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ABSTRAKT

Tato prace se zaméfuje na piipravu vybranych alkoholovych extrakti bezu ¢erného a jejich
vyuziti v kosmetologii.

V teoretické Casti jsou popsany botanické vlastnosti rostliny bezu cerného (Sambucus nigra).
Jsou zde predstaveny a charakterizovany jak bioaktivni latky, tak toxické latky obsazené
ve vSech vegetativnich ¢astech rostliny. VEtsi pozornost se zamétuje na latky s antioxida¢nimi
vlastnostmi. Teoretickd ¢ast také obsahuje popis zékladnich analytickych metod, které jsou
v praktické ¢asti pouzity k charakterizaci latek obsaZenych v bezovych kvétech.

Prakticka ¢ast se zaméfuje na optimalizaci ptipravy alkoholovych extraktii se zdmérem
pfipravit extrakt s co nejvétsim obsahem polyfenolti s ohledem na ekonomiku a provozni
naklady na vyrobu. Jsou zkoumény faktory jako vybér vhodného rozpoustédla, pomér
rozpoustédla ku rostlinnému materialu, teplota rozpoustédla a doba extrakce. Na zakladé
celkové koncentrace polyfenolit métenych spektrofotometricky Folin-Ciocalteuovou metodou
je vyhodnoceno nejvhodnéjsi rozpoustédlo 60% ethanol, pomér rostlinného materiadlu
ku rozpoustédlu 1:8, laboratorni teplota rozpoustédla a doba extrakce 24 hodin. Za téchto
podminek je pfipraven ethanolovy extrakt, ktery je déle analyzovan a jsou stanoveny jeho
vybrané vlastnosti, jako pH, index lomu a hustota.

Pomoci HPLC s DAD detektorem jsou identifikovany latky rutin, kyselina chlorogenova,
kavova a ferulova. Hodnota pH bezového extraktu je 5,743 + 0,006, index lomu 1,365 + 0,02
pii teploté¢ 22,7 °C a hustota 0,9288 g-em™. Pomoci kapalinové chromatografie jsou
vyhodnoceny koncentrace kyseliny chlorogenové jako 0,104 g1, kyseliny kavové jako
0,086 g'I'! a kyseliny ferulové jako 0,060 g°1"!. Extrakt je zapracovan do kosmetickych vyrobki,
které nachdzeji vyuziti v lazenistvi. Pfipravenymi vyrobky jsou toaletni mydlo a koupelova stl.

KLiCOVA SLOVA
Bez Cerny, kvéty, polyfenoly, alkoholovy extrakt, Folin-Ciocalteu, HPLC, kosmetika



ABSTRACT

This thesis focuses on the preparation of selected alcohol extracts of elderberry and their use in
cosmetology.

In the theoretical part are described the botanical properties of the elderberry (Sambucus
nigra). There are introduced and characterized bioactive compounds and toxic compounds
contained in all vegetative parts of the plant. Attention is mostly focused on compounds with
antioxidant properties. The theoretical part also contains a description of basic analytical
methods, which are used in the practical part to characterize compounds contained in elder
flowers.

The practical part focuses on the optimization of the preparation of alcohol extracts with the
aim to prepare the extract with the greatest possible content of polyphenols with respect to
economy and production costs. Factors such as selection of the appropriate solvent, solvent to
plant material ratio, solvent temperature, and extraction time are examined. Based on the total
polyphenol concentration measured spectrophotometrically by the Folin-Ciocalteu method, the
most suitable solvent is 60% ethanol, the ratio of plant material to solvent is 1:8, the laboratory
temperature of solvent and the extraction time of 24 hours.Under these conditions, an ethanol
extract is prepared, analyzed and determined selected properties, such as refractive index and
density.

Rutin, chlorogenic, caffeic and ferulic acids are identified by HPLC with a DAD detector.
The pH value of alcohol extract is 5.743 + 0.006, the refractive index is 1.365 + 0.02 at 22.7 °©
C and the density is 0.9288 g-cm™. By liquid chromatography the concentration of chlorogenic
acids is quantified as 0.104 g'1"!, caffeic acid as 0.086 g'1"! and ferulic acid as 0.060 g'I"!. The
extract is incorporated into cosmetic products, that are used in balneology. Prepared products
are toilet soap and bath salt.

KEYWORDS

Elderberry, flowers, polyphenols, alcohol extract, Folin-Ciocalteu, HPLC, cosmetics
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1 UVOD

Bez cerny Sambucus nigra je tradiéni rostlina, jejiz kvéty a plody se v mnohych
domécnostech vyuzivaji k pfipravé sirupi a c¢aji. Tato rostlina je vyuzivdna nejen
v domacnostech, ale i ve farmaceutickém, potravinaiském a kosmetickém primyslu. Popularita
této rostliny se v poslednich letech zvySuje diky obsahu bioaktivnich latek s 1é¢ivymi tcinky.
Bezu ¢ernému jsou ptipisovany aseptické, antioxidacni a antivirotické vlastnosti. Bioaktivni
latky s antioxidacnim uc¢inkem ptedevSim zpomaluji proces starnuti a piisobi preventivné proti
riznym onemocnénim. Vyznamnymi bioaktivnimi latkami bezu cerného jsou napiiklad
polyfenoly, anthokyany, glykosidy nebo vitaminy.

Stale se hledd nové vyuziti této zazraéné rostliny v kosmetickém primyslu diky
blahodarnym ¢isticim a zklidiiujicim u€¢inkim na plet’. Dal§im divodem zvyseni z4jmu o ¢erny
bez je navrat k piirodnim zdrojim. Lidé¢ stale vice opoustéji od vyrobkt plnych syntetickych
chemickych latek a vraci se zpét kbylinkdm. Ztéchto davodi je tieba zabyvat se
zdokonalovanim procesu extrakce a zhodnotit efektivitu a ekonomicnost extrakénich metod,
aby byla rostlina co nejlépe vyuzita a obsah bioaktivnich latek v extraktu byl co nejvetsi.

Cilem diplomové prace je optimalizovat proces extrakce bezovych kvéth a pripravit extrakt
s co nejveétsim obsahem polyfenoll s ohledem na ekonomickou stranku vyroby a pfistrojové
vybaveni. Dal§im cilem je zapracovat ziskany extrakt do vhodného kosmetického vyrobku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bezcerny

Bez cerny Sambucus nigra je vSudypiitomna rostlina, kterd byla vysazovana u venkovskych
sidel kvili jejim 1écivym vlastnostem. Semena jsou roznasena ptaky, proto se vyskytuje hojné
u ploti, zdi, na skladkach, neudrzovanych zahradach ale i na loukéach a v parcich. Je to ket
nebo mensi strom s Sedohnédou kiirou dorustajici vysky 3-5 m. Letorosty jsou duznaté a syté
zelené a mladé¢ vétve maji houbovitou dreni bélavé barvy. Listy rasi v dubnu a jsou lichozpetené,
svrchu tmavozelené barvy, vespod svétlej$i, na okraji nepravidelné pilovité a zaspicatélé.
Rozkvéta na konci kvétna nepiijemné vonicimi Zlutobilymi kvéty, které jsou uspotradany
do vrcholi¢natych kvétenstvi. Cervenofialové az tmavé erné zralé plody s Gervenofialovou
stopkou nazyvané bezinky se sklizi na konci podzimu s pfichodem prvnich mrazika. Jsou to
peckovicky se tfemi seminky s primérem asi 3 mm [1, 2].

Bez Cerny je Casto zaménovan s bezem chedbi (Sambucus ebulus), ktery ma rovné ty¢inky,
na rozdil od bezu ¢erného, ktery ma tyCinky poléhavé. Plody bezu chedbi nejsou pozivatelné,
naopak jsou lehce jedovaté a vyvolavaji prijem ¢i zvraceni. Dal§im druhem je bez Cerveny
(Sambucus racemosa), ktery je oblibeny zvlasté pti ptipravé marmelad nebo sirupt. Plody maji
po zpracovan hotkou az kyselou chut. Bez kanadsky (Sambucus canadensis) se vyskytuje
1 v Evropé ovSem spiSe jako okrasna rostlina bez kulinaiského vyuziti [1, 2].

Obr. 1. Kvetenstvi bezu cerného [3].



Naésledujici Tabulka 1 obsahuje taxonomické zatazeni rostliny bezu cerného Sambucus
nigra v ¢eském 1 latinském jazyce.

Tabulka 1. Taxonomické zarazeni bezu cerného [3].

Doména Eukaryota Eukaryota
Rise Rostliny Plantae
Kmen Semenné Spermatophyta
Podkmen Krytosemenné Angiospermae
Ttida | Vyssi dvoudé€lozné rostliny Rosopsida
Rad Stétkotvaré Dipsacales
Celed Zimolezovité Caprifoliaceae
Rod Bez Sambucus
Druh Bez cerny Sambucus nigra

2.2 Utinné latky bezu &erného

V poslednich letech se potravinaisky primysl zaméfil na produkei inteligentnich potravin
obsahujici bioaktivni latky, u kterych byl prokdzan pozitivni ti¢inek na lidské zdravi. Poptavka
po téchto potravinach se v poslednich letech vyrazné zvysila. Bioaktivnimi latkami bezu
¢ern¢ho jsou predevsim polyfenoly, antimikrobidlni peptidy, silice, glykosidy, aminokyseliny,
enzymy, vitaminy, mineraly atd. Bez Cerny je rostlina, ktera diive nebyla pro spotiebitele ptilis
oblibena kvuli obsahu alkaloidd. To lze vSak snadno neutralizovat tepelnym zpracovanim.
Zajem o tuto rostlinu se v posledni dobé vyznamné zvySuje diky bohatému obsahu bioaktivnich
latek, které predevSim zpomaluji proces starnuti, plsobi preventivné proti rlznym
onemocnénim jako jsou kardiovaskularni choroby, rakovina, plicni onemocnéni, Parkinsonova
a Alzheimerova choroba. Latky, které jsou zodpovédné za ochranny ucinek proti témto
chorobam, se vyznacuji antioxida¢ni aktivitou, ktera se projevuje schopnosti vychytdvat
reaktivni formy kysliku (ROS), jako jsou hydroxylové skupiny, peroxidové radikaly a radikaly
jinych reaktivnich forem kysliku [4, 5].

Nejvice bioaktivnich latek obsahuji kvéty a plody bezu ¢erného. Mezi nejvyznamnéjsi latky
obsazené ve kvétech a plodech patii naptiklad glykosidy, silice, polyfenoly, antimikrobialni
peptidy, organické kyseliny, sacharidy, tfisloviny, vitaminy atd. Latky v listech a kiife jsou
malo probadané a vykazuji spiSe toxické vlastnosti (kap.2.3). V kosmetice a potravinarstvi
nachdzi vyuziti pouze antimikrobialni peptidy (kap. 2.2.4) [2, 6].

2.2.1 Glykosidy

Glykosidy jsou derivaty sacharidii, jejichZz poloketalovd nebo poloacetalova skupina je
nahrazena nesacharidovym radikalem, ktery se nazyva aglykon. Ten charakterizuje dany
glykosid. Vznikaji pfi reakci sacharidi s fenoly, alkoholy nebo aminy. Jsou to bezbarvé latky
rozpustné v alkoholu a ve vod¢ a tvoti energetickou slozku rostliny, kterd vyuziva uvolnény
sacharid po zruSeni glykosidické vazby. Jiz velice malé mnozstvi vykazuje pozitivni ucinky
na lidsky organismus. Jsou soucasti kardiotonik, coz jsou kardiostimulacni 1éCiva podporujici
srdecni ¢innost. NejvyznamnéjSim zastupcem glykosidi je sambunigrin (kap.2.3.1) [2, 7].
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2.2.2 Silice

Silice jsou hlavni slozkou esencidlnich olejl, coz je smés vonnych latek nejCasteji terpenové
povahy. Jsou to latky t€kavé, lipofilni, ve vodé téZce rozpustné. Maji vysoky index lomu a rtizné
ucinky na nervovou soustavu zprostiedkovavané predevsim riznymi smyslovymi vjemy jako
jsou chut’ a vling€. Lidska sliznice vstiebava esencialni oleje velice rychle a bez potizi, podporuji
sekreci a chut’ kjidlu, odvodnuji a piijjemné drazdi pokozku. Déle maji dezinfekeni,
protizanétlivy a zklidiujici Uc¢inek, rozpoustéji hleny a reguluji Cinnost jater a zlucniku.
Esencialni oleje v bezu ¢erném jsou schopny zastavit rozmnozovani bakterii. Jsou velice citlivé
na okolni prostiedi, pfi pokojové teploté se mohou vyparovat, proto je vhodné susené kvéty
uchovavat v tmavé sklenici na chladném misté [2, 7].

2.2.3 Polyfenoly

Polyfenoly jsou pfirozené se vyskytujici mikroziviny, které mohou chranit rostlinu pred
pfirodnimi vlivy a jsou také prospésné pro lidsky organismus. Nejcastéj§im problémem
pro potravinaisky pramysl je stabilita polyfenoli béhem zpracovani. Jsou citlivé na svétlo, pH,
vysokou teplotu a degradaci béhem skladovani. Je to skupina chemickych latek, kterd zahrnuje
flavonoidy a fenolové kyseliny, coz jsou latky, které¢ disponuji fadou biologickych ucinka
na lidsky organismus. Maji schopnost zvySovat pruznost krevnich cév, snizuji lomivost kapilar,
snizuji cholesterol a maji schopnost branit Sifeni toxint tkdnémi. Fenolové slou¢eniny maji také
ucinky protizanétlivé, antivirové, antialergické, vazoprotektivni a antikarcinogenni [5, 8].

Nejvyznamngj§im zéastupcem flavonoidii obsazenych v bezovych kvétech je rutin
(kvercetin-3-rutinosid). Rutin se konzumuje v kazdodenni stravé, je obsaZzen v mnoha
potravinach, zelenin¢ a ndpojich. Nazev rutin je odvozen od rostliny routy vonné, ze které byl
poprvé izolovan. Je také zndmy pod nazvem vitamin P. Plsobi proti alergiim a vyuziva se
pii 1é€be infekénich onemocnénich. Pfi nadmérné davce vyvolava slinéni a zdufeni jazyka.
DalSimi vyznamnymi flavonoidnimi latkami, jez byly identifikovany v bezu ¢erném, jsou
isokvercetin  (kvercetin-3-glukosid), kaempferol-3-rutinosid, isorhamnetin-3-rutinosid,
isorhamnetin-3-glukosid a kvercetin-3,6-acetylglykosid. Az 90 % zcelkové obsahu
flavonoidnich latek v bezu Cerném tvofi rutin, kaempferol-3-rutinosid a isorhamnetin-3-
rutinosid [9, 10, 11].

