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1. Uvod a cil prace

Sambucus nigra L., bez ¢erny, je velmi rozsifena dievina. RoSte na okrajich
listnatych nebo luznich lesi, na venkové i sidlistich, podél cest nebo potokl, na
zahradkach i vefejnych parcich. Neni naro¢ny na podnebné nebo piidni podminky.

Kvéty a plody bezu ¢erného obsahuji velké mnozstvi vyznamnych slozek, které
se vyuZzivaji nejen ve farmacii, ale i v potravindiském pramyslu. Podle Ceského
1ékopisu 2009 je oficinalni droga Sambuci flos. Droga Sambuci fructus, ktera je
predmétem této prace, v 1ékopise neni, je zahrnuta v Ceském farmaceutickém kodexu.

Plody bezu cerného jsou bohatym zdrojem anthokyant, flavonoidd a dalSich
latek jako jsou napiiklad vitaminy skupiny B a C.

V posledni dob¢ ziskava bez Cerny stale vétsi pozornost. Dnesni vyzkumy jsou
zamé&feny na obsah anthokyant a flavonoidd a jejich biologické a terapeutické ucinky.

Experimentalni studie dokladaji pozitivni vliv anthokyan na lidské zdravi.
Zajem stoupa také i1 u péstitelll a Slechtitelti a uvazuje se o zaloZeni kultur nékterych
zajimavych odrid.

Prace je zaméfena na zjiStovani nckterych wukazateld kvality plodi
z péstovanych odrid bezu a na stanoveni obsahu anthokyant v riznych ¢astech plodd.
Pouzité metody byly pievzaty z Ceského lékopisu 2009 (CL), Ceského farmaceutického
kodexu (CFK) a v piipadé anthokyani §lo o upravu spektrofotometrického stanoveni
doporucovaného mezinarodni asociaci analytickych spole¢nosti (AOAC International)
(22). Ziskané vysledky mohou slouzit k posouzeni navrhd vyuziti plodd z péstovanych

odrad ve farmacii.



2. Teoreticka cast

2.1 Cerny bez

Bez Cerny je bézné se vyskytujici bohaté rozvétveny, opadavy ket, popiipadé
mensi strom dorustajici do vySsky az 5m, vyjimetné i vice metrd. Je to nenaro¢na
dfevina, schopna se pfizpusobit riznému prostiedi. Toleruje vlhké i suché podnebi, neni
naro¢na na ziviny a dava piednost umisténi na piimém slunci. Je hojné zastoupen
v mirnych i subtropickych oblastech svéta, roste v nizinach i ve vyssich polohach. Casto
je péstovan jako okrasny kef na zahradkach nebo ve vefejnych parcich (1, 2).

Sambucus nigra L. ma svétle hnédou az Sedou popraskanou ktiru. Listy jsou
uzké, rapikaté, lichozpefené se 3 az 7 listky, tmavé zelené barvy, na okraji nepravidelné
pilovité. Bez ¢erny kvete v naSem podnebném pasu od konce kvétna do zacatku Cervna.
Drobné kvéty, s bilou az nazloutlou barvou a vyraznou vuni, jsou uspoiadané do
bohatého vrcholi¢natého kvétenstvi. Plodem jsou 5-8 mm velké peckovice, tzv.
bezinky, které dozravaji na konci 1éta. Zralé plody maji fialovou az ¢ernou barvu (2, 4).

Nové se fadi do celedi Adoxaceae (3, 7) (diive Caprifoliaceae, resp.
Sambucaceae) (1, 2). Rod Sambucus L. zahrnuje asi 20 druhti. Nejrozsifenéjsim druhem
je Sambucus nigralL.-bez cerny. Dal§imi vyznamnymi druhy jsou Sambucus
racemosa L. - bez Cerveny, S. ebulusL.-bez chebdi nebo S. canadensis L. - bez
kanadsky (1, 3).

2.2 Vyznamné obsahové latky v plodech bezu ¢erného

V bezu Cerném se vyskytuje velké mnozstvi vyznamnych latek, u kterych je
popsan farmakologicky tuc&inek. Dle Ceského lékopisu 2009 poskytuje lékopisnou
drogu - Sambuci flos (5). V Ceském farmaceutickém kodexu je pak zahrnuta droga
Sambuci fructus (6).

2.2.1 Sambuci fructus

Plody bezu ¢erného jsou bohaté zejména na anthokyany a flavonoidy, organické

kyseliny (kyseliny citronova, jableéna a dalsi) a tisloviny. Cerstvé bezinky obsahuji



vitaminy By, Bg, biotin, kyselinu pantothenovou, kyselinu listovou, vitamin C, 3-karoten
a cukry (fruktosa, glukosa). Nékdy se uvadi piitomnost kyanogennich glykosidu
(sambunigrin) unezralych a cerstvych plodi. Obsah téchto glykosidt klesa pii

dozravani plodt nebo je lze odstranit tepelnym zpracovanim (7 - 9).

2.2.2 Anthokyany

Anthokyany jsou po chemické strance polyfenoly. Nazev anthokyan ma svuj
puvod v feckém slové anthos = kvét a kianos = modry (12). Jde 0 obecné rozsifenou
skupinu rostlinnych barviv, ktera podminuji zabarveni rostlinnych pletiv, vcetné listd,
kvéta a plodi. Proptjcuji jim Sirokou $kalu barevnych odstinti od riizové pies Cervenou,
fialovou aZ po modrou. Stejné tak jsou dalezitym indikatorem kvality plodd, ovliviiuji
jejich vzhled i chut. Patii k nejpouzivanéjsim piirodnim barvivim v potravinaiském
priamyslu. Védecké studie také prokazuji pozitivni t¢inek anthokyand na lidské zdravi
(10 - 12).

Anthokyany jsou slozeny z aglykonu (necukerné ¢asti) neboli anthokyanidinu a
cukerné slozky (glukosa, galaktosa, rhamnosa, xylosa, arabinosa). Vsechny
anthokyanidiny jsou odvozeny od =zakladni struktury, kterym je flavyliovy

(2-fenylbenzopyryliovy) kation (obr. 1) (10, 13, 14).

Obr. 1: Struktura flavyliového kationtu



Sklada se z aromatického kruhu A a heterocyklického kruhu C obsahujiciho
kyslik, ktery je vazan pomoci vazby uhlik-uhlik na tfeti aromaticky kruh B (12, 14).

Syntéza anthokyant V rostling probiha dvéma cestami. Cast molekuly se tvoii z
kyseliny Sikimové ptes fenylalanin a naslednou enzymatickou pfeménou této
aminokyseliny na p-kumaryl-CoA. Dalsi ¢ast molekuly vznika cestou, ktera produkuje
tii molekuly malonyl-CoA. V dalsim kroku se vysledné produkty obou drah spojuji
pomoci chalkonsyntazy a vznikd meziprodukt chalkon, z n¢hoz se izomerazou vytvari
naringenin. Naringenin je nasledné¢ hydroxylovan na dihydroflavonol, ze kterého
redukci vznikaji jednotlivé leukoanthokyanidiny. Pfipojenim molekuly cukru
k anthokyanidinim plsobenim transferaz vznikaji anthokyany (10, 17).

Dosud bylo popsano vice nez 20 ptirozené se vyskytujicich anthokyaniding.
Mezi nejcetnéjsi aglykony patii kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin a
malvidin (tab. 1) (10, 14, 16). Pokud je na anthokyanidiny navazan cukr, mluvime
0 anthokyanech. Ke glykosidické vazbé vétsinou dochazi v poloze C3 a C5 (obr. 2)
(13).

Tab. 1: Prehled hlavnich struktur anthokyanidinu

Substitucni skupina

Rl R2 R3 R4 R5 RG R7

Aglykon Barva

Kyanidin OH | OH OH| OH [OH | H oranZovo-¢ervena
Pelargonidin | OH | OH OH| H |[OH| H oranzovo-&ervena
Peonidin OH | OH OH | OMe |[OH | H oranzovo-ervena

Delfinidin OH | OH OH| OH | OH | OH modro-¢ervena
Petunidin OH | OH

Malvidin OH | OH

OH | OMe | OH | OH modro-¢ervena

I| T T | T| T

OH | OMe | OH | OMe modro-Cervena




O — glykosyl

0O — glykosyl

Obr. 2: Struktura glykosidické vazby v poloze C3 a C5

Anthokyani bylo v rostlinach identifikovano vice nez 700 (16, 23). Anthokyany
bezu cCerného jsou vesmés odvozeny od Kkyanidinu. Bézné se vyskytuje
kyanidin-3-O-B-glukosid (obr. 3), nékdy dalsi anthokyanové pigmenty. K nejéast&jsim
patii kyanidin-3,5-diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid (13, 16).

OH

- OH

HO ‘
glukosa

Obr. 3: Kyanidin-3-O-p-glukosid (10, 13)
Anthokyany jsou dobte rozpustné ve vodé. Znacn¢ absorbuji ve viditelné ¢asti

intenzivni zbarveni (10, 13).
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V minulych letech byla zpochybnéna bezpecnost pouzivani fady syntetickych
barviv. Proto je v posledni dobé zaznamenana vys$$i poptavka po anthokyanech jako
piirodnich barvivech. Zajem je také o potraviny bohaté na anthokyany kviilli moznému
pozitivnimu Vlivu na lidské zdravi (15, 24).
antimikrobidlni a také antioxidacni UCinky (14, 24). Snizuji riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni (23) a poruch spojenych s kapilarni lomivosti (15),
pusobi proti otokiim (17) a posiluji zrak (15). Ukazalo se, ze by se mohlo jednat o latky
perspektivni pro 1é¢bu diabetu (26), n¢kterych degenerativnich onemocnéni (14) nebo

urcitych typia nadora (25).

Anthokyany jsou latky vyznamné i pro samotnou rostlinu, i kdyz jejich
biologické role dosud nejsou pln€ objasnény. Zatim existuji jen védecké hypotézy, které
piedpokladaji ochranou funkci anthokyant pfed nadmérnym dopadajicim viditelnym i
UV zafenim (18 - 20).

Nékteré studie také naznacuji vyznamnou antioxida¢ni aktivitu anthokyant,
které tak chrani rostlinu pfed volnymi radikaly a oxida¢nim stresem (18, 20).

Dalsimi stresovymi faktory pro rostlinu mohou byt chlad, sucho, poskozeni
rostlinné tkané nebo znecistujici latky v ovzdu$i. Rostliny, které jsou nadmérné
exponovany témto vnéj$im vlivim, Casto reaguji zvySenou produkci anthokyant.
Zvysena syntéza anthokyant v rostliné tedy mtze byt povazovana za obranou reakci
rostliny nebo za symptom stresu (18, 20). Tvorba anthokyant v jednotlivych ¢astech
rostliny miZze byt proménliva nebo trvala, zalezi na rostlinném druhu, stupni zralosti
nebo vyvojové fazi rostliny a plsobeni vnéjSich faktort. Jednotlivé mechanismy
indukujici zvySenou tvorbu anthokyanil zatim nejsou plné vysvétleny.

V neposledni tfadé¢ davaji anthokyany kvétim a plodim atraktivni zbarveni,
kterym zteymé& lakaji hmyz a dal$i zvitata. Podili se tak na rozmnozZovani rostlin. Jak jiz

bylo poznamenano, biologické role anthokyant jsou stdle jeste¢ pfedmétem vyzkumu
(18 - 20).
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2.3 Utinky bezu &erného na lidsky organismus

Bez Cerny patii po mnoho staleti mezi 1éCivé rostliny ptsobici naptiklad jako
diuretikum, laxativum, adstringens, diaforetikum. Jiz v minulosti nasi ptfedkové
pouzivali bez k 1é¢ebnym i jinym ucelim. Vyuzivaly se hlavné kvéty a plody. Dosud se
pouzivaji nejenom Vv lidovém lé¢itelstvi, ale také jako potravinaiska barviva (naptiklad
k dobarvovani vin), pfichuté a kosmetické pripravky (7). Ve formé drog Sambuci flos a
Sambuci fructus se bez ¢erny vyuziva i v soucasné farmacii, i kdyz oficinalni droga je

jen Sambuci flos (CL) (5). Sambuci fructus je viak uveden v CFK (6).
Plod bezu ¢erného

Plody bezu cerného se v lidovém IéCitelstvi doporucuji pii onemocnéni
z nachlazeni provdzeném horeckou a zimnici, pfi kasli, anginach, chiipce nebo pfi
bolestech nervového piivodu. Cerstvé plody maji mirné projimavy uéinek. Uginky
drogy Sambuci fructus jsou vyuzivany i v soucasné fytoterapii a pouziti této drogy tak
navazuje na tradici v lidovém IéCitelstvi. Nekteré studie ukazuji slibné G¢inky plodi
jako prevence proti oxida¢nimu stresu, bakterialnim a virovym infekcim (8). Stale je ale
potieba dalSich studii k ovéfeni jeho klinického efektu, mimo jiné i pro obcas se
vyskytujici varovani v souvislosti s obsahem kyanogennich latek v riznych c¢astech

rostliny (8).
2.4 Pozadavky lékopisu na kvalitu drog

Dle Iékopisu je kvalita drog posuzovana podle nékolik hledisek. Mezi né patii
organoleptické vlastnosti drog, zkousky totoznosti a Cistoty a stanoveni obsahovych
latek v drogach. Zkouska totoznosti drog zahrnuje mikroskopicky i makroskopicky
popis drogy, vétSinou jsou vyzadovany i dalSi zkousky, napiiklad tenkovrstva
chromatografie. U zkouSek na Cistotu se stanovuji pfimési, ztrata susenim, celkovy
popel a n¢které dalsi charakteristiky. Zkousky popsané v 1ékopisu jsou oficialni metody,

na nichz jsou zaloZeny 1ékopisné normy (5).
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2.5 Pozadavky Ceského farmaceutického kodexu na drogu Sambuci

fructus

Podle Ceského farmaceutického kodexu (CFK 1) se jedna o ususeny plod druhu
Sambucus nigra L. Jeho totoZnost se ovétuje podle vzhledu a mikroskopickych znaka.
Je popisovan jako leskla cervenofialova peckovice, siln€¢ scvrkld, hrubé fasnaté
svraStéla, duznata se tfemi semeny. Jde 0 drogu bez zapachu se sladkou, slizovitou
chuti.

Pod mikroskopem je exokarp slozen z protahlych bunék, které jsou ohrani¢eny
jemné teCkovanymi sténami s vyrazné prouzkovanou zvrasnénou kutikulou. Ojedinéle
se vyskytuji stomata. Mezokarp je tvofen nepravidelné ztlustlymi buitkami s ¢aste¢né
zeslizovatélymi sténami, obsahujicimi barvivo. Endokarp mutze byt slozen z n€kolika
vrstev. Pod vrstvou malych parenchymatickych bunék se nachédzi siln¢ ztlustlé,
navzdjem zaklinéné a rizné vysoké palisadové sklereidy. A déle pod nimi jsou zfejma
ztlustla, teckovana vldkna ulozena rovnobézné s podélnou osou semena. Dalsi dvé
vrstvy jsou orientovany kolmo. Osemeni je slozeno z nékolika vrstev nahnédlych
bun¢k. V endospermu se vyskytuji kapky oleje a aleuronova zrna.

U zkouSek na cCistotu jsou pfedepsany limity pro pfimési, ztratu suSenim, popel a
popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové. Je pozadovano, aby jinak zbarvené drogy
bylo nejvySe 5,0 %, jinych c¢asti matecné rostliny také nejvyse 5,0 % a cizich
organickych pfimési nejvyse 1,0 %. Pro ztratu suSenim je predepsano nejvyse 12,0 %,
popel je nejvyse 6,0 % a popel nerozpustny V kyseliné chlorovodikové maximalné
1,0 %.

V piislugném ¢&lanku v CFK 1 je také doporuéeni pro uchovavani. Droga se
uchovava v uzavienych obalech chranéna pted svétlem. V zavéru clanku jsou pokyny
pro vydavani — je uvedena jednotna terapeuticka davka 2,0 g drogy peroralné ve formé

odvaru. Droga je zatazena do farmakologické skupiny fytofarmaka - laxancia (6).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Vzorky ploda bezu pro experimentalni ¢ast prace pochazely z Vyzkumného a
Slechtitelského ustavu ovocnaiského v Holovousech. Pro tuto praci byly vyuzity plody
¢ty kultivard bezu ¢erného a jeden vzorek z volné rostouciho planého bezu (tab. 2).
Plody jednotlivych kultivari byly po sbéru zmrazeny a uchovavaly se Vv plastovych

krabickach v mraznicce pii teploté -18 °C.

Tab. 2: Seznam odriid bezu cerného hodnocenych v této praci

NAZEV ODRUDY | DATUM SBERU
1. Sambo 26. 8. 2013
2. Sambu 21.8.2013
3. Samyl 26. 8. 2013
4, Samdal 26. 8. 2013
5, plany 11.9. 2013

3.2 Chemikalie, pomiicky a pristroje

3.2.1 Chemikalie

e butan-1-ol p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

e cyanin chloride (kyanidin-3,5-diglukosid) (Sigma-Aldrich, Némecko)

e ethanol p.a. (Penta, Ceska republika)

e chlorid draselny p.a. (Penta, Ceska republika)

e kuromanin chloride (kyanidin-3-O-B-glukosid) (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Kkyselina citronova p.a. (Penta, Ceska republika)

e kyselina chlorovodikova p.a. (Penta, Ceska republika)

e kyselina mravenéi bezvoda p.a. (Penta, Ceské republika)

e octan sodny p.a. (Penta, Ceské republika)
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3.2.2 Pomiicky a pristroje

e analytické vahy (Sartorius, Ceska republika)

e automatické pipety 5 ml, 1000 ul (Biohit, Finsko)

e centrifuga (Hermle, Némecko)

e chromatograficka deska s vrstvou silikagelu (Kavalier, Ceska republika)

e pH metr (Multi 340i, WTW, Némecko)

e suSarna (Binder, Némecko)

e ultrazvukova vodni lazen (Bendelin Sonorex, Némecko)

e UV/VIS spektrofotometr HALO DB-20S, software UV Detective Plus
(DYNAMICA GmbH, Rakousko)

3.3 Tenkovrstva chromatografie

3.3.1 Priprava extrakti z plodi

Zmrazené plody byly zbaveny stopek. Bylo navazeno 20 g zmrazenych plodu
kazdé odridy bezu cerného. K navédzce byly ptfidiny 2 ml 1M kyseliny citronové
(stabilizace). Poté byly plody rozmackany v tfeci misce tlouckem a za pomoci sitka
rozdéleny na 2 frakce:

e duznina,
e exokarp.

Pro srovnani byla také analyzovana smés rozdrcené duzniny a exokarpu.

Z kazdé frakce i ze smésného vzorku byly do zkumavek navazeny vzdy 2 vzorky
po 1,1 g materidlu. Navazka 1,1 g vZzdy obsahovala 0,1 g pfidané kyseliny citronové, a
odpovidala tedy 1,0 g rostlinného materialu. Do kazdé zkumavky bylo pipetovano
10 ml 50% ethanolu. Vzorky se extrahovaly 10 min v ultrazvukové vodni lazni za
laboratorni teploty a poté byly odstfedény v centrifuze 15 min pii 1500 otackach za
minutu a teploté 15 °C. Po odstiedéni se supernatant vzdy opatrné slil do jiné piedem
pfipravené zkumavky a ke zbytku materialu byly ptidany 3,9 ml 50% ethanolu.
Nasledné se vzorky znovu extrahovaly 10 min v ultrazvukové lazni a 15 min

odstfed’ovaly V laboratorni centrifuze pii stejnych otackach 1 teploté. Supernatant se
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op¢t slil do prvniho podilu. Takto ziskany extrakt odpovidajici 1 g rostlinného materialu

v 15 ml extraktu se dukladné promichal.

3.3.2 Postup chromatografie

Na desku s vrstvou silikagelu byly naneseny standardy
(kyanidin-3-O-B-glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid) a extrakty duzniny jednotlivych
kultivard. Jako mobilni faze byla pouzita soustava kyselina mravenci
bezvoda R : vodaR : butan-1-ol R vpoméru 16:19:65. Vyvijeni mobilni faze
probihalo vzestupné v chromatografické komote piiblizné 60 min po draze 10 cm. Poté
se nechala chromatografick4 deska uschnout na vzduchu a detekce probihala na dennim
svétle (5).

Chromatogramy jsou zobrazeny na obrazku 6 a 7.

3.4 Zkousky na Cistotu

3.4.1 Ztrata suSenim — Cerstvé plody

Ztrata suSenim Cerstvych plodi bezu ¢erného byla stanovena postupem podle
¢lanku drogy Myrtilli fructus recens, ktera je také bohatym zdrojem anthokyant (5).

Do pfedem vysuSené a zvaZené vaZzenky bylo navaZeno 5,000 g zmrazenych
plodd Sambuci fructus. SuSeni probihalo Vv susarné pii 105+ 2°C do konstantni
hmotnosti. Pfed vazenim se vazenka se vzorkem vzdy nechala vychladnout v exsikatoru
(5).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

3.4.2 Ztrata suSenim — suché plody

Ztrata susenim drogy byla stanovena postupem podle ¢lanku v CFK 1 Sambuci
fructus (6).

Do ptfedem vysusené a zvazené vazenky bylo navazeno 1,000 g drogy Sambuci
fructus. SuSeni probihalo v suSarn¢ pii 105+2°C do konstantni hmotnosti. Pred
vazenim se vazenka se vzorkem vzdy nechala vychladnout v exsikatoru (5).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.
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3.4.3 Celkovy popel — droga Sambuci fructus

Kiemenny kelimek byl zihan 30 min do ¢erveného zaru. V exsikatoru se nechal
vychladnout a zvazil se. Poté bylo do kelimku navazeno 1,000 g drogy. Kelimek
s navazenou drogou se susil 1 h pti 100 - 105 °C a nésledné se zihal do konstantni
hmotnosti v muflové peci pii 600 £ 25 °C (5).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

3.4.4 Popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové — droga Sambuci fructus

Do kelimku, ktery obsahoval zbytek po stanoveni celkového popela, bylo
ptidano 15 ml vody R a 10 ml kyseliny chlorovodikové R. Poté byl kelimek pfiryt
hodinovym sklem a mirné zahfivan na vodni lazni. Po ochlazeni byl obsah kelimku
zfiltrovan pies bezpopelny filtr. Zbytek na filtru byl promyt teplou vodou R az do
neutralni reakce filtratu. Filtra¢ni papir byl v kelimku vysusen v horkovzdus$né susarné a
poté spalen v muflové peci. Po vychladnuti v exsikatoru byl kelimek s popelem
nerozpustnym v kyseliné chlorovodikové zvazen (5).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

3.5 Spektrofotometrické stanoveni obsahu anthokyanovych barviv

3.5.1 Pi¥iprava pufri s obsahem ethanolu

» Pfiprava pufru 0 nominalnim pH 1,0 obsahujiciho 0,025M chloridu draselného
K 500 ml 0,025M chloridu draselného a 1M kyseliny chlorovodikové bylo
ptidano 500 ml 96% ethanolu (v/v).

» Pfiprava acetatového pufru 0 nominalnim pH 4,5

Do 400 ml vody R bylo ptidano 1,641 g octanu sodného. Roztok byl upraven

IM kyselinou chlorovodikovou na pH 45 a doplnén do 500 ml. K500 ml
tohoto roztoku bylo ptidano 500 ml 96% ethanolu (v/v).
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Uvedené slozeni zakladnich pufrii odpovida metodickému doporuceni (21, 27)
pro stanoveni anthokyanid v potravinaistvi. Piidavek ethanolu pro zlepSeni stability

vzorku je soucasti nové modifikace stanoveni.

U obou pufri byla zkontrolovana a zaznamenana skutec¢na hodnota pH.

3.5.2 Priprava vzorki k analyze

K analyze jednotlivych odrid bezu ¢erného byly pouzity extrakty ziskané dle
kap. 3.3.1. Z téchto extrakti byly pfipraveny dvé sady vzorkl po Sesti zkumavkach.
Prvni sada vzorkt byla uréena pro méfeni barevné formy anthokyanti, druha sada pro
méfeni bezbarvé formy (obr. 4). V kazdé sadé byly vzdy tii dvojice vzork:

e 2x extrakt z duzniny,
e 2x extrakt z exokarpu,

e 2x extrakt ze smési rozdrcené duzniny a exokarpu.

Mnozstvi extraktu v kazdé zkumavce bylo vzdy 125 pl. K extraktu v prvni sadé
bylo pipetovano 8,25 ml pufru 0 nominalnim pH 1,0. Kdruhé sadé¢ vzorki bylo
pipetovano také 8,25 ml acetatového pufru 0 nominalnim pH 4,5. Pfi tomto fedéni
obsahoval 1ml pfipraveného vzorku k méfeni vzdy extrakt z1mg ptvodniho
rostlinného materialu (duzniny, exokarpu nebo smési).

Ptipravené vzorky jednotlivych odrid byly prométeny ve dvou pufrech o
nominalnim pH 1,0 a 4,5 pomoci UV/VIS spektrofotometru v oblasti vinovych délek od
250 - 650 nm. Jako slepé vzorky byly pouzity samotné pufry 0 nominalni hodnoté

pH 1,0 a pH 4,5. Méteni bylo provedeno do 2 hodin po pfipravé vzorka.
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Obr. 4: Ukdzka barevného a témér bezbarvého vzorku anthokyanovych barviv pri

riiznem pH, foto: H. Studena

3.5.3 Kontrola pH u analyzovanych vzorki

Kontrola pH byla pravidelné provadéna po spektrofotometrické analyze u
vzorkll extraktd z jednotlivych odrid bezu cerného. pH Dbylo stanoveno pomoci
pH metru se sklenénou elektrodu pii dvoubodové kalibraci (pH=4 a pH=7) za
laboratorni teploty. Skutecné namétena hodnota pH je ovlivnéna ptitomnosti ethanolu
pfipadné analytu. Vzdy vSak musi byt pro méfeni barevné formy anthokyant pH niZsi

nez 2 a u bezbarvé formy vyssi nez 4,5 (21).

3.5.4 Kalibrace

Obsah anthokyanil se nejcastéji vyjadiuje jako ekvivalent obsahu nejbéznéji se
vyskytujiciho kyanidinu-3-O-B-glukosidu (CGE). Pomoci tohoto standardu byl také
hodnocen obsah anthokyanut v jednotlivych odridach bezu ¢erného. Zaznamenavala se
vzdy spektra (250 - 650 nm) barevné a bezbarvé formy standardu. Diferenéni kiivka,
ktera predstavuje rozdil absorbance barevné a bezbarvé formy ve vhodné oblasti spektra

(obvykle 380 —600nm), byla vyhodnocena pomoci automatického programu
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spektrofotometru (obr. 5). Automatickym programem byla provedena integrace a

zjisténa plocha pod diferencni kiivkou.

o0
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Obr. 5: Spektralni zaznam standardu kyanidinu-3-O-B-glukosidu
¢ernd kiivka - barevna forma anthokyand,
cervena kiivka - bezbarva forma anthokyant,

modré kiivka - rozdilova (diferen¢ni kiivka)

Kalibra¢ni kiivka vyjadifuje zéavislost plochy pod diferen¢ni kiivkou na
koncentraci standardu ve vzorku. Kalibra¢ni graf byl sestrojen pomoci Sesti dvojic
kalibra¢nich vzorkda.

5,00 mg standardu kyanidinu-3-O-B-glukosidu bylo pifesné¢ navazeno na
analytickych vahach a rozpusténo v 25 ml 50% ethanolu. Takto byl ziskan zasobni
roztok o koncentraci 200 pg/ml, ze kterého byly pfipraveny dvé sady kalibra¢nich
roztokd. Prvni sada byla fedéna pufrem o nominalnim pH 1,0 a druhé sada pufrem o
nomindlnim pH 4,5. Kalibra¢ni roztoky mély koncentraci: 2, 5, 10, 15, 20 a 25 pl/ml.
Koncentrace byly voleny tak, aby obsahly cely rozsah absorbanci analyzovanych
extraktl jednotlivych odrad. Kalibraéni vzorky byly proméfeny pomoci
spektrofotometru s programem umoznujicim matematické operace (odecitani a

integrace absorbanci).
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plocha pod diferenc¢ni ki'ivkou
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Graf 1: Kalibracni graf

Zavislost odezvy na koncentraci standardu kyanidin-3-O-B-glukosidu je linearni.

Pro vypocty koncentrace vzorki 1ze pouzit rovnici:

C (ug CGE/ml) =A AUC 380 — 600 nm / 4,8507

¢ (ug CGE/ml) - koncentrace anthokyant v mé&feném vzorku vyjadiena jako ekvivalent

AA

vm

3.6

kyanidinu-3-O-p-glukosidu,

UC 350600 nm - plocha pod diferenc¢ni spektrofotometrickou kiivkou

Pro praktické srovnani se obsah anthokyanli v plodech vyjadiuje vétSinou

g CGE/100 g rostlinného materialu.

Validace metody

Pro ovéteni spolehlivosti vysledkli byla hodnocena linearita odezvy (viz

kalibra¢ni graf), pfesnost stanoveni a stabilita vzorki.

» Pfiprava extraktu (viz kapitola 3.3.1)

Pro hodnoceni piesnosti metody byl pouzit extrakt duzniny z kultivaru Sambu.
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» Ptiprava vzorki k analyze

K analyze byly pouzity dvé sady vzorku po tiech zkumavkach. Prvni sada byla
uréena pro méfeni barevné formy anthokyanu a obsahovala 7,85 ml pufru 0 nominalnim
pH 1,0, druha sada pro kontrolni méfeni bezbarvé formy a obsahovala stejné mnozstvi
pufru 0 nominalnim pH 4,5. K pufrim bylo vzdy ptidano 500 pul extraktu. Pii tomto
fedéni obsahoval 1 ml piipraveného vzorku k méfeni extrakt ze 4 mg testovaného
materialu.

Pomoci spektrofotometru s automatickym programem se vyhodnotily plochy
diferen¢nich ktivek (rozdil absorbanci barevné a bezbarvé formy) v rozsahu
380 - 600 nm.

e Piesnost metody se hodnotila na zaklad¢ standardni odchylky stanoveni.

e Stabilita vzorku byla ovéfena opétovnym méfenim stejného vzorku po

24 hodinach. Vzorky byly uchovany pfi laboratorni teploté v uzaviené zkumavce.

Stabilita byla testovana u vSech frakei kultivart Sambu a Samyl.
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4. Vysledky
Vysledky byly zpracovany ve formé grafii, obrazku a tabulek.
4.1 Tenkovrstva chromatografie

Polohy skvrn jednotlivych barevnych slozek extrahovanych z plodi odrad bezu

¢erného byly charakterizovany retardaénimi faktory (Rg) a porovnany s retarda¢nimi

faktory standarda (kyanidin-3-O-B-glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid).

Obr. 6: Chromatogram plodi odriid Samyl, Sambo, Samdal Foto: H. Studena
A — kyanidin-3-O-B-glukosid, D — Samdal,

B — Samyl, E — kyanidin-3,5-diglukosid

C — Sambo,
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Tab. 3: Hodnoty retardacnich faktori jednotlivych skvrn u kultivarii Samyl, Sambo,

Samdal
Odrida Rel Re 2 Re 3
Samyl 1,34 1,62 -
Sambo 1,33 1,59 -
Samdal 1,34 1,60 -

Kyanidin-3.0-B-glukosid 1,35 - -

Kyanidin-3,5-diglukosid - - 2,39

Prokazana byla tedy ptitomnost kyanidinu-3-O-B-glukosidu u kultivart Samyl,
Sambo i Samdal. Kyanidin-3,5-diglukosid nebyl prokazan (tab. 3). V drahach kultivard
se vyskytuje jesté jedna vyrazna skvrna, jejiz retarda¢ni faktor byl v rozmezi 1,59 - 1,62
(tab. 3, obr. 6). Pravdépodobné se jedna o dalsi anthokyan, pro ktery nebyl k dispozici

standard.



Obr. 7: Chromatogram ploda odriid bezu planého a Sambu Foto: H. Studena
F — kyanidin-3,5-diglukosid, H — Sambu,
G - plany bez, I — kyanidin-3-O-B-glukosid

Tab. 4: Hodnoty retardacnich faktori jednotlivych skvrn U bezu planého a kultivaru

Sambu
Odruda Re1 Re 2 Re 3
plany bez 1,43 1,62 -
Sambu 1,44 1,64 -

Kyanidin-3.0-B-glukosid 1,45 - -

Kyanidin-3,5-diglukosid - - 2,53
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Podobn¢ jako v piedchozim pripadé (obr. 6) byla na zakladé shody retardacnich
faktorti prokédzana ptitomnost kyanidinu-3-O-B-glukosidu u planého bezu i u kultivaru
Sambu. Kyanidin-3,5-diglukosid nebyl prokazan (tab. 4). V drahach obou odrid se opét
vyskytuje jesté jedna skvrna, jejiz retarda¢ni faktor byl v rozmezi 1,62 - 1,64 (tab. 4,
obr. 7). Pravdépodobné se jedna o dalsi anthokyan, pro ktery nebyl k dispozici standard.

4.2 Ztrata suSenim — Cerstvé plody

Tab.5: Ztrdata susenim — cerstvé plody bezu cerného

Odrida | Navazka (g) | Hmotnost (po vysuSeni) (g) | Ztrata suSenim (%0)
Sambo 5,0708 0,8725 82,8 + 0,200
Sambu 5,1481 0,8824 82,9 + 0,450
Samyl 5,1022 0,8834 82,7 + 0,050
Samdal 5,0783 0,9047 82,2 + 0,200
plany b. 5,0788 0,9067 82,2 + 0,650

Vysledné hodnoty ztraty suSenim v tabulce 5 jsou praméry ze dvou stanoveni.

Ztrata suSenim u vSech vzorku byla v rozmezi 82,2 + 0,200 do 82,9 + 0,450 %.

4.3 Ztrata suSenim — suché plody

Tab. 6: Ztrdata susenim — droga Sambuci fructus

Odrida | Navazka (g) | Hmotnost (po vysusSeni) (g) | Ztrata suSenim (%0)
Sambo 1,0097 0,9526 5,7 +£0,001
Sambu 1,0125 0,9466 6,5+ 0,001
Samyl 1,0116 0,9577 5,340,001
Samdal 1,0507 0,9899 5,8 £ 0,002
plany b. 1,0264 0,9402 8,4 + 0,002

Vysledné hodnoty ztraty suSenim v tabulce 6 jsou pruméry ze dvou stanoveni.
Ztrata suSenim u vSech vzorki vyhovuje pozadavkim CFK 1, kde je pozadovano

nejvyse 12,0 % (odstavec 2.5).
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4.4 Celkovy popel — droga Sambuci fructus

Celkovy popel se vypocital podle vzorce:

hmotnost 1
2 (%) = c:rnwas popela 100
navazka drogy

Tab. 7: Celkovy popel

Odrida | Navazka drogy (g) Hmotnost popela (g) | Celkovy popel (%)
Sambo 0,9838 0,0457 4,7+ 0,001
Sambu 0,9703 0,0416 4,3+0,001
Samyl 0,9794 0,0474 4,8 +£0,002
Samdal 0,9962 0,0512 5,1+0,003
plany b. 0,9517 0,0323 3,4+0,001

Vysledné hodnoty celkového popela vtabulce 7 jsou pruméry ze dvou
stanoveni. Ve vsech piipadech vyhovuje pozadavkim CFK 1, kde je pozadovano

nejvyse 6,0 % (odstavec 2.5).

4.5 Popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové — droga Sambuci

fructus

Popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové se vypocital podle vzorce:

hmotnost (po vvzihani)
o

x (%) = 100

navazka drogy
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Tab. 8: Popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové

Navazka Hmotnost Popel nerozpustny
Odrida
drogy (9) (po vyzihani) (g) v HCI (%)
Sambo 0,9838 0,0072 0,7 £ 0,002
Sambu 0,9703 0,0100 1,0 +£ 0,001
Samyl 0,9794 0,0099 1,0 £ 0,001
Samdal 0,9962 0,0089 0,9+ 0,001
plany b. 0,9517 0,0077 0,8+ 0,001

Vysledné hodnoty popela nerozpustného v kyseliné chlorovodikové v tabulce 8
jsou praméry ze dvou stanoveni. Ve viech piipadech vyhovuje pozadavkim CFK 1, kde

je pozadovano nejvyse 1,0 % (odstavec 2.5).

4.6 Obsah anthokyani ve vybranych odradach bezu ¢erného

4.6.1 Spektrofotometrické stanoveni

Diferencni kiivka, piredstavujici rozdil spektra barevné a bezbarvé formy
anthokyant, byla vyhodnocena pomoci automatického programu spektrofotometru.
Ptiklad zaznamu ukazuje obr. 8.

Obsah anthokyant byl vyhodnocen v jednotlivych castech plodi u vybranych
kultivard Sambucus nigra L. véetné bezu planého. Vyjadiuje se jako ekvivalent
kyanidin-3-O-B-glukosidu (CGE) a uvadi se v mg/100 g.
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Obr. 8: Priklad spektralniho zaznamu u extrakti ziskanych z duzniny kultivaru Samyl
¢ernd kiivka - barevna forma anthokyand,
cervena kiivka - bezbarva forma anthokyanu

modra kiivka - rozdilova (diferen¢ni kiivka)

Pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky kyanidin-3-O-B-glukosidu (graf 1) byla z
ploch pod diferenéni kiivkou vypocitana koncentrace anthokyanovych barviv
v ug CGE/ml (tabulky 9 - 13). Koncentrace v méteném vzorku (ug CGE/ml) byla
ptfevedena na jednotky obsahu anthokyanti v rostlinném materialu (mg CGE/100 g).
Poznamka: smésny vzorek (méfeny jen pro kontrolu extrakce) neodpovidal skute¢nému

sloZeni plodt, byl ziskan ze zbytkl po odbéru vzorkil duzniny a oplodi.
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4.6.2

Rozdéleni anthokyanii v jednotlivych ¢astech plodu

Tab. 9: Stanoveni anthokyanii v odriidé Sambo

. Navazka | Plocha (AUC) Koncentrace (CGE)
g (380-600 nm) pg CGE/ml mg/100 g
duznina 1,1722 50,43 10,40
duznina 1,1092 44,11 9,09
priamér: | 9,75 £ 0,652 975 + 65,2
exokarp 1,1190 66,67 13,75
exokarp 1,1508 63,90 13,18
prumér: | 13,47 + 0,286 1347 £ 28,6
smes 1,1205 47,24 9,74
smeés 1,1308 54,46 11,23
prumér: | 10,48 + 0,744 1048 £ 74,4
Tab. 10: Stanoveni anthokyanii v odriide Sambu
SAMBU Navazka | Plocha (AUC) Koncentrace (CGE)
g (380-600 nm) pg CGE/ml mg/100 g
duznina 1,1135 18,41 3,80
duznina 1,1175 20,48 4,22
primér: | 4,01 £0,213 401 + 21,3
exokarp 1,1815 102,21 21,07
exokarp 1,1643 99,07 20,43
priamér: | 20,75 + 0,324 2075+32,4
smés 1,1440 32,47 6,69
smés 1,1475 27,65 5,70
primér: | 6,20 + 0,497 620 £+ 49,7
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Tab. 11: Stanoveni anthokyanii v odriide Samyl

SAMYL Navazka | Plocha (AUC) Koncentrace (CGE)
g (380-600 nm) | ng CGE /mi mg/100 g
duznina 1,1351 45,68 9,42
duznina 1,1185 46,23 9,53
priumér: | 9,48 + 0,055 948 + 55
exokarp 1,1587 141,44 29,16
exokarp 1,1891 112,40 23,18
primér: | 26,17 £2,990 | 2617 £299,0
smé&s 1,1717 57,03 11,76
smés 1,1610 59,54 12,28
primér: | 12,02 + 0,259 1202 + 25,9
Tab. 12: Stanoveni anthokyanii v odriide Samdal
SAMDAL Navazka | Plocha (AUC) Koncentrace (CGE)
g (380-600 nm) | pg CGE /ml mg/100 g
duznina 1,1753 34,42 7,10
duznina 1,1492 39,08 8,06
primér: | 7,58 + 0,480 758 £ 48,0
exokarp 1,1331 129,47 26,69
exokarp 1,1532 123,04 25,37
primér: | 26,03 + 0,660 2603 £ 66,0
smés 1,1284 55,87 11,52
smés 1,1567 49,35 10,18
primér: | 10,85 + 0,672 1085 £ 67,2
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Tab. 13: Stanoveni anthokyanii v odriidé bezu planého

4.6.3

PLANY Navazka | Plocha (AUC) Koncentrace (CGE)
g (380-600 nm) | pg CGE /ml mg/100 g
duznina 1,1865 7,76 1,60
duznina 1,1095 7,43 1,53
pramér: | 1,57 +0,035 157+ 3,5
exokarp 1,1669 98,30 20,27
exokarp 1,1626 82,59 17,03
primér: | 18,65 + 1,620 1865 +162,0
smés 1,1858 14,98 3,09
smes 1,1306 13,84 2,85
primér: | 2,97 £0,118 297 +£11,8

Srovnani jednotlivych odrud

V tabulkach 14, 15 a grafu 2 jsou uvedeny hodnoty koncentrace a obsahu anthokyani

V jednotlivych ¢astech plodi. Celkovy obsah anthokyant ve 100 g celych plodu (graf 4) byl

vypocitan pomoci naméieného podilu duzniny a exokarpu (graf 3) a odpovidajici koncentrace

Vv téchto frakcich (tab. 14).

Tab. 14: Vysledky u jednotlivych odrid

Koncentrace
anthokyant Podil duzZniny a
Obsah
(mg CGE/100 g exokarpu
Odruda (mg CGE) ve 100 g plodi
rostlinného v plodech (%)
materialu)
DuzZnina | Exokarp | Duznina | Exokarp | Duznina | Exokarp | Celkem
Sambo 975 1347 55 45 535 607 1142
plany b. 157 1865 65 35 103 645 748
Sambu 401 2075 62 38 247 795 1042
Samdal 758 2603 62 38 468 994 1462
Samyl 948 2617 52 48 498 1243 1741
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Graf 2: Koncentrace anthokyanii v duzniné a exokarpu
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Graf 3: Procentualni zastoupeni exokarpu a duzniny v plodech
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Tab. 15: Podil anthokyanii v exokarpu

Odrada

Sambo

plany bez

Sambu

Samdal

Samyl

%

53

86

76

68

71

4.7 Stabilita vzorka

Tab. 16: Zmeéna celkového obsahu anthokyani v casovém rozmezi 24 hodin

Celkovy obsah anthokyani (mg CGE/100 g) Ubytek
Odruda
1. den 2. den (%0)
Sambu 1042 £ 0,70 1007 £ 7,12 3,4
Samyl 1741 + 139,14 1591 + 88,93 8,6

Ubytek stanoveného obsahu anthokyanti ve vzorcich méfenych po 24 hodinach

pfi laboratorni teploté neptesahoval 10 % ptivodni hodnoty.
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4.8 Presnost stanoveni anthokyana pH-diferen¢ni metodou

Piipravené vzorky dle kap. 3.6 byly proméfeny pomoci spektrofotometru
v oblasti vlnovych délek 250 - 650 nm. Jako slepé vzorky byly pouzity pufry o
nominalnim pH 1,0 a pH4,5. pH metrem bylo zkontrolovino pH a automatickym

programem byla spoditana plocha pod diferen¢ni kiivkou, ktera je zaznamenana

v tabulce 17.

Tab. 17: Presnost stanoveni anthokyanii

(mg CGE/100 g)

vzorek 1 | vzorek 2 | vzorek 3 SD RSD (%)
Plocha (380 — 600) 72,02 70,62 67,77 1,77 2,52
Koncentrace
371 364 349 9,12 2,52

Ptesnost metody stanoveni anthokyant (reprodukovatelnost piipravy méfeni a

hodnoceni vzorkll) byla vyjadiena jako relativni standardni odchylka pro tfi nezavislé

vzorky a neptesahla 3 %.
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5. Diskuse

Sambucus nigralL. je dfevina bézné rostouci V mirném a subtropickém
podnebném pasu. Kvéty a plody obsahuji mnoho vyznamnych latek diky, kterym se
vyuzivaji ve farmaceutickém, potravinaiském i kosmetickém primyslu (1).

Potieba rostlinnych drog je zajisStovana sbérem z rostlin ve volné piirod¢. Pro
produkty potravinaiského pramyslu se vyuzivaji plody bezu z kulturnich odrud, které se
pestuji.

Pro farmaceutické ucely se plody bezu zatim oficialn¢ nevyuzivaji. Jako droga
nejsou uvedeny v CL 2009. Jejich tradiéni vyuziti pro 1é¢ebné Gdely je viak natolik
b&zné, ze droga Sambuci fructus je zahrnuta v CFK 1 (6).

Experimentalni Cast prace se zabyvad ovéfenim kvality plodi bezu cerného z
vybranych odrad Sambo, Sambu, Samyl, Samdal a z bezu planého na zakladé
vybranych 1ékopisnych pozadavkl uvedenych v ¢lanku Plantae medicinales (5). Dalsim
cilem bylo porovnat vybrané ukazatele kvality plodd z kulturnich odrud s kvalitou
plodu planého bezu. Hodnoceni kvality plodd bylo provedeno na zakladé stanoveni
obsahu anthokyani v erstvych, resp. zmrazenych plodech.

Jednou ze zkousek drog je ztrata suienim. Podle Ceského lékopisu je ztrata
suSenim definovana nésledovné: ,,Ztrita suSenim je ztrita hmotnosti vyjadiena
v hmotnostnich procentech (m/m)“ (5). U drogy Sambuci fructus bylo postupovano
podle ¢&lanku v CFK 1. Hodnoty ztraty suSenim drogy Sambuci fructus ukazuji, Ze
nejvetsi ztrata susenim je u planého bezu (8,4 + 0,002 %) a nejnizsi u kultivaru Samyl
5,3+ 0,001 %. U ostatnich kultivari se ztrata suSenim pohybovala od 5,7 - 6,5 %. Dale
byl u drogy stanoven celkovy popel a popel nerozpustny v kyselin¢ chlorovodikové.
Vysledné hodnoty celkového popela jsou v tabulce 7. Vyrazny rozdil je mezi odrtidou
Samdal 5,1+ 0,003 % a bezem planym, ktery dosahoval hodnoty 3,4 + 0,001 %, u
ostatnich kultivard se celkovy popel pohyboval v rozmezi od 4,3 - 4,8 %. V tabulce 8
jsou uvedeny hodnoty popela nerozpustného v kyseliné chlorovodikové. Dle Ceského
lékopisu je definovan jako: ,,Podil ziskany po extrakci siranového popela nebo
celkového popela kyselinou chlorovodikovou, piepocitany na 100 g drogy” (5).
Nejnizsich hodnot dosahoval kultivar Sambo 0,7 & 0,002 %, naopak nejvyssich odriady
Sambu a Samyl 1,0 + 0,001 %.

36



Dale byla provedena ztrata suSenim i u Cerstvych plodl bezu ¢erného a postup
této zkousky byl zvolen podle ¢lanku Myrtilli fructus recens, ktery je rovnéz bohatym
zdrojem anthokyanu, stejn¢ jako plody bezu ¢erného (5). Jak je patrno z hodnot
v tabulce 5, ztrata suSenim se u Cerstvych ploda vyrazné nelisi a u vSech odrad byla
vyssi nez 80 % (82,2 — 82,9 %).

U péstovanych kultivari byl tedy stanoven v porovnani s planym bezem mensi
obsah vody v susenych plodech, zatimco u Cerstvych plodi nebyly pozorovany rozdily.

Totoznost drogy byla ovéfovana tenkovrstvou chromatografii, a to extraktt
duzniny ptipravenych  z Cerstvych  plodid. Jako standardy byly pouzity
kyanidin-3-O-B-glukosid a kyanidin-3,5-diglukosid. Analyza prokazala u vSech odrad
bezu ptitomnost kyanidinu-3-O-B-glukosidu (obr. 6 a 7). Kyanidin-3,5-diglukosid nebyl
prokazan. Na chromatogramech u kazdého kultivart byla patrna jesté jedna vyrazna
skvrna. Dle zbarveni se jedna o dalsi anthokyan, pro ktery vsak nebyl dostupny
standard. Mohlo by se naptiklad jednat o kyanidin-3-sambubiosid, ktery patii také
K nejcastéjSim anthokyanim Vv bezu ¢erném (16). Mezi méfenymi vzorky nebyly
pozorovany vyznamnéj$i kvalitativni rozdily.

Pro hodnoceni plodu je diillezitym ukazatelem obsah biologicky aktivnich latek,
vV tomto pfipadé anthokyani. U vzorkd odrid bezu cerného byl stanoven obsah
anthokyant v riznych ¢astech ploda. Pro stanoveni anthokyanovych barviv byla vyuzita
spektrofotometricka analyza pH-diferen¢ni metodou. Tato metoda vyuziva schopnosti
anthokyanti podléhat reverzibilni strukturalni transformaci, ke které dochazi v zavislosti
na zméné¢ pH prostiedi. Anthokyany vytvareji ve velmi kyselém prostiedi intenzivni
zabarveni (oxoniova forma), zatimco pii zvySeni pH dochézi k odbarveni a pfechodu na

bezbarvou hemiketalovou formu (obr. 9) (21).
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chalkon: bezbarvy karbinolova pseudobaze (hemiketalova forma):
pH =45 bezbarva, pH = 4,5

Obr. 9: Struktura anthokyanui pri riizném pH, upraveno dle 27
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Obr. 10: Priklad spektralnich charakteristik anthokyanii pri pH 1,0 (barevnd forma) a
pH 4,5 (bezbarva forma), prevzato z 21

Porovnanim absorp¢nich spekter barevné a bezbarvé formy se ziskd velmi
selektivni méfitko pro hodnoceni obsahu anthokyant (obr. 10).

Jind barviva této charakteristické zméné zbarveni v zavislosti na pH nepodléhayji.
Metoda je Casto pouZzivand v potravinaistvi. Vlastni vypocet obsahu anthokyani je
obvykle zalozen na odeCteni absorbanci barevné a bezbarvé formy v maximu
spektrofotometrické¢ kiivky a ptfepocten pomoci extinkéniho koeficientu vhodného
standardu.

Obsah vSech pfitomnych anthokyanii se nejcastéji uvadi jako ekvivalent
kyanidinu-3-O-B-glukosidu v mg CGE/100 g. Tento typ anthokyanu je obsazen v fadé
plodi vyuzivanych v potravinafstvi. Tenkovrstvou chromatografii bylo prokazano, ze
tento predpoklad plati i pro plody bezu ¢erného méfené v této praci.

U pouzité modifikace této metody byla misto absorbance pti jedné vinové délce
hodnocena celd Sir$i oblast spektra (plocha pod diferencni spektrofotometrickou
kiivkou), ktera pravdépodobné 1épe zachycuje celou S§irSi skupinu anthokyanovych
barviv. Standardem byl také kyanidin-3-O--glukosid.

Rozdily v celkovém obsahu anthokyani mezi kultivary navzajem a planym

bezem jsou patrné z tabulky 14. Nejvyssi obsah anthokyanovych barviv byl stanoven
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vV odradé Samyl 1741+ 139,14 mg CGE/100 g plod, nizs§i u kultivaru Sambu
1042 + 0,70 mg CGE/100 g plodu a nejnizsi u bezu planého 748 + 58,34 mg CGE/100 g
ploda. Zjisténé vysledky jsou srovnatelné s literaturou (22, 28). Podil anthokyant
V jednotlivych ¢astech plodu se zna¢né lisi (graf 2).

Mnozstvi anthokyand, které se v plodech syntetizuji, zavisi na nékolika
faktorech. Mezi né¢ mtizeme zahrnout naptiklad klimatické podminky (podnebi, kvalita
zivotniho prostiedi, zpusob péstovani) (18), ale i vnitini faktory, zejména regulacni
procesy, které ovliviiuji jednotlivé vyvojové faze rostliny (20). VSechny odrady bezu,
které byly vybrany do této prace, byly péstovany za stejnych vnéjSich podminek. Mira
syntézy anthokyanut tedy pravdépodobné byla ovlivnéna vnitinimi faktory.

Koncentrace anthokyant v exokarpu plodu byla u v§ech méfenych vzorkia vyssi
nez v duzning plodu (graf 2). Nejvétsi rozdil mezi exokarpem a duzninou byl pozorovan
u kultivartt Samdal a u bezu planého, naopak nejmensi u kultivaru Sambo.

Z grafu 3 je dale patrné, ze exokarp obsahujici relativné vysokou koncentraci
anthokyanii pfedstavuje zna¢nou ¢ast hmotnosti plodu 35 - 48 %, v zavislosti na odrad¢.
Pti zpracovani plodd, resp. pii extrakci anthokyant, tedy zalezi na tom, jak dokonale se
podafi anthokyany extrahovat i z oplodi. Nedokonala extrakce mtize vyrazné ovlivnit
celkovy vysledek analyzy nebo vytézek anthokyani pfi izolaci.

Koncentrace Vv jednotlivych ¢astech plodu a hmotnost duzniny a exokarpu byla
pouzita pro vyhodnoceni rozdéleni anthokyani mezi duzninu a exokarp. Toto rozdéleni
anthokyanti mezi jednotlivé ¢asti ploda zobrazuje graf 4. Z pohledu vnéjsi ¢asti plodu je
nejbohatS$im zdrojem anthokyant kultivar Samyl a Samdal, naopak nejméné anthokyant
je obsazeno v bezu planém a kultivaru Sambo (tab. 14).

Zatim nejsou znamy experimentdlni prace, které by se zabyvaly mnoZstvim
anthokyanii v jednotlivych castech plodli bezu €erného. Dostupné studie se prevazné
zabyvaji stanovenim obsahu anthokyanti v celych plodech bezu cerného. Studii
zastoupeni anthokyanu v jednotlivych ¢astech jinych ploda publikovali Lee a Wrolstad,
ktefi analyzovali plody Vaccinum corymbosum. Jejich studie se zaméfila na rizné
zplisoby extrakce anthokyanli. Bylo zjisténo, Ze ke zvySeni extrakce anthokyant
kyseliny citronové. Stejné jako vV nasem piipad¢, anthokyany byly obsazeny z vétsi ¢asti
prevazne ve vnéjsi ¢asti plodl bortivek nez v duzning (29). Rozdil v obsahu anthokyani

v exokarpu a duzning je typicky také pro fadu odrid Vitis vinifera L. (30).
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Spolehlivost vysledki byla prokdzana ovéfenim zakladnich valida¢nich
parametrd. VSechny naméfené hodnoty byly statisticky zpracovany v programu MS
Excel 2007, kde byly pruméry vypocitany dle funkce - Primér, smérodatné odchylky
pomoci funkce - Smodch. Do grafti byly zakresleny chybové usecky.

Stabilita vzorkl byla sledovana u kultivartt Sambu a Samyl. Miize byt ovlivnéna
nékolika faktory jako je naptiklad pH, teplota pfi skladovéni, chemicka struktura, svétlo
a dalsi (12). Vtabulce 16 je patrné, Ze za danych podminek doSlo k mirnému
ubytku celkového obsahu anthokyanovych barviv. Pokles obsahu anthokyanli po
24 hodinéch stani vzorka (ptfipravenych pro spektrofotometrické méteni) je mensi nez
10 %. U kultivaru Sambu ¢inil ubytek anthokyanii 3,4 % a u odridy Samyl 8,6 %.
Doporucené méteni do 2 hodin po ptiprave zarucuje dostate¢nou spolehlivost vysledk.

Také validacni parametry (linearita zavislosti plochy na koncentraci a RSD u
opakovanych méteni) prokazaly, ze pouzita metoda poskytuje spolehlivé vysledky a
mize byt pouzita pro hodnoceni obsahu anthokyanti v plodech nebo ¢éastech ploda

Sambucus nigra L.
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6. Zavér

V teoretické casti prace je struéné charakterizovan druh Sambucus nigra L. Dale
jsou zde zminé€ny vyznamné obsahové latky a ucinky plodl bezu ¢erné¢ho. Bez Cerny
patii k vyznamnym rostlindm soucasné fytoterapie a ma své vyuziti nejen ve farmacii,
ale i v potravinatském primyslu. Dnes se hlavné vyuzivaji kvéty a plody. Hlavni G¢inné
latky jsou anthokyany u nichzZ je vysoce hodnocena antioxidaéni aktivita. Anthokyany
jsou také vyznamnym potravinaiskym barvivem.

Experimentalni Cast ov&fuje a porovnava kvalitu plodd Sambuci fructus u
vybranych kultivart Sambo, Sambu, Samyl, Samdal a bezu planého na zakladé
vybranych zkousek dle CL 2009 a CFK 1. Byla stanovena ztrata suSenim, celkovy
popel, popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové. Také posuzuje odrady z hlediska
vyskytu a obsahu nékterych biologicky vyznamnych latek, v tomto ptipadé anthokyand.
Pritomnost anthokyani byla zjisténa u extrakt z Cerstvych plodii pomoci tenkovrstvé
chromatografie porovnanim se standardem kyanidinem-3-O-f-glukosidem.

Ke  stanoveni obsahu  anthokyani  byla  pouzita  modifikovana
spektrofotometrickd pH-diferenéni metoda, u které byla ovétena linearita a pfesnost
stanoveni. Z vysledkt vyplyva, Ze nejvyssi obsah anthokyand obsahovaly kultivary
Samyl a Samdal, méné Sambu a nejméné obsahoval bez plany. Plody kultivari Samyl i
Samdal by bylo mozné doporucit k posouzeni jejich vyuZiti napt. ve farmaceutickém
prumyslu. Také z hlediska rozdéleni anthokyanii mezi vnitini a vnéjsi ¢ast plodu byly
pozorovany znac¢né rozdily mezi kultivary. U plodi bezu planého je 86 % celého
mnozstvi anthokyanti obsazeno v oplodi, zatimco u kultivaru Sambo je to jen 53 %. U
vSech plodu byl vS§ak obsah anthokyani v exokarpu vyssi nez duzning.

Dale byla posuzovana stabilita vzorkli za danych podminek v ¢asovém intervalu
24 hodin. Byl pozorovan mirny ubytek celkového obsahu anthokyani. Tento Gbytek byl
vSak mensi nez 10 % a na vysledky pii dodrzeni predepsané doby méteni (do 2 hodin)
nema vyrazny vliv.

Pokud posuzujeme kvalitu plodl bezu Eerného podle obsahu anthokyani jako
vyznamnych antioxidantl pro farmaceutické ucely a jako barviva pro potravinafstvi,
patii k vyznamnym zaveérim této prace doporuceni vyuzit pro extrakci vSech ¢asti plodu
tj. vCetné exokarpu, kde byl obsah anthokyant u vSech studovanych odrid relativné

nejvyssi.
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7. Abstrakt

Hlavnim cilem prace bylo ovéfeni kvality plodd bezu Cerného v odridach
Sambo, Sambu, Samdal, Samyl a bezu planém dle vybranych zkousek dle CL 2009 a
CFK 1. Byla stanovena ztrata suSenim, celkovy popel, popel nerozpustny v kyseling
chlorovodikové. Dalsi naplni této prace bylo porovnat vybrané odridy bezu ¢erného
z hlediska obsahu anthokyant v riznych ¢astech plodi. Byla pouzita nova modifikace
spektrofotometrického stanoveni pH-diferen¢ni metodou, u které byla ovétfena linearita
a presnost stanoveni. Dale byla sledovana stabilita vzorkil za danych podminek. Byl
pozorovan ubytek obsahu anthokyant, ktery byl mensi nez 10 %. Nejvyssi obsah
anthokyant byl stanoven u kultivaru Samyl, Samdal, nejnizsi u odridy Sambu a bezu
planého. Ackoliv se zastoupeni anthokyanii v jednotlivych ¢astech plodu lisilo, u vSech
plodu byl obsah anthokyani v exokarpu vzdy vyssi nez duzniné. Tento fakt je potieba

brat v tvahu pii zpracovani plodt pro farmaceutické a potravinaiské ucely.

Klic¢ova slova: Sambucus nigra, Sambuci fructus, anthokyany
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8. Abstract

The main aim of this thesis was to verify the quality of elderberry fruits of the
cultivars Sambo, Sambu, Samdal, Samyl and of the wild elderberry according to tests
specified in the Czech Pharmacopoeia 2009 and the Czech Pharmaceutical Codex 1.
Loss on drying, total ash, ash insoluble in hydrochloric acid were determined. Another
aim of this thesis was to compare certain cultivars of elderberry according to the content
of anthocyanins in different parts of the fruits. A new modification of the
spectrophotometric analysis using the pH-differential method was applied and its
linearity and accuracy verified. Further, stability of the samples under given conditions
was studied. A loss of anthocyanins content was observed, which was lower than
10 percent. The highest amount of anthocyanins was found in the cultivars Samyl and
Samdal, the lowest amount in Sambu and wild elderberry. Although the determined
quantities of anthocyanins differed in various parts of the fruit, the amount of
anthocyanins in exocarp was always, in all fruits, higher than in the flesh. This fact
should be taken into consideration in the processing of fruits for pharmaceutical and
food additives purposes.

Key words: Sambucus nigra, Sambuci fructus, anthocyanins
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