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ABSTRAKT

Diplomova prace se v teoretické ¢asti zabyva charakteristikou flavonoidu, cyklodextrinti
a tvorbou supramolekularnich komplexi mezi témito latkami. Cilem experimentalni ¢asti
byla syntéza flavonu a jeho uplnd charakterizace pomoci IR, GC-MS, ESI-MS a NMR.
Flavon spolu s kvercetinem predstavuji ligandy, u kterych byla pomoci hmotnostni
spektrometrie studovana schopnost vytvaiet supramolekuldrni komplexy s cyklodextriny.
Kvercetin piedstavuje vyznamny antioxidant, a proto byla spektrofotometricky provedena
analyza antioxidani aktivity samotného kvercetinu a jeho komplexi s nativnimi

cyklodextriny.

Klicova slova: flavonoidy, cyklodextriny, inkluzni komplex, supramolekuldrni, flavon,

kvercetin, hmotnostni spektrometrie, antioxida¢ni aktivita

ABSTRACT

In the theoretical part of this diploma thesis the characterization of flavonoids and
cyclodextrins as well as the formation of supramolecular complexes between these
substances, is described. The first aim of the experimental part was to synthesize flavone
and make its complete structural characterization by IR, GC-MS, ESI-MS and NMR. The
ability of both flavone and quercetin formed supramolecular complexes with native
cyclodextrins have been subsequently studied using mass spectrometry. Finally, the
antioxidant activity of quercetin and its complexes with native cyclodextrins was studied

by spectrophotometric analysis.

Keys words: flavonoids, cyclodextrins, inclusion complex, supramolecular, flavone,

quercetin, mass spectrometry, antioxidant activity
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UvVOD

Rostliny sehravaji dilezitou roli pro Zivot na Zemi, nebot’ jsou to organizmy, které
preménuji anorganické slouceniny na organické latky. Predstavuji také nevycerpatelné
zdroje biologicky aktivnich latek, které vznikaji jejich sekundarnim metabolismem. Mezi
takové latky patii napiiklad flavonoidy, které se v rostlinach podili na chuti, pigmentaci
a slouzi rovnéz jako ochrana proti UV-zéafeni, mikrobidlnimu napadeni a také chrani
rostliny pied reaktivnimi kyslikatymi radikaly. Flavonoidy jsou také vyznamné pro jejich
protizdnétlivé, antimikrobidlni a antioxidacni vlastnosti, a proto nachdzi uplatnéni

v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu.

Supramolekularni chemie je obor zabyvajici se intermolekularnimi interakcemi
prostfednictvim nekovalentnich vazeb. Supramolekularni komplexy typu ,,hostitel-host*
vznikaji zapouzdienim molekuly hosta do kavity hostitele. Mezi vyznamné hostitelské
molekuly patfi napt. cyklodextriny, které jsou schopny do své kavity pojmout jiné
molekuly, napt. pravé flavonoidy. Tvorba supramolekularnich komplexi muze vést ke
zmén¢ fyzikdlnich, chemickych ¢i biologickych vlastnosti jak hostujici, tak 1 hostitelské

molekuly.

Teoretickd casti diplomové prace obsahuje tii kapitoly, pficemz ta prvni se zabyva
charakteristikou flavonoidii, jejich chemickou strukturou a biologickou aktivitou.
Cyklodextriny, supramolekularni komplexy a analytické metody vhodné ke stanoveni
téchto komplexti jsou popsany v druhé kapitole. Teoretickou ¢ast uzavird literarni reSerSe
pojednavajici o doposud popsanych supramolekularnich komplexech mezi vybranymi

flavonoidy a cyklodextriny.

V praktické casti byla studovéna tvorba supramolekularnich komplexti vybranych
flavonoidil s nativnimi cyklodextriny pomoci hmotnostniho spektrometru s iontovou pasti
a elektrosprejovou ionizaci. Nejdiive vSak byla provedena tfistupiiovd syntéza flavonu,
jakozto jednoho ze dvou ligandi. Druhym studovanym ligandem byl kvercetin, ktery je
vyznamny napf. pro jeho relativné silnou antioxidaéni aktivitu. To, zda miZe zapouzdieni
molekuly kvercetinu do kavity cyklodextrinu ovlivnit antioxidacni aktivitu, bylo

zjiStovano spektrofotometricky pomoci metody DPPH.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FLAVONOIDY

Flavonoidy lze definovat jako skupinu piirodnich polyfenolickych latek, které vznikaji
sekundarnim metabolismem rostlin. JelikoZ se svymi vlastnostmi 1i$i od jinych fenolovych
latek, jsou uvadény jako samostatna skupina. Flavonoidy se podili na chuti a pigmentaci
rostlin. Vyznamnou vlastnosti flavonoidi je jejich biologickd aktivita, kdy jim jsou

ptipisovany antioxidacni, antimikrobidlni, antialergické a antikarcinogenni G¢inky. [1]

Nazev flavonoidy je odvozen z latinského ,.flavus®, coz znamena Zluty. Z toho vyplyva,
7e vétSina zastupcil ma vliv na Zluté zbarveni rostlinnych ¢€asti, jako jsou listy, semena,
kofeny ¢1 kvéty. [2] V podzimnim obdobi, kdy dochazi k odbarvovani zelenych listi, se
pigmenty flavonoida stavaji pestiejSimi. Je to dano degradaci chlorofylovych barviv, ktera
jinak v listech pievladaji a potlacuji tak ostatni barviva. Na Zlutém a oranZovém zbarveni
listd se podili flavonoidy spolu s karotenoidy. Pfitomnost anthokyanovych barviv ma za

nasledek ¢ervené a fialové odstiny podzimniho listi. [3]

Flavonoidy v rostlindich slouzi rovnéz jako ochrana proti ultrafialovému zafeni,
mikrobialnimu napadeni a také chrani rostliny pied reaktivnimi kyslikatymi radikaly.
Nekteré flavonoidy jsou charakteristické trpkou a sviravou chuti, diky cemuz mohou byt

rostliny chranény pted konzumaci bylozravci. [2]

Za objevitele flavonoidi je povazovan Dr. Albert Szent-Gyorgyi, ktery se svymi
spolupracovniky roku 1936 izoloval z ktiry citrusovych plodu latku, kterou pojmenovali
vitamin P. O necelych 50 let pozd¢ji byl oficialné pro tuto skupinu latek zaveden nazev
flavonoidy. Tento vyznamny mad’arsky védec ziskal v roce 1937 Nobelovu cenu za objevy

tykajici se biologické oxidace ve spojitosti s vitaminem C a katalyzou kyseliny fumarové.
[4]

V potravinarském primyslu se flavonoidy vyuzivaji pro jejich dobré technologické
vlastnosti. Pro svou stalou barevnost jsou uplatilovany jako ptirodni potravindiska barviva,

nebo jsou vyuzivany jako antioxidanty tuki a oleji. [5]
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1.1 Chemicka struktura flavonoidu

Zakladni chemicka struktura flavonoidl je tvotfena patnacti atomy uhliku, pficemz se
sklada ze dvou benzenovych kruhti (Obrazek 1, kruh A, B), které jsou spojeny
heterocyklickym pyranovym kruhem (Obrazek 1, kruh C). Tato molekula je nazyvana
flavan, systematicky 3,4-dihydro-2-fenyl-2H-1-benzopyran, a piedstavuje zakladni skelet

flavonoidnich sloucenin. [1]

Obrazek 1. Strukturni vzorec flavanu.

Jak jiz bylo zminéno vyse, flavonoidy jsou fenolické latky, které vznikaji v disledku
metabolickych drah. Ty vyuzivaji jako zakladni vstupni latky aromatické aminokyseliny
fenylalanin, tyrosin nebo tryptofan, za ucasti enzymu fenylalaninamoniaklyazy. Jedna se
o polyketidovou cestu, pii které je syntetizovan kruh A. Druhou, tzv. Sikimatovou cestou,

dochazi k tvorbé kruhti B a C. [6]

Skupiny flavonoidt se vzajemné 1isi substituci hydroxylovych a methoxylovych skupin
na jednotlivych kruzich flavanu. SpiSe nez ve volné formé, se flavonoidy v ptirodé
vyskytuji pfevazné jako glykosidy. Jejich molekula je tak tvofena cukernou a necukernou
slozkou. Sacharidova c¢ast je casto tvofena D-glukdzou, ale mohou se vyskytovat
1 flavonoidy obsahujici substituovanou D-galaktézu, L-arabindzu, D-xylézu nebo kyselinu

D-glukuronovou. Tyto sacharidy jsou obvykle vazany v polohach C-7, C-5, C-4", C-3". [7]

Rozpustnost flavonoidii je vyznamné ovlivnéna jejich strukturou. Molekuly obsahujici
glykosidickou slozku a hydroxylové skupiny vykazuji mnohem vys§i rozpustnost ve
vodnych médiich, neZ molekuly obsahujici methylové a isopentylové (3-methylbutan-1-

ylové) jednotky. [8]
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1.2 Klasifikace flavonoidu

Flavonoidy tvoii velice obsdhlou a rozmanitou skupinu chemickych latek, které lze
rozdélit na zaklade struktury do nékolika skupin. V této praci budou flavonoidy popsany
dle Claudine Manach, ktera je rozdélila do Sesti zakladnich skupin, kterymi jsou flavonoly,

flavony, flavanony, flavanoly, isoflavony a anthokyanidiny. [9]

1.2.1 Flavonoly

Flavonoly tvofi velmi rozSifenou skupinu zlutych barviv vyskytujicich se
v celé rostlinné tiSi, vyjma hub a fas. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou myricetin,
kvercetin a kemferol (Obrazek 2). Ty se vyskytuji hlavné jako O-glykosidy. Flavonoly
obsahuji v polohdch C-3, C-5, C-7 hydroxylovou skupinu a vzdjemné¢ se mohou lisit

substituci v polohach C-3°, C-4" a C-5". [§]

Substituent
R R2
kvercetin OH H

Flavonol

kemferol H H
myricetin OH OH

Obrazek 2. Strukturni vzorce vybranych flavonoli.

Z flavonolovych glykosidu se v piirod¢ vyskytuji spise 3-glykosidy nez 7-glykosidy,
pricemz nejvice rozsirené jsou glykosidy odvozené od kvercetinu a kemferolu, glykosidy

myricetinu se vyskytuji nejméné. [7]

Kvercetin a jeho glykosidy pfedstavuji relativné zajimavé latky, nebot’ vykazuji silnou
antioxidacni aktivitu a podileji se na pruznosti a permeabilité krevnich kapildr. Ve
vysokych koncentracich se hromadi uvniti vnéj$ich tkéni rostlin, a to z toho divodu, Ze
jejich biosyntéza je katalyzovana slune€nim svétlem. Bohatym zdrojem kvercetinu je
napiiklad zluta cibule, ve které se kvercetin vyskytuje ve form¢ kvercetin-4-O-glukosidu
a kvercetin-3,4-O-diglukosidu. Vyznamnym glykosidickym derivatem je také kvercetin-3-
B-rutinosid, zndmy jako rutin, ktery se hojné¢ nachadzi v pohance a pfiznivé ovliviiuje

kvalitu krevnich kapilar. [9]
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1.2.2 Flavony

Flavony tvofi velmi rozsahlou skupinu svétle Zlutych rostlinnych barviv. Molekuly
flavoni objevujici se v potravinach jsou be€zné substituovany hydroxylovymi
a methoxylovymi skupinami v polohach C-5, C-7, C-3’, C-4" a C-5". Mezi flavony
obsahujici v molekule hydroxylové skupiny patii apigenin a luteolin, které se hojné
vyskytuji v celerové a petrzelové nati. Citrusové plody jsou bohatym zdrojem tangeretinu
a nobiletinu, coZ jsou flavony obsahujici methoxylové skupiny na kruhu A 1 B. Hispidulin
je zastupce flavonu substituovaného methoxylovou skupinou na kruhu A, ktery byl
detekovan v rostlinaich jako je Salvéj, pelyn€k a arnika. Mezi flavony obsahujici
methoxylovou skupinu na kruhu B patfi acacetin, diosmetin a chrysoeriol. Struktura

vybranych flavontl je znazornéna na Obrazku 3. [7, 8]

Substituent
Ri1 R Rs R4
apigenin OH OH H OH
luteolin OH OH OH OH
acacetin OH OH H OCH;
flavon H H H H

Flavon

Obrazek 3. Strukturni vzorce vybranych flavont.
Apigenin je velmi rozsifeny flavon vyskytujici se jak v ovoci, zelenin€ a obilovinach,
tak 1 v bylinach. Z ovoce Ize zminit napiiklad jablka a hrozny révy vinné, ze zeleniny zase
kvétak, celer ¢i cibuli. U apigeninu byly prokézany protizdnétlivé ucinky, jelikoz inhibuje

enzym cyklooxygenazu a eliminuje syntézu oxidu dusnatého. [10]

Luteolin je dal$im vyznamnym flavonem, jehoz nejvétsi mnozstvi se nachéazi v paprice,
celeru, petrzeli a v hefmanku pravém. Rostliny bohaté na luteolin se pouzivaji v tradicni
¢inské mediciné pro 1é€bu rtiznych onemocnéni, napiiklad hypertenzi. Tento flavon je
v oboru molekularni a translaéni mediciny zkouméan pro jeho mozZné ptiznivé Uc€inky
v 1é€bé nadorovych onemocnéni. Za nasledek ma i antialergické a protizanétlivé vlastnosti

vlivem inhibice enzymu tyrosinkynéazy. [11]

Nesubstituovany flavon vykazuje ze vSech flavonolli a flavonli nejslabsi antioxidacni
aktivitu, avSak konzumace potravin bohatych na flavony pfispiva k prevenci proti vzniku
aterosklerdzy. V potravindch se s nim lze setkat v zelenych &astech rostlin, jako jsou

zeleninové naté, kopr ¢i fenykl. Bylinnym zéastupcem je napiiklad tymian. [12]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.2.3 Flavanony

Flavanony tvofi dal$i skupinu flavonoidnich latek, pro které je charakteristicka
pritomnost stereogenniho centra na atomu uhliku C-2 a absence dvojné vazby mezi atomy
uhliki C-2 a C-3. Flavanonova struktura je vysoce reaktivni a podléha hydroxylaci,
glykosylaci a O-methylaci. Hlavni zastupce tvoii glykosidy odvozené od 5,7-
dihydroxyflavanond, které se od sebe li§i substituci na kruhu B. Molekularni struktura

vybranych flavanoni je znazornéna na Obrazku 4. [7, 8]

R4
Substituent
R, Flavanon
R Rz Rs
HO O = R naringenin H OH H
3
hesperetin OH H OCH;

neohesperedin H OCH; OH

Obrazek 4. Strukturni vzorce vybranych flavanont.