O _OH _O

1O
CHy L

O

Obr.2. Chemickeé vzorce rutinu (vlevo) a isokvercetinu (vpravo) [11].
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Mezi fenolovymi kyselinami byly stanoveny derivaty kyseliny p-kumarové, kavoveé,
ferulové. Fenolové kyseliny piedstavuji skupinu sekundarnich metaboliti s antioxida¢nimi,
chelatacnimi a redoxnimi vlastnostmi, které pisobi jako redukéni €inidla, donory vodiku nebo
zhéasedla singletového kysliku [12]. Tyto fenolové kyseliny také disponuji fyziologickymi
Pouzivaji se ve farmaceutickém, potravmarskem a kosmetlckem primyslu hlavné kvili dobrym
antioxidacnim vlastnostem. Kyselina ferulova ma také ochrannou funkci pro keratinocyty,
fibroblasty, kolagen a elastin. Snaze se vsttebava do téla a ziistava v krvi déle nez jakakoli jina

fenolova kyselina.
OCH,

o

HOOC HOOC HOOC
Obr. 3. Chemicky vzorec kyseliny p-kumarové (vievo), kavové (uprostred) a ferulové (vpravo) [13].

Kyselina gallova se Casto vyuziva jako standard pii stanoveni celkové koncentrace
polyfenolt. Jednd se o bezbarvou nebo slabé zlutou krystalickou slouceninu s rozsahlym
vyuzitim v potravinarském a farmaceutickém pramyslu. Primyslové se vyrabi hydrolytickym
rozkladem taninu za pfitomnosti glykoproteinové esterazy. Kyselina gallovd mize inhibovat
oxidaci a zluknuti tuk a oleji diky antioxidacni povaze. Mlze byt vyuzita v potravinarském
pramyslu jako aditivum, ochucovadlo a konzervaéni latka. Mimo jiné se pouziva
ve farmaceutickém primyslu diky antioxidacnim, antimikrobidlnim, protizanétlivym,
protinadorovym, kardio, gastro a neuroprotektivnim u¢inkim [14].

0] OH

HO OH
OH

Obr.4.Chemicky vzorec kyseliny gallové [15].

Hlavnimi fenolickymi kyselinami u kvéth bezu cerného jsou kyseliny chlorogenova (5-
kaffeoylchinovd) a isochlorogenovéa (1,5-dikaffeoylchinova). Pfedstavuji az 70 % celkového
obsahu fenolickych kyselin. Kyselina chlorogenova je esterem kyseliny kdvové a chinonové.
Podle vyzkumu kvéty bezu cerného obsahuji daleko vice flavonoida a fenolickych kyselin nez
plody [9, 11]. Studie z roku 2009 prokazala antioxidacni, hepatoprotektivni a hypoglykemické
ucinky kyseliny chlorogenové pro lidsky organismus [16].
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Obr.5. Chemicky vzorec kyseliny chlorogenové [15].

O HO
COOH
HO / (0]
OH
HO o
& N\
HO
HO

Obr.6. Chemicky vzorec kyseliny isochlorogenové [15] .

2.2.4 Antimikrobialni peptidy

Ve kvétech bezu cerné¢ho byly nalezeny antimikrobidlni peptidy bohaté na cystein, které chrani
proti rostlinnym, ale i lidskym patogeniim. Byly nalezeny mimo jiné i v kofenech, listech nebo
semenech. Maji schopnost plisobit na patogenni mikroorganismy a zaroven neuskodit buitkam
v lidském téle. Ovliviluji imunitni odpovéd’, posiluji vrozenou imunitu a potlacuji zanétlivé
procesy. Anionické antimikrobidlni peptidy se zapornym ndbojem, ktery jim poskytuje
pritomnost aspartatové skupiny, potfebuji zinek jako kofaktor pro baktericidni aktivitu.
Mechanismus ucinku nebyl zcela prokazan, ale predpoklada se, ze anionicky peptid vstupuje
do buiiky spolecné se zinkem, prochazi skrz membranu dovnitf buiiky a blokuje nékteré
metabolické procesy. Kationické antimikrobidlni peptidy maji zaporny naboj kvtli velkému
obsahu lysinovych, argininovych zbytkli a hydrofobnich rezidui. Fosfolipidy v bakterialnich
membrandch proptjcuji bakteridlni bufice obecné zdporny naboj. Kationické peptidy se
integruji do bakterialni membrany, zanotuji do ni svou hydrofobni ¢ast a narusSuji jeji integritu.
Tim z buiiky unikaji Zivotné dulezité latky a buika zanika [6, 17].
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Transport do bufiky
Obr.7. Mechanismus ucinku kationického antimikrobidalniho peptidu prostupujici cytoplazmatickou

membranou do burnky [18].

Na zaklad€ slozeni bakteridlni membrany rozliSuji antimikrobialni peptidy sav¢i buiky
od bun¢k mikrobidlnich. Bakteridlni membrana totiz postrada cholesterol a obsahuje zaporné
nabité¢ fosfolipidy. Peptidy maji antimikrobidlni aktivitu proti G-pozitivnim, G-negativnim
bakteriim, houbam a protozoim. Peptidy mohou mit strukturu a-helixu, B-listu, rozvolnénou
strukturu nebo strukturu smycky (Obr.8) [6, 17].

"

Obr. 8. Struktura antimikrobialnich peptidii: (a) p skladany list, (b) a-helix, (c) rozvolnéna struktura,
(d) smycka [17)].
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2.2.5 Trisloviny

-----

antimikrobidlni, sekreolytické a proti prijmové ucinky. Jelikoz pulsobi proti krvaceni,
v medicin€ se vyuzivaji pii hojeni ran. Déle se pouZzivaji pti 1é¢bé hemoroidt a jako detoxikacéni
prostiedek pii vylucovani tézkych kovli ven z organismu. Jsou to pfirodni antibiotika, ale jsou
nachylné na oxidaci, a tim ztraceji G€inek. Za zastupce tfislovin v bezu ¢erném se povazuji
kyseliny ferulova a kavova popsané v kapitole 2.2.3 [2, 7].

2.2.6 Anthokyany

Anthokyany zaujimaji zvlaStni misto ve skupin€ polyfenold, je to velkd skupina ve vodé
rozpustnych modrych pigmenti s antioxidacnimi vlastnostmi. Anthokyany se lisi podle poctu
hydroxylovych skupin v molekule. Mohou pomahat chranit proti virovym infekcim a nékteré
anthokyany dokonce snizuji infekénost chiipkového viru. Disponuji mnoha pozitivnimi G€inky
na prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu, rakoviny plic, tlustého stfeva, prsu
a kize. Bylo zjisténo, Ze stimuluji regeneraci rhodopsinu, a tim pomahaji zlepsit ostrost zraku.
V potravinaistvi se anthokyany vyuZzivaji jako barvivo pod oznacenim E163 [4, 19, 20].
Anthokyany v bezu ¢erném se nachdzi vyhradné v plodech. Jsou reprezentovany predevsim
dvéma slouCeninami, a sice kyanidin-3-sambubiosidem a kyanidin-3-glukosidem. Celkovy
obsah anthokyanil v bezu ¢erném se pohybuje okolo 500 mg ve 100 g alkoholového extraktu

[11].

’ 0
HO Ho Ho
HO OH ”“][(}

Ho OH

Obr.9. Chemickeé vzorce kyanidin-3-sambubiosidu (vievo) a kyanidin-3-glukosidu (vpravo) [11].

2.2.7 Vitaminy a stopové prvky

Vitaminy a stopové prvky patii mezi zékladni stavebni kameny naseho zdravi, a proto si
zaslouzi zvl&$tni pozornost. Bez cerny je bohaty na vitaminy A, Bi, B2, B3, C a stopové prvky
sodik, draslik, vapnik a dalsi [2].

Vitamin A neboli retinol je nezbytnou mikrozivinou pro lidsky organismus. Je spojen
s bunéénym de€lenim, udrZovanim integrity epitelu, tvorbou cervenych krvinek, ristem
a vyvojem, imunitnim a reprodukénim systémem. Ucastni se udrzovani sliznic dychaciho,
zazivaciho a mocového traktu. Nedostatek vitaminu A zplsobuje suchost sliznice a zvySuje
riziko infekce. Je Zivotné dulezity pro nas zrak, jelikoz se podili na pfeméné svétla v elektrické
signaly a ma za nasledek Seroslepost. Jeho trvaly nedostatek mtize proto vést ke zhorSeni zraku
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az slepoté v krajnich ptipadech. Je také velice diilezity pro vyvoj plodu, proto téhotné Zeny
a déti potiebuji vyssi davku nez primérmny dospély jedinec. Nase télo ho nedokaze syntetizovat,
tudiz je nutny adekvatni denni pfijem, aby se zabranilo jeho nedostatku. Nachézi se v mlé¢nych
vyrobcich, vejcich, jatrech a v potrave rostlinného ptivodu, kde se vyskytuje jako betakaroten,
ktery se vyznacuje typickou oranzovou barvou. Hraje dtilezitou roli jako antioxidacni Cinidlo.
Vitamin A je degradovan uc¢inkem nitrati nebo tepla naptiklad pfi fritovani. Doporuc¢ena denni
davka retinolu je 0,8 az 1 mg. Obsah vitaminu A v bezu ¢erném nebyl doposud kvantifikovan
[2,21].

Obr.10. Chemicky vzorec retinolu [22].

Vitamin B; neboli thiamin je dulezity pro metabolismus sacharidi, tukl a alkohold. Je
piinosny také pro nervovy systém, jelikoZ pomahd zabranovat tvorbé vedlejSich toxickych
produktl, které by na néj mély negativni uCinky. Hraje rozhodujici roli v energetickém
metabolismu, v riistu, vyvoji a funkci bun¢k. Diilezitym zdrojem jsou obilniny, luSténiny, jatra,
ryby, brambory a maso. Je rozpustny ve vod¢ a vice nez polovina je degradovana pti vafeni.
Velké mnozstvi thiaminu obsahuji slupky ryze. Nedostatek thiaminu v téle pocituji alkoholici
nebo lid¢ Zijici na stravé zalozené na loupané ryzi. Jeho nedostatek ve vyspélych zemich neni
obvykly, jeho nedostatkem trpi ale starsi lidé. Doporucena denni ddvka thiaminu je 1 mg. Obsah
vitaminu B v bezu ¢erném nebyl doposud kvantifikovan [2, 23].

NH,

OH
Obr.11. Chemicky vzorec thiaminu [22].

Vitamin B; neboli riboflavin je zékladni slozkou dvou koenzymd, které hraji hlavni roli
pii vyrobé energie, bunééné funkei, ristu a vyvoji a metabolismu tukd, 1¢kl a steroidt. Jeho
zdrojem jsou bézné konzumované potraviny jako mléko, chléb a pecivo. Tudiz je nedostatek
riboflavinu v rozvinutych zemich spiSe vzacnosti i pies to, Ze schopnost organismu zajistit jeho
ukladani je omezend. OhroZeni jsou adolescenti z diivodu notoricky Spatnych stravovacich
navykl. Deficient riboflavinu muze byt proto indikatorem Spatného stravovani. Potfeba
riboflavinu se tidi rychlosti spalovani organismu. Pfitomnost riboflavinu ovliviiuje spravnou
funkci niacinu a vitaminu Bs. Doporucena denni davka je 1,5 az 1,7 mg riboflavinu a 100 g
plodii bezu ¢erného obsahuje asi 0,78 mg riboflavinu [2, 23].
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Obr.12. Chemicky vzorec riboflavinu [22].

Vitamin B3 neboli niacin je prekurzorem nikotinamidovych nukleotidovych koenzymtt NAD
a NADP, které¢ se podili na tvorbé energie v buiikkdch. Dale je potiebny k tvorbé
neurotransmitertt a udrzuje zdravou pokozku a zazivaci systém. Niacin muze v téle vznikat
preménou aminokyseliny tryptofanu, ktera je pfitomna v mnoha bilkovinach. Niacin, ktery
vznikd touto pfeménou, je velice rychle dostupny pro télo. Velké mnozstvi niacinu se nachazi
naptiklad v jatrech, lusténindch, driibezi, ofechach nebo obilninach. Pokud potraviny obsahuji
malo niacinu, mohou vynahrazovat jeho nedostatek tryptofanem, jako je to naptiklad u syru,
mléka a vajec. Jeho nedostatek muiize zplisobit depresi a kozni vyrazku. Doporucend denni
davka niacinu je 10 az 20 mg a jeho obsah v 1 litru bezové stavy je asi 40 mg [2, 23].

O

X OH

=
N

Obr.13. Chemicky vzorec niacinu [22].

Vitamin C neboli kyselina askorbova m& mnoho pozitivnich u¢inki na lidsky organismus.
Je zivotn¢ dulezity pro tvorbu kolagenu, ktery je podminkou pro zdravou kuzi, kosti,
chrupavky, zuby a dasn¢€. Hraje roli pii hojeni ran a spalenin a G¢astni se tvorby noradrenalinu,
ktery reguluje tok krve a serotoninu, ktery ovlivituje naladu. Vitamin C také chrani bunky pred
oxidativnim stresem tak, ze reaguji s ROS a s oxidovanou formou vitaminu E. Tim zabezpecuji
ochranu vitaminu E a lipidi membréan pted oxidaci. Zelené rostliny, které si zajist'uji pfisun
energie prostiednictvim fotosyntézy, syntetizuji vitamin C, ktery jim slouzi k regulaci mnozstvi
aktivnich forem kysliku a uplatiiuje se pfi ristu a diferenciaci bunék. Lidské télo si vitamin C
neumi samo syntetizovat, proto je dalezité ho piijimat v potraveé. Podléha oxidaci a degraduje
pusobenim svétla a vysoké teploty, je to nejméné stabilni vitamin. Nedostatek vitaminu C se
projevuje unavou, nechuti k jidlu, onemocnénim désni, Spatnému hojeni ran, oslabenim kosti
a celkovou slabosti [2, 24, 22]. Obsah vitaminu C ve §taveé z ploda bezu ¢erného se pohybuje
okolo 15 mg ve 100 g §tavy [25].
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Obr.14. Chemicky vzorec kyseliny askorbové [22].

Aby byly zajistény zakladni biologické funkce, musi lidsky organismus pfijimat urcité
mnozstvi mineralnich latek prostfednictvim potravy. V bezu ¢erném byly nalezeny tyto latky
a sefazeny sestupné podle obsazeného mnozstvi v 1 litru bezové stavy: sodik, draslik, vapnik
a hot¢ik. Déle byly nalezeny stopové prvky jako chrom, kobalt, mangan, méd’, zinek, Zelezo,
nikl a vanad [22, 25].

V lidském téle se vyskytuje prevazné extracelularné 70 az 100 g sodiku. Doporucené denni
davka je 500 mg. Obsah sodiku v 1 litru bezové §t4avy nepiesahuje 10 mg1!, tudiz konzumace
tohoto mnozstvi bezové S§tavy nepokryje denni doporuceny piijem sodiku. Drasliku se
v lidském téle vyskytuje intracelularné a jeho obsah ¢ini 140 az 180 g. Doporucena denni davka
je piblizné 2 g. V nékterych odriidach bezu je pies 3 g1 drasliku, tudiz litr bezové $tavy
bohat¢ pokryje denni pfijem drasliku. Vapnik je v lidském téle z 99 % obsaZen v kostech
a zubech. V téle je ho asi 1500 g a doporucena denni davka je 800 az 1200 mg. Obsah vapniku
v 1 litru bezové §t'avy je zcela zanedbatelny v porovnani s doporucenou denni davkou. Obsah
hot¢iku v téle Cinni 25 az 40 g a jeho doporucend denni davka je 300 az 375 mg. V 1 litru
bezové §tavy miize byt u n&kterych odriid bezu ¢erného obsazeno az 300 mg'1™!, tudiz denni
davka mtze byt téméf plné pokryta [22, 25].

