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ABSTRAKT

Diplomova praca sa zaoberd interakciou kyseliny hyaluréonovej v troch molekulovych hmotnos-
tiach s prirodnymi extraktmi, konkrétne s esencidlnymi olejmi Elemi, Geranium a Ylang-ylang.

Studuje ich interakcie a popisuje fyzikalne a povrchové vlastnosti tychto latok.

Teoreticka ¢ast’ je zamerand na charakteristiku kyseliny hyalurénovej ako vyznamného polysa-
charidu ktory sa nachadza prirodzene v 'udskom a tele a mé Siroké uplatnenie v medicine, far-
macii a kozmetike. Druha Cast’ je venovana esencidlnym olejom, ich charakteristike, vyrobe

a rozdeleniu chemickych latok, ktoré sa v nich vyskytuju.

V praktickej Casti sa popisuji vybrané metddy stanovenia, priprava skimanych roztokov a jed-
notlivé aplikované metddy stanovenia ako su chromatograficka analyza, stanovenie povrchového

napdtia, viskozity vodivosti, vel'’kosti Castic a zeta potencialu.

KTacéoveé slova:

Kyselina hyalurénova, molekulova hmotnost’, prirodné extrakty, esencialne oleje, interakcia

ABSTRACT

The thesis deals with the interaction of hyaluronic acid in three molecular weights with natural
extracts, specifically with essential oils elemi, geranium and ylang-ylang. Studies their in-
teractions and describe the physical and surface properties of these substances. . The theoretical
part is focused on the characteristic of hyaluronic acid as a significant polysaccharide which is
found naturally in human and body and has wide application in medicine, pharmacy and cosme-
tics. The second part is devoted to essential oils, their characteristics, production and distribution
of chemical substances that occur in them. In the practical part are described selected methods
of determination, preparation of the investigated solutions and individual applied methods of
determination such as chromatographic analysis, determination of surface tension, conductivity

viscosity, particle size and zeta potential.

Keywords:

Hyaluronic acid, molecular weight, natural extracts, essential oils, interaction



Touto cestou sa chcem pod’akovat’ vedicemu mojej diplomovej prace doc. Ing. Maridnovi Le-
hockému, Ph.D za odborné vedenie, vecné pripomienky a ochotu pomdct’ a poradit’ kedykol'vek

som potrebovala.

Dalej sa chcem pod’akovat’ Ing. Lucii Pind’dkovej, Ph.D a Ing. Ondfeji Rudolfovi, Ph.D za po-

moc pri praktickej asti mojej diplomovej prace.

Velké d’akujem patri mojej rodine a manzelovi, ktori mi umoznili venovat’ sa Studiu popri ma-

terskej dovolenke a podporovali ma aj kde to nebolo vzdy jednoduché.

Pracu venujem mojej dcére Agate a tymto jej prajem, aby dostala prilezitost’ a vybrala si skolu

,podla vlastnych schopnosti®, rovnako ako ja.

., Svet je v rukdach tych, co maju odvahu snivat, dokazu prijat riziko a zit svoje sny — kazdy podla

viastnych schopnosti. “ — Paulo Coelho

Prehlasujem, ze odovzdana diplomova praca a verzia elektronicky nahrana do IS/STAG st totozné.



Obsah:

LUAY/0) ) JRO U 11
I. TEORETICKA CAST .12
1  KYSELINA HYALURONOVA 13
1.1 HISTORIA OBJAVU A STRUKTURY 13
1.2 CHEMICKA STRUKTURA 15
1.3 VLASTNOSTL...cveueeeresresesessesessessssesssssssssssssssessssessesssssssessssessssessessssesssssssessasessesas 17
1.4 VYROBA.....ueeeeeeereresressenne 20
1.5 VYUZITIE ...cueurrreerrerrnrennnns 22
2 PRIRODNE EXTRAKTY 26
3  ESENCIALNE OLEJE 27
3.1 HISTORIA.....eerererrerrenrenne 27
3.2 VYSKYT .eerrerrerrerressessennns 27
3.3 CHEMICKA STRUKTURA A VLASTNOSTI 28
34 VYROBA....eeerrerrerrerrennes 31

3.4.1 DESTILACIA VODNOU PAROU 31

3.4.2 HYDRODESTILACIA 32

3.4.3 MECHANICKE LISOVANIE 33

3.4.4 EXTRAKCIE ORGANICKYMI ROZPUSTADLAMI 33

3.4.5 SATURACIA VONOU KVETOV 33

3.4.6 SUPERKRITICKA FLUIDNA EXTRAKCIA (SFE) 34

3.4.7 MIKROEXTRAKCIA TUHYCH FAZ ..uueeeeeerrseneeccssaneeccsssssaeccsssnsesssssassssssssasassssssnsases 34
3.5 YLANG YLANG ..cuerteerrestesnssesssssesessssessessssesssssssessssssessssssesssssssesssessesessessssesseses 34
3.6 ELEMI OLEJ ......uiiiieeiresteenssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasseses 35
3.7 GERANIUM .....eerreereeerernsrnne 36
IL PRAKTICKA CAST oueeeeteeecetneresesesessessssessessssessesssesssssssesssssssssssessssessessssessess 37
4  POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROUJE.......cuuoeirereerersncseressesessssessssssessssesssssses 38
4.1 CHEMIKALIE .......eouevverrrrersressessssesssessessessessssssessessessssssessessessasssessessessssssessassassaens 38
4.2 POMOCKY A PRISTROJE 38




5 METODIKA ......covvueererrnensanesanes

5.1 PRIPRAVA VZORIEK

5.1.1 SKLADOVANIE VZORIEK

52 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA ESENCIALNYCH OLEJOV. ..............

5.2.1 PLYNOVA CHROMATOGRAFIA

5.2.2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIA S PLAMENOVO-IONIZACNYM DETEKTOROM ....

5.2.3 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA ESENCIALNYCH OLEJOV

5.3 STANOVENIE POVRCHOVEHO NAPATIA

5.3.1 MERANIE POVRCHOVEHO NAPATIA

5.3.2 WILHEMYHO METODA

40

40

40

41

41

42

.43

44

5.3.3 STANOVENIE POVRCHOVEHO NAPATIA WILHEMYHO DOSTICKOVOU METODOU

45

5.4 STANOVENIE VISKOZITY

5.4.1 VISKOZIMETRIA

5.4.2 ROTACNY VISKOZIMETER

5.4.3 STANOVENIE VISKOZITY

5.5 STANOVENIE VELKOSTI CASTIC

5.5.1 ROZPTYL SVETLA

5.5.2 DYNAMICKY ROZPTYL SVETLA

5.5.3 STANOVENIE VELKOSTI CASTIC

5.6 STANOVENIE ZETA POTENCIALU

5.6.1 ZETA POTENCIAL

5.6.2 STANOVENIE ZETA POTENCIALU

5.7 STANOVENIE VODIVOSTI

6 VYSLEDKY A DISKUZIA

6.1 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA ESENCIALNYCH OLEJOV. ..............

6.2 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA ESENCIALNEHO OLEJA ELEMI...

6.2.2 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA ESENCIALNEHO OLEJA YLANG-YLANG.........

6.3 STANOVENIE POVRCHOVEHO NAPATIA

46

..46

47

47

.48

48

48

49

.50

50

51

52

53

53

53

56

57



6.4

6.5

6.6

6.7

ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

STANOVENIE VISKOZITY .....uuuvvueerrrnrunnsenessaecsannssnnes

STANOVENIE VELKOSTI CASTIC

STANOVENIE ZETA POTENCIALU

STANOVENIE VODIVOSTI

ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

ZOZNAM OBRAZKOV

Z0OZNAM TABULIEK

.63

66

67

69

74

.75

.. 76



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Kyselina hyaluréonova je vyznamny polysacharid, glykosaminoglykan tvoreny z opaku-
jucich sa jednotiek D-glukurénovej kyseliny a N-acetylglukézaminu. Vd'aka svojej vy-
nimocnosti je predmetom vel'a vyskumov. Aplikuje sa medicine, farmécii a kozmetike.
Nachadza sa v 'udskom tele, je hlavnou zlozkou extracelularnej matrix a hra klacovu
Gilohu v dermis a preto je vyznamna pre jej biokompatibilitu. Dalsia z vlastnosti kyseliny
hyalurénovej je, ze viaze na seba vel'ké mnozstvo vody a tym zabezpecuje vysoky hyd-
ratacny ucinok. Tato vlastnost’ zabezpecuje v kozi elasticitu a napédtie. Posobi regene-

racne a protizapalovo.

V dnesnej dobe existuje na trhu Siroké spektrum kozmetickych produktov s kyselinou
hyalurénovou. V kozmetike sa nachadza véacsinou jej sol’ hyaluronan sodny, ktora moze
mat rozli¢nii molekulovii hmotnost’. Absorpcia hyaluronanu do pokozky zavisi na jej
molekulovej hmotnosti. Nizkomolekularny HY A sa dostane najhlbsie cez pokozku zatial’
¢o vysokomolekulovy HY A zostdva na povrchu epidermis a mé len povrchové hydra-
tacné ucinky.

Kombindaciou s inymi aktivnymi latkami sa ich vlastnosti mézu vyrazne menit. V koz-
metike su taktieZ populdrne esencidlne oleje, ktoré st pridavané do kozmetiky predovset-
kym pre ich aromaterapeutické vlastnosti. Dalej sa do kozmetiky pridavaju za uéelom
parfumicie, konzervacie a niektoré zdroje uvadzaju, Ze sa lokalne pouzivaju pri réznych
koznych ochoreniach a maju lie€ivé ucinky.

Diplomova praca sa zaoberd interakciou hyaluronanu sodného o troch molekulovych
hmotnostiach (243 kDa, 600 kDa, 1180 kDa) s esencidlnymi olejmi (Elemi, Geranium,
Ylang-ylang) v pritomnosti neionického tenzitu Tween 85. Vo vyhladanych zdrojoch

nebola ndjdend adekvatna Studia o tychto interakciach a preto sa diplomova praca venuje

tejto problematike.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova je Casto povazovana iba za molekulu extracelularnej matrix. Minuly
a sucasny vyskum vSak objavuje stale nové a nové funkcie tejto molekuly ako na bunkovej,
tak na organovej Urovni. Posledné vyskumy ukazuju aj to, ze tato molekula ma obrovsky
vyznam v organizme. Jej vSade pritomnost’ a ucast’ na celom rade biologickych procesov,
ako su angiogenéza, migracia a proliferacia roznych bunkovych typov, Gi€ast’ na zapalovych
procesoch, procesoch hojenia ran a d’alSich, ukazuje na cely rad moznosti vyuzitia tejto mo-

lekuly [1].

1.1 Historia objavu a Struktury

Historia objavu kyseliny hyalurdnovej je zaujimava a vyznamna. V roku 1934 opisal Karl
Meyer a jeho asistent, John Palmer, postup izolacie nového glyk6zaminoglykanu z hova-
dzieho sklovca. Objavili, Ze tato latka obsahuje urénovu kyselinu a aminocukor, ale nie sul-
foester, ktory je pre glykosaminoglykan Specificky. Latku nazvali hyaluronové kyselina (angl.

Hyaluronic acid) ako spojenie slov hyaloid (sklovity) a uronic acid (urénova kyselina) [2].

Vo fyziologickom pH dochadza k disociacii karboxylovych skupin, a preto by mala byt’
nazyvana hyaluronat. Dnes je tdto makromolekula ¢oraz CastejSie oznacovana ako hyaluro-

nan s cielom zdoraznit’ jej polysacharidovu podstatu [2].

Pocas 30. a 40. rokov 20. storocia bol hyaluronan izolovany z mnohych zdrojov, napriklad
zo sklovca, synovialnej tekutiny, pupocnej Snury, koze, kohutich hrebienkov a tiez zo strep-

tokokov [1].

Kyselina hyalurénova je prirodzene sa vyskytujlici nesulfonovany glykosaminoglykan, line-
arny, nevetveny polysacharid, zloZeny z opakujtcich sa disacharidovych jednotiek (kyseliny
D-glukurénovej a N-acetyl-glukozaminu). Napriek jednoduchej primarnej Strukture, vyka-
zuje rozdielne biologické ucinky v zavislosti na vel’kosti molekuly a jej priestorovom uspo-
riadani. Telo ¢loveka obsahuje asi 15 g hyalurénovej kyseliny. Kyselina hyalurénova tvori
jednu z hlavnych zloZiek medzibunkovej hmoty. Je sti€astou spojivovych, epitelovych a ner-

vovych tkaniv.

Fyzikalno-chemické charakterizacia hyaluronanu bola vykonavana v priebehu 50. a 60. ro-
kov 20. storo¢ia. Molekulova hmotnost je v 10°-107 Da. Vlastnosti umoziuj hyaluronanu

regulovat’ vodnu bilanciu, osmoticky tlak a odpor proti prudeniu, interagovat’ s proteinmi a
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tiez pdsobit’ ako sito a ako mazivo, d’alej stabilizovat’ Strukturu na zaklade elektrostatickych

interakeii [1].

V roku 1972 Hardingham a Muir objavili, Ze hyaluronan interaguje aj s chrupavkovymi pro-
teoglykdnmi. Toto bol prvy priklad specifickej interakcie medzi hyaluronanom a proteinom,

mnoho d’al$ich takychto interakcii bolo objavenych pocas 90. rokov 20. storocia [2].

Na rozdiel od vac¢siny glykozaminoglykanov, ktoré st tvorené v Golgiho aparate, bolo v 80.
rokoch 20. storocia preukdzané, ze hyaluronan sa syntetizuje v plazmatickej membrane. Na-
sledne bolo mozné merat’ hyaluronan Specificky v telesnych tekutinach s vysokou citlivos-
tou. V tejto dobe zacal Balazs propagovat’ aplikaciu hyaluronanu pre medicinske ucely a
vyrabat’ vysoko viskdzne a protizapalové pripravky ako podporu pre ocné lekarstvo a ako

viskdzny doplnok synovidlnej tekutiny u pacientov s osteoartritidou [2].

V 90. rokoch 20. storocia boli intenzivne Studované interakcie hyaluronanu s proteinom,
d’alej bola naklonovana hyaluronansyntaza z réznych zdrojov, kazda schopna produkovat’

hyaluronan s rozdielnou dlzkou ret'azca a v rozdielnom mnozstve [1].

V poslednom c¢ase sa ukazuje, Ze hyaluronan pdsobi ako zosiliovaé pre aktivne prote-
inazy. Bolo uz dlho znédme, Ze hyaluronan je vel'mi citlivy na oxygénne radikaly spdsobujuce
jeho rozklad. Vznikajice produkty odburania sprostredkovavaju ddlezité biologické funk-
cie. Produkty vznikajice pri degradécii hyaluronanu, oznacované ako hyalurénové oligosa-
charidy, indukuju angiogenézu a tiez aktivuji lymfocyty. Radikalna degradacia vytvara re-
aktivne aldehydy, ktoré modifikuji proteiny do hlavnej zakladnej antigénnej Struktiry reu-
matickej artritidy. Tento objav neskdr ukoncil dlhé a tazivé obdobie neznalosti medicinsky
vyznamného problému a moZze pripadne viest’ k tispeSnej lieCbe tychto chorob, ktoré st lie-

¢ené iba symptomaticky [1].
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1.2 Chemicka Struktura

Kyselina hyaluréonova je relativne jednoduchy glykosaminoglykan. Je tvorena jednym dl-
hym retazcom z viac ako 25 000 opakujucich sa disacharidovych jednotiek, B(1,3)-
N-acetylglukézamin sa strieda s B-(1,4)-D-glukurénovou kyselinou (glukuronatom), z kto-

rych kazda nesie zaporny ndboj.

_ -
OH
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oH OH \rr"H
0 0 n

Obr. 1 Struktiira kyseliny hyalurénovej [3]

Mnoho glykozaminoglykdnov okrem kyseliny hyaluronovej, obsahuje d’alSie zdporne nabité
postranné skupiny, prevazne sulfaty. S vynimkou kyseliny hyalurénovej sa tieto linearne re-
tazce kovalentne viaZu na proteinové jadro, davajic vznik molekule proteoglykanu. Bolo
zistene, Ze v chrupavke sa proteoglykanové molekuly viazu s retazcami kyseliny hyaluro-
novej, vytvaraju vicsie Struktiry - proteoglykanové agregaty. Vzhl'adom k tomu, Ze sa na
sacharidovych c¢astiach vacSiny proteoglykdnov nachadzajii vo vel'kom mnoZstve hydroxy-
love, karboxylové, pripadne sulfatové skupiny, su tieto Struktary vysoko hydrofilné a spra-

vaju sa ako polyanionty.

Sacharidova €ast’ v proteoglykanoch prevazuje, tvori 80 - 90 % hmotnosti tejto mole-
kuly. Vzhl'adom k spominanym vlastnostiam sa proteoglykdny méZu prostrednictvom elek-
trostatického naboja viazat’ s vel’kym mnozstvom katiénov (zvycajne sodikovych), st to vy-

soko hydratované Struktary s molekulami obklopenymi silnou hydratacnou vrstvou vody.

Struktira kyseliny hyalurénovej moze byt’ popisana pomocou primérne;j, sekundarnej a ter-
ciarnej Struktary. Primarna Struktara sa sklad4 z opakujucich sa disacharidovych jednotiek
D-glukurénovej kyseliny a N-acetyl-D-glukdézaminu s aZ piatimi vodikovymi vizbami exis-

tujucimi medzi kazdymi dvoma susednymi disacharidmi. Sekundarny Struktara je formo-
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vand ako pasova dvojzavitnica, ktora je tvorend vzajomne sto¢enymi disacharidovymi jed-
notkami cez uhol 180°. Tercidrna Struktira je stabilizovana pritomnost'ou intramolekular-

nych vodikovych viazieb [5].