Vysoka koncentrace flavanonii byla prokazana v citrusovych plodech. V téch se nachazi
naptiklad naringenin, hesperetin, eriodiktyol, dale pak glykosidy poncirin, citrifolisoid,

naringin, hesperidin a ericitrin. [5]

V pomerancovych a citronovych plodech se nejvice vyskytuje hesperetin, jehoz obsah
v 1 1 8tavy se pohybuje v rozmezi od 0,54 do 1,18 g. Vzhledem k nizké rozpustnosti ve
vodé, se mize po urcité dobé vyskytovat v krystalické formé. Grapefruity obsahuji jako
hlavni flavanonovou latku naringin, ktery je, na rozdil od hesperetinu, intenzivné hotky.
Hotké jsou i ostatni flavanony, které ve své molekule obsahuji neohesperidozu (2-O-a-L-
rhamnozyl-D-glukopyrandza) v poloze C-7. Pokud je v této poloze navazana rutindza (6-O-
a-L-rhamnozyl-D-glukopyran6za), jsou tyto latky bez chuti, pravé tak jako pftisluSny

aglykon naringenin. [5]

Obsah popsanych flavanonl v pomerancich i grapefruitech béhem vegetace vzrista.
Maximalnich hodnot dosahuji v dobé, kdy jsou plody vetsi nez 5 centimetrii
v priméru, poté je jejich obsah konstantni a pohybuje se v rozmezi od 1 do 6 g v jednom
plodu. V citrusech se flavanony vyskytuji predev§im v albedu (bild vrstva pod slupkou).

[3, 7]
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1.2.4 Flavanoly

Flavonoly tvofi velmi komplexni skupinu flavonoidl, kterd obsahuje latky od
jednoduchych monomert (+)-katechinu a jeho isomeru (-)-epikatechinu, tak i oligomerni
a polymerni proanthokyanidiny, které jsou oznacovany jako kondenzované ttisloviny.
Molekula flavan-3-olu obsahuje dvé stereogenni centra na atomech uhlikit C-2 a C-3 a tim
umoznuje vznik ¢ty stereoisomerti pro kazdy stupen hydroxylace B-kruhu. Nejrozsitenéjsi
jsou (+)-katechin a (-)-epikatechin. Oligomerni a polymerni proanthokyanidiny ve své
molekule obsahuji jesté dalSi stereogenni centrum na atomu uhliku C-4. [8] Na Obrazku 5

je znazornéna struktura vybranych flavanoli.

R4

Substituent

OH Flavanol
R: R:
HO O katechin OH H

R2

epikatechin H OH
OH gallokatechin OH OH

OH

Obrazek S. Strukturni vzorce vybranych flavanoli.

Z flavonoidnich latek jsou flavanoly nejvice konzumovany, jelikoz se nachazi v mnoha
potravinach, jako je naptiklad ovoce, zelenina, lusténiny a kakaové boby. Z napoji je to
¢aj, pivo a vino. Napiiklad hotka cokoldda s vysokym obsahem kakaovych bobl je
vybornym zdrojem katechinti, jez se v ni vyskytuji v obsahu az 61 mg/100 g. Mezi ovoce
bohaté na katechiny patii jablka, hrusky, tfe$né &i hrozny. Cervena vina, v zavislosti na

druhu, obsahuji okolo 270 mg/l katechinti. [10]

Proanthokyanidiny, neboli kondenzované ttisloviny, jsou charakteristické¢ svou trpkou
a sviravou chuti. To se projevuje naptiklad u organoleptickych vlastnosti piva, do kterého
se tyto latky dostavaji extrakci z chmele. Velmi bohatym zdrojem flavanolii je cerny
a zeleny caj, ve kterém se vyskytuji katechiny ve formé estert kyseliny gallové. Mezi tyto
latky patii (-)-epigallokatechin, (-)-epigallokatechin gallat a (-)-epikatechin gallat. Ve
srovndni s ¢ernym Cajem, zeleny €aj obsahuje téchto latek aZ o polovinu vice, nebot” pti
technologickém zpracovani nepodléha oxidaci, kterd ma vliv na celkovy obsah fenolickych
latek. Pti vyrobé c¢ajii vznikaji z tfislovin enzymatickym hnédnutim pigmenty theaflavin

(oranzovo-Cerveny) a thearubigin (oranzovo-hnédy). [10, 13, 14]
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1.2.5 Isoflavony

Isoflavony jsou flavonoidy, které se od ostatnich skupin lisi polohou B-kruhu v zékladni
chemické struktuie (Obrazek 1), kdy tento benzenovy kruh se nenachazi v poloze C-2,
nybrz v poloze C-3. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou genistein, daidzein, glycitein

a fomononetin. Struktura vybranych isoflavonti je zndzornéna na Obrazku 6. [8]

HO o Substituent
Isoflavon
Ri R2
R daidzein H H
OH genistein OH H
glycitein H OCH;

Obrazek 6. Strukturni vzorce vybranych isoflavoni.

Isoflavony jsou ptirozené se vyskytujici rostlinné chemické latky, které jsou také fazeny
do tfidy fytoestrogend. V soucasné dob¢ jsou podrobné zkoumany, nebot maji vyznamny
potencial v 1écbé rakoviny prsu a prostaty, mohou piiznivé ovliviiovat menopauzalni
symptomy, a slouzi jako prevence kardiovaskularnich chorob a osteoporozy. [15] Nejvyssi
koncentrace isoflavonli se nachazi v luSténinach, konkrétné v sojovych bobech ave

vyrobcich z nich, naptiklad miso, tempeh, tofu ¢i sojovy ndpoj. [9]

Isoflavony se také mohou vyskytovat v krmivech obsahujici luSténiny a v jetelovinach,
jejichz konzumace mtize ovliviiovat reprodukci pasoucich se zvitat, jako jsou kravy a ovce.
Tyto fytoestrogeny maji dostateCnou estrogenni aktivitu, ktera napodobuje steroidni

hormon estradiol, ktery blokuje ovulaci. [§]

1.2.6 Anthokyanidiny

Anthokyanidiny pfedstavuji velmi rozsdhlou skupinu ve vod€ rozpustnych pigmentl
odpovédnych za modré, fialové a Cervené zbarveni mnoha rostlinnych tkani. Vyskytuji se
predevsim jako glykosidy, pfi¢emz sacharidova slozka v tomto systému je tvofena bud’ D-
gluko6zou, D-galaktézou, L-rhamndzou, L-arabindézou ¢i D-xylozou. Ty mohou byt vazany
v poloze C-3 nebo C-5, ve vyjimecnych ptipadech i v poloze C-7, a to jak ve formé
monoglykosidii, tak di- 1 triglykosidd. Tyto glykosidy jsou pak oznacCovany jako
anthokyaniny, resp. anthokyanova barviva. Mezi nejvice se vyskytujici anthokyanidiny
v pfirod¢ nalezi kyanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, pelargonidin a malvidin.

Chemicka struktura vybranych anthokyanidini je zndzornéna na Obrazku 7. [16, 17]
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Ri

Substituent
OH Anthokyanidin
Ri R:
HO N idi
O AN R, pelargonidin H H
kyanidin OH H
=
OH
OH

delfinidin OH OH

Obrazek 7. Strukturni vzorce vybranych antokyanidind.

Anthokyanidiny jsou pfitomny v mnoha druzich rostlin, ve kterych jsou lokalizovany
v bunécnych vakuolach. Velmi kvalitnim zdrojem jsou hrozny révy vinné, Svestky, maliny,
jahody, bortvky, cervené zeli, lilek a spousta dalSich. V podstaté lze konstatovat, Ze se
tento typ flavonoida vyskytuje ve vSech rostlinnych materialech, které jsou, byt jen trochu
zbarvené do riizova, Cervena a fialova. [7] Pelargonidin, kyanidin a peonidin se podili na
oranzovo-Cerveném zbarveni rostlin. Delfinidin, petunidin a malvidin naopak vykazuji

modro-¢ervené zbarveni. [17, 18]

V zéavislosti na hodnotaich pH prosttedi a molekulové struktufe, vykazuji
anthokyanidiny jind zabarveni. Cervené barvy dosahuji ve velmi kyselém
prostiedi (pH < 3), modré barvy pii pH bud’ v rozmezi 2—4 nebo v alkalickém prosttedi pti
pH 7-8. Anthokyanidiny se mohou vyskytovat ijako bezbarvé latky, a to hlavné
v prosttedi pti pH 4-6. Na barvu ma také vliv acylace ¢i methylace hydroxylovych skupin
na kruhu A aB. [18] Na Obrazku 8 je ptiklad molekularni transformace kyanidinu
v zavislosti na pH. [18, 19]

OH
OH .
HO § O HO 10
= OH H,O +H,0
OH

pH <3 pH 6-7

+H1 -H* OH

(0]
-H,0 0 O A
"
OH

pH > 8 Gl pH 7-8

Obriazek 8. Strukturni vzorce kyanidinu v zavislosti na pH.
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1.3 Biologicka aktivita flavonoidu

1.3.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidanty jsou latky inhibujici nebo zpomalujici oxida¢ni pochody, které jsou
v zivych biologickych systémech nezbytné pro ziskavani energie. Nezadouci je vsak pfilis
nezbytnych pro zivot, ale pti vyrazné nadprodukci reaktivnich sloucenin kysliku, dochéazi
k tzv. oxidacnimu stresu. Antioxidanty jsou tedy piirozené¢ obranné latky, které slouzi
organismu k boji proti volnym radik4liim, nebot’ je mohou neutralizovat a pomahaji tak

udrzet bunky v neposkozeném stavu. [20]

Antioxidanty Ize rozdélit do dvou kategorii, a to na pfirodni a syntetické. Syntetické
antioxidanty jsou zpravidla slouc¢eniny s fenolovou strukturou, ktera je v riznych stupnich
alkylovana.  Syntetickymi  antioxidanty = jsou  napfiklad  butylhydroxyanisol
a butylhydroxytoluen. Mezi vyznamn¢ piirodni antioxidanty patii jak fenolické slouceniny
(flavonoidy, fenolové kyseliny), tak 1 vitaminy (vitamin E, vitamin C, vitamin A),
slouc¢eniny dusiku (alkaloidy, aminokyseliny, aminy) a piirodni barviva (karotenoidy,

anthokyaniny). [20]

Mechanismus poskozeni bunky volnymi radikaly spoc¢ivd v peroxidaci nenasycenych
mastnych kyselin v lipidové dvojvsrtvé bunécné membrany, coz zpusobi fetézovou reakcei
peroxidaci lipidii. Tim dojde k poskozeni bunééné membrany s naslednou oxidaci
membranovych lipidi a proteini. Dochazi tak k poskozeni obsahu bun€k, véetné DNA.
Antioxida¢ni aktivita flavonoidi zdvisi na uspofddéni funkénich skupin v jejich

molekulové struktuie. [1]

Mezi zdkladni mechanismy antioxida¢niho plsobeni flavonoidl patti zhaSeni volnych
radikal, chelatace ptechodnych kovii a schopnost inhibovat prooxidacni enzymy.
Flavonoidy poskytuji elektron radikdlu za soucasného vytvoreni stabiln€j$i a méné
reaktivni radikdlové struktury. ZhaSeci aktivita roste s poctem hydroxylovych skupin
v molekule. Naptiklad proanthokyanidiny, neboli kondenzované tfisloviny ze skupiny
flavanolli (Obrazek 5, str. 17), vykazuji vysoky antioxidacni potencial diky vysokému

stupni hydroxylace aromatickych kruhti. [14]
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Dalsi vyznamnou schopnosti flavonoidu je chelatace. Prechodné kovy, naptiklad zelezo
améd, vorganismu plni fadu fyziologickych funkci. Dulezitou funkci sehravaji jako
soucast kofaktori antioxida¢nich enzymu, kdy jsou vétSinou vazany na proteiny (ferritin
nebo ceruloplazmin). Pokud se vSak vyskytuji volné, mohou katalyzovat radikalové

reakce. Jako ptiklad lze uvést Fentonovu reakei:

Fe** + H,0, — Fe® + OH + OH 0

Vzniklé kationty Fe** mohou dale vstupovat do reakce s HO, a hydroperoxylovym

radikalem, ¢imZ dojde k regeneraci Fe**:

Fe** + H,0, Fe?* + H* + OOH @)

Fe** + OOH —— Fe?** + O, + H' 3)

Flavonoidy izolované z hroznii révy vinné a z ¢ajii se podili na chelataci Zeleza
a inhibuji Fentonovu reakci. Mezi tyto latky lze zatadit proanthokyanidiny, anthokyanidiny
a katechiny. DalsSi antioxida¢ni vlastnosti je také schopnost inhibice prooxidacnich
enzymu. Flavonoly, flavanony, flavanoly a anthokyanidiny mohou snizovat tvorbu oxidu

dusnatého prave inhibici enzymu cyklooxygenazy. [14, 21]

1.3.2 Antimikrobialni aktivita flavonoida

Antimikrobialni aktivita je dalsi pfiznivou schopnosti flavonoidi. Radi se sem
antibakteridlni, antifungalni a antivirové UCinky. [22] Flavonoidy, jakoZto sekundarni
metabolity rostlin, se sice nepodili na primarnich metabolickych procesech, jako je
respirace nebo fotosyntéza, jejich role v rostlinach je vSak také dulezitd. Napomahaji
rostlindm napf. reagovat na zmény podminek Zivotniho prostfedi nebo je chranit pied

napadenim patogeny. [1, 2, 22]

Lze ptedpokladat, Ze antimikrobidlni aktivita flavonoidl je zalozena na schopnosti
interakce téchto latek s extraceluldrnimi proteiny v bunééné sténé¢ mikroorganizmi. To pak
vede k degradaci bunécné stény, nebo k naruSeni funkce cytoplazmatické membrany

mikroorganizmil. [23]

Ali a kol. publikovali praci, ve které studovali antimikrobidlni aktivitu vybranych
flavonoidii a dosli k z&véru, ze chrysin (5,7-dihydroxyflavon), vyskytujici se hlavné

v medu, inhibuje rast bakterii Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa stejnou
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rychlosti, jako antibiotikum streptomycin. U baicaleinu (5,6,7-trihydroxyflavon), ktery
obsahuje oproti chrysinu dal$i hydroxylovou skupinu v poloze C-6, byl prokazan inhibi¢ni
ucinek pouze u G+ bakterii (Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis). Antivirova aktivita
baicaleinu je specificka inhibici reverzni transkriptazy, coz je enzym katalyzujici proces
prepisu genetické informace ribonukleové kyseliny (RNA) do deoxyribonukleové kyseliny
(DNA). Bohatym zdrojem baicaleinu jsou kotfeny rostlin SisSadku bajkalského (Scutellaria
baicalensis) a §iSaku stranokvétého (Scutellaria lateriflora). [24, 25, 26] Strukturni vzorce

chrysinu a baicaleinu jsou znazornény na Obrazku 9.