2.3 Skodlivé litky v bezu ¢erném

Toxické latky bezu cerného byly nalezeny pievdzné v listech, kiife a nezralych plodech.
Pozivani téchto Casti rostlin mize vyvolavat zvraceni nebo prijem, nicméné jejich aroma muize
odradit $kadce a hlodavce, proto je bez ¢erny hojné vysazovan v blizkosti obydli. Skodlivé
latky v bezu ¢erném nejsou vhodné pro zpracovani v potravinaiském nebo kosmetickém
primyslu. Nejvyznamnéj$imi latkami nachézejici se v bezu cerném jsou kyanogenni glykosidy
(kap. 2.3.1) a lektiny (kap.2.3.2) [26].

2.3.1 Kyanogenni glykosidy

Mezi nejvyznamnéjsi potencionalné Skodlivé latky obsazené v bezu ¢erném patii kyanogenni
glykosidy, coz jsou vyznamné alelochemické latky. To znamena, Ze latka vytvofend jednim
organismem je toxickd pro jiny organismus. Hydrolyzou kyanogennich sloucenin vznika
kyanovodik, benzaldehydy a hydroxybenzaldehydy, které jsou navic oxidovany na kyselinu
benzoovou. Pfitomnost téchto kyanogennich sloucenin s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobuje
hotkou chut’, charakteristické aroma a toxicitu rostliny. Diky této vlastnosti rostlina odpuzuje
predatory. Neni vhodné pozivat ¢asti rostliny, které jsou bohaté na kyanogenni glykosidy,
jelikoZ mohou zpiisobit zvraceni a prijem. Tyto latky se vyskytuji v pfevazné v nezralych
plodech a listech bezu ¢erného a lze je degradovat béhem tepelného zpracovani [2, 7].
Koncentrace kyanogennich glykosidi v rostliné je ovlivnéna nékolika faktory. Nejvice
kyanogennich glykosidi bylo nalezeno ve starSich listech, menSi mnozstvi se nachazi
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ve kvétech, zatimco plody obsahuji nejmensi mnozstvi téchto sloucenin. Kritickym faktorem
ovlivitujici koncentraci kyanogennich glykosidi v bezu ¢erném je také teplota a prostiedi.
Béhem obdobi nizkych teplot a pomalého vegetativniho ristu se rostliny brani proti predatorim
prudkym nértGstem kyanogennich glykosidi. Naopak pokud se zlepsi podminky pro opétovny
rust rostliny a bez ¢erny nemusi branit sam sebe proti predatortim, koncentrace kyanogennich
glykosidli se snizuje. Rovnéz bylo zjiSténo, ze obsah téchto latek se zvySuje v zavislosti
na rostouci nadmotské vysce [27].

Nejvyznamngj$im zastupcem kyanogennich glykosida v nezralych plodech bezu ¢erném je
sambunigrin. Aglykon je tvofen kyanhydrinem a glykonem je glukosa. Smrtelnd davka
kyanovodiku pro ¢lovéka je 0,5 az 3,5 mg-kg!. Testy prokazaly, Ze 1 litr bezové §tavy obsahuje
jen 0,0001 % kyseliny kyanovodikové [2].

OH

Obr.15. Chemicky vzorec sambunigrinu [15].

V listech a nezralych plodech bezu cerného byly dale nalezeny nésledujici derivaty
sambunigrinu (Obr.16): prunasin, holocalin, acetylholocalin, mandelonitril a zierin (Obr.16)
[26].
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Obr.16. Chemicke vzorce 1-prunasinu, 2-holocalinu, 3-acetylholocalinu, 4-mandelonitrilu a 5-zierinu
[26].

2.3.2 Lektiny

Lektiny se fadi mezi proteiny inaktivujici ribozomy (RIP). Jsou to toxiny, poskytujici rostlindm
ochranu pied predatory, a jsou rozdéleny do dvou skupin. RIP typu 1 se skladaji z jednoho
polypeptidového tetézce, ktery svou vysoce specifickou rRNA N-glykosiddzovou aktivitou
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enzymaticky poSkozuje ribozomy. Jsou rozsifené v rostlinné fisi a pfedstavuji velkou skupinu
evoluc¢nich protein. RIP typu 2 jsou sloZzeny ze dvou fetézci A a B, které jsou spojeny
disulfidovymi mistky. Retézec A vykazuje rRNA N-glykosidazovou aktivitu a sekvené¢ni
podobnost s RIP 1. Druhy fetézec B postradd N-glykosiddzovou aktivitu, ale vykazuje
schopnost véazat se na polysacharidy receptorti p¥itomnych na povrchu buiiky. Retézec B
umoziiuje RIP typu 2 vstoupit do bunky, a tim poskytnout fetézci A pfistup k ribozomim
a spustit jejich inaktivaci. Doposud popsané znamé RIP typu 1 vykazuji daleko mensi toxicitu
nez RIP typu 2. Tato skuteCnost se piipisuje pfitomnosti fetézce B, ktery usnadituje vstup
molekuly do buiiky. Kromé znamych toxini ricinu a abrinu bylo popsano jen malo RIP typu 2
[28, 29, 30]

RIP typu 1 vykazuje depurinacni aktivitu na urovni ribozomi. Bylo zjisténo, ze RIP také
podporuji depurinaci nukleovych kyselin, které nejsou ribozomalni, jako jsou genomova virova
RNA a dokonce DNA. Tato depurinace ¢ini polyfosfatovou kostru nukleové kyseliny citlivéjsi
na kysely anilin [29, 30].

Kira bezu ¢erného obsahuje smés RIP typu 2 jako jsou nigrin b (SNA-V), bazicky nigrin b,
SNA-I (sambucus nigra agglutinin I) a SNA-II (sambucus nigra agglutinin II). Z plodii bezu
¢ern¢ho byly déle izolovany nigrin s a nigrin f[29, 30].

2.4  Vyuziti jednotlivych ¢asti rostlin

Témet kazda cast rostliny mé néjaké kulinatské vyuziti. Zralé plody nebo §tavy mohou byt
pouzity pii zpracovani dZzemu nebo zelé. Ve vinaistvi se z plodl vyrabi vino a kvéty mohou byt
vyuzity k jeho aromatizaci. Bezinky mohou byt vyuzity také pfi ptiprave sirupli, punct a likéra.
Kvéty jsou Casto pridavany do tésta pii peceni riznych moucnikii. Bez erny si nasel své misto
1 v lidovém lécitelstvi. KvEty se vyuzivaji pii pripravé ¢aje nebo posilujicich napojt. Na rozdil
od bobuli a kvéth jsou starsi listy a stonky povazovany za Skodlivé (kap.2.3). Naopak mladé
vyhonky po povateni maji chut’ podobnou chiestu a mohou se konzumovat [2, 8].

2.5 PouZité metody a techniky
2.5.1 Extrakce a macerace

Extrakce je obecné separani metoda, pii které dochazi k pfechodu jedné slozky ze smési
v kapalné nebo pevné fazi do jiné kapalné faze (rozpoustédla). Slozka se s plivodni smési
nemisi nebo se s ni misi pouze omezené. Proto je pro ni vhodny piechod do faze, se kterou je
misitelnd. Velkou vyhodou tohoto procesu je, Ze dochazi k izolaci tepelné nestalych latek.
Vyuziva se k ziskdni zadaného produktu v situacich, kdy je nevhodné pouzit destilaci,
rektifikaci aj. Je obecnym pravidlem, ze extrakce je ucinnéjsi, kdyz se provadi nékolikrat
mens$imi davkami rozpoustédla nez jednou celym mnozstvim rozpoustédla [31, 32].

Extrakce se primarn¢ déli do dvou skupin, extrakce z kapaliny do kapaliny a extrakce
z pevné faze do kapaliny. Extrakce kapalina-kapalina patii mezi zékladni separa¢ni metody
v chemické technologii. Cilem této metody je do rozpoustédla ptevést pozadovany analyt v co
nejvetsim mnozstvi. Proto volime rozpoustédlo, ve kterém je slozka daleko vice rozpustna nez
v puvodnim rozpoustédle, ze které¢ho se extrahuje. Jednim rozpoustédlem je vétSinou voda nebo
vodna faze a druhé rozpoustédlo je organické, které je nemisitelné s vodou. Této metody se
vyuziva, kdyz je potieba jako produkt ziskat tepelné labilni latky nebo slozky malé relativni
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t€kavosti. Je tfeba zvolit extrakéni Cinidlo tak, aby bylo omezené misitelné s extrahovanou
smési, aby se extrahovana slozka dobfe rozpoustéla, aby byla hustota rozpoustédla a smési
rozdilnd, aby bylo rozpoustédlo dostate¢né tékavé, snadno dostupné a nejedovaté. Podle
zpusobu provedeni se extrakce z kapaliny do kapaliny rozdéluje na vytfepavani a perforaci.
kontinudlni extrakce, kterd se provadi v perforatorech [31, 32, 33, 34].

Extrakce tuh4 faze-kapalina je metoda, pfi které se danad slozka uvoliuje z pevné faze
do kapalného rozpoustédla. Hojné€ se vyuziva napiiklad v cukrovarnictvi, parfumaiském
a farmaceutickém priimyslu pfi ziskévani silic, olejii a drog. Tato metoda je Casto nazyvana
vyluhovani nebo louzeni a je velice oblibend pii ziskédvani lé¢ivych latek z rostlinnych
materidlti. Pfi extrakci tuhd faze-kapalina je nutné zajistit kontakt tuhé faze a rozpoustédla
za ucelem prenosu dané slozky, separaci vysledného roztoku od zbytkové tuhé faze a ptipadné
oddestilovani rozpoustédla. Dal$im piikladem extrakce zpevné latky do kapaliny jsou
macerace, digesce a perkolace. Macerace je extrakce pevné latky studenym rozpoustédlem.
Tato metoda se hojn¢ vyuziva pii vyrobé likérl, vin a vermutt. Jako rozpoustédlo se zde
pouziva ethanol za studena pro extrakci suSenych bylin, kofeni a ovoce. Oproti tomu digesce je
extrakce horkym rozpoustédlem. Diky vyssi teploté se zkrati doba extrakce. Jednoduchym
prikladem digesce je vareni Caje. Perkolace je opakovana jednoduchd extrakce probihajici
v Soxhletové extraktoru, ktery se skladd z varné baiiky, extrakéniho nastavce a zpétného
chladi¢e (Obr.17) [31, 32, 33, 34].
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Obr.17. Soxhletitv extraktor [35].
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Pfi extrakci a maceraci je mnoho faktord, které mohou ovlivnit vysledny extrakt. Témito
faktory jsou naptiklad zplsob extrakce, doba extrakce, teplota, druh rozpoustédla, pomér
rozpoustédla a rostlinného materialu atd. Vysledny extrakt také zavisi na ¢asti rostliny, ktera je
extrahovéna [31, 32]. V minulosti bylo provedeno jiZ mnoho zplsobii extrakce v souvislosti
s bezem cCernym. Byla provedena extrakce vétvi bezu Cerného horkou vodou pod tlakem
pti 15 MPa [36], mikro extrakce tuhou fazi sorpci z plynné faze nad vzorkem (HS-SPME) [37]
a plody bezu ¢erného byly extrahovany pomoci urychlené extrakce rozpoustédlem (ASE) [38].
Vzhledem k tomu, Ze se z bezu ¢erného vyrabi velka spousta béznych kazdodenné vyuzivanych
vyrobkd, vyrobci maji snahu provadét jednoduché vyluhovani rozpoustédlem za laboratorni
teploty bez potieby drahého technického vybaveni. Byla provedena spousta riznych extrakci
na tento zpusob liSici se druhem rozpoustédla, jeho teplotou a dobou extrakce [39, 40, 41].

2.5.2 Rozpoustédla pouzita pri extrakcei
2.5.2.1  Ethanol

Ethanol je rozpoustédlo bézn¢ vyuzivané v kosmetickém a potravinaiském prumyslu. Je to ¢ira
kapalina, ktera se pouziva k rozpousténi nebo extrakci jinych latek. V kosmetice se vyuziva
denaturovana forma ethanolu. Proces denaturace dava ethanolu vlastnost nepiijemné chuti,
ktera znemozni jeho vyuziti pro ucely konzumace. Jeho antimikrobialni u¢inky zamezuji riistu
a mnozeni mikroorganismi. Pouziva se nejCastéji v koncentraci az do 60 obj. %. Ma
adstringentni vlastnosti, coz znamena4, ze stahuje pory pokozky a osvézuje ji, ovSem ve vysSich
koncentracich mtize pokozku vysuSovat. Proto se vyuziva v pletovych ptipravcich, kolinskych
vodach, vodach po holeni, parfémech atd. Pii styku s kizi se rychle odpatuje, zanechava
chladivy u¢inek, mlize mit vliv na hojeni ran a miZze zvysit absorpci jinych latek do kiize.
Snizuje tendenci hotovych vyrobku k vytvareni pény pii otfesech. Miize slouzit jako maskovani
puvodniho zépachu. Pro kosmetické ucely je vhodnéjsi nez voda z desinfekénich
a antimikrobidlnich divodi. Vyuziva se jako konzervant. V literatute 1ze nalézt protichtidné
dikazy o bezpecnosti aplikaci ethanolu. Ethanol, jez je konzumovan ve form¢ alkoholickych
napojii, ma prokazateln¢ karcinogenni Uc¢inky na lidsky organismus. Dosud ale neexistuje
dostatek diikazli o karcinogennim tc¢inku ethanolu v kosmetickych vyrobceich a jeho spojitost
se zvySenym rizikem rakoviny kiize. Pouzivani kosmetickych piipravka s obsahem ethanolu
ale mize zpusobit akutni dermatitidu, zvlast¢ u lidi s nedostatkem aldehyddehydrogenazy.
U déti mize ethanol vyvolat kozni toxicitu zejména skrze poranénou kizi [42, 43].

