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ABSTRAKT

Flavonoidy ptedstavuji skupinu latek, které patii mezi rostlinné fenoly. Aktualné
piesahuje pocet znamych flavonoidnich latek hodnotu 4000, a neustale jich pfibyva.
V riznych druzich rostlin se flavonoidy vyskytuji ¢aste€né volné a CasteCné ve formé

glykosidi.

Ptedlozena bakalatské prace si klade za cil poskytnou souhrnné informace nachazejici
se v aktualni odborné¢ literatufe tykajici se flavonoli a jejich glykosidi. Jsou v ni
charakterizovani vybrani zastupci, se zaméfenim se na popis jejich fyzikaln€-chemickych
vlastnosti, izolaci z ptirodnich zdrojli, moznosti jejich syntézy a metody stanoveni. Stranou

neni ponechdna ani jejich biologicka aktivita.

Klicova slova: flavonoly, flavonolové glykosidy, kvercetin, kaempferol, myricetin,

rutin.

ABSTRACT

Flavonoids represent a group of substances that belong to plant phenols. Currently, the
number of known flavonoid substances exceeds 4000, and they are constantly increasing.

In various plant species, flavonoids occur partly free and partly in the form of glycosides.

The submitted bachelor's thesis aims to provide summary information appearing in the
current professional literature regarding flavonols and their glycosides. Selected
representatives are characterized in it, focusing on the description of their physico-chemical
properties, isolation from natural sources, possibilities of their synthesis and determination

methods. Their biological activity is not left out either.

Keywords: flavonols, flavonol glacosides, quercetin, kaempferol, myricetin, rutin.
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UvVOoD

Lid¢ pfisli jiz velmi davno na to, Ze mnohé rostliny, které nas obklopuji, mohou byt
prospésné nejen pro zahnani hladu, ale také pro lidské zdravi, a Ze jejich snézeni, ususeni ¢i
vypiti ndm miize pomoci od mnohych neduhd. Lécebné moci rostlin vyuziva lidstvo jiz od
pravéku, a pokracujeme vtom i dnes. Rostliny obsahuji velké mnoZstvi rtiznorodych
1é¢ivych latek, které mohou pozitivné ovliviiovat nepfiznivy stav organismu a pomahat 1écCit
fadu zdravotnich problémi, pfipadné zmirfiovat negativni pfiznaky daného onemocnéni.
Udava se, ze z 250 000 zndmych druhii vyssich rostlin se pro 1é¢ebné ucely pouziva vice nez
10 000 druhti. Konkrétn& v Ceské republice se ze zhruba 3700 taxont vy$§ich rostlin vyuziva
aktivné k 1€¢be piiblizn¢ 200 taxoni.

Flavonoidy ptedstavuji skupinu latek, které patii mezi rostlinné fenoly. Aktualné
ptesahuje pocet znamych flavonoidnich latek hodnotu 4000, a neustale jich ptibyva. Historie
flavonoidl sahd do prvni poloviny 19. stoleti, kdy byla objevena jejich chemické identita,
ale jejich existence je u botaniki a rostlinnych fyziologl tradovéna jiz po mnoha staleti. Vliv
této skupiny latek byl totiz zndm mnohem dfive, a lidové 1éCitelstvi je vyuzivalo kuptikladu
ve form¢ Caju jiz pfed mnoha staletimi. Zajem o flavonoidy stoupl v 90. letech 20. stoleti
v souvislosti s hypotézou oxida¢niho stresu, oxida¢niho poskozeni organismu a cast&j$im
vyskytem nekterych zavaznych chorob.

Rozsiteni flavonoidl v rostlinné isi je zna¢né. Vyskytuji se ve vyssich rostlinach, a to
zejména v kvétech, listech a kiife. Velmi hojné€ je mozné je nalézt zejména v ovoci a zeleniné
(zvlasté v jejich slupkéch), obili a ofechach. Vyznamnym zdrojem flavonoidi jsou také
napoje obsahujici vytazky z rostlin, jako jsou napiiklad ovocné $tavy, ¢aje, vino a pivo.
Flavonoidy pfedstavuji ve vodé rozpustna barviva dévajici kvétim, plodiim, méné Casto
1 listim, jejich barvu. Prvni zkoumani zastupci se vyznacovali napadné Zlutou barvou, odkud
také vychazi jejich nazev (flavus z latinského jazyka se preklada jako zluty).

Lokalizace flavonoidli v ramci rostlinného pletiva je zavisld na konkrétnim druhu
rostliny. V riznych druzich rostlin se flavonoidy vyskytuji ¢astecné voln€ a Castecné ve
formé glykosidl. Rozpustné glykosidy se nachazeji piedevsim ve vakuolach. Glykosidy
predstavuji derivaty sacharidii, které vznikaji ndhradou hydroxylové poloacetalové nebo
poloketalové skupiny, a to bud’ jinym cukernym nebo necukernym zbytkem.

V ramci predlozené bakalaifské prace nesouci ndzev ,,Flavonolové glykosidy* bude
pozornost zaméiena na predstaveni flavonoidi a jejich nejznaméjsSich glykosidu, konkrétné

kvercetinu, kaempferolu, myricetinu a rutinu. Nejprve bude pfiblizena biosyntéza téchto
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latek v ramci rostlinnych bunék, a nasledné budou tyto latky blize charakterizovany. Rovnéz
bude zminéno, kde je mozné se s témito ¢tyfmi konkrétnimi latkami v rdmci rostlinné fise
nejcastéji setkat, a prostfednictvim jakych konkrétnich metod je mozné je z rostlin
extrahovat a izolovat.

JelikozZ zajem o flavonoidy a jejich glykosidy neustéale nartiistd z diivodu jejich moznych
1é¢ivych ucinkh, bylo béhem historie nutné zjistit, jak je mozné tyto latky uméle
syntetizovat. Bude proto demonstrovano, jak Ize realizovat syntézu vybranych flavonolt ¢i
totalni syntézu vybranych glykosidii v laboratornich podminkéch. V posledni kapitole bude
popsano, z jakého diivodu o glykosidy roste v poslednich letech zéjem vetejnosti i védecké

obce.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FLAVONOIDY

Flavonoidni latky piedstavuji zna¢n€ rozsahlou skupinu rostlinnych fenold. Témito
slouceninami rozumime takové, jez maji ve své struktuie obsazenu hydroxylovou funkéni

skupinu, pfimo navazanou na aromaticky kruh.!

Flavonoidy ve své struktufe obsahuji tfiuhlikaty fetézec s usporadanim Ce—C3—Cs
spojujici dva benzenové kruhy (A a B) a kruh pyranovy s oznafenim ,C°, ktery je zde
heterocyklem. Pravé diky ptitomnosti atomu kysliku v heterocyklu disponuji flavonoidy
svymi charakteristickymi vlastnosti. Pro svou odli$nost od dalSich fenolovych pigmentii jsou

flavonoidy uvadény jako samostatna skupina rostlinnych barviv.!

Jak je mozno vidét na Obrazku 1, ve vétSin€ piipadi je u flavonoidi C; fetézec soucasti
pyranového kruhu, zcehoz vyplyva, Ze jsou flavonoidy odvozeny od kyslikaté
heterocyklické slouceniny 2H-chromenu (Obrazek 1, vlevo). Ten, je-li v poloze C-2

substituovan fenylovou skupinou, je nazyvan jako flavan (Obrazek 1, vpravo).!

Obrazek 1 Strukturni vzorec 2H-chromenu (vlevo) a flavanu (vpravo).

Flavonoidy, v jejichZ struktuie je v poloze C-2 navazan kruh ,B‘, 1ze déle rozdélit do
Sesti zakladnich podskupin, diky strukturnim znaktim kruhu ,C¢. Témito podskupinami jsou
flavony, flavonoly, flavanony, flavanonoly, flavanoly nebo katechiny, anthokyany

a chalkony.>?

1.1 Biosyntéza flavonoidu

V rostlinnych buikéach jsou flavonoidy obsaZeny ve vakuoldch. V rostlindch jsou
odvozeny ze dvou biosyntetickych drah, jez vyvstavaji z latkové pfeméeny kyseliny Sikimové
(3,4,5-trihydroxycyklohex-1-en karboxylova kyselina). Ulohou této pfemény je tvorba

aromatickych aminokyselin tryptofanu, fenylalaninu a tyrosinu. Tento proces probiha pouze
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u rostlin a mikroorganismu. Vzhledem k tomu, Ze Zivo¢ichové si aromatické aminokyseliny

neboli esencialni aminokyseliny tvofit neumi, je nutné, aby je ptijimali z potravy.’

Za sekundarni metabolity jsou povazovany materialy, které jsou vytvareny bakteriemi,
plisnémi nebo rostlinami. Typické pro né jsou specifické metabolické procesy, které
u zivoCichii neprobihaji. Jedna zvelmi zajimavych reakci probihd pravé u latek
aromatickych, jez jsou hojné zastoupeny ve velkém mnozstvi organismi. Jak jiz bylo
zminéno, zivocichové je vétSinou syntetizovat neumi, avSak je mozné, aby pro n¢ byly
modifikovany prostfednictvim metabolickych procesii. Pokud jsou u Zivocichd ziskany
potravou, tak je mozné si danou aromatickou slouceninu vytvofit z piijatych prekurzora.

Tvorba je mozna naptiklad Sikimovou cestou®, ktera je znazornéna na Obrazku 2.

fOH

CHO (@]

OOH aldolova reakce H

I O—PO(OH), + — o -
0-PO(O OH

CH,
OH

fosfoenolpyruvat D—erytroza-4—fosfat

3-deoxy-D-arabino-2-heptulézonova
kyselina 7-fosfat

+2H
@] OH
OOH
H,
+fosfoenolpyruvat +ATP .
PO HOY ™~ OH
O COOH OH
OH
kyselina 3-fosfoenolpyruvyl$ikimova kyselina 3-fosfosikimova kyselina sikimova
/ -HOP
OOH COOH kyselina fynelpyrunova
CHZ / W
\ kyselina arogenova
0 COOH L-fenylalanin
OH
kyselina chorismova kyselina prefenova

Obrazek 2 Sikimova biosynteticka cesta.

Vychozi latkou jedné z biosyntetickych cest je L-fenylalanin, ktery byl vytvofen
Sikimovou biosyntetickou cestou. Tento se eliminaci aminoskupiny, piisobenim enzymu
PAL (fenylalanin amonna lyaza; z angl. phenylalanine ammonia lyase) pfeménuje na

kyselinu skoticovou, kterd podléha dalsi reakci za vzniku kyseliny 4-hydroxyskoficové. Ta

O-PO(CH), kysellna 3- dehydrochlnova kyselina 3-dehydro§\k|m0va'
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je po pfijeti koenzymu A schopna reagovat se tfemi molekulami malonyl-koenzymu A, jez
vznikly biosyntetickou drahou acetatu. To ma za nasledek vznik polyketidické slouceniny,
kterd se prostiednictvim enzymu chalkonsyntazy pfeméni na naringenin nebo liquiritigenin.
Tyto dvé slou¢eniny vymezuji zakladni strukturu pro flavonoidy.>>~’ Popsand biosyntetick

draha je znazornéna na Obrazku 3.

0] (0] 0]
N
NH, HO

L-fenylalanin kyselina skoricova kyselina 4-hydroxyskoticova

+CoA
+ 3x malonylCoA

OH =— o« o

HQ
O 0 Q chalkonisomerdza chalkonsyntaza SCoA
HO

OH
o naringenin 0 /
o]

reduktaza

HQ
chalkonsyntaza
Q O
/ O o
ostatni flavanony
0]

l \ liquiritigenin

flavony dihydroflavonoly
flavonoly flavanodioly
leukoanthokyanidiny
katechiny
anthokyanidiny

Obrazek 3 Biosyntéza od L-fenylalaninu.

Rizné faktory, jimiz jsou napiiklad podminky prostiedi, které zahrnuji teplotu, svétlo
¢i dostupnost vody, dale hormony a fyzické zranéni ovliviiuji vytlaceni genii zapojenych

do biosyntézy flavonoida.®

1.2 Flavonoly a jejich glykosidy

Flavonoly, jejichz obecna struktura je zndzornéna na Obrazku 4, predstavuji skupinu

sloucenin strukturné vychazejicich z flavonoidniho jadra, které se sklada, jak jiz bylo
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zminéno, ze tfi aromatickych kruhli oznacovanych pismeny ,A‘, ,B a ,C*. Benzenové jadro
,A je kondenzovano Sesticlennym kruhem ,C*, jez v poloze 2 nese fenylovy kruh ,B*. Kruh
,C* je odvozen od pyranu, ktery tvoii zaklad také flavontim a flavanontim, pro néz se uziva
termin 4-oxo-flavonoidy. Flavonoly obsahuji, vyjma oxoskupiny na C-4, také skupinu

hydroxylovou (na C-3). Jedn4 se o zékladni stavebni kameny proanthokyan.'

Flavonoly jsou Zluté zbarvené pigmenty rostlin, které je mozno nalézt ve vSech ¢astech

rostliny, pfedevs§im pak v listech, kvétech a vnéjSich ¢astech rostlin, jimiz jsou ktize a slupka.

Obrazek 4 Obecna struktura flavonolu.

V soucasné dob¢ je zndmo 15 flavonoll, mezi nimiz je i 3-hydroxyflavon, jez svou
strukturou tvoii pro zbyl¢é flavonoly jakysi zaklad, ktery je mozné nalézt ve vSech strukturach

flavonolt, které jsou piedstaveny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Pfehled znamych flavonoli.

Nazev Systematicky nazev Strukturni vzorec

3- 0 O
hydroxyflavon 3-hydroxy-2-fenylchromen-4-on O | o
o
OH
) OH
2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7- O
Azaleatin dihydroxy-5-methoxychromen-4- HO O © |
on OH
OCH;0

OH
3,3',4",7-tetrahydroxy-2- HO O o O on

Fisetin fenylchromen-4-on | o
o}
i HO o O
Galangin 3,5,7-tr1hydroxz—jr;fenylchromen- O |
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OH
2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7,8 g OH
. -(9,4-dihydroxyienyl)-3,5,/,0- HO (0]
Gossypetin tetrahydroxychromen-4-on O |
OH
OH O
OCH;
_tr _9_(4.- HO 0 O
Kaempferid 3,5,7-trihydroxy-2-(4 |
methoxyfenyl)chromen-4-on oH
OH O
OH
157, . HO o O
Kaempferol 3,4',5,7-tetrahydroxy-2 |
fenylchromen-4-on oH
OH O
OCH;
OH
Isorhamnetin 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3- HO o Q
methoxyfenyl)chromen-4-on |
OH
OH O
HO OH
. HO 0 O
Morin 2-(2 4-dihydroxyfenyl)-3.5.7- O |
trihydroxychromen-4-on OH
OH O
OH
OH
.. 3,3',4',5',5,7-hexahydroxy-2- HO o O
Myricetin fenylchromen-4-on O | OH
OH
OH O
ocH, OCH,
2-(3,4-dimethoxyfenyl)-3- H,CO 0
Natsudaidain hydroxy-5,6,7,8- O | OCH,
tetramethoxychromen-4-on HsCO OH
OCH,0
OH
5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3- H5CO o O
Pachypodol methoxyfenyl)-3,7- O | OCH;
dimethoxychromen-4-on OCHs
OH O
OH
OH
Kvercetin 3,3',4',5,7-pentahydroxy-2- HO 0 O
fenylchromen-4-on O |
OH
OH O
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OCH,
OH
3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3- O
Rhamnazin methoxyfenyl)-7- H,CO ©
methoxychromen-4-on O |
OH
OH O
OH
OH
2-(3 4-dihydroxyfenyl)-3,5- O
Rhamnetin dihydroxy-7-methoxychromen-4- H,CO ©
o oy
OH
OH O

Takika univerzalnimi flavonoly, ve smyslu Sirokého spektra ucinku u prevence a l1écby
mnoha chorob, jsou kaemferol, kvercetin a myricetin, které se, jak uz bylo zminéno,
vyskytuji predevsim ve formé glykosidi. Flavonoly jsou pravdépodobné nejbéznéjsi

a nejveétsi podskupinou flavonoidil vyskytujici se v ovoci a zelening. !

Nejbéznéjsi forma, ve které se flavonoly vyskytuji, jsou glykosidy. Primarnim
zastupcem cukerné slozky byva glukoéza, avSak je mozné najit zastupce i s jinymi mono-
(napt. kaempferitrin, astragalin), di- (napf. rutin, hesperidin) a trisacharidy (napf.

xanthorhamnin).®

V soucasné dob€ je znamo 14 flavonolovych glykosidii mezi které patii, mimo jiné,
i velmi dobfe znamy rutin. Souhrn vSech znamych flavonolovych glykosidl je popsan

v Tabulce 2.

Tabulka 2 Piehled znamych flavonolovych glykosida.

Nazev Aglykon Cukerna cast
Astragalin Kaempferol D-glukoza
Azalein Azaleatin D-rhamndza
Hyperosid Kvercetin D-galakt6za
Isoquercitin Kvercetin D-glukoza
Kaempferitrin Kaempferol D-rhamnéza
Myricitrin Myricetin D-rhamnoza
Quercitrin Kvercetin D-rhamnoza
Robinin Kaempferol robinoza, D-thamndza
Rutin Kvercetin rutindza
Spiraeosid Kvercetin D-glukdza
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Xanthorhamnin Rhamnetin trisacharid
Amurensin Kaempferol D-glukéza, O-glukosid
Icariin Kaempferide D-rhamnoéza, D-glukéza,
O-glukosid
Troxerutin Kvercetin rutinoza, hydroxyethyl

Rostliny obsahujici flavonolové glykosidy produkuji velké mnozstvi sekundarnich
metabolitil, které mohou byt glykosylovany.” Glykosylace metabolitd v rostlinach slouzi
k mnoha tucelim. Po glykosylaci se metabolity, které jsou hydrofobni, stavaji 1épe
rozpustnymi ve vodném prostfedi, coz mlze vést ke zlepSeni jejich metabolismu ¢i

biologické dostupnosti.'”

Glykosidy jsou rostlinné stavebni latky, které vznikaji vazbou cukerné slozky —
nejcastéji tedy glukozy a necukerné slozky geninu, jenz je radikdlovym zbytkem. Genin,
patfici mezi aglykony, je zdkladnim nositelem Uc¢inku glykosidi. Glykosidy je mozno
rozlozit kyselinami ¢i nékterymi enzymy. Glykosidova vazba, kterou jsou glykosidy

vz4jemné spojeny, je etherového charakteru.'!

Za nejvice rozsitené se obecné povazuji glykosidy strukturné odvozené od kvercetinu

a kaemferolu.'

1.2.1 Kvercetin

Jedna se o aglykon bez piipojeného cukru, coZ znamena, Ze neobsahuje sacharidovou
¢ast. Ze strukturniho hlediska se fadi mezi polyfenoly. Obsahuje dvé aromaticka difenolova
jadra, mezi nimiz je umisténa heterocyklicka jednotka obsahujici ve své struktufe atom
kysliku (Obrazek 5). Kvercetin a informace o ném Ize najit i pod jeho jinymi oznacenimi,
jako jsou: meletin, kvercetol, soforetin ¢i xanthaurin. Ma zafive citronove zZluté zabarveni a
je zcela nerozpustny €1 Spatné rozpustny v polarnich protickych rozpoustédlech, avsak velmi

dobfe rozpustny v rozpoustédlech polarnich aprotickych.'?
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OH O

Obrazek 5 Strukturni vzorec kvercetinu.

Uzivani kvercetinu, at’ uz v podob¢ dopliku stravy ¢i pfimo z ovoce a zeleniny, ve
kterych je obsaZen, ma pro lidsky organismus mnoho benefitii. Je schopen chranit pted
kardiovaskularnimi onemocnénimi, zmirfiuje uvolfiovani histaminu do krve, dokaze

regulovat krevni tlak a v neposledni fadé i regeneruje tkang.!

Kvercetin je ziskavan z kiry dubu sametového (Quercus velutina), diky némuz také
kvercetin dostal svllj soucasny ndzev. Dale se kvercetin vyuziva jako pfirodni barvivo
s oznac¢enim Natural Yellow 10. Zisk tohoto pfirodniho barviva se provadi pomoci extrakce
kiry, ktera je pfevedena do praskové formy, s amoniakem, kdy je ndsledné extrakt vafen s

H>S04. 1415

Kvercetinovy glykosid vznikd pfipojenim glykosidové skupiny za jednu
z hydroxylovych skupin (obvykle v poloze C-3). Takto ptipojena glykosidova skupina mtze
ovlivnit fyzikalné-chemické vlastnosti nové vzniklé slouceniny (napf. jeji rozpustnost ve

vodném prostiedi).'?

Jednotlivé kvercetinové glykosidy se od sebe odlisuji typem pfipojené glykosidové
jednotky. Naptiklad hyperosid obsahuje 3-O-galaktosidovou skupinu (atom kysliku
navazany na galaktosidovou skupinu) v poloze C-3, isokvercetin obsahuje 3-O-glukosid
arutin ma v poloze C-3 ptipojeny disacharid rutin. VSechny uvedené formy ptedstavuji

glykosidy kvercetinu. '?

Kvercetin je absorbovan do stievnich bunék prave ve forme jiz zminovaného glykosidu,
kde se dale hydrolyzuje na aglykon, ktery vstupuje do stievniho lumenu. Proto jeho

transformacni proces probih4 predev§im ve stievech.!®
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1.2.2 Kaempferol

Jednd se o tetrahydroxyflavon, v jehoz struktufe jsou umistény ctyfi hydroxylové
skupiny, a to v polohach 3, 5, 7 a 4" (Obrazek 6). Ma Zlutou barvu, je Spatné rozpustny

v protickych rozpoustédlech.

Kaempferol je vyznamnym antioxidantem, jenZ je schopen ptfedchézet ¢i snizovat
oxidacni postiZeni lidskych bunék, DNA a lipid. Rovnéz se vyznacuje chemopreventivnim
plisobenim (dokaZe zabrafiovat tvorbé karcinogennich bungk).!” Mezi zastupce glykosidii

kaempferolu patii kaempferitrin, robinin, amurensin ¢i astragalin.

Obrazek 6 Strukturni vzorec kaempferolu.
1.2.3 Myricetin

Mpyricetin (Obréazek 7) patii ve skupiné flavonoll k jednomu z nejvice hydroxylovanych
zastupcd, jelikoz se jednd o hexahydroxyflavon. Jeho rozpustnost ve vod¢ je Spatna, avSak
tuto fyzikalni vlastnost je mozné zménit diky deprotonaci v bazickych vodnych médiich ¢i

v n&kterych organickych rozpoustédlech (dimethylacetamid, aceton).'®

Obrazek 7 Strukturni vzorec myricetinu.

Stejné jako vétSina latek z rodiny flavonoll je i myricetin vyznamnym antioxidantem,
umi vSak 1 zesilovat U¢inky dalSich antioxidantl. Myricetin taktéz dokdze zabranit

negativnimu uéinku reaktivnich forem kysliku (ROS; z angl. Reactive Oxygen Species)."’
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Zajimavosti u myricetinu je fakt, ze ackoliv slouzi jako vyznamny antioxidant, ma
schopnost u¢inkovat i jako prooxidant, jelikozZ ma schopnost zvysit tvorbu hydroxylovych

radikal.?°

1.2.4 Rutin

Je popisovan jako bioflavonoidni glykosid, coZ znamend, Ze je to polyfenolova
slouc¢enina nachézejici se v mnoha druzich rostlin, a to pfedev§im v plodech citrusti. Jeho
nazev je odvozen od rostliny Ruta graveolens, neboli Routa vonnd, v niz byl poprvé

identifikovan.?!

Strukturné je provazan s kvercetinem, ktery v jeho struktufe tvoii aglykon, na ngjz je
navazana sacharidova cast, a to v podobé rutinosy (Obrazek 8). To znamend, ze rutin

obsahuje, vyjma dvou fenylovych skupin a heterocyklu, v aglykonu také disacharid.

Dfive byl nazyvan jako vitamin P, ktery je hojn€ obsazen v pohance. Ma velkou ¢etnost
ptiznivych zdravotnich vlivli, kdy za jednu z nejvyznamnéjsich je povazovana schopnost
posilovat krevni kapilary, 1éCit jejich kiehkost a zesilovat elasticnost cév. Redukuje
lipoprotein s nizkou hustotou (LDL; z angl. Low Density Lipoprotein), ktery transportuje

cholesterol krvi do tkani a jeho u¢innost se da zvysit kombinaci s vitaminem C.

Déle je schopen podporovat lécbu symptomt revmatickych onemocnéni ¢i
degenerativnich o¢nich vad. Pfirodni, netoxicky rutin méa schopnost inhibovat nadprodukci
ROS, proto je mozné, aby byl povazovan za uziteCny farmaceuticky prostiedek pro 1écbu

patologii volnych radikalt.?>?*

HO
| HO OH
O OH
O O o
OH O
H3C O

HO
HO o

Obrazek 8 Strukturni vzorec rutinu.
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2 ZDROJE FLAVONOLU A JEJICH GLYKOSIDU V PRIRODE
A MOZNOSTI JEJICH IZOLACE

Flavonoly lze nalézt ve vysokych koncentracich, v desitkach aZ stovkach mgkg™,
naptiklad v cibuli kapusté, brokolici, jablkach, lesnich plodech, ¢ajich nebo i Cerveném
ving.** Ovoce a zelenina jsou spolu s vinem a &aji hlavnim dietnim zdrojem flavonoidii pro
lidi, jelikoz nejsme schopni si je sami v téle syntetizovat a jejich konzumace je obvykle

spojovana s zadnou ¢&i velmi nizkou toxicitou.?>2®

V téchto rostlinach se nachazi vysoky obsah flavonolovych sloucenin v kvétech, listech,
slupce a kure, avSak jen malé mnozstvi se jich nachazi v podzemnich castech rostliny
(s vyjimkou cibule).?* Koncentrace téchto latek zavisi na mnoha faktorech, kterymi mohou
byt naptiklad genotyp rostliny, podminky prostiedi, ve kterém jsou plodiny péstovany ¢i
vlastnosti ptidy.® Flavonoly a jejich glykosidy jsou soustiedény pievazné v nadzemnich

&astech rostlin z divodu zavislosti mnozstvi flavonolovych glykosidii v rostling na slunci.®

Jak jiz bylo nastinéno vySse, tyto latky jsou povaZovany za velmi vyznamné antioxidanty.
Jejich antioxidac¢ni aktivita je zapfi¢inéna zejména pfitomnosti fenylovych kruhti nesoucich
hydroxylové funkéni skupiny. Pravé ony volné hydroxylové skupiny jsou schopny

poskytnou volnému radikalu atom vodiku a diky tomu se vyhnout procesu oxidace.?’

Kvercetin a jeho glykosidy se v pfirod€ vyskytuji celkem béZné. Jak jiz bylo zminéno,
kumuluji se v epidermis rostlin, v kvétech, listech, stoncich a semenech. To, ze se vyskytuji
v povrchovych vrstvach organt rostlin, je ddno tim, Ze jejich biosyntéza je stimulovana

pomoci svétla.8?8

S ohledem na jejich vyznamné antioxidacni vlastnosti jsou flavonoidy hojné vyuzivany
v kosmetickém, potravinarském i farmaceutickém primyslu. AvSak aby bylo mozné tyto
antioxidanty pramyslové vyuzit, je nutno docilit vysoké extrakéni Cistoty, jelikoz tyto

extrakty vykazuji ¢etn&jsi bioaktivni kapacitu.?’

V uplynulych letech byla prozkouméana a popsana tada sofistikovanych metod pro
extrakei flavonoidil s cilem ziskani pfedmétnych latek v maximdlnim mozném vytézku

a ¢istoté.”
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2.1 Extrakce flavonoidu

V soucasné dob¢ jsou akceptovany dva druhy extrakénich technik (pevna extrakce Ci
louzeni). Uzivanéjsi nazev téchto dvou technik je extrakce konvencni a extrakce

nekonvenéni.?°

Za konvenc¢ni metodu je povazovana ta, kterd uziva levna a jednoducha zatizeni, v&tsi
mnozstvi rozpoustédla a delsi dobu extrakce fungujici za atmosférického tlaku a pti vyssich
teplotdch. Naopak za metodou nekonvenéni lze nalézt extrakci, kterd je novodoba,
ekologicka, pouzivajici sofistikovanéjsi aparuty, jez jsou navic schopny usetfit ¢as diky

schopnosti pracovat pii vy$sich hodnotach teploty a tlaku.*

2.1.1 Konvenc¢ni zpusoby extrakce

NejpouzivanéjSimi konvencénimi postupy vedoucimi k zisku bioaktivnich latek jsou
aktualné macerace, perkolace, odvar, infuze a tepelny reflux, pficemz nejcastéji
pouzivanymi rozpoustédly jsou ethanol a voda. Mohou byt v§ak pouzivana i jina, ekologicky

méné pfijatelna, rozpoustédla jako je methanol, hexan &i aceton.?”-*

Ethanol, jenz ma koncentraci piiblizné¢ 60 % se vyuziva k extrakci flavonolovych
glykosidii a alkohol o koncentraci vysoké, tj. 90-95 %, je aplikovan pro extrakci volnych

flavonol.3%3!

U vySe uvedenych metod konvenc¢nich zptsobt jsou extrakce provadény pii teplotach
nad bodem varu pouZitého rozpoustédla (reflux), navic se u vétSiny zminénych metod reakce
provadi za pouZiti aparatury spojené s atmosférickym tlakem, coz je velmi Casov€ narocné

a vyzaduje to také velky objem daného rozpoustédla.

Flavonolové glykosidy se extrahuji za pomoci metody, ktera je jednoduse nazvéna jako
destilace vodni parou. Tato metoda oplyva fadou benefitd, kterymi jsou jeji nizké potizovaci
a provozni naklady, vysoky stupeit bezpecnosti nebo nizké naroky na vybaveni. Avsak je
zde riziko zneciSténi produktu ve vodé rozpustnymi necistotami, jimiZ jsou sacharidy ¢i

proteiny.*?

Doby konvenc¢nich extrakci se u jednotlivych metod zna¢né 1i8i, kdy rozmezi je od
desitek minut az po jednotky dnii. Napiiklad u metody macerace muze Cinit doba extrakce
az 15 dna. Pravé ve spojitosti s délkou trvani jsou, pfi srovnani s nekonvencnimi zpusoby,

tradi¢ni metody extrakce nevyhodné. Nevyhody jsou taktéz ptipisovany tepelné degradaci
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bioaktivnich latek a pouzivani neekologicky Setrnych rozpoustédel, u nichZ je vyzadovana
vyssi spotfeba energie. Toto je diasledkem vyuzivani tradicnich metod piedevsim

v kosmetickém, farmaceutickém a potravinafském pramyslu.*!3

Macerace

Jedna se o nejsnadnéjsi typ konvencniho zplsobu extrakce. U macerace dochazi pii
laboratorni teploté k extrakci z pevné faze do faze kapalné. Pii tomto procesu je cely ¢i
rozemlety rostlinny material pieveden do uzaviené nadoby spolu s rozpoustédlem. Soustava
se necha bez jakéhokoliv zahtivani odstat po dobu né€kolika hodin ¢i dntl, pfi¢emz je nutné
jeji obcasné promichani. Nasledné se smés odfiltruje, ziskany extrakt je pak mozné podrobit

dal§im analyzam.**%

Destilacni extrakce

Radi se mezi tradi¢ni extrakéni metody hlavné u biologicky aktivnich slou¢enin.
Destilace je vyuzivana predevsim pro extrakci t€kavych, aromatickych latek z rostlinnych
zdroji. Jako princip destilace, at’ uz vodou ¢i vodni parou, je zde transformace kapalné faze
na fazi plynnou. V chladi¢i destilacni aparatury dochédzi k ochlazeni pary a nasledné

kondenzaci. Vodni péra zde slouzi jako nosi¢ pro esencidlni oleje.*

Extrakce dle Soxhleta

Tato extrakce je hojné€ vyuzivéana k rozpousténi z pevnych matric u vzorki, které jsou
nesnadno rozpustné. Soxhletova extrakce predstavuje jednu z nejbéznéjSich extrakénich
metod pro izolaci biologicky aktivnich latek, barviv i mastnych kyselin z rostlinnych
materialli. Mezi znané vyhody této metody je fazen napiiklad opakovany kontakt vzorku
s Cerstvym rozpoustédlem, dale 1ze provadet extrakei vétsiho mnoZstvi matrice, neni tfeba

dalii filtrace vyluhovaného vzorku a jedna se o levny zptisob.>*

2.1.2 Nekonven¢ni zpiisoby extrakce

Nekonvenéni metody extrakce je mozné v obecné roviné rozdélit na: i) metody
elektromagnetickych sil, ii) mechanické silové metody, iii) enzymatické metody, iv) metody
elektrickych sil. Pomérmné nedavny nastup téchto technik vyzdvihl nekonvencni zpiisoby
extrakce mezi jedny z nejvyuzivangjSich metod, jez oplyvaji mnoha vyhodami. Témito

mohou byt napiiklad niz§i spotieba energie, snizena doba extrakce, mensi mnozstvi
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pouzitého rozpoustédla, vyssi vytézky a selektivita extrakce, vysSsi Setrnost k zivotnimu

prostiedi.>%3°

Mikrovinami asistovand extrakce

Radi se mezi metodu vyuzivajici elektromagnetické sily. I piesto, Ze u této extrakéni
metody je dosahovano dobrych vysledkli, tak je prozatim vyuzivdna pouze ve
vyzkumnych laboratotich, nikoliv v primyslovém méfitku. Mikrovlnami asistovanou
extrakci (MAE; z angl. Microwave-Assisted Extraction) 1ze kombinovat s jinymi metodami

pro dosaZeni co nejvys§iho vytézku produktu, ktery je extrahovan.’’

Celkovy proces této extrakce je sloZzen z logicky na sebe navazujicich krokd. Prvnim
krokem je oddé€leni rozpusténych latek z mist, kde je matrice vzorku aktivni, ta funguje za
zvyseného tlaku a teploty. Jako druhy krok je pribéh diftize rozpoustédla skrz vzorek

a nasledné uvoliovani latek, je jsou oddélené a rozpusténé je krokem tietim.*

Pii MAE je vyuZivano menSiho mnoZstvi organickych rozpoustédel, tudiz je metoda
fazena mezi ekologicky Setrné. Studie ukazaly, Ze je diky MAE lze ziskat dany extrakt ve
vysSim vytézku. Tento fakt byl prokézan naptiklad u polyfenolické extrakce kofeinu z listii
zeleného ¢aje.’® Extrakce probéhla ve velmi kratkém ¢asovém tiseku — 4 minuty, coZ je ve
srovnani s jinymi extrakénimi zplsoby, kde obdobnd extrakce trva i 20 hodin, velmi

prosp&sné. >+

Ultrazvukova extrakce

Jednd se o proces mechanické silové metody, ktery je schopen Setfit energii. Je
vyuzivana pfi extrakci malého mnozstvi flavonoidi ¢i stanovovani kvality, proto je extrakéni

doba kratka s vysokou selektivitou a vytézky.*

Metoda ultrazvukové extrakce je jiz néjakou dobu znama jako velmi efektivni pro
uvoliiovani biologicky aktivnich latek z rostlinnych materialt. Jedna se totiz o proces velice
Setrny k termolabilnim latkam, protoze probiha za laboratorni teploty. Samotny ultrazvuk se

definuje zvukovymi vibracemi s kmity, které ptesahuji hodnotu 20 000 kmitd za sekundu
(tj. 20kHz).*!

Zékladem ultrazvukové extrakce je mechanické Siteni vin, které v disledku zmény
teploty a tlaku vytvareji kavita¢ni bubliny. Diky tvorb¢ kavitacnich bublin dojde k vytvoteni

horkych mist v kapaling, a pravé tato mista mohou dosahovat tlaku az 100 MPa a extrémni
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teploty (az 5000 K). Vyskyt téchto lokaln¢ extrémnich podminek zapfiCinuje destrukci
rostlinnych bunék tak, Ze jsou uvolnény biologicky aktivni latky, které jsou pfitomny

v rostlinnych butikach. 42

Pfi srovnani ultrazvukové extrakce s konvencnim zplsobem extrakce (macerace)
vykazovala extrakce ultrazvukova podobné vysledky pfi analyze polyfenolovych slou¢enin,
avSak extrak¢ni doba byla kratsi (od 6 az do 30 minut) a tudiz prob¢hla 1 pii nizsi spotiebé

rozpoustédla.*

Enzymova metoda

Enzymaticky asistovanad extrakce (EAE, zangl. Enzyme-Assisted Extraction) je
metoda, kterd se zakladd na biokatalytické aktivit¢ enzymu. Priméarni zakonitosti EAE je
oslabeni bunééné stény rostliny za pomoci jednoho nebo vice enzymii, které ptisobi prave

na onu bunéénou sténu.*?

Procesy, v nichz hraji enzymy hlavni roli, se osvéd¢ily jako efektivni pfedevsim pro
extrakci polyfenolt, a to zejména anthokyanidind, flavonoidi a k nim nalezicim
glykosidim. Nevyhodou a omezenim u pouZiti této metody je dlouhotrvajici extrakce.
Napriklad pfi extrakci enzymi muize extrakéni doba dosahovat od 30 az do 72 hodin,
obvykle je to vSak pfiblizn€¢ 48 hodin. ZvySenou pozornost je nutné vénovat také
podminkam, pfi kterych se extrakce provadi, jelikoz nékteré bioaktivni latky vykazuji
znaénou miru termolability.>>* U EAE provadénou pro extrakci kvercetinu z listd Guavy
jsou typické tyto podminky: nizka teplota (—50 °C), pH se obecné voli spise kyselejsi (pH 5),
doba extrakce 12 hodin, jako rozpoustédlo lze pouzit vodu a smés enzymuli—substrat celuldza,

xylanaza.*

Superkriticka fluidni extrakce

Pii aplikaci superkritické fluidni extrakce, zndmé pod zkratkou SFE, se pouziva
k uvedeni vzorku do kritického stavu CO,. Prvni zminky o vyuziti superkritické extrakce se
objevily v 80. letech 20. stoleti, pfi extrakci latek z rostlinnych matric, a to predevsim ve
farmaceutickém promyslu. U¢innost této metody byla ovéfena pii extrakci polarnich

(polyfenoly) i nepolarnich sloucenin (lipidy, karotenoidy).*
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Metoda SFE poskytuje snadnéji ziskatelné a CistéjSi extrakty, nez jiné konvencni Ci
nekonvenéni metody, jelikoZ neni zapotiebi, aby byly extrakty na zavér celkového procesu

zakoncentrovany.*’

Ultrafiltrace

Pfi této metod¢ dochazi k separaci molekul o rozdilné molekulové hmotnosti, a to
v zavislosti na tlakovém rozdilu mezi obéma stranami ultrafiltracni membrany. Proteiny,
polypeptidy, polymerni pigmenty a Skroby jsou tak pii této metodé¢ z velké casti

odstranény.*®

P11 ultrafiltraéni metodé dochazi k zachytu ¢astic o priméru 10-100 nm a nutny rozdil
tlakii pfed a za membranou neni vyssi nez 1 MPa. Pti této filtraci jsou pouzivany keramické
nebo polymerni membrany, ty se pak mezi sebou li$i pfedevSim v cené a zivotnosti, dale

také v efektivité, toku a energetické naro¢nosti.*

Mezi nej€astéjsi problémy, které u ultrafiltrace vyvstavaji patii koncentra¢ni polarizace.
Ta nastava kvuli zne€isténi membrany na jejim povrchu, nastésti je situace snadno fesitelna

— stac¢i odstranit usazenou vrstvu nebo michat vzorek nad membranou.

Patentovani ultrafiltrace bylo uskuteénéno roku 1969 k i¢eléim pro zpracovani mléka.*
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3 TOTALNI SYNTEZA FLAVONOLU A JEJICH GLYKOSIDU

Pod pojmem totdlni syntéza si muzeme predstavit uplné chemické sjednoceni
komplexnich molekul. Tento proces souvisi zejména se strukturné slozitymi latkami
ptirodniho ptivodu, které se v rostlinném materialu nachazi ve velmi nizkych koncentracich
a jejich izolace se miiZe jevit jako slozitd a neekonomicka. Proto hledaji védecko-vyzkumni
pracovnici cesty, jak tyto slouceniny syntetizovat z jednoduchych a komeréné dostupnych
vychozich latek. V pribéhu syntézy mohou vznikat meziprodukty, jejichZ nasledné vyuZziti
teprve vede k vytvotfeni pozadované¢ molekuly. Takovyto proces se nazyva jako formalni

syntéza. ¥4

Cilem totalni syntézy vétSinou byva vytvoreni piirodni latky v laboratornich
podminkach, za pouziti dostupnych, jednoduchych a levnych prekurzort. Je vSak nutné, aby
byla vyslednd molekula nositelem stejnych vlastnosti jako jeji, v pfirod¢ se vyskytujici
analog. To znamend, Ze obsahuje-li origindlni sloucenina stereogenni centrum (piipadné
centra), musi byt v tomto ohledu synteticky pfipravend sloucenina naprosto totoznd. To
klade, s ohledem na strukturni rozmanitost a mnohdy 1 slozitost pfirodnich biologicky
aktivnich latek, zna¢né naroky na design a samotnou realizaci syntézy uvazované
slouceniny. Jedinou skupinou vSak nemuseji byt pouze latky prirodni, mén¢ ¢astéji se mtize

jednat i o organokovové nebo dokonce anorganické slouc¢eniny.*®

Jak jiz bylo nastinéno vyse, hlavnim cilem totalni syntézy je objevit efektivni zpiisob
vedouci k tvorbé konkrétni molekuly, u které jsou vsak jiz pfedtim znamy néjaké formy
ptipravy. U mnoha pfirodnich latek vSak neni dodnes jasné, jak konkrétn€¢ vznikaji, proto
muze totalni syntéza piedstavovat i uplné prvni zplsob, jak konkrétni pfirodni slouceninu
vytvofit. Proces totalni syntézy tak mé velky vyznam pfi hledani novych druhii synteticky

vyrabénych piirodnich latek.*”#

Proces totalni syntézy casto sestava z velkého mnozstvi riznych chemickych reakci a
také z rozsahlého spektra reaktanti. V soucasné dob¢ je ptipravovana celd fada rtiznych
sloucenin pravé timto procesem. Jednd se casto o skupiny pfirodnich latek jako jsou
alkaloidy, terpeny nebo v této praci rozebirané glykosidy. Totdlni syntéza je nejCastéji
realizovana na latkéach, které jsou rostlinného ptivodu, popiipadé se nachazeji v houbach ¢i
zivo¢isnych organismech. V mensim mnozstvi se v soucasné dob¢ tento postup aplikuje pti

syntéze ptirodnich polypeptidt.**->°
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3.1 Priklady syntézy vybranych flavonolu

3.1.1 MozZnosti syntézy kvercetinu

Kvercetin vznika diky biosyntetickym procesiim v ovoci a zelenin€. Poprvé byla tato

slou¢enina izolovana z hrachu setého (Pisum sativum).'*

Prvni ispénd syntéza kvercetinu byla publikovéana v roce 1962.>! V prvnim kroku byl
2- methoxyacetyl floroglucinolu s anhydridem kyseliny O-benzylvanilové v triethylaminu,
ktera dale s KOH wvytvotila 5,7-dihydroxy-4'-benzyloxy-3,3'-dimethexyflavon. Tato
sloucenina byla rozpusténa ve smesi CH3COOH a HCI. Vzniklé methyl ethery byly

rozstépeny pomoci HI za vzniku kvercetinu.

Syntéza kvercetinu hydrolyzou rutinu

Elena Vladimirovna Vétrova a kol.>?

vyuzili metodu hydrolyzy rutinu. Postup
hydrolyzy spocival v rozpousténi 0,10 g rutinu v 1,5 ml methanolu, za pfidavku 0,25 ml
koncentrované HCI. (Obrazek 9). Teplota reakce se udrzovala na 100 °C, a to po dobu
3 hodin. V okamziku, kdy byla hydrolyza ukoncena, byla vznikla srazenina odfiltrovana a

ziskany filtrat byl nasledné susen pii 80 °C po dobu 3 hodin.>

OH

methanol,
konc. HCI HO. 0] OH
—_—
100°C O Il HoO
OH O OH

mono-glykosid kvercetinu

OH

H,O
OH
OH

OH O

kvercetin

Obrazek 9 Syntéza kvercetinu hydrolyzou rutinu.
Syntéza acylovaného kvercetinu

Duan a kol.>* provedli syntézu acylovaného derivatu kvercetinu, pficemz jako vychozi

latka byl opét pouzit rutin. Syntéza probihala tak, Ze rutin (40 mmol) a K»COs (3,3
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ekvivalentu) bylo ptidano do 160 ml dimethylfumaratu za ptitomnosti dusiku pfi laboratorni
teploté. Dale byl do vzniklého roztoku po kapkach ptidan benzylbromid (3,3 ekvivalentu).
Nasledné byla provedena uprava pH reakéni smési na 6,0 pomoci 10 % (v/v) kyseliny octové

v ledové lazni ke které se déle ptidalo asi 300 ml deionizované vody a provedla se filtrace.

Nasledovalo piidani 600 ml 95 % ethanolu k ptefiltrovanému zbytku, za teploty 70 °C,
poté se piidala HCI a hydrolyza pokracovala pii 70 °C po dobu 2 hodin. Po uplynuti tohoto
Casu byla suspenze zfiltrovana a promyvana ledovou vodou, az do neutralniho pH, diky
¢emuz byl ziskdn hydrolyzat. Vznikly hydrolyzat byl rozpustén ve 250 ml
dimethylfumaratu, do smési bylo pfidano ekvimolarni mnoZstvi pfislusného chloridu

a triethylamin.

Po dokonceni této reakce byla provedena extrakce 1M HCI. Nasyceny vodny roztok
NaHCOs spolu s deionizovanou vodou byly nasledné vyuzity pro promyti organickeé
faze. V poslednim kroku byla provedena katalytickd hydrogenace za pouziti palladia na
uhliku (Pd/C) za laboratorni teploty v ethanolu. Uvedym sledem reakci byl piipraven

pozadovany acylovany kvercetin (Obrazek 10).%*

HCI,
ethanol,
70°C, 2h OBn

OBn
RJ'LCI BnO ‘

triethylamin, dimethylfumarat

H,, Pd/C
ethanol, 2h
HO.

acylovany kvercetin

Obrazek 10 Syntéza acylovaného kvercetinu.
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3.1.2 Moznosti syntézy kaempferolu

Popis prvni totalni syntézy kaempferolu byl publikovan vroce 1976 Vermesem
a spolupracovniky.>® To zahrnovalo glykosylaci 3-OH kaempferolu. Funkéni skupiny
polyhydroxyflavoni (7-OH, 4-OH) maji vici nukleofilni substituci vyhodnou reaktivitu.

ZlepSeni vytézku a redukce reakcnich krokii bylo pozdéji dosazeno fizenou benzylaci

kaempferolu na 7,4-di-O-benzylkaempferol.>¢=’

Me O OMe O
CHO =
+ /©/ KOH 96% O O
—_—_—
MeO OMe MeO (a) MeO OMe OMe
) ( (3)

2)

AlCI;
() l 91%

I2, pyridin 74%
-

(©

MeO

OMe
| O D-aspartat oxidaza 95%
(6) (e)

O OH

kaempferol

Obrazek 11 Totalni syntéza kaempferolu.

Kaempferol 1ze ovSem syntetizovat fadou jinych zplsobii, naptiklad nize uvedenou
multikrokovou syntézou (Obrazek 11). Vychozimi latkami pro syntézu jsou 2.,4,6-
trimethoxyacetofenon (1) a 4-methoxybenzaldehyd (2), které reaguji za ptitomnosti KOH.
Tento prvni krok je nazyvan aldolovou kondenzaci (a). Druhym krokem syntézy je ortho-

demethylace (b) vznikajiciho 2.4,6,4'-tetramethoxychalkonu (3) za pfitomnosti AICI; (b).
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Vysledkem tohoto kroku je vznik 2-hydroxy-4,6,4'-trimethoxychalkonu (4), ktery dale
podléha I, zprosttedkované oxidativni cyklizaci (¢) za vzniku 5-hydroxy -7-methoxy-2-(4-
methoxyfenyl)chromen-4-onu (5), ktery podléhd methylaci (d) pomoci Me>SO4. DalSim
krokem je oxidativni hydroxylace 5,7-dimethoxy-2-(4-methoxyfenyl)chromen-4-onu (6),
ktera je katalyzovadna D-aspartat oxidazou (e). V poslednim kroku probéhne fizena

katalytick4 demethylace pouzitim BBr; (f) za vzniku pozadovaného kaempferolu.®

3.1.3 MoZnosti syntézy myricetinu

Velky vyznam syntézy myricetinu tkvi pfevazné v jeho pouziti jakozto klicového

vychoziho materidlu pro dalsi syntézu jinych prosp&$nych slou¢enin, naptiklad hibiscetinu.*

Prvni pokus o syntézu myricetinu prob¢hl jiz v roce 1925 za pouziti Auwersovy syntézy,
aviak s netispésnym vysledkem.®® Ve stejném roce se Kalffovi a Robinsonovi povedlo
syntetizovat myricetin z o-methoxyfloracetofenonu.®! Tento zpiisob zahrnoval zahiivani
methoxyfloracetofenonu  spolecné s  anhydridem  kyseliny  trimethylgalové

a trimethylgaldtem sodnym. Po hydrolyze produktu vznikl 5,7-dihydroxy-3,3',4',5'-

20,61

tetramethoxyflavon, ktery nakonec po demethylaci poskytl pozadovany myricetin.

OCH,0 OCH;0 OCH;0
kvercetin-3,5,7,3'-tetramethylether 5'-aldehyd kvercetin-3,5,7,3-tetramethyletheru

OCH,0 OCH;0

myricetin myricetin hexamethylether 5-methoxykanugin

Obrazek 12 Priklad syntézy myricetinu.

VyuZzitim alternativni cesty, kterou publikovali Rao a Sheshadri, byla pfedstavena syntéza
myricetinu z kvercetinu prosttednictvim ortho-oxidaéni reakce (Obrazek 12).°° V tomto

ptipad¢ byl vychozi 3,5,7,3'-tetra-O-methylkvercetin preveden na odpovidajici 5'-aldehyd,
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ktery byl v dalsim kroku redukovan na odpovidajici alkohol s naslednou cyklizaci za vzniku
5-methoxykanuginu. Hydrolyza této latky s naslednou methylaci poskytla

hexamethoxymyricetin, jehoz demethylaci byl ziskan pozadovany myricetin.®!
3.2 Priklady syntézy flavonolovych glykosidi a jejich derivata

3.2.1 Rutin

Roku 1842 byl zapocat ptibeh rutinu, kdy jej ze zahradni rostliny Routy vonné (Ruta

graveolens) izoloval August Weiss, némecky chemik a l1ékarnik z Norimberku.5>%3

Pfirodni rutin (3'4',5,7-tetrahydroxyflavon-3-rutinosid) je jednou znejvice
vyhledavanych fotochemikalii viibec, jelikoz ma velmi dobré farmakologické ucinky. Tyto
ucinky jsou divodem, pro¢ je povazovan za tak dilezity flavonolovy glykosid
v potravinarském a farmakologickém primyslu. Velkou nevyhodu u rutinu vSak je jeho
Spatné biologicka dostupnost, ktera je propojena s jeho malou rozpustnosti v tucich, prave

tato vlastnost limituje praktické vyuziti rutinu.%*

Rutin a jeho $patnd rozpustnost v tucich dali podnét ke studii,®> v rAmci niZ probihala
modifikace rutinu na jeho semisynteticky derivat, ktery by umoznil pravé jeho lepsi

rozpustnost.

Esterifikace rutinu byla provedena na vSech hydroxylovych skupinéch, a to za pouziti
propionylchloridu v pfitomnosti 4-dimethylaminopyridinu (1), rutin byl nasledné selektivné
deacylovan na fenolickych hydroxylovych skupindch za pouziti triethylaminu (ii)

v methanolu (Obrazek 13).
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Obrazek 13 Syntéza hexasubstituovaného derivatu rutinu.
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4 MOZNOSTI STANOVENI FLAVONOLOVYCH GLYKOSIDU

Aby bylo mozné v biologickych materidlech glykosidy stanovit, musi byt nejprve
z dan¢ho materidlu extrahovany. Tradicni extrak¢ni metody (kapitola 1.4.1) pouzivané pro
izolaci flavonoidi ¢asto zptsobuji problémy s neefektivitou, vysokou spotiebou energie ¢i
znacnou spotiebou rozpoustédel a tak dale. Nové extrakéni metody a technologie (kapitola
1.4.2) zavadéné do praxe v poslednich letech umoznily mnohem efektivnéjsi extrakci
flavonoida. Vzhledem k mnozstvi riznych typt flavonoidii nemohou jednotlivé extrakéni
metody obecné spliiovat vSechny konkrétni pozadavky, a proto je doporuovano aplikovat

tradi¢ni a moderni metody spole¢né, a to na zakladé Gi¢elu samotné extrakce.3*3¢

V sou€asné dobé jsou instrumentdlni metody vyuzivany pro ucely kvalitativniho
stanoveni 1 pro kvantitativni stanoveni obsahu zkoumanych latek v urcitém vzorku.
Instrumentélni analyza pfedstavuje postup, pii kterém jsou pro chemickou analyzu
vyuzivany fyzikalni, poptipad¢ i fyzikalné-chemické vlastnosti stanovovanych latek, a jejich
roztokd. Tyto metody vyuzivd napfiklad interakci sledovanych sloucenin se svétlem
1 s dal$imi typy zafeni. Vyuzivany mohou byt kuptikladu i elektrochemické vlastnosti latek
¢i jejich chovani v magnetickém poli. Podle typu interakce jsou instrumentalni metody

dé&leny na separa¢ni, optické a elektrochemické. %6’

Pod pojmem separacni metody je mozné si predstavit vyuziti k analyze smési ¢i
stanovovani Cistoty a totoznosti zkoumané latky. Metody optické umoziuji meéieni
koncentrace, ale taktéz kontrolu totoznosti a Cistoty. Elektrochemické metody jsou

nejbéznéji vyuzivany pro méfeni koncentraci ¢i taktéZ pro kontrolu ¢istoty.®’

V soucasnosti jiz lze instrumentalni metody automatizovat, diky cemuz je mozné jejich
vyuziti pfi konkrétnich analyzach v pomérné kratkém case. Tohoto je hojné uZivano
v situacich, kdy vzorky, u kterych je nutné provést rozbor, jsou nastiadany v obrovské
mnozstvi, a je tfeba je analyzovat s vyuzitim téhoz typu analyzy, v intervalech, poptipadé
kontinualné. Instrumentalni metody pro stanovovani latek jsou tak nyni vyuZzivany pfi

vyrobé& nebo pro kontrole vyroby potravin a surovin.®”-6

Pro instrumentdlni metody je bézny graficky ¢i Ciselny vystup diky propojeni
s poc¢itacem a chemickymi srovnavacimi databazemi v nich. Jednat se muze nejcastéji o
spektrofotometry, atomovou absorpéni spektrometrii, plynovou chromatografii nebo

kapalinovou chromatografii. V soucasné dobé je mozné analyzovat strukturu jakékoliv
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latky, poptipad¢ zjistovat slozeni smési do stopovych mnozstvi z velmi malych mnozstvi

vzorki, ¢asto jen z nékolika malo miligram.®”-%

vvvvvv

a vyhodnocovany hned nékolika typy instrumentdlnich metod. Nejcastéji se jedna
o vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC; z angl. High-Performace Liquid
Chromatography), ultrafialovo-viditelnou spektroskopii (UV-Vis; z angl. Ultraviolet-Visual

Spectroscopy), infra¢ervenou spektrometrii (IR; z angl. Infrared spectrometry).®”:¢8

4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je technika, kterd byla vyvinuta
z klasické sloupcové chromatografie a v dnesni dob¢ je jednou z nej€astéji pouzivanych
1 uznavanych metod analytické chemie. Aktualn¢ je tato instrumentalni metoda hlavnim
a nedilnym analytickym nastrojem pouzivanym v modernim farmaceutickém primyslu, a to

ve v$ech fazich vyvoje a vyroby 1&¢iv.%

HPLC je pouzivana pro kontrolu ¢istoty novych chemickych entit, sledovani zmén
reakci v syntetickych postupech nebo Skalovani, vyhodnocovani a provadéni kontroly

kvality i pro zajisténi kone¢ného 1é¢ivého produktu.”

Cilem metody HPLC je stanovit, oddélit a kvantifikovat latku, na kterou je dana analyza
vzorku zaméfena (stanoveni vitamini, dale také stanoveni reak¢énich necistot a oddéleni jich
od sebe). Ma schopnost oddélit, identifikovat a kvantifikovat slouceniny, které jsou ptitomny
v jakémkoli vzorku v kapaliné. HPLC je vhodna ptfedevSim pro analyzu latek, které jsou

tepelné nestabilni, netékavé a polarni.®®"

Princip HPLC spociva v tom, Ze roztok vzorku je vstfikovan do kolony porézniho
materidlu (stacionarni faze) a kapalna faze (mobilni faze) je Cerpana pii vysSim tlaku pies
kolonu. Principem separace je adsorpce rozpusténé latky na stacionarni fazi na zéklad¢ jeji

afinity ke stacionarni fazi.”!

Metodu HPLC je v této praci dilezité zminit, jelikoz flavonoidy rozebirané v této praci
jsou aktualné nejvice separovany pomoci kapalinové chromatografie. Nejcastéji je vyuzito
kolon na reversni fazi, gradientové eluce, jez na poCatku analyzy, kterd ma na zacatku hlavné
vodnou fazi a dale dochazi k postupnému narustu faze organické. Detekce je pak provadéna

za pomoci detektoru UV/Vis.”
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Z velké ¢asti byva pro HPLC analyzu flavonoidi doporucovana zvysena teplota kolony
(3040 °C). Jako nejvice vyuzivané latky pro mobilni fazi jsou methanol, acetonitril a voda.
Je obecné znadmo, ze acetonitril poskytuje ,,ostfejsi™ piky, avSak vyuziti methanolu je stale
Cast¢j8i, vzhledem k jeho netoxickému charakteru. Opomijena by neméla byt ani hodnota
pH u probihajici separace. Vzhledem k piipadné ionizaci vzorkl flavonoidl by pH nemélo
piekroc¢it hodnotu 4,0 a za optimum je povazovano rozmezi mezi 2—4, téchto hodnot pH je
docileno diky pfidavku malého mnozstvi kyseliny k mobilni fazi. Vyuzita mtze byt
napiiklad kyselina mravenci, fosfore¢na nebo octova. Gradientovy elucni systém je pfi
identifikaci fenolickych latek uzivan castéji nez systém isokraticky. Flavonoidy jsou
obvykle detekovany vyuzitim detektoru UV/Vis, fluorescentniho detektoru nebo

fotodiodového detektoru.”

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2.4 Rutin, tato litka ma velmi vyznamné
farmakologické vlastnosti prospésné pro lidské zdravi.?! Rutin lze nalézt v semenech, listech
a kvétech pohanky,’ déle také v rostlinnych ¢astech citrusti a jinych jedlych &i nejedlych
rostlinach. V neddvno publikované praci’> se autofi zajimali o moznosti izolace a separace

rutinu z listt bananovniku (Musa Balbisiana).

Studie si pro své zkoumani zvolila pravé bananovnik z diivodu jeho velkého nutricniho
vyznamu. PySni se vysokym obsahem vitaminii, mineral, flavonoidi a fenolickych
slou¢enin.”® Konkrétné z uvedeného druhu Musa Balbisiana je mozné vyuzit viechny jeho
¢asti. Vzhledem k faktu, ze bananové listy jsou dostupné ve velkém mnozstvi, tak je mozné
jejich vyuziti jako zdroj surovin pro primysl tzv. zelenych technologii. Vzhledem
k neefektivnosti vyuziti rutinu, kvili jeho vysoké cen¢, bylo cilem ziskat bohaty zdroj, ktery
je velmi levny a hojné dostupny. Rutin byl detekovan v surovém extraktu a frakcich

listi pravé Musa paradisiaca.”

V prvni fadé bylo nutné provést extrakci vzorku, ke které bylo v této studii’® uzito 1,0 kg
na vzduchu ususenych a nésledné pomletych listl bananovniku. K rozdrcenému vzorku bylo
dale ptidano 5 litrG 95 % ethanolu. Vzorek byl takto ponechan po dobu 5 dnii ve vsadkovém
reaktoru pfi laboratorni teploté (30 °C) za kazdodenniho promichani. Po uplynulé dobé byl
extrakt zfiltrovan za vyuziti vakuové filtrace, z divodu odstranéni zbylého prachu. Nasledné
se provedlo odpareni, diky ¢emuz se ziskalo 124 g surového extraktu (to ¢inilo 12,4 %
suSenych listl bananovniku), samotny extrakt obsahoval 5,3 % rutinu. Kvantifikace obsahu

rutinu v surovém extraktu byla provedena za pomoci standardni metody HPLC.”®


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/musa-paradisiaca
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Chromatograficka spektra HPLC surového extraktu se ziskaly z nafedéného vzorku
vrozmezi koncentraci 0,1-5,0 mgl1'. Ze surového extraktu byla koncentrace rutinu
vypocitana pomoci kalibra¢ni kfivky ziskané se standardnimi roztoky rutinu v methanolu.
Kladny line4rni vztah mezi koncentraci rutinu a plochami piku byl sledovan v rozmezi 0,8—
80 mg-1!. Pik rutinu, rozpoznany pfi vlnové délce 365 nm, byl detekovan v &ase 5,7
minuty. Vysledkem této HPLC analyzy byl obsah rutinu vyjadieny jako 52,9 + 3,6 mg-g!

surového extraktu.””

4.2 Ultrafialova-viditelna spektroskopie

Opét se jedna o analytickou techniku, jez méfi mnozstvi vinovych délek UV ¢i
viditelného svétla, které jsou absorbovadny nebo prostupuji vzorkem ve srovnani
s referenénim nebo slepym vzorkem. Diky vzdjemnému plsobeni atomi a molekul
s elektromagnetickym zafenim dochézi k pfijeti mnoZzstvi energie jakozto fotoni
s naslednym zvySenim energie atomu molekuly, a to ze stavu zadkladniho do stavu

excitovaného.”®

Svétlo disponuje urcitym mnozstvim energie, které je nepfimo umérné jeho vinové
délce. Kratsi vinové délky svétla tedy nesou vice energie a delsi vinové délky méné energie.
K podpofe elektront do vyssiho energetického stavu, kterou lze detekovat jako absorpci, je
zapotiebi ur€it¢é mnozstvi energie. Elektrony v riznych vazebnych prostfedich v latce
vyzaduji rizné specifické mnozstvi energie, aby se dostaly do vyssiho energetického stavu.
To je ditvod, pro¢ dochazi k absorpci svétla pro rtizné vinové délky u strukturné odlisnych

typt sloudenin.”

Lidé¢ jsou schopni vidét spektrum viditelného svétla, od piiblizné 380 nm, to se jevi jako
fialové, do 780 nm, které se jevi jako Cervené. UV svétlo mé vinové délky kratsi nez viditelné
svétlo, priblizné do 100 nm. Proto ho lze popsat jeho vinovou délkou, coz mize byt uzitecné
v rdamci UV-VIS spektroskopie k analyze nebo identifikaci riznych latek, lokalizaci

specifickych vinovych délek odpovidajicich maximalni absorbanci.”®%0

Zakladni skelet flavonoidi je tvofen dvéma aromatickymi kruhy (LA a ,B) spojenymi
heterocyklickym motivem (,C*). V oblasti UV-Vis se flavonoidy vymezuji dvéma hlavnimi
absorpéni pasy: v rozsahu 320-385 nm, které ve spektru charakterizuji kruh ,B* a v rozsahu

240-280 nm ptedstavujici kruh ,A‘. Konkrétné ve spektru rutinu jsou absorpcni maxima pii
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257 nm a 355 nm, kvercetin vykazuje zony s maximem pii 255 nm a 368 nm a u kaempferolu

je maximalni absorpce dosazena pii 265 nm a 365 nm. %!

4.3 Infradervena spektrometrie

Infracervend spektrometrie (IR) je jedna z nejdéle vyuzivanych spektralnich metod.
Jeji nejvetsi vyhodou je, Ze nejsou zapotiebi témét zadné dalsi chemikélie (vyjma KBr pro
piipravu tablet, diky nimZ dochéazi k menSim ztratam intenzity zafeni zptusobené odrazem)
sta¢i pouze piistroj a zkoumany vzorek. Automatizované, opakované analyzy lze proto
provadét s velmi nizkymi ndklady. Tyto vyhodné faktory metody podnitily vyvoj nové
generace analytickych IR spektrometrii, které kombinuji vysokou rychlost snimani
s vynikajici spektralni citlivosti. Soubé€zné¢ s novym hardwarem se objevily vykonné

chemometrické algoritmy a softwarové balicky a neustale se objevuji nové aplikace.®

Infracervend spektrometrie je typ techniky, kterd zahrnuje interakci infracerveného
zafeni s hmotou. Je zalozena na absorpci, emisi nebo rozptylu infracervené¢ho zareni
vzorkem a pouzZiva se k identifikaci a analyze chemické struktury vzorku. Vyhodou této
techniky je, Ze 1ze studovat jakykoli vzorek prakticky v jakémkoli stavu. Snadno lze zkoumat

napiiklad prasek, pastu, smés, plynové filmy a vldkna."

Princip infracervené spektrometrie je zalozen na vibracich atomii a dip6lovém momentu
sloucenin. Pokud infracervené zafeni prochéazi vzorkem, ¢ast dopadajiciho zatreni o urcité
energii je absorbovédna vibrujicimi atomy. Energie vibra¢nich vazeb odpovidd energii
absorpce. Timto zpisobem se ziskd infracervené spektrum. Infraervend emise je
elektromagnetické  zafeni, kter¢ lezi mezi viditelnou a mikrovinnou oblasti
elektromagnetického zateni. Maji del$i vinovou délku nez UV zéfeni a delsi frekvence nez

viditelné svétlo.®?
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5 FLAVONOLY A JEJICH GLYKOSIDY JAKO BIOAKTIVNI
LATKY

YV wvew

Flavonolové glykosidy jsou nejbéznéj§i a nejrozsifenéjSi skupinou rostlinnych
fenolickych sloucenin, vyskytujicich se prakticky ve vsech castech rostlin, zejména
v rostlinnych bunkach fotosyntézy. Jsou hlavni barevnou slozkou kvetoucich rostlin.
Flavonolové glykosidy jsou nedilnou soucasti lidské i zvifeci stravy. Jelikoz se jedna
o fytochemikalie, tak nemohou byt syntetizovany lidmi ani zvifaty a je nutné je pfijimat
prostfednictvim potravy. Flavonolové glykosidy v potravinach jsou obecné zodpovédné za

barvu, chut’, prevenci oxidace tukii a ochranu vitamini a enzymf. %

Ackoli vétSina ovoce a nekteré lusténiny obsahuji i tzv. katechiny, jejich mnozstvi se

pohybuje pouze od 4 do 610 mg-kg .5

Priprava a zpracovani potravin miize snizit koncentraci flavonolovych glykosida
v zavislosti na pouzitych metodich. V nedavné studii®” bylo kuptikladu zjisténo, Ze
pomerancové dzusy obsahuji 81-200 mg-1"! rozpustnych flavonolovych glykosidii, zatimco
jejich obsah v koncentratu byl 206-644 mg-1"!, coz naznacuje, ze glykosidy jsou v ramci
zhusténého roztoku koncentrovany béhem zpracovani a skladovani.®®

Ptesny odhad primérného dietarniho pfijmu flavonoidu je obtizny kviili Siroké Skale
dostupnych flavonoida a rozsahlé distribuci v riznych rostlinach a také riznorodé¢ spotiebé
u 1idi.¥ V nasledujicich odstavcich bude pozornost zaméfena na to, jakymi biologickymi

ucinky disponuji tfi flavonoly a jejich glylkosidy, v této praci rozebirané:
5.1 Kvercetin

Kvercetin se fadi mezi jeden z nejznaméjSich flavonoidii vibec a je soucasti lidské
stravy jiz fadu let. Jeho piijem je spojovan s mnozstvim zdravotnich vyhod, vcetné
antioxidac¢nich, protizanétlivych, antivirovych a protirakovinnych, stejné jako se schopnosti
zmirilovat piiznaky né€kterych kardiovaskuldrnich onemocnéni (onemocnéni srdce,
hypertenze a vysoka hladina cholesterolu v krvi). Spatna rozpustnost ve vodé, chemicka

nestabilita a nizka biologicka dostupnost kvercetinu v$ak zna¢né omezuji jeho pouziti.*

Natraveny kvercetin v lidském téle podléha glukuronidaci (reakce k eliminaci
cizorodych sloucenin), sulfataci (detoxikacni proces, jehoz vysledkem je ve vode vysoce

rozpustny produkt) nebo methylaci. Béhem zpracovani a skladovani potravin miize
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chemickou stabilitu (v¢etn¢ oxidace a degradace) kvercetinu ovlivnit mnoho faktort, jako je
teplo ¢i pH. Vyuziti transportnich systému vcetné nosi¢li na bazi lipidli, nanocastic,
inkluznich komplexti, micel a zapouzdieni na bazi konjugati ma potencial zlepsit jak

stabilitu, tak i biologickou dostupnost, a tim i zdravotni ptinosy kvercetinu.”

Kvercetin ptedstavuje dietni flavonoid, jak jiz bylo napsano vySe, bez sacharidu, ktery

je hojné& obsazen napiiklad v jablkach, aronii, ervené cibuli, rajéatech, salatu ¢i bobulich.”!

Vzhledem k celosvétovému problému s velkym mnozstvim odpadu, pochézejiciho
nejen z potravinarského primyslu, nastdva krom mnoha zdravotnich benefiti také moznost
vyuziti cirkuldrniho konceptu biohospodafstvi. Ovocné a zeleninové odpady, jakozto
vedlejsi produkty, mohou byt levnym zdrojem surovin, které 1ze dale vyuzit k izolaci nejen

bioaktivnich latek.%?

Kromé toho se uvadi, Ze kvercetin ma silny potencial v 1é€bé rakoviny. Celosvétovy
odhad diagnostikované rakoviny v roce 2025 ¢ini vice neZ 2 miliony novych piipadi. Jak
bylo zdokumentovano, kvercetin mize inhibovat hojné mnozeni, novotvoreni ¢i bujeni (tzv.
proliferaci) rtznych typt rakovinnych bunék (napt. kolorektalnich rakovinnych bun€k,
bun¢k rakoviny prostaty, bun€k rakoviny jater, bun¢k rakoviny slinivky bfisni a bunck

rakoviny plic) tim, Ze moduluje jejich buné&né procesy a brani jim v ristu.”

Vzhledem ke svym potenciadlnim zdravotnim piinosim pro ¢loveéka se kvercetin dostal
do stiedu zajmu vyuziti jakozto nutricni slozka v potravindiském a farmaceutickém
pramyslu. Stabilita kvercetinu byla rozsdhle studovana za ucelem zkouméani jeho
chemickych zmén beéhem zpracovani i skladovani potravin. Obsah kvercetinu nebo derivatt
kvercetinu by mohl byt dramaticky snizen v disledku oxidace a degradace béhem

zpracovani a skladovani potravin.**
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Obrazek 14 Mozné ucinky kvercetinu na lidské télo.
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Ve studii z roku 2018, ktera se zabyvala izolaci fotochemikalii z jirovce indického
(Aesculus indica), byly v Cistém stavu izolovany dva antioxidanty, pficemz jednim z nich
byl praveé kvercetin. Koncentrace tohoto flavonolu ¢inila v surovém extraktu 85,3 + 1,2
mg-g . Zavérem této studie bylo, Ze plody rostliny mohou byt efektivng vyuzivany

k minimalizaci oxida¢niho stresu, ktery zptisobuji ROS.%

Procento potencialu vychytavani volnych radikali mélo pro kvercetin hodnotou ICs =

78 ng-ml! (koncentrace, pfi niz je zachyceno 50 % roztoku volnych radikal®).
5.2 Kaempferol

Kaempferol se opét fadi mezi prirodni flavonoly a nejcastéji se vyskytuje v riznych
rostlinach a potravindch rostlinného ptvodu, vcéetné hroznl, kapusty, fazoli, brokolice,
rajcat, $penatu, ¢aje a v listech Jinanu dvoulaloéného.?®

Nékolik praci®’ 1% uvadi pozitivni G¢inky dietniho kaempferolu pii snizovani rizika

chronickych onemocnéni, jako je rakovina, poSkozeni jater, obezita a diabetes. Taktéz
vykazuje protizanétlivé vlastnosti a pouziva se k 1é€bé mnoha akutnich a chronickych
onemocnéni vyvolanych zanétem, jako je degenerace meziobratlovych plotének a kolitida,

postmenopauzalni tibytek kostni hmoty ¢i akutni poskozeni plic.!01-102

Nicméné je doposud malo zndmo o bunéénych a molekularnich mechanismech, které
jsou zakladem ptisobeni kaempferolu v centralnim nervovém systému. Také vztah mezi
strukturnimi vlastnostmi kaempferolu a jejich glykosylaci a biologickymi piinosy téchto
slou¢enin je nejasny. Tato latka je zkoumana pii 1é¢bé Alzheimerovy choroby,!®
Parkinsonovy choroby,'® ischemické mrtvice,'” epilepsie,!° depresivnich poruch,!%*

tizkostnych poruch,'® neuropatickych bolesti nebo glioblastom.'?’

Co se dalsich benefitd tyce, kaempferol disponuje silnymi antioxidacnimi,
protizanétlivymi, antimikrobialnimi, kardiovaskularnimi a neuroprotektivnimi vlastnostmi.
Diky své podobnosti s estrogenem lze kaempferol pouzit k 1¢€bé hormonalné regulovanych
karcinomd, jako je karcinom vajecnikd, prsu, délozniho ¢ipku, hepatocelularni karcinom
a leukémie. Kaempferol vykazuje mirnou cytostatickou aktivitu proti bunéénym liniim
lidskych rakovinnych bunék (napt. PC3 — lidské rakovinné buniky prostaty, HeLa — lidské
epitelové buiiky). Kaempferol také zvySuje pravdépodobnost ¢etnosti bunééné smrti zvanou
apoptoza v buikach rakoviny vajecnikl prostfednictvim stimulace proteinu p53 ve vnitini

draze.!8
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Bioaktivita nejen kaempferolu, ale i kvercetinu v lidském téle zavisi na jejich biologické
dostupnosti viici télesnym tkanim. Biologicka dostupnost slouceniny se tyka tirovné travent,

vstiebavani a metabolismu po poziti potravy, coz je potencidlni krok k hodnoceni

mechanismu G¢inku slougeniny.!%-11!

Jisté¢ farmaceutické studie realizované na kaempferolu ukazuji, Ze je biologicky
dostupnéjsi ve formé& konjugované nezli ve volné formé&. Neddvna literatura''? dochazi
k zavéru, ze se kempferol rychle metabolizuje v jatrech. Z jater cirkuluje ve formé sulfatt

a glukuronida do celého téla. Bioaktivita mize byt hodnocena métenim téchto konjugatii
v krvi a mo¢i ¢loveka. 13114

Pied nedavnem byla tato latka oznaéena americkym Ufadem pro kontrolu potravin
a léciv (FDA; z angl. Food and Drug Administration) za v§eobecné bezpecnou latku (GRAS;

z angl. Generally Recognized as Safe) podporujici zdravi v mnoha ohledech.!'

Mechanismus antimikrobialniho plisobeni této fytochemikalie byl Siroce zkouman za

116

ucelem jejiho efektivniho pouziti pti vyvoji novych l1é¢iv. Farmaceuticka studie’® ukazuje,

ze kaempferol je potencialné antimikrobidlni latkou, kterd dokéZe inhibovat rizné patogenni
mikroorganismy. Studie o mikrobidlnich ucincich kaempferolu poskytuji zajimavé
poznatky. Konkrétné¢ bylo prokdzano, Ze ni¢i aktivitu patogenu (Staphylococcus aureus)

a brani ukotveni jeho povrchovych proteint, které snizuji adhezi fibrinogenu, ktery

podporuje tvorbu biofilmu.!!’
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Obrazek 15 MozZné ucinky kaempferolu na lidské télo.

V nalezené studii''®

zameiené na antidiabetickou aktivitu plodu okurky seté (Cucumis
sativus) byla aktivni latka izolovana za pomoci sloupcové chromatografie. Kolona byla

izokraticky eluovana smési chloroform:ethylacetdt (6:4) a vzniklo 22 frakci. Eludty
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(22 frakei) byly rozdéleny do tii frakci A (frakce 1-12), B (frakce 13—19) a C (frakce 20—
22). Frakce B, ktera byla identifikovanad za vyuziti metody HPLC jako kaempferol, byla
aktivni pfi redukei zvysené hladiny glukozy v krvi u krys s cukrovkou, ktera byla uméle
vyvoland alloxanem. Kaempferol taktéZ inhiboval aktivity oa-amyldzy a a-glukosidazy.
Tento fakt poukazuje na to, Ze kaemferol mize svou aktivitou zptisobovat snizeni hladiny
glukozy konzumaci plodi okurky seté prostfednictvim inhibice o-amyldzy a o-

glukosidazy.!®
5.3 Myricetin

Mpyricetin ptedstavuje bézny flavonoid rostlinného ptvodu, ktery je zndmy pro svou
znac¢nou nutriéni hodnotu. Je jednou z kli¢ovych slozek rlznych potravin a ndpoji.
SlouCenina se prezentuje obsahlou skalou biologickych ucinki, napt. antioxidacnich,
souviseji s centralnim nervovym systémem a rozsahlé studie naznacuji, ze sloucenina mize
byt prospésnd jakozto ochrana ptfed nemocemi, jimiZ jsou Parkinsonova a Alzheimerova

choroba.'?®

Vyuziti myricetinu jakozto konzervac¢niho ¢inidla k prodlouzeni trvanlivosti potravin

obsahujicich tuky a oleje se piipisuje schopnosti slou¢eniny chrénit lipidy pied oxidaci.!"’

Nekolik studii'?®!?! prokazalo biologickou aktivitu této latky proti fadé polymeraz
deoxyribonukleovych kyselin (DNA; zangl. deoxyribonucleic acid) a polymerdz
ribonukleovych kyselin (RNA; z angl. ribonucleic acid), reverznich transkriptaz, telomeraz,
kindz ¢i helikaz. Myricetin vykazoval G¢inky proti starnuti pokozky tim, ze ni¢il pfi¢inné

volné radikély v kiizi.!!%122

Cetny vyzkum protirakovinnych aktivit myricetinu ukazal, Ze slougenina je cytotoxicka
vuci fade lidskych rakovinnych bunécnych linii, véetné bunék rakoviny jater, ktize, slinivky
a tlustého stieva. Inhibuje také kli¢ové enzymy podilejici se na iniciaci a progresi rakoviny.
Studie mechanismu uc¢inku odhalila, Ze dvojna vazba mezi C2—C3, aromaticky kruh ,B* na
C-2 a hydroxyskupiny v kruhu ,B¢ jsou nejspi§ zodpovédné za cytotoxicitu. Sloucenina

vykazovala cytotoxicitu vii¢i buiikdm chronické myeloidni lidské leukémie.'??

Antihypertenzni plsobeni myricetinu bylo prokdzdno vin vivo podminkach.

Hypertenze a oxidacni stres byly snizeny po 1é¢bé perordlnimi ddvkami 100 a 300 mg
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myricetinu-kg ! télesné hmotnosti u potkanti. Bylo evidentni sniZeni systolického krevniho

tlaku i zmény vaskularni reaktivity.'?

Protizénétlivé Gcinky jsou Uzce spjaty s antioxidacnim pisobenim, protoZe jednou z
hlavnich odezev zanétu je oxida¢ni stres. V jedné studii'® byl hodnocen protizanétlivy
ucinek myricetinu na akutnich 1 chronickych modelech zanétu, a byla zjisténa vyznamna
inhibice xylenem indukovaného otoku ucha a karagenanem indukovaného otoku zadni
koncetiny. V modelu edému zadni koncetiny vyvolaného karagenanem vedla 1écba
myricetinem k vyznamnému snizeni pfiznaki zdnétu a souc¢asnému snizeni poctu leukocytt.
Myricetin byl také ucinny v prevenci chronického zanétu, ktery inhiboval tvorbu granula¢ni
tkan¢. Celkoveé vzato, myricetin vykazoval silnou protizanétlivou aktivitu pro akutni

i chronicky zanét,'?® coz miize byt spojeno s jeho antioxida¢ni aktivitou.!?

Zamora-Ros a kolegové (2014) prostfednictvim statistické analyzy uvedli vyzkumny
vztah mezi pfijmem flavonoidii v potravé a diabetem typu II v ramci evropské populace.
Mezi riznymi flavonoidy vykazoval myricetin inverzni souvislost s rizikem diabetu typu II,

coz naznaduje, e myricetin ma potencidlni antidiabetickou aktivitu.'?’

Diabetes je metabolickd porucha vedouci k hyperglykémii a rozvoji komplikaci
specifickych pro diabetes, jako jsou makrovaskularni a mikrovaskularni onemocnéni.
Diabetes tUizce souvisi se zanétem a oxida¢nim stresem. Chronické zanétlivé reakce, véetné
produkce cytokind, maji za nasledek dysfunkci inzulinu a B-bun€k, a nakonec vyskyt
diabetu. Myricetin a jeho antioxidaéni i protizanétlivé ti¢inky mohou v disledku toho byt

uzite¢nymi pii prevenci diabetickych komplikacich.'?®

Myricetin taktéz u laboratornich zvitat prokdzal G¢inky proti obezité, jez byla vyvolana
nevhodnym stravovanim. V tomto pfipadé¢ bylo podavani myricetinu pravdépodobné
napomocné ke snizeni télesné hmotnosti, ddle hmotnost visceralniho tukového polStafe

a hladiny lipidd v plazmé, ale také sniZil hladinu triglyceridi a cholesterolu.'?’



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

protidiabeticke
pusobi protiROS Ucinky protirakovinotvorné

redukce télesné '\ N S /l zabrariuje

hmotnosti & 7 infekcim
o ( MYRICETIN

pusobi proti ‘ ™M snizuje hladinu t&zkych
srde€nim chorobam { \I kovll v organismu
protizanétlivé . ‘L ., Uginky proti
plsobeni snizuje oxidaéni demenci

stres

Obrazek 16 Mozné ucinky myricetinu na lidské télo.

5.4 Rutin

Rutin je flavonolovym glykosidem, o kterém se uvadi, ze ma klinicky relevantni funkce,
potencidlné prospesné pii prevenci nemoci a ochrang stability genomu. Databaze dietnich
doplnkt uvadi vice nez 860 produktii obsahujicich rutin, které jsou v soucasné dobé
prodavany na uzemi Evropské unie. Léky s obsahem rutinu (napft. Ascorutin, ktery patii
mezi venofarmaka) jsou specialné doporucovany k 1é¢bé raznych chorobnych stavi, jako
jsou kiecové zily, vnitini krvaceni nebo hemoroidy. Bézné perordlni davky rutinu se
pohybuji od 60 mg do 100 mg denné, pro populaci dospélych osob a lze v nich bezpecné
pokracovat po dlouhou dobu, az 6 mésict. K dnesnimu dni se uvadi, ze vice nez 70 druhti
rostlin obsahuje rutin.!*?

Hlavni nevyhodou rutinu je jeho Spatna biologickd dostupnost, zptisobena predevsim
jeho Spatnou rozpustnosti ve vod¢, nizkou stabilitou a omezenou membranovou
permeabilitou. To jsou hlavni faktory, které brani vyzkumim biologickych ucink rutinu,
pfestoze se jedna o latku, kterd mize vykazovat detekovatelnou biologickou aktivitu
v ruznych systémech. Navic nizka rozpustnost rutinu v tucich omezuje jeho praktické pouziti
pro topické aplikace. Vzhledem k tomu, Ze poptavka po pfirodnim rutinu ma rostouci trend,
je dilezité pfezkoumat nejnovéj$i metody extrakce a ¢isténi tohoto flavonoidu. Kromé toho
bylo v posledni dob¢ vénovano zna¢né vyzkumné usili vyrob¢ specific¢téjsich a ucinnéjsich
derivatii flavonoidii s minimalnimi vedlejSimi G¢inky, vysokou biologickou dostupnosti
a terapeutickym piinosem pro pouziti v potravinaiském a farmaceutickém primyslu.'*!

Rutin prokazal Sirokou Skéalu farmakologickych aplikaci diky svym vyznamnym

antioxida¢nim vlastnostem. Bézné se rutin pouziva jako antimikrobidlni, antifungalni
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a antialergické Cinidlo. Soucasny vyzkum prokazal jeho farmakologické piinosy pro 1écbu
riznych  chronickych onemocnéni, jako je rakovina, diabetes, hypertenze

a hypercholesterolémie. !>

pusobeni proti
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vit.C <~ _~7  Uginky
L _ '\ RUTIN
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pusobeni snizuje LDL

cholesterol

Obrazek 17 Mozné uc¢ikny rutinu na lidské télo.
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6 VYHLED DO BUDOUCNA

SlouCeniny, kterym je vénovéana tato bakalafskd prace (kvercetin, kaempferol,
myricetin, rutin) a jejich biologicka aktivita jsou soucasnymi studiemi relativné dobie
popsany. Jak bylo mozné vidét, jsou jiz v soucasné dob¢ vyuzivany k celé fadé riznych
1écebnych celll. Navic jsou nadédle zkoumany a je zjiStovano, zda nemohou putisobit i na
dalsi ptipadna onemocnéni. Slibny potencidl je vykazovan také v ptipadech rakovinového

bujeni, které je v poslednich letech stale Casté;si.

Tyto ptirodni produkty jsou stavebnim kamenem pro vétsi rozvoj 1€k, diky jejich
snadné dostupnosti a nizkému poctu nezddoucich ucinkl. Avsak, dle mého nazoru, by bylo
vhodné v nasledujicich letech zaméftit pozornost smérem k raciondlni syntéze jejich derivatii
s cilem zlepsit jejich farmakodynamické a farmakokynetické vlastnosti. Pochopeni slozitych
biochemickych a farmakokinetickych drah, u nichz se pfedpokladé, ze budou ovlivnény

flavonoidy, by jisté pfipravilo cestu pro jejich vyvoj jako budoucich antivirovych lé¢iv
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ZAVER

Cilem ptedlozené bakalaiské prace s nazvem ,,Flavonolové glykosidy* bylo piiblizit
rostlinné latky zvané flavonolové glykosidy, za ucelem zvySeni povédomi o jejich velkych
zdravotnich benefitech. Glykosidy ptedstavuji rostlinné stavebni latky, které vznikaji
vazbou cukerné slozky (naptiklad glukézy) na necukernou latku aglykon, ktery je hlavnim
nositelem ucinku glykosida. Glykosidy jsou rozlozitelné kyselinami a n¢kterymi enzymy,
neékteré mohou byt toxické.

Pozornost byla vénovdna hlavnim tfem nejzndméjSim flavonolim (kvercetin,
kaempferol, miricetin) a nékterym jejich glykosidm (rutin). Tyto latky jsou uz po nékolik
dekad intenzivné zkoumany, a to zejména pro jejich cetné biologické ucinky.

Jedna se o latky, které se vyskytuji pouze v rdmci rostlin a Zivo¢isné t€lo je neni schopno
vytvaret. Jelikoz se vyskytuji i v nutriéné¢ vyznamnych zdrojich potravy, jako je ovoce,
zelenina nebo obiloviny, neni zvlastni, ze odbornici doporucuji jejich konzumaci. Avsak lidé
maji stale vétsi problémy dodrZovat zdravou zivotospravu, a je pomérné narocné tyto latky
zrostlin extrahovat a izolovat, pak jsou syntetizovany iumélou cestou. V podobé¢
potravinovych doplnkt jsou téz stale v nartistajicim mnozstvi prodavany na farmaceutickém
trhu.

Spole¢nou charakteristikou vSech flavonolli a jejich glykosidl je, Ze jsou vysoce
biologicky aktivni. Jedna se pfedevsim o jejich intenzivni oxida¢ni ucinky. Volné radikaly
se vyskytuji v lidskych télech, kde porusuji buniky, poptipadé zpiisobuji i jejich uplnou smrt.
Glykosidy jsou schopné mnozstvi radikall snizovat nebo je zcela nicit. Mimo silné oxidac¢ni
uc¢inky  jsou  vSechny zminéné glykosidy charakteristické  protizanétlivymi
a antimikrobialnimi u¢inky. Velice intenzivné jsou navic glykosidy zkoumany i pro jejich
protinadorové ucinky, kdy bylo jiz nékolika studiemi prokazano, ze jsou tyto molekuly

schopné efektivné plisobit proti proliferaci rakovinnych bunék.
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