OH O OH O

chrysin baicalein

Obrazek 9. Strukturni vzorce chrysinu a baicaleinu.

Kvercetin vykazuje silné inhibi¢ni 0¢inky proti mnoha druhiim bakterii. Jako ptiklady
lze uvést bakterie Salmonella enteritidis, Bacillus cereus a Bacillus subtilis. [27]
Antifungalni uc¢inky kvercetinu byly prokdzany va¢i houbdm Alternarai alternata,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Penicillium citrii a Macrophomina phaseolina.
[28] Kvercetin a jeho derivaty (napf. kvercetagenin) pusobi také jako inhibitory DNA
polymerazy-f3 a DNA polymerazy I. [26]

Katechiny, jakozto vyznamné flavonoidy cajovych listkii, inhibuji bakterie
Streptococcus mutans, Vibrio cholerae a bakterie rodu Shigella. [23] Anthokyanova
barviva, kterd jsou pfitomna témét ve vSech barevnych plodech a kvétech, plsobi
antimikrobialné vuc¢i bakteriim Bacillus cereus, Micrococcus luteus a Listeria

monocytogenes. [29]
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2 CYKLODEXTRINY

Cyklodextriny (CD) lze definovat jako cyklické oligosacharidy, jejichz molekula je
slozena znékolika D-glukopyran6zovych jednotek. Primarné vznikaji enzymatickou
degradaci, kdy vychozi latku predstavuje Skrob. Cyklodextriny jsou vyznamné pro svou
nizkou toxicitu, biologickou odbouratelnost, ale hlavné¢ se vyznacuji schopnosti tvofit

inkluzni komplexy typu ,,hostitel-host*, kde zastavaji roli hostitele. [30]

Vznik komplexti mize vést ke zmén€ fyzikdlnich ¢i chemickych vlastnosti jak
hostujicich, tak i hostitelskych molekul. Této schopnosti se vyuzivda v mnoha odvétvich,

napt. ve farmaceutickém, potravinaiském, kosmetickém a chemickém primyslu. [31]

2.1 Historie objevu a objasnéni struktury cyklodextrini

Historie cyklodextrini saha az do roku 1891, kdy francouzskych védec Antoine Villiers
publikoval praci, ve které popisuje izolaci krystalické latky ze Skrobu natraveného
bakteriemi Bacillus amylobacter. Ziskané latce ur¢il sumarni vzorec (C¢Hi0Os) - 3 H,O
a priradil nazev ,,cellulosine®, jelikoz se svymi chemickymi vlastnostmi podobala celuloze,

a to hlavné v odolnosti viici kyselé hydrolyze. [30, 32, 33]

Vyznamnou osobnosti, ve spojitosti s objevem cyklodextrinii, je rovnéz rakousky
mikrobiolog Franz Schardinger, ktery pracoval v institutu pro potravinovy vyzkum.
Zabyval se studiem bakterii zptsobujici kazeni potravinaiskych vyrobku, véetné Skrobu.
V roce 1903 izoloval Schardinger bakterialni kmen vyznacujici se enzymatickou degradaci
Skrobu za vzniku cyklodextrini. Tento kmen pak pojmenoval jako Bacillus macerans.
Schardinger poukdzal na to, Ze za pouziti téchto bakterii 1ze ziskat ze Skrobu dvé& slozky
liSici se barvou na zdkladé¢ jodového testu, které oznacil jako krystalicky o-dextrin
a krystalicky B-dextrin. Dal§im jeho tvrzenim bylo, Ze Ize tyto dextriny izolovat nejen ze

samotné¢ho Skrobu, ale i1z potravin bohatych na Skrob, jako jsou brambory, ryze nebo

pSenice. [32, 33, 34]

Chemickou strukturou cyklodextrinli se zabyval Karl Johann Freudenberg se svymi
spolupracovniky, ktefi v letech 1935-1955 objasnili strukturu krystalickych frakci a- a B-
dextrinu. Tyto latky pak pfejmenovaly na a-cyklodextrin a B-cyklodextrin. Freudenberg
prokazal, Ze molekuly cyklodextrini obsahuji centrdlni kavitu a jsou tvofeny
z gluk6ézovych jednotek spojenych a-(1—4) glykosidickymi vazbami. V roce 1948 se

tomuto tymu podafilo popsat i chemickou strukturu y-cyklodextrinu. [32, 33]
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2.2 Charakteristika a struktura cyklodextrini

Jak uz bylo popsano vyse, cyklodextriny jsou oligosacharidy tvoiené glukézovymi
jednotkami spojenymi a-(1—4) glykosidickymi vazbami. Nativni cyklodextriny vznikaji
ze Skrobu enzymatickou degradaci cyklodextrin glukosyltransferazami (CGTase), coz jsou
enzymy bakteridlntho pivodu. Mezi bakterie produkujici tento enzym patii napiiklad
Bacillus  macerans, Micrococcus luteus ¢i  Klebsiella oxytoca. Vlivem tohoto
biochemického procesu vznikd smés cyklickych a linearnich oligosacharidu, které obsahuji

Sest az vice nez sto glukézovych jednotek. [31, 32, 35]

Komer¢ni cyklodextriny se ze smési izoluji selektivni precipitaci organickymi latkami,
se kterymi tvoii malo rozpustné inkluzni komplexy. Mezi takové latky patii hexan,
anthracen a fluorbenzen. Na zaklad¢ poctu glukopyrandzovych jednotek lze cyklodextriny
rozliSovat. Nejvice jsou rozsifeny cyklodextriny se Sesti, sedmi a osmi jednotkami, obecné
znamé jako a-, B- a y-cyklodextrin. [31, 34, 36] Strukturni vzorce téchto latek jsou
znazornény na Obrazku 10.
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Obrazek 10. Strukturni vzorce a-, - a y-cyklodextrinu.

Cyklodextriny obsahujici méné nez Sest glukopyranézovych jednotek enzymatickou
degradaci, z divodu zna¢ného pnuti v kruhu, nevznikaji. Nicméné se podatilo synteticky
ptipravit ,,pre-a-cyklodextrin® neboli cyklopentakis-[a-1,4-glukopyranosyl] obsahujici pét
glukézovych  jednotek. Na druhou stranu, cyklodextriny svice nez osmi
glukopyran6zovymi jednotkami nasyntetizovat lze, ovSem jejich ptiprava a Cisténi je

pomérné narocna, a proto se tolik nevyuzivaji. [30]
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Molekula cyklodextrint tvarem ptipomind duty komoly kuzel. Vnéjsi ¢ast molekuly ma
hydrofilni charakter a umoziuje tak polarni interakce. Je to dano ptitomnosti volnych
hydroxylovych skupin na uz$im okraji a sekundarnich hydroxylovych skupin na §ir§im
okraji kavity. Vnitini ¢ast molekuly naopak vykazuje nepolarni charakter, jelikoz jsou do
této Casti orientovany etherické atomy kysliku a atomy vodiku. Diky tomu dochazi
k hydrofobnim interakcim a komplexaci molekuly hosta v kavit¢ CD. Vng&jsi $irsi okraj CD

je oznacovan jako sekundarni ¢ast, a vnitini uzsi jako primarni ¢ast. [31, 37, 38]

Molekuly a-, B- a y-cyklodextrinu jsou stabilizovany pasem vodikovych vazeb mezi
atomy kysliku O2ny a O3y hydroxylovych skupin sousednich glukopyranézovych
jednotek. Cim je vy$§i podet jednotek v makrocyklu, tim se zkracuje vzdalenost
hydroxylovych skupin a pevnost vodikovych vazeb tak roste. Struktura cyklodextrini byla
studovana jak v roztoku, tak 1 v pevné fazi a bylo prokazano, ze konformace cyklodextrini
v roztoku je témét shodnd s konformaci v krystalickém stavu. Glukopyranézové jednotky

se v nativnich cyklodextrinech vyskytuji v tzv. zidlickové konformaci. [31]

Jednotlivé cyklodextriny se 1isi také geometrickymi rozméry, které jsou znazornény na

Obréazku 11. [30, 33]

Rozméry [nm]
a b c d e

a-CD 1,37 0,57 0,45 1,32 0,78
€ B-CD 1,53 0,78 0,61 1,49 0,78
v-CD 1,69 0,95 0,77 1,61 0,78

d

Obrazek 11. Znazornéni geometrickych parametrii a-, -, a y-CD.

2.3 Fyzikidlné-chemické vlastnosti cyklodextrinii

Cyklodextriny, jakoZto bezbarvé krystalické latky, jsou stabilni v alkalickych vodnych
roztocich a citlivé na hydrolytické Stépeni za siln€ kyselych podminek. Hydrolyzou pak
vznikaji molekuly gluk6zy, maltézy a dlouhé fetézce linearnich a rozvétvenych dextrind.
Avsak v porovnani s linearnimi dextriny jsou cyklodextriny odolnéj$i vii¢i neenzymatické
a enzymatické hydrolyze. Naptiklad piisobeni nékterych amylaz, které §tépi glykosidické

vazby, je mnohem pomalejsi u cyklickych dextrind nez u linedrnich. [34]
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Rozpustnost nativnich CD ve vodé¢ je ve srovnani s linedrnimi ¢i rozvétvenymi dextriny
niz§i. Z uvedenych typt je nejméné ve vodé rozpustny B-cyklodextrin. Uvadi se, Ze je to
zpuisobeno silnymi mezimolekulovymi vazbami v krystalické miizce. Strukturni
modifikace nativnich cyklodextrinti vede ke zlepSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako
je praveé rozpustnost ve vodé a v organickych rozpoustédlech. [34, 39] V Tabulce 1 jsou

uvedeny vybrané fyzikalné-chemické parametry nativnich CD.

Cyklodextriny nejsou rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech. Dobie
rozpustné jsou spiSe v polarnich rozpoustédlech, jako je voda, methanol nebo
dimethylsulfoxid. Rozpustnost zavisi na mnoha faktorech, at uZz je to teplota, druh
rozpoustédla nebo typ komplexu ,,hostitel-host*. Naptiklad, pokud je hostujici molekula
dobfe rozpustnd, je pravdépodobné, ze 1 cely inkluzni komplex bude vykazovat vyssi
rozpustnost nez samotny cyklodextrin. To plati 1 obradcené. Pokud je inkluzni komplex
sloZzen z hostujici molekuly se Spatnou rozpustnosti, bude celkova rozpustnost nizs$i nez

rozpustnost samotného cyklodextrinu. [40]

Tabulka 1. Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti nativnich CD. [30]

Cyklodextrin
Vlastnosti

o p Y
Pocet glukozovych jednotek 6 7 8
Molarni hmotnost [g-mol™] 973 1135 1297
Rozpustnost ve vodé pfi 25°C [g-(100 cm?®)™!] 14,5 1,85 8,19
Objem kavity [nm’] 0,174 0,262 0,427
Specificky objem kavity [cm®-g] 0,10 0,14 0,20

2.4 Tvorba supramolekuliarnich komplexu

Vyznamnou vlastnosti cyklodextrinii je schopnost tvofit s jinymi molekulami
supramolekularni komplexy typu ,hostitel-host. V takovém komplexu mohou byt
v dutin¢ cyklodextrinu (hostitel) inkludovany organické ¢i anorganické molekuly (host).
[31] Lipofilni dutina cyklodextrinu poskytuje prostfedi, do kterého mohou vstoupit
ptislusné velké nepolarni latky a vytvofit tak supramolekularni komplex. [38] Mezi takové
latky patii alifatické uhlovodiky a alkoholy, aromatické uhlovodiky, aminy,

aminokyseliny, anorganické ionty, vzacné plyny a mnoho dalSich. Tvorba komplexu
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nejcasteji probiha ve vode nebo ve smési vody a jiného polarniho rozpoustédla, nicméné
také na rozhrani plynné a pevné faze. Molekula hosta je v makrocyklu stabilizovana
nekovalentnimi vazbami, kterymi jsou van der Waalsovy sily, disperzni a vodikové vazby

anebo elektrostatické sily. [31, 41]

Vazba mezi molekulou hosta a hostitelem neni pevna ¢i dokonce trvald, ale zavisi
predev§im na dynamické rovnovdze a na tom, jak dobie je molekula hosta schopna
interagovat s hostitelem. Hlavni hnaci silou tvorby komplexu je hydrofobni efekt, ktery
spoc¢iva v uvolnéni nepolarni molekuly hosta z vodného prostfedi a jeho presunu do dutiny
cyklodextrinu. Jakmile se dostane molekula hosta do kavity cyklodextrinu, dojde k ptesunu
molekul vody do okolni kapaliny, ¢imZ se dosdhne stabilniho niz§iho energetického stavu.
[38, 42] Na Obrazku 12 je jednoduchou formou znazornéna tvorba binarniho komplexu

typu ,,hostitel-host®.

hostitel host komplex ,hostitel-host"

Obrazek 12. Vznik supramolekularniho komplexu typu ,,hostitel-host*.

Schopnost cyklodextrinu vytvofit inkluzni komplex s molekulou hosta zavisi taktéz na
relativni velikosti cyklodextrinu a hostujici molekuly. V ptipad€, Zze ma molekula hosta
nespravnou velikost a tvar (geometrii), nemusi dojit k tvorbé¢ komplexu typu ,hostitel-
host®. DalSim dualezitym faktorem jsou termodynamické interakce mezi jednotlivymi
slozkami systému (cyklodextrin, host, rozpoustédlo). Aby se vytvofil komplex, musi

existovat energeticka hnaci sila, kterd tahne hosta do dutiny cyklodextrinu. [38, 43]

Vyska kavity a-, B- a y-CD je shodna a ¢ini 0,78 nm. Pocet glukézovych jednotek
urcuje vnitini pramér kavity a jeji objem. Na zadklad¢ té€chto rozmérih miZe a-cyklodextrin
vytvéfet supramolekuldrni komplexy s molekulami o nizké molekulové hmotnosti nebo se
slouceninami s alifatickymi postrannimi fetézci. B-CD je vhodny pro komplexaci
s alifatickymi, aromatickymi a heterocyklickymi slouceninami. Nejvyss§i pocet
glukozovych jednotek a tim padem nejvétsi objem kavity ma y-cyklodextrin, ktery diky

tomu miiZze pojmout i vétsi molekuly, napt. steroidy. [1]
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2.5 Metody stanoveni supramolekuliarnich komplexi

Supramolekularni komplexy lze studovat jak v roztoku, tak i v pevné a plynné fazi, za

pouziti metod, které jsou uvedeny na Obrazku 13. [44] Neékteré znich pak budou

v nasledujicich kapitolach stru¢né popsany.