Niektoré d’alSie zdroje sa tiez zhodujt, ze kyselina hyalurénova méze byt popisana aj z hl'a-
diska vysoko zlozitej kvartérnej Struktury, ktorej vznik je spdsobeny superpoziciou elektros-
tatickych repulzov ovplyvitovanych iénovou silou, alebo pH prostredia [5]. Hydrofébna in-
terakcia vodikovej vdzby v kombindcii s elektrostatickym odpudzovanim umoziuja agrega-

ciu vel’kého poc¢tu molekul a tvorbu molekulovej siete kyseliny hyalurénove;j [4].

Obr.2 a) primdrna Struktura kyseliny hyaluronovej,
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b) sekundarna Struktura kyseliny hyaluronovej, c)
schematické zndzornenie siete molekuly kyseliny

hyaluronovej ako vysledok intermolekularnych in-

terakcii [4]
Enzymy hyaluronansyntazy syntetizuji vel’ké linearne polyméry, tvorené z opakujlicej sa
disacharidovej Struktury hyaluronanu. Této Struktara vznika striedavym pripajanim gluku-

ronovej kyseliny a N-acetylglukozaminu k rasticemu ret'azcu, kde sa vyuzivaji aktivované
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nukleotidové cukry (UDP-glukurénova kyselina a UDP-N-acetylglukozamin) ako sub-
straty. Pocet opakujucich sa disacharidov méze v kompletnej molekule dosiahnut’ 10 000 a
viac, s molekulovou hmotnostou az 4 miliony Da (kazdy disacharid cca 400 Da). Priemerna
dizka disacharidu je 1 nm. A tak ma molekula hyaluronanu s 10 000 disacharidmi po natiah-
nuti od konca ku koncu 10 mikrometrov, tato diZka je priblizne zhodna s priemerom l'ud-

ského erytrocytu [6].

Vo vode hyaluronan agreguje, Ciasto¢ne pomocou vizieb medzi hydrofébnymi miestami, a
zabera preferovany tvar. Sekundarna Struktira méa vynimoc¢né vlastnosti, obe strany st iden-
tické, ale antiparalélne, a ¢o je mozné na jednej strane Struktdry, je tiez mozné na druhej. Ag-
regaty mozu rast’ z oboch stran. Molekuly hyaluronanu umoziujt ich hromadenie vo vode

pomocou Specifickych interakcii a vytvaraju siet’ - terciarnu Struktaru (Obr. 2).

Vo fyziologickom roztoku je hlavny retazec molekuly hyaluronanu vystuzeny kombinaciou
chemickej Struktary disacharidov, vnitornych vodikovych mostikov a interakciami s roz-
pustadlom. Axialne atoémy vodika tvoria nepolarne, relativne hydrofébne vézby, zatial’ co
ekvatorialne postranné retazce tvoria viac polarne, hydrofilné véizby, ¢im vytvaraju stocenti
pasovu Strukturu. Molekula hyaluronanu prevezme vo fyziologickom roztoku rozSirenu

Struktiru ndhodného klbka, ktoré zaujima vel'mi rozsiahlu oblast’.

Doménova Struktira hyaluronanu mé zaujimavy a dolezity vyznam. Malé molekuly ako
voda, elektrolyty a ziviny m6zu vol'ne difundovat rozpustadlom do domény. AvSak vel'ké
molekuly ako proteiny budu ¢iastocne vylic¢ené z domény kvoli ich hydrodynamickej vel-
kosti v roztoku. Oboje vedie k pomalsej diftizii makromolekul cez siet” hyaluronanu a na ich
nizsiu koncentraciu v sieti v porovnani s okolitymi volnymi ¢ast'ami hyaluronanu. Zauji-
mave je, ze retazce hyaluronanu sa neustale v roztoku pohybuju a efektivne menia velkost’
porov v sieti. V podstate teda moZu vSetky molekuly prechéddzat’ hyaluronovou sietou, ale s
rozdielnym stuptiom retardacie. Pri pH 7 su karboxylové skupiny prevazne ionizované a
molekula hyaluronanu sa stava polyanionom s priradenym vymenitelnym katiénom k udr-

Zaniu nabojovej neutrality [7].

1.3 Vlastnosti

Ako bolo uz spomenuté kyselina hyaluronova je dolezitou zloZkou medzibunkove;j

hmoty. Cudské telo s hmotnost'ou 70 kg obsahuje priblizne 12 - 15 g tejto latky, ktord je
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neustdle obnovovana. Ma schopnost’ na seba viazat’ vel'ké mnozstvo vody a tak prispievat’ k

optimalnej hydratécii tkaniva [8].

Je pritomna vSade tam, kde je potreba medzi vrstvami tkaniva udrziavat’ vlhkost’ a zabraiio-
vat’ nezelanému treniu. Kyselina hyaluronova sa tiez aktivne zcastiiuje imunologickych
procesov ako signdlna molekula a ovplyviiuje mobilitu a adhéziu buniek v ramci ich proli-
feracie a diferenciacie [8]. Vykazuje aj vyznamné antioxidac¢né vlastnosti a posobi ako lapac
vol'nych radikalov. Kyselina hyaluronova je mimo iného latka casto vyuzivana v kozmetike,
pretoze tvori doleziti zlozku pri znovuobnoveni starnicej a poSkodenej pokozky. Ma naj-
vys$sie zname hydratané a regenerac¢né ucinky, chrani kozu pred vonkaj§imi vplyvmi, za-
branuje vzniku strii, znizuje hrubku rohovej vrstvy, koriguje tvorbu mazu, zastavuje zvysené
padanie vlasov a brani vzniku jaziev [9]. M4 aj mimoriadne kozné lubrikacné vlastnosti,
zmik¢uje a vyhladzuje pokozku, posobi protizapalovo, tvori vizby s niektorymi toxickymi
tazkymi kovmi z prostredia ako je olovo, kadmium a funguje ako transportny nosi¢ ucinnych

latok s riadenym uvolnenim [9].

Vo fyziologickom roztoku je spravanie molekul kyseliny hyalurénovej ovplyvnené jednak
chemickou Strukturou disacharidov, vnatornymi vodikovymi vizbami a tiez vzajomnymi

interakciami tohto biopolyméru s rozpustadlom, ako sme spominali vyssie [10].

Molekula kyseliny hyalurénovej obsahuje disociovatelné skupiny -COOH. Preto sa vo vod-
nych roztokoch chova ako zaporne nabity polyelektrolyty, o spdsobuje viazanie kladnych
16nov o rdznom mocnostou v blizkosti ionizovanych karboxylovych skupin. Jej konforma-
cia, tvar, rozmery i stupen hydratacie zavisi od stupna disociacie, ktory je ur¢eny pH, i6no-

vou silou a pritomnost'ou kladne nabitych i6nov [5].

Stadium uhlové zavislosti rozptylu svetla viedlo k zaveru, ze molekuly kyseliny hyaluréno-
vej vytvaraju v roztoku Strukturu pripominajtiicu tuhé klbka, ktoré su schopné zadrzat’ az

tisicnasobne viac vody, nez ¢ini ich hmotnost’ [10].

Hydrofilny charakter hyalurénovej kyseliny ul'ahcuje jej interakciu s r6znymi tkanivami
vnutri a mimo bunky [11]. Ako uz bolo uvedené, v roztokoch je polymérny ret'azec kyseliny
hyalurénovej vo forme ndhodne usporiadaného klbka. Jeho spravanie vSak vykazuje od
tohto usporiadania isté odchylky, retazec makromolekuly HA vykazuje vyssi stupeii tuhosti,
sposobeny syst¢tmom vodikovych vizieb — vzajomny kontakt medzi retazcami indukuje

vznik d’alSej terciarnej a vyssej stupniovej Struktury [5].
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Molekulova hmotnost’ kyseliny hyalurdonovej zavisi od zdroja, metddy jej izolacie a kvalite
Cistiaceho procesu pouzitého pri vyrobe [12]. Z absolutnych metdd sa na stanovenie mole-
kulovej hmotnosti pouzivaji sedimentécia, rozptyl svetla, osmometria a kombinacia sedi-
mentacie a difazie [5]. Distribucia molarnej hmotnosti kyseliny hyaluronovej pripravenej z
roznych zdrojov, bola preskimana tiez pomocou gélovej chromatografie na réznych typoch
naplni. Treba podotknut’, ze kvalita chromatografickej separacie je vyznamne zavisla na pH,
16nove;j sile, typu soli a rychlosti toku mobilnej fazy, ktora je pri chromatografickej separacii

pouzita [5].

V roztoku su linearne polymérne retazce kyseliny hyalurénovej usporiadané do tvaru klbka
a uz pri nizkych koncentraciach sa navzajom prepletu, ¢o prispieva k jej neobvyklym reolo-
gickym vlastnostiam. Pri vySSich koncentraciach vykazuju roztoky kyseliny hyaluronovej
extrémne vysoku zavislost’ viskozity. Roztok s koncentraciou 1% pripomina gél, av§ak po-
kial’ nan pdsobime tlakom, pomerne I'ahko sa pohybuje. Z hl'adiska reologie sa teda kyselina

hyalurénova sprava ako pseudoplasticky material [11].

Dlhodobym zahrievanim roztokov kyseliny hyalurénovej dochéddza k znizovaniu jej relativ-
nej molekulovej hmotnosti. V literattre [5] sa uvadza niekol’ko pozorovani, ktoré dokazali,
ze vplyvom degradacie sa pri teplote 128 °C po tridsiatich minutach relativna molekulova
hmotnost’ zniZila z hodnoty 4,3x10%na 1x10° a po 180 mintutach dokonca na 1x10°. Kinetika
tepelnej degradacie tohto biopolyméru v neutralnom pH prebieha za vysSie uvedenych pod-
mienok mechanizmom ndhodného Stiepenia [5]. Pri zvySenej teplote 40 - 44 °C v pritom-
nosti tiolov a prechodnych kovov dochadza tiez k degradacii kyseliny hyaluronovej, pretoze
tieto kovy stimuluji produkciu reaktivnych OH radikélov. K poklesu relativne; moléarne;j
hmotnosti kyseliny hyalurénovej dochadza aj pri jej oxidacii u€inkom kyseliny jodistej. To
sa prejavi vo zvySenej flexibilite jej polymérneho retazca a v znizovani hydrodynamickych
interakcii v roztoku. Tato oxidacia modZe spdsobit’ aj roztrhnutie hlavného polymérneho re-

tazca.

Chemickou degradaciou kyseliny hyalurénovej a¢inkom dimetyl sulfoxidu a kyseliny chlo-
rovodikovej je mozno pripravit’ zmes jej oligosacharidov [5]. U cicavcov prebieha enzyma-
tick4 degradécia kyseliny hyalurénovej posobenim troch typov enzymov: hyaluronidazou,
B-D-glukuronidazy a B-N-acetyl-hexosaminiddzou, ktoré sa v r6znych formach nachadzaji
v 'udskom organizme [10]. Za pomoci hyaluronidazy sa kyselina hyalurénova v organizme
odburava dvoma cestami, a to: internalizaciou a degradaciou v lyzozémoch buniek - uvol-

nenim do extraceluldrnej matrix a transportom lymfatickymi cestami do pecene a oblic¢iek
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[8]. Hyaluroniddza ako hlavna zlozka intersticidlna bariéry znizuje viskozitu kyseliny

hyaluronévej, ¢im zvySuje priepustnost’ tkaniv [10].

Uz dlh$iu dobu je stredobodom vedeckého zaujmu stadium vplyvov réznych druhov Ziarenia
na degradaciu kyseliny hyaluronovej, predovsetkym v suvislosti s monitorovanim patolo-
gickych procesov prebiehajiicich v oku. Stidiom bolo zistené, ze UV Ziarenie spdsobuje po-
kles viskozity roztokov kyseliny hyalurénovej a jeho vplyvom dochadza k trhaniu glykozi-
dickej védzby za sticasného odburavania vedlajsich skupin u¢inkom reaktivnych radikalo-
vych foriem kyslika. Degradacia terciarnej a kvartérnej Struktary makromolekuly kyseliny
hyalurénovej moze nastat’ aj ucinkom singletového kyslika O» [5]. Vedci taktiez skamali
vplyv fotosenzibilizatorov (metylénova modra, riboflavin) na zmenu Struktury tkaniva
sklovca G¢inkom viditelného ziarenia a zistili, ze dochadza ku stekut'ovateniu jeho gélovej

Casti [12].

1.4 Vyroba

Kyselina hyalurénova sa nachadza v spojivovom tkanive, v synovidlnych tekutinach a v
sklovci, odkial’ je mozné ju izolovat’ [12]. Viaceri odbornici publikovali mnoho spésobov
izolacie kyseliny hyalurénovej. Jednym zo spdsobov izolacie a Cistenia kyseliny hyalurono-
vej na farmaceutické Ucely je metdda opisana autormi [12]. Surovina pouzita na tuto izola-
ciu, teda pupocna $nura alebo kohutie hrebienky, sa zmrazia, aby sa rozrusili ich bunkoveé
steny a nasledne sa rozrezi na malé kusky. Takto upravena sa extrahuje etanolom s pridav-
kom cetylpyridinium chloridu, chloroformu a vody. Dalej sa ziskany produkt ¢isti a upravuje
sa jeho pH. Tymto spésobom je mozné ziskat’ produkt s 0,5 % obsahom bielkovin s vytaznos-
tou 0,9 g/kg vychodiskovej latky. Pre d’alSie zniZenie obsahu bielkovin pod 0,1 % je moZno

kyselinu hyalurénovu €istit’ pomocou i6novo vymennej chromatografie [12].

Pre aplikaciu v kozmetickom priemysle je zaujimava vyroba tejto suroviny baktériami Strep-
tococcus equi, Streptococcus zoopidemicus a Streptococcus pneumoniae. Kultivacia sa vy-
konava v roztokoch gluk6zy s obsahom kvasiniek a soli pri 33 °C a pH 8,5 [12]. Pri izolécii
kysliny hyalurénovej z oslabeného kmena mikroorganizmu Streptococcus equi sa pouziva
proces, ktory sa sklada z postupnych krokov vykondvanych vo vymedzenych priesto-
roch. Zékladom je dostato¢ne vykonanad purifikacia vyrobenej kyseliny hyalurénovej a zni-

Zenie obsahu bielkovin. Vstupné materialy uz nie su Zivo¢isneho pdvodu a tymto postupom
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je zabranené kontaminacii virusmi ¢i prionmi, o nasledne obmedzi alergické reakcie. Nao-
pak neziaducimi G¢inkami tejto metddy je pritomnost’ bakteridlnych endotoxinov, chondro-

itin sulfatu, bielkovin, nukleovych kyselin a tazkych kovov [13].

Dal$ou uéinnou metédou pripravy kyseliny hyalurénovej je enzymaticka syntéza. Enzym
hyaluronansyntaza syntetizuje vel'ké, linedrne polyméry opakujice sa disacharidové Struk-
tury danej kyseliny striedavym pridavkom kyseliny glukurénovej a N-acetylglukozaminu na
rastuci retazec pomocou jeho aktivacie cukrami nukleotidov, ktoré sluzia ako substraty re-
akcie. Pocet opakujucich sa jednotiek disacharidov mdze u kompletnej molekuly kyseliny
hyalurénovej dosiahnut” az &isla 10000 a viac, s molekulovou hmotnostou priblizne 4.10°

g.mol™! [10].

Predtym sa na pripravu kyseliny hyalurénovej pouzivali skor biologické metddy, ale pre ich
naroc¢nost’ a kvoli moznému riziku kontaminacie kone¢ného vyrobku surovinou zivoc¢isneho
povodu sa od tychto postupov ustipilo. Pocas poslednych rokov sa kyselina hyalurénova

ziskava prevazne modernymi biotechnologickymi procesmi [6].

Vyrobcovia kyseliny hyalurénovej pre komeréné ucely pochadzaji aj z Europy, napriklad
spolo¢nost’ Contipro Group a.s., najvacsi dodavatel’ kyseliny hyalurénovej pre eurdpsky
trh. Existujt ale aj d’alsi producenti kyseliny hyalurénovej, napriklad z Ciny, Japonska, In-
die, Talianska, Francuzska a USA. Medzi si¢asnych najvicsich vyrobcov kyseliny hyaluré-
novej patri ¢esky holding Contipro Group a.s. V roku 1992 uviedla tato spolocnost’ na trh
kyselinu hyalurénovu v kozmetickom stupni kvality, v roku 1999 farmaceuticky ¢ista kyse-
linu a po nej kyselinu hyalurénova pre potravinarske téely. Udaje z roku 2004 potvrdzujt,
ze Contipro Group as ovladal dve tretiny eurdpskeho a tretinu svetového trhu s touto komo-

ditou [14].

Pre komercné ucely sa kyselina hyaluronova dodava vo forme praSkovej alebo vo forme 1
% roztoku. V prasku je obsiahnutd v koncentracii 0,005 - 0,1 % a je pouzivana predovSetkym
v kozmetike [14]. Dal§im vyznamnym vyrobcom kyseliny hyalurénovej pre dermatologiu,
kozmetiku, gynekonologiu a oftalmolégiu je spolo¢nost’ IBSA (Institut Biochimique SA) zo
Svajéiarska. Stratégia spolo¢nosti je orientovana na vyskum a vyvoj farmakokinetickych
systémov. Firma vyraba naplnené injek¢né striekacky s kyselinou hyalurénovou uréené pre
esteticka dermatoldogiu. IBSA svoj vyrobny proces zalozila na dostatocnej purifikacii kyse-
liny hyalurénovej bakteridlneho povodu a zniZenie obsahu bielkovin (0,1 %) v kone¢nom

produkte [6].
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Moznosti vyuzitia vlastnej technologie vyroby kyseliny hyalurénovej jej otvorili cestu do
oblasti kozmetiky, rovnako ako liekovych injekénych foriem vysokomolekularnej kyseliny
hyalurénovej a ocnych kvapiek. V roku 1995 firma zacala produkciu pletovych vod na baze
kyseliny hyalurénovej, ur€enych pre pravidelné denné pouzitie. V tom istom roku bol vyvi-

nuty aj potravinovy doplnok na baze vcelieho pel'u, materskej kasicky a hyaluronanu.

Medzi producentov kyseliny hyalurénovej patri aj danska spolo¢nost Novozymes Bio-
pharma, ktora vyvinula novli generéciu tejto kyseliny ziskavanu kvasenim bakterialneho
kmena Bacillus subtilis. Pri tomto sposobe vyroby nie su pouzivané Ziadne materialy zivo-
¢iSneho pdvodu ani organické rozpustadla. Vysledny vyrobok obsahuje vel'mi nizku hladinu
proteinov, endotoxinov a navyse je charakterizovany dobre riadenou a reprodukovatel'nou

molekulovou hmotnostou [13].

1.5 Vyuzitie

Vd’aka svojim unikdtnym vlastnostiam nasla kyselina hyalurénovd mnoho uplatneni v me-
dicinskych odvetviach: v reumatolégii, oftalmologii, diabetologii, farmaceutickej technolo-

gii a d’alSich oblastiach, napriklad aj pri hojeni ran [12].

Jej potencial ako lieCiva je velky a moznosti d’alSieho vyuzitia pri terapii chordb st stale

predmetom sktimania [12].

V oftalmologii je kyselina hyalurénova povazovana za kI'icova makromolekulu, ked’Ze je
hlavnou zloZkou sklovca. Vzhl'adom k jej elastickymi vlastnostiam sa vyuziva v rdmci mno-
hych vyznamnych oftalmologickych operaciach. Pripravky z nej chrania jemné oc¢né tkaniva
(adheruje k o¢nym tkanivam a poskytuje im dostato¢nti ochranu v priebehu operacie) a za-
istuju priestor pocas chirurgickych zakrokov. Produkty hyalurénovej kyseliny v gélove;j
forme zabranuju vysychaniu rohovky pocas roznych oftalmologickych operacii. Kyselina
hyalurénova sa lokalne pouziva na lie€bu syndromu suchého oka. Aplikécia gélu sa ispeSne
vyuziva na prenos liekov v oftalmologii. Gél brani slzdm pred vymyvanim lieku a zaist'uje

tak jeho uvolfiovanie po dlha dobu [12].

Jej hlavnym vyuzitim je nahradenie tekutiny sklovca, k ktorej strate dochadza pri operaciach
zékalu a implantaciach SoSovky. V stucasnosti je k dispozicii niekol’ko pripravkov obsahuju-
cich kyselinu hyaluronovt o r6znej molekulovej hmotnosti v kombinécii s d’al§imi latkami

(chondroitinsulfat), ktoré lepsie spiiaju poziadavky pre pouZitie v oftalmolégii. Ich tlohou
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je chranit’ o¢né tkanivd, predovsetkym rohovkovy endotel, pred neziaducim poskodenim

opera¢nymi nastrojmi, a znizovat’ tak riziko moznych pooperacnych komplikacii.

Druhou hlavnou oblast’ou aplikécie kyseliny hyalurénovej je ortopedicka chirurgia a reuma-
tologia. Normalny zdravy kib umoziuje takmer idedlny a bezbolestny pohyb. Avsak kiby
poskodené a zasiahnuté artritidou sa stdvaju stuhnutymi a bolestivymi. Z viac ako stovky
artritickych portch s osteoartritidy a reumatoidna artritida najbeznej$Simi chronickymi
stavmi postihujuce najviac starSiu populaciu. Kym osteoartritida je degenerativne ochorenie
chrupavky a kosti, sposobujticich bolest a tuhost’ v zasiahnutom kibe, reumatoidna artritida
ako systémové zapalové ochorenie, u ktorého je bolest’ kibov &asto sprevadzana degenera-
tivnymi zmenami v d’al§ich organoch (ako su pltca, srdce, krvné cievy). Odhaduje sa, ze

viac ako 10 % vSetkych l'udi vo veku nad 55 rokov je postihnutych osteoartritidou [12].

Hoci st povod a pri¢iny reumatoidnej artritidy doposial’ nezndme, moze byt pri tejto cho-
robe pozorovana postupnd degradacia polymérnych sacharidov (predovsetkym kyseliny
hyalurénovej) v synovialnej tekutine. V akutnej faze sa hromadi v synovialnej tekutine vy-
soké mnozstvo neutrofilnych granulocytov. Tieto bunky menia oxida¢ni homeostazu a ich
produkty, najmi reaktivne oxygenne zlu¢eniny, mozu prispievat’ k destrukcii kibovej §truk-
tary. V dosledku chronického zapalu kibu menia reaktivne oxygenne zlu¢eniny $truktiru
kibu do takej miery, Ze nie je d’alej funkény. Pozmenené tkaniva st rozpoznané ako cudzie,
autoimunitné reakcie nasledne podporuju chorobu a vytvaraji z reumatoidne;j artritidy sys-

témové ochorenie ovplyviiujuce celé telo [12].

Od konca 80. rokov 20. storocia je intraartikularna aplikacie kyseliny hyaluronovej uspesSne
pouzivand u milionov osteoartristickych pacientov. Greenberg a kolektiv navrhli Styri me-

chanizmy, ktorymi kyselina hyalurénova uplatituje svoj terapeuticky u¢inok [12].

e obnovenie elastickych a viskoznych vlastnosti synovialnej tekutiny,

e Dbiosynteticky stimula¢ny vplyv exogénnej kyseliny hyaluréonovej na bunky - kyse-
lina m6Ze indukovat’ endogénnu syntézu hyaluronanu synovidlnymi bunkami, stimu-
lovat’ proliferaciu chondrocytov a inhibovat’ degradaciu chrupavky,

e protizapalovy ucinok kyseliny hyalurénovej kedy terapia je spojend so zniZzenym
poctom zépalovych buniek v synovidlnej tekutine a s redukciou reaktivnych oxygen-
nych zlucenin,

e pozorované analgeticke ucinky pri podani kyseliny hyaluronove;.
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Zda sa, ze odpoved’ postihnutého kibu na terapiu kyselinou hyalurénovou je obdobna ako
odpoved’ na terapiu kortikosteroidmi. Nevyhodou stale zostava spdsob aplikacie pre ucinnt
lieCbu. Intraartikulérna injekcia nie je prijatelnym rieSenim pre vSetkych pacientov. Je vSak
zrejmé, ze celkové neziaduce Ucinky vyvolané kyselinou hyaluronovou su a budu podstatne

nizsie ako tie vyvolané podavanim kortikosteroidov [12].

Hoci je kyselina hyalurénova v 'udskom tele prakticky vSadepritomnd, najviac sa vyskytuje
v Specializovanych tkanivach, ako su hlasivky, synovialna tekutina, pupo¢na $nura a chru-
pavka. V tychto tkanivach ovplyviiuje niekol’ko roznych funkcii zahfnajacich viskozitu tka-
niv, tkanivovy tok, tkanivovi osmoézu, tlmenie narazov, hojenie ran a vypliianie prie-
storu. Tieto funkcie st obzvlast’ délezité v hlasivkach v désledku konstantnej traumy spdso-

benej vibratnym ucinkom fonacie [12].

Osmoticke, viskoelastické a vypliiovacie vlastnosti hyaluronanu su ddlezité pre hlas, pretoze
priamo ovplyvituju hriibku a viskozitu hlasiviek. Vyplnenie a zvicsenie tkanivovych pries-
torov v hlasivkach, zlepSenie poranenych ¢i zjazvenych hlasiviek a liecba paralyzy hlasiviek
su d’alSie mozné vyuzitia derivatov kyseliny hyaluronovej. AvSak hlavnou tienistou stran-
kou pre jej vyuZitie ako bioimplantatu sliznicného véziva pre liecbu hlasivkovych portch je
jej kratka doba zadrzania v hlasivkach - jej polcas rozpadu v krali¢ich hlasivkach je len 3 -
5 dni. Za ucelom zvySenia doby zadrZania sa jej molekulova Struktira modifikuje. Zosieto-
vand kyselina hyaluronova vpichovana do hlasiviek produkuje nezépalové reakcie a material

je pritomny este po roku [12].

Pri poruchach sluchu st pouzivané na terapiu filmy pripravené z esterov kyseliny hyaluro-
novej. Tieto pripravky podporuji hojenie poraneného usného bubienka a ul'ahcuju reepita-

lizaciu [12].

Vyhodné je pouZitie kyseliny hyalurénovej v kozmetike a kozmetickej chirurgii. Ako fyzi-
ologickd komponenta tkaniv nema velké neziaduce t¢inky a zhoda v chemickom zlozeni
kyseliny hyalurénovej produkovanej streptokokmi s 'udskou umoziuje jej aplikaciu bez

predchadzajiceho testovania bezpecnosti na zvieratach.

Pouzivanie hyaluronanu a jeho derivatov je prinosom pre povrch pokozky v dosledku jeho
hydrataénych, antioxidaénych a protizapalovych w¢inkov. Dalej spomaluje starnutie po-
kozky, obnovuje epidermis a podporuje epidermalnu integritu. VSetky t¢inky zavisia na mo-
lekulovej hmotnosti a koncentracii hyaluronanu v kone¢nom preparate oSetrujuceho po-

kozku. Odportca sa kombinacia hyaluronanu o vel'mi nizkej a vel'mi vysokej molekulove;j



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

hmotnosti. Nizkomolekularny hyaluronan je schopny penetrovat’ stvrdnutou vrstvou koze a
vytvarat’ spojenie medzi endogénnym hyaluronanom v hlbsich vrstvach epitelu a exogén-
nym hyaluronanom pokryvajucim kozu. Toto spojenie ul'ahcuje priechod vody a malych

molekul z povrchu pokozky do podkoznej intracelularnej matrix a spat’ [12].

Pripravky s kyselinou hyalurénovou st v sicasnej dobe obvykle pouzivané na zvicSenie pier
a k vyplneniu tvarovych vrasok, jaziev po akné a hlbsich. Kyselina hyalurénova sa aplikuje
ako dermalna injekcia len s pouzitim anestetického gélu aplikovaného pred zakrokom. Gély
su oproti produktom na baze kolagénu ucinnejsie v udrziavani kozmetickych uprav. Na roz-
diel od aplikécie kolagénovych produktov je kyselina hyalurénova extrémne elastickd. U
kolagénovych prostriedkov sa d’alej vyskytuju malé (ale aj skutocné) problémy a alergia je

jednou z najvaznejsich komplikécii [12].

Pripravky obsahujtice vysokomolekularnu kyselinu hyaluronovu aplikované lokélne podpo-
ruju hojenie Cerstvych ran. Tiez podporuji hojenie vredov predkolenia a st ti¢inné pri liecbe
chronickych zraneni. Kyselina hyalurénova ma pri hojeni ran r6zneho pévodu mnoho ucin-
kov, a to pri vSetkych fazach hojenia rany: zapalu, formécii granula¢ného tkaniva a reepita-

lizécii [12].
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2 PRIRODNE EXTRAKTY

Rastlinné extrakty patria medzi najdlhsie pouzivané lieCivé formy v historii. Pripravovali sa
povodne z tradicnych postupov, ktoré boli sticastou 'udovych receptarov. S rozvojom prie-

myslu sa produkcia extraktov stala sucastou industridlnej vyroby.

Extrakty sa ziskavaju extrakénymi metodami z rastlinnych drog alebo zo Zivo¢iSneho mate-
ridlu. Droga je konzervovand, upravena alebo neupravena rastlina, jej Cast,, pripadne pro-
dukt, ktory je pouzity na vyrobu lieCiv, technicky doélezitych latok alebo je priamo pouzity k
lieivym, technickym alebo inym uc¢elom. Samotnej vyrobe extraktov obvykle predchadza
uprava materidlu, napriklad odtu¢nenie alebo inaktivacia enzymov. Medzi najpouzivanejsie

extrahovadla patri voda, etanol, propylénglykol, glycerol a iné [15].

Extrakty ziskané extrakciou rozpustadlom s roznymi organickymi rozpuStadlami, kvapal-
nym oxidom uhli¢itym alebo extrakciou superkritickou tekutinou (SFE) nemozno povazo-
vat’ za skutocné esencialne oleje. Maju vSak aromatické profily, ktoré si takmer identické
so surovinou, z ktorej boli extrahované. Preto sa ¢asto pouzivaju v arome a vonavkarstve a
navyse v potravinarskom priemysle, ak st vybrané rozpustadla prijatelné pre potraviny a

nezanechavaju ziadne Skodlivé zvysky v potravinarskych vyrobkoch [16].
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3 ESENCIALNE OLEJE

3.1 Historia

Esencialne oleje sa prvykrat vyrobili metédou destilacie v Egypte, Indii a Perzii viac ako
2000 rokov pred naSim letopoctom. Tato metddu vylepsili v 9. storoci Arabi. Pouzitie olejov
sa v Eurdpe rozsirilo az v 16. storoc¢i. V 17. storoci bola priprava esencialnych olejov dobre

znama a lekarne boli zadsobené 15 - 20 r6znymi olejmi [17].

M.J. Dumas bol francuzsky chemik, ktory prvykrat systematicky skimal jednotlivé zlozky
esencialnych olejov - analyzoval v nich urcité¢ uhl'ovodiky, zli€eniny kyslika, tiez zlozky
obsahujtce siru a dusik. Svoje vysledky zverejnil v r. 1883. NajddlezitejSie vyskumy vSak
vykonal nemecky chemik Otto Wallach. Zistil, ze niekol'ko terpénov ma r6zny nazov (¢asto
v zavislosti na ich rastlinnom zdroji), ale v skuto¢nosti st chemicky identické. So svojimi
spolupracovnikmi frakénou destilaciou oddelil jednotlivé esencidlne oleje a reakciou s anor-
ganickymi ¢inidlami (napr. s kyselinou chlorovodikovou) ziskal jednotlivé frakcie. V roku
1891 charakterizoval terpény limonén, pinén, kamfén, dipentén, fellandren, terpinolen,
fenchen a sylvestren. Od roku 1893 sa venoval Struktare a vlastnostiam cyklickych terpénov
nemecky chemik A. von Baeyer. Nov§im vyskumom sa venovali J. Read, W. Hiickel, H.
Schmidt, W. Treibs a V. Prelog. Pouzitie ultrafialovej spektroskopie pre objasnenie terpé-
novych Struktur pouzil R.B. Woodward v 40 rokoch 20. storocia. V oblasti esencidlnych
olejov v priebehu posledného pol storo¢ia dochadza k znaénym pokrokom, najmé ¢o sa tyka

analytickych metod [16].

3.2 Vyskyt

Esencidlne oleje nazyvané aj esencie, éterické oleje alebo prchavé oleje, su zlozité zmesi
prchavych latok, ktoré s syntetizované Zivymi organizmami. Su najcastejSie rastlinného
povodu. Ich vyskyt a funkcia v prirode je stale predmetom vyskumu. Existuju dokazy, ze
niektoré organizmy produkuju tieto latky pre svoju ochranu alebo su ich produktom sekun-

darneho metabolitu [18].

St povazované za ,,chemické zbrane* rastlinného sveta, pretoze ich zluceniny mézu odradit’
hmyz alebo chranit’ rastlinu pred napadnutim baktériami alebo hubami. Pdsobia tiez ako
Lrastlinné feromoény* v snahe prildkat’ a zviest’ svojich opel'ovacov. Okysli¢ené molekuly

éterickych olejov, ktoré sluzia ako chemické poslovia pre bunky, prinasaju rastlindm Zivot,
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nic¢ia zamorenie, napomahaju rastu a stimuluji uzdravenie. povaha sa koncentruje ako vona,

prostrednictvom ktorej rastliny komunikuj so svojim okolitym svetom.

Samotné vonné latky (éterické oleje) sa tvoria v chloroplastoch listov, vezinogénovej vrstve
bunkovej steny alebo hydrolyzou urcitych glykozidov. M6Zu sa nachddzat’ v r6znych cas-
tiach rastliny [19] ako su : kvet ( ruza), list ( mita), plod (citréon), semeno (fenykel), trava
(citronova trava), koren (vetiver), pakoren (zdzvor), drevo (céder), kora (Skorica), zivica (ka-
didlo), kvety stromu (ylang-ylang), tobolka (cesnak),susené puky kvetov (klincek). VAcsi-
nou su kvapalné, menej sa vyskytuji v tuhom a polotuhom skupenstve. Vacsina esencial-
nych olejov je bezfarebna alebo bledozltd, ale vyskytuju sa aj v inych farbach ako je modry

harmancek alebo kozlik, ktory je zeleny [20].

Esencialne oleje z roznych Casti tej istej rastliny mézu mat’ Uplne odliSné vone a vlastnosti.
Napriklad geranium poskytuje olej z kvetov a listov a oleje z oboch ¢asti sa 1isi v zlozkach,
vonach a niektorych d’al$ich vlastnostiach. Kvalita a kvantita esencialneho oleja tiez zavisi
od viacerych faktorov ako su klimatické, sezonne a geografické podmienky, doba zberu
a technikami izolacie. VytaZzok olejov z rastlin moze byt’ tieZ ovplyvneny Stadiami rastu

rastlin [19].

3.3 Chemicka Struktura a vlastnosti

Z chemického hladiska st esencidlne oleje latky prchavé, nestale, bez farby s rozdielnou
viskozitou. Esencialne oleje st zlozené z jednotlivych chemickych komponentov predovset-

kym terpenického charakteru, obsahuju vSak aj rad neterpenoidnych uhl'ovodikov.

Vo vode su v podstate nerozpustné, s vodou sa nemiesaji, dobre sa ale rozptstaji v rastlin-
nych olejoch, v mede, liehu, étere a d’al§ich organickych rozptstadlach. Obsahuji uhl'ovo-
diky a kyslikaté latky, ktoré funguju ako hlavny nositelia ich vonnych a chutovych vlast-
nosti. Rastlinné silice su produktom sekundarneho metabolizmu rastlin, pri ktorom dochadza

k degradacii latok primarneho metabolizmu teda sacharidov, tukov a bielkovin [21].

Terpény v esencidlnych olejoch su tvorené z izoprénovych jednotiek. Kazda izoprénova jed-

notka obsahuje 5 atdbmov uhlika a podl'a ich poctu sa delia na:

e Monoterpény (2 izoprénové jednotky) - tvoria najvacSie mnozstvo terpénov, su to lahké

molekuly, ktoré sa rychlo vyparuju.
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o Seskviterpény (3 izoprénové jednotky) - vyssi pocet atdbmov uhlika znizuje nestalost’ a
preto maju vyssi bod varu ako monoterpény. Z toho dovodu menej prispievaju k voni
esencialneho oleja.

e Diterpény (4 izoprénové jednotky) - vel'mi malo diterpénov néjdenych v esencialnych

olejoch ma tendenciu sa oxidovat’ na alkoholy. Prikladom diterpénov je taxol [16].

20 PP Q4

terpinen-4-0l  G~terpineol thymaol (t-terpinene “f-terpinene t-pinene
Obr. 3. Priklady terpénov [22]

Hlavné terpény st monoterpén a seskviterpény, ale existuju aj hemiterpény, triterpény a tetrater-
pény. Aromatické zluceniny odvodené od fenylpropanu sa vyskytuji v esencialnych olejoch

menej Casto ako terpény, patri medzi nich napr. eugenol alebo Skoricovy aldehyd [23].

Terpenické alkoholy sa vyskytuju v mnohych esencialnych olejoch. Monoterpenické alko-
holy st povazované za vynikajuce antiseptika. V siliciach mozeme najst’ alkoholy ako men-

tol, geraniol, borneol, linalool, geraniol, terpinén-4-ol.

Existuji r6zne fenoly najdené v esencidlnych olejoch: tymol, karvakrol, chavikol a euge-
nol. S fenolmi sa musi zaobchadzat’ opatrne, pretoze dokézu drazdit’ kozu. Vicsina z nich
ma antibakteridlny Gc¢inok a dokazu stimulovat’ nervovy a imunitny systém. Tymol pdsobi

proti parazitickym ¢ervom a eugenol ma protizapalové ucinky.

Aldehydy maju casto sedativne ucinky. Ako priklady moZzno uviest’ citronellal (Eucalyptus
citriodora) s antimykotickymi vlastnost'ami, Skoricovy aldehyd zo $korice (Cinnamomum

zeylanticum) s i€inkami proti patogénom c¢revnej flory alebo vanilin [21].

Estery maju protiki¢ové a upokojujuce vlastnosti, niektoré tiez u¢inkujua proti hubam. Casto
maju ovocnu vonu. Prikladom st linalylacetat (odvodeny z kyseliny octovej a linaloolu) na-
jdeny v levanduli alebo geranyl acetat vyskytujuci sa v sladkej majoranke. Medzi d’alSie es-
tery patri acyklicky citronellyl acetat, monocyklicky mentyl acetat alebo bicyklicky izobor-
nyl acetat [21].

Chemicky ndzov ketonov mé vzdy koncovku -6n. Niektoré ketony mozu vyvolat’ kice (ob-

vykle pri ordlnom podani). Medzi bezpecné ketony patri napr. jasmén z jazminu, fenchon z
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feniklu ¢i isomenton z muskatu. Sucast’'ou silic st tiez ketony ako je gafor, mentén alebo

karvon [21].

Laktony su pritomné vo vicsSine olejov. Percentudlne zastipenie laktonov moze byt nizke,
ale hraju dolezita tlohu ako mukolytika (rozpustaju hlien). Mnoho esencialnych olejov pat-

riacich do ¢el'ade Asteraceae, obsahuje laktony, ktoré mozu sposobit’ podrazdenie koze.

Etery st zodpovedné za niektoré halucinogénne vlastnosti esencialnych olejov, ak st uzi-
vané oralne. Na rozdiel od fenolov nie st étery agresivne na kozu. Prikladom je transanetol
z fenikla oby&ajného [24]. Dalsim je napr. cienol, ktory pomaha odstranit’ hlien z dychacich
ciest. Zastupcovia cyklickych éterov 1,4-cineol i 1,8-cineol sa vyskytuju v niektorych esen-
cidlnych olejoch. 1,8-cineol je nazyvany aj ako eukalyptol a mézeme ho najst’ v Eukalyptus

globulus, rozmarine alebo vavrine.

Vyskyt silic je typicky pre niektoré rastlinné cel'ade (Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myr-
taceae, Pinaceae, Rutaceae, Zingiberaceae). Medzi ¢el'ad'mai su rozdiely v ulozeni silice,
napriklad rastliny z ¢elade Lamiaceae maju silice vo Zl'azovych trichémoch, rastliny z Ce-

lade Apiaceae v sili¢nych kanalikoch.

Silice maju naj€astejSie uplatnenie vo farmécii, v kozmetickom priemysle a v potravinarstve
[21]. Latky obsiahnuté v siliciach vznikaju dvoma biochemickymi drahami - hlavnou je tzv.
mevalonatova cesta (tvoria sa latky terpenicke), d’alSou je tzv. Sikimatova cesta (vznikaji

napriklad kumariny, furokumariny a fenolové latky).

Esencidlne oleje nie su rozpustné vo vode, ¢o mé vplyv na sposob ich pouZitia. Esencidlne
oleje su vel'mi koncentrované a silné, preto sa pred uZzitim napriklad v aromaterapii znacne
riedia. Napriklad v masdznom oleji su pouzité 2 - 3% esencialneho oleja, zvySok tvori ole-
jova baza. Neriedené esencialne oleje sa vyuzivaju len zriedka a vo vel'mi Specifickych pri-

padoch.

Uchovévat’ by sa mali najlepSie vo vzduchotesnych fl'aiach z tmavého skla, pretoZze su
vel'mi prchavé a na vzduchu sa vel'mi rychlo vyparuju [25]. NajvhodnejSie pre uchovéavanie
esencialnych olejov je fialové sklo, ktoré zvySuje, respektive chrani bioaktivitu olejov. Fia-
lové sklo pontika unikéatnu kombinaciu absolitnej ochrany pred prienikom viditel'ného spek-

tra svetla a priestupnost’ pre UV a infracervené Ziarenia.

Zlozenie konkrétneho esencidlneho oleja sa mdze lisit’ v zavislosti od metody pouzitej na

extrakciu oleja, nadmorskej vySke, podnebie, pouzivanie hnojiv a pesticidov, typu pddy,
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Casu zberu alebo geografickej oblasti. Ak je silica ziskand metédou destilacie, tak zavisi zlozenie

od teploty a dizky destilaéného procesu, a tiez kol'kokrat bola silica destilovana [24].

Dal§im faktorom ovplyviujicim zloZenie je, z akej Gasti rastliny bol olej ziskany - napr.
esencialny olej ziskany zo semien koriandra bude mat’ uplne iné zloZenie ako olej ziskany z

nezrelych listov koriandra [26].

Esencidlny olej sa vyznacuje dvoma alebo troma hlavnymi zlozkami v pomerne vysokych
koncentraciach (20 - 70 %) v porovnani s ostatnymi zlozkami, ktoré st pritomné v stopovych
mnozstvach. VSeobecne plati, ze tieto hlavné komponenty urcuji biologické vlastnosti esen-

cidlneho oleja [24].

3.4 Vyroba

Pripravit’ esencidlny olej nie je jednoduché. Napriklad zo Sest'desiatich tisic ruzovych kvetov
mozno ziskat’ iba 25 g ruzového oleja. Destilaciou suchych levandul'ovych kvetov mozno
ziskat’ o trochu viac - zo 100 kg sa pripravia 3 litre oleja. Na ziskanie 15 ml oleja je potrebné
viac ako dvadsat’pat’ kilogramov rastlinnej hmoty. Niektoré rastliny sa musia trhat’ v urcita
dennu dobu a iba ru¢ne, aby sa v slne¢nom svite neodparila z okvetnych listkov silica. Nie-
ktoré stromy, z ktorych sa esencidlne oleje vyrabaju, musia byt’ staré minimalne tridsat’ ro-

kov a vyssie ako devit metrov, nez je mozné ich vytat’ a ich drevo pouzit’ na destilaciu.

Mnozstvo esencidlnych olejov vyrobenych na celom svete sa vel'mi liSi. Ro¢na produkcia
niektorych esencialnych olejov presahuje 35 000 ton, zatial’ ¢o u inych moZze dosiahnut’ len
niekol’ko kilogramov [27]. Ziskavanie aromatickych latok z rastlin moZno vykonat niekol-

kymi spOsobmi.

3.4.1 Destilacia vodnou parou

Tato metdda je v sucasnosti najviac pouzivana, a to zvIlast’ pre ziskanie tepelne odolnych
esencialnych olejov. Destilacia vodnou parou patri medzi najmenej Setrny sposob ziskavania

silice, pretoZe sa pri nej poSkodzuju jemnejSie zlozky silice [28].

Destiléacia prebieha v aparature, ktora sa sklada zo Styroch €asti: naddrz na rastliny, zariadenia
na vyrobu pary, chladi¢ a nadrZ na olej. Kilogramy ¢i tony kvetov, rastlin alebo Casti rastlin
sa nasypu do nadrze z medi, pripadne uslachtilej ocele. Zahrievanim vznika para a tlak, para
je privadzana k rastlinnému materidlu a dochadza k postupnému uvoltiovaniu silice. Hortica

vodna para sa mieSa s kvapockami rastlinnej silice, ktoré potom kondenzujt, a z povrchu
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vody sa zbiera esencialny olej. Voda a esencie prechadzaju ,,Jabutim krkom* a zrazaja sa v
trubici, ktora prechadza chladicom. Voda a vytazok sa samozrejme oddelia, pretoze maju
rozdielnu hustotu. Takto ziskana prefiltrovand esencia sa chrani pred teplom, svetlom a
vzduchom v hermeticky uzavretych sudoch, z ktorych sa std¢a do fl'asti¢iek z farebného
skla. Destila¢na voda, obsahujica doteraz nerozpustené drobné ¢iastocky éterického oleja sa
opatrne precerpa do inych sudov. Je urcend na vyrobu parfumov, k aromaterapii alebo pre
potreby potravinarskeho priemyslu. Tato kvetovd voda ma réznu kvalitu, zavislu na tom, ¢i
sa jedna o rastliny, rastuce divoko v prirode alebo biologicky pestované, dolezitu lohu zo-

hréva aj kvalita vody.

Kazdy olej ma Specifické podmienky destilacie. Napriklad méta sa destiluje 40 minut, le-
vandul’a 1,5 hodiny, klin¢ek 4 - 5 hodin. Hustota oleja ovplyviiuje aj rychlost’ jeho odparo-
vania [29].

Obr. 3 Schéma destilacie vodnou parou [30]
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3.4.2 Hydrodestilacia

Hydrodestilacia je relativne jednoducha metdda ziskavania silice z rastlinnej hmoty. Tato
metoda je jednou z najstarSich metod extrakcie a je v praxi stale hojne pouzivana. Prirodny
produkt je ponoreny do vody a zahrieva sa k varu. Esencidlny olej je vytiahnuty vodnou
parou. Ked’ destilat kondenzuje spét’ do kvapaliny, esencialny olej sa 'ahko oddeli od vody,
pretoZe plava na hladine. AvSak, niektoré vonné chemikalie st rozpustné vo vode destilatu,
a tak musia byt z destilatu d’alSim destilacnym krokom odstranené alebo extrahované inymi
prostriedkami. Jednou z vyhod hydrodestilacie je to, ze teplota oleja nikdy stapne nad 100

°C, a tak je tepelny rozklad minimalizovany [28].
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3.4.3 Mechanické lisovanie

Niektoré rastlinné silice je lepSie ziskavat’ lisovanim, nie destilaciou. Tato metdda sa pou-
ziva najma pre citrusové plody. Esencialne oleje sa v oplodi citrusov nachadzaja blizko po-
vrchu Supky, a tak su 'ahko ziskavané jednoduchym stlacenim a skarifikaciou (jemnym pre-
pichnutim Supky), ¢im sa narusia malé olejové vacky v kore citrusu. Olej potom jednoducho
vyteka von, kde je zachytdvany do nddobky s filtrom. Lisovanie m6ze byt uskutocnované
formou vytlacenia alebo strojového spracovania. Prva metdda je tradi¢nejSia a pomaha vy-

tvorit’ vel'mi Cisty esencialny olej [16].

3.4.4 Extrakcie organickymi rozpust'adlami

U najcitlivejSieho rastlinného materialu, ako su napriklad kvety, a u materialu, ktory obsa-
huje iba malé mnozstvo esencidlneho oleja, sa vyuZziva proces extrakcie pomocou prchavych
rozpustadiel. Hlavnou vyhodou tejto metddy je jej Setrnost’, ale vysledné esencidlne oleje

obsahuju okrem olejov samych eSte neprchavé vosky a rastlinné farbiva [25].

Pri ziskavani silice z kvetov sa pouzivaju rozne rozpustadla ako je hexan, petroléter, metanol
alebo etanol, ktoré do seba silicu absorbuju. Prvy produkt, presyteny vonnymi latkami, sa
nazyva ,.konkret“. Vedl'a vonnych latok obsahuje tento konkrét este latky balastné, najmé
uvedené vosky; oddel'uju sa ich rozpustenim v teplom liehu a vysuSené mrazom. Pouzité
rozpustadlo obsahujiice menej vonnych latok, sa teda znovu pouzije pri dalSom vymy-
vani. Husta hmota konkret sa zmieSa s alkoholom, prefiltruje sa a ochladina 12 - 15 °C,
potom sa znovu filtruje, aby sa odstranili nerozpustné rastlinné vosky. Vysledny vyluh je
vymrazeny a filtrovany za vzniku tzv. lavaze, z ktorej je potom oddestilovany etanol. Takto
ziskany extrakt (po odstraneni balastnych latok) sa oznacuje ako absolutny, preto sa nazyva
absolue. Absolue je najistejsia a najkoncentrovanejsia forma esencialneho oleja. Specific-
kou metddou extrakcie je takzvand Soxhletova extrakcia. Pri tejto metdde dochadza pri ma-

ceracii k zahrievaniu celého objemu maceratov [28].

3.4.5 Saturacia vonou kvetov

Tato vyrobna metdda je urend hlavne na extrakciu esencii z chtlostivych kvetov, ktoré sa
nesmu prili§ zahriat. Jednd sa o velmi vzacne silice (napriklad u silice z kvetov jaz-
minu). Saturdcia vonou kvetov je vlastne extrakcia kvetov do tuku. Kvety sa klada na skle-
nené dosky, potreté zivo¢isSnym tukom bez pachu (bravcovy, hovédzi). Tieto vrstvy sa ob-

novuju kazdé tri az Styri dni. Vysledna latka je znama ako pomada, ktora mdze byt pouzita
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ako taka, alebo je d’alej mozné ju znova extrahovat’ etanolom, aby sa ziskal absolutny ex-
trakt. Saturacia vonou kvetov sa moze vykonavat' za studena bezpachym tukom alebo za
tepla maceraciou horucim tukom. Tato metoda je zastarand, pretoze je nakladna a ¢asovo
naro¢na. Stale vSak mozno ngjst’ vyrobcov, ktorym este zalezi na vyrobe drahych esencii z
kvetov jazminu, tuberdzy, pomarancovnika, narcisov, fialiek a pod. a eSte pouzivaju vy-

robny proces saturacie vonou kvetov [31].

3.4.6 Superkriticka fluidna extrakcia (SFE)

Vysoko kvalitné silice sa ziskavaju extrakciou pomocou oxidu uhli¢it¢ho v superkriticka
stave. Extrakcia superkritickym oxidom uhli¢itym je separacny proces, ktory vyuziva sku-
to¢nost’, ze nad kritickou teplotou (31 °C) nemozno oxid uhlicity d’alsim zvySovanim tlaku
skvapalnit’. Vysoko stlaceny plyn potom v superkritickom stave vykazuje mimoriadne vlast-
nosti, s rastucou hustotou vrasta totiz schopnost’ rozptstat’ latky. Ide o fyzikalny proces, pri
ktorom nedochadza k ziadnej chemickej reakcii ani k uvol'iovaniu tepla. CO> je udrziavany
pod tlakom v kvapalnom stave v uzavretom systéme s rastlinou, z ktorej sa uvolnuje si-
lica. PretoZe za normalnych podmienok je CO: plyn, za zniZenia tlaku sa zmeni na paru a po
extrakcii sa odpari a zostane Cista silica. Tento spdsob sa dnes povazuje za dokonalej$i ako
destilacia. Niektori odbornici sa domnievaju, Ze tymto procesom vznikaju vysoko kvalitné a
Cisté esencidlne oleje, zatial’ ¢o ini su k takto ziskanym olejom kriticki. Proces vyzaduje
vel'mi nédkladné Specialne vybavenie, a preto st oleje ziskané touto cestou vel'mi tazko do-

stupné a drahé [28].

3.4.7 Mikroextrakcia tuhych faz

Ide o alternativu vysSie spomenutych technik. Tato technika redukuje pouzitie organickych
(toxickych) rozpustadiel a podstatne skracuje dobu extrakcie, pretoze umoziiuje automati-

zaciu postupu pri priprave vzorky. Vyznamnymi znakmi tejto alternativy su jednoduchost’,
nizke obstardvacie a prevadzkové ndklady, rychlost’ a tieZ selektivita a citlivost’ v spojeni s

vhodnou detekénou metodou [32].

3.5 Ylang Ylang

Rod Cananga sa skladé z dvoch druhov rastlin, a to, Cananga vonna a Cananga latifolia. C.

odorata je trvaci tropicky strom, ktory rastie prirodzene v krajinach juhovychodnej Azie, ako
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su Filipiny a Malajzia, a tiez sa prirodzene vyskytuje na niekol’kych tichomorskych ostro-
voch, vratane Australie. Za to, Ze bola zavedena do Ciny, Indie, Afriky a Ameriky vd’aéi

svojmu hospodarskemu vyznamu.

Ylang-ylang je étericky olej z rastliny Cananga odorata, ktory je vyuzivany vo velkom me-
radle vo vonavkéarskom priemysle. Eterické oleje ziskané pomocou parnej destilcie z rast-
liny su pouzivané predovsetkym v kozmetickom priemysle, ale aj v potravinarskom prie-

mysle [33].

Boli vykonané¢ mnohé Studie, ktoré dokumentovali chemické zloZenie esencidlneho oleja
ylang-ylang vytazeného z roznych cCasti C. odorata. V jednom z reportov, bolo preukdzané,
ze ylang-ylang silice obsahuju monoterpénové uhl'ovodiky, monoterpén obsahujuci kyslik,
seskviterpénové uhlovodiky, seskviterpény obsahujuce kyslik, benzenoidy, acetaty, ben-

zoan, a fenoly.

Taktiez boli preukdzané mnohé biologické ucinky vychadzajuce zo zlozenia ylang ylang.
Ide najmi o antibakteridlne, antiprotozoalne, anifungicidne a antioxida¢né ucinky. Tento
olej posobi najmu proti rod. Bacillus, Stafylokokus aureus ¢i dokonca aj beta hemolyticky
streptokok. Taktiez je u¢inny aj na E.coli a Pseudomonas aerigunosa. Olej ylang- ylang po-

sobi aj anti melonogenéze, ¢im pomaha riesit’ kozné problémy, najmé hyperpigmentacie.

Rozsiahly literarny prieskum preukézal, ze C. odorata je lieCiva a aromaticka rastlina, so
Sirokym spektrom farmakologickych u¢inkov, ktoré maji zna¢ny vyznam v pol'nohospodar-
stve a v priemysle so spotrebnym tovarom. Zlozky,ako napriklad O-metylmoschatoline,
liriodenin, kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, germacrene D, a p-karyofylen boli uznané ako
bioaktivne molekuly, ktoré maji antimikrobialne G¢inky. Linalool je d’alSia zlu¢enina, ktora
bola preukazand, ze vykazuje insekticidne a protizapalové ucinky. Okrem toho, Ze sa expe-
rimentdlne preukdzalo, Ze C. odorata ma tiez antibiofilmné, antioxida¢né, antidiabetické,

hmyz odpudzujice, antihyperglykemické, sedativne a relaxa¢né vlastnosti [33].

3.6 Elemi olej

Elemi olej je esencialny olej zo stromu Canarium luzonicum. BezZne sa tieZ pouziva nazov
Manila Gum Elemi. Tento strom sa vyskytuje najmé na Filipinach a v juhovychodnej Azii.

Prvy krat bol olej z tohto stromu extrahovany pomocou vodnej destilacie v roku 1990.

Pomocou Shimadzu chromatografie a spektrofotometrie bolo detegovanych niekol’ko latok,

ktoré tento jedine¢ny olej vytvaraji. Hlavny komponent elemi oleja je limonén. Niektoré
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$tudie hovoria o jeho zastapeni v 23 - 54 %, avak niektoré aj o 80 % zastlipeni. Dalej maju
zastipenie aj o-felandrénne diméry v trans aj cis formach. Tieto diméry st zodpovedné za
fotosenzibilitu oleja. V skimanych vzorkéach boli zastupené aj elemol, sibinén, terpinolén,

elemicin .

Tento esencidlny olej sa vyuziva najmai pri hojeni hnisavych ran, ma antiseptické ucinky, je

mukolyticky a vel'mi sa vyuziva aj pri upokojeni a uzkostiach.

3.7 Geranium

Pelargonium graveolens je druh z rodu Pelargonium a je ¢asto nazyvany pelargénia, pretoze
spadad do rodiny Geraniaceae. P. graveolens je vysoky trvaly aromaticky ker, ktory méze

dosiahnut’ vysku az 1,3 m a laterdlny rast az 1 m [34].

Silica P. graveolens je vo vel'kej miere pouZiva v parfumérii a kozmeticky priemysel. Jedna
sa 0 nepostradatel'ny aromaticky olej, s hlavaymi zlozkami citronellol, geraniol, linalool.

Boli preukazané jeho relaxacné ucinky na hladké svalstvo.

Geranium olej sa tiez stal dolezitym pre starostlivost’ o plet’, pretoZze je dobry pri otvarani
koznych poérov a dokonale ¢isty mastnu plet. Bolo tiez zistené, ze tento olej mdze mat’ pou-
zitie pri znizovani bolesti kvoli postherpetickej neuralgii, ako aj lieCenie tplavice, hemoroi-

dov, zapalu, tazkych menstrua¢nych bolesti, podporuje vylucenie toxinov [34].

V Tadzikistane sa pelargonia pestuje v priemyselnom rozsahu a priblizne 3,5 ton geraniove;j

silice sa vyraba kazdy rok.

Pomocou plynovej chromatografie a spektrofotometrie bolo preukazanych niekol’ko hlav-
nych zloZenie tohto oleja. Najvacsiu zlozku oleja patri linalool. Medzi zakladné komponenty
patri geraniol a citronelol. Kvalitu olej uréuje najmi pomer tychto dvoch zlagenin. Dalej
v oleji nachadzame najmi ruZové oxidy, propionatové éstery a mnohé iné [34].

Jeho vyuzitie je naozaj Siroké. Vyuziva sa pri zazivacich tazkostiach, pri zapaloch mocovo-
pohlavného systému, pri menopauze, na ekzémy a sucht pokozku. Priaznivo pdsobi proti

stresu.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE

4.1 Chemikalie

e Hyaluronan sodny 243 kDa, Contipro

e Hyaluronan sodny 600 kDa, Contipro

e Hyaluronan sodny 1180 kDa, Contipro

e Tween 85, Sigma-Aldrich

e 100% Prirodny étericky olej Elemi (Canarium Iuzonicum, Franctzko), Nobilis Tilia

e 100% Prirodny étericky olej Geranium (Pelargonium graveolens, Egypt), Nobilis Tilia

e 100% Prirodny étericky olej Ylang-Ylang (Canaga odorata var. genuina, Komory), No-
bilis Tilia

e Destilovana voda

4.2 Pomdcky a pristroje

e Analytické vdhy

e Magnetické miesadlo

e Vortex (V-1 plus, Biosan)

e Tenziometer, Kriiss K20 Easydyne

e Konduktometer inoLab Cond 7110

e Rotacny viskozimeter, Myr V2-L

e Zeta sizer Nano ZS, Malvern Instruments,Ltd.

e Plynovy chromatograf, DANI Master GC Fast Gas Chromatograph
e Pipety

e Laboratorne sklo
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S METODIKA

5.1 Priprava vzoriek

Pre experimentalnu ¢ast’ diplomovej prace sa pripravilo 15 vzoriek. Najprv boli pripravené
roztoky hyaluronanu sodného o 3 r6znych molekulovych hmotnostiach (243 kDa, 600kDa,
1180 kDa).

Roztoky hyaluronanu 0,5 % hm. boli rozpustené v 500 ml destilovanej vode za neustaleho

miesania a zohrievania. Po tiplnom rozpusteni boli roztoky vychladené na pokojovi teplotu.

Pripravili sa 3 zasobné roztoky aktivnych latok zmieSanim éterickych olejov (Elemi, Gera-
nium, Ylang-ylang) a neionického tenzidu Tween 85. NamieSali sa v pomere 1:4 (1ml

Tween 85 a 4 ml esencialny olej).
Nasledne sa nachystalo 15 vzoriek (Tab.1). Vzorky sa premiesali ruéne a pomocou vortexu.

Tab. 1 Priprava vzoriek

Molekulova
Cislo Nazov vzorky hmotnost’ Priprava
vzorky HYA
| 243 HYA 243 kDa 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
) ného
) 600 HYA 600 kDa 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
) ného
3 1180 HYA 1180 kDa 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
) ného
4 243 HY A+TWEEN 243 kDa 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
’ ného + 0,2 ml Tween 85
5 600 HY A+TWEEN 600 kDa 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
’ ného + 0,2 ml Tween 85
6 1180 HY A+TWEEN 1180 kDa | 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
) ného + 0,2 ml Tween 85
100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
7. 243 HY A+*TWEEN+ELEMI 243 kDa ného + 1ml roztok aktivnych 1a-
tok(Elemi+Tween 85)
100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
8. 600 HY A*TWEEN+ELEMI 600 kDa ného + 1ml roztok aktivnych la-
tok(Elemi+Tween 85)
100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
9. 1180 HYA+TWEEN+ELEMI 1180 kDa | ¢ho + 1ml roztok aktivnych 14-
tok(Elemi+Tween 85)
100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
10. 243 HY A*TWEEN+GERANIUM 243 kDa ného + 1ml roztok aktivnych latok(Gera-
nium+Tween 85)
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100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
11. 600 HY A+*TWEEN+GERANIUM 600 kDa ného + 1ml roztok aktivnych latok(Gera-

nium-+Tween 85)

100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
12. 1180 HY A*+TWEEN+GERANIUM 1180 kDa | ngho + Iml roztok aktivnych latok(Gera-

nium+Tween 85)

243 HYA+TWEEN+YLANG- 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
13. YLANG 243 kDa ného + 1ml roztok aktivnych 1a-
tok(Ylang-Ylang+Tween 85)
600 HY A+TWEEN+YLANG- 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
14. YLANG 600 kDa ného + 1ml roztok aktivnych 1a-
tok(Ylang-Ylang+Tween 85)
1180 HYA+TWEEN+YLANG- 100ml 0,5%hm roztok hyaluronanu sod-
15. YLANG 1180 kDa | ngho + Iml roztok aktivnych 1a-

tok(Ylang-Ylang+Tween 85)

5.1.1 Skladovanie vzoriek

Hyaluronan sodny sa skladuje v uzavretych nadobach pri teplote 2 - 8 °C, z tohto dovodu
sme vzorky uchovévali v chladnicke. Pred kazdym meranim sa vzorky nechali samovol'ne
vytemperovat’ na laboratérnu teplotu. VSetky metodiky sa stanovovali z 1-krat pripravova-

nych vzoriek.

5.2 Chromatograficka analyza esencialnych olejov

5.2.1 Plynova chromatografia

Plynové chromatografia (GC) je separacna analytickd metoda, ktorou analyzujeme zmesi
plynov alebo latok, ktoré pri 450 °C moZzno previest’ do plynného skupenstva. UmozZiuje
analyzovat’ len latky, ktoré maju dostatony tlak nasytenych par, st tepelne stile a maja
relativnu molekulovi hmotnost’ menSiu nez 1000. GC sa nedd pouZzit’ na separdciu makro-
molekul, organickych a anorganickych soli. V takom pripade sa pouzZiva chemicka zmena

analytu na derivaty, ktoré sa uz pomocou GC daju analyzovat'.

V GC sa vzorka davkuje do pradu pomocného (nosného) plynu, analyzované zlozky sa vy-
paruju a prendSaji d’alej chromtaografickou kolénou vo forme par s pomocou plynu ako mo-
bilnej fazy. Pouziva sa inertny nosny plyn preto interakcia mobilnej fazy a analytu nie je
vyznamna. Separacia zloziek v kolone prebieha na zaklade r6znej schopnosti interagovat’ so
staciondrnou fazou, pretoZe sa kontinudlne distribuuju medzi nosny plyn a stacionarnu fazu

a ich pohyb sa oproti nosnému plynu spomal’uje charakteristicky pre dant zloZku. Detektor
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indikuje zony zloziek ktoré vystupuji z kolony. signal z detektora sa vyhodnocuje a z ¢aso-
vého priebehu intenzity signalu sa ur¢ia analytické charakteristika zloziek analytu a kvanti-

tativne zastupenie zloziek [48].

5.2.2 Plynova chromatografia s plamenovo-ionizaénym detektorom

Detekény princip je zalozeny na zmene elektrickej vodivosti v cele detektora. K ionizacii
molekul zloziek vymytych z kolony dochédza vo vzduchovo-vodikovom plameni, horiacom
medzi dvoma elektrédami, ktoré je pod vplyvom jednosmerného elektrického napatia 300
V. Jeden pdl meracieho obvodu sa privadza k dyze a druhy na zbernu elektrédu. Nosny plyn
sa pred vstupom do dyzy miesa s vodikom, vzduch sa privadza okolo dyzy. Pri prechode
samotného nosného plynu je prid pomerne maly. V pritomnosti organickej zlozky sa elek-
tricky prud zvacsi v zavislosti od poctu id6nov, ktoré sa vytvoria pri horeni v plameni z mo-
lekul analytu. Detektor ma univerzalne pouzitie, deteguje vSetky latky okrem anorganickych
par a plynov, ma velky linearny rozsah. Je ale destruk¢ény, ked’ze zlozky analytu sa vzdy

rozlozia [48].

5.2.3 Chromatograficka analyza esencialnych olejov

Stanovovali sa jednotlivé zloZky troch esencidlnych olejov — Elemi, Geranium, Ylang-ylang
(Obr. 4). Zastipenie jednotlivych zloZiek sa zistovalo na plynovom chromatochrafe DANI
Master GC Fast Gas Chromatograph s kolonou Zebron™ ZB-5MS s kapilarnou kolénou 30
m % 0,25 mm x 0,5 um, nepoldrnou a plamenovym ionizacnym detektorom (FID) (Obr. 5).
Nosny plyn bol dusik s prietokom 25 ml/min., vodik s prietokom 40 ml/min, a vzduch s prie-
tokom 280 ml/min. Teplotny profil bol zvySovany z pociato¢nych 50 °C na 120 °C rychlos-
tou 6 °C/min a do 230°C rychlost'ou 15 °C/min, a na koniec bola teplota kolény 230 °C 15
min. Teplota injektoru pri nastreku bola 200 °C a teplota detektoru bola 270 °C. Celkovy
¢as analyzy bol nastaveny na 35 min. Objem néstreku bol 1 pl vzorky. Vzorky esencidlnych
olejov elemi a geranium boli pripravené zmieSanim 1 ml dichlérmetanu a 1 pl esencialneho
oleja. Vzorka Ylang-ylang bola pripravena zmieSanim 1 ml dichlormetanu a 10 pl esencial-
neho oleja. Tento pomer riedenia sa zvolil pre lepsiu vidite'nost’ pikov a stanovovanych la-

tok. Celkovy €as analyzy bol nastaveny na 34 min.
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Obr. 5 Plynovy chromatograf DANI master GC Fast Gas

Chromatograph

5.3 Stanovenie povrchového napiitia

Strukttra kvapalin je zloZita a jej chovanie vyrazne zavisi od charakteru medzimolekulér-
nych sil v kvapaline. Sily pdsobiace na molekulu v objemove;j faze sa liSia od sil pdsobiacich
v povrchovej vrstve. Ak chceme presunut’ molekulu z objemovej fazy do povrchovej vrstvy,
je potrebné vykonat’ pracu potrebnt k prekonaniu vyslednej sily. Kazdej povrchovej vrstve

tak odpovedd povrchova energia o, ktord je definovana ako préca, ktora je nutné vykonat’,
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aby sa povrch uvazovanej sustavy zvacsil o jednotku plochy pri konStantnom objeme. Vy-
jadruje hodnotu energie pripadajuca na jednotku plochy fazového rozhrania. Povrchova
energia sa vyjadruje rovnicou (1) [35].

0==3 (1)

Kde:

e O povrchova energia [J.m™2]

e dA praca []]

e dS plocha[m?]

Povrchové napiétie vy je definované ako sila F' v rovine povrchu, ktoré pdsobi na jednotku

dizky 1 ,vyjadrena rovnicou (2).

Y= @

Kde:

e y povrchové energia [N.m™!]

e dF elementarna sila [N]

e dl dizka mysleného elementarneho rezu povrchu kvapaliny v rovine kolmej k danému

povrchu [m]

5.3.1 Meranie povrchového napiitia

Povrchové napitie sa da experimentalne stanovit mnoho sposobmi. Metody stanovenia roz-

del'ujeme na statické, semistatické a dynamické.

Statické metddy su zaloZené na pozorovani ustdleného rovnovazneho stavu. To umoziiuje
ziskat’ skutoné rovnovazne hodnoty, €o je vel'mi dolezité pri Stidiu roztokov. Na rovnovaz-
nych rozhraniach je tu odlisna koncentréacia od koncentracie v objemovej fazy, pripadne do-
chédza aj k orientécii molekul. Obidva tieto deje vyzaduju urcitii dobu k ustaveniu, na ¢o nie
je dostatok ¢asu u rychlo obnovujucich sa povrchov. Ak je dosiahnutd rovnovéaha, st hod-
noty povrchového napitia na ase nezavislé a v idedlnom pripade st nezavislé aj na sposobe

merania. NajpouzivanejSie statické metody su :

e metdda kapilarnej elevéacie,

e metdda merania vzostupu kvapalina a zvislej doske,
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e metdoda Wilhelmyho dosticky,
e analyza profilu kvapiek a bublin,

e metdda rotulucej kvapky.

Semistatické metody st podobne ako statické zaloZzené na dosiahnutie rovnovazneho stavu,
v pripade, Ze je rovnovaha nestabilna. Je nutné, aby sa zvolila optimalna rychlost’ potrebn
k priblizeniu sa k rovnovaznemu stavu, aby stanovenie nebolo prili§ dlhé a ziskané vysledky

s blizili k skuto¢nym rovnovaznym hodnotam. Pouzivajui sa :

¢ metdda maximalneho pretlaku v bubline,
e odtrhavajuce metody,

e stalagnometrické metddy.

Dynamické metddy sa pouzivaju pre Stidium vyrazne nerovnovaznych stavov povrchovych
vrstiev kvapalin a sleduju zmeny v povrchovom napiéti a ¢ relaxacnom stave v malom caso-

vom rozmedzi. Pouzivaja sa

e metoda oscilujuceho prudu,
e meranie rozptylu svetla,
e sledovanie kapilarneho vinenia na fazovom rozhrani,

e oscilujuca kvapka [36].

5.3.2 Wilhemyho metoda

Metdda je pomenovana po nemeckom chemikovi a vedcovi Ludwigu Ferdinandovi Wilhel-
mym. Je to odtrhavacia metdda, ktorej principom je meranie sily potrebnej k odtrhnutiu ten-
kej dosticky od fdzového rozhrania. Dosticka definovanych rozmerov, dobre zmécana sta-
novovanou kvapalinou ,ktora sa upevni na vahadlo véh a ponori sa do kvapaliny. Na povrchu
dosticky sa tvori z oboch stran menisky ,ich tvar a maximalna vyska vzostupu je uréena Lap-
lace-Youngovou rovnicou. Pri pohybe dosti¢ky smerom hore je vyvijana sila F, ktora rastie
a tesne pred odtrhnutim dosahuje maxima. Pre tenk( dosti¢ku, ak Sirka je zanedbatel'na
vzhl'adom k jej dizke, pre povrchové napitie plati vztah z rovnice (3).

F
Y =707 3)

"~ 2.l.cosf

V pripade Gplného zmécania (6=0)sa rovnica upravuje na vzt'ah( 4).
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F
Y= “4)

Kde:

e ¥ povrchové alebo medzifazové napétie[N.m™1]

e 1 diZka dosticky [m]

e F sila[N]

Metoda je Gspesne aplikovatel'nd, pri dodrziavani uréitych pravidiel. Kvoli vysoke;j citlivosti
vah musi byt’ obvod dosticky konstantny po celej jej vyske. Z hl'adiska zlozenia a morfologie

musi byt povrch dosticky homogénny.

5.3.3 Stanovenie povrchového napiitia Wilhemyho dostickovou metédou

Povrchové napitie sa meralo Wilhemyho metédou na tenziometri Kriiss K20 Easydyne. Sta-
novenie prebiehalo pri laboratérnej teplote 25°C. Pred kazdym meranim sa platinova do-
Sticka dokladne oplachla destilovanou vodou a acetonom a nésledne vyzihala nad plameniom
az do oranzového zafarbenia dosticky. Dostic¢ka sa zavesila na drziak a pomocou ota¢avého
kolieska na boku pristroja sa posunula kadicka so vzorkou tak, aby sa hladina vzorky takmer
dotykala dosti¢ky. Pred meranim bola hladina vzorky ustalena a doSticka v pokoji. Po spus-
teni merania sa dosticka klesla pod povrchovi vrstvu vzorky a zmeria 10 hodndt, z ktorych
sa zobrazila priemernd hodnota povrchového napétia. Vysledky merania su uvedené ako

priemery a smerodajné odchylky desiatich merani jednej vzorky.

Obr. 6 Tenziometer Kriiss K20 Easydyne
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5.4 Stanovenie viskozity

5.4.1 Viskozimetria

Viskozita je zakladnou veli¢inou v reologii. Charakterizuje tokové napitie a urcuje mieru
vnutorného odporu materialu vo¢i vnitornému zat'azeniu, tzv. odpor proti toku. Podl'a zat’a-
Zenia ju rozliSujeme na smykovu a elongacnu viskozitu. Podl'a spdsobu merania sa rozdel'uje

na dynamicku a kinematickt viskozitu, ktoré su vzajomne zavislé [37].

Smykové napitie (5) je vyvolané vnatornym trenim, teda viskozitou kvapaliny. Je umerne

zmene rychlosti v smere kolmom na smer pohybu podl'a Newtonovho vztahu.
T=ng )
Kde:
e T Smykové napitie [Pa]
e M dynamicka viskozita [Pa. s]
o Z—; gradient rychlosti v smere kolmom na smer pohybu

Dynamicka viskozita n je definovand ako tangencialna sila posobiaca na jednotku plochy,
ktora je potrebna k posunu jednej vrstvy kvapaliny oproti druhej vrstve, udrzovanej v jed-

notkovej vzdialenosti [38].

Kinematicka viskozita je definovand ako pomer dynamickej viskozity a hustoty danej latky.

Je definovana vztahom (6) [39].
n
VvV =- 6
p (6)

Kde:

e V Kineticka viskozita [m?.s71]

e 1M Dynamicka viskozita [Pa. s]

e p Hustota kvapaliny [kg/m?]
Viskozita sa meria mnohymi spdsobmi [40].

Pristroje pouzivane k meraniu viskozity sa rozdel'uji do nasledovnych kategorii [41]:

e Kapilarne viskozimetre


https://sk.wikipedia.org/wiki/Kilogram
https://sk.wikipedia.org/wiki/Kubick%C3%BD_meter
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e Rotacné viskozimetre

e Padové viskozimetre

e Vibra¢né viskozimetre

e Ultrazvukové viskozimetre

e Vysokoteplotné smykové viskozimetre

V tejto praci sa meranie viskozity prevadzalo pomocou rotacného viskozimetra, preto mu

bude venovana vicsia pozornost’.

5.4.2 Rotaény viskozimeter

Pracuje na principe merania sily, nutnej k otacaniu valca alebo iné¢ho rota¢ného telesa pono-
rené¢ho do kvapaliny. vreteno sa otaca pevnou a dobre definovanou rychlostou. namerana
sila sa udava v mPa.s. Meranie moze prebiehat pomocou réznych druhov rota¢nych vretien,
umoznuje vel’ky rozsah rychlosti, ¢o umoziuje velkl variabilitu merani. Pri newtonovskych
kvapalinach u ktorych ich hodnota nezavisi na tokovych podmienkach ( velkost’ vretena
a rychlost’ otaCania) sa dé urcit’ presna a jednoznacne definovana viskozita. U nenewtonov-
skych kvapalin sa nestanovi len jedna hodnota viskozity. Viskozitnd charakteristika sa da
popisat’ pomocou tokovej krivky alebo s pomocou relativnej viskozity To je ¢islo ktoré
udava hodnotu zdanlivej viskozity za presnych experimentalnych podmienok. (rovnakeé vre-
teno, rovnaky objem vzorky, rovnakd nadoba, rovnaka rychlost’ otacok, rovnaké teplota).

PouZziva sa ku stanoveniu rozdielu medzi réznymi vzorkami kvapalin [42].

5.4.3 Stanovenie viskozity

Viskozita vzoriek sa stanovila pomocou rota¢ného viskozimetra Myr V2-L Tento pristroj
meria dynamicku viskozitu kvapaliny. Je vhodny pre rychle stanovenia viskozity. Meranie
bolo realizované pri teplote laboratornej teplote 25°C. Princip stanovenia spociva v tom, ze
vreteno (Spindl) je ponorené do testovaného vzorku a meria sa sila, ktora je potrebna k pre-
konaniu odporu toku kvapaliny. Vysledkom odklonu vretena od pruziny a rychlosti rotacie
je otacavy moment, ktory je priamo odc¢itany ako hodnota viskozity v mPa.s . Meralo sa pri
roznych rychlostiach od 1,5 - 100 rpm. Pri merani viskozity sa pozorovala zavislost’ smyko-

vej rychlosti a viskozity.
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Obr. 7 Viskozimeter Myr V2-L

5.5 Stanovenie vel’kosti ¢astic

5.5.1 Rozptyl svetla

Rozptyl svetla je primarnou metddou pouzivanou k charakterizacii molekulové hmotnosti a

velkosti molekual.

Medzi metédy analyzy pomocou statického rozptylu svetla patri Sirokouhly a viacuhlovy
rozptyl svetla. Staticky rozptyl svetla umoziuje priame meranie pripadne extrapolaciu na
nulovu koncentraciu, ¢im sa da zistit’ priemerna molekulova hmotnost’, polydisperzita, po-
lomer zotrvacnosti (gyra¢ny polomer), polomer ota¢ania, tuhost’ retazca, stupeni vetvenia

alebo molekuldrnu expanziu [43].

5.5.2 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (niekedy oznacovany ako foténova korelacna spektroskopia alebo
elasticky rozptyl svetla) je technika na meranie velkosti Castic typicky v sub-mikrénovej

oblasti.

Dynamicky rozptyl svetla meria Brownov pohyb a vztahuje sa na vel'kost’ ¢astic. Brownov
pohyb je ndhodny pohyb castic v désledku bombardovania molekulami rozpustadla, ktoré
ich obklopuju. Normalne sa DRS zaobera meranim &astic suspendovanych v kvapaline. Cim
vécSia je Castica, tym pomal$i bude Brownov pohyb. MenSie Castice su pohanané moleku-

lami rozpustadla a tym sa pohybuju rychlejsie.
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Pre DLS je potrebnd presne zndma teplota, pretoze sa vyzaduje znalost’ viskozity (viskozita
kvapaliny zavisi od jej teploty). Teplota tiez musi byt stabilna, inak konvekéné prady vo

vzorke sposobia ndhodné pohyby, ktoré znicia spravnu interpretaciu vel'kosti.

Analyza prebieha pomocou dopadu monochromatického svetla, viac¢Sinou z laserového
zdroja do roztoku s Casticami, ktoré konaju Brownov pohyb. Ddjde k interakcii svetla s Cas-
ticami k interferencii a k Dopplerovemu posunu. Vysledkom je zmena frekvencie rozptyle-
ného ziarenia oproti primarnemu Ziareniu, ktora suvisi s vel'’kost'ou castic. Ked'Ze sa Castice
v kvapaline pohybuju, bude podl'a Dopplerovho principu dopadat’ na detektor svetlo s vys-
Sou alebo nizsou frekvenciou podla toho ¢i sa Castice pohybuju smerom k detektoru alebo
od detektoru. Meni sa vzdialenost’, ktord musi rozptylene svetlo k detektoru urazit’ a toto
svetlo potom moze interferovat’ v zavislosti na vzdialenost medzi Casticou a detektorom.
Vysledkom je fluktudcia intenzity rozptyleného Ziarenia okolo jej priemernej hodnoty. Cim
sa budu castice pohybovat’ rychlejsie, tym rychlejsie bude dochadzat’ ku zmene intenzity
rozptyleného svetla. rychlost’ tychto zmien zavisi na vel'kosti molekul, teplote a viskozite

rozpustadla ako bolo uz spominané.

Na meranie vel'kosti ¢astic v diplomovej prace bol pouZity Zetasizer Nano ZS od firmy Mal-
vern (UK), ktory meria velkost’ Castic, deteguje intenzitu rozptyleného svetla pod uhlom
173°, teda pri spatnom rozptyle. Meranie pri spiatnom rozptyle je prospeSne. Laserovy pa-
prsok nemusi pri merani prechadzat’ celou vzorkou, ¢im znizuje pdsobenie mnohonasobného
rozptylu. Uéinok mnohonasobného rozptylu je minimalny pri 180,tzn Ze pri 173° umoziuje

merat’ koncentrovanejSie vzorky [44].

Nedostatkom metody DLS je jej citlivost’ na pritomnost’ roznych typov agregatov a necistot.
Prach a vicSie Castice mozu sposobit’ interferenciu, ktora moze ovplyvnit’ vyslednu vel'kost’

Castic vo vzorke [45].

5.5.3 Stanovenie vel’kosti ¢astic

Ako bolo uz spominané, pre meranie velkosti castic vzoriek bolo pouzité zariadenie Zetasi-
zer Nano ZS. Tato metdda je zalozena na rozptyle svetla. Pred samotnym meranim sa nasta-
vila hodnota refrakéného indexu pre hyaluronan, ktora je 1,6666. Meranie bolo realizované

pri teplote 25 °C.

Nameralo sa vSetkych 15 vzoriek, z hl'adiska spravnosti a presnosti vysledkov st zverejnené

a diskutované¢  vysledky =~ merania  vzorieck = 243 HYA, 243 HYA+TWEEN,
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243 HYA+TWEEN+ELEMI, 243 HYA+TWEEN+GERANIUM, 243 HY A+TWEEN+
YLANG-YLANG. Hodnoty stanovenia vel'kosti castic u HYA s vy$Sou molekulovou hmot-
nost’ou (600 kDa, 1180 kDa) boli mimo rozsah zariadenia Zetasizer, preto su tieto vysledky

chybné a nepravdivé a vo vysledkoch nebudu zverejiiované.

Na stanovenie sa pouzivali Standardné kyvety, do ktorych sa pipetovali vzorky dvakrat
prefiltrované cez filter. Rovnako bola prefiltrovana aj destilovana voda, ktoré sa pouzila na

riedeni vzoriek.

Vzorky boli nasledne pripravené: Vzorky Cistych roztokov HY A sa nachystali zmieSanim
50 ul vzorky a 1 ml dH20O. U vzoriek roztokov HY A so zmesami aktivnych latok sa zmiesSalo

25 pl vzorky a 1 ml dH>O.

Kyveta sa pred vloZenim do zariadenia ocistila pomocou obrtska, kvoli odstraneniu necistot
a vlhkosti, ktoré by mohli spdsobit’ chyby vo vysledkoch. Vysledné data boli automaticky

zaznamenané do programu Zetasizer.

5.6 Stanovenie zeta potencialu

5.6.1 Zeta potencial

Vznik sietového néboja na povrchu Castic ovplyviiuje distribuciu i6nov okolo meziplosne;j
oblasti, co mé za nasledok zvySenu koncentraciu opacnych iénov (i6nov s opaénym nabo-
jom, nez ma Castica) tesne u povrchu. Okolo kazdej castice existuje elektricka dvojvrstva.
Vrstva kvapaliny obklopujuca cCasticu existuje v dvoch oblastiach : vnlitorna oblast’, nazy-
vana Sternova vrstva, kde st 16ny silno viazané a vonkajSia difiizna oblast’, kde st i6ny slab-
Sie viazané. Vnutri difuznej vrstvy existuje teoreticka hranica, v ktorej i6ny a Castice tvoria
stabilnt jednotku. Ked’ sa ¢astice pohybuju (napr. kvoli gravitacii), idny vo vnutri hranice
sa pohybuju s fou, ale vSetky 160ny za hranicou s Casticou neputuju. Tato hranice sa nazyva
povrch hydrodynamického smyku, nebo rovina sklzu. Potencidl, ktory existuje na tejto hra-

nici, je znamy ako zeta potencial.

Hodnota zeta potencidlu indikuje mozné spravanie disperzie a naznacuje potencialnu stabi-
litu koloidného systému. Castice s potencidlom zeta kladnejsim ako +30 mV, alebo zapo-
mej$im ako -30 mV sa povazuju za stabilné a nemaju tendenciu flokulovat. Castice, ktoré

maju zeta potencidl medzi —30mV az +30 mV, vykazuji tendenciu ku koagul4cii.
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Tato skutocnost’ je najvyraznejSia v izoelektrickom bode, ked’ sa zeta potencial rovna 0 mV.
Existuje mnoho faktorov, ktoré maju vplyv na zeta potencial, ako je typ Castic, koncentracia
Castic, pozadia elektrolytu, pridavanie d’alSich latok (fazké kovy, povrchovo aktivne latky
atd’.). Hlavny vplyv na hodnoty zeta potencidlu ma pH. So zmenou pH moézeme dosiahnut’
stabilny alebo nestabilny systém. Meranie zeta potencialu je tiez metoda, ktord ndm umoz-
nuje ziskat’ predstavu o charaktere samotného povrchu ¢astic a potom aj o procesoch prebie-
hajucich na tomto povrchu (napr. adsorpcia), i6novi vymenu, modifikaciu. Experimenty
spojené s meranim zeta potencidlu su d’als$im faktorom, ktory nam pomaha vysvetlit’ principy

povrchu Castic a interakcie okolia [46] [47].

5.6.2 Stanovenie zeta potencialu

Zeta potencial sa tiez meral na pristroji Zetasizer Nano ZS (Obr. 6). Pred samotnym meranim
sa nastavila hodnota refrak¢ného indexu pre hyaluronan, ktora je 1,6666.Meranie bolo rea-
lizované pri teplote 25 °C. Vzorky sa plnili do kyvety s elektrodou. Pri jej plneni sa dbalo
na to, aby kyveta bola naplnena po rysku a aby v nej neboli bubliny vzduchu. Po naplneni

sa dokladne ocistila od necistot.

Meralo sa 15 vzoriek. Vzorky ¢istych roztokov HY A sa pripravili nariedenim 1,5 ml vzorky
a 3 ml dH20.Vzorky roztokov HY A so zmesami aktivnych latok sa pripravili z 300 pl vzorky

a 3 ml dH20. Vysledky stanovenia boli automaticky zaznamenané v programe Zetasizer.

br. 8 Zetasizr Nano ZS '
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5.7 Stanovenie vodivosti

Hodnoty vodivosti boli namerané na konduktometri inoLab Cond 7110. Kazda vzorka bola
zmerana pomocou vodivostnej meriacej cely, ktord bola ponorend do vzorky. Po zapisani

vysledkov bola oplachnuté destilovanou vodou az do ustalenia mernej hodnoty.

Obr. 9 Konduktometer inoLab Cond 7110
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6 VYSLEDKY A DISKUZIA

6.1 Chromatograficka analyza esencialnych olejov

V tejto Casti diplomovej prace si zhrnuté vysledky analyz esencidlnych olejov Elemi, Gera-
nium a Ylang-ylang. Zastupenie latok v esencidlnych olejoch su vyhodnotené v tabul'kach

a grafoch, ktoré boli zaznamenané do programu pocas samotnej analyzy.

6.2 Chromatograficka analyza esencialneho oleja elemi

Tabul'kové hodnoty percentualneho zastlipenia jednotlivych konstituentov esencidlneho
oleja st nasledujuce : (+)- Limonene 26,9-65,0 %, elemol 2,8-17,3 %, a-phellandrene 4,3-
15,1 %, elemicin 1,8-10,6 %, p-cymene 1,4-7,7 %, o- pinene 0,4-5,4 %, 1,8-
cineole <2,5 %, B-myrcene 0,6-2,4 %, B-phellandrene 0,8-1,6 %, sabinene 1,3-5,9 %, [3-
pinene 0,3-1,0 %, methyleugenol 0,2-0,3 %.

Z nameranych hodnot vyplyva, Ze obsah najviac zastipenej zlozky (limonen) odpoveda ta-
bulkovym hodnotdm, ktoré st uvedené vyssie. Z obsahu d’alSich konstituentov sa moze
uviest’ p-cymene, jeho zastupenie sme namerali v rozsahu 2,8 %. Tato hodnota odpoveda
taktiez intervalu tabulkovych hodndt Standardu. V pripade terpineolu sme namerali obsah
2,2 %. Tabul'kova hodnota vSak v literatire dohl'adand nebola. V pripade konstituentu B-
pinen sme namerali hodnotu 0,2 %. V tomto pripade s pohybujeme mimo hodnoty uvedené
v Standarde. To mohlo byt sposobené nepresnost’ou merania, pripadne nespravnym odpoci-
tanim. Taktiez je treba zdoraznit’ podmienky pestovania vychodzej suroviny, na ktorej je
obsah konstituentov zavisly. V pripade konstituentov -myrcen sme namerali hodnotu, ktora
je na spodnej hranici tabul’kového intervalu. Obsah d’alSich tabulovanych konstituentov nie
sme schopni kvantitativne popisat’, lebo nie su prislusné Standardy. Z nameranych vysledkov

vyplyva, Ze stanovovany esencidlny olej Elemi odpoveda Standardom.
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Tab. 2 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Elemi
Esencidlny olej - elemi
Retencény ¢as | Plocha Retencny ¢as | Plocha
Nazov zlozky Nazov zlozky
[min] [%o] [min] [%o]

a-Pinen 8,74 0,4] | Terpineol 14,453 2,2
p-Pinen 9,887 0,2 | Citronellol 14,783 0,2
B-Myrcen 9,963 0,6 ] | Karvon 15,163 0,5
p-Cymen 10,98 2,81 | Karvakrol 15,773 0,3
Limonen 11,12 55] | B-Karyofylen 17,343 0,3
Linalool 12,55 0,1] | a-Humulen 17,697 0,1
Terpinen-4-ol 14,25 0,8
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Obr. 10 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Elemi

6.2.1 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Geranium

5]
=
E
-
‘ | =
3 s s
c
c o c T8 = — S 5
@ cp O < e E
£ ‘;% £ = Eg ] 3 8 3
& x | 8 ca & & = < T '
& i Al = e g8 e ¢ 8 & |
= B ﬁt | 5 e 2 s ) |
o A Sl T oL 1 1 |
T r - -
10 12 14 16 18
Time

Tabul’kové hodnoty jednotlivych konstituentov esencidlneho oleja Geranium st nasledovné:

citronellol 24,8-27,7%, geraniol 15,7-18,0%, linalool 0,5-8,6 %, citronellyl formate 6,5-6,7

%, isomenthone 5,7-6,1 %, 10-epi-y-eudesmol 5,5-5,7 %, geranyl formate

3,6-3,7 %,

geranyl butyrate 1,5-1,9 %, geranyl tiglate 1,5-1,9 %, B-karyofylen 1,2-1,3 %, Guaia-6,9-

diene 0,3-1,2 %, germacrene D 0,3-1,2 %, geranyl propionate 1,0-1,1 %,

0,9-1,0 %, 2-phenylethyl butyrate 0-1,0 %.

(Z)-Rose oxide

Z nameranych hodnot sa zistilo, Ze najobsiahlejSia zlozka v esencidlnom oleji Geranium je

citronellol s obsahom 33,4 %.T4to hodnota prevySuje hodnoty uvedené v Standarde. Pri¢ina

velkej odchylky nameranych hodndt a Standardu méze byt zapricineny chybami pri merani,
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klimatickymi alebo pestovatel'skymi podmienkami. Dalsi z hlavnych konstituentov je gera-
niol s obsahom 13 %, ktory odpoveda intervalu tabulkovych hodnét. Medzi d’alSie konsti-
tuenty patri linalool s obsahom 4,3 % a -karyofylen s obsahom 1,2. Obidve zlozky su v in-
tervale s porovnavanym Standardom. Geranial s obsahom 7,9 % a benzyl acetat s obsahom
2,2 % v porovnavacej literatire neboli uvedené. Obsah d’alSich tabulovanych konstituentov

nemozno kvantitativne popisat, z dovodu chybajucich Standardov pre ich stanovenie.

Tab. 3 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Geranium

Esencidlny olej - Geranium

7 . Reten¢ny ¢as | Plocha . . Retencny ¢as | Plocha
Nazov zlozky . [%] Nazov zlozky et [%]
a-Pinen 8,723 0,6 ] | Geranial 15,403 7,9
B-Myrcen 9,95 0,1 trans-Anethol 15,727 2,7
p-Cymen 10,97 0,1] | Eugenol 16,457 0,2
Limonen 11,103 0,21 | Vanilin 16,94 1,3
Linalool 12,633 4,31 |1 B-Karyofylen 17,34 1,2
Citronellal 13,63 0,1] | Bisabololoxid-A 17,417 0,2
Benzyl acetat 13,833 2,21 | a-Humulen 17,697 0,3
Terpinen-4-ol 14,247 0,1] | p-Farnesen 17,747 0,3
Citronellol 14,773 33,4] | o-Zingiberen 17,92 1,9
Geraniol 15,113 13] | Benzyl benzoat 20,423 0,1
Karvon 15,28 0,2
[mv]
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Obr. 11 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Geranium
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6.2.2 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Ylang-ylang

Tabulkové hodnoty Standardov jednotlivych konstituentov esencidlneho oleja Ylang-ylang

z porovnavaného zdroja [20] st nasledovné:

Germacrene D 28,2 %, benzyl benzoate 9,1 %, (E,E)a-farnesene 8,6 %, benzyl 7,9 %, lina-
lool 7,4 %, B-Karyofylen 7,1 %, geranyl acetate 3,7 %, p-cresyl methyl ether 3,3 %, (E,E)-
farnesyl acetate 2,6 %, a-caryophylenne 2,5 %, (E)-cinammyl acetate 2,4 %, (E,E)-farnesol
2,3 %, methyl benzoate 2,0 %, (Z)-3-hexen-1-yl- benzoate, 1,6 %, bicyclogermacrene 1,0

%, a-cadinol 1,0 %, 3-methyl-2-bute-1-yl acetate 1,0 %, isoeugenol 0,2 %.

Z nameranych hodnot vyplyva, Ze najobsiahlejSia zlozka esencialneho oleja Ylang-ylang je
a-Zingiberen s obsahom 20,7 %. Tento konstituent sa nenachadza v porovnavacich Standar-
doch, ani vo vyhl'adavanej literature. Konstituent sa mohol dostat’ do vzorku pri vyrobnych
procesoch esencialneho oleja alebo chybou, ktora mohla nastat’ pri merani. Dalsi z najob-
siahlej$i konstituentov je linalool s obsahom 9,9 %, ktory je vys$si ako hodnoty zo Standardu.
Hodnotu zlozky B-Karyofylen bola namerana v obsahu 9,2 %, ktora bola taktiez vyssia ako
hodnoty Standardu. Benzyl acetat bol namerany v obsahu 6,9 % a benzyl benzoat v obsahu
7,2. V obidvoch pripadoch je obsah konstituentov nizsi ako sa udéva v Standardoch. Roz-
dielnost’ porovnavacich hodnét mohlo byt spdsobené nepresnostou merania, pripadne ne-
spravnym odpocitanim. Taktiez je treba zdoraznit’ podmienky pestovania vychodzej suro-
viny, na ktorej je obsah konstituentov zavisly. Obsah d’alSich tabulovanych konstituentov
nemozno kvantitativne popisat, z dovodu chybajucich Standardov pre ich stanovenie.

Tab. 4 Chromatograficka analyza esencidlneho oleja Ylang-ylang

Esencidalny olej - Ylang-Ylang

Nazov zlozky Ret‘;l:néil;}]’, Bt Pl[(;/il]la Nazov zlozky Ret?lfil:l)]? s Pl[(;/il]la
a-Pinen 8,73 0,2] | trans-Anethol 15,687 0,2
p-Pinen 9,88 0,1 Eugenol 16,453 0,3
p-Myrcen 9,953 0,1] | Vanilin 16,923 0,8
p-Cymen 10,85 5,41 | B-Karyofylen 17,34 9,2
Limonen 11,147 0,1 o-Humulen 17,697 2.3
Eukalyptol 11,23 0,2] | p-Farnesen 17,85 1
Linalool 12,64 9,9] | o-Zingiberen 17,92 20,7
Benzyl acetat 13,843 6,9] | trans-Nerolidol 20,17 0,3
Terpinen-4-ol 14,447 0,2] | a-Bisabolol 20,35 0,2
Geraniol 15,11 0,6 | Benzyl benzoat 20,483 7,2
Karvon 15,22 0,1
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Obr. 12 Chromatograficka analyza esencidlneho oleja Ylang-ylang

6.3 Stanovenie povrchového napiitia

Namerané vysledky povrchového napétia st uvedené v nasledujucich tabulkach. Boli na-
merané¢ hodnoty povrchového napétia utroch molekulovych hmotnosti HYA,
HYA+TWEEN a HY A+TWEEN-+esencialny olej. V pripade vzorieck HY A mézeme konsta-
tovat,, Zze doslo ku zniZeniu povrchového napétia oproti rozpustadlu (vody). Vyraznt od-
chylku od tohto tvrdenia je moZné n4jst’ pre vzorku HYA o molekulovej hmotnosti 600
kDa. V tomto pripade ubytok povrchového napitia bol oproti rozpustadlu nepatrny. Tento
vysledok mohol byt sposobeny nepresnou pripravou meranej vzorky alebo nedokonalym
vyc¢istenim meranej platinovej dosticky. Mozeme vSak povedat’, ze vzorka bola merané opa-
kovane, kde doslo k od¢itaniu rovnakych hodnot. V pripade roztoku HY A+TWEEN 85 do-
Slo k d’alSiemu vyraznému zniZeni hodnét povrchového napétia. Hodnoty tychto povrcho-
vych napéti osciluju okolo 37mn/m a tato hodnota nezavisi na molekulovej hmotnosti kyse-
liny hyalurénove;j. V pripade pridavku rastlinnych extraktov dochadza k d’alSiemu zniZeniu
povrchového napdtia. V pripade esenciadlneho oleja elemi bola dosiahnutd hodnota 30,9
mN/m pre roztok HYA o molekulovej hmotnosti 243 kDa. V pripade HY A o molekulove;j
hmotnosti 600 kDa bola namerand hodnota 31,8 mN/m a pre HYA 1180 kDa hodnota 33,9
mN/m. Z tychto vysledkov plynie, Ze so zniZujicou sa molekuldrnou hmotnostou HYA
klesa v pripade esencialneho oleja Elemi aj povrchové napétie vysadného roztoku. Podobny
trend mbézeme pozorovat’ aj pre esencialny olej Geranium. Je vSak nutnost’ zdoraznit’, ze

rozptyl hodnot povrchového napdtia v zavislosti na molekulovej hmotnosti HY' A, nie je vy-
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razny. V pripade esencialneho oleja Ylang-ylang dochddza k rovnakym zdverom. To zna-
men4, Ze hodnota povrchového napiti roztoku klesa so znizujucou molekulovou hmotnostou

pouzitej kyseliny hyalurénove;.

Tab. 5 Namerané hodnoty povrchového napdtia

Molekulovd hmotnost’ vzorky 243kDa Molekulovd hmotnost’ vzorky 600kDa  Molekulovi hmotnost’ vzorky 1180k

Vzorka IFT [N/m] Vzorka IFT [N/m] Vzorka IFT [N/m
HYA 57,710,07 HYA 70,20+0,09 HYA 59,50+0,29
HYA+TWEEN 37,80+0,05 HYA+TWEEN 36,90+0,09 HYA+TWEEN 37,50+0,19
HYA+TWEEN+ HYA+TWEEN+ HYA+TWEEN+

ELEMI 30,9010,06 ELEMI 31,80+0,09 ELEMI 33,9010,17
HYA+TWEEN+ HYA+TWEEN+ HYA+TWEEN+

GERANIUM 31,10+0,07 GERANIUM 31,50+0,08 GERANIUM 32,40+0,13
HYA+TWEEN+ HYA+TWEEN+ HYA+TWEEN+
YLANG-YLANG 32,50+0,09 YLANG-YLANG 33,60+0,09 YLANG-YLANG 35,810,2

6.4 Stanovenie viskozity

Vysledky merania viskozity vzoriek su uvedené v tabul’kach a grafoch vyssie. Z nameranych
vysledkov plynie, ze viskozita roztoku HYA vel'mi vyrazne zavisi na jeho molekulovej
hmotnosti. V pripade molekulové hmotnosti 243 kDa sa pohybuje okolo 18 mPa.s, pre
600 kDa je to priblizne 95 mPa.s, a pre molekulovi hmotnost’1180 kDa dosahuje hodnota
viskozita priblizne 1000 mPa.s. Tento vysledok odpoveda tabul’kovym hodnotdm a praktic-
kému pouzitiu HYA. Je zreymé, Ze pre rozne aplikécie su potrebne rozne viskozity kozme-
tickych prostriedkov. Nasou tlohou bolo, skiimat’ vplyv pridanych prirodnych extraktov na
celkovll hodnotu viskozity, to znamena sledovanie jej vzajomnej interakcie. Z nameranych
vysledkov vyplyva, Ze HY A o molekulovej hmotnosti 243 kDa nedochéddza k Ziadnym vy-
raznym zmenam viskozity so zmenou zloZenia meraného roztoku. Inak povedané, pridavok
tenzidu tween 85 a pridavok esencialnych olejov Elemi, Geranium, Ylang-ylang vyraznym
spdsobom nemeni hodnotu viskozity vzoriek. K podobnému zaveru dochadza aj v pripade
HYA o molekulovej hmotnosti 600 kDa. Z nameranych vysledkov plynie, Ze dokonca
s pridavkom surfaktantu Ttween 85 dochddza k miernemu nérastu hodndt viskozity, co plati
aj pre pridavok esencidlneho olej Elemi a Ylang-ylang. V pripade esencialneho oleja Gera-
nium viskozita naopak mierne klesla. Celkom rozdielny zaver plynie z merania viskozity
HYA o molekulovej hmotnosti 1180 kDa. Z nameranych hodndt je zrejmé, Ze pridavok
tenzidu Tweenu 85 vyrazne zniZzuje hodnoty viskozity z pdvodnych priblizne 1000 mPa.s na
680 mPa.s. Tento bytok mdze byt dosledkom vzajomnej interakcie surfaktantu a ret'azca

polysacharidu o takto vysoké molekulové hmotnosti. Dalej je nutné povedat, Zze hodnoty
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viskozity sa stale znizuju aj s pridavkom esencialnych olejov. K najvac¢siemu poklesu name-
ranej viskozity doslo v pripade pridavku esencialneho oleja Geranium, kde namerané hod-

noty dosahovali priblizne 500 mPa.s., ¢o je polovica hodnoty viskozity pre pdvodny roztok HYA.

Tab. 6 Namerané hodnoty viskozity (243kDa)

Molekulova hmotnost’ vzorky 243kDa

Vzorka ?’ymcﬁit(::t? VARG
5] [mPA.s]
30 16
HYA 50 18
60 18
100 20
30 16
HYA+TWEEN 20 16
60 18
100 19
20 18
HYA+TWEEN+ELEMI 30 17
50 18
60 19
20 21
30 18
HYA+TWEEN+GERANIUM < 6
60 19
20 18
30 18
HYA+TWEEN+YLANG-YLANG < 3
60 19
23
22
- 21 HYA
< 20
& ¥ HYA+TWEEN
g 18 X X K HYA+TWEEN+ELEMI
517
£ 16 HYA+TWEEN+GERANIUM
=15
14 X HYA+TWEEN+YLANG-
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Obr. 13 Graf zavislosti viskozity na Smykovej rychlosti (243kDa)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60
Tab. 7 Namerané hodnoty viskozity (600kDa)
Molekulova hmotnost’ vzorky 600kDa
Smy: Visko- Smy: Visko-
kova . kova 3
Vzorka rychlost zita Vzorka rychlost zita
[s"] [mPA.s] s [mPA.s]
6 83 5 87
10 92 6 87
HYA 12 93 10 88
20 96] | HYA+TWEEN+GERANIUM 12 87
30 96 20 91
50 96 30 94
5 101 50 92
6 98 5 114
10 107 6 117
HYA+TWEEN 12 108 HYA+TWEEN+YLANG 10 114
20 108 YLANG 12 115
30 108 20 116
50 106 30 116
5 95 50 115
6 98
10 98
HYA+TWEEN+ELEMI 12 99
20 101
30 103
50 100
130
125
120
X X
i i
<
% 105 HYA
s 100 HYA+TWEEN
95
= HYA+TWEEN+ELEMI
» 90
> 85 HYA+TWEEN+GERANIUM
80
75 X HYA+TWEEN+YLANG-YLANG
70
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
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Obr. 14 Graf zavislosti viskozity na Smykovej rychlosti (600kDa)
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Tab. 8 Namerané hodnoty viskozity (1180kDa)

Molekulova hmotnost’ vzoriek 1180kDa

Smy: Visko- Smy: Visko-
kova . kova 5
Vzorka rychlost zita Vzorka rychlost zita
[s"] [mPA.s] [s7] [mPA.s]
1,5 1009 2 482
2 1009 2,5 504
HYA 2,5 953 3 510
3 999] | HYA+TWEEN+GERANIUM 4 519
4 976 5 516
5 958 6 523
2,5 683 10 512
3 657 1,5 633
HYA+TWEEN 4 664 2 633
2 657 HYA+TWEEN+YLANG- 2 633
6 646 1y ANG 3 625
1,5 367 4 616
2 570 5 607
2,5 578 6 598
HYA+TWEEN+ELEMI 3 588
4 604
5 600
6 601
1100
1000
— 900
% 800 HYA
= 700
o xxx8® 9 HYA+TWEEN
8 Egg e HYA+TWEEN+ELEMI
)
> 00 HYA+TWEEN+GERANIUM
300 XHYA+TWEEN+YLANG-YLANG
200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Smykova rychlost [s]

Obr. 15 Graf zavislosti viskozity na Smykovej rychlosti (1180kDa)
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6.5 Stanovenie vel’kosti castic

Pre nami pripravené vzorky bola merana hodnota velkosti ¢astic pomocou pristroja Zetasi-
zer. Vysledné hodnoty st sithrne uvedené v nasledujtcej tabul’ke distribu¢na funkcia vel-
kosti Castic je graficky zndzornena v nasledujucich grafoch. Z vysledkov plynie, ze pre HY A
1180 kDa a 600 kDa vychadza hodnota velkosti Castic na samotné hranici meratel'nosti,
pripadne az za fiou. Rovnako to mézeme povedat’ o vSetkych d’alSich vzorkach, ktoré z
tychto roztokov vychadzaju. Jedinou hodnovernou merate'nou vzorkou bola HY A o mole-
kulové hmotnosti 243 kDa. Z vysledkov plynie, ze priemerna velkost’ astic bola  326,6
nm. Po pridani surfaktantu Tween 85 doslo vzdjomnou interakciou k narastu strednej hod-
noty vel'kosti Castic na 567 nm. Po pridavku prirodnych extraktov doslo vplyvom interakcie
k d’alSiemu vyznamnému ndrastu strednej hodnoty velkosti Castic, tak ako je uvedené v ta-
bulke (Tab. 9). Je nutné poznamenat’ ze uvedené hodnoty nie st u tychto troch vzoriek cel-
kom presné, lebo sa nachadzajii na samotnej hranici meratel'nosti pristroja. Obecne vSak
mozeme povedat, Ze pouzivané esencialne oleje vplyvom interakcie s HY A vyrazne zvySuje
jej velkost castic.

Tab. 9 Namerané hodnoty velkosti castic (243kDa)

Molekulova hmotnost’ vzoriek 243kDa

Vzorka Velkost €astic [d.nm]
HYA 326,6
HYA+TWEEN 567
HYA+TWEEN+ELEMI 2341
HYA+TWEEN+GERANIUM 1775
HYA+TWEEN+YLANG-YLANG 1664

Size Distribution by Intensity

| I I I .................. ‘ ................. , ........

O T rrrmm e R R R

Intensity (Percent)

04 i i :
0.1 1 10 100
Size (d.nm)

Record 38: Hya 243 kDa 1
Record 47: Hya 243 kDa YLANG-YLANG 1

—— Record32:Hya 243 kDa ELEMI 2
—— Record44: Hya 243 kDa GERANIUM 1
—— Record 116: 243hya+tween 2 1

Obr. 16 Graf nameranych hodnot vel'kosti castic (243kDa)
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6.6 Stanovenie zeta potencialu

Pre vSetky vzorky bola namerana hodnota zeta potencialu. Namerané vysledky sa spraco-
vané do naslednych tabuliek. Z nameranych vysledkov vyplyva, ze roztoky HY A vykazuji
pomerne vysoku stabilitu. Podl'a o¢akavania hodnoty zeta potencidlu nadobudaju velkosti
menej nez -50mV. Po pridavku surfaktantu Tweenu 85 dochadza ku zvySeniu hodnoét zeta
potencialu. To znamena, Ze stabilita klesa. Je nutné zdoraznit’, ze najvacsi vplyv ma pridavok
surfaktantu na HY A o molekuldrnej hmotnosti 243 kDa, kde hodnota zeta potenciélu zrastla
z-63,63 mV na -28,93 mV. V pripade HY A molekularnej hmotnosti 600 kDa bol tento roz-
diel niz$i. Rast sme zaznamenali z -51,1 mV na -41,83 mV. V pripade HY A o molekularne;j
hmotnosti 1180 kDa doslo k zvySeniu zeta potencialu z -67,8 mV na -51,50 mV.
Namerané vysledky naznacuj, e v pripade vel'mi kratkych diZkach retazca moze mat’ pri-
davok surfaktantu Tween 85 vel'mi vyrazny vplyv na ich elektrokinetické vlastnosti. Elek-
trokinetické vlastnosti su d’alej ovplyvnené pridavkom esencidlnych olejov. V pripade roz-
toku HY A o molekulovej hmotnosti 243 kDa k velkému narastu hodnoét zeta potencialu ne-
dochadza. Iné situacia dochadza pre HY A o molekulovej hmotnosti 600 kDa a 1180 kDa,
kde pre esencialny olej geranium, prichadza k pomerne vyraznému rastu. Mézeme zhrntit,
ze pridavkom surfaktantu a esencidlnych olejov stabilitu roztoku HY A znizujeme v dosledku

ich interakcie.

Tab. 10 Namerané hodnoty zeta potencialu (243 kDa)

Molekulova hmotnost’ vzoriek 243kDa

. | Zetapo- | O Zeta po-
Vzorka Meléame tencial tencial
. [mV] [mV]

1 61,8
HYA ) 622 | 6363232

3 -66,9

29

28,6
29,2
26,3
23,4
25,7
23,2
242
23,5
24,8

-24,5
3 -24,9

HYA+TWEEN -28,93+0,25

HYA+ELEMI -25,13+1,25

W (N [— W [N [—

p—

HYA+GERANIUM -23,63+0,42

\S}

w

-24,73+0,17

N =

HYA+YLANG-YLANG
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Obr. 17 Graf nameranych hodnot zeta potencialu (243 kDa)

Tab. 11 Namerané hodnoty zeta potencialu (600 kDa)

Molekulova hmotnost’ vzoriek 600kDa

. | Zeta po- | O Zeta po-
Vzorka Meléanle tencial tencial
. [mV] [mV]

1 56,3

HYA ) 382 | SLIELT
3 -58,8

-40,9

42,9

-41,7

38,9
HYA+ELEMI ) 36,7 | 3723120

-36,1

[

HYA+TWEEN -41,83+0,82

[\

W

W

-23,8
-24,2
-25,4
-35,1
HYA+YLANG-YLANG 2 347 | 3473029
-34,4

HYA+GERANIUM -24,46+0,68

[UST B \O T

—_
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Obr. 18 Graf nameranych hodnét zeta potencialu (600 kDa)

Tab. 12 Namerané hodnoty zeta potencidlu (1180 kDa)

Molekulova hmotnost’ vzoriek 1180kDa

. | Zeta po- | O Zeta po-
Vzorka Meléanle tencial tencial
. [mV] [mV]

1 -68,7
HYA D) -70,2 -67,84+2,41
3 -64,5
-52,8
-50,3
-51,4

-46,2
a9 | 447£131

HYA+TWEEN -51,5+1,02

W N | =

HYA+ELEMI

W N | =

-43

-30,1
325 | -32.2%1,60

[

HYA+GERANIUM

[\

W

-34

-47,7
HYA+YLANG-YLANG 2 50,2 | “4816£1.51

-46,6
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Obr. 19 Graf nameranych hodnot zeta potencialu (1180 kDa)

6.7 Stanovenie vodivosti
Hodnoty vysledkov vodivosti roztokov boli zistené konduktometricky.

Namerané vysledky pre jednotlivé vzorky su v nasledujicich tabul’kach, kde je zaznamenana
priemernd hodnota pre jednotlivé meranie. Z nameranych vysledkov plynie, ze vodivost’ roz-
toku HYA vel'mi vyrazne zavisi na jeho molekulové hmotnosti. V pripade molekulové
hmotnosti HY A 1180 kDa bola hodnota vodivosti najvyssia. V pripade vzorky HY A o mo-
lekulovej hmotnosti 243 kDa a 600 kDa, mdzeme povedat’, ze pridavok surfaktantu Tween
85 hodnotu vodivosti nezmenil, rovnako ako pridavok esencidlnych olejov. V pripade HY A
1180 kDa v$ak dochadza pridavkom surfaktantu k vel'mi vyraznému poklesu vodivosti. Kde
sa jedna o d’al$i pridavok esencialnych olejov, potom sa hodnota prili§ nemeni. Obecne mo-
Zzeme konStatovat, Ze pridavok surfaktantu alebo esencidlnych olejov u vSetkych vzoriek

HY A nehra vyznamny vplyv na hodnotu jej vodivosti .

Tab. 13 Namerané hodnoty vodivosti

Molekulova hmotnost’ vzoriek Molekulova hmotnost’ vzoriek Molekulova hmotnost’ vzoriek
243kDa 600kDa 1180kDa
Vodivost’ Vodivost’ Vodivost’

Vzorka s Vzorka [nS/cm] Vzorka [nS/cm]
HYA 774 HYA 743 HYA 825
HYA+TWEEN 764 HYA+TWEEN 750 HYA+TWEEN 710
HYA+TWEEN+ 764 HYA+TWEEN+ 744 HYA+TWEEN+ 691
ELEMI ELEMI ELEMI
HYA+TWEEN+ 761 HYA+TWEEN+ 747 HYA+TWEEN+ 720
GERANIUM GERANIUM GERANIUM
HYA+TWEEN+ 743 HYA+TWEEN+ 750 HYA+TWEEN+ 705
YLANG-YLANG YLANG-YLANG YLANG-YLANG
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ZAVER

Ciel'om diplomovej prace bola priprava, charakterizacia a vzajomna interakcia hyalurono-
vych roztokov o molekulovych hmotnostiach 243 kDa, 600 kDa a 1180 kDa s esencialnymi
olejmi Elemi, Geranium a Ylang-ylang a s pouzitym tenzidom Tween 85.

Prakticka Cast’ sa venovala chromatografickej analyze esencialnych olejov Elemi, Geranium,
Ylang-ylang od firmy Nobilis, stanovovalo sa zastupenie jednotlivych konstituentov a ich
koncentracie v esencidlnych olejoch. Vysledky stanovili zna¢né rozdiele medzi nameranymi
hodnotami a standardom. Esencialne oleje st rastlinné produkty a to znamena, ze klimatické,
sezonne a geografické podmienky ovplyviiuju koncentraciu zloziek. Rovnako izola¢na tech-
nika do vysokej miery ovplyviiuje obsah konstituentov esencialnych olejov.

Dalgia ¢ast’ diplomovej prace bola venovana stanoveniu povrchového napitia Wilhelmyho me-
todou. Z nameranych vysledkov vyplyva, ze povrchové napitie klesa so znizujicou sa moleku-
lovou hmotnost'ou HY A. Po pridavku surfaktantu Tween 85 povrchové napétie vyrazne kleslo.
Dalsim sledovanym parametrom bola viskozita, ktora sa stanovila pomocou rotaéného vis-
kozimetra. Z nameranych vysledkov plynie, ze viskozita roztoku HY A vel'mi vyrazne zavisi
od molekulovej hmotnosti. V pripade HYA (243 kDa) nedochadza k ziadnym vyraznym
zmendm viskozity so zmenou zloZenia meraného roztoku. U vzoriek HYA (600 kDa) pri-
chddza k podobnému zaveru. Z nameranych hodnét plynie, Ze s pridavkom surfaktantu
Tween 85 dochddza k miernemu narastu hodnot viskozity, co plati aj pre pridavok esencial-
neho oleja Elemi a Ylang-ylang. V pripade esencidlneho oleja Geranium viskozita naopak
mierne klesla. Celkom rozdielny zaver plynie z merania viskozity HYA (1180 kDa), kde je
zrejmé, ze pridavok tenzidu Tweenu 85 vyrazne znizuje hodnoty viskozity. Tento Ubytok
moze byt dosledkom vzajomnej interakcie surfaktantu a retazca polysacharidu o takto vy-
soké molekulové hmotnosti. Dalej je nutné povedat’, Ze hodnoty viskozity sa stale znizuju aj
s pridavkom esencialnych olejov.

Pre meranie velkosti Castic vzoriek bolo pouzité zariadenie Zetasizer Nano ZS. Hodnoty
vysledkov sa vyhodnotili u HYA (243 kDa), u HYA s vys$Sou molekulovou hmotnost'ou
(600 kDa, 1180 kDa) sa vysledky nepouzili, pretoZze boli mimo rozsah merania zariadenia.
Z nameranych hodnot HY A (243 kDa) plynie, Ze velkost’ Castic sa zvysila po pridavku sur-
faktantu Tween 85 a po pridavku prirodnych extraktov doslo vplyvom interakcie k d’alSiemu

vyraznému narastu hodnoty velkosti Castic.
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Hodnoty zeta potencialu taktiez vyhodnotilo zariadenie Zetasizer Nano ZS. Zo stanovenia
vyplyva, ze roztoky hyaluronanov su stabilné. Po pridavku surfaktanta a esencialnych olejov
prislo k vyraznému vzrastu hodndt zeta potencialu. Tato interakcia ma vyrazny vplyv na

jeho elektrokinetické vlastnosti a na zniZenie stability roztokov HY A.

V poslednej Casti bola konduktometricky merana vodivost’. Z nameranych vysledkov plynie,
ze vodivost’ roztoku HY A zavisi na jeho molekulovej hmotnosti a pridavok tenzidov a pri-

rodnych extraktov neméa vplyv na hodnotu jej vodivosti.

Kozmetika s obsahom hyaluronanu je vel'mi ziadana a na kozmetickom trhu existuje Siroké
spektrum vyrobkov. V kombindcii s esencidlnymi olejmi tvori atraktivnu zmes aktivnych
latok, ktora moze byt vel'mi G€inna pri starostlivosti o plet’ a telo a pouzita v kozmetickych
vyrobkoch. Stadium a dosiahnuté vysledky interakce hyaluronanu sodného a prirodnych ex-

traktov mozu byt’ prinosom pri vyrobe kozmetiky.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

COOH
HA
HYA
OH

uv

IBSA
SFE
CO2
GC
FID
DLS

7p

Karboxylova kyselina
Kyselina hyaluronova
Hyaluronan sodny
Hydroxylova skupina
Ultrafialové Ziarenie

Kyslik

Spoloénost’ Institut Biochimique SA zo Svajéiarska
Superkriticka fluidna extrakcia
Oxid uhli¢ity

Plynova chromatografia
Plameiiovy ioniza¢ny detektor
Dynamicky rozptyl svetla

Zeta potencial



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

75

ZOZNAM OBRAZKOV

Obr. 1 Struktira kyseliny hyaluronovej [3]......c.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15

Obr.2 a) primarna Struktira kyseliny hyaluronovej, b) sekundarna sStruktura kyseliny

hyalurénovej, ¢) schematické zndzornenie siete molekuly kyseliny hyaluronove;j

ako vysledok intermolekularnych interakcii [4].......coovvvieriiienieniieieeieeieene 16
Obr. 3 Schéma destilacie vodnou parou [30]......cc.eeevireeviieeiiieeieeeee e 32
Obr. 4 Analyzované eSencialne Ol€Je..........cevurieiiieeiieeeiiie e 42
Obr. 5 Plynovy chromatograf DANI master GC Fast Gas Chromatograph ............... 42
Obr. 6 Tenziometer Kriiss K20 EaSydyne .........cccoevvieveiieniieiiieniieieenie e 45
Obr. 7 Viskozimeter MYr V2-L...c..cooiiiiiiiiiiiiieieetce ettt 48
Obr. 8 Zetasizer NaNO ZS ........c.oooiiiiieiieeieeie ettt sttt et ens 51
Obr. 9 Konduktometer inoLab Cond 7110 .......c.ccceeviirienieiinieieeeeseeeeeeeeee 52
Obr. 10 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Elemi..........ccccoeevvevveeinennnnn. 54
Obr. 11 Chromatografickéd analyza esencialneho oleja Geranium .........cc.coceeveennnnee. 55
Obr. 12 Chromatografické analyza esencialneho oleja Ylang-ylang ........c..ccocceeeee. 57
Obr. 13 Graf zavislosti viskozity na Smykovej rychlosti (243kDa) .......ccccoevveenneennns 59
Obr. 14 Graf zavislosti viskozity na Smykovej rychlosti (600kDa) ...........ccceeeenene. 60
Obr. 15 Graf zavislosti viskozity na Smykovej rychlosti (1180kDa) ........c.cccceeueeeee. 61
Obr. 16 Graf nameranych hodnot vel'kosti Castic (243kDa)........cccceevvieiienieniieennnne 62
Obr. 17 Graf nameranych hodndt zeta potencialu (243 kDa)........coeevveevcveincieeenneens 64
Obr. 18 Graf nameranych hodndt zeta potencialu (600 kDa)...........ccceeveveenieeennennns 65

Obr. 19 Graf nameranych hodnoét zeta potencidlu (1180 kDa).........ccceevvveviieiiennnnn. 66



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

7Z0ZNAM TABULIEK

Tab. 1 Priprava VZOTICK........cccouiiiiiiiiiiieeeiie ettt e vae e e e beeeennee e 39
Tab. 2 Chromatograficka analyza esencialneho oleja Elemi...........cccoeeevveecveeennnnns 54
Tab. 3 Chromatograficka analyza esencidlneho oleja Geranium ...........ccccoceeveennennee. 55
Tab. 4 Chromatograficka analyza esencidlneho oleja Ylang-ylang ............ccccceennen. 56
Tab. 5 Namerané hodnoty povrchového napatia ..........ccceeeveiieeciiieeciieccieeciee e, 58
Tab. 6 Namerané hodnoty viskozity (243KDa)........cccceeeviieeciieeiiieeiie e 59
Tab. 7 Namerané hodnoty viskozity (600KkDa)............ccceevueerienieiciieniieieerie e 60
Tab. 8 Namerané hodnoty viskozity (1180KDa)..........cccevveerienieiiiieniieiierie s 61
Tab. 9 Namerané hodnoty velkosti ¢astic (243kDa) ......ccccoeoeeiiiiiieniiiiiieieeieeee 62
Tab. 10 Namerané hodnoty zeta potencidlu (243 kKDa) ......cccceeveiiiieniiiiiiiiiiieeeee 63
Tab. 11 Namerané hodnoty zeta potencialu (600 KDa) ..........cccceeeerieriieciienieeiiiennnns 64
Tab. 12 Namerané hodnoty zeta potencialu (1180 kDa) ........ccccevevveviieciieniiciieees 65
Tab. 13 Namerané hodnoty VOdIVOSti.....c..cccueriirieriiiniiniiienienececeeeceeee e 66



