakoncentrovaném extraktu z kveti

Jelikoz extrakt by mél byt primérné€ urcen na koupele, kde kazda trva 20-30 minut, je
byla, ale ve velmi malém az nepatrném mnozstvi. Kyselina kdvova vyrazné vyé¢nivala, coz je
patrné na grafickém znazornéni na obrazku 32. Nasledovaly kyselina chlorogenova a kavova.

Zakoncentrovany extrakt slouzil pfedev§im pro zjiSténi, jestli koncentrace extraktu
ovliviiuje propustnost pies kozni membranu. Bylo zjisténo, ze prili§ velkd koncentrace extraktu
pravdépodobné tuto membranu ucpava. Také je mozné, ze fenolické kyseliny se prichytavaji
na ochlupeni, a tim padem se zmenSuje mnoZzstvi fenolickych kyselin, které by mohly prochazet
do fyziologického roztoku. Nejpravdépodobnéjsi je kombinace obou moznych chyb. V kazdém
pripad¢, se zvysujici koncentraci se propustnost zhorsuje, jak je vidét na obrazku 33.

Srovnani propustnosti fenolickych kyselin po 30 minutach

4.5 B Zakoncentrovany extrakt z
4 kvétd erného bezu
35 M Extrakt z kvét( ¢erného bezu
X, 3
2 25
2 2
@
a 1.5
5 1
£ o5
0 I =
Kyselina chlorogenovd  Kyselina kavova = Kyselina ferulova

Fenolické kyseliny

Obrazek 30 Grafické zndazornéni propustnosti fenolickych kyselin u extraktu z kvétit a zahusteného
extraktu z kvetit po 30 minutach
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pripravit extrakt z kvéti ¢erného bezu, ktery si poneché co
nejvice biologicky aktivnich latek a jez mlze byt pouzit do lazenskych koupeli. Bylo nutno
najit zpusob, jak pripraveny extrakt co nejlépe a levné uchovat. V neposledni fade¢ se diplomova

prace zabyvala prostupem zvolenych fenolickych kyselin pokoZzkou metodou transdermalni
absorpce.

V teoretické ¢asti prace je popsano taxonomické zafazeni bezu Cerného, jeho stru¢na
botanicka charakteristika a jeho vyuziti. Pozornost je vénovana také ucinnym latkdm, v ném
obsazenym, ptedev§im fenolickym kyselindm, které maji blahodarné ucinky na pokoZzku.
Detailné je zde také popsana anatomie kize a problematika prostupu fenolickych kyselin
pokozkou. V zavéru této Casti zatazena kapitola vénovana popisu vysokoucinné kapalinové
chromatografie, jakozto pfistroji, ktery slouzil ke vét§in€ instrumentalnich analyz.

V experimentalni ¢asti bylo nejprve tieba ovéfit optimalni podminky ptipravy extraktu
z kvéta Cerného bezu, pii kterych se zachova co nejvice fenolickych kyselin. Celkové fenolické
kyseliny byly stanovovany spektrofotometricky pomoci Folin - Ciocaltauova Ccinidla.
Z experimentl vyplynuly jako nejlepsi tyto podminky extrakce:

Teplota extrak¢niho rozpoustédla (voda): 100 °C
Pomeér navazky: objemu extrakéniho rozpoustédla (voda): 1:10 (m/V)
Extrakéni doba: 10 minut

Nésledné bylo zkoumano, jak velky vliv na kvalitu pfipravovaného extraktu ma podil
stopek z kvétni laty. Za vySe uvedenych optimalnich podminek byly pfipraveny extrakty, ve
kterych byl rizny pomér kvitkli a stopek. Podle pfedpokladi bylo zjisténo, ze nejvice
fenolickych kyselin obsahuje extrakt pouze z kvitki, 3,35 mg kyselin v 1 ml. Extrakt ptipraveny
jenom ze stopek kvétnich lat obsahoval fenolickych kyselin nejméné, a to 1 mg-ml-!. Extrakt
ptipraveny z kvétil se stopkami tak, jak byly natrhdny a usuSeny, aniz byly aspon ¢asti stopek
odstranény, obsahovala 2,3 mg/ml fenolickych kyselin. To znaci, Ze ptfitomnost neodstranénych
stopek ma velky vliv na snizeni obsahu fenolickych kyselin v extraktu. M¢lo by se tedy
v provozu dbat na to, aby se co nejvice snizil jejich obsah ve finalni smési pouzité k extrakci.

V ptipravenych extraktech byly nasledn¢ stanoveny jiz konkrétni fenolické latky,
jmenovité kyselina chlorogenova, kdvova a ferulova. K analyzdm byla pouzita kapalinova
chromatografie.

Ptesto, ze extrakt z cerného bezu obsahuje nejvice rutinu, tak rutin v této praci sledovan
nebyl. Divodem je jeho $patna rozpustnost ve vod¢ a nizka propustnost pies pokozku.

Z extraktu s nejvysSimi hodnotami fenolickych kyselin, coz je extrakt zkvétd, byla
pfipravena zahusténd verze, jako varianta pro lepsi skladovani. Vysledna barva zahusténé¢ho
extraktu je vSak vyrazné€ horsi oproti nezahusténému extraktu z kvéta.
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Extrakt z kvéta obsahuje nejvice kyseliny chlorogenové - 0,0098 mg-ml-!' nasleduje
kyselina ferulova s hodnotou 0,0041 mg/ml a nejméné obsahuje kyseliny kavové s hodnotou
0,0008 mg/ml. Zahustény extrakt obsahuje tato mnozstvi sledovanych kyselin:

e kyseliny chlorogenové 0,0086 mg-ml-!
e kyseliny ferulové 0,0068 mg-ml-!
e Kkyseliny kdvové 0,0003 mg-ml!

Z vysledki 1ze poznat, Ze zahustény extrakt ¢ast kyseliny chlorogenové a kdvové ztratil
pravdépodobné v procesu odparovani na vakuové odparce, kde byl extrakt vystaven teplu.
Kyselina ferulova ovlivnéna nebyla.

Dale se experimentalni Cast zabyvala prostupnosti vybranych fenolickych kyselin
pokozkou. Byly k tomu vyuzity Franzovy difuzni cely. Jako membrana byla vybrana vepiova
ktze z usniho boltce, ktera byla neposkozena, netetovana, Cerstva a tepeln¢ neosSetfena. Praseci
usi nebyly odchlupeny, aby byla co nejvérnéji napodobena lidska pokozka, na které se
ochlupeni také nachazi. Pro tyto experimenty byl vyuzit extrakt z kvétii a zahustény extrakt
z kvétii. Vzorky byly odebirany po ptl hodiné, hodin€, dvou hodindch a 24 hodinach. Ackoliv
byla kozni membrana vzdy sefiznuta co nejpeclivéji, piesto byla vice ¢i méné prokrvend a na
membranach zistaly Zilky. Zilky byly pravdépodobnou pii¢inou zkresleni u analyzy HPLC,
kdy z odbéru po 24 hodinéach kapalinovy chromatograf nedetekoval zadné fenolické latky.

Celkové mnohem lepsi prostupnost fenolickych kyselin byla u extraktu z kvét. Nejvetsi
procentudlni propustnost pres kozni membranu, vzhledem k celkovému mnozstvi v extraktu,
m¢éla kyselina ferulova, a to 4,90 %. U kyseliny kavové to bylo 0,39 % a kyseliny chlorogenové
0,26 %. Zahustény extrakt z kvéti mél nejvetsi prostupnost kyseliny kavové s hodnotou
0,205 %, nasledované kyselinou chlorogenovou - 0,005 % a nejmensi prostupnost byla
nalezena u kyseliya ferulové - 0,002 %.

Zahustény extrakt mél tak malou propustnost pres kozni membranu, pravdépodobné diky
své vysoké koncentraci, kdy se ¢ast fenolickych kyselin mohla usadit na chlupech nebo ucpat
kozni membranu. Nejvice pravdépodobna je kombinace obou téchto problémi. Co se tyce
odbéru po hodin€ a dvou hodinach, u obou dvou extraktli se hodnoty propustnosti zvétSovaly.

Zavérem lze shrnout:

° optimalni podminky tvorby extraktu byly vypracovany (1 :10 (myyei/Vyoda, 100 °C, 10

minut)

o bylo zjisténo, ze stopky vyrazné snizuji obsah fenolickych kyselin v extraktu

. byla pfipravena zahusténd verze extraktu z kvétd, kterd je vhodnéjsi z hlediska objemu
na skladovani

o propustnost sledovanych kyselin ptes pokozku byla nizka, ale vzristajici s Casem

o prili§ vysoké koncentrace extraktu propustnosti Skodi.

Pokud by se pokrac¢ovalo v této praci, bylo by vhodné se zaméfit pouze na transdermalni
absorpci pomoci difuznich cel, optimalizovat metodu a provétit dal§i moznosti stabilizovani
extraktu.
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