Studium supramolekularnich komplexu

v kapalné fazi

Obriazek 13. Piehled metod vhodnych k charakterizaci supramolekularnich komplexi.
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2.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS; z angl. Mass Spectrometry) je analytickd metoda, ktera
slouzi k pfevedeni molekul na ionty, rozliSeni téchto iontd podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z) a naslednému zaznamu relativnich intenzit jednotlivych iontd. Vystupem
méfeni je hmotnostni spektrum, coz je graf zavislosti intenzity proudu iontti na hodnotach

m/z. [37, 45, 46, 47]

Aby se zabranilo rozrusovani nekovalentnich vazeb v inkluznim komplexu, vyuZzivaji se
pro meéfeni tzv. mekké ionizacni techniky. Jejich aplikace nezpiisobuje naruseni

vzajemnych interakci mezi molekulou hosta a hostitele. [37, 48]

Elektrosprejova ionizace (ESI; z angl. Electrospray lonization) je jednou z mékkych
ionizacnich technik, které se vyuZivaji k métfeni supramolekuldrnich komplext. Princip
spo¢iva v preneseni iontll z roztoku do plynné faze za vzniku jak kladné, tak zéporné
nabitych iontli. Méfeny analyt, ktery je rozpustén ve vhodném rozpoustédle, je zavadén
kapilarou do rozprasovaci komurky. K rozpraSeni kapalné¢ faze dochazi vlivem
nehomogenniho elektrického pole. V procesu elektrosprejovani vznikaji drobné kapicky
s vysokou hustotou povrchového naboje. Ty jsou protiproudem horkého suSiciho plynu,
nejCastéji dusikem o teploté asi 200 °C, rychle vysuSeny a zbaveny rozpoustédla.
Disociované latky ptechazi do plynné faze a vzniklé ionty jsou vedeny vstupni Stérbinou
pies iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru, kde na zakladé fyzikalnich principt
dochazi k jejich rozd€leni. Po prichodu iontd hmotnostnim analyzatorem nasleduje
detektor, ktery poskytuje analogovy signal imérny poctu dopadajicich iontli. Tento signal
je pak po digitalizaci pfeveden do pocitace a vhodnym programovym vybavenim je
zpracovan do formy hmotnostnich spekter. [46, 47, 48] Zékladni ¢asti hmotnostniho

spektrometru jsou uvedeny na Obrazku 14. [46]

P detektor

vakuum

...................................

l zdroj

Obriazek 14. Schéma hmotnostniho spektrometru s ionizaci za atmosférického tlaku.
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2.5.2 Nuklearni magneticka rezonance

Nukleadrni magneticka rezonance (NMR; z angl. Nuclear Magnetic Resonance) je
metoda zalozend na interakci elektromagnetického zéfeni s atomovymi jadry vzorku
umisténého v silném magnetickém poli. Obecné vzato slouzi NMR k identifikaci
a strukturni analyze organickych latek. Mlze byt vSak vyuzita také v kvantitativni analyze
ke stanoveni obsahu a Cistoty latky ve vzorku. V oboru supramolekularni chemie
predstavuje NMR jednu ze zakladnich metod slouzici k urceni stechiometrie, geometrie

a vazebné konstanty supramolekularnich komplexa. [45, 49]

Meéfeni spoc¢iva v umisténi vzorku do rotujici sklenéné kyvety, kterd se nachdzi v silném
homogennim magnetickém poli s jiznim a severnim polem. Magnetické pole vytvari
u modernich pfistroji elektromagnet na bazi supravodivosti. Zdrojem proménného
vysokofrekvenéniho pole je radiofrekvencni vysila¢. Jako detektor slouzi radiofrekvencni
pfijimac, coz je civka vinutd kolem kyvety kolmo jak na smér silocar magnetického pole,
tak na smér osy civky zdroje. Radiofrekvencni signal je vyhodnocen vhodnym zatizenim.
Vystupem méieni je spektrum NMR, coz je graf zavislosti intenzity naméfené¢ho signalu na
chemickém posunu o (relativni vyjadreni rozdilu mezi polohou signalu standardu a métené

latky v hodnotach ppm). [45, 49, 50, 51]

2.5.3 Infracervena spektrometrie

Infracervena spektrometrie (IR; z angl. Infrared Spectrometry) se vyuziva ke strukturni
analyze a identifikaci organickych i anorganickych sloucenin. Podstatou této analyzy je
absorpce infratervené¢ho zaifeni molekulami latek. Vystupem méfeni je spektrum, jakozto
grafické zndzornéni zavislosti transmitance nebo absorbance na vinové délce dopadajiciho
zafeni nebo vinoctu. Infraervené zareni ma vétsi vinovou délku a nizs$i energii nez zafeni
ultrafialové a viditelné. Infracervend oblast odpovidda elektromagnetickému zateni
o velikosti vinovych délek 0,78-1000 pm a vino&tu 13000-10 cm™. Tuto oblast spektra

Ize rozdélit do tfi intervalu:

= blizka infradervena oblast: 13000—500 cm’';
» stfedni infracervena oblast: 5000-200 cm™';

» vzdalena infradervena oblast: 20010 cm™. [45, 52]
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Nejvétsi vyznam pii identifikaci organickych slouc¢enin ma oblast spektra v intervalu
vlno&tit 4000400 cm™. V této oblasti se organické sloudeniny projevuji nejvétsim poctem

absorpc¢nich pasu. [53, 54]

2.5.4 Izotermalni titraéni kalorimetrie

Izotermalni titraéni kalorimetrie (ITC; z angl. Isothermal Titration Calorimetry) je
termodynamicka technika spo€ivajici v méfeni mnozstvi uvolnéného nebo spottebovan¢ho
tepla pfi interakci molekul. ITC poskytuje komplexni termodynamicky profil molekularni
interakce. Umoziluje stanovit hodnoty vazebné konstanty, reakéni stechiometrii, vazebnou

entalpii a entropii. [48]

Analyza pomoci ITC se provadi za konstantni teploty a méfi se pouze zmény tepla
vyvolané pfidavkem ligandu k reakéni smési. Reakce je aktivovdna zménou chemického
sloZzeni vzorku pomoci titrace pozadovanym reaktantem. Teplo uvolnéné pti ptidavku
jedné slozky ke druhé je néasledné méteno. Vysledkem méteni je pak vazebnd izoterma,

coz je kiivka zavislosti entalpie na molarnim poméru roztoku. [55]

2.6 Aplikace cyklodextrini ve vybranych oblastech

Zapouzdieni molekuly hosta do kavity cyklodextrinu miize vést ke zméné fyzikéalnich

a chemickych vlastnosti jak hostujici, tak i hostitelské molekuly. [31]
Vyuziti schopnosti cyklodextrinu zapouzdtit jinou molekulu nabizi nasledujici vyhody:

= zlepSeni rozpustnosti ligandii;

= zména chemické reaktivity hostujicich molekul;
= fixace velmi t€kavych latek;

= ochrana latek proti pisobenim mikroorganizmd;
= potlaceni nezddoucich chuti a viini;

= stabilizace barviv, vitaminil, esencidlnich oleji a mnoho dalSich. [38]

2.6.1 Aplikace cyklodextrinii v potravinarském primyslu

V potravinarském priimyslu 1ze aplikovat jako pfidatné latky vSechny tfi zakladni druhy
cyklodextrint. Jsou to latky netoxické povahy, které nejsou absorbovany v tenkém stievé
gastrointestinalniho traktu, ale jsou zcela metabolizovany mikroflérou tlustého stteva. [56]

Pouziti B-CD v potravinaistvi je definovano vyhlasSkou €. 4/2008 Sb., kterou se stanovi
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druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a extrakénich rozpoustédel pti vyrobé potravin.
Dle této vyhlasky ma B-CD ptidélen kéd E 459, je zatazen do skupiny stabilizatorti
a nosi¢t a jeho maximalni povolena koncentrace v potravinovém vyrobku je 1000 mg-kg™.

a-CD a y-CD nemaji ptidéleny E kod. [57]

Schopnost vytvaret supramolekularni komplexy miize byt vyuzivana napf. pro ochranu
aroma, barvy, chuti nebo vitaminl, kde cyklodextriny mohou slouzit jako enkapsula¢ni
¢inidla. VétSina ptirodnich, ale 1 umélych aromat jsou tékavé oleje ¢i kapaliny, a prave
zapouzdieni téchto latek do kavity CD umoziuje tyto latky ochranit pred vytékanim. Jako
stabilizatory lze cyklodextriny aplikovat pii vyrobé studenych omac¢ek a margarind, nebo
mohou byt vyuzivany jako pomucky pfi odstranovani cholesterolu z Zivocisnych produkti,
jako je mléko, maslo a vejce. [58] Z oleji mohou byt také pomoci CD odstranény volné
mastné kyseliny, ¢imz lze zlepSit vlastnosti oleji (napf. snizit tvorbu koufe a mensi

pénivost pii smazeni nebo zpomalit oxidaci a zluknuti). [59, 60]

2.6.2 Aplikace cyklodextrini ve farmaceutickém priamyslu

Lécivé latky v pripraveich by mély vykazovat urcity stupen rozpustnosti ve vodé, ale
zarovenl by mély byt i dostatecné hydrofobni, aby mohly pronikat pfes bunééné membrany.
Jednou z vyznamnych vlastnosti cyklodextrini je pravé schopnost zvysit permeaci
lécivych latek pres bunééné membrany. Samotna propustnost molekul cyklodextrint pies
membrany je pon€kud obtizna, vzhledem k jejich pomérné velké molekulové hmotnosti
(Tabulka 1, str. 26) a hydrofilnimu vnéjSimu povrchu. [39, 61] V tomto piipadé tedy
lipofilni kavita cyklodextrinti piisobi jako nosi¢ hydrofobnich molekul a zajistuje jejich

doruceni na povrch biologické membrany (napt. klize, sliznice nebo rohovka). [32]

Jak jiz bylo zminéno vyse, vét§ina chemoterapeutik nevykazuje dostatecnou rozpustnost
ve vodé. Obvykle se tento problém feSi pomoci organickych rozpoustédel, povrchové
aktivnich latek nebo vytvofenim extrémnich podminek pH. To vSak miiZe mit za nasledek
nezadouci vedlejSi G€inky na lidsky organismus. Zavedeni cyklodextrinli ve farmacii
nabizi zietelné vyhody, nebot” se jedna o latky netoxické, biologicky degradabilni, a hlavné
diky své schopnosti tvofit supramolekularni komplexy jsou multifunkéné aplikovatelné.
Cyklodextriny 1ze vyuzivat jako stabilizatory biologicky aktivnich a tékavych latek. Déle
se pouzivaji k potlaceni hotké chuti, nepfijemného zapachu a drazdivého efektu 1éciva.

[58, 59, 61] Vzhledem k omezené rozpustnosti nativnich cyklodextrini se ve farmacii
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vyuzivaji spise modifikované CD, jako napt. maltosyl-B-CD, sultbutylether-B-CD (SBE-§-
CD), hydroxypropyl-B-CD (HP-B-CD) ¢i hydroxypropyl-y-CD (HP-y-CD). [62]

2.6.3 Ostatni vyuziti cyklodextrint

Diky schopnosti vytvaret stabilni supramolekularni komplexy s jinymi molekulami
nachazi CD uplatnéni i v dalSich oblastech jako je zemédé€lsky, kosmeticky ¢i chemicky

prumysl, makromolekularni chemie, biotechnologie a Zivotni prostiedi. [63]

V oblasti zivotniho prostiedi 1ze cyklodextriny aplikovat pro odstranéni organickych
znecist'ujicich latek a tézkych kovi z pidy ¢i vody. Z pramyslovych odpadnich vod mohou
byt komplexaci odstranovany napi. ekologicky Skodlivé aromatické latky, jako je fenol

a p-chlorfenol. Pro tyto ukony se nej€astéji pouzivaji modifikované B-CD. [63]

Cyklodextriny nachdzeji své uplatnéni také v organické syntéze, kde mohou ovliviiovat
prubeh (zrychleni nebo zménu selektivity) chemickych reakci. Podle mechanismu u¢inku

cyklodextrinu je mozno rozliSit nékolik typi reakci, pfi nichz cyklodextrin:

= ma funkci ,,reakéni nadoby®, ktera tidi selektivitu reakce sterickym branénim casti
inkludované molekuly;
= urychluje reakci participaci hydroxylové nebo ptipojené skupiny;

= pienasi reakéni ¢inidla mezi fAzemi. [31]
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3 CHARAKTERISTIKA SUPRAMOLEKULARNICH KOMPLEXU
MEZI VYBRANYMI FLAVONOIDY A CYKLODEXTRINY

Na rostliny lze pohlizet i jako na nevycerpatelné zdroje biologicky aktivnich latek, které
nachazi uplatnéni v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Aplikace

prirodnich latek misto syntetickych nabizi n¢které vyhody, jako je nizka toxicita a vysoka

vvvvv
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a antioxidacni vlastnosti. Na druhou stranu, tato skupina latek vykazuje omezenou
rozpustnost ve vod¢, nizkou biologickou dostupnost a relativné vysokou citlivost viici
nékterym okolnim vlivlim, jako je napt. teplota, pH a UV-zafeni. Diky tomu je jejich
aplikacni potencial znaéné¢ omezen. Tvorba supramolekularnich komplexii s cyklodextriny
muze (ale nemusi) vyznamné ovlivnit nékteré z vlastnosti flavonoidd. [64, 65] Cilem této
kapitoly je shrnout informace z recentnich publikaci, které se zabyvaji studiem tvorby
supramolekularnich komplexi mezi flavonoidy a cyklodextriny, a ptipadné také vlivem

komplexace na vybrané parametry.

3.1 Supramolekularni komplexy flavanoli s cyklodextriny

Katechin, epikatechin a epigallokatechin gallat jsou flavanoly vyskytujici se ve velkém
mnozstvi v listech ¢ajovniku ¢inském a jsou vyznamné nejen antioxidacnimi Ucinky, ale

pusobi i jako pfirodni antidiabetika. [66]

Folch-Cano a kol. studovali tvorbu a stabilitu supramolekularnich komplexi (-)-
epigallokatechin gallatu (EGCG; Obrazek 15) s B-CD, HP-B-CD a heptakis(2,6-di-O-
methyl)-B-CD (DM-B-CD). U vzniklych komplexti stanovovali pomoci fluorescenéni
spektroskopie konstanty stability (Ks) v zavislosti na teploté (298, 303, 308 a 313 K).
Z namétenych hodnot, které jsou uvedeny v Tabulce 2 vyplyvd, Ze u komplexii
EGCG@HP-B-CD a EGCG@DM-B-CD se konstanta stability se zvySujici se teplotou
snizuje, zatimco u komplexu EGCG@pB-CD se zvysuje. Cim vy3§i hodnota Ks, tim je
komplex stabiln¢j$i. Na zaklad€ téchto hodnot dospéli autofi k zavéru, Ze nejstabilngjsi

komplexy vytvaii EGCG s DM-B-CD, jelikoz konstanta stability nabyvala nejvysSich

v v



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Tabulka 2. Asocia¢ni konstanty pfi riznych teplotdich komplexti EGCG@CD.

Ks[M]
T [K]
EGCG@HP-B-CD EGCG@DM-B-CD EGCG@B-CD
298 1,02-10* 2,27-10% 6,34-10°
303 8,52-10° 2,01-10* 7,47-103
308 6,17-10° 1,82:10* 8,38-10°
313 5,64-10° 1,53-10% 8,92-10°

Vysledky z NMR analyzy potvrdily vyskyt mezimolekularnich interakci mezi CD
a EGCQG, pfi€emZ uvnitt kavity CD byl inkludovan benzenovy a pyranovy kruh (Obrazek
15, kruh A a C) molekuly EGCG. Aromatick¢é kruhy B a B’ byly orientovany

k sekundarnimu okraji molekuly cyklodextrinu. [67]

OH

Obrazek 15. Strukturni vzorec (-)-epigallokatechin gallatu.

Dias a kol. studovali supramolekularni komplex katechinu (Obrazek 5, str. 17) s B-CD.
U vzniklého komplexu byly provedeny testy rozpustnosti dle metod Higuchiho a Connorse
[68] a zjiStény konstanty stability Ks v zavislosti na teploté (300, 308, 315 a 320 K).
s hodnotou Ks=211 M. Se vzriistajici teplotou hodnoty Ks klesaly. NMR spektroskopii
sledovali pravdépodobnou strukturu komplexu katechin@B-CD a vysledky méfeni
potvrdily, Ze molekula katechinu vstupuje do kavity cyklodextrinu benzenovym kruhem B.
[69] NMR analyzu inkluzniho komplexu katechin@f-CD provedl i Takashi, ktery ve své
praci uvadi, Ze molekula katechinu mize vstupovat do cyklodextrinu kruhy B, C a ¢aste¢né

okupovat kavitu B-CD i benzenovym kruhem A. [70]
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3.2 Supramolekulirni komplexy flavonoli s cyklodextriny

Rutin, systematicky kvercetin-3-B-rutinosid (Obrazek 16), tvofi zpravidla zékladni
slozku 1é¢ivych ptipravkt k 16€bé cévnich onemocnéni. Zapouzdieni této molekuly do
kavity B-CD, HP-B-CD a HP-y-CD bylo popsano riznymi autory, kteti studovali vliv

supramolekularnich komplexti na rozpustnost a antioxida¢ni aktivitu rutinu. [71]

Nguen a kol. ve své publikaci predkladaji dikazy, Ze rutin miize tvofit binarni
komplexy s p-CD, HP-B-CD i1 HP-y-CD. Stabilitu vzniklych komplext vyjadiovali
konstantou stability Ks, kterou vypocetli z fazového diagramu rozpustnosti. Jednotlivym
komplextim odpovidali nasledujici hodnoty: HP-y-CD (405,3 M) > HP-B-CD (390,6 M })
> B-CD (250,3 M") > HP-a-CD (24,3 M !). Toto potadi lze odiivodnit rozdilem velikosti
kavity CD vzhledem k velikosti molekuly rutinu. Velikost kavity HP-a-CD je nejmensi ze
vSech typt (0,45-0,57 nm) a zda se byt ptili§ mald pro relativné velkou molekulu rutinu.
skupin HP-B-CD a HP-y-CD vyznamné zlepSuje schopnost zachytit molekulu rutinu,
aproto byly tyto komplexy nejstabilnéjsi. Z fazového grafu rozpustnosti, ktery udava
Nguen ve své publikaci je patrné, Ze tvorbou inkluznich komplexti se rozpustnost rutinu
znacn¢ navysila. Metodami zalozenymi na eliminaci radikdli (DPPH a ABTS metody)
sledoval Nguen zménu antioxidacni kapacity pii skladovani rutinu a komplexu rutin@@HP-
B-CD. Tvorba inkluzniho komplexu vyznamné chrani molekulu rutinu pted tepelnou a UV
degradaci. Z vysledkiit NMR analyzy autofi usoudili, ze do kavity cyklodextrinu vstupuje

molekula rutinu benzenovym kruhem A. [72]

HO
HO
OH

Obrazek 16. Strukturni vzorec rutinu.
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DalSim vyznamnym zastupcem flavonoli je kvercetin (KVT, Obrazek 2, str. 14), jehoz
pouziti v oblasti vyroby léCiv je omezené z diivodu jeho nizké rozpustnosti ve vod¢. Jullian
a kol. ve své praci popsala tvorbu bindrnich komplexii kvercetinu s -CD, HP-B-CD a se
SBE-B-CD. Stabilitu komplexti vyjadfili pomoci konstant stability Ks, které ziskaly
z fazovych diagrami rozpustnosti. Nejstabilnéj$i komplex tvofil kvercetin se SBE-B-CD,
jelikoz konstanta stability nabyvala nejvys§ich hodnot (Ks=4,0-10° Mm!). Dalsi v potadi
byl komplex KVT@HP-B-CD s hodnotou Ks= 1,4-10° M. Nejniz§i Ks byla stanovena pro
KVT@B-CD s hodnotou Ks=602 M. Dale Jullian studovala zavislost rozpustnosti
kvercetinu na koncentraci vybranych CD. Dosla k zavéru, Ze rozpustnost kvercetinu roste
se zvySujici se koncentraci CD v nésledujicim potadi: B-CD < HP-B-CD < SBE-B-CD.
Metodou DPPH byla srovndvana antioxida¢ni aktivita samotného kvercetinu a jeho
komplext s B-CD, HP-B-CD a SBE-B-CD. Nejsilnéjsi antioxidacni aktivita byla namétena
u komplexu KVT@SBE-B-CD. [73]

3.3 Supramolekularni komplexy flavanonii s cyklodextriny

Naringenin (Obrazek 4, str. 16) je flavanon s dobrou antioxida¢ni kapacitou
a schopnosti snizovat hladinu cholesterolu v krevni plazmé. Tvorba supramolekularnich
komplexii mezi naringeninem a -CD, HP-B-CD, DM-B-CD a s methylovanym--CD byla
popsana n¢kolika autory. Shulman a kol. popsali tvorbu inkluzniho komplexu
naringenin@HP-B-CD a prokazali, ze rozpustnost tohoto komplexu je 400krat vyssi, nez je
tomu u samotného naringeninu. Zkoumali také schopnost transportu naringeninu a jeho
komplexu s HP-B-CD pies model lidského stievniho epitelu (Caco-2 bunky) v zavislosti na
Case. Az llkrat rychlejsi prostup latky pifes bunéénou vrstvu vykazoval naringenin
v ptitomnosti HP-B-CD. To mize byt vyuZivano ve farmaceutickém primyslu pii vyrobé
1€kt k 1écbé diabetu a dyslipidémie. [74] Yang a kol. provedli NMR analyzu inkluznich
komplexti naringeninu s -CD, DM-B-CD a heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-CD (TM-p-
CD). Ze ziskanych hodnot autofi zjistili, Ze molekula naringeninu vstupuje do kavity

cyklodextrinu benzenovym kruhem B. [75]

Ficarra a Tommasini se svym kolektivem zkoumali rozpustnost komplexti hesperetinu
(Obrazek 4, str. 16) ahesperidinu (Obrazek 17) s p-CD a HP-B-CD. Rozpustnost
a chemicka stabilita byla zlepSena jak u komplexti hesperetinu s $-CD a HP-B-CD, tak
iu komplextt hesperidinu s B-CD a HP-B-CD. U komplexu hesperetin@HP-B-CD byla
stanovena vy$$i hodnota Ky (2,1-10* M) ve srovnani s Ks hesperidin@HP-B-CD (90 Mm™1).
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Takto velky rozdil autofi vysvétluji tim, Ze molekula hesperetinu je mnohem mensi, méné
polarni a je vhodnéjsi k interakci s hydrofobni kavitou CD. Metodou zaloZenou na
vychytavani OH-radikali zjistili, Ze antioxidacni kapacita téchto flavanonii v komplexu

s HP-B-CD byla navysena. [76, 77]

OH

HO
HO
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€ OH
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Obrazek 17. Strukturni vzorec hesperidinu.

3.4 Supramolekularni komplexy flavoni s cyklodextriny

Jullian a kol. studovali tvorbu binarnich komplext luteolinu (LU, Obrazek 3, str. 15)
s B-CD, HP-B-CD a DM-B-CD. Spektrofotometrickou titraci byla pro kazdy komplex
zjiSténa konstanta stability Ks. Nejstabilngjs§i komplex tvofil luteolin s HP-B-CD
(Ks=5,1-10> M") déale pak s DM-B-CD (Ks=1,6-10°> M) a nejnizsi Ks byla zjisténa
ukomplexu LU@B-CD (602 M'). NMR analyzou byly ziskdny informace
o pravdépodobné geometrii studovanych komplexti. Zatimco molekula luteolinu
v komplexech s B-CD a HP-B-CD byla zac¢lenéna do kavity CD tak, ze vy¢nivajici B kruh
byl orientovan k primarnimu okraji CD, u komplexu LU@DM-B-CD byl tento kruh
orientovan smérem k sekundarnimu okraji. Vysledky méfeni antioxida¢ni aktivity metodou

DPPH potvrdily, ze luteolin byl v komplexu odolnéjsi vii€¢i oxida¢nimu stresu v tomto

potadi: LU@HP-B-CD > LU@DM-B-CD > LU@B-CD > LU. [78]

Hyunmyung zkoumal supramolekularni komplexy CD s vybranymi flavony ve vodném
roztoku a méfili rozpustnost danych komplexi. Pro experiment vybrali flavony chrysin
(Obrazek 9, str. 22), luteolin a apigenin (Obrazek 3, str. 15), a makrocykly B-CD, DM-p-
CD a HP-B-CD. Zlinearni ¢asti fazového diagramu rozpustnosti stanovili konstanty
stability Ks a potvrdili zlepSeni rozpustnosti flavonii v komplexech s CD v nésledujicim

potadi: HP-B-CD > DM-B-CD > B-CD. [79]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Syntéza flavonu

4.1.1 Pristroje a vybaveni

Teploty tani (#) byly méfeny na pfistroji Biichi Melting Point B-540 a nejsou
korigovany. TLC analyzy byly provadény na deskach typu TLC Silica gel 60F254 firmy
Merck KgaA. Jako mobilni faze byla pouzZita smés rozpoustédel petrolether/ethylacetat
(4/1, v/v). Vysledky TLC analyzy jsou vyjadieny retencnimi faktory (Ry). NMR spektra
byla méfena na piistroji Bruker Avance 500 pfi frekvenci 500,13 MHz ('H). Jako interni
standard bylo pouzivano rozpoustédlo ('H: §(DMSO-ds) = 2,50 ppm. Pii interpretaci
protonovych spekter bylo pouzito nasledujicich zkratek: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m
(multiplet). Infracervena spektra byla méfena na ptistroji Spektrometr FTIR ALPHA — T,
Bruker v podobé KBr tablet. Pii vypisovani spekter byly pouZity nasledujici zkratky
znacici intenzitu absorpcniho pasu: w (slaba), m (stfedni), s (silnd), piipadné také jeho
Sitku: b (Siroky pas). Kvantitativni analyza reak¢nich smési byla méfena na plynovém
chromatografu s hmotnostni  detekci  Shimadzu  GCMS-QP2010  vybavenym
kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem. Chromatograficka kolona: Equity-1 (30 m;
1 mm); nosny plyn: helium (konstantni pritok 203 cm-s™); teplotni program: 100 °C/7
min, 25 °C/min zvySeni na teplotu 250 °C, ktera byla drzena patficn¢ dlouhou dobu;
teplota nastiiku: 250 °C; iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Pii vypisovani hmotnostnich
spekter byly brany v uvahu signdly s relativnim zastoupenim alespont 5 % (neplati pro
molekulové ionty). Charakterizace vybranych fragmentid pozorovanych v hmotnostnich
spektrech je uvadéna v zdvorce za hodnotou m/z. ESI-IT-MS analyzy byly provadény na
hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics) vybaveném
elektrosprejovym ionizaCnim zdrojem. Veskerd méfeni byla provedena v pozitivnim
a negativnim skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky pfivadény v podobé
roztoku CH3;OH/H.O (1/1, v/v) o koncentraci 0,5 pg'ml! kovovou kapilarou
pii konstantnim pritoku 3 ul'min’. Ostatni parametry byly nasledujici: napéti na
kapilafe: £4,2 kV; teplota susiciho plynu (220 °C); priitok susiciho plynu (6 dm*-min™);
tlak rozprasovaciho plynu (55,16 kPa). Jako susici a rozprasovaci plyn byl pouzit dusik.
Piipadné dalSi parametry byly optimalizoviny béhem jednotlivych experimenti.

Tandemovéa hmotnostni spektra byla, po izolaci pfisluSného iontu, méfena pomoci kolizi
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indukované disociace (CID; z angl. collision-induced dissociation). Jako kolizni plyn bylo
pouzito helium.

Vsechny pouzité reaktanty, ¢inidla a rozpoustédla byly zakoupeny z komercnich zdroji

D S TR

4.1.2 Priprava 2-acetylfenyl-benzoatu

V bafice s kulatym dnem o objemu 25 cm® bylo rozpusténo 2,4 cm® (20 mmol) 2-
hydroxyacetofenonu v 5 cm’® pyridinu. Nasledné byl piidan benzoylchlorid v mnoZstvi
3,5cm® (30 mmol). Bafika byla uzaviena chlorkalciovym uzdvérem a smés intenzivné
michana magnetickou michackou. Jakmile se smés piestala samovoln¢ zahtivat, v michani
se pokracovalo jesté dalSich 20 minut. Za intenzivniho michani byla reakéni smés nalévana
do 250 cm’® kadinky, ve které byla ptipravena smés 120 cm® 3% HCl a 40 g drceného ledu.
Vysrazené pevné podily byly odfiltrovany za snizeného tlaku a nasledné promyty 4 cm’
chladného methanolu a 5 cm® vody. Surovy produkt byl po vysuseni piekrystalizovan

z methanolu. Vytézek reakce ¢inil 4,21 g (88 %).

Nazev produktu: 2-acetylfenyl-benzoat

Sumarni vzorec: Ci5H1203 0o
Molarni hmotnost: 240,25 g-mol! o)
Vzhled: bezbarva krystalickd latka CH,
Teplota tani: 86—88 °C (lit. 87-88 °C) [80] 0o

Ry 0,25

'H NMR (DMSO-ds): 61,91 (s, 3H, CH3); 6,94 (d, 1H, J= 7,7 Hz); 7,27 (s, 1H); 7,44 —
7,59 (m, 4H); 7,82 (s, 1H); 8,01 (m, 2H) ppm. IR (KBr): 2997 (w), 1736 (s), 1685 (s), 1602
(m), 1451 (m), 1361 (m), 1271 (s), 1203 (s), 1063 (s), 1026 (m), 767 (m), 705 (s), 608 (m)
cm’l. GC-MS: (tr = 14,91 min); m/z(%): 240 (M", 3), 105 (100), 77 (37), 51 (8). ESI-MS
(pos.) m/z(%): 503,0 [2-M+Na]" (23), 380,0 [3-M+H+K]*" (8), 278,9 [M+K]" (5), 263,0
[M+Na]" (100).
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4.1.3 Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu

V kéadince o objemu 50 cm® bylo rozpusténo 2,4 g (10 mmol) 2-acetylfenyl-benzoatu
v 8 cm® pyridinu. Jakmile byl vznikly roztok zahi4t na 50 °C, bylo do né&j p¥idano 0,85 g
jemné drceného KOH a reakéni smés byla intenzivné michdna ptiblizné 15 minut. Po
vysrazeni zIuté srazeniny draselné soli produktu byla smés ochlazena na laboratorni teplotu
a bylo do ni pfiddno 15 cm® 10% CH3;COOH. Vyloudeny produkt byl odfiltrovan za
snizeného tlaku a vysuSen prosavanim vzduchu pies filtraéni kolac. Poté byl dalSich 6
hodin suSen pomoci vakua. Vytézek reakce €inil 1,99 g (83 %). Ziskany produkt byl do

dalsi reakce pouzit bez nutnosti jakékoliv purifikace.

Néazev produktu: 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dion
Sumarni vzorec: Ci5H1203

OH
Moléarni hmotnost: 240,25 g-mol’! O ‘
Vzhled: svétle zluta krystalicka latka 5 5
Teplota tani: 111-113 °C (lit. 121-122 °C) [81]
Ry 0,56

'"H NMR (DMSO-ds): §4,65 (s, 2H); 7,38 (d, 1H, J = 8,5 Hz); 7,48 (t, 1H, J = 8,0 Hz);
7,63 (t, 2H, J=17,5 Hz); 7,70 (t, 1H, J=8,0); 7,77 (t, IH, J=7,5 Hz); 7,98 (d, IH, J=17.5
Hz); 8,14 (d, 2H, J = 7,5 Hz) ppm. IR (KBr): 3063 (w), 1608 (s), 1573 (s), 1490 (s), 1333
(m), 1301 (s), 1199 (s), 1023 (s), 1063 (s), 901 (m), 732 (s), 620 (m), 527 (w), 453 (W)
cm!. ESI-MS (pos.) m/z(%): 519,1 [2-M+K]™ (9), 503,1 [2-M+Na]™ (38), 380,0
[3-M+H+K]*" (10), 279,0 [M+K]" (7), 263,0 [M+Na]* (100), 241,0 [M+H]" (9). ESI-MS
(neg.) m/z(%): 238,8 [M—H] (100).

4.1.4 Priprava flavonu

V baiice s kulatym dnem o objemu 25 cm’® bylo rozpusténo 1,2 g (5 mmol) 1-(2-
hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu v 7 cm® ledové CH3COOH. Za stalého michani
bylo do smési po kapkach ptidano 0,25 cm® koncentrované H»SOs. Batika byla ptipojena
na zpétny chladi€¢ a na vodni 1azni byla zahtivana pii teploté 90 °C po dobu 1 hodiny. Po
uplynuti této doby byla reakéni smés za intenzivniho michdni nalita na smés drceného ledu

s vodou (40 g ledu a 100 cm® vody). Po roztani ledu byl vysrazeny produkt odfiltrovan za
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snizeného tlaku na frité. Z filtracniho kolace byla kyselina vymyta vodou. Surovy produkt

byl piekrystalizovan z hexanu a izolovan ve vytézku 866 mg (78 %).

Nézev produktu: flavon (2-fenyl-4H-chromen-4-on)
Sumarni vzorec: Ci5H1002

Moléarni hmotnost: 222,24 g-mol!

Vzhled: bezbarvé jehlicky

Teplota tani: 95-97 °C (lit. 94-97 °C) [82]

Ry 0,29

'H NMR (DMSO-ds): 57,49 (t, 1H, J = 7,5 Hz); 7,58 (m, 3H); 7,76 (d, 1H, J= 8,0 Hz);
7,81 (t, 1H, J = 7,0); 8,04 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 8,09 (d, 2H, J = 6,5 Hz) ppm. IR (KBr):
3072 (w), 1647 (s), 1466 (s), 1377 (s), 1226 (m), 1130 (m), 1029 (m), 769 (s), 673 (m),
606 (w), 529 (W), 457 (w) cm™. GC-MS: (tr = 17,54 min); m/z(%): 223 (M", 16), 222
(100), 221 (35), 195 (7), 194 (50), 165 (13), 121 (8), 120 (97), 102 (18), 97 (29), 93 (5), 92
(78), 82 (23), 77 (9), 76 (14), 75 (7), 74 (7), 64 (32), 63 (28), 62 (5), 51 (11), 50 (10). ESI-
MS (pos.) m/z(%): 483,0 [2-M+K]" (14), 467,1 [2-M+Na]" (90), 464,1 [3-M+H+K]>* (44),
456,2 [3-M+H+Na]>* (5), 445,1 [2-M+Na]" (26), 261,0 [M+K]" (31), 245,1 [M+Na]" (29),
223,1 [M+H]" (100).

4.2 ESI-MS analyzy inkluznich komplexu

ESI-MS analyzy zaméfené na studium tvorby inkluznich komplexti flavonu
a kvercetinu s cyklodextriny (a-, B- a y-) byly provadény na hmotnostnim spektrometru
s iontovou pasti amaZon X vybaveného elektrosprejovym ionizacnim zdrojem. Jednotlivé
vzorky byly ptfipravovany bezprosttedné pifed samotnou analyzou. Flavon byl ptfipraven
vicekrokovou syntézou a pouzit pro tyto experimenty az po jeho Uplné strukturni
charakterizaci. Kvercetin byl ziskan ze zasob kolegti z Ustavu analyzy a chemie potravin.

Cyklodextriny byly zakoupeny z komer¢nich zdroju.

4.2.1 Specifikace hmotnostniho spektrometru

Nazev: amaZon X (Bruker Daltonics)

Ionizac¢ni zdroj: elektrosprej
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Hmotnostni analyzator: iontova past

Rozsah m/z: 50-3000

Susici a rozprasovaci plyn: dusik

Zptisob fragmentace iontl: kolizi indukovana disociace (CID)
Kolizni plyn: helium

Software: Trap Control, Data Analysis

4.2.2 Parametry ESI-MS analyz inkluznich komplexi

Do iontového zdroje byly vzorky o koncentraci 25 puM piivadény v podobé roztoku
CH3OH/H>O (1/1, v/v) kovovou kapildrou pii konstantnim priitoku 3 pl-min™'. Analyzy
byly provadény jak v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim modu. NiZe jsou uvedeny

nejvyznamnéj$i parametry méteni:

Skenovani méd: Enhanced resolution (8 100 m/z-s™)
Napéti na kapilaie: 4,0 kV

Napéti na konci kapilary: 140V

Tlak rozpraSovaciho plynu: 206,84 kPa

Priitok susiciho plynu: 6 dm’-min’!

Teplota susiciho plynu: 300 °C

ICC (maximalni pocet iontl v pasti): 200 000

Maximalni akumula¢ni ¢as: 20 ms

Rozpéti m/z: 50-3000

Tandemova spektra: MS/MS

4.2.3 Priprava vzorki pro ESI-MS analyzy inkluznich komplexi

Do vialky o objemu 1,5 cm® (Eppendorf® microtube 3810X) byl navazen 1 mg
piislusného ligandu (flavon nebo kvercetin), ktery byl nasledné rozpustén v 1 cm’
methanolu (v kvalit¢ LC-MS). Zasobni roztoky flavonoidii byly z divodu zabranéni
nezddoucim fotooxidacnim reakcim uchovavany v temnu (vialka byla obalena hlinikovou
folif). Stejnym zplisobem byly pfipraveny zasobni roztoky cyklodextrinti (a-, -, y-) s tim
rozdilem, Ze jako rozpoustédlo byla pouzZita voda (opét v kvalit¢ LC-MS). Z takto
ptipravenych zasobnich roztoki bylo pomoci mikropipety odebrano odpovidajici mnozZstvi
ligandu a makrocyklu do roztoku CH3;OH/H.O (1/1, v/v) tak, aby vysledna koncentrace

roztoku pouzitého pro samotnou analyzu ¢inila 25 pM.
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4.3 Spektrofotometrické stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Antioxidaéni aktivita kvercetinu a jeho komplext s a-, - a y-CD byla méfena na
jednopaprskovém spektrofotometrickém ptistroji Libra S6 (Biochrom) analyzou hodnotici
schopnost eliminovat radikaly, tzv. metodou DPPH. Na pfipravu zasobniho roztoku DPPH
(2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, Obrazek 18) bylo navazeno 12 mg DPPH a pievedeno do
odmérné baiky o objemu 50 cm’, kterd byla doplnéna po rysku methanolem. Z tohoto
zdsobniho roztoku byl ptipraven pracovni roztok. Do kadinky bylo napipetovano 20 ¢cm?
z4sobniho roztoku DPPH a piiddno 90 cm® methanolu. Vzorek kvercetinu byl pfipraven
rozpusténim 1 mg kvercetinu v 1 cm® methanolu s naslednym fedénim tak, aby vysledna
koncentrace roztoku pouzitého pro samotnou analyzu Cinila 25 puM. Vzorky komplext
kvercetinu s pfislusSnym CD byly pfipraveny zplsobem uvedenym v kapitole 4.2.3.
Nasledné byly pro kazdy vzorek piipraveny 4 zkumavky, do kterych bylo napipetovano
4 cm® pracovniho roztoku DPPH a 210 pl piislu§ného vzorku. Smés se nechala 60 minut
reagovat v temnu. Po uplynuti této doby byla zméfena absorbance pracovniho roztoku
DPPH a vSech vzorkt pfi vinové délce A =515 nm proti methanolu. Métfeni kazdého

vzorku se tedy opakovalo Ctyrikrat.

N—N NO,

Obrazek 18. Strukturni vzorec DPPH.

V methanolovém roztoku se DPPH nachazi v barevné radikalové formé DPPH:, v niz
vykazuje silnou absorpci v oblasti UV. Redukce DPPH antioxidantem se projevuje
odbarvenim roztoku, které je méteno spektrofotometricky a z namétenych hodnot je

stanoven ubytek absorbance:

Ao — 44

Ubytek absorbance [%] = - 100 4)

kde:
Ao — absorbance pracovniho roztoku DPPH

A — absorbance vzorku
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Syntéza flavonu

V nasledujicich kapitolach bude diskutovana trojstupiiova syntéza flavonu (5), ktery byl
pro potieby této diplomové prace zvolen jakozto jeden ze dvou ligandl, u kterych byla
studovana schopnost vytvaiet supramolekularni komplexy s cyklodextriny v plynné fazi
(kapitola 5.2). Prestoze Ize tuto slouCeninu zakoupit z komerénich zdroji (napf.
u spolecnosti Sigma-Aldrich lze 5 g flavonu pofidit za 2 691,- K& bez DPH), bylo

rozhodnuto si jej z dostupnych chemikalii pfipravit.

V soucasné dobé¢ je zndmo né€kolik metod vedoucich k ptipravé flavonli ve vysokych
vytézcich, Cistoté a odpovidajici kvalité. Flavony mohou byt pfipravovany pomoci mnoha
syntetickych cest, mezi néz patii Claisenova-Schmidtova kondenzace [83], Vilsmeierova-
Haackova reakce [84] nebo mikrovinna syntéza za pouziti iontovych kapalin [85]. Pro
potieby této prace byla zvolena metoda zahrnujici konverzi 2-hydroxyacetofenonu (1) na
ester 3 (kapitola 5.1.1), ktery nasledné¢ podléhd Bakerové-Venkataramanové presmyku za
vzniku B-diketonu 4 (kapitola 5.1.2), jenz je podroben kysele katalyzované
cyklodehydrataci za vniku flavonu (5, kapitola 5.1.3). [86]

5.1.1 Priprava 2-acetylfenyl-benzoatu

V prvnim kroku vedoucim k ptipravé pozadovaného flavonu byla provedena reakce 2-
hydroxyacetofenonu (1) s benzoylchloridem (2) v pyridinu (Schéma 1). Reakce byla
doprovazena samovolnym zahtfivanim, které piiblizné po 1 hodiné odeznélo. Ziskany
surovy produkt byl ptekrystalizovan z methanolu za vzniku pozadovaného produktu ve

velmi dobrém vytézku 88 %.

Schéma 1

O
OH O
N pyridin
CH; Cl 25°C CH;
O O

o)
1 2 3 (88 %)
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Cistota a struktura esteru 3 byla potvrzena pomoci b&zné pouzivanych analytickych

metod, jako je GC-MS, ESI-MS a '"H-NMR.

V chromatogramu ziskaném pomoci techniky GC-MS byl pozorovan jediny pik
s reten¢nim Casem 14,91 minuty (Obrazek 19 vlevo). V hmotnostnim spektru ziskaném
pomoci ionizace elektrony (EI-MS, Obrazek 19 vpravo), byl detekovan molekulovy ion
(v podob¢ kationradikalu) o m/z 240, z jehoz relativni intenzity (< 3 %) lze usuzovat na

nizkou stabilitu tohoto iontu. Naopak iont s nejvyssi intenzitou piedstavoval signal o m/z
105.

1104

14.91

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 .
o . T T T 1

Retenéni ¢as [min] 50 rs] 100 125 180 175 200 25 250 25 mv/z

100 -
a4
— 1050 mz -4+
R 04 Og-CHs
o
£ 70+ o
5 e T7.0miz
€
= 504 2401 m/z
=
5 404 77.0
[7]
& 4]
20 -
10
240.1
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Obrazek 19. Cast zaznamu GC-MS (vlevo) a EI-MS spektrum (vpravo) slouéeniny 3.

Ve spektru prvniho fadu ziskané¢ho technikou ESI-MS (Obrazek 20) byl jako hlavni
pozorovan signal o m/z 263,0 odpovidajici sodnému aduktu slou¢eniny 3 [M+Na]". Tento
signal byl doprovazen dvéma vys$simi agregaty, jedenkrat nabitym iontem o m/z 503,0
odpovidajici sodnému aduktu dimeru slouceniny 3 [2-M+Na]" a dvakrat nabitému iontu

o m/z 380,0, jehoZ struktura byla uréena jako [3-M+H+K]*".

[M+Na]'
263.0
OY@
O

M=[ I _CHs

[M+KT ©

279.0
[2*M+Na]’

503.0
[B*M+H+K]*
380.0
N A | Al

r-rr-~r -1+ T1 1 "1 1T "1 T "1 "1 "™ T "1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

Obrazek 20. ESI-MS spektrum prvni fadu slouceniny 3.
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5.1.2 Syntéza 1-(2-hydroxylfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu

V dals§im kroku byl 2-acetylfenyl-benzoat (3) podroben bazicky katalyzovanému
intramolekularnimu pfesmyku za vzniku dionu 4, ktery byl ziskan ve vytézku 83 %

a v Cistoté nevyzadujici jakoukoliv dalsi purifikaci (Schéma 2).

Schéma 2

e} OH
CH3 ANT
O 3 © 9 4e3%)

Samotna reakce je pravdépodobné zahijena atakem baze na atom vodiku atomu uhliku
vpoloze a wvici karbonylové skupiné za vzniku enoldtu. Nasledné je atakovan
,karbonylovy atom uhliku®“ esterové funkéni skupiny elektrony z nové vzniklé dvojné
vazby za vniku cyklického alkoxidu. V dalsim kroku dochéazi k otevieni cyklického
intermedidtu za vzniku stabilnéjSiho enolatu, z néhoz v disledku protonace kyselinou
pouzitou pii zpracovani reakce vznika pozadovany produkt. Mechanismus Bakerova-

Venkataramanova piesmyku je schematicky znazornén na Obrazku 21.

0 X
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/_\T’ - 0°
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Obriazek 21. Mechanismus Bakerova-Venkataramanova pfesmyku 2-acetylfenyl-

benzoatu.
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Struktura slou¢eniny 4 byla navrZzena pomoci béznych spektralnich metod. V 'H-NMR
spektru této latky nebyl, na rozdil od spektra slouceniny 3, pozorovan singlet v oblasti
1,91 ppm odpovidajici methylové skupiné. Naopak v oblasti 4,65 ppm byl pozorovan
singlet, jehoz integraci bylo zjisténo, Ze se jedna o dva atomy vodiku pochazejici z nove
vytvofeného methylenového mustku spojujiciho ve struktute slouc¢eniny 4 dvé karbonylové
skupiny, na néz jsou dale navazany oba aromatické kruhy. Signdly pochazejici z atomt

vodiku obou aromatickych kruhti byly pozorovany v oblasti 7,38—8,14 ppm.

V ESI-MS spektru prvniho taddu slouceniny 4, ziskan¢ho v pozitivnim skenovacim
moédu (Obrazek 22A), byl jako dominantni pozorovan signal o m/z 263,0 odpovidajici
sodnému aduktu [M+Na]" slouéeniny 4. Ve spektru prvni fadu byly dale detekovany dva
jedenkrat nabité signaly o m/z 503,1 a 519,1, které byly ureny jakozto sodny, respektive
draselny adukt dimeru slou¢eniny 4. V neposledni fadé byl v +MS pozorovan iont [M+H]"
o m/z 241,0. V —MS spektru (Obrazek 22C) pak byl pozorovan jedenkrat nabity signal
o m/z 238,8 vznikajici deprotonaci hydroxylové skupiny slouceniny 4 [M—H] .

Tont [M+H]" byl vyizolovan a nasledné podroben fragmentaci za podminek kolizi
indukované disociace (CID). V MS/MS spektru iontu [M+H]" (Obrizek 22B) byly
pozorovany tfi signaly (147, 121 a 105 m/z) vznikajici pravdépodobné v dusledku tii

riznych fragmentacnich drah:

» neutralni ztratou fenolu (94 m/z) vzniké iont o m/z 147
» neutralni ztratou fenyl(methyl)ketonu (120 m/z) vzniké iont o m/z 121

» neutralni ztratou 1-(2-hydroxyfenyl)ethanonu (136 m/z) vznika iont o m/z 105

Zatimco z intenzit iontli 147 a 105 m/z lze usuzovat na jejich relativné nizkou stabilitu,
u iontu snejvyssi intenzitou (121 m/z) lze uvazovat o intramolekularnim pfesmyku
puvodné vznikajiciho sekundarniho karbokationtu na stabilnéjsi karbokation tercidrni za
vzniku slouceniny obsahujici benzo[b]oxetové uskupeni. Navrh fragmentacnich drah iontu

[M+H]" je uveden na Obrazku 23.
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Obrazek 22. ESI-MS slouceniny 4. (A) +MS; (B) +MS/MS iontu 241 m/z; (C) -MS
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Obrazek 23. Navrh fragmentace iontu 241 m/z za podminek CID.

5.1.3 Syntéza flavonu

Posledni krok vedouci k syntéze pozadované slouCeniny S5 predstavovala kysele
katalyzovana cyklodehydrata¢ni reakce vychoziho dionu 4 (Schéma 3), ktery byl rozpustén
v ledové kyseliné octové, a do vzniklého roztoku bylo po kapkéch ptfidano predem
vypocitané mnozstvi kyseliny sirové. Reak¢ni smés byla nasledné 60 minut zahtivana pti
teploté 90 °C. Krystalizaci surového produktu z hexanu byla pozadovana sloucenina

ziskana v podobé& bezbarvych jehli¢ek ve vytézku 78 %.

Schéma 3

OH
O ‘ CH4COOH
H,SO,

°© 0 4 o 5 (78 %)

Cistota a struktura slouéeniny 5 byla potvrzena pomoci GC-MS, NMR a ESI-MS.
V '"H NMR spektru slou¢eniny 5 bylo pozorovano celkem sedm signalii, pficemz viechny
vykazovaly chemicky posun v oblasti 7,02-8,01 ppm, tedy v oblasti typické pro
aromatické atomy vodiku. Ziskand data plné koresponduji s daty uvedenymi v recentni

odborné literatuie [87]

V ESI-MS spektru prvniho fadu bylo pozorovano relativné velké mnozstvi jedenkrat ¢i

dvakrat nabitych signdll, pficemZ dominantnimi byly ion o m/z 223,1 odpovidajici
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protonované molekule [M+H]" a signal 467,1 m/z identifikovany jako sodny adukt dimeru
slou¢eniny 5 [2-M+Na]". Vycet viech pozorovanych typt iontd, je spolu se srovnanim
vypocitané a experimentalné zjisténé exaktni hmotnosti, a zjisténou odchylkou, uveden

v Tabulce 3.

Tabulka 3. Vypocitané a experimentalni exaktni hmotnosti iont detekovanych v ESI-MS

spektru prvniho fadu slouceniny 5.

Exaktni hmotnost [u]

Typ iontu Odchylka [u]
Vypocitana Experimentalni

[M+H]" 223,068 223,064 -0,004
[M+Na]* 245,068 245,057 -0,011
[M+K]* 261,068 261,022 -0,046
[2-M+H]" 445,136 445,078 -0,058
[4-M+H+Na]** 456,136 456,164 +0,028
[4-M+H+K]** 464,136 464,145 +0,009
[2:-M+Na]" 467,136 467,109 -0,027
[2-M+K]" 483,136 483,023 -0,113
[5-M+H+K]* 575,170 575,125 -0,045

Z Tabulky 3 je patrné, ze vyjma iontl sestavajicich z jedné molekuly slouceniny 5, se
ve spektru prvniho fadu vyskytovaly také signaly, at’ uz jedenkrat ¢i dvakrat kladné nabité,
odpovidajici vySSim agregatim, napf. dimerim, tetrameriim a dokonce pentameru.
S ohledem na strukturu slouceniny 5 lze predpokladat, ze by tyto agregaty mohly byt v
plynné fizi stabilizovany prostiednictvim m—m interakci, tedy nekovalentnich
mezimolekulovych interakei toliko typickych pro slouc¢eniny obsahujici aromaticky (napf.

benzenovy) kruh.

5.2 ESI-MS analyzy inkluznich komplext

Schopnost dvou vybranych ligandii ze skupiny flavonoidd, a sice flavonu (5)
a kvercetinu (KVT) vytvafet stabilni supramolekularni komplexy s vybranymi typy
cyklodextrinii byla studovana v plynné fazi, a to pomoci hmotnostniho spektrometru
s iontovou pasti a elektrosprejovou ionizaci (ESI-IT-MS). Pied tim, nez byly provedeny
klicCové experimenty potvrzujici ¢i vyvracujici tvorbu komplexi ,hostitel-host®, bylo

ptistoupeno k analyze samotnych liganda a hostitelskych molekul.
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5.2.1 Vysledky ESI-MS analyz samotnych ligandi

Vysledky ESI-MS analyzy flavonu jsou popsany v kapitole 5.1.3, proto bude v této
kapitole blize diskutovana pouze ESI-MS analyza kvercetinu. Samotnd analyza byla
provedena ve smési CH3OH:H>O (1:1, viv) pfimym ndastfikem vzorku o koncentraci
0,5 ug'ml! do hmotnostniho spektrometru. ESI-MS analyza byla provedena jak
v pozitivnim, tak negativnim skenovacim moédu. Ve spektru prvniho fadu ziskaném
pozitivni ionizaci (Obrazek 24A) bylo pozorovano celkem pét signalt, piicemz
dominantnim byl jedenkrat nabity iont o m/z 303,1 odpovidajici protonované molekule
[M+H]", ktery byl doprovizen sodnym aduktem [M+Na]" o m/z 325,1. Dale byly ve
spektru prvniho fadu pozorovany jedenkrat a dvakrat kladn€ nabité signaly o m/z 473,1
[3-M+H+K]*", 627,1 [2-M+Na]" a 643,1 [2-M+K]*. Ve spektru prvniho fadu ziskaném
negativni ionizaci (Obrazek 24B) byly pozorovany dva jedenkrat nabité signaly ur¢ené jako
deprotonovana molekula [M—H]™ (300,8 m/z) a deprotonovany dimer kvercetinu [2-M—-H]~
(602,9 m/z).

A 303.1
[M+HT
325.1
[M+Na]’
3+M+H+K]*" [0, +
[ 473.1 I "Q;’}'a]
L.LL[M@MUML . lL .
B 300.8
[M-HJ"
[2-M-HT
602.9

. PP P
I e e e e e e B B
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

Obrazek 24. ESI-MS spektra prvniho fadu kvercetinu ziskand pozitivni (A) a negativni (B)

ionizaci.
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5.2.2 ESI-MS analyza hostitelskych sloucenin

Slouceniny, které v ramci této prace vystupovaly v roli hostitelskych makrocykli, byly
a-, B- a y-cyklodextrin. Jedna se o tzv. nativni cyklodextriny vzajemné se li§ici poctem
glukézovych jednotek tvoricich makrocyklus a tedy i rtznou velikosti kavity, do niz

mohou vstupovat molekuly hosta.

ESI-MS analyzy samotnych makrocyklickych slouCenin byly provedeny nejen
v pozitivnim, ale s ohledem na molekularni strukturu jednoho z ligandii (konkrétné
kvercetinu), také v negativnim skenovacim médu. V +ESI-MS spektru prvniho fadu vSech
tii typd cyklodextrinii byl jako dominantni pozorovan dvakrat nabity ion [CD+H+K]*",
ktery byl doprovazen jedenkrat nabitym sodnym aduktem piislusného cyklodextrinu
[CD+Na]". Skute¢nost, ze ve spektrech prvniho fadu nebyl detekovan ion odpovidajici
protonované molekule CD neni nikterak piekvapiva. Nutno podotknout, ze se v +MS
spektrech vSech tii makrocykli vyskytoval také ion uréeny jako [CD+K]", nicméné ve
velmi nizké intenzité (< 5 %). Ve spektrech prvniho fadu ziskanych pomoci negativni
ionizace byly pozorovany ve vSech piipadech tfi signaly, které byly identifikovany jako
dvojnasobné deprotonovand molekula [CD-2-H]*, jedenkrat nabitd deprotonovana
molekula [CD-H]™ a v neposledni fad¢ také chloridovy adukt cyklodextrinu [CD+CI]".
Vycet vSech pozorovanych typt iontl v £MS, jejich vypocitané a experimentalni exaktni

hmotnosti, jsou pfehledné uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4. Vypocitané a experimentalni exaktni hmotnosti ionti detekovanych v £MS

prislusnych cyklodextrind.

ESI-MS (positiv) ESI-MS (negativ)

CD [CD+H+K]* [CD+Na]" [CD-2-H]* [CD-H] [CD+CI]
vyp.  eXxp. vyp. exp. vyp.  exp. vyp. exp. vyp. exp.

o 506,1 506,2 9953 9953 4852 4854 971,3 971,4 1007,3 1007,2
B 587,2 587,2 11574 11574 566,2 566,3 1133,4 1133,5 1169,4 1169,5
Y 668,2 668,3 1319,4 1319,5 647,2 647,1 12954 1295,3 1331,4 1331,3




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

5.2.3 Studium vzniku supramolekulirnich komplexi flavonu s CD v plynné fazi

Schopnost vytvaiet supramolekularni komplexy v plynné fazi byla nejprve studovana na
systému 5-CD. Inicia¢ni experimenty byly provedeny s -CD, jelikoz velikost jeho kavity
predstavuje jakysi pramér ze vSech tii, v této studii pouzitych, makrocyklickych sloucenin
a také proto, ze je takika idedlni pro inkludaci molekul obsahujicich ve své struktute
benzenovy kruh (byt substitutovany hydroxylovymi skupinami). Jako prvni byla
provedena ESI-MS analyza syst¢ému 5:-B-CD v moldrnim poméru 1:1, ve smési
methanol:voda (1:1, viv) a 25 uM koncentraci. Ve spektru prvniho tadu ziskaného
v pozitivnim skenovacim médu (Obrazek 25) byly pozorovany signaly o m/z 245, 456,
464, 467 a 575 pochazejici z molekuly hosta (bliz§i charakterizace jednotlivych ionta je
uvedena v Tabulce 3 na str. 52) a jedenkrat nabité signaly o m/z 1157 a 1173 urcené jako
sodny [B-CD+Na]" a draselny [B-CD+K]* adukt hostitele. Zadny signal odpovidajici
supramolekularnimu komplexu 5@B-CD ve spektru nebyl detekovan, a to ani v piipadé
upraveni nékterych parametrii méteni, napt. napéti na konci sklenéné kapilary (CE; z angl.
Capillary Exit).

[M+NaJ’
245.0

[4-M+H+Na[*
456.1 R-MsNal'  [p.CD+Na]
[4°M+H+K]2+ 4671 1157 4
464.2 [B-CD+K]*

1173.4
5751 /
[5 M+H+K]2*

L b
T 1 r 11T T T "™T " ™71 ‘"1 ' 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 m/z

Obriazek 25. ESI-MS spektrum prvniho fadu smési 5-3-CD.

Analyza byla provedena také v negativnim skenovacim moddu, pficemz ve spektru
prvniho fadu byly pozorovany pouze signaly pochazejici z B-CD, coZ nebylo, s ohledem na
strukturu molekuly hosta, nikterak ptekvapivé. Konkrétn€ se jednalo o jedenkrat nabity
signdl deprotované molekuly [B-CD-H] (1133 m/z) a dvakrat nabity signal odpovidajici
molekule B-CD postradajici dva protony [B-CD-2-H]* (566 m/z).
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V dal§im kroku bylo pfistoupeno k analyze smési, ve které byl B-CD pouzit v 5,0
molarnim pfebytku. AvSak ani takto rapidni navyseni koncentrace hostitelské molekuly ve
vzorku nevedlo ke kyzenému a do jisté miry predpokladanému cili, tedy tvorbé inkluzniho

komplexu.

S ohledem na ziskané vysledky bylo usouzeno, ze se ve smési nenachéazi dostate¢né
mnozstvi ,,volnych* protont (H"), které by mohly dodavat vznikajicimu komplexu kladny
naboj. Proto bylo pfistoupeno k provedeni ESI-MS experimentu systému 5-B-CD
v molarnim poméru 1:1, ve smési methanol:voda (1:1, v:v) za pfidavku 2 pl kyseliny
mravenéi. Vys$§i pocet ,,volnych® protonti se vSak projevil pouze zvySenim relativni

intenzity signadlu o m/z 223, ktery odpovida protonované¢ molekule hosta.

ProtoZze ani kyselejsi prostfedi, a z toho plynouci vyssi distribuce protonil v systému,
nevedly k tvorbé komplexu 5@B-CD, byla provedena analyza ekvimolarni smési flavonu
(5) s B-CD v prostiedi 50 mM vodného roztoku octanu sodného (AcONa) s cilem zvysSit
v prostfedi koncentraci sodnych kationt, s nimiz B-CD vytvaii v plynné fazi adukty,
jejichz tvorba je uptrednostiiovana pied vznikem protonované formy B-CD. Vysledkem
vSak byla pouze tvorba série jedenkrat nabitych signald, které byly identifikovany jako
agregaty typu [(AcONa),+Na']", napi. 187 m/z (n=2), 269 m/z (n=3), 433 m/z (n=15)
apod.

Po provedeni vyse uvedenych ESI-MS analyz bylo piistoupeno k ovéreni schopnosti
tvorby supramolekularnich komplexti flavonu (5) s a-CD (Obrazek 26A) a y-CD
(Obrazek 26B). V téchto piipadech byly analyzy uskute¢iiovany v ekvimolarnim poméru
jednotlivych komponent, ve smési methanol:voda (1:1, v:v) a 25 uM koncentraci. V obou
ptipadech byly ve spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnim skenovacim moédu
pozorovany pouze signaly pochdzejici z molekuly hosta, ptipadn€ hostitele. Signal

odpovidajici ptislusnému supramolekularnimu komplexu nebyl ve spektrech detekovan.
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Obrazek 26. ESI-MS spektra prvniho fadu smési 5-a-CD (A) a smési 5y-CD (B).

Zaveérem této kapitoly lze konstatovat, ze schopnost flavonu (5) vytvaret stabilni
supramolekularni komplexy v plynné fazi s nativnimi CD nebyla prokazana. Nutno
podotknout, Ze ani v odborné literature se nepodaiilo dohledat studii, v ramci niz by byla
tvorba komplexti typu ,hostitel-host mezi flavonem a CD, at uz v roztoku, pevné Ci

plynné fazi, popséana.

5.2.4 Studium vzniku supramolekuliarnich komplexii kvercetinu s CD v plynné fazi

Druhou molekulou, ktera v této praci vystupovala v roli hosta, byl kvercetin (KVT). Ve
spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnim skenovacim modu, nebyl ani v jedné ze
studovanych ekvimolarnich smési KVT-CD pozorovan signal odpovidajici hodnotou m/z
ptislusnému typu komplexu. Detekovany tak byly pouze ionty pochazejici z molekuly

hosta a hostitele.

S ohledem na skute¢nost, Ze molekula hosta (KVT) obsahuje ve své struktuie hned pét

hydroxylovych skupin, byla pozornost od pozitivniho skenovaciho médu odvracena



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

a fokusovana na mod negativni. Ostatné, jiz vysledky ziskané pifi ESI-MS analyze

samotného KVT (Obrazek 24B) davaly tomuto rozhodnuti ,,zelenou*.

Ve spektru prvniho fadu (-MS) ekvimolarni smési KVT:a-CD (methanol:voda, 1:1,
v:v) byly pozorovany celkem ¢tyfi signdly (Obrazek 27). Dominantnim byl ion o m/z 300,8
odpovidajici deprotonované molekule hosta [KVT-H]", ktery byl doprovazen jedenkrat
nabitym signalem o m/z 602,9 uréenym jako deprotonovany dimer hosta [2-KVT-H]".
Déle byla —MS pozorovéana deprotonovand molekula hostitelského makrocyklu [a-CD-H]™
(971,2 m/z). V neposledni fad€¢ se v —-MS nachazel jedenkrat nabity signal, jehoz hodnota
m/z (1273,3) odpovidala deprotonovanému bindrnimu komplexu kvercetinu s ao-CD
[KVT@oa-CD-H] . Pokusy o izolaci a naslednou fragmentaci tohoto iontu naneStésti
nebyly Uspésné, coZ mize poukazovat bud’to na nizkou stabilitu inkluzniho komplexu nebo

také na to, Ze se nejednd o inkluzni, ale o nespecificky (externi) komplex.

[KVT-HJ
300.8
HO
KVT=
[2+KVT-HT
602.9 [O(.-CD-H]_
971.2

[KVT@c-CD-HJ
1273.3
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Obrazek 27. ESI-MS spektrum prvniho fadu smési KVT-a-CD.

Jako dalsi byla ESI-MS analyze podrobena ekvimolarni smés KVT-B-CD
(methanol:voda, 1:1, v:v). Ve spektru prvniho fadu ziskané¢ho v negativnim skenovacim
modu byly, vyjma signdlti pochdzejicich z molekuly hosta (300,8 a 602,9 m/z) a hostitele
(1333,3 m/z), pozorovany také dva signaly odpovidajici bindrnim inkluznim komplextim
KVT@p-CD (Obrazek 28A). Prvnim byl jedenkrat nabity ion o m/z 1435,3 odpovidajici
deprotonovanému komplexu [KVT@B-CD-H], druhym, s podstatné nizs§i relativni
intenzitou, pak dvakrat nabity ion komplexu postradajicitho dva protony [KVT@B-CD-
2'H]*". Izolaci a naslednou fragmentaci iontu [KVT@P-CD-H]™ za podminek CID
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(Obréazek 28B) bylo studovano chovani vzniklého komplexu v plynné fazi, ptiCemz byla
pozorovana tvorba jediného produktového iontu o m/z 1133,3 odpovidajiciho
deprotonované molekule hostitele [B-CD-H]. To znamend, Zze v prubc¢hu fragmentace
komplexu dochazelo k neutralni ztraté molekuly hosta (302 m/z). V ramci studia chovani
iontu [KVT@B-CD-H] v plynné fazi byla rovnéz provedena detailni fragmentacni
analyza, kdy byl nejprve pfedmétny ion vyizolovan v iontové pasti a nasledné byla
postupn¢ zvySovana CID amplituda (kolizni energie zplsobujici fragmentaci
prekurzovového iontu), pficemz v kazdém kroku byla kolizni energie navySovéana o 0,01
amplitudy, a to v intervalu 0,55-0,75. Ziskana data byla zpracovana a vynesena do grafu,
z n¢hoz si Ize udélat ucelenou predstavu o prubéhu fragmentace v zavislosti na hodnoté
CID amplitudy (Obrazek 28B). V prubéhu fragmentace dochazelo k postupnému snizovani
intenzity prekurzorového iontu za soucasné tvorby jediného produktového iontu, jehoz

intenzita s rostouci hodnotou kolizni energie nartistala.
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;.;, ...... C Tteeees v
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Obrazek 28. ESI-MS smési KVT-B-CD. (A) —-MS; (B) -MS/MS iontu 1435 m/z.
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Jako posledni byla ESI-MS analyze podrobena ekvimolarni smés KVT:y-CD
(methanol:voda, 1:1, v:v). Ve spektru prvniho tadu (—MS) byly, stejné jako ve vyse
uvedenych ptipadech pozorovany nejen signdly pochézejici z molekuly hosta (300,8
a 602,9 m/z) a hostitele (1295,3 a 647,1 m/z), ale také dva signaly odpovidajici binarnim
inkluznim komplextiim KVT@y-CD (Obrazek 29A). Prvnim byl jedenkrat nabity ion o m/z
1597,4 odpovidajici deprotonovanému komplexu [KVT@y-CD-H]", druhym dvakrat
nabity ion komplexu postradajictho dva protony [KVT@y-CD-2-H]*". Izolaci a naslednou
fragmentaci iontu 1597 m/z za podminek CID (Obrazek 29B) bylo studovano chovéni
vzniklého komplexu v plynné fazi, pti€emz stejné jako v ptipadé komplexu KVT@B-CD
byla pozorovana tvorba jediného produktového iontu, tentokrat o m/z 1295,3 odpovidajici
deprotonované molekule hostitele [y-CD-H]. Také vtomto piipadé¢ tedy dochézelo
k neutralni ztraté molekuly hosta (302 m/z). V ramci studia chovani iontu [KVT@y-CD-
H]™ v plynné fazi byla rovnéz provedena detailni fragmentacni analyza. Ziskana data byla
zpracovana a vynesena do grafu, z néhoz si Ize ud¢€lat ucelenou piedstavu o priibéhu

fragmentace v zévislosti na hodnoté¢ CID amplitudy (Obrazek 29B).
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Obrazek 29. ESI-MS smési KVT-y-CD. (A) -MS; (B) -MS/MS iontu 1597 m/z.
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S cilem porovnat stabilitu pozorovanych supramolekularnich komplext v plynné fazi,
byl jak pro komplex KVT@-CD, tak také KVT@y-CD, v obou piipadech reprezentovany
iontem [KVT@CD-H]", stanoven iontovy vytézek, pfedstavujici vhodné kvantitativni

métitko k vyhodnoceni efektivity fragmentace. lontovy vytézek je definovan vztahem:

v =—k (5)

 IptXIp
kde:
1V —iontovy vytézek
Ir — intenzita fragmentované¢ho iontu

> Ip— suma intenzit vSech produktovych iont

V souvislosti s ur€ovanim iontového vytézku se také pfistupuje ke stanoveni
charakteristické kolizni energie (CCE; z angl. Characteristic Collision Energy), ktera je
piedstavovana hodnotou, pfi niz se intenzita fragmentované¢ho iontu rovna souctu intenzit
vSech iontll produktovych (tzn. pfi 50% fragmentaci). Ziskand a zpracovani data byla
vynesena do grafu (Obrazek 30), znchoz je patrné, ze hodnota CCE pro komplex
KVT@B-CD (CCEkvrag-co = 0,66) je, ve srovnani s hodnotou pro komplex KVT@y-CD
(CCEkvr@y-cp =0,72), nepatrné, ale pfeci jen niz§i. To mize byt déno odliSnym
geometrickym uspofddanim molekuly KVT v kavité¢ y-CD (ve srovnani s geometrii
komplexu KVT@B-CD), které mtize souviset s vétSim objemem kavity y-CD a z toho
plynouci moznosti molekuly KVT zaujmout ,,vyhodnéjsi“ polohu v kavité¢ hostitelské
molekuly. Jednozna¢ny diikaz by bezpochyby pfinesla rentgenova difrakéni analyza
monokrystalii obou studovanych komplext, urcity nadhled by pak mohl byt ziskdn rovnéz

pomoci metod molekulového modelovani.
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Obrazek 30. Stanoveni iontovych vytézki komplexi KVT@B-CD a KVT@y-CD.

Zaveérem této kapitoly lze uvést, Ze byla prokazana tvorba supramolekularnich komplext
kvercetinu s a-, - a y-CD stabilnich v plynné fazi. Ve vsech piipadech byly pozorovany
komplexy se stechiometrii 1:1. VySe uvedené vysledky piedstavuji, dle provedené¢ho
detailniho prizkumu odborné literatury, vibec prvni studii zabyvajici se existenci
a chovanim komplexi typu ,,hostitel-host* mezi kvercetinem a cyklodextriny v plynné fazi.
Doposud byly tyto typy komplext studovany pouze v roztoku (nuklearni magneticka
resonance) nebo v pevné fazi (skenovaci elektronova mikroskopie, praskova rentgenova

difraktometrie ¢i infracervena spektrometrie). [73, 91]
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5.3 Spektrofotometrické stanoveni antioxidacni aktivity kvercetinu

a jeho komplexii s CD

Antioxidaéni kapacita kvercetinu a jeho komplexi s a-, B- a y-CD byla stanovena
spektrofotemetrickou metodou s vyuzitim DPPH. Reakci antioxidantu se stabilnim
radikdlem DPPH dochazi k redukci radikalu za vzniku difenylpikrylhydrazinu (DPPH-H).

Redukce DPPH je schematicky zndzornéna na Obrazku 31.

H
N—N NO, +RH ——> N—N NO, +R-

DPPH- DPPH-H

Obrazek 31. Redukce radikalu DPPH na DPPH-H antioxidantem RH.

Reakce se projevovala odbarvenim roztoku, u kterého byla méfena absorbance pii
vlnové délce A =515 nm. Primérnd hodnota naméfené absorbance roztoku DPPH ¢inila
1,136. Z naméfenych hodnot absorbance byl pro kazdy vzorek vypocitan ubytek

absorbance v % (rovnice 4, str. 45). Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5. Hodnoty absorbance a tibytku absorbance pro jednotlivé vzorky.

Vzorek Al 1] A2[1] A3z [1] A4 [1] fIbytek absorbance [%]
KVT 0,894 0,921 0,891 0,897 20,67+1,05
KVT@a-CD 0,871 0,869 0,870 0,890 22,94+0,80
KVT@p-CD 0,877 0,875 0,872 0,868 23,12+0,30
KVT@y-CD 0,862 0,869 0,848 0,866 24,15+0,70

Cim vysi je hodnota ubytku absorbance, tim je antioxida¢ni aktivita vzorku siln&jsi.
[88] Z Tabulky 5 je tedy patrné, Ze kvercetin vykazuje slabsi antioxidacni aktivitu, nez
kdyz je v inkluznim komplexu s pfislusnym CD. Pro lepsi piehlednost byla ziskana
a zpracovana data vynesena do sloupcového grafu (Obrