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1. Uvod

Kofeny fytoterapie sahaji az na samy pocatek lidstva. Oproti minulosti jeji
uplatnéni mirné upadlo S nastupem syntetickych 1é¢iv. Rostlinna terapie je vSak stale
nedilnou soucasti 1é¢ebnych procedur bezpoctu neduhti a chorob. Podkladem pro dnesni
vyuziti jsou zkuSenosti a tradice lidového 1éc¢itelstvi predavané z generace na generaci.
Poznatky lidového lécitelstvi se staly podnétem pro nesCetné vyzkumy hodnotici
skute¢ny vliv rostlin na organismus a ptavod téchto ucinkt skrze vycet a charakterizaci
jednotlivych obsahovych latek.

Jednou z rostlin ptirodniho lidového 1é¢itelstvi je i Bez ¢erny. Jeho ucinkd bylo
vyuzivano zejména pii nemocech z nachlazeni, chiipkach, zanétech dutin, nebo pfi
bolestech a neuralgiich. Dne$ni vyzkumy jsou zaméteny pievazné na jeho antioxidacni
aktivitu a obsah flavonoidu. Flavonoidy jsou povazovany za nejvyznamnéjsi latky
obsazené v bezu ¢erném a jsou ziejmé zodpoveédné za vétsinu jeho biologickych ucinka.
Jsou také znamé svym ucinkem proti negativnimu ptsobeni volnych radikali.

Problematika radikal je v soucasnosti hojn¢ studovana. Ackoliv maji v lidském
organismu nezastupitelny fyziologicky tcinek pfi mnoha elementarnich d¢jich, jejich
nadprodukce mtze piisobit velmi neptiznivé. Volné radikdly se podileji na vzniku a
rozvoji Cetnych onemocnéni a chorobnych stavii. Nékdy mohou piimo vznik
onemocnéni vyvolavat, jindy zhorsuji ¢i komplikuji jeho pribéh. Mezi onemocnéni,
V jejichZz etiopatogenezi hraji radikaly dilezitou ulohu, patfi aterosklerdza, diabetes
mellitus, zhoubné novotvary, syndrom ischemie-reperfuze, selhani ledvin, neurologické
onemocnéni, o¢ni choroby, onemocnéni traviciho traktu a plic a také zanétlivé procesy.
(46)

Volné radikaly v téle vznikaji fadou exogennich a endogennich vlivi. K témto
procesiim dochdzi v dneSni dobé& stale Castéji diky znecisténému ovzdusi a skodlivym
latkdim v ndpojich a potravinach, ale i diky nespravnému Zivotnimu stylu vétSiny
obyvatelstva. Lidsky organismus se proto naléza ¢astéji pod vlivem oxida¢niho stresu,
ktery muze vést az k zavaznému poskozeni. Z tohoto diivodu se odbornici z oblasti
biochemie a klinické mediciny zabyvaji zejména ochranou pied oxidaénim stresem,

vhodnosti a u¢innosti antioxida¢ni terapie v medicinské praxi.



Diky tomu, ze flavonoidy a hydroxyskoticové kyseliny obsazené v bezu ¢erném
vykazuji antioxidacni vlastnosti, mize jeho konzumace pozitivné¢ plsobit na zdravotni

stav jedince a predchazet nékterym chorobam.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo prokazat a stanovit antioxida¢ni aktivitu extraktd
kvétl bezu Cerného (Sambucus nigra L.) pochazejicich ze sbéri ve volné piirodé a

sestavit pehled jeho hlavnich obsahovych latek a u¢ink.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Sambucus nigra

3.1.1. Taxonomické zarazeni

Rige: Plantae

PodfiSe:  Tracheobionta
Oddéleni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida

Podtrida:  Asteridae

Rad: Dipsacales

Celed: Sambucaceae (6) Adoxaceae (7)
Rod: Sambucus

Druh: Sambucus nigra

(6)

3.1.2. Charakteristika rodu Sambucus

Rod Sambucus L. — bez zahrnuje ptiblizn¢ 40 druht. Jedna se o opadavé kefte,
popiipad¢ stromy nebo vytrvalé¢ byliny s bohatym mélkym zpravidla do velké plochy
rozlozenym kofenovym systémem nebo podzemnimi vybézky. Vétve jsou vétSinou
silné s napadné vytvoienymi lenticelami a s bohaté vytvofenou dieni. Listy vstiicné,
lichospetfené, tapikaté, palistnaté nebo s palisty pfeménénymi V nektariové utvary;
poptipad¢ palisty chybi. Kvétenstvi koncova, nejcastéji 3-5 ramenné ploché vrcholiky
nebo vrcholi¢naté laty. Kvéty malé, bil¢, Zlutavé az zelenavé bilé, kalich 1 koruna kratce
trubkovité, vétSinou 5 cipé, tyCinky se Zlutymi nebo fialov€é nachovymi prasniky
vyCnivajicimi z koruny. Plod je duznata, kulovitd, ¢erné nebo cervend peckovice,

zpravidla s 5 peckami. Plodenstvi piima nebo nici. (1)



3.1.3. Sambucus nigra L.

Bez Cerny je ket nebo maly strom dosahujici vysky az 10 m. Borka Sedohnéda,
korkovitd, s hojnymi lenticelami a bilou porézni dfeni (,,bezova duse®). Vétve od baze
vétvené, obloukem vystoupavé. (2) V mladi jsou lysé nebo roztrousené kratce chlupaté,
zelenavé az Sedozelené s poCetnymi tmavymi, podlouhlymi lenticelami, starSi vétve
jsou Sedozelené az Sedohnédé s nepravidelné rozbrazdénou borkou. Pupeny vejcovité se
zelenymi az ¢ervenohnédymi Supinami kryjici pupeny jen v dolni poloving; mladé listy
na vrcholu pupenu vy¢nivaji a ¢asto jsou na jafe poskozovany mrazem. (1) Listky ve 2-
3 jafmech, nejcastéji kopinaté nebo vejcite eliptické, na bazi celokrajné, ostnaté nestejné
pilovité, nahle zaSpicatélé. (2) Na svrchni stran€ jsou listky olysalé az lysé,
tmavozelené, na spodni stran¢ sivozelené az Sedavé, roztrousené jemné chlupaté,
piedevsim na Zilkach. Po rozedmuti nepiijemné pachnou. (1) Kvétenstvi chocholi¢naté,
ploché, 10-25 cm v priméru (,,kosmatice*), s 5 hlavnimi paprsky. Kvéty vonné, koruna
bild nebo slabé nazloutld, v priméru 6-9 mm, praSniky bled¢ Zluté. Plodenstvi nici,
plodové stopky Cervené fialové, peckovice kulovité, Cervené az tmavé Cervenofialove,
se tfemi peckami. (2)

Bez je hojné rozsiien po celé Ceské republice, kromé nejvyssich horskych poloh.
Vyskytuje se na lesnich okrajich, svétlinach a pasekach, kiovinatych porostech, ve
svétlych listnatych a luznich lesich, podél komunikaci, v obcich a sidliStich, podél zdi a
plotl, na zbofenistich a skladkach, zahradach, podél potokt a fek, u sloupt elektrického
vedeni, rumistich a podobn¢; pfedevsim na vlhkych, huméznich, dusikem bohatych,
hlubokych ptdach. Semena jsou roznaSena na nejruznéjSi stanovisté. Roste ve
spoleCenstvech svazi Prunion spinosae, Sambuco-Salicion capreae (zejm. v komplexu
spolecenstev Sambucetum nigrae), dale ve spoleCenstvech tfidy Robinietac a tadu
Fagetalia sylvaticae. (1) Protoze jsou plody atraktivni pro ptaky, semena se Casto Siti
jejich pomoci, pficemz distribuce semen vyrazné klesa se vzrustajici vzdalenosti od
kete. (3)

Z hlediska morfologickych znakl se mize vyskytnout u druhu urcitd variabilita.
Projevuje se pfedevS§im ve tvaru, velikosti a zbarveni listd. Listky mohou byt napadné
uzké aZ naopak velmi Siroké, vzacnéji jeSté dale Clenéné nebo i rlizné panaSované.
Proménlivost se mize projevit 1 na kvétech. Nejcastéji jsou bilé, mnohdy se vSak
vyskytuji celé populace s kvéty mirné nazloutlymi. Velikost kvétenstvi se také muze

lisit, na jednom kefi mohou byt kvétenstvi velkd hustd, jindy mensi fid$i. Podobné je to
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I s velikosti semen. VétSina téchto odchylek je stala na jednom jedinci, nékdy se
vyskytuji uvedené odchylky i v celych populacich. Taxonomickd hodnota téchto
odli$nosti je vSak pravdépodobné nizka.

Na tzemi Ceské republiky se vyskytuji i jini zastupci tohoto rodu, zejména
Sambucus ebulus — Bez chebdi a Sambucus racemosa — Bez ¢erveny. Nejvyznamnéjsi a
nejuzivanéj$i je vSak Sambucus nigra, pro jeho rozmanité pouziti V potravinafstvi i

farmacii a medicing. (4)

3.1.4. Sambuci flos

Bez cerny je rostlinnou hojné vyuZivanou v lidovém lécitelstvi 1 soucasné
piirodni medicing. Pro terapeutické ucely se pouzivd zejména plod a kvét, pticemz
kvétenstvi poskytuje surovinu pro lékopisnou drogu Sambuci nigrae flos. Jedna se o
kvéty o priméru asi 5 mm se tfemi malymi ¢ockovitymi listeny, které mohou mit
stopku; kalich je maly, s péti usty; koruna je svétle Zlutd s péti Siroce ovalnymi
korunnimi listky na bazi srostlymi. Nitky péti svétle Zlutych tyCinek se sttidaji
S korunnimi listky. Koruna se vyskytuje ¢asto samostatné nebo spolu s tyCinkami, které
jsou Kk bazi koruny ptirostlé. Semenik je spodni, trojpouzdry, s piisedlou trojlalo¢nou
bliznou.

UpraSkovana droga ma zelenoZlutou barvu a je charakteristickd Cetnymi
kulovitymi, nékdy ovalnymi pylovymi zrny o primeru asi 30 um, se tfemi kli¢nimi pory
a velmi jemn¢ teckovanou exinou; pokozkou kalicha s bunkami s ryhovanou kutikulou,
a obCasnymi jednobunéénymi, okrajovymi zoubky bazalni oblasti; tlomky koruny
s ¢etnymi malymi kapkami silice; bunikami pokozky se sténami zprohybanymi, na
svrchni strané slabé ztlustlymi, s rizencovymi sténami a ryhovanou kutikulou;
v mezofylu koruny a kalicha jsou idioblasty obsahujici cetné piskovité krystaly
Stavelanu vapenatého. Tyto znaky lze pozorovat pod mikroskopem v chloralhydratu
RS. (5)

Dle Ceského Iékopisu 2009 se jako zkousky totoZnosti pouziva pravé
makroskopické a  mikroskopické vySetieni drogy, spoleéné s tenkovrstvou
chromatografii, kterd umoZiiuje detekci obsahovych latek. Ve zkouskach na Cistotu se
stanovuje obsah cizich pfimési, ktery ma byt nejvySe 8% ulomki kvétnich stopek a
jinych cizich pfimé&si, a nejvyse 15% zhnédlych kvéth. Ztrata suSenim je pozadovéana
nejvyse 10% pfi suseni 1,000 g upraskované drogy po dobu 2 hodin v susarné pfti

6



105°C. Mnozstvi celkového popelu se pozaduje nejvyse 10%. Droga méa obsahovat
minimalné¢ 0,80% flavonoidl, vyjadieno jako isokvercitrosid, pocitano na vysuSenou

drogu. Stanoveni obsahu se provadi za pomoci spektrofotometrie pti 425 nm.(5)

3.1.5. Obsahové latky kvétia

V celé rostlingé se vyskytuje velké mnozstvi latek, pfiCemz tada znich ma
zejména flavonoidy; dale jsou v kvetech obsaZzeny triterpeny, steroly, fenolické
kyseliny, sliz, silice, tfisloviny a latky s fytoncidnim G¢inkem. (8) Charakteristickd je

pro kvéty také vyrazna viing, za kterou jsou zodpoveédné tékavé aromatické latky. (9)

3.1.5.1. Flavonoidy

Mezi hlavni charakteristické sloufeniny obsazené¢ v kvétech patii zejména
flavonoidy. Jedna se o sekundarni metabolity, jejichz strukturnim zakladem je
fenylpropanové jadro sestavajici ze dvou aromatickych kruht spojenych tiiuhlikatym
fetézcem. NejCastéji se vyskytuji jako glykosidy. (11, 12) Mezi hlavni skupiny
flavonoidl patii flavonoly, flavony, flavanony, flavanoly, isoflavony, dihydroflavonoly,
anthokyany, a chalkony. (13)

Cesky lékopis pozaduje obsah flavonoidii v droze Sambuci flos nejméné 0,8 %;
jejich obsah je ale ¢asto mnohem vyssi, az 3,5%. (10) Ze zastupct zde mizeme nalézt
kaempferol, astragalin (kempferol-3-O-glukosid), kvercetin, rutin (kvercetin-3-O-
rutinosid), isoquercitrin (kvercetin-3-O-glukosid), hyperosid (quercetin-3-O-galaktosid).
(8) Dale isorhamnetin-3-O-rutinosid a isorhamnetin-3-O-glukosid. (10). Také byla
zjisténa pritomnost kempferol-3-O-rutinosidu v kvétech bezu ¢erného volné rostouciho
v Portugalsku. (14)

Nejvyznamnéj§im flavonoidem je rutin, jehoz obsah dosahuje az 2,5%. (10)
Spolu s jeho aglykonem kvercetinem je jednim z nejstudovanéjsich flavonoidi. Rutin
méa v medicin€ uplatnéni hlavné diky schopnosti sniZzovat fragilitu kapilar a jejich
permeabilitu. Zkoumany jsou jeho mozné antioxidacni, antivirové, protinadorové,

-----

onemocnéni srdce, nebo pii prevenci cytotoxicity a peroxidace lipidl, které jsou



indukovany volnymi radikaly a jsou spojeny s bunécnym starnutim a fadou chronickych

onemocnéni. (15)

3.1.5.2. HydroxyskoFicové Kyseliny

Jedna se o polyfenolické latky, které jsou v rostlinné tiSi hojné rozsifeny a Casto
se nalézaji ve formé esterd. (11) V kvétech bezu cerného se nachazi zejména kyseliny
chlorogenova, ferulova, kavova, p-kumarova a jejich estery s p-glukézou. Celkovy
obsah téchto latek se pohybuje okolo 5%. (10) Podle nékterych studii vykazuji
hydroxyskoticové kyseliny a jejich derivaty silné antioxida¢ni a protizanétlivé uCinky.
(16,17)

3.15.3.  Triterpeny

Jako dalsi sekundarni metabolity jsou v kvétech zastoupeny triterpeny. Jejich
obsah ¢ini pfiblizn€ 1 % a jednd se zejména o triterpenické alkoholy a triterpenické
kyseliny. (10) Pentacyklické triterpenické alkoholy a- a [-amyrin nalézajici se
Vv kvétech této rostliny jsou znamé pro své vyrazné protizanétlivé Géinky. (18) Podle
nékterych studii vykazuji tyto alkoholy také ptiznivy vliv na neuropatickou, chronickou
canabinoidnich receptori CB; a CB; nebo jejich neptimym ovlivnénim prostiednictvim
inhibice degradace endocannabinoidu 2-AG. Po oralnim podani a,B-amyrinu dochazi ke
znacnému snizeni zanétu a persistujici neuropatické bolesti u mysi. (19,20) Takeé
triterpenické kyseliny vykazuji jist¢é farmakologické ucinky. V kvétech bezu se
vyskytuje kyselina ursolova, oleanolova a 20-B-hydroxyursolova. (10) Vyzkumy
ukéazaly, Ze tyto kyseliny mohou vykazovat hepatoprotektivni, protizanétlivé,
antioxidacni a protinddorové Uc¢inky a mohou snizovat hladiny krevnich lipida. (21)
Nékteré laboratorni studie vSak odhalily, ze efekt usolové kyseliny na normalni bunky a

tkané mize byt n€kdy i prozanétlivy. (22)



3.1.5.4. Steroly

Rostlinné steroly jsou esencidlni slozkou membran vSech eukaryotickych
organismu. Jejich pomoci je zajiStovana proménlivost a propustnost membran, nékteré
maji specifické funkce pii prenosu signald. (23) Tyto latky jsou také v malém mnozstvi
obsazeny v kvétech bezu (o0kolo 1 %). Jedna se zejména o B-sitosterol, campesterol a
stigmasterol. (8) Jejich hlavnim farmakologickym efektem je schopnost snizovat
hladinu cholesterolu inhibici jeho vstiebavani. Ackoli dochazi ke kompenzaéni
stimulaci syntézy cholesterolu, vyslednym efektem je snizeni sérovych hladin
cholesterolu. (23) Mohou mit také ptfiznivy vliv na krevni tlak a spolu s i€¢inkem na
krevni lipidy mohou pozitivné ovlivnit dalezité rizikové faktory kardiovaskularniho

onemocnéni. (24)

3.1.5.5. Silice

Kvéty bezu jsou znamé svou vyraznou vuni. Obsah silice v kvétech dosahuje az
0,15 %. Sklada se zvolnych mastnych kyselin, n-alkani Ci4-C3; a monoterpend.
Dohromady obsahuje pfiblizné 60 slozek. (10) Na charakteristick¢é bezové vini se
podileji zejména cis-rose oxid, nerol oxid, hotrienol a nonalol, ke kvétinovym toniim
piispivaji linalool, a-terpineol, 4-methyl-3-penten-2-on a (Z)-p-ocimen, ovocna viné je
spojena s obsahem pentanalu, heptanalu a f-damascenonu, zatimco svézi travova vané

je zptisobena hexanalem, hexanolem a (Z)-3-hexenolem. (9)

3.1.5.6. Dalsi latky

V malém mnozstvi se vkvétech vyskytuje také kyanogenni glykosid
sambunigrin (mandelonitril-p-glukosid). (10) Kyanogenni glykosidy jsou obecné latky
slozeny z aglykonu o-hydroxynitrilového typu a cukerné ¢asti (nejcastéji D-glukosy).
Hydrolytickou reakci se ztéchto molekul mutze wuvoliovat toxickd kyselina
kyanovodikova. (3, 25)

Nékteré buiiky koruny a kalicha obsahuji pisek Stavelanu vapenatého. Jeho
obsah se miize pohybovat kolem 4 — 12 %. (5, 10)

V kvétnich extraktech byla objevena ptfitomnost fady acyl spermidint. Jejich

hlavnim zdrojem jsou pylova zrna. Nejvice zastoupeny jsou izomery N,N-

9



diferuloylspermidinu a N-acetyl-N,N-diferuloylspermidinu. (7) Z chemického hlediska
jsou spermidiny triaminové polykationty, které se vyskytuji velmi hojné ve vsech
organismech a maji funkce v mnoha biologickych procesech. Vznikaji konverzi
putrescinu a dale se pfeménuji na spermin. (26) U kvétt jsou dilezitou soucasti jejich
vyvoje a reprodukce. Ziejmé hraji také roli jako obranné slouceniny proti viram,
bakteriim a houbam. Spermidinové amidy vykazuji strukturdlni podobnost s ur¢itymi
pavouc¢imi a vosimi jedy a mohly by timto odrazovat hmyz od pozirani rostliny.

Nicméng¢ Se jejich toxicita po pozieni hmyzem zda byt relativné nizka. (7)

o
1 5 N o
HZN/\/\N/\/\/HJ
I
HO OMe
oMe I OH
)ku/\/\,q/\/\/ L ©
‘ o = )i;/rg

i vV

Obr 1.: Struktury izolovanych acyl spermidini z kvéti bezu &erného — N°,N*°-di-(E,E)-
feruloylspermidin (1), N*-acetyl-N® N*°-di-(Z,E)-feruloylspermidin (1), N*-acetyl-
N® N*-di-(E,E)-feruloylspermidin (111), N*N° N*-tri-(E,E,E)-feruloylspermidin (1V)
(7

3.1.6. Obsahové latky ostatnich ¢asti rostliny
Bezové plody (,,bezinky*) obsahuji velké mnozstvi flavonoida (kvercetin, rutin),
antokyanti (glykosidy kyanidinu), vitamind (C, A), cukrid (fruktdza, glukéza) a

organickych kyselin (citronova, jable¢na, shikimova, fumarova). (27) Dale se v plodech

vyskytuji lektiny a kyanogenni glykosid sambunigrin. (28)
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Kdura této rostliny obsahuje predevsim lektiny (SNA I, SNA II) a ribosom-
inaktivujici proteiny (nigrin-b), dale triterpeny (methylester kyseliny ursolové, betulin,
a-amyrin, B-sitosterol). (3, 29)

Listy obsahuji taktéz velké mnozstvi flavonoida (rutin, isoquercitrin, astragalin),

kyanogenni glykosidy a fytoncidni latky. (3)

3.1.7. VyuZziti kvétii bezu ¢erného

Bez Cerny byl po generace vyznamnou rostlinou lidového 1é¢itelstvi. V historii
byly k IéCebnym i jingym ucelim pouzivany listy, kira, kofeny, kvéty a plody. (28)
V dnesni dob& se pouzivaji kvéty a plody, a to pro nejriiznéjSi Ucely, vcetné
farmaceutickych, potravinatskych a terapeutickych.

Pro ziskani kvéti se sbiraji cela kvétenstvi na pocatku kveteni za suchého,
slunného pocasi. Susi se nejlépe ve stinu. Po ususeni se kvéty oddéli od kvétenstvi spolu
se stopkami. Susena droga ma nazloutlou barvu a silny charakteristicky pach, chut
zprvu nasladle slizovitou, pozdé&ji Skrabavé horkou. Piimési tlustych stopek a
zahnédlych kvéti jsou na zavadu. Lékopis proto pozaduje obsah nejvyse 15 %

zhnédlych kvétt a nejvyse 8 % tlomka kvétnich stopek. (8, 30)

3.1.7.1.  Lidové lécitelstvi

Bez Cerny je vyznamnou rostlinou s hlubokou tradici nejen v Evropé. Uplatioval
se jako léCiva rostlina i jako soucast pokrmi. TéméF kazda jeho ¢ast byla v historii
pouzivana pro néjaky ucel. (7)

Z historie je znamé tradicni pouzivani ¢ajovych nalevii pro jejich diaforeticke,
expektoracni, diuretické a protizdnétlivé ucinky. Uplatnéni nachézely pti 1€cbé horecky
a zimnice, jako expektorans pii 1é€bé mirnych zanéti hornich cest dychacich, pro
symptomatickou 1é¢bu chiipky a nemoci z nachlazeni. (8) V lidové mediciné se droga
pouzivala také pro ucinky slab€ uklidiiujici a antineuralgické pti bolestech zubt, zad,
hlavy, revmatismu a nespavosti. Podle lidového lécitelstvi ma také ptiznivy vliv na
zazivaci systém. Lze ji vyuZzit proti nadymani, kie¢im traviciho traktu a také pti zacpé

-----

o¢i pti zanétu spojivek, jako kloktadlo pii zanétu mandli, dasni a nosohltanu, nebo jako
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obklad pfi spaleninach. (8, 30, 31) N¢které z téchto Gi¢inkl jsou vyuzivany i v soucasné

fytoterapii.

3.1.7.2.  Soucasné vyuziti

Pouziti kvétd bezu ¢erného v dnesni dobé navazuje na jejich tradi¢ni pouzivani
Vv lidovém IéCitelstvi. Kvéty se pouzivaji samostatné nebo jako soucast ¢ajovych smési.
Jako mocopudny prostiedek pfi onemocnéni mocovych cest jsou soucasti Species
urologicae a cCajové smeési Leros Urcyston, na podporu poceni a vykaSlavani pii
nachlazeni se nachazi naptiklad v ¢ajové smési Pulmoran a v mnoha dalSich. Dale jsou
pouzivany také jako korigens chuti a viiné. Kvéty jsou pouzivany i pro vyrobu sirupt,
které jsou taktéZ pouzivany pii nachlazeni a kasli.

Extrakty z kvét jsou soucasti ptipravkti vhodnych k 1é€bé rymy, zanétd dutin
nebo kaSle, napfiklad v piipravku Sinupret (Bionorica, Némecko), Nasivin Sinus
(Merck, Némecko) nebo Biotussil (Biomedica, Ceska republika). Jeho potencialni
uklidiujici a uvolhujici ucinky jsou vyuzity v pfipravku Novo-passit (Teva

Pharmaceuticals, Ceska republika).

3.1.8. Farmakologické studie

Vyzkumy zabyvajici se biologickymi efekty kvéti a jejich extrakt jsou jen
ojedin€lé. Z vétsi Casti se studie zabyvaji spiSe ucinky jednotlivych obsahovych latek,
zejména flavonoidi. Vzhledem ktomu, Ze flavonoidy jsou z hlediska ucinki
nejvyznamnéjsi latkou obsazenou v kvétech bezu ¢erného, uvadim zde alespon kratky
piehled jejich potencionalnich efekti zjisténych v experimentech provadénych in vitro a
in vivo. Nejvice studované jsou jejich antioxidacni vlastnosti. Dale bylo pti analyzach
odhaleno jejich mozné protirakovinné, protizanétlivé, antiagregacni, antiischemické,
protialergenni plsobeni a ochrana pied peroxidaci lipoproteint. Jsou uvadény také
zpravy o schopnosti flavonoidi inhibovat aktivitu celé fady enzymil vcetné
lipooxygenazy, cyklooxygenidzy, monooxygendzy, xanthin-oxidazy, mitochondridlni
sukcinoxidazy, NADH-oxidazy, fosfolipdzy A, a protein kinazy. (32) Vyzkumy vSak
také ukazuji, Ze flavonoidy v n€kterych ptipadech vykazuji i pro-oxidaéni u¢inky. (33,

34) Tyto ucinky mohou pfispivat k celkovému ptisobeni kvétl a jejich extrakta.
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Literatura uvadi rizné experimentalni studie popisujici vlastnosti a vlivy kvéth

'''''

-----

ke zmirnéni edému vyvolaného podanim karrageenanu o 27 %, kontrolni latka
indometacin snizila edém o 45 %. (35) Jind studie ukazala schopnost inhibice
biosyntézy zanétlivych cytokinti IL-1a, IL-18 a TNF-a na lidskych bunéénych kulturach
in vitro za pouziti 100 % methanolového extraktu. (36)

Kvéty bezu vykazuji také diuretickou aktivitu. Diureticky efekt byl u potkanti
hodnocen po podani extraktu rozpusténého v hypotonickém solném roztoku
Vv jednotlivych davkach 50 mg/ kg télesné vahy zvitete. Byl zjistén vyrazny diureticky
efekt, téméf srovnatelny s porovnavaci latkou hydrochlorothiazidem. (37) Studie
pouzivajici jako porovnavaci latku theofylin ukazala, Ze intragastrické podani nalevu
Z kvétii bezu Cerného (20 ml/kg télesné vahy) nebo jejich extraktu vykazuje u potkanii
vyssi diureticky efekt nez theofylin (5 mg/kg télesné vahy). (8)

U zdravych dobrovolnikli byly sledovany diaforetické u¢inky. Analyza ukézala,
ze kvét bezu je schopny zvysit odpovéd potnich zldz na tepelny podnét a zvysit
produkci potu. (8)

Pouziti kvéti bezu Cerného v lidovém lécitelstvi pfi diabetu se stalo predlohou
dalSich studii. Ty ukézaly, Ze vodné extrakty jsou schopné ptimé stimulace sekrece
insulinu a vykazuji u€inky na metabolismus cukrti jemu podobné (zkouméano na
tkanovych kulturach). (38) Extrakt z kvétu zvySuje vychytavani glukozy a jeji oxidaci a
také glykogenezi. (28) Dalsi pokusy na tkanovych kulturach odhalily schopnost extraktii
aktivovat jaderné receptory PPARa, 0, v bez stimulace diferenciace adipocytu. Ukazalo
se, ze ziejm& obsahuji sloucCeniny vykazujici biologickou aktivitu jako parcidlni
agonisté PPAR vy a tim zvySuji insulinem stimulované vychytavani glukozy. (38, 39)

Ptiznivé tcinky extraktdl byly také zkoumdny pfi redukci nadvahy.
Dobrovolnym tcastnikiim, ktefi chtéli snizit svou té€lesnou hmotnost, byly podavany
ptipravky obsahujici extrakty a §tavy z kvéti bezu cerného. Pravidelné byl sledovan
jejich krevni tlak a také se hodnotila jejich fyzickd a psychicka kvalita Zivota. Vysledky
ukazuji, Ze doslo ke snizeni jejich BMI a krevniho tlaku a zaroven ke zlepSeni jejich

dusevni pohody. (40)
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Droga je povazovana za bezpecnou, z literatury nejsou znamy zadné informace o
toxickych nebo nezadoucich ucincich. Protoze vsak nejsou k dispozici zadné informace
tykajici se drogy a lékovych interakci; karcinogennich, mutagennich a teratogennich
ucinkl v te€hotenstvi a u kojicich matek, je doporuc¢eno pouzivat kvét bezu ¢erného po

poradé¢ s 1ékafem. (8)
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3.2. Volné radikaly a antioxidanty v lidském téle

V lidském organismu se odehrava tada slozitych oxido-redukcnich déja. Pro
lidsky organismus jsou tyto déje a jejich nasledky nedilnou soucasti mnoha Zivotné¢
dilezitych pochodut. Pti oxido-redukénich reakcich obecné dochazi k prenosu elektronti
mezi dvéma molekulami, pficemz jedna elektron pfijima (oxiduje se) a druha elektron
odevzdava (¢imz se redukuje). Tento transfer elektronti mize byt jednou z pticin vzniku
volnych radikalt. (11) Radikaly maji v organismu dileZitou roli pii uvoliovani a
preméné energie, jsou soucasti enzymovych mechanismi a n¢které hraji roli jako
signalni molekuly v bunééném informaénim systému. (41) Pokud vSak dojde k poruseni
rovnovahy mezi produkci volnych radikali a schopnosti antioxida¢nich obrannych
mechanisma odstranit reaktivni meziprodukty, nazyva se takovyto stav oxida¢nim
stresem. (42) Nekontrolovand nadmérna produkce reaktivnich sloucenin muze vést
k poskozeni vSech bunéénych slozek, vcetné proteint, lipidi, nukleovych kyselin a

v v

oxidativni ptisobeni muze vyvolat spusténi bunétné apoptdzy a nekrozy. (42, 43)

3.2.1. Reaktivni formy vznikajici v organismu

Volné radikéaly jsou definovany jako atomy nebo molekuly obsahujici jeden
nebo vice neparovych elektroniit ve svém elektronovém obalu, které jsou schopné
samostatné existence. Vzhledem k tomu, ze jsou atomy i molekuly nejstabilnéjsi
v zakladnim stavu, radikaly jsou malo stabilni a vysoce reaktivni slouceniny, které
nejsou v tomto stavu schopny dlouho setrvat a snazi si chybé&jici elektrony doplnit. (11,
46) Jedna se predevsim 0 reaktivni formy kysliku (ROS - reactive oxigen species) a
reaktivni formy dusiku (RNS - reactive nitrogen species). (41, 44) Mezi tyto reaktivni
formy se vSak nefadi pouze samotné radikdly, ale také slouceniny, ze kterych volné
radikaly mohou vznikat. (45)

Volné radikaly mohou vznikat z normalnich molekul homolytickym S$tépenim
kovalentnich vazeb, pficemZz kazdy fragment ziska jeden neparovy elektron. Tento
zpiisob vSak vyzaduje velké mnoZzstvi energie, napiiklad vysokou teplotu, UV nebo
ioniza¢ni zéafeni, proto se v biologickych systém témé&f neuplatiiuje. Castéjsi a
energeticky snadnéjsi cestou je vznik oxidacni nebo redukéni reakci. (41) Protoze takto

vznikly radikdl je charakteristicky svym nepdrovym elektronem, jeho Zivotnost konci
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vV momentu ziskani parového elektronu. K tomu miZze dojit, setka-li se radikal s jinym
radikdlem. Cast&ji viak radikal ziska elektron jeho vytrzenim z normalni molekuly.
Timto jeden radikdl zanikne, ale druhy vznikne z ochuzené molekuly a dochdzi tak
k fetézové reakci, ktera vede Kk poskozeni velkého mnozstvi molekul. K ukonceni
fet€ézového sledu reakci dochazi setkanim dvou radikalu, nebo reakci radikalu

s molekulou nebo atomem, jejichz radikal je stabilni a miize delsi dobu pretrvavat. (46)

3.2.1.1. ROS - reaktivni formy kysliku

Nejcastéji se v organismu setkdvame s reaktivnimi formami kysliku. Mezi volné
radikaly se fadi superoxid O,", hydroxylovy radikal HO", peroxyl ROQO’, alkoxyl RO" a
hydroperoxyl HO,". K latkam, které nejsou volnymi radikaly, ale umoziuji jejich vznik,
patii peroxid vodiku H,0,, kyselina chlornd HOCI, ozon O3 a singletovy kyslik 'O,.
(41)

Nejbéznéjsi superoxidovy radikal (superoxid) O," vznikd redukci molekuly
kysliku pfijetim jednoho elektronu. Z ného se mize stat prijetim jednoho elektronu a
dvou protonti peroxid vodiku H;O,, ktery se v pfitomnosti dalSiho elektronu mutze
rozpadnout na vodu a hydroxylovy radikal HO® (md o jeden elektron méné neZ
hydroxidovy ion OH’). Dalsi elektron muze redukovat hydroxylovy radikal na dalsi
molekulu vody (disociovana molekula). (41, 45) Nasledujici rovnice popisuji sled
reakci uvedenych vyse. (41)

O,+e — 0"
0, +e +2H" — Hy0,
H,O, + & — OH + HO’

HO +e — OH"

Excitaci elektroni v molekule tripletového kysliku spojenou se zménou spinu
jednoho z vnéjsich elektronti vznika velmi reaktivni forma oznacovana jako singletovy
kyslik 'O,. (45)

Zvlastnosti superoxidu O, jsou jeho zaroven redukéni i oxidaéni vlastnosti pfi
vzajemné reakci. Tato schopnost se nazyva dismutace. Pfi jejim pribéhu jedna jeho
molekula poskytuje elektron druhé za vzniku kysliku O; a peroxidu vodiku H,O,. (41)
Tato reakce probiha v organismu spontanné a také za urychleni enzymem

superoxiddismutazou.
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0,7+ 0y "+ 2H" — 02 + H20;

Peroxid vodiku H,0, pak miiZe spole¢ns se superoxidem O,™ v piitomnosti Fe®*
nebo Cu® iontl (tzv. transitnich kovil) vytvafet hydroxylovy radikal. (45) Reakce
katalyzovana zelezem se nazyva Haberova-Weissova nebo také Fentonova a vznika pii
ni jiz zminény hydroxylovy radikal HO', ktery je vysoce toxicky a v Zivé hmoté ihned
reaguje s okolnimi molekulami. (41)

H,0, + Fe** — HO' + OH + F**

Dulezita je také reakce peroxidu vodiku s chloridy katalyzovana
myeloperoxidazou v granulocytech, pii které vznika silné oxidacni ¢inidlo — kyselina
chlorna. (45) Ta je granulocyty pouZivana spolu s dalSimi reaktivnimi slou¢eninami
jako baktericidni prostiedek. (41)

H,0, + CI' + H" — HCIO + H,0

V organismu ROS vznikaji v mnoha enzymovych 1 neenzymovych reakcich.
Mezi takové reakce patii naptiklad vznik kyseliny mocové z hypoxanthinu pomoci
xanthinoxiddzy nebo vznik chlornanii v neutrofilnich granulocytech. Dale mohou volné
radikaly vznikat pii reakcich kysliku s chinony a katecholaminy, z toxickych latek
S nitroaromatickymi slou¢eninami ¢i tetrachlormethanem, pii syntéze eikosanoidi,
metabolizaci estrogenli a glykaci bilkovin. Velké mnozstvi radikali produkuji také
fagocytujici bunky. (45) Mezi dalsi endogenni pifi¢iny vzniku volnych radikali patii
vznik methemoglobinu, autooxidace thiolt, hyperglykémie nebo reperfuze po predchozi
ischemii. (46) Radikaly mohou v organismu vznikat také exogennimi vlivy, napiiklad
vysokoenergetickym zarenim V ovzdusi ze smogu, vyfukovych plynil i cigaretového
koufe. (45) Dale vlivem ionizujiciho zafeni (rentgenové, y zarfeni), UV-zdfenim,
toxickymi latkami (polychlorované bifenyly, chloroform, alkohol) pfi jejich
metabolismu, a také pfijimanou potravou, ve které vznikaji radikaly pfi rizné fyzikalni

nebo chemické tprave. (46)
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3.2.1.2. RNS - reaktivni formy dusiku

V organismu se vyskytuji i radikaly, jejichz volny elektron patii jinému atomu
nez kysliku, nejéasté&ji dusiku. NejbéZznéjsim piedstavitelem je oxid dusnaty ‘NO. (46)
Dalsi latka charakteru volného radikalu je oxid dusi¢ity NO;". Reaktivni slouceniny
dusiku zahrnuji také neradikalové sloudeniny, a to nitrosyl NO®, nitroxid NO, kyselinu
dusitou HNO,, oxid dusity N,Os, oxid dusi¢ity N2O, nitronium NO?*, peroxynitrit
ONOO a alkylperoxynitrit ROONO. (41)

Vychozi latkou pro vznik RNS je aminokyselina arginin. Z guanidinové skupiny
argininu se ptsobenim ,,NO“-syntdzy vytvofi citrulin a koncovy dusik se transformuje
na skupinu latek oznac¢ovanou jako oxidy dusiku, ktera zahrnuje kromé& molekuly NO" i
dalsi reaktivni slouceniny. Jejich obecny ucinek spoc¢iva ve stimulaci syntézy cGMP,
coz vede ke svalové relaxaci, inhibici agregaci krevnich desticek a ovlivnéni
neurotransmise. (45) Mechanismem tohoto G¢inku je pohotové vazba na hemové zelezo
guanylazcyklazy. (41)

Molekula NO® je povazovana za vysoce reaktivni a toxickou, avSak jeji
Vv erytrocytech. (41) Velmi ochotné (5-6x vice nez kyslik) se vazné¢ na hemoglobin za
vzniku methemoglobinu a nitratu NOs". Tato reakce je diileZitou cestou odstraniovani
reaktivni formy oxidu dusnatého. (45)

Hb-Fe™-0, + NO* — Hb-Fe""-00NO — Hb-Fe"" + NO; (41)

Oxid dusnaty NO" muiZe reakci se superoxidem O, vytvaret peroxinitrit OONO,
silné oxidaé¢ni ¢inidlo, které miiZze po protonizaci poskytnout hydroxylovy radikal HO a
NO,. (45) Fyziologické podminky pro uskutec¢néni této reakce nejsou piiznivé z ditvodu
nizké koncentrace NO' a O,", avSak pii urCitych podminkach (napiiklad jejich
intenzivni syntéza aktivovanymi granulocyty) muize takovéa reakce prob&hnout. (41)
Nékteré sloudeniny mohou slouzit jako pienasece nitrosylu NO®. Takto se chovaji
nitrosaminy RNH-NO, alkyl- ¢&i aryhitrity RO-NO nebo komplexy kov/NO®. Citlivé
jsou také thioly, ze kterych vznikaji reakci s NO nitrosothioly RS-NO. (45)
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3.2.2. Priznivé ucinky a funkce volnych radikalua

Vliv volnych radikalii na lidsky organismus je vSeobecné vniman jako negativni.
Nesmime vSak zapominat, ze maji také své pozitivni fyziologické ulohy.

Jak bylo uvedeno jiz dfive, jsou soucasti celé¢ fady enzymatickych systémd.
Reaktivni kyslikové formy se tvoii jako bézna soucast dychaciho fetézce na vnitini
strané mitochondrialni membrany. Zde se také nachazi enzym cytochromoxidaza, ktera
pfijimané elektrony ze Zivin pfesunuje na molekularni kyslik, ktery timto redukuje
kaskadou reakci pres reaktivni meziprodukty, azZ na molekuly vody za uvolnéni energie
potiebné pro vytvofeni ATP. Pii téchto déjich nedochazi k poSkozovani okolnich
biomolekul, protoze reaktivni slouceniny zlstavaji po celou dobu navdzany na enzym.
(41) Monooxygenazy vyuzivaji hydroxylovy radikal HO k hydroxylaénim reakcim pfi
biosyntéze cholesterolu a zluCovych kyselin, nebo pii odstrannovani xenobiotik, véetné
mnohych 1€ékt, které jsou po hydroxylaci konjugovany s hydrofilnimi latkami a
vylouceny z organismu.

V membrané fagocytli a neutrofilnich leukocyti se nachazi NADPH-oxidaza,
ktera katalyzuje vznik superoxidového radikalu O,". Ten reakci s chloridovymi anionty
pusobenim myeoloperoxidazy z azurofilnich granuli polymorfonukleart dava vzniknout
kyselin¢ chlorné HOCI, ktera je vyuzivdna k usmrcovani fagocytovanych
mikroorganismill a odstranovani zbytki mrtvych bunck. (46)

Volné radikaly mohou také plisobit jako signalni molekuly za ucelem regulace
riznych biologickych pochodii. Peroxid vodiku H,0, a superoxid O, je nezbytny pro
uspésné oplodnéni vajicka spermiemi. Napomahaji proniknuti spermie do vajicka a
zabranuji vniknuti dalsi spermie. Také pii oxidaci jodidu na jod, ktery se vyuziva pii
jodaci tyroninu je nezbytny peroxid vodiku. (46)

Biologické efekty reaktivnich slou€enin dusiku jsou velmi rozséhlé. Plsobi na
témét vSechny metabolické procesy, reguluji Cinnost nékterych enzymt, reguluji
imunitni pochody a cytotoxicitu makrofagii, maji vliv na exkreci sodiku v ledvinovych
tubulech a modifikaci sekrece hormontl. Jejich aktivita byvd zna¢né zvySena pfii
bakteridlni sepsi, naopak jejich sniZeny pocet zvySuje cévni tonus a podnécuje rozvoj

aterosklerdzy. (45)
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3.2.3. Patologické vlivy a poSkozeni volnymi radikaly

Reaktivni radikdly mohou napadnout a poskodit jakoukoli molekulu v lidském
organismu. Jejich vlivem molekuly méni nebo ztraci svou strukturu i funkci. Zmény
mohou byt natolik rozsahlé, ze mohou ovlivnit struktury celych bun¢k a tim zpiisobit
poskozeni az zanik celych tkani, organti a dulezitych funkci. (44) Zakladem jejich
nezadoucich ucinki je tedy poskozovani biomolekul.

Oxidacni poskozeni lipidil, tzv. lipoperoxidace, je nejintenzivnéji vyvolavana
hydroperoxylovym HO," a hydroxylovym radikdlem HO', méné také superoxidem O,".
Nejcitlivéjsim mistem je fosfolipidova dvojvrstva vSech biologickych membran, v nich
predev§im mista dvojnych vazeb volnych nenasycenych mastnych kyselin. (45) Diky
témto dvojnym vazbam podléhaji lipidy snadné€ji peroxidaci nez jiné biomolekuly. Pti
téchto reakcich dochazi k vytvafeni dalSich radikali, dokud nedojde k terminaci. AvSak
i poté zlstavaji stabilngjsi reaktivni formy v pohotovosti k dalsim reakcim, vyvolanym
zejména tranzitnimi kovy. Vysledkem vSech téchto déjii jsou zmény v permeabilité a
fluidit¢ membran, ovlivnéni membranovych enzymatickych systémi a tvorba
chemoatraktivnich latek pro makrofagy. (41) Viditelnym projevem oxida¢niho
poskozeni lipida je také vytvareni pigmenta ve stafeckych skvrnach.

K poskozovani bilkovin a enzymi dochazi pfedev§im napadanim SH-skupin
aminokyselin, které poSkozuje u enzymu a také hemoglobinu jejich metabolické funkce.
Takto také dochazi k modifikaci bilkovin pojiva kolagenu a elastinu. (45) Dale dochazi
vlivem oxida¢niho pusobeni ke zvySenému sitovani a agregaci proteinti, a k jejich
fragmentaci a Stépeni. Celkovym vysledkem jsou zmény v transportu iontii a aktivité
enzymu. Modifikaci aminokyselin vznikaji nové antigenni faktory, které mohou
zpusobovat autoimunitni reakce.

Vyznamné je také oxidacni postizeni nukleovych kyselin. Deoxyribonukleové
kyseliny jsou poSkozovany ptfedev§im hydroxylovym radikdlem HOe. Reaguje
S deoxyribozou za vzniku malondialdehydu a dalSich produkti, modifikuje a uvoliuje
purinové a pyrimidinové bdze. Vysledkem je pieruseni polynukleotidového ftetézce
nebo vytvofeni kiiZzovych vazeb coz vede ke zlomim DNA, mutacim, translacnim
chybam a inhibici proteosyntézy. (41)

Cilem ptsobeni volnych radikdldi mohou byt dale polysacharidy a
glykosaminoglykany, také latky nizkomolekularni jako polyfenoly, katecholaminy,
thioly nebo cholesterol. (45)
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3.2.4. Antiradikalové ptisobeni

Aby se zabranilo skodlivému a toxickému vlivu volnych radikalti a reaktivnich
forem sloucenin dusiku a kysliku, vyvinula se v organismu fada ochrannych
mechanismi. Ty putsobi proti jejich nadmérné tvorbé, zachytdvaji a odstranuji jiz

vzniklé radikaly a také opravuji poskozené molekuly a rizné bunécné slozky. (41)

3.2.4.1. Systémy zabranujici tvorbé

Nejbezpecnéjsim zpisobem zabranéni nezddoucich u¢inkli volnych radikali je
zabranéni jejich nadmérné tvorby. Jednou z cest je regulace aktivity enzymt, které je
tvofi (naptiklad indukovatelna syntdza NO"). Dalsi moznosti je vychytavani tranzitnich
prvka (Zelezo, méd’) a zména jejich oxidoredukénich vlastnosti tak, Ze prestanou
katalyzovat radikalové reakce. Takto piisobi naptiklad transportni a zadsobni bilkoviny

transferin, laktoferin nebo feritin. (41)

3.2.4.2. Antioxidaéni systémy

Pokud se nebezpecné radikaly jiz vytvotily, mohou byt odstranény takzvanymi
,vychytavaci® ¢i ,,zametaCi* (scavengers), ,lapaci* (trappers) a ,,zhaSeci* (quenchers).
Z chemického hlediska se jedna o latky enzymatické povahy a latky, poskytujici
s reaktivnimi formami stalejsi a tudiz méné toxické produkty. (41)

Zieymé nejdilezitéjSim enzymatickym faktorem chranici télo pied oxidacnim
stresem jsou superoxiddismutazy (SOD). Jedna se o skupinu metaloproteint, které jsou
schopny dismutovat superoxid O, za vzniku peroxidu H,O; a kyslikuO,. U aerobnich
organismi jsou SOD ptitomny v kazdé buiice. Soucasti cytosolovych SOD je méd a
zinek, v mitochondrialni matrix se nachazi SOD obsahujici mangan. (45) Dalsim
enzymovym nastrojem proti volnym radikalim jsou glutathionperoxidazy, které
odstrafiuji  intracelularni hydroperoxidy. Cytosolovda GSH-glutathionperoxidaza
rozklada nékolik typt hydroperoxidi mastnych kyselin, je velmi aktivni i v dismutaci
peroxidu vodiku H,O; a jejim substratem jsou také 1-monoacylglycerolhydroperoxidy.
Fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidaza dokaze redukovat pfimo v membranach

fosfolipidové hydroperoxidy. Kataliza ma za nasledek zejména katalyzaci
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dvouelektronové dismutace peroxidu vodiku H,O, na dioxygen O, a vodu H,O. (41)
Z dalSich enzymut tucastnicich se likvidace volnych radikali jsou v téle vyuzivany
glutathiontransferazy, peroxydazy nebo myeloperoxidaza. (45)

Neenzymové faktory obvykle ptisobi redukénim t¢inkem. Jedna se o latky, které
mohou poskytnout radikalu elektron, ¢imz zastavi jeho Skodlivé pisobeni a samy se na
radikal zméni. Takto vzniklé radikaly jsou vSak mnohem vice stabilni, a proto méné
nebezpecné. (46) Timto mechanismem pusobi ¢etné latky endogenniho i exogenniho
(prijimané potravou) puvodu. Vyznamnou skupinou antioxidantt jsou vitaminy. Z nich
nejucinngj$i jsou tokoferoly (vitamin E), dale kyselina askorbovd (vitamin C) a
karotenoidy (zejména provitamin [B-karoten a retinoly — vitaminy A). (45) Mezi
endogenni antioxida¢ni molekuly patii koenzym Q (ubichinon), glutathion, kyselina

lipoova, melatonin, kyselina mo¢ova a bilirubin. (41)

3.2.5. Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity in vitro

Pro stanoveni efektivnosti antioxidacniho plsobeni bylo vyvinuto mnoho
riznych metod. Jejich odliSnost spoCiva v rozdilnych mechanismech ucinku
jednotlivych antioxidantti. Nejcastéji se jedna o pfimou reakci antioxidantu s radikdlem
(zhé&Seni, vychytavani) nebo reakci s pfechodnymi kovy. Protoze piesnéjSi chemické
vymezeni mechanismu jejich u€inku je Casto problematické, 1iSi se 1 metody hodnotici
antioxidacni aktivitu svymi principy. (44) Vysledky ziskané rtiznymi metodami se
mohou od sebe vzajemné znacné lisit, vzhledem Kk variabilité mechanismi stanoveni a
riazného slozeni vzorku. (11) Mezi metody hodnotici eliminaci syntetickych radikalt
patii TEAC a DPPH, na eliminaci kyslikovych radikéli je zalozena metoda ORAC a
PCL, pro stanoveni neenzymatickych antioxidanti lze pouzit metody zaloZzené na

hodnoceni jejich redoxnich vlastnosti, napiiklad metoda FRAP. (44)

3.25.1. Metoda TEAC - Troxol equivalent antioxidant capacity

Je jednou z nejzékladngjSich a nejvyuzivangjSich metod pro stanoveni celkové
antioxida¢ni aktivity. Je zaloZena na schopnosti antioxidantu zhaSet kation-radikal
ABTS™ (2,2’-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Pomoci
spektrofotometrie se sleduji zmény absorpéniho spektra ABTS™. Vysledna aktivita

vzorku je srovnavana s aktivitou Troxolu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
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karboxylova kyselina). Pro Ccisté latky je TEAC definovana jako milimolarni
koncentrace Troxolu vykazujici stejnou antioxidacni aktivitu jako testovand latka pfi
koncentraci 1 mm/l. Pro smési TEAC udéava koncentraci Troxolu v mm/l, ktera je rovna

antioxidacni aktivité vzorku. (44)

3.25.2.  Metoda pouzivajici DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu z nejstarSich zdkladnich metod pro
posouzeni antiradikalové aktivity Cistych latek 1 smésnych vzorkd. Dochéazi pifi ni
k reakci vzorku se stabilnim radikalem DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Reakce je
nejCastéji sledovana spektrofotometricky. Sleduje se pokles absorbance pii 517 nm po

uplynuti uréitého konstantniho ¢asu nebo se pracuje v kinetickém rezimu. (11, 44)

3.25.3.  Metoda ORAC - Oxygen radical absorbance capacity

Pfi pouziti této metody se v testovaném systému vytvaii kyslikové radikaly a
hodni se schopnost zkouSené latky zpomalit nebo zastavit radikdlovou reakci. Pro
generaci peroxylovych radikdli ROO™ se pouzivd degradace AAPH (2,2’-
azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid), pro generaci hydroxylovych radikala HO'
pak systém H,0, + Cu?*. Detekce se provadi pomoci B-PE sondy (B-phycoerythrin)
nebo fluoresceinu, ktery je vyhodnéjsi zejména pro stanovovani antioxidacni aktivity

polyfenold. (44)

3.25.4. Metoda FRAP - Ferric reducing antioxidant potencial

Je zaloZena na principu redoxni reakce, kdy antioxidanty ze vzorku redukuji
komplex Fe** - TPTZ (Fe-2,4,6-tripyridyl-s-triazin) na Fe** - TPTZ. (11) Mirou
antioxidacni aktivity je nartist absorbance pifi 593 nm zplsobeny vznikajicim
komplexem Fe?* - TPTZ. Toto stanoveni ma viak své nevyhody. Probiha za
nefyziologicky nizkého pH a nejsou zachyceny pomalu reagujici polyfenolické latky a
thioly. Navic, vznikajici Zeleznaté ionty jsou in vivo jednim z reaktanti Fentonovy

radikalové reakce. (44)
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3.255. Metoda PCL - Photochemiluminescent

Toto stanoveni je kombinaci fotochemické generace radikalt a citlivé detekce
pomoci chemiluminescence. Tato reakce je vyvolana optickou excitaci, ktera vede
k produkci superoxidového radikalu O,". Volné radikaly jsou ¢éaste¢né eliminovany
pfitomnymi antioxidanty a zbylé jsou detekovany pomoci chemiluminescencniho
¢inidla luminolu. (47) Touto metodou lze stanovit aktivitu lipofilnich i hydrofilnich

antioxidantd. (11)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie a pristroje

Chemikalie

DPPH - 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazy, Sigma, St. Louis, USA
MeOH — methanol, Penta Chrudim, Ceskd Republika

Pristroje

Analytické vahy, Kern (Nemecko)
Dvoupaprskovy spektrofotometr UV 1601, Shimatzu (Japonsko)
Laboratorni sita, Retsch (Némecko)

Ultrazvukova lazen, Bandelin Sonorex(Nemecko)

4.2. Rostlinny material

Kvéty bezu ¢erného pochazi z volného sbéru ze dvou lokalit — obec Kuncice nad
Labem (nadmoiska vySka asi 460 m. n. m.) a Jesenik (nadmoiska vyska asi 430 m. n.
m.). Sbér v Kunéicih byl provadén odstiizenim vrcholiki ze stejného kefe ve dnech
nasledujicich po sob¢ v obdobi 2. 6. — 16. 6. 2011, celkem 15 sbéri. V Jeseniku pak
byly vybirany kvétenstvi z jednoho kefe podle stadia kveteni (kvéty s poupaty, kvéty
rozvité, kvéty rozvité az odkvétajici) ve tfech riiznych oblastech od sebe vzdalenych
(Ceské Ves, Lazné Jesenik, Bukovice), v terminech 2. 6., 4. 6., 6. 6. 2012, celkem 9
sbérti. Celé vrcholiky byly suSeny voln€ na vzduchu pti pokojové teploté. Pro pfipravu
vzorki K analyze byly kvéty oddéleny spolu s kvétnimi stopkami, nasledné rozdrobnény
V laboratornim mlynku a castice vétSich rozmérti odstranény na situ Cislo 355.

Uchovavany byly v uzavienych obalech chranénych pred svétlem.
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4.3. Stanoveni antiradikalové aktivity

Priprava extraktu

Ke stanoveni byly pouzity methanolové extrakty, pfipravené z 0,5 ¢
upraskované drogy Sambuci nigrae flos a 25 ml methanolu. Po 30 minutach extrakce
Vv ultrazvukové lazni pi1 pokojové teploté za obcasného michani byl vyluh zfiltrovan a
filtrat preveden do 25,0 ml odmérné baiiky a doplnén po rysku. Z tohoto roztoku se dale
odebral 1,0 ml, ktery byl zfedén methanolem do 25,0 ml. Tento extrakt o koncentraci

0,8 mg/ml byl pouZit ke stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody DPPH.

Priprava roztoku DPPH

0,05 g DPPH bylo rozpusténo v methanolu pomoci ultrazvukové lazné, kam byla
tato smés na 30 minut umisténa. Takto pfipraveny roztok byl poté ulozen do chladu a

temna, aby se zabranilo rozkladnym procestim.

Postup stanoveni

Do odmérnych zkumavek bylo odmétfeno odpovidajici mnoZzstvi ptipraveného
extraktu od koncentrace 320 pl/ml az 1200 pl/ml. Dale bylo pfidano 0,2 ml roztoku
DPPH a tato smés byla doplnéna methanolem do celkového objemu 5 ml. Obsah
zkumavky byl po uzavieni zatkou promichan a umistén pti laboratorni teploté do temna

na dobu 30 minut.

Priprava slepého vzorku

Pro stanoveni bylo nutno vytvofit slepy vzorek. Do odmérné zkumavky bylo

odméfeno 0,2 ml roztoku DPPH a doplnéno do 5 ml methanolem. Smés byla uzaviena,

promichdna a umisténa do temna spolu s ostatnimi vzorky.
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Méreni absorbance

Po uplynuti inkuba¢ni doby 30 minut byla u stanovovanych vzorku i slepého
vzorku méfena absorbance pii vinové délce 517 nm proti methanolu. Ziskané hodnoty
byly pouzity na vypocet, udavajici kolik procent radikdlu DPPH bylo redukovano
extraktem pii danych koncentracich. Byl pouzit nasledujici vzorec
Y0zreduk.DPPH = (1'AVZ/ASI) x 100,

kde Ay; je absorbance méfeného extraktu a Ay je absorbance slepého vzorku.

Dale byla z grafu odectena hodnota 1Csq udavajici koncentraci extraktu, pii které
dojde k 50% redukci radikalu DPPH.

Kazd¢ stanoveni bylo provedeno tiikrat.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 1 — 27 a Grafech 1 — 8.
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4.4. Vysledky

4.4.1. Tabulky

Vysvétlivky k tabulkam:

AA = antioxidac¢ni aktivita

Asl = absorbance slepé¢ho vzorku

J = Lokalita Jesenik; K = Lokalita Kunc¢ice nad Labem
% = % inhibice DPPH

Tabulka 1-AA extrakti kvéti - lokalita K, sbér 2.6.2011

m;=0,5000 g | m,=0,5002 g | ms=0,5003 g Smérodatna
M| C
it | (m/mb Asl=1,227 | Asl=1,176 | AsI=1,153 ¢ | odchylka

A % A % A % (*)
04| 032 | 1,018 [17,03] 0,998 |15,14| 0,983 |14,74] 15,64 0,99
05| 040 |0972 [20,78] 0,954 18,88 0,934 |18,99] 19,55 0,87
0,6 | 048 |0942 [23,23] 0,909 [22,70| 0,915 |20,64] 22,19 1,16
07| 056 | 0,862 [29,75] 0,875 25,60 0,847 |26,54] 27,30 1,76
08| 064 | 0814 3366|0842 [28,40| 0,802 |30,44] 30,83 2,14
09| 072 | 0,788 [35,78] 0,789 [32,91| 0,786 |31,83] 33,51 1,69
10| 080 | 0,742 [39,53| 0,761 [35,29] 0,728 |36,86| 37,23 1,73
11| 088 | 0,714 [41,81 0,699 [40,56| 0,654 |43,28| 41,88 1,10
12| 096 | 0,694 4344 0,682 [42,01] 0,631 [45,27| 43,57 1,35
13| 1,04 | 0,627 [48,90| 0,638 [45,75] 0,599 |48,05]| 47,57 1,33
14| 112 |o0,587 [52,16| 0,566 [51,87| 0,570 |50,56 | 51,53 0,69
15| 1,20 | 0,538 [56,15| 0,552 [53,06| 0,549 |52,39] 53,87 1,67
ICso (Mg/ml) 1,067 1,090 1,100 1,086 | 0,014
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Tabulka 2 — AA extraktt kvéta - lokalita K sbér, 8.6. 2011

m;=0,5006 g | m»=0,5002 g | m3=0,5004 g
\Y C Smérodatna
i) | (mgrm Asl=1,068 | AsI=1,094 | Asl=1,087 | ¢ odehylka (<)

A % A % A %
0,4 0,32 10,832 |22,10| 0,844 | 22,85 0,864 | 20,52 | 21,82 0,97
0,5 0,40 0,799 |25,19| 0,812 | 25,78 | 0,831 | 23,55| 24,84 0,94
0,6 0,48 0,746 |30,15| 0,746 | 31,81 | 0,793 | 27,00 | 29,65 1,99
0,8 0,64 10,672 |37,08| 0,644 | 41,13 | 0,691 | 36,40 38,20 2,09
1,0 0,80 0,541 |49,34| 0,591 | 45,98 | 0,611 | 43,79 46,37 2,28
1,2 0,96 0,495 |53,65| 0,497 | 54,57 | 0,482 | 55,66 | 54,64 0,84
1,3 1,04 10,452 (57,68 0,457 | 58,23 | 0,466 | 57,13 | 57,68 0,46
1,4 1,12 0,414 (61,24 0,376 | 65,63 |0, 381|64,90| 63,92 1,92
1,5 1,20 0,351 (67,13 0,326 | 70,20 | 0,310 | 68,70 | 68,68 1,25
1,6 1,28 10,302 (71,72 0,291 | 73,40 | 0,295 [72,90| 72,67 0,70
1,7 1,36 0,265 |75,19| 0,285 | 73,95 | 0,270 | 75,20 | 74,78 0,59
1,8 1,44 10,223 (79,12 0,274 | 74,95 |0, 235(78,40|77,49 1,82
ICso (mg/ml) 0,825 0,874 0,880 |0,860| 0,025
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Tabulka 3 — AA extraktd kvétt - lokalita K, sbér 14.6. 2011

m;=0,5003 g | m>=0,5007 g | m3=0,5005 g
C Smeérodatna
V(ml) Asl=1,023 | Asl=1,058 | Asl=1,043 b
(mg/ml) odchylka (£)
A % A % A %
0,4 0,32 10,784 123,36|0,865]18,24| 0,824 [21,00| 20,87 2,09
0,5 0,40 10,753 126,39|0,776]26,65| 0,760 [27,13| 26,72 0,31
0,6 0,48 10,703 131,28]0,728|31,19| 0,712 |31,74| 31,40 0,24
0,7 0,56 10,674 134,12]0,689|34,88| 0,647 |37,97| 35,66 1,67
0,8 0,64 10,636 |37,83]|0,616]41,78| 0,618 [40,75| 40,12 1,67
0,9 0,72 10,582 143,11]0,541|48,87| 0,572 |45,16| 45,71 2,38
1,0 0,80 |0,491152,00]10,499(52,84| 0,513 |50,81| 51,88 0,83
1,1 0,88 10,439 |57,09]0,421]60,21| 0,469 |55,03| 57,44 2,13
1,2 0,96 10,420 158,94]0,393|62,85| 0,403 |61,36| 61,05 1,61
1,3 1,04 |0,394]61,49|0,379|64,18| 0,375 |64,05| 63,24 1,24
1,4 1,12 | 0,366 | 64,220,353 | 66,64 | 0,349 |66,54| 65,80 1,12
1,5 1,20 |0,302}70,48|0,311|70,60| 0,310 |70,28| 70,45 0,13
ICs (mg/ml) 0,780 0,745 0,788 0,771 0,019
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Tabulka 4 — AA extraktt kvéta - lokalita K, sbér 2. 6. 2011

Sbér 2.6.
Asl=1,227 Asl=1,176 Asl=1,153 Smérodatna
C (mg/ml) | m;=0,5002 g [ m,=0,5005 g | m3=0,5003 g [0} odchylka
A % A % A % )
1,04 0,627 | 48,90 | 0,638 | 45,75 | 0,599 | 48,05 | 47,57 1,33
1,12 0,587 | 52,16 | 0,566 | 51,87 | 0,570 | 50,56 | 51,53 0,69
1,20 0,538 | 56,15 | 0,552 | 53,06 | 0,549 | 52,39 | 53,87 1,67
ICs0 (mg/ml) 1,067 1,090 1,100 1,086 0,014
Tabulka 5 — AA extrakta kvéta - lokalita K, sbér 3. 6. 2011
Sbér 3.6.
Apprpr=1,040
m;=0,5008 g [ m,=0,5008 g | m3=0,5003 g Smérodatna
Cmgm) == T AT % [ A ] % | ? | odehylka ()
0,88 0,522149,81 0,539 | 48,17 | 0,544 | 47,70 | 48,56 0,90
0,96 0,508| 51,150,499 | 52,02 [ 0,514 | 50,58 | 51,25 0,59
1,04 0,466 | 55,19 | 0,476 | 54,23 | 0,459 | 55,87 | 55,10 0,67
ICso(mg/ml) 0,896 0,916 0,949 0,920 0,022
Tabulka 6 — AA extraktt kvéta - lokalita K, sbér 4. 6. 2011
Sbér 4.6.
Apppr=1,063
m;=0,5008 g [ m,=0,5007 g | m3=0,5011 g Smérodatna
C (mg/ml
(mg/mi) A % A % A % ¢ odchylka (+)
0,80 0,534| 49,76 | 0,544 | 48,82 | 0,540 | 49,20 | 49,26 0,39
0,88 0,480| 54,84 |1 0,476 | 55,22 | 0,469 | 55,88 | 55,31 0,43
0,96 0,445| 58,14 | 0,433 | 59,27 | 0,419 | 60,58 | 59,33 1,00
I1Cs0 (Mmg/ml) 0,804 0,815 0,810 0,810 0,004
Tabulka 7 — AA extraktu kvétu - lokalita K, sbér 5. 6. 2011
Sbér 5.6.
Apppr=1,058
m;=0,5015 g | m,=0,5014 g | m3=0,5009 g Smérodatna
C (mg/ml
(mg/mi) A % A % A % ¢ odchylka (%)
0,80 0,564 | 46,69 | 0,557 | 47,35 | 0,562 | 46,88 | 46,97 0,28
0,88 0,535|49,43| 0,528 | 50,09 | 0,540 | 48,96 | 49,49 0,46
0,96 0,492 | 53,50 0,491 | 53,59 | 0,488 | 53,88 | 53,66 0,16
ICs0 (Mg/ml) 0,893 0,878 0,900 0,890 0,009
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Tabulka 8 — AA extraktt kvétu - lokalita K, sbér 6. 6. 2011

Sbér 6.6.
Appp=1,063
m;=0,5008 g [ m,=0,5009 g | m3=0,5008 g Smérodatna
C (mg/ml
(mg/mi) A |l % A % A % ¢ odchylka (+)
0,80 0,539149,29 (0,538 | 49,39 | 0,543 | 48,92 | 49,20 0,20
0,88 0,443 58,33 (0,478 | 55,03 | 0,465 | 56,26 | 56,54 1,36
0,96 0,412 161,240,439 | 58,70 | 0,421 | 60,40 | 60,11 1,06
ICso (mg/ml) 0,806 0,809 0,812 0,809 0,002
Tabulka 9 — AA extraktu kvétu - lokalita K, sbér 7. 6. 2011
Sbér 7.6.
Apprpr=1,040
m;=0,5013 g [ m»=0,5016 g | m3=0,5009 ¢ Smérodatna
C (mg/ml
(mg/mi) A | % A % A % ¢ odchylka (+)
0,72 0,547| 47,40 | 0,560 | 46,15 | 0,551 | 47,02 | 46,86 0,52
0,80 0,522 49,81 (0,524 | 49,62 | 0,530 | 49,04 | 49,49 0,33
0,88 0,494 | 52,50 | 0,473 | 54,52 | 0,488 | 53,08 | 53,37 0,85
ICs0 (Mg/ml) 0,806 0,807 0,822 0,812 0,007
Tabulka 10 — AA extraktt kvéta - lokalita K, sbér 8. 6. 2011
Sbér 8.6.
Asl=1,068 Asl=1,094 Asl=1,087 Smérodatna
C (mg/ml) | m;=0,5002 g | m,=0,5005¢g | m3=0,5003 g 0} odchylka
A % A % A % (£)
0,80 0,541 | 49,34 | 0,591 | 45,98 | 0,611 | 43,79 | 46,37 2,28
0,96 0,495 | 53,65 | 0,497 | 54,57 | 0,482 | 55,66 | 54,63 0,84
1,04 0,452 | 57,68 | 0,457 | 58,23 | 0,466 | 57,13 | 57,68 0,46
ICs0 (Mg/ml) 0,825 0,874 0,880 0,860 0,025
Tabulka 11 — AA extraktu kvétt - lokalita K, sbér 9. 6. 2011
Sbér 9.6.
Apppr=1,058
m;=0,5003 g | m»=0,5005 g | m3=0,5002 g Smérodatna
C (mg/ml
(mg/mi) A % A % A % ¢ odchylka (+)
0,80 0,555 | 47,541 0,544 | 48,58 | 0,549 | 48,11 | 48,08 0,43
0,88 0,509 | 51,890,510 | 51,80 | 0,522 | 50,66 | 51,45 0,56
0,96 0,450 | 57,47 | 0,428 | 59,55 | 0,467 | 55,86 | 57,63 1,51
ICs0 (Mg/ml) 0,848 0,845 0,864 0,852 0,008
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Tabulka 12 — AA extraktt kvéta - lokalita K, sbér 10. 6. 2011

Sbér 10.6.
ADppH:1,04O
m;=0,5007 g | m,=0,5005 g | m3=0,5005 g Smérodatna
C (mg/ml) A % A % A % ¢ odchylka (£)
0,72 0,599 42,40 | 0,618 | 40,58 | 0,612 | 41,15 | 41,38 0,76
0,80 0,550| 47,11 | 0,563 | 45,87 | 0,537 | 48,37 | 47,12 1,02
0,88 0,422 59,42 | 0,469 | 54,90 | 0,445 | 57,21 | 57,18 1,85
ICs0 (Mg/ml) 0,823 0,839 0,816 0,826 0,010

Tabulka 13 — AA extraktt kvéta - lokalita K, sbér 11. 6. 2011

Sbér 11.6.
ADppH:1,045
m;=0,5003 g | m,=0,5003 g [ m3=0,5006 g Smeérodatna
C (mg/ml)  —— % 1T AT % | A % ¢ odchylka ()
0,72 0,528 | 49,47 (0,532 49,090,536 | 48,71 | 49,09 0,31
0,80 0,493 (52,82 (0,506 | 51,58 (0,514 | 50,81 | 51,74 0,83
0,88 0,467 (55,31 (0,470 | 55,020,489 | 53,21 | 54,51 0,93
ICso (mg/ml) 0,734 0,753 0,770 0,752 0,015

Tabulka 14 — AA extraktt kvéth - lokalita K, sbér 12. 6. 2011

Sbér 12.6.
ADPPH:l,O45

m1=0,5012 g | m,=0,5013 g | mz=0,5009 g Smérodatna

C (mg/mi) A % A % A % ¢ odchylka (+)
0,72 0,550 |47,37| 0,543 |48,04|0,557| 46,70 | 47,37 0,55
0,80 0,468 | 55,22 | 0,472 |54,83|0,484 53,68 | 54,58 0,65
0,88 0,442 |57,70| 0,429 |58,950,433 58,56 | 58,40 0,52
ICso (mg/ml) 0,746 0,743 0,757 0,749 0,006

Tabulka 15 — AA extraktt kvéth - lokalita K, sbér 13. 6. 2011

Sbér 13.6.
ADppH:1,045

m1=0,5017 g | m,=0,5013 g | ms=0,5012 g Smérodatna

C (mg/mi) A % A % A % ¢ odchylka (+)
0,64 0,547 | 47,66 | 0,558 | 46,60 | 0,554 | 46,99 | 47,08 0,44
0,72 0,506 51,580,519 | 50,33 | 0,517 | 50,53 | 50,81 0,55
0,80 0,494 52,730,504 | 51,77 | 0,486 | 53,49 | 52,66 0,70
ICso (mg/ml) 0,685 0,711 0,708 0,701 0,012
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Tabulka 16 — AA extraktt kvétu - lokalita K, sbér 14. 6. 2011

Sbér 14.6.
Asl=1,023 Asl=1,058 Asl=1,043
_ _ _ Smérodatna
C (mg/ml) | m;=0,5002 g [ m,=0,5005g | m3=0,5003 g i)} odchylka (£)
A % A % A %
0,72 0,582 | 43,11 | 0,541 | 48,87 | 0,572 | 45,16 | 45,71 2,38
0,80 0,491 | 52,00 | 0,499 | 52,84 | 0,513 | 50,81 | 51,88 0,83
0,88 0,439 | 57,09 | 0,421 | 60,21 | 0,469 | 55,03 | 57,44 2,13
ICso (mg/ml) 0,780 0,745 0,788 0,771 0,019
Tabulka 17 — AA extraktt kvéta — lokalita K, sbér 15. 6. 2011
Sbér 15.6.
Apprr=1,075
m;=0,5001 g | m,=0,5006 g | m3=0,5003 g Smérodatna
C (mg/ml
oM T % (A T % [ A [ % | © | odehylka()
0,80 0,546 | 49,21 | 0,551 | 48,74 | 0,544 | 49,40 | 49,12 0,28
0,88 0,472 156,09 | 0,495 | 53,95 | 0,486 | 54,79 | 54,95 0,88
0,96 0,424 60,56 | 0,432 | 59,81 | 0,437 | 59,35 | 59,91 0,50
ICso (mg/ml) 0,809 0,819 0,809 0,812 0,005
Tabulka 18 — AA extraktta kvétt - lokalita K, sbér 16. 6. 2011
Sbér 16.6.
Apppr=1,062
m;=0,5001 g | m,=0,5006 g | m3=0,5003 g Smérodatna
C (mg/ml
(mg/mi) A % A % A % ® odchylka (+)
0,80 0,567 | 46,61 | 0,578 | 45,57 | 0,560 | 47,27 | 46,48 0,70
0,88 0,520| 51,04 | 0,529 | 50,19 | 0,513 | 51,69 | 50,97 0,61
0,96 0,482 | 54,61 | 0,491 | 53,77 | 0,477 | 55,08 | 54,49 0,37
ICso (mg/ml) 0,860 0,876 0,848 0,861 0,011
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Tabulka 19 — AA extraktt kvétt - lokalita J, oblast Ceskd Ves, sbér 2. 6. 2012

m;=0,5012 g | m>=0,5007 g | m3=0,5009 g Smérodatna
V(ml) c Asl=1,127 ¢ | odchylka
(mg/ml)

Al % A % A % =)
0,4 0,32 ]0,888]21,21] 0,863 |23,43| 0,856 |24,05|22,89 1,22
0,5 0,40 ]0,850]24,58| 0,833 |26,09] 0,828 |26,53]25,73 0,84
0,6 0,48 |0,737]134,61] 0,782 |30,61| 0,791 |29,81|31,68 2,10
0,7 0,56 |0,703]37,62] 0,728 |35,40| 0,755 |33,01|35,34 1,88
0,8 0,64 10,689138,86| 0,672 |40,37| 0,728 |35,40| 38,21 2,08
0,9 0,72 ]0,637]43,48] 0,625 | 44,54 0,691 40,46 42,83 1,73
1,0 0,80 |0,552151,02| 0,584 |48,18| 0,596 |47,12|48,77 1,65
1,1 0,88 ]0,480]57,41] 0,522 |53,68| 0,543 |51,82| 54,30 2,32
1,2 0,96 |0,461]59,09] 0,482 |57,23| 0,521 |53,77 56,70 2,21
1,3 1,04 10,388|65,57| 0,403 |64,24| 0,433 |61,58]63,80 1,66
1,4 1,12 |0,354168,59] 0, 341 | 69,74 0,364 | 67,70 | 68,68 0,83
1,5 1,20 |0,286|74,62| 0,307 |72,76| 0,327 |70,98|72,79 1,49
ICso (mg/ml) 0,788 0,825 0,846 0,820 0,024
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Tabulka 20 — AA extraktt kvétt - lokalita J, oblast Ceskd Ves, sbér 4. 6. 2012

m;=0,5006 g | m,=0,5009 g | m3=0,5009 g
v(m) C R b Smérodatna
(mg/ml) odchylka (£)
A % A % A %
0,8 0,64 10,661]42,42]0,652]43,21|0,675|41,20| 42,28 0,82
0,9 0,72 10,590]48,610,587]48,87|0,612|46,69| 48,05 0,97
1,0 0,80 0,520]54,70]0,535]53,400,543]52,70| 53,60 0,83
1,1 0,88 10,489|57,40(0,519]54,79]0,510 | 55,57 | 55,92 1,09
1,2 0,96 10,385]66,460,418]63,59|0,427]62,80| 64,29 1,57
ICs0 (Mg/ml) 0,737 0,739 0,761 0,746 0,011

Tabulka 21 — AA extraktt kvéta - lokalita J, oblast Ceskd Ves, sbér 6. 6. 2012

m;=0,5006 g | m,=0,5002 g | m3=0,5007 g Smérodatna

V(ml) © Asl=1,083 i) odchylka
(mg/ml)

A % A % A % (*)
0,8 0,64 [0,592]45,34 (0,614 43,31 0,587 |45,80| 44,81 1,08
0,9 0,72 |[0,574] 47,00 | 0,561 | 48,20 | 0,549 |49,31| 48,17 0,94
1,0 0,80 [0,482]55,490,487]55,03| 0,499 |53,92| 54,82 0,66
11 0,88 |[0,440]59,37 [0,412]61,96 | 0,461 |57,43| 59,59 1,85
1,2 0,96 |0,403]62,79(0,394]63,62| 0,410 |62,14| 62,85 0,60
ICso (mg/ml) 0,747 0,741 0,732 0,740 | 0,006
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Tabulka 22 — AA extraktu kvétu - lokalita J, oblast Ldzné Jesenik,

sbér 2. 6. 2012

m;=0,5010 g | m,=0,5011 g | m3=0,5008 g Smérodatna
V(ml) © Asl=1,069 ® | odchylka
(mg/ml)

A % A % A % ()
0,4 0,32 10,802| 24,98 |0,827|22,64| 0,802 | 24,98 24,20 1,10
0,5 0,40 10,744| 30,40 |0,760]28,91| 0,777 |27,32|28,87 1,26
0,6 0,48 |0,714] 33,21 |0,698|34,71| 0,731 |31,62|33,18 1,26
0,7 0,56 |0,672| 37,14 |0,667|37,61| 0,699 |34,61|36,45 1,31
0,8 0,64 ]0,644] 39,76 |0,635]40,60| 0,662 |38,07 39,48 1,05
0,9 0,72 ]0,631] 40,97 |0,619]|42,10| 0,604 |43,50|42,19 1,03
1,0 0,80 |0,615] 42,47 |0,588|45,00| 0,573 |46,40| 44,62 1,63
1,1 0,88 0,539 49,58 |0,560|47,61| 0,529 |50,51 49,24 1,21
1,2 0,96 10,514| 51,92 |0,519|51,45| 0,507 |52,57]51,98 0,46
1,3 1,04 |0,488| 54,35 |0,503|52,95] 0,473 |55,75| 54,35 1,15
1,4 1,12 |0,437| 59,12 10,476 55,47 | 0,455 |57,44|57,34 1,49
1,5 1,20 |0,402| 62,39 |0,440]58,84| 0,437 159,12|60,12 1,61
ICso (mg/ml) 0,895 0,927 0,868 0,897| 0,024
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Tabulka 23 — AA extraktt kvéta — lokalita J, oblast Ldzné Jesenik, sbér

4.6.2012

m;=0,5008 g | m,=0,5009 g | m3=0,5004 g Smérodatna

V(ml) © Asl=1,094 ¢ | odchylka
(mg/ml)

Alw [ ATw] A% (+)
0,9 0,72 10,588 46,25| 0,570 |47,90| 0,592 |45,89| 46,68 0,87
1,0 0,80 ]0,553]49,45| 0,538 |50,82| 0,561 |48,72] 49,66 0,87
1,1 0,88 ]0,532]51,37| 0,513 |53,11] 0,520 |52,47| 52,32 0,72
1,2 0,96 ]0,504]53,93| 0,482 |55,94| 0,499 |54,39] 54,75 0,86
1,3 1,04 |0,476] 56,49 | 0,465 |57,50| 0,445 [59,32| 57,77 1,17
ICso (Mg/ml) 0,823 0,776 0,826 0,808 | 0,023

Tabulka 24 — AA extraktt kvéta - lokalita J, oblast Ldzné Jesenik, sbér

6.6.2012
m;=0,5011g| m,=0,5013 g | m3=0,5009 g Smérodatna
V(ml) ¢ Asl=1,042 ¢ | odchylka
(mg/ml)
Al % A % A % (*)
08 | 064 |0576]44,72| 0,568 | 45,49 | 0,580 | 44,34 | 44,85 0,48
09 | 0,72 |0,549]47,31| 0,532 | 48,94 0,542 | 47,98 | 48,08 0,67
1,0 | 0,80 [0,529(49,23] 0,514 | 50,67 | 0,512 | 50,86 | 50,26 0,73
1,1 | 0,88 [0,499(52,11] 0,502 | 51,82 | 0,495 | 52,50 | 52,14 0,28
1,2 | 0,96 [0,479|54,03] 0,495 | 52,50 | 0,477 | 54,22 | 53,58 0,77
ICso (mg/ml) 0,821 0,767 0,774 0,787 | 0,024
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Tabulka 25 — AA extraktu kvétu - lokalita J, oblast Bukovice, sbér 2. 6. 2012

m;=0,5011 g | m,=0,5013 g | m3=0,5010¢g Smérodatna

V(ml) © Asl=1,076 i) odchylka
(mg/ml)

Al [ ATxwn] A % (+)
0,4 0,32 10,773] 28,16 0,722 |32,90( 0,747 | 30,58 | 30,55 1,94
0,5 0,40 ]0,729]32,25] 0,678 |36,99| 0,722 | 32,90 | 34,05 2,10
0,6 0,48 ]0,684|36,43] 0,648 |39,78] 0,711 | 33,92 | 36,71 2,40
0,7 0,56 ]0,652]39,41] 0,620 |42,38| 0,679 | 36,90 | 39,56 2,24
0,8 0,64 10,616|42,75] 0,598 |44,42| 0,646 | 39,96 | 42,38 1,84
0,9 0,72 10,577]|46,38] 0,559 |48,05( 0,609 | 43,40 | 45,94 1,92
1,0 0,80 10,539149,91] 0,535 |50,28| 0,561 | 47,86 | 49,35 1,06
1,1 0,88 10,474]55,95] 0,502 |53,35( 0,512 | 52,42 | 53,90 1,49
1,2 0,96 ]0,427]60,32] 0,488 |54,65| 0,475 | 55,86 | 56,94 2,44
1,3 1,04 ]0,401]62,73| 0,457 |57,53| 0,438 | 59,29 | 59,85 2,16
1,4 1,12 10,366]65,99| 0,434 |59,67| 0,415 | 61,43 | 62,36 2,66
1,5 1,20 10,345167,94| 0,409 161,99 0,393 | 63,48 | 64,47 2,53
ICs (mg/ml) 0,802 0,791 0,838 0,810 [ 0,020
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Tabulka 26 — AA extraktu kvétu - lokalita J, oblast Bukovice, sbér 4. 6. 2012

m;=0,5007 g | m,=0,5004 g | m3=0,5002 g
C Smeérodatna
VDY mgrm) Asl=1,058 Y odehylka (@)
A % A % A %
0,7 0,56 |0,625]40,93]10,610|42,34]10,641] 39,41 | 40,89 1,20
0,8 0,64 0,566 ]46,50]0,579]45,270,592 | 44,05 | 45,27 1,00
0,9 0,72 0,537149,2410,540|48,96 0,561 | 46,98 | 48,39 1,01
1,0 0,80 ]0,515]51,3210,509]51,89]0,523 | 50,57 | 51,26 0,54
1,1 0,88 ]0,456]56,90|0,462]56,33|0,489| 53,78 | 55,67 1,36
ICso (Mg/ml) 0,756 0,750 0,787 0,764 | 0,016

Tabulka 27 — AA extraktt kvétu - lokalita J, oblast Bukovice, sbér 6. 6. 2012

m;=0,5004 g | m,=0,5009 g | m;=0,5005 g Smérodatna
V(ml) © Asl=1,058 ¢ | odchylka
(mg/ml)

A % | A % A % (*)
0,7 | 056 |0,632]40,26[0,646| 38,94 | 0,641 | 39,41]39,54| 0,55
0,8 | 0,64 |0,594|4386[0,608| 42,53 | 0,584 | 44,80|43,73| 0,98
09 | 0,72 |o0,542 |48,77|0,563] 46,79 | 0,557 [ 47,35 |47,64| 0,83
1,0 | 0,80 0,498 [52,93{0,503| 52,46 | 0,483 [ 54,35 53,25 0,80
1,1 | 0,88 ]0,456 56,900,467 55,86 | 0,452 | 57,28 | 56,68| 0,60
ICso (mg/ml) 0,755 0,766 0,754 0,758 | 0,005
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% zhasSeni radikalu DPPH

% zhasSeni radikalu DPPH

4.4.2. Grafy

Graf 1 — Lokalita K sbér 2. 6. 2011, hodnoty vychazi z Tabulky 1
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Graf 2 — Lokalita K sbér 8. 6. 2011, hodnoty vychazi z Tabulky 2
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Graf 3 — Lokalita Ksbér 14. 6. 2011, hodnoty vychazi z Tabulky 3
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Graf 4 — Lokalita J, oblast Ceskd Ves, sbér 2. 6. 2012, hodnoty vychazi
z Tabulky 19
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z Tabulky 22

% zhasSeni radikalu DPPH

% zhasSeni radikalu DPPH

Graf 5 — Lokalita J, oblast Ladzné Jesenik, sbér 2. 6. 2012, hodnoty vychazi
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Graf 6 — Lokalita J, oblast Bukovice, sbér 2. 6. 2012, hodnoty vychazi z
Tabulky 25
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Graf 7-Porovnani ICsq u sbért z 2. — 16. 6. 2011 z lokality K, hodnoty vychazi
z Tabulky 4 - 18
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Graf 8 — Porovnani 1Csp u sbért z 2., 4., 6., 2012 z lokality J, hodnoty vychazi z
Tabulky 19 — 27
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5. Diskuze

Sambucus nigra je jednim z nejvyznamnéjSich druhti rodu Sambucus v Evropé.
Jeho pouziti sahd daleko do historie a své misto ma i dnes, zejména v terapii a
potravinafstvi. Droga Sambuci nigrae flos je dnes hojné vyuzivana zejména pro své
diaforetické, diuretické a expektoracni ucinky. Mezi nejdilezitéjsi obsahové latky bezu
cerného patti flavonoidy a hydroxyskoticové kyseliny. Nejvyznamnéj$im flavonoidem
je z hlediska obsahu i u¢inku rutin (kvercetin-3-O-rutinosid). Cesky lékopis pozaduje
obsah flavonoidi nejméné 0,80 %. Jejich Gc¢inek na lidsky organismus je pfedmétem
fady vyzkumi, znichZz zna¢na cCast se zabyva jejich antioxidacni aktivitou, tedy
schopnosti chranit buiiky ptfed Skodlivymi u¢inky volnych radikali. Kvéty se ziskavaji
sbérem z volné rostoucich rostlin. Doba kveteni je pfiblizné 2-3 tydny,v ¢ervnu a
¢ervenci (v zavislosti na oblasti).

Kromé stanoveni obsahovych latek miize ke zhodnoceni kvality drogy ptispét 1
urceni antioxidacni aktivity. V této praci jsem se zabyvala méfenim antioxidacni
aktivity kvétd pochazejicich ze dvou sbérti z oblasti Kunc¢ice nad Labem a Jeseniku.
V prvnim piipad¢ byl sbér provadén z jednoho kete v priibéhu celého obdobi kveteni od
2. — 16. ¢ervna 2011, v druhém ptipade byly vybirany z jednoho kete kvétenstvi podle
stadia vyvoje kvétu, s cilem postihnout vSechny zasadni obdobi ontogeneze kvétu
(tvorba poupat, rozkvétani, kveteni az odkvétani).

Ke stanoveni jsem pouzila metodu DPPH. Jedna se o rychlou, jednoduchou
metodu zalozenou na reakci stabilniho radikalu s antioxidantem, kterd poskytuje
zékladni informace o aktivit¢ a uc¢inku antioxidaCnich latek obsazenych v kvétech.
Stanoveni jsem provadéla s methanolovymi extrakty kvétt a methanolovym roztokem
radikalu DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Redukce radikalu se projevovala
poklesem absorbance, kterou jsem spektrofotometricky sledovala pii 517 nm po 30
minutach inkubace za pokojové teploty vtemnu. Tyto podminky byly stejné pro
vSechny vzorky z obou oblasti sbérti.

Vysledky stanoveni u vzorkli z oblasti Kun¢ice nad Labem jsem zanesla do
Tabulek 1 — 18 a znazornila v Grafech 1 — 3. Pichled primérnych hodnot ICs
(koncentrace extraktu v mg drogy na ml, ktera zpusobi inhibici 50 % DPPH) jsem
vynesla do Grafu 7, spolu s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami. Nejprve jsem

analyzovala tfi vzorky postihujici vegetacni prub¢h a vyhodnotila komplexni zavislost
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antioxidacni aktivity na koncentraci extraktu. U zbylych vzorkd jsem provedla méfeni
pti koncentracich o¢ekavané ICso. Z vysledkli vyplyva, ze antioxidac¢ni aktivita byla na
maxima dosahla u vzorku ze 6. 6. 2011(1Cs,=0, 809 mg/ml). U vzorku ze 7. 6. a 8. 6.
2011 se antioxida¢ni aktivita mirn¢ snizila. Od 9. 6. se zacala opét zvySovat, druhého
maxima dosahla 13. 6. (IC5,=0,701 mg/ml) a poté se snizovala.

Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity u vzorkl zlokality Jesenik jsem
zanesla do Tabulek 19 — 27 a znazornila v Grafech 4 — 6, hodnoty ICs jsem shrnula do
Grafu 8. Vzorky sbirané 2. 6. 2012 ze vsech tii oblasti (Ceska Ves, Lazné Jesenik,
Bukovice), které mély postihnout antioxidac¢ni aktivitu kvétd s nerozkvetlymi poupaty,
6. 6. 2012 ze vSech lokalit se antioxidacnia aktivita vzdy mirné zvysila. Nejvysi aktivita
byla zaznamenana u vzorki z oblasti Lazné Jesenik. Obecné lze fici, Ze se hodnoty ICsg
pohybuji primérné kolem 0,83 mg/ml u vzorkt z lokality Kuncice nad Labem a 0,79
aktivitu vykazuji kvéty na pocatku kveteni a poupata. Je tomu ziejmé proto, ze obsah
latek, které odpovidaji za antioxidacni aktivitu je na pocatku kveteni nizky, avSak
s vyvojem kvétu syntéza pokracuje a jejich obsah se zvysuje.

Stanovenim antioxidacni aktivity u extraktti z kvéth bezu ¢erného se zabyvaly i
dalsi studie. Vysledky stanoveni se vSak 1is§i v zavislosti na pouzité metod¢, zplisobu
extrakce a extrakénim ¢inidle. (48). Vétsina studii se ovSem shoduje, Ze kvéty bezu

¢erného vykazuji vyznamnou antioxida¢ni aktivitu. (43, 48, 49, 50).
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6. Zavér

Sambucus nigra patti mezi vyznamné rostliny soucasné fytoterapie. Z historie je
zndmo pouzivani téméi vSech ¢asti tohoto kefe nebo stromu, dnes se vSak pouzivaji
pouze kvéty a plody. Tato prace byla zaméfena na vlastnosti, obsahové latky a Gcinky
kvétt bezu Cerného. Literatura uvadi mnozstvi pozitivnich vlivii pfisuzovanych bezu,
mezi nejCastéj$i patfi diureticky, diaforeticky, analgeticky a expektoracni efekt pii
nemocech z nachlazeni, horeckach a chfipkach. Charakteristickymi obsahovymi latkami
kvéti jsou flavonoidy. Témto sekundarnim metabolitim jsou pfisuzovany uUCinky
antioxidacni, antivirové, antibakterialni, protizdnétlivé a protinadorové.

V této praci byla stanovovana antioxidac¢ni aktivita methanolovych extraktt
z kvétl bezu Cerného. PouZita byla metoda zhaseni DPPH, kterd je povaZovéana za jednu
ze zékladnich metodik vhodnych ke stanoveni antioxidacni aktivity Cistych latek i
smésnych vzorki. Vysledky stanoveni byly vyjadieny jako hodnoty 1Csy (koncentrace
extraktu v mg/ml, pti které dojde k redukci 50% radikalu). Stanoveni bylo provedeno
s kvéty pavodem ze dvou lokalit, sbirany byly od stadia tvorby poupat do odkvétu,
avSak jesté¢ nebyly patrné plody. Jejich vysledné primérné hodnoty ICso Se vzajemné
vyraznéji neliSily, u vzorku z lokality sbéru Kuncice byla 1Cso zhodnocena na 0,79
mg/ml a u sbéru Jesenik 0,83 mg/ml. Antioxidacni aktivita se vSak béhem ontogeneze
kvéth ménila, ziejmé v dusledku tvorby sekundarnich metaboliti. Jednotlivé hodnoty
I1Cso se pohybovaly mezi 1,086 mg/ml a 0,701 mg/ml u obou sbért.

Predpoklada se, ze nejvice k antioxidac¢ni aktivité piispiva obsah flavonoidu,
avSak vysledna aktivita je ovlivnéna obsahem vSech latek vyskytujicich se v kvétech a

jejich vzajemnymi interakcemi a synergistickym ptsobenim.
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8. Abstrakt

Cilem této prace bylo prokdzat a stanovit antioxidacni aktivitu extrakti kvéth
bezu Cerného (Samucus nigra L.) a sestavit pichled jejich obsahovych latek a G¢inkd.
Sambuci flos je ¢asto vyuzivany v terapii a potravinaistvi. Hlavnimi obsahovymi
latkami jsou flavonoidy, fenolické kyseliny, triterpeny, dale jsou ve kvétech obsazeny
steroly, sliz, silice, tfisloviny. Nejvyznamnéj$i jsou flavonoidy, konkrétné rutin a
kvercetin, které mohou vykazovat antioxida¢ni, antivirové, protizanétlivé a
antikancerogenni vlastnosti. Kvéty se pouzivaji zejména pro diuretické, diaforetické,
expektoracni, analgetické U€inky. Ke stanoveni antioxidacni aktivity methanolovych
extraktl kvétii ze dvou sbérii byla pouzita metoda DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl).
Vysledky antioxidacni aktivity byly vyjadieny v hodnotach ICsq (koncentrace extraktu,
ktera zpisobi 50% redukci radikalu). Zjisténé primérné hodnoty ICs byly 0,79 mg/ml a
0,83 mg/ml. Jednotlivé hodnoty ICsp Se s vyvojem kvétu plynule ménily, pohybovaly se
mezi 1,086 mg/ml a 0,701 mg/ml u obou sbéri. Odchylky mohou byt zpiisobeny

pokracujici syntézou sekundarnich metaboliti.
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9. Abstract

Purpose of this thesis was to prove and determine antioxidant activity of flower
extracts from black elder (Sambucus nigra L.) and compile summary of their content
substances and effects. Sambuci flos is often used in natural therapy and food industry.
The main content substances are flavonoids, phenolic acids, triterpenoids, further are
contained in flowers sterols, mucilage, essential oils, tannins. Flavonoids are the most
significant, specifically rutin and kvercetin, because they can show antioxidant,
antiviral, anti-inflammatory and anticancer properties. Flowers are used mainly for their
diuretic, diaforetic, expectorant, analgetic effects. Method DPPH (2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazyl) was used for determination antioxidant activity of methanolic flower
extracts. Results of antioxidant activity were expressed as 1Csy values (concentration of
extract which causes 50% reduction of radical). The average observed ICspvalues were
0,79 mg/ml and 0,83 mg/ml. The individual 1Csevalues have changed fluently during
development of flowers, they range from 1,086 mg/ml and 0,701 mg/ml in both
collections. Deviations can be caused by ongoing synthesis of the secondary

metabolites.
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