2.5.2.2 Glycerol

Glycerol je bezbarva viskozni kapalina bez zapachu. Je to jedna z nejvyuzivanéjSich latek
v kosmetickém pramyslu, kterd se pfirozené vyskytuje v kizi a je soucasti zivociSnych
1 rostlinnych tukt. Jedna se o trojsytny alkohol, ktery mé nasladlou chut’ a je rozpustny ve vode.
Vznika jako vedlejsi produkt pfi ethanolovém kvaseni s vyuzitim kvasinek Saccharomyces
cerevisiae. Jako substrat je pouzita glukéza a jejim kvaSenim za ptfitomnosti vétSiho mnozstvi
sificitand (nad 10 %) se ¢astecné blokuje redukce acetaldehydu na ethanol, a tim je podpofena
produkce glycerolu. Kvasinky se musi adaptovat na dané prostfedi nékolik mésicti az rok
postupnym zvySovanim koncentrace sifi¢itaniti v médiu. V soucasné dob¢ se vyrabi spise jako
vedlejsi produkt pii hydrolyze tukii nebo je syntetizovan z propylenu [44, 45].
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Hlavni ptfednosti glycerolu v kosmetickych produktech je, ze vykazuje dobré hygroskopické
vlastnosti a je prakticky netoxicky, s vyjimkou velmi vysokych koncentraci, kdy 1ze pozorovat
dehydratac¢ni ucinky na kazi. Glycerol je dobrym dispergac¢nim ¢inidlem pro pigmenty, proto
se pouziva v make-upech. Pouziva se pfi vyrob¢ piipravkil na vlasy, protoze zabranuje ldmani
vlasii, poméha je chranit pred horkym vzduchem a podporuje rtst. Pfidava se do hydrata¢nich
krémi a mydel, aby glycerol pomahal koznim bunikdm dozravat. Jeho nevyhodou je, Ze mtize
zpusobovat lepkavost v krémech nebo pletovych vodach. To lze eliminovat pouzitim vhodného
pomeéru glycerolu a vody nebo cast nahradit jinym zvlh¢ovadlem, jako je sorbitol. Je trend
nahrazovat glycerol sorbitolem i z ekonomickych divodi. Bézné se vyskytuje v zubnich
pastach a Gstnich vodach, kterym déava sladkou chut’, aniz by pfispival ke vzniku zubniho kazu.
Ma antisepticky ucinek a stejné jako ethanol podporuje absorpci jinych latek do kaze [45, 46,
47]. Glycerol je nachylny na kontaminaci mikroorganismy, a proto se do kosmetickych
piipravki pfidava konzervant sorban draselny, a to 0,005 az 5 hm. % [48].

2.5.2.3  Propylenglykol

Propylenglykol je druhé nejpouzivanéjsi zvlh¢ovadlo pouzivané v kosmetice. Je to bezbarva
viskézni kapalina, misitelnd s vodou, bez chuti a zdpachu. Bezpecnost propylenglykolu je dobie
znama a poziti je neSkodné, protoze jeho oxidace v t€le ma za nasledek vznik metabolicky
vyuzitelnych kyselin pyrohroznové a octové. Ziskava se z propylenu krakovanim propanu.
Propylen je pfeménén na chlorhydrin, ktery je nasledné pfeménén na glykol pisobenim roztoku
uhlicitanu sodného. Propylenglykol miize byt také ziskan zahiivanim glycerolu za ptitomnosti
roztoku hydroxidu sodného. Vyhodou propylenglykolu je to, ze je levnéj$i nez glycerol
a zanechava lepSi pocit na pokozce, pokud je pouzit do kréma a pletovych vod. Ma
antimikrobialni a hygroskopické vlastnosti, snizuje viskozitu, je to antioxidant a stabilizator
emulzi. Nevyhodou tohoto rozpoustédla je, Zze neni pfirodni, ale vyrdbi se synteticky.
Propylenglykol je bezpecny pro pouziti v kosmetickych prostiedcich pfi riiznych koncentracich
v zavislosti na typu vyrobku [49]. Je pouzivan ve velkém mnozstvi schvalenych 1écivych
ptipravki jako neaktivni slozka pfi koncentracich az do 98,09 % u lokalnich 1é¢iv a 92 % u
peroralnich 1€civ [44, 47].

2.5.3 Spektrofotometrické stanoveni polyfenoli

UV-VIS spektrofotometrie je fyzikalné-chemicka optickd metoda, pii které dochazi k absorpci
elektromagnetického zafeni pii priichodu vzorkem o vlnovych délkach 200-800 nm.
Elektromagnetické zatreni se sklada ze slozky elektrické a magnetické, které kmitaji se stejnou
fazi a jsou na sebe kolmé. Plati zde Lambert-Beerv zakon, ktery tika Zze absorpce
monochromatického svétla prochdzejiciho roztokem je umérnd koncentraci a draze, kterou
svétlo roztokem prochazi. Spektrofotometr méfi intenzitu svétla prochéazejiciho roztokem
vzorku v kyveté a porovnava ji s intenzitou svétla prochéazejiciho slepym vzorkem. Mezi
zéakladni komponenty pfistroje patii svételny zdroj, monochromator s disperznim zatizenim
pro oddéleni riznych vinovych délek svétla, drzak vzorku s kyvetou a detektor (Obr.18) [50].
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Obr.18. Instrumentace UV-VIS spektrofotometru [51].

Vystupni bezrozmérnou veliCinu predstavuje absorbance, coz je pohlcené mnozstvi svétla
vzorkem a nabyva hodnot od 0 do nekonecna. Jednodussi spektrofotometry méfi pouze
pii jedné vinové délce a slozit€jsi piistroje dokazi meéftit celé spektrum vzorku. Metoda se
pouziva pro stanoveni koncentrace neznamého vzorku. Ptipravi se sada kalibrac¢nich roztoka
o znamé koncentraci, proméii se jejich absorbance a sestroji se kalibra¢ni ptimka. Podle rovnice
kalibracni pfimky se vypocita koncentrace neznamého vzorku se zndmou absorbanci [50].

Spektrofotometricky je mozné stanovit celkovy obsah polyfenoll v extraktu bezu ¢erného,
a to n€kolika riznymi zpisoby. Je zde moznost spektrofotometrické zkousky pomoci Folin-
Ciocalteu nebo Folin-Denisova ¢inidla (kap.2.5.2.4 a kap.2.5.2.5).

2.5.3.1 Test Folin-Ciocalteu

K urceni celkového obsahu polyfenolll v potravinich se ¢asto pouziva Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo, které neni specifické a detekuje vSechny fenolové skupiny nachazejici se v extraktu.
Nevyhodou testu je zdsah redukénich latek jako je kyselina askorbova. Nejznamé;jsi a velice
oblibenou metodou stanoveni polyfenolickych latek je postup Singleton & Rossi publikovan
v roce 1965 [52]. 0,5 ml extraktu reaguje s 2,5 ml 0,2 mol‘I"! Folin-Ciocalteuovym ¢&inidlem
po 4 minuty. Dale se piidaji 2 ml bezvodého uhli¢itanu sodného o koncentraci 75 g1
a po inkubaci 2 hodin se méfi spektrofotometricky pii 760 nm.

Provedeni této metody se miize liSit v zavislosti na stanovované latce. V souvislosti s bezem
¢ernym bylo publikovano nékolik praci, které popisuji postup celkového stanoveni polyfenolt
pomoci Folin-Ciocalteuovy metody. Prvnim postupem je smichdni 1 ml extraktu, Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo a voda v poméru 1:1:20. Nasledn¢ se necha roztok 8 minut stat, ptida se
10 ml 7% uhlic¢itanu sodného, necha se dal§i 2 hodiny odstat a poté se méii absorbance
spektrofotometricky pti 750 nm [53]. Dalsi postup tika, Zze se smichd 0,5-1 ml extraktu
s deionizovanou vodou a 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Neché se 8 minut odstat, piida se 10
ml uhli¢itanu sodného, necha se dalsi 2 hodiny odstat a poté se méti spektrofotometricky pii
765 nm [54]. Ve vsech ptipadech byly vysledky porovnany se standardem kyseliny gallové.
Ptesny postup stanoveni celkové koncentrace polyfenolti Folin-Ciocalteuovou metodou
ve mnou piipraveném extraktu bezu ¢erného je popsan v experimentalni ¢asti (kap.3.3.5).
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2.5.3.2 Test Folin-Denis

Stanoveni pomoci Folin-Denisova c¢inidla se vyuziva pti stanoveni celkové koncentrace
polyfenolll v rostlinach nebo néapojich. Redukci Folin-Denisova ¢inidla uhli¢itanem sodnym
dochdzi k modrému zbarveni roztokd. Folin-Denisovo ¢inidlo obsahuje wolframan sodny,
fosfomolybdenovou a fosforecnou kyselinu. Byla publikovana modifikovana Folin-Denisova
metoda. Ke 0,5 ml vzorku se piida 2,5 ml Folin-Denisova ¢inidla a nechd se 5 minut stat. Poté
se pridaji 2 ml 14% uhli¢itanu sodného a necha se 2 hodiny stit. Absorbance se méfi
spektrofotometricky pti vlnové délce 760 nm [54, 55]. V souvislosti sestanovenim celkové
koncentrace polyfenolll v bezu ¢erném se vyuzivé predevsim metoda Folin-Ciocalteua.

2,54 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je analyticka separa¢ni metoda, pfi které dochazi
k separaci slozek vzorku za Ucelem stanoveni jejich pfitomnosti i koncentrace. Dochazi
k distribuci latek mezi nepohyblivou stacionarni fazi a pohyblivou mobilni fazi. Vzorek se
umisti na zacatek stacionarni fdze a pohybem mobilni faze je unasSen pfes staciondrni fazi.
Slozky vzorku jsou stacionarni fazi zadrzovany a postupné se od sebe oddéluji. Na konec
stacionarni faze se dostanou nejdiive slozky, které jsou nejméné zadrzovany v kolon¢. Mobilni
faze postupuje kolonou naplnénou sorbentem urcitou rychlosti. Vzorek je unaSen kolonou
pomaleji nez mobilni faze. Pti prichodu vzorku kolonou piejde kazdd molekula vzorku
mnohokrat z proudu mobilni fadze na povrch sorbentu a zpét. V kazdém okamziku musi byt
systém velmi blizko rovnovahy. Pocet sorbovanych molekul se ptiblizné¢ rovnéd poctu molekul
desorbovanych. Doba, kterou primérnd molekula urcité slozky setrvava na povrchu sorbentu,
zavisi na velikosti interakce mezi slozkou a sorbentem. Tato doba urcuje potadi, v jakém slozka
vychézi z kolony. Kapalinovy chromatograf obsahuje zasobniky mobilni faze, kterd putuje pres
odplynovac do Cerpadla, sméSovace a davkovaci smycky. Davkovacim ventilem se pfidava
analyt a spole¢n¢ s mobilni fazi putuji do kolony naplnéné sorbentem. Z kolony ptechézi
do detektoru, kde jsou vyhodnoceny vysledky a zaznamenany grafy (Obr.19) [53, 57, 58].
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Obr.19. Schema instrumentace HPLC [60)].

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie byla jiz mnohokrat vyuzita pfi identifikaci
a stanoveni koncentrace riiznych bioaktivnich latek. V bezu ¢erném byly pomoci HPLC
nalezeny tyto latky, jejichz ptehled je shrnut v Tabulce 2.
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Tabulka 2. Prehled latek nalezenych v bezovych extraktech pomoci HPLC.

Latka stanovena pomoci HPLC Zdroje Kapitola
Kyselina kavova a jeji derivaty [61, 62]
Kyselina chlorogenova [63, 64, 62]
Rutin [64, 62, 65]
Kvercetin [61, 63, 64] 223
Isokvercetin [64, 63, 65]
Isorhamnetin-3-glukosid [63]
Kvercetin a jeho derivaty [61, 64, 65]
Kyanidin-3-sambubiosid [61, 63, 66]
Kyanidin-3-glukosid [61,63,66] | 2.2.6
Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid | [61, 63, 66]
Kyanidin-3,5-diglukosid [61, 63, 66]

2.6  Vyuziti bezovych extrakti v kosmetologii

Bez ¢erny ma mnohé vyuziti v domécnostech. Z bezovych kvéth 1ze jednoduse pfipravit Caj
zalitim kvéth horkou vodou. Velice oblibeny je bezovy sirup, ktery se pfipravuje zalitim kvéta
horkou vodou nebo povaieni plodl a nasledné ptidani cukru. Na ptipravu sirupii existuje mnoho
ruznych recepti. Vlastnoru¢né vyrobenou stavu je vhodné spotfebovat co nejdiive, protoze ¢im
déle se uchovava, tim vice se ztraceji ucinky bioaktivnich latek. Dale se z bezovych plodi
pripravuje vino smichanim zralych plodii s cukrem a naslednym kvasenim.

Nejen v domécnostech, ale 1 ve farmacii nachéazi bez cerny mnohé vyuziti. Z bezu ¢erného
se bézn¢ vyrabi destilaty, na které je potfeba slozitéjsich piistrojl, a tak je vhodné si je obstarat
z 1ékarny. Casto se vyrabi roztok bezové §tavy s pridavkem kyseliny askorbové.

Kvéty bezu maji zklidnujici t€inky na plet, a proto mohou byt vyuzity k piipraveé pletové
vody zalitim kvéti horkou vodou. Po vychladnuti se plet’ osetiuje pletovou vodou od necistot
1 od akné. Z bezu lze také ptipravit plefovou masku rozdrcenim kvéth a zalitim horkou vodou,
az vznikne kasovitda hmota. Do masky se mohou pftidat i1 jiné bylinky jako jsou hefmanek nebo
kvét lipy. Maska jemné¢ a diikladné 1é¢i uhrovitou plet’. Dal§i moznosti vyuziti bezu ¢erného je
priprava posilujici koupele [2, 67].

Extrakt je mozné také pridavat do krémt, tuhych a tekutych mydel nebo do jakychkoliv
jinych ptipravkl ur¢enych k oSetfeni problematické pokozky [67].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Susené stonky a kvéty bezu Eerného z biosadu Agrofrukt Hustopeée, Ceska republika

e Destilovana voda, FCH VUT, Ceska republika

e Demineralizovana voda pro HPLC, FCH VUT, Cesk4 republika

e Ethanol 96%, Sigma-Aldrich, USA

e Glycerol 85% Ph. Eur., M+H, Mica a Harasta s.r.o0., Ceska republika

e Sorban draselny, ACE Trade spol. s.r.0., Ceska republika

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

e Uhli¢itan sodny bezvody, Lachema, Ceska republika

e Propylen glykol 99% Ph. Eur., ACE Trade spol. s.r.o0., Ceska republika

e Methanol Ph. Eur., Penta, Ceska republika

e Kyselina mravenéi 85%, Lach-Ner s.r.0., Ceska republika

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

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

e Kyselina chlorogenova > 95 %, Sigma-Aldrich, USA

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

e (Glycerinova mydlova hmota CRYSTAL NS, nerosici, Epifany s.r.o., Trenin,
Slovensko

e Bil4 glycerinova mydlova hmota s bambuckym maéslem, Epifany s.r.o., Trencin,
Slovensko

e Moiska stl, Epifany s.r.o., Tren¢in, Slovensko

e Sul z mrtvého mofte, Epifany s.r.o0., Trencin, Slovensko

3.2  Pouzité pristroje, vybaveni a ostatni materialy

e Bé&zné laboratorni vybaveni
e Spektrofotometr Helios Gamma & Delta Spectronic Unicam, USA
e Analytické vahy A&D INSTRUMENTS LTD., HR-120-EC, Japan
e Mikropipety Thermo Scientific, USA
e pH metr Hanna instruments HI 221, Kanada
e Refraktometr A. Kriiss Optronic GmbH, Némecko
e Vodni lazen Julabo TW 2, Némecko
e Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-10AD, Japonsko
- Ridici jednotka Comunication bus module CBM-10A, Shimadzu
- Termostat kolony CT-10A, Shimadzu
- DAD detektor DAD SPD-M10AVP, Shimadzu
- Gradientova pumpa GT-104, Shimadzu
- Odplynova¢ FCV-10AL, Shimadzu
- Déavkovaci ventil Rheodyne, Model 77251, ThermoFisher Scientific, USA
- Kolona Kinetex Phenomenex Core-Shell Technology, EVO C18, 250 x 4,6
mm, velikost ¢astic 5 pul
- PC se softwarem pro fizeni a sbér dat Class-LC10
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3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Optimalizace navazky rostlinného materialu

Ziedénim 96% ethanolu byl ptipraven zasobni roztok 40% ethanolu. Byly pfipraveny dvé sady
vzorkll se dvéma riznymi rozpoustédly. Do Etyt kadinek bylo postupné navéazeno 15, 20, 25
a 30 g suSenc¢ho rostlinného materialu a zalito 200 ml 40% ethanolu. Do dalSich ¢tyt kadinek
bylo opé€t navdzeno postupné 15, 20, 25 a 30 g suseného rostlinného materialu a zalito 200 ml
85% glycerolu (Tabulka 3). Rostlinny material se extrahoval za laboratorni teploty po dobu
15 minut. Laboratorni teplota béhem vSech experimentii se pohybovala v rozmezi od 21,5 az
23,5 °C. Rostlinny materidl byl odseparovan od roztoku pomoci hrubého sitka. VSech osm
vzniklych extraktii bylo poté prefiltrovano za snizeného tlaku pomoci Biichnerovy nalevky.
Celkova koncentrace polyfenoli byla stanovena spektrofotometricky Folin-Ciocalteuovou
metodou.

Tabulka 3. Prehled navazek a objemu rozpoustédla pvi stanoveni optimalni navazky.

Navazka rostlinného i o Pomeér rostlinného materialu
., Druh a objem rozpoustédla e
materidlu [g] ku rozpoustédlu
15 1:13
20 1:10
200 ml 40% ethanolu
25 1:8
30 1:7
15 1:13
20 200 ml 85% glycerolu bez 1:10
25 konzervace sorbanem draselnym 1:8
30 1:7

3.3.2 Optimalizace doby extrakce

Ziedénim 96% ethanolu byly pfipraveny zasobni roztoky 20%, 40% a 60% ethanolu.
Pro optimalizaci doby extrakce bylo do Ctyi kadinek postupné navdzeno 25 g rostlinného
materidlu. Do prvni kaddinky bylo pfidano 200 ml 20% ethanolu, do druhé kadinky 200 ml 40%
ethanolu, do treti kddinky 200 ml 60% ethanolu a do ¢tvrté kadinky bylo pfiddno 200 ml 85%
glycerolu, ktery byl konzervovan 1 % sorbanu draselného. Z téchto kadinek bylo postupné
odebirano 10 ml v ¢asovych intervalech 30 minut, 1 hodina, 3 hodiny, 24 hodin, 4 dny, 10 dni,
20 dni a 30 dni. Odebrané vzorky byly prefiltrovany za snizené¢ho tlaku pomoci Bilichnerovy
nalevky a celkovd koncentrace polyfenolti byla stanovena spektrofotometricky Folin-
Ciocalteuovou metodou.
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Tabulka 4. Prehled navazek, objemu a druhu rozpoustédla pri stanovent optimalni doby extrakce.

Navazka rostlinného ) oy Pomér rostlinného
., Druh a objem rozpoustédla ., e
materialu [g] materidlu ku rozpoustédlu

200 ml 20% ethanolu
200 ml 40% ethanolu
200 ml 60% ethanolu

200 ml 85% glycerolu
konzervovaného 1 % sorbanem
draselnym

25 1:8

3.3.3 Optimalizace teploty

Ztedénim 96% ethanolu byl pfipraven zasobni roztok 60% ethanolu. Pro stanoveni optimalni
teploty bylo do dvou kadinek postupné navazeno 25 g rostlinného materialu. Do obou kadinek
bylo pfiddno 200 ml 60 % ethanolu. Jedna kadinka byla umisténa do temperovaciho zatizeni
a extrakce probihala pii 35 °C, zatimco ve druh¢ kadince s 60% ethanolem probihala extrakce
za laboratorni teploty. Byly odebirany vzorky v ¢asovych intervalech 30 minut, 1 hodina,
3 hodiny, 16 hodin, 20 hodin a 24 hodin. Odebrané vzorky byly pfefiltrovany za snizeného
tlaku pomoci Biichnerovy nalevky a celkovd koncentrace polyfenolli byla stanovena
spektrofotometricky Folin-Ciocalteuovou metodou.

3.3.4 Vybér vhodného rozpoustédla

Pro stanoveni vhodného rozpoustédla byly pro doplnéni stavajicich experimentti ptipraveny
jesté dva extrakty. Do dvou kadinek bylo navazeno postupné 25 g rostlinného materialu, ktery
byl zalit v jedné kadince 200 ml vody a ve druhé kadince 200 ml 99% propylenglykolu. Byly
odebirany vzorky v ¢asovych intervalech 30 minut, 1 hodina, 3 hodiny, 16 hodin, 20 hodin
a 24 hodin. Odebrané vzorky byly pfefiltrovany za snizeného tlaku pomoci Biichnerovy
nalevky a celkovd koncentrace polyfenolti byla stanovena spektrofotometricky Folin-
Ciocalteuovou metodou.

3.3.5 Stanoveni polyfenoli spektrofotometricky

Folin-Ciocalteuovo cinidlo bylo 10x zfedéno tak, ze do 100 ml odmémé banky bylo
napipetovano 10 ml ¢inidla a dopInéno po rysku destilovanou vodou.

Roztok uhli¢itanu sodného byl pfipraven navazenim 7,5 g Na>xCOs, pfevedenim do 100 ml
odmérné banky a doplnénim destilovanou vodou po rysku.

Koncentrace polyfenolll byla proméfena u vSech extraktii 3x. Extrakty byly podle potteby
ziedény. Do zkumavek byl napipetovan 1 ml zasobniho roztoku Folin-Ciocalteuova ¢inidla, 1
ml destilované vody a 0,1 ml vzorku. Roztoky ve zkumavkéach byly promichany a nechany 5
minut stat. Poté byl pfidan 1 ml zasobniho roztoku uhli¢itanu sodného, roztoky byly opét
promichany a nechany 15 minut stat. Slepy vzorek byl pfipraven podobnym zplsobem, jen
misto vzorku bylo pfiddno 0,1 ml 20%, 40%, 60% ethanolu, 85% glycerolu, vody nebo
99% propylenglykolu v zavislosti na rozpoustédle stanovovaného extraktu. Koncentrace
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polyfenolli byla stanovena pii vinové délce 750 nm. Tato metodika byla pfevzata z jiné prace
[62].

Byl pouzit standard kyseliny gallové pro stanoveni celkové koncentrace polyfenoll
(kap.2.2.3). Byl piipraven zéasobni roztok kyseliny gallové o koncentraci 1,02 mg-ml” a jeho
postupnym fedénim byly pfipraveny roztoky o nasledujicich koncentracich (Tabulka 35)
a sestrojena kalibracni ptimka (Obr.20)[62].

Tabulka 5. Koncentrace kalibracnich roztokii kyseliny gallové a jejich absorbance [62].

Koncentrace kys. gallové [mg'ml™'] | Absorbance
0,102 0,342
0,204 0,570
0,306 0,839
0,408 1,152
0,510 1,408
0,612 1,682
0,714 1,926
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Obr. 20. Zavislost absorbance kyseliny galloveé na jeji koncentraci [62].

Po zméfeni absorbance u jednotlivych piipravenych extrakti byla celkova koncentrace
polyfenoll vypocitana pomoci rovnice kalibracni pfimky kyseliny gallové (1)[62]:

y = 2,6855 - x + 0,0312 (1)
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3.3.6 Stanoveni vybranych vlastnosti extraktu

S ohledem na nejvétsi celkovou koncentraci polyfenolii a na ekonomickou stranku vyroby byl
vyhodnocen nejlepsi ziskany extrakt luhovanim bezovych kvéth. Tento extrakt byl znovu
pfipraven a byly stanoveny jeho vybrané vlastnosti.

3.3.6.1 Stanoveni indexu lomu

Ptipraveny extrakt byl zméfen pomoci refraktometru. OCistény a osuseny hranol byl pomoci
kapatka zcela pokryt kapalnym extraktem. Refraktometr byl uzavien a ukazatel posunut do
takové polohy, aby se rozhrani svétla a tmy v okularu nachazelo na sttedu kiiZe. Na stupnici
byla odec¢tena hodnota indexu lomu.

3.3.6.2  Stanoveni pH

pH metr byl pfed méfenim extraktu kalibrovan na rozmezi hodnot 4 az 7. Do vétsi kadinky
s extraktem byla ponotena elektroda a na digitalnim displeji byla odectena hodnota pH.

3.3.6.3  Stanoveni hustoty

Prazdny odmérny valec byl zvazen, naplnén 1 ml ethanolového extraktu a poté opét zvazen. Po
odecteni hmotnosti prazdného vélce od hmotnosti valce naplnéného extraktem byla zjiSténa
hmotnost samotného extraktu. Ze zndmé hmotnosti a znamého objemu byla vypocitana hustota
extraktu podle vzorce (2).

<I|3

p= (2)

3.3.7 Analyza extraktu pomoci HPLC

V extraktu bezovych kvéti jsou zastoupeny fenolické kyseliny, a to pfedev§im kyselina
chlorogenova, kavova a ferulova. Déle je zde rutin jako zéastupce flavonoidnich glykosidi. Byla
vyuzita vysokoucinna kapalinova chromatografie s DAD detektorem pro stanoveni a
kvantifikaci téchto latek.

3.3.7.1 Priprava mobilni faze

Byla pfipravena mobilni faze smichanim demineralizované vody pro HPLC, methanolu
a kyseliny mravenc¢i. Bylo nutné optimalizovat pomér téchto latek, aby mohla analyza bez
problémti probéhnout. Byly zkoumany dva poméry danych latek, a to 62:33:5 a 65:30:5.
Mobilni fazi bylo nutné optimalizovat kviili obsahu ethanolu v extraktu.

V ptipad¢ prvni mobilni faze bylo odmérnym véalcem odméteno a poté smichdno 310 ml
demineralizované vody pro HPLC, 165 ml methanolu a 25 ml kyseliny mravenci.

V piipadé druhé mobilni faze bylo odmérnym valcem odmeéteno a poté smichano 325 ml
demineralizované vody pro HPLC, 150 ml methanolu a 25 ml kyseliny mravenci.

3.3.7.2  Priprava standardu fenolickych kyselin a rutinu

Byl piipraven standard kyseliny chlorogenové o koncentraci 1 g-1"! navazenim 0,1 g kyseliny
chlorogenové a prevedenim do 100 ml odmérné banky. Kvili Spatné rozpustnosti kyseliny
chlorogenové bylo do odmérné baiiky ptiddno malé mnozstvi methanolu. Odmérna barka byla

32



doplnéna po rysku demineralizovanou vodou pro HPLC. Roztok byl 10x zifedén na vyslednou
koncentraci 0,1 g-I'!. Ziedény standard kyseliny chlorogenové byl zméien 3x a vysledna
hodnota koncentrace byla vypocitana jako primér hodnot z jednotlivych méfteni.

Byl ptipraven standard kyseliny kavové o koncentraci 1 g1 navazenim 0,1 g kyseliny
kavové, prevedenim do 100 ml odmérné banky a doplnénim po rysku vodou pro HPLC. Roztok
byl 10x ziedén na vyslednou koncentraci 0,1 g-1"'. Zfedény standard kyseliny kidvové byl
zméten 3x a vyslednd hodnota koncentrace byla vypocitana jako primér hodnot z jednotlivych
méfeni.

Byl ptipraven standard kyseliny ferulové o koncentraci 1 g-1"! navazenim 0,1 g kyseliny
ferulové, pfevedenim do 100 ml odmérné banky a doplnénim po rysku vodou pro HPLC.
Roztok byl 10x ziedén na vyslednou koncentraci 0,1 g-1'!. Zfedény standard kyseliny ferulové
byl zméfen 3x a vyslednd hodnota koncentrace byla vypocitana jako primér hodnot
jednotlivych méteni.

Byl piipraven standard rutinu o koncentraci 5,5 g-I"! navazenim 0,55 g rutinu, pfevedenim
do 100 ml odmérné baiky a doplnénim po rysku vodou pro HPLC. Standard rutinu nebyl
samostatné doméfen z ¢asovych diivodi. Tento standard byl pouze vyuzit pro identifikaci
rutinu v bezovém extraktu, nikoli na pro stanoveni jeho koncentrace v bezovém extraktu.

3.3.7.3 Podminky HPLC analyzy

Standardy a extrakt kvéth bezu ¢erného byly analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie Shimadzu LC-10AD. Byla pouzita kolona Kolona Kinetex Phenomenex Core-
Shell Technology, EVO C18, 250 x 4,6 mm s velikosti ¢astic 5 pl a detektor Shimadzu DAD
SPD-M10AVP. Podminky analyzy jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 6.

Tabulka 6. Podminky HPLC analyzy.

Nastiik 5ul
Pratok 0,5 ml'min’!
Teplota kolony 26 °C
Vlnova délka 240 nm

15 minut (standardy)

Doba analyzy

30 minut (extrakt)

3.3.7.4  HPLC analyza bezového extraktu

Ptipraveny bezovy extrakt byl méfen pomoci vysokouc¢inného kapalinového chromatografu
s DAD detektorem. Byl pfipraven roztok smichdnim 2 ml bezového extraktu, 2 ml mobilni faze
a 2 ml ethanolu. Z takto pfipraveného roztoku bylo do chromatografu nasttiknuto 5 pl vzorku
a analyza byla provedena 3x.

Pro potvrzeni, zda byla spravné provedena identifikace pikii fenolovych kyselin a rutinu,
byly provedeny dopliiujici zkousky. Pro potvrzeni spravné identifikace piku kyseliny
chlorogenové byl k piipravenému roztoku bezu ¢erného (2 ml bezovy extrakt, 2 ml mobilni
faze, 2 ml ethanolu) pfidan standard kyseliny chlorogenové o koncentraci 0,1 g1 v poméru
1:1. Pik kyseliny chlorogenové by se mél zvysit v zavislosti na zvySeni jeji koncentrace
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ve stanovovaném roztoku. Podobné experimenty byly provedeny také pro kyselinu kavovou,
kyselinu ferulovou a rutin. Misto kyseliny chlorogenové je do piipravené¢ho bezového extraktu
pridana kyselina kdvova o koncentraci 0,1 g-I"!, kyselina ferulova o koncentraci 0,1 g-1"! nebo
rutin o koncentraci 5,5 g-I'!, vzdy v poméru 1:1.

3.3.8 Zapracovani bezového extraktu do kosmetického vyrobku

Podle preferenci zadavajici firmy Agrofrukt, kterd dodala rostlinny material, byly pfipraveny
dva produkty z bezového extraktu, které najdou vyuziti naptiklad v lazefistvi. Témito produkty
jsou koupelova stl a toaletni mydlo. Proces jejich ptipravy byl senzoricky optimalizovan
z hlediska barvy, viin€ a konzistence.

Byly piipraveny dvé velké kadinky. Do jedné z nich bylo pfevedeno 100 g glycerinové
mydlové hmoty a do druhé bylo pifevedeno 100 g mydlové hmoty s bambuckym maslem.
Mydlova hmota byla rozpusSténa ve vodni lazni a bylo pfidano 5 ml ethanolového bezového
extraktu. Obsah kadinky byl zamichdn a sm¢s byla pfelita do formicek a nechala se ztuhnout
za laboratorni teploty. Do nékterych formicek byly pfidany susené kvéty bezu cerného a poté
zality rozpusténou mydlovou hmotou.

Do plastové misky bylo navazeno 80 g motské soli a 20 g soli z mrtvého mote. Bylo ptfidano
5 g suSenych bezovych kvéti a 10 ml ethanolového bezového extraktu. Obsah misky byl
promichan a uzavien vickem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace navazky rostlinného materialu

Vhodné mnozZstvi navazky bylo provéieno pro dvé rizna rozpoustédla, a to 40% ethanol a 85%
glycerol bez konzervace. Byly provéfeny navazky suSené¢ho materialu 15, 20, 25 a 30 g.
Nasledujici Tabulka 7 obsahuje vypocitané koncentrace polyfenolli v jednotlivych
glycerolovych extraktech.

Tabulka 7. Vypocet koncentrace polyfenolii glycerolového extraktu bezu cerného.

Pomé tlinnéh
omer rO,S: 1nneho Primeérna absorbance Celkova koncentrace
Navazka materialu ku o X . )
e neziedénych roztokl polyfenolt [mg'ml™]
[g] rozpoustédlu
15 1:13 0,178 0,055
20 1:10 0,187 0,057
25 1:8 0,402 0,138
30 1:7 0,304 0,102
02
E
on
£, 0,15
E
5
= 0,1
o
o
(0]
g
= 0,05
3
g
N,
0
1:13 1:10 1:8 1:7

Pomér rostlinného materialu ku 85% glycerolu

Graf 1. Zavislost koncentrace polyfenolii na pomeru rostlinného materialu ku 85% glycerolu.

Z Grafu 1 se zda, Ze nejvhodnéjsi navazka pro extrakci glycerolem je 25 g rostlinného
materidlu. Pro dalSi experimenty proto byla pouzita navazka 25 g. Navazka 30 g byla velice
neefektivni pro extrakci, protoze vysusené kvéty bezu cerného jsou velice lehké a bylo
problematické celou navazku plné ponoftit do 200 ml rozpoustédla.

Stejnym zpitisobem byla vyhodnocena koncentrace polyfenoli v ethanolovych extraktech
a vysledky jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 8.
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Tabulka 8. Vypocet koncentrace polyfenolut ethanolového extraktu bezu cerného.

Pomér rostlinného Priimérna absorbance Celkova koncentrace
Navazka materidlu ku 10x ziedénych roztokd | polyfenolii [mg'ml']
[g] rozpoustédlu
15 1:13 0,024 0,027
20 1:10 0,244 0,792
25 1:8 0,551 1,937
30 1:7 0,709 2,523
3
E
bD 2’5
£
= 2
2
} 1,5
&
o 1
g
£05
2
Q 0 T

1:13 1:10 1:8 1:7
Pomér rostlinného materialu ku 40% ethanolu

Graf 2. Zavislost koncentrace polyfenolii na poméru rostlinného materialu ku 40% ethanolu.

Vysledky z Grafu 2 sice ukazuji, Ze idealni navazka pro extrakci polyfenolt ethanolem je
30 g, nicméné podobné jako u glycerolu byla navazka 30 g z praktického hlediska nevhodna,
protoze bylo problematické ponofit cely obsah kadinky do rozpoustédla. Proto byla pro dalsi
experiment vyhodnocena nejoptimalnéjsi navazka jako 25 g suSeného rostlinného materialu.

4.2  Optimalizace doby extrakce

Vliv doby extrakce na koncentraci polyfenolti byla zkoumana pro Ctyfi rizna rozpoustédla,
a sice 20% ethanol, 40% ethanol, 60% ethanol a 85% glycerol, ktery byl konzervovan 1 %
sorbanu draselného (kap.2.5.2.2)[48]. Z teoretické Casti vyplyva, Ze ethanol se pouziva
v koncentraci do 60 %. Pti vys$Sich koncentracich miZe zpiisobit vysychani kiize (kap.2.5.2.1).
S ohledem na finan¢ni naro¢nost vyroby, bylo zkouméno, jestli mén¢ koncentrovany ethanol
vyextrahuje stejné mnoZzstvi polyfenolt. Rostlinny materidl byl pln€ ponotfen do rozpoustédla
a nechal se luhovat. Vzorky byly odebirdny v ¢asovych intervalech 30 minut, 1 hodina,
3 hodiny, 24 hodin, 4 dny, 10 dni, 20 dni a 30 dni. V téchto ¢asovych intervalech bylo odebirano
vzdy 10 ml extraktu. Po filtraci mohlo dochézet k mirné ztraté objemu ziskané¢ho extraktu.
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20% ethanol 40% ethanol 60%ethanol

Obr. 21. Nalozeny rostlinny material do 4 riiznych rozpoustédel: 20% ethanol, 40% ethanol, 60%

ethanol a 85% glycerol.
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20% ethanol 40% ethanol 60% ethanol 85% glycerol

Obr.22. Odber 10 ml extraktu po filtraci.

Tabulka 9. Celkova koncentrace polyfenolii [mg-ml”] jednotlivych odbérii v riznych ¢asovych

intervalech pro ruzna rozpoustédla.

Doba Pomér rostlinného 20 % 40% 60% 85%
extrakce | materidlu ku rozpoustédlu | ethanol ethanol | ethanol | glycerol
30 minut 1:8 1,850 2,193 1,617 0,126
1 hodina 1:7,6 2,597 2,579 3,627 0,241
3 hodiny 1:7,2 2,840 3,235 3,461 0,349
24 hodin 1:6,8 3,847 4,329 4,903 1,180

4 dny 1:6,4 2,803 3,507 4,247 2,829

10 dni 1:6 2,704 3,172 3,867 2,976

20 dni 1:5,6 3,603 4,094 5,081 4,172

1 mésic 1:5,2 2,169 3,181 3,310 3,603
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Zména koncentrace polyfenolil v Case
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Graf 3. Zmeéna koncentrace polyfenolit v riiznych casovych intervalech.

Z vypocitanych hodnot koncentraci (Tabulka 9) a z Grafu 3 je vidét, ze koncentrace
polyfenolll v glycerolovém extraktu je v pocatku extrakce az 10x niz$i nez u ethanolovych
extraktli. S prodluzujici se dobou extrakce v glycerolu dochazi k vyraznému zvySeni celkové
koncentrace polyfenolli. Po mésici se koncentrace polyfenoli v glycerolu vyrovna celkové
koncentraci polyfenolti v ethanolu. Glycerol jako rozpoustédlo neni vhodny kvuli Casové
naro¢nosti extrakce, a tim 1 z ekonomického hlediska. U ethanolovych extrakti koncentrace
polyfenoll nejvice nartista uz po 24 hodinach, poté dochéazi k poklesu koncentrace polyfenold.
Z grafu se zd4, ze po 20 dnech dochazi k ne¢ekanému nértstu koncentrace polyfenol. Mtiize
to byt zpisobeno uvolnénim jinych latek, naptiklad tfislovin. Pti primyslové vyrobé je potfeba
nalozit rostlinny materidl do néjakych nadob nebo tankt, které mohou zabirat hodné mista.
Z ekonomického hlediska i provoznich diivodl byla tedy vyhodnocena vhodna doba extrakce
jako 24 hodin.

4.3  Optimalizace teploty

Optimalni teplota rozpoustédla byla experimentalné stanovovana pro 60% ethanol. Do dvou
kadinek bylo navazeno 25 g suSeného rostlinného materidlu a zalito 200 ml 60% ethanolu.
Obsah jedné kadinky byl temperovan na 35 °C a obsah druhé kadinky byl ponechan
pti laboratorni teploté (Obr.23). Teplota temperovani 35 °C byla zvolena s ohledem na nizkou
teplotni stabilitu antioxidantl v rostlinném materidlu. Vzorky byly odebirany v ¢asovych
intervalech 30 minut, 1 hodina, 3 hodiny, 16 hodin, 20 hodin a 24 hodin. V téchto ¢asovych
intervalech bylo odebirdno vzdy 10 ml extraktu. Po filtraci mohlo dochazet k mirné ztraté
objemu ziskaného extraktu. Tabulka 10 obsahuje hodnoty celkové koncentrace polyfenoll
pro jednotlivé odbéry temperovanych a netemperovanych extrakti v riznych casovych
intervalech.
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orni teplota

Obr.23. Filtrované extrakty bezu cerného ziskané za laboratorni teploty a temperované na 35 °C.

Tabulka 10. Celkova koncentrace polyfenolii [mg-ml’] jednotlivych odbérii v riiznych ¢asovych

intervalech pro ethanolovy extrakt ziskany za laboratorni teploty a ethanolovy extrakt temperovany

na 35 °C.

Dobra Poiirt;oiztlﬁnlfho Ethanol | Ethanol
extrakce rozpoustédiu 35°C | 20°C
30 minut 1:8 2,744 1,918
1 hodina 1:7,6 3,123 | 2,284
3 hodiny 1:7,2 3,640 | 3,007
16 hodin 1:6,8 5,014 | 3,756
20 hodin 1:6,4 4,015 | 3,701
24 hodin 1,6 4,290 | 3,557

Optimalizace teploty rozpoustédla 60% ethanolu

/ * N

30 minut 1 hodina 3 hodiny 16 hodin 20 hodin 24 hodin

S = N WA N

Celkova koncentrace polyfenolil
[mg 'ml-1]

e 350C e 6(0% ethanol

Graf 4. Zména koncentrace polyfenolii v riiznych casovych intervalech pro 60% ethanol
za laboratorni teploty a temperovany na 35 °C.
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Jako lepSi metoda byla vyhodnocena extrakce pfi teplot¢ 35 °C, ovSem s ohledem
na ekonomickou stranku véci a provozni naklady temperovaciho zatfizeni byla optimalni teplota
stanovena jako laboratorni teplota. Vyssi vytézek polyfenolli nepokryje ndklady na vyrobu.
V tomto experimentu se zaroveil podrobnéji zkoumala optimalni doba extrakce. Pfi extrakci
rostlinného materidlu 60% ethanolem za laboratorni teploty byla stanovena nejvyssi
koncentrace polyfenolli po 16 hodinach luhovéni. Nasledné se koncentrace polyfenolti mirné
snizovala. S ohledem na odchylku by se dalo tvrdit, Zze je koncentrace polyfenolii spise
konstantni, nez aby se vyrazné snizovala. Pfi extrakci rostlinného materialu v 60% ethanolu
temperovan¢ho na 35 °C dochazelo ke kolisani koncentrace polyfenolii. Z grafu se zda,
ze nejvyssi koncentrace polyfenolt byla po 16 hodinach. Vzhledem k velké odchylce je tato
hodnota nevérohodna a nejvyssi koncentrace polyfenol obsahoval extrakt, ktery byl luhovan
24 hodin.

4.4  Vybér vhodného rozpoustédla

Z ptedchozich experimentt bylo zjisténo, ze z ekonomického hlediska je vhodnéjsi extrakce
60% ethanolem za laboratorni teploty po dobu 24 hodin a s pomérem rostlinného materialu
ku rozpoustédlu 1:8. Pro dal$i optimalizaci rozpoustédla byly pfidany jesté¢ dva experimenty,
a sice extrakce vodou a 99% propylenglykolem za laboratorni teploty. Nasledujici Tabulka 11
a Graf 5 ukazuji vysledky experimentu a porovnani téchto dvou rozpoustédel s 60% ethanolem.

Tabulka 11. Celkova koncentrace polyfenolii [mg-ml’] jednotlivych odbérii v riznych ¢asovych

intervalech pro vodu a propylenglykol v porovnani s ethanolem za laboratorni teploty.

60 % ethanol | Voda | 99% propylenglykol
30 minut 1,918 1,115 0,046
1 hodina 2,284 1,240 0,123
3 hodiny 3,007 2,024 0,296
16 hodin 3,756 1,995 0,559
20 hodin 3,701 2,250 0,580
24 hodin 3,557 2,359 0,684
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Porovnani obsahu polyfenoll v extraktech s riiznymi
rozpoustédly
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30 minut 1 hodina 3 hodiny 16 hodin 20 hodin 24 hodin

[

Celkova koncentrace polyfenola
[mg'ml-1]

e 00% ethanol voda 99% propylenglykol

Graf 5. Celkova koncentrace polyfenolii [mg-ml’] jednotlivych odbérii v riiznych casovych

intervalech pro vodu a propylenglykol v porovnani s ethanolem za laboratorni teploty.

Z grafu je zfejmé, Ze koncentrace polyfenold byla nizsi pti pouziti rozpoustédel vody a 99%
propylenglykolu. Tento experiment potvrdil zaveéry vSech ostatnich experimentti. Voda
ani 99% propylenglykol neni lepSim rozpoustédlem nez 60% ethanol. Optimalni je tedy
extrakce 60% ethanolem za laboratorni teploty po dobu 24 hodin s pomérem rostlinného
materialu k ethanolu 1:8.

4.5 Stanoveni vybranych vlastnosti extraktu

S ohledem na nejvétsi celkovou koncentraci polyfenolti a na ekonomickou stranku vyroby byl
vyhodnocen nejlepsi ziskany extrakt luhovanim bezovych kvéti v 60% ethanolu za laboratorni
teploty, v poméru rostlinného materialu ku rozpoustédlu 1:8 po dobu 24 hodin. Tento extrakt
(Obr.24) byl znovu piipraven navdzenim 25 g rostlinného materidlu a zalitim 200 ml 60%
ethanolu. Po 24 hodinach bych extrakt piefiltrovan za snizeného tlaku. Pro dalsi analyzy byl
extrakt jesté prefiltrovan ptes filtracni papir a byly dale stanoveny jeho vybrané vlastnosti.

Obr.24. Extrakt bezu cerného ziskany luhovanim 25 g rostlinného materialu v 60% ethanolu

za laboratorni teploty po dobu 24 hodin.
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4.5.1 Stanoveni indexu lomu

Ptipraveny extrakt byl zméfen 3x pomoci refraktometru. Na stupnici byla odectena hodnota
indexu lomu jako 1,365 + 0,02 pfi teploté 22,7 °C.

4.5.2 Stanoveni pH

Hodnota pH byla odectena z pH metru. Roztok extraktu bezovych kvéti v 60% ethanolu byl
zmeéten 3x a hodnota pH byla stanovena jako 5,743 + 0,006.

4.5.3 Stanoveni hustoty

Prazdny odmérny valec byl zvazen, naplnén 1 ml ethanolového extraktu a poté opét zvazen. Po
odecteni hmotnosti prazdného vélce od hmotnosti valce naplnéného extraktem byla zjiSténa
hmotnost samotného extraktu. Ze znamé hmotnosti a zndmého objemu byla stanovena hustota
extraktu podle vzorce (2) jako 0,9288 g-cm™.

4.6  Analyza extraktu pomoci HPLC

V ethanolovém extraktu bezovych kvétl jsou nejvice zastoupeny fenolické kyseliny, a to
predev§im kyselina chlorogenova, kavova a ferulova. Déle je zde rutin jako zastupce
flavonoidnich glykosidi. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s DAD detektorem
byly tyto latky stanoveny a jejich koncentrace kvantifikovana pomoci pfipravenych standardu.
Vysledky jsou shrnuty v kapitole 4.6.2.

4.6.1 Optimalizace mobilni faze

K detekcei a ke stanoveni koncentrace vybranych latek v bezovém extraktu byly testovany dvé
mobilni faze o razném slozeni. Ob¢ byly piipraveny smichanim demineralizované vody pro
HPLC, methanolu a kyseliny mravenci v rizném poméru. Bylo nutné optimalizovat pomér
téchto latek, aby mohla analyza bez probléml probéhnout. Volba vhodné mobilni faze je
dalezita k tomu, aby dané latky byly eluovany za adekvatni dobu 20 minut. Pokud je pouzita
nespravna mobilni faze, latky mohou byt eluovany za delsi Cas, coz je nezadouci. Pii pouziti
nespravné mobilni faze muze také dojit k tomu, Ze latky v extraktu bezu Cerného od sebe
nebudou dostate¢né oddéleny.

Byly zkoumany 2 poméry vody pro HPLC, methanolu a kyseliny mravenci, a to 62:33:5
a 65:30:5. Mobilni fazi bylo nutné optimalizovat kviili obsahu ethanolu v extraktu. Mobilni faze
s pomérem latek 62:33:5 nebyla vyhovujici, protoze dané latky v grafu od sebe nebyly
dostatecné odd¢leny a piky nesly spolehlivé precist.

Mobilni faze s pomérem latek 65:30:5 byla vyhovujici a byla pouzit v nasledujicich
analyzach jak standardd, tak ptipraveného bezového extraktu. Kolona byla touto mobilni fazi
stabilizovéna pfes noc.

4.6.2 Analyza roztoki standardu

Pomoci kapalinové chromatografie byly nedifive zméteny vzorky pfipravenych standard.
Me¢fteni byla provedena vzdy 3x. Ze ziskanych grafi byl stanoven reten¢ni ¢as jednotlivych
latek, obsah plochy piku a jeho vyska. Ze zndmé koncentrace standardu byla vypocitana
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koncentrace rutinu, kyseliny chlorogenové, kavové a ferulové v pfipraveném bezovém
extraktu.

Nejdiive byl zméfen standard kyseliny chlorogenové o koncentraci 0,1 gl1'. Do
kapalinového chromatografu byl naddvkovan ve smési s mobilni fazi v poméru 1:1. 5 pl
roztoku kyseliny chlorogenové o vysledné koncentraci 0,05 gl! bylo nastiiknuto
do davkovaciho ventilu. Méfeni bylo opakovano 3x. Primérné hodnoty zméfenych veli¢in
kyseliny chlorogenové jsou shrnuty v Tabulce 12.

Tabulka 12. Prumérné hodnoty retencniho casu, plochy piku a vysky piku kyseliny
chlorogenove.

Standard kyseliny chlorogenové
Retencni €as [s] 5900
Plocha piku [mAU-min'] | 8851524
Vyska piku [mAU] 409091

I Ch2 240nm

5900

400

200

0 2 4 B ]

Graf 6. Krivka standardu kyseliny chlorogenové s retencnim c¢asem 5900 s.

Dale byl zméfen standard kyseliny kavové o koncentraci 0,1 g1'. Byl nadavkovéan
do kapalinového chromatografu ve smési s mobilni fazi v poméru 1:2. 5 ul roztoku kyseliny
kiavové o vysledné koncentraci 0,033 g'1! ve smési smobilni fizi bylo nastiiknuto
do davkovaciho ventilu. Méfeni bylo opakovano 3x. Primérné hodnoty zméfenych veli¢in
kyseliny kavové jsou shrnuty v Tabulce 13.
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Tabulka 13. Priimérné hodnoty retencniho casu, plochy piku a vysky piku kyseliny kavové.

Standard kyseliny kavové
Retencni Cas [s] 7505
Plocha piku [mAU-min"'] | 1123958
Vyska piku [mAU] 46802

mébs

for}
=)

™ Ch2 240nm

7505

40

20

n 2 4 [ 8
Graf 7. K¥ivka standardu kyseliny kavové s retencnim casem 75035 s.

Stejnym zptsobem byl zméfen standard kyseliny ferulové o koncentraci 0,1 g'1"!. Byl
nadavkovan do kapalinového chromatografu ve smési s mobilni fazi v poméru 1:2. 5 ul roztoku
kyseliny ferulové o vysledné koncentraci 0,033 g'1"! ve smési s mobilni fazi bylo nastiiknuto
do davkovaciho ventilu. Méfeni bylo opakovano 3x. Primérné hodnoty zmétenych velicin
kyseliny ferulové jsou shrnuty v Tabulce 14.

Tabulka 14. Priimérné hodnoty retencniho casu, plochy piku a vysky piku kyseliny kavové.

Standard kyseliny ferulové
Retencni Cas [s] 11095
Plocha piku [mAU-min™'] | 839214
Vyska piku [mAU] 25726
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Graf 8. Krivka standardu kyseliny ferulové s retencnim casem 11095 s.

Standard rutinu o koncentraci 5,5 g'1'! nebyl z ¢asovych diivodi samostatné zméien. Byl

vyuzit pouze k doplitkové zkouSce pro potvrzeni spravné identifikace piku ve spektru bezového

extraktu. Rutin byl tedy pouze identifikovan, nikoli kvantifikovan.

4.6.3 Analyza extraktu bezu ¢erného

Ke 2 ml vzorku bezového extraktu byly pfidany 2 ml mobilni faze a 2 ml ethanolu. Takto

ptipraveny vzorek byl davkovan do kapalinového chromatografu. Podle reten¢niho ¢asu byly
identifikovany piky rutinu, kyseliny chlorogenové, kdvové a ferulové (Graf 9). Méfeni bylo
provedeno 3x a vysledné primérmé hodnoty z téchto méteni jsou shrnuty v Tabulce 15.

Tabulka 15. Prehled primernych hodnot retencniho Casu, plochy piku a vysky piku latek nalezenych

v ethanolovéem extraktu bezu cerného.

Retenéni ¢as [s] | Plocha piku [mAU-min™!] | Vyska piku [mAU]
Kyselina chlorogenova 5796 10209811 280958
Kyselina kavova 7428 2132757 40112
Kyselina ferulova 11266 656813 15371
Rutin 14824 19089689 294022
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Graf 9. Identifikace vybranych latek v ethanolovém extraktu bezu cerného.

Obvykle se neznama koncentrace latek stanovuje ze znamé koncentrace standardu
a ze znamych hodnot plochy piku podle rovnice (3), kde cr je nezndma koncentrace dané latky
v extraktu, cs je koncentrace standardu, Sg je plocha piku dané latky v extraktu a Ss je plocha
piku standardu.

Cg =< "Cs (3)

Pro stanoveni koncentrace danych latek v ethanolovém extraktu byly pouZzity hodnoty vysky
piku misto plochy, a to z diivodu mensi odchylky pii stanoveni primérné hodnoty ze 3 méteni.
Pokud by byla pouzita k vypoctu jednotlivych koncentraci plocha piku, hodnoty by mohly byt
zkreslené. Vypocitané hodnoty koncentrace vybranych latek v ethanolovém extraktu bezu
¢erného jsou shrnuty v nésledujici Tabulce 16.

Tabulka 16. Vypocitané koncentrace vybranych latek v ethanolovém extraktu bezu cerného.

Koncentrace [g'17]
Kyselina chlorogenova 0,104
Kyselina kavova 0,086
Kyselina ferulova 0,060
Rutin Nebyl kvantifikovan
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Pro potvrzeni spravné identifikace daného piku fenolovych kyselina a rutinu byly provedeny
dal3i 4 experimenty. Pfipraveny standard kyseliny chlorogenové o koncentraci 0,1 g1 byl
smichan s roztokem, ktery obsahoval 2 ml bezového extraktu, 2 ml mobilni fize a 2 ml
ethanolu, a to v poméru 1:1. Po proméfeni pomoci HPLC se zvysila vyska piku kyseliny
chlorogenové, a tim se potvrdilo, Ze detekovany pik opravdu patiil této kyseling. Dalsi
3 experimenty probihaly obdobné, akorat misto standardu kyseliny chlorogenové analyzovany
vzorek obsahoval standardy kyseliny kavové, ferulové nebo rutin.

4.7  Zapracovani bezového extraktu do kosmetického vyrobku

Ptipraveny ethanolovy bezovy extrakt byl zapracovan do toaletniho mydla a do koupelové soli.
Tento extrakt je vhodny pro pouziti do biokosmetiky. Vyhodou je, ze sam poskytuje zluté
zbarveni, tudiZ neni potieba ptridavat barviva. Produkty maji charakteristickou bylinnou viini.
V podob¢ koupelové soli nebo toaletniho mydla by mohl bezovy extrakt najit vyuziti naptiklad
v lazenstvi.

V experimentalni Casti je popsana vyroba mydel i soli. Nicméné pomér danych latek neni
striktné dany. Vyrobce si mize do jisté miry ménit poméry podle své potieby. U mydel je
spousta moznosti vyroby, co se ty€e tvaru a slozeni mydla. Byly pfipraveny rizné druhy mydla
smichanim mydlové hmoty, extraktu a ptidanim bezovych kvétia (Obr.25,26 ,27).

> (O

Obr. 25. Rizné druhy mydla. 1 — c¢ira mydlova hmota s bezovym extraktem, 2 — mydlo s bambuckym

maslem s bezovym extraktem, 3 — smés cirého mydla a mydla s bambuckym maslem s kvéty bezu, 4 —

peelingové ciré mydlo s bezovymi kvéty.

Mydlo s bambuckym maslem je vhodnéjsi pro vyrobu mydel s riznym plastickym motivem
(0Obr.26). U cirého mydla jde vidét, ze plasticita motivu tolik nevynikne. Je ale zase vhodnéjsi
pro vyrobu peelingového mydla s bezovymi kvéty, které maji 1 dekorativni funkci (Obr.27).
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Obr.27. Plastické c¢iré mydlo s ethanolovym bezovym extraktem a suSenymi bezovymi kvéty.

Byla pfipravena koupelova siil smichanim moiské soli, soli z mrtvého mote, ethanolového
bezového extraktu a suSenych bezovych kvéth (Obr.28). V experimentdlni ¢asti je popsan
postup pfipravy, nicméné stejné jako u mydla se pomér latek mtize do urcité miry meénit. Tato
stil je vhodné do koupeli kviili ukliditujicim a posilujicim ucinkiim bezu ¢erného.
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Obr.28. Koupelova siil z morské soli, soli z mrtvého more, ethanolového bezového extraktu

a susenych bezovych kvetu.
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5 ZAVER

Diplomové prace byla zaméfena na piipravu vybranych alkoholovych extrakti bezu ¢erné¢ho
(Sambucus nigra, L.) a jejich vyuziti v kosmetologii.

Teoreticka ¢ast obsahovala charakteristiku bezu cerného, ktery byl vybran jako pfedmét prace
diky svym bioaktivnim vlastnostem. Bez Cerny si nasel misto jak v lidovém lécitelstvi, tak
v potravinafském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Byly zde popsany tc¢inné latky,
jako jsou glykosidy, silice, polyfenoly, antimikrobidlni peptidy, tfisloviny, anthokyany
a vitaminy. Na druhou stranu listy, kiira a nezralé plody obsahuji toxické latky, jako jsou
kyanogenni glykosidy a lektiny. Pro ziskdni bioaktivnich latek byla pouzita metoda extrakce
riznymi alkoholovymi rozpoustédly, jako jsou ethanol, propylenglykol nebo glycerol. Pouzita
rozpoustédla byla charakterizovana. Byly zde popsdny metody spektrofotometrie a HPLC,
které byly vyuzity k analyze ptipravenych extrakti.

Cilem bylo ziskat bezovy extrakt obsahujici co nejveétsi mnozstvi polyfenoll s ohledem
na ekonomickou nérocnost vyroby. Byla stanovena celkovd koncentrace polyfenoll
spektrofotometricky Folin-Ciocalteuovou metodou. Hlavnimi faktory, které byly zkoumény
v experimentalni ¢asti pfi optimalizaci procesu extrakce, byly vybér rozpoustédla, navazka,
teplota rozpoustédla a doba extrakce. Extrakt s nejvétsi koncentraci polyfenoltl byl analyzovan
pomoci HPLC a byly stanoveny zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti jako pH, index lomu
a hustota.

Jako vhodny zplisob ptipravy bezového extraktu byla vyhodnocena metoda, kdy byl
rostlinny material zalit 60% ethanolem v poméru rostlinného materialu ku rozpoustédlu 1:8.
Bylo zjiSténo, Ze sohledem na provozni naklady je optimalni doba extrakce 24 hodin
za laboratorni teploty. Byla stanovena hodnota pH jako 5,743 + 0,006, index lomu jako 1,365
+ 0,02 pii teploté 22,7 °C a hustota jako 0,9288 g-cm™ Pomoci HPLC byly identifikovany
a kvantifikovany vybrané fenolické kyseliny. Byla vypocitana koncentrace kyseliny
chlorogenové jako 0,104 g1, kyseliny kidvové jako 0,086 gl1! a kyseliny ferulové jako
0,060 g'I'". Dale byl v bezovém extraktu identifikovan rutin.

Podle pozadavka firmy Agrofrukt, ktera dodala rostlinny material, byl bezovy extrakt
zapracovan do produktli, které najdou vyuziti napiiklad v lazenstvi. Témito produkty jsou
koupelova stl a toaletni mydlo. Proces vyroby kosmetickych produkti byl optimalizovan
z hlediska barvy, viiné¢ a konzistence. Bezovy extrakt by mohl byt zapracovan i do dalSich
kosmetickych vyrobki, jako jsou naptiklad tekuté mydlo, Sampon, pletova voda, masti atd.

V dalsi praci by bylo vhodné proces extrakce dale optimalizovat naptiklad z hlediska doby
extrakce. Nejvetsi koncentrace polyfenoll byla stanovena po 24 hodinach luhovani. Bylo by
vhodné zménu koncentrace polyfenoli sledovat od 16 do 24 hodin naptiklad v ptilhodinovych
Casovych intervalech. Dalsi faktor, ktery by bylo dobré blize prozkoumat je koncentrace
ethanolu jako rozpoustédla. Byly zkouméany koncentrace ethanolu 20, 40 a 60 %. Bylo by
vhodné prozkoumat i jiné koncentrace ethanolu, jejich vliv na koncentraci polyfenolli a zaroven
posoudit ekonomickou néaroc¢nost. Bezovy extrakt by mohl byt také analyzovan napiiklad
pomoci hmotnostni spektrometrie pro identifikaci dalSich obsahovych latek a stanoven jejich
vliv na pokozku.
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BEZPECNOSTNI LIST

Podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.1907/2006, ve znéni nafizeni

830/2015/EU
ETHANOLOVY EXTRAKT BEZOVYCH KVETU
Datum vydéni: 10.5.2019 | Datum revize: - | Verze A

1. IDENTIFIKACE LATKY NEBO PRIPRAVKU A SPOLECNOSTI
NEBO PODNIKU

1.1. Identifikace latky nebo pripravku
Nazev latky nebo piipravku: ETHANOLOVY EXTRAKT BEZOVYCH KVETU

Dalsi nazvy latky nebo ptipravku:  INCI nazev: Sambucus Nigra Flower Ethanol Extract

1.2. Pouziti latky nebo pripravku
Extrakt pro kosmetické ucely.

1.3. Identifikace spole¢nosti nebo podniku
Nasledny uzivatel

Jméno nebo obchodni jméno: FCH VUT

Misto podnikani nebo sidlo: Purkynova 464/18, Brno 612 00
Identifikaéni ¢islo: 00216305

Telefon: +420 541 149 301

Email: info@fch.vut.cz

1.4. Telefonni ¢islo pro mimoradné situace
Toxikologické informacni stfedisko, Na Bojisti 1, 128 28 Praha 2
Telefon (24 hod/den): +420 224 919 293, +420 224 915 402

2. IDENTIFIKACE RIZIK

2.1. Klasifikace latky nebo pripravku

Klasifikace v souladu s nafizenim (ES) ¢. 1272/2008
Vystrazné symboly nebezpecnosti: GHS02, GHS07.

H225 Vysoce hotlavé kapalina a pary.

H319 Zptsobuje vazné podrazdeéni oci.

2.2. Nebezpecné uclinky na zdravi a Zivotni prostredi
Zpusobuje podrazdéni oci.

2.3. Dalsi mozZna rizika

Informace nejsou k dispozici.

2.4. Informace uvedené na obalu
Viz bod 15.
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Podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.1907/2006, ve znéni nafizeni

830/2015/EU
ETHANOLOVY EXTRAKT BEZOVYCH KVETU
Datum vydéani: 10.5.2019 | Datum revize: - | Verze A

3. SLOZENI NEBO IDENTIFIKACE O SLOZKACH

3.1. Chemicka charakteristika
Ethanolovy extrakt bezovych kvéti
Cislo CAS: 84603-58-7

Cislo EINECS: 283-259-4

3.2. Pripravek obsahuje tyto nebezpecné latky a latky se stanovenymi
nejvysSimi pripustnymi koncentracemi v pracovnim ovzdusi

60 % Ethyl Alkohol

CAS: 64-17-5

EINECS: 200-578-6

4. POKYNY K PRVNi POMOCI

4.1. VSeobecné pokyny
Neprodlené odstranit ¢asti odévl znecisténé produktem.

4.2. Prinadychani

Ptivod Cerstvého vzduchu, pfi obtizich vyhledat 1¢kafte.

4.3. Pristyku s kiuzi

Ihned omyt vodou.

4.4. PrizasaZeni o€i

Oc¢i s otevienymi vicky vyplachovat po vice minut proudem tekouci vody. Pii ptetrvavajicich
potizich se poradit s Iékafem.

4.5. Pri poziti

Vyplachnout usta a bohaté zapijet vodou.

5. OPATRENI PRO HASEBNI ZASAH

5.1. Vhodna hasiva
CO», hasici prasek nebo rozestfikované vodni paprsky. VEtsi ohné zdolat rozestiikovanymi
vodnimi paprsky nebo pénou odolnou vici alkoholu.

5.2. Zvlastni nebezpeci
Zabrante inhalaci dymu.

5.3. Specialni ochranné prostiedky pro hasice
Nejsou nutna zadna zvlastni opatieni.
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6. OPATRENI V PRIPADE NAHODNEHO UNIKU

6.1. Preventivni opatieni pro ochranu osob
Pouzivat ochranné prostfedky. Obvykla opatfeni pii zachdzeni s chemikaliemi.

6.2. Preventivni opati‘eni pro ochranu Zivotniho prostredi
Ziedit velkym mnozstvim vody. Zabranit iniku do podzemnich, povrchovych a odpadnich vod,
pud a kanalizaci.

6.3. Doporucené metody ¢iSténi a znehodnoceni

Kontaminovany material odstranit jako odpad podle bodu 13.

Zajistit dostatecné vétrani.

Navéazat na absorp¢ni prosttedek a prenést do vhodného nahradniho obalu.

7. ZACHAZENI A SKLADOVANI

7.1. Zachazeni

7.1.1. Preventivni opatieni pro bezpe¢né zachazeni s litkou nebo pripravkem
Pouzivejte osobni ochranné prostiedky (viz bod 8). Dodrzujte pravidla pro praci
s chemikaliemi. Pfi praci nejist, nepit, nekoufit. Po praci a pred jidlem umyjte ruce mydlem a
vodou a oSetiete reparacnim krémem.

7.1.2. Preventivni opatieni na ochranu Zivotniho prostredi

NepftibliZzovat se se zapalnymi zdroji. Zajistit proti elektrostatickému néaboji.

7.1.3. Specifické pozadavky nebo pravidla

Informace nejsou k dispozici.

7.2. Skladovani
7.2.1. Podminky pro bezpecné skladovani
Skladovat na v dobfe uzavienych nadobach v chladu a suchu.

7.2.2. MnozZstevni limity pro dané skladovaci podminky
Informace nejsou k dispozici.

7.2.3. Specificka pouziti
Informace nejsou k dispozici.
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8. OMEZOVANI EXPOZICE / OSOBNI OCHRANNE PROSTREDKY

8.1. Expozi¢ni limity
Informace nejsou k dispozici.

8.2. Omezovani expozice
8.2.1. Omezovani expozice pracovniki
Uchovavejte oddelen¢ od potravin, napojui a krmiv. Odeév kontaminovany ptipravkem ihned
svléknéte. Dodrzujte pravidla pro praci s chemikaliemi.
8.2.1.1.  Ochrana dychacich cest
Maska s ¢erstvym vzduchem.
8.2.1.2.  Ochrana rukou
Zamezit styku s pokozkou pouzivanim rukavic.
8.2.1.3.  Ochrana oci
Zamezit styku s o¢ima pouzivanim uzavienych ochrannych bryli.
8.2.1.4.  Ochrana kiiZe
Zamezit styku s pokozkou.

8.2.2. Omezovani expozice Zivotniho prostredi
Informace nejsou k dispozici.

9. CHEMICKE A FYZIKALNI VLASTNOSTI

9.1. Obecné informace
Skupenstvi | kapalné

Barva zlutohnéda

Aroma Charakteristické, bylinné

63



BEZPECNOSTNI LIST
Podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.1907/2006, ve znéni nafizeni
830/2015/EU

ETHANOLOVY EXTRAKT BEZOVYCH KVETU
Datum vydani: 10.5.2019 | Datum revize: - | Verze A

9.2. Dilezité informace z hlediska ochrany zdravi, bezpe¢nosti a Zivotniho

prostiedi
Veli¢ina Hodnota Jednotka
Hodnota pH 5,743+0,006 -
Bod varu (rozmezi bodu varu) 73 °C
(1013 hPa)
Bod tani (rozmezi bodu tani) Informace nejsou k dispozici °C
Bod vzplanuti 13 °C
Teplota vzniceni 363 °C
Ttida plynu Informace nejsou k dispozici °C
Hoftlavost Hoftlavy -
Samozépalnost Neni samozépalny -
Vybusné vlastnosti Produktu nehrozi nebezpeci exploze, ale je -
mozné nebezpeci v smesi par se vzduchem
Meze vybus$nosti — horni mez 2,5 Obj. %
Meze vybus$nosti — dolni mez 13,5 Obj. %
Oxidacni vlastnosti Informace nejsou k dispozici -
Rozpustnost — ve vodé (20°C) Informace nejsou k dispozici g-dm
Rozpustnost — v tucich (v€etné Informace nejsou k dispozici
specifikace oleje) ]
Rozdélovaci koeficient n- Informace nejsou k dispozici -
oktanol/voda
Misitelnost Neomezené misitelny -
Hustota (20 °C) 0,9288 g-cm?
Viskozita (20 °C) Informace nejsou k dispozici mPa-s
Vodivost Informace nejsou k dispozici S-cm’!
Tenze par (50 °C) 57,3 hPa
Hustota par Informace nejsou k dispozici -
Rychlost odpafovani Informace nejsou k dispozici dm*-h’!
Index lomu (22,7 °C) 1,365+0,02 -

9.3. DalSsi informace
Neuvedeno.
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10. STALOST A REAKTIVITA

10.1. Podminky, kterym je tfeba zamezit
Stabilni pfi normalnich podminkéach.

10.2. Materialy, které nelze pouzit
Nejsou zndmy zadné nebezpecné reakce.

10.3. Nebezpecné produkty rozkladu
Informace nejsou k dispozici.

11. TOXIKOLOGICKE INFORMACE

11.1. Nepriznivé ucinky na zdravi zpiisobené expozici latce nebo pripravku
Zpusobuje vazné podrazdéni oci.
11.2. Nebezpecné Gcinky pro zdravi
e Akutni toxicita
- LDs oralng, potkan (mg-kg™): informace nejsou k dispozici
- LDsy dermalng, potkan nebo kralik (mg-kg™!): informace nejsou k dispozici
- LCs inhala¢ng, potkan, pro aerosoly nebo &astice (mg-:dm™)  informace nejsou k dispozici
- LCs inhala¢né, potkan, pro plyny a pary (mg-dm™) informace nejsou k dispozici
e Subchronicka — chronicka toxicita
Informace nejsou k dispozici.

e Senzibilizace
Informace nejsou k dispozici.
e Narkotické uc¢inky
Informace nejsou k dispozici.

e Karcinogenita
Informace nejsou k dispozici.

e Mutagenita
Informace nejsou k dispozici.

e Toxicita pro reprodukci
Informace nejsou k dispozici.

e Provedeni zkouSek na zviratech
Informace nejsou k dispozici.

65



BEZPECNOSTNI LIST

Podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.1907/2006, ve znéni nafizeni

830/2015/EU
ETHANOLOVY EXTRAKT BEZOVYCH KVETU
Datum vydéni: 10.5.2019 | Datum revize: - | Verze A

12. EKOTOXIKOLOGICKE INFORMACE

12.1. Ekotoxicita — akutni toxicita pro vodni organismy a ostatni prostredi

e LDs, 96 hod., ryby (mg-dm™): informace nejsou k dispozici
e ECs, 48 hod., dafnie (mg-dm™): informace nejsou k dispozici
e ECs, 48 hod., (mg-dm™): informace nejsou k dispozici
e ECso, 72 hod., fasy (mg-dm™): informace nejsou k dispozici

12.2. Mobilita
Informace nejsou k dispozici.

12.3. Persistence a rozlozitelnost
Informace nejsou k dispozici.

12.4. Bioakumulaéni potencial
Informace nejsou k dispozici.

12.5. Vysledky posouzeni PBT
Informace nejsou k dispozici.

12.6. DalSi nepriznivé ucinky
Ttida ohrozeni vody 3: Nesmi proniknout do spodni vody, povodi nebo do kanalizace, ani
v malych mnozstvich. Ohrozuje pitnou vodu uz pii proniknuti nepatrného mnozstvi do zeminy.

13. POKYNY K LIKVIDACI

13.1. Informace o bezpe¢ném zachazeni pri odstranovani latky nebo pripravku
Nesmi se odstranovat spolecné s odpady z domacnosti. Nepiipustit inik do kanalizace.

13.2. Metody odstranovani latky nebo pripravku a zneciSténych obali
Oznaceny odpad predat k odstranéni véetné identifikacniho listu odpadu specializované firmé
s opravnénim k této ¢innosti.

13.3. Pravni predpisy o odpadech

Zakon ¢. 185/2001 Sb. o odpadech v platném znéni. Jestlize se tento pfipravek a jeho obal
stanou odpadem, musi konecny uzivatel ptidélit odpovidajici kod odpadu podle vyhlasky ¢.
93/2016 Sb. v platném znéni. Zakon ¢. 477/2001 Sb. o obalech v platném znéni.

14.INFORMACE PRO PREPRAVU LATKY NEBO PRiPRAVKU

14.1. Specidlni preventivni opatieni
Podléha ptedpistim pro pfepravu nebezpecnych latek tiidy 3 - Hotlavé kapaliny.
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14.2. Klasifikace prepravy
Podléha ptedpistim pro pfepravu nebezpecnych latek tiidy 3 - Hotlavé kapaliny.

15.INFORMACE O PREDPISECH

15.1. Informace uvedené na obalu
Na oznaceni latky / pfipravku se nevztahuji ustanoveni ze zakona ¢. 350/2011 Sb.

15.2. Specificka ustanoveni tykajici se ochrany osob nebo Zivotniho prostredi na
urovni Evropskych spoleéenstvi

Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006, ve znéni natizeni 830/2015/EU.

Evropska dohoda o mezindrodnim silni¢ni pfepraveé nebezpecnych véci (ADR) 17/2011 Sb.m.s.

15.3. Pravni predpisy obsahujici specificka ustanoveni tykajici se ochrany osob
nebo Zivotniho prostredi
e Zakon ¢. 350/2011 Sb. o chemickych latkach v platném znéni.
e Zakon ¢. 297/2008 Sb. o podminkach uvadéni biocidnich ptipravkl na trh.
e Vyhlaska ¢. 409/2005 Sb. o hygienickych pozadavcich na vyrobky pfichédzejici do
piimého styku s vodou a na Gpravu vody.
e Zakon ¢.185/2001 Sb. o odpadech.
e Vyhlaska ¢. 93/2016 Sb. katalog odpadd.
e Vyhlaska ¢. 383/2001 Sb. o podrobnostech nakladani s odpady.
e Zakon €. 477/2001 Sb. o obalech v platném znéni.

e Zakon ¢. 258/2000 Sb. o ochran¢ veiejného zdravi.

16. DALSI INFORMACE

16.1. Seznam H-vét pouzitych v bodu 2 a 3
H225 Vysoce hotlavé kapalina a pary.
H319 Zptsobuje vazné podrazdéni oci.
16.2. Pokyny pro Skoleni
e Viz § 101 a dalsi Zakoniku prace.
e Seznamit pracovniky s doporu¢enym zpusobem pouziti, povinnymi ochrannymi
prostiedky, prvni pomoci a zakazanymi manipulacemi s latkou / ptipravkem.
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16.3. Doporucena omezeni pouziti

Latka / ptipravek by nemély byt pouzity pro zadny jiny ucel nez pro ten, pro ktery jsou urCeny
(viz bod 1.2.). Protoze specifické podminky pouziti latky / ptipravku se nachazeji mimo
kontrolu dodavatele, je odpovédnosti uZzivatele, aby pfizplisobil piedepsana upozornéni
mistnim zdkoniim a nafizenim. Bezpecnostni informace popisuji vyrobek =z hlediska
bezpecnostniho a nemohou byt povazovany za technické informace o vyrobku.

16.4. Zdroje udaji pouzitych pro sestavovani bezpec¢nostniho listu
Bezpecnostni list 60% ethanolu, Fagron, Ceska republika.

16.5. Zmény pri revizi bezpeénostniho listu
Verze A —-10.5.2019
e Toto vydani bezpe€nostniho listu rusi vSechny pfedchozi verze bezpecnostniho listu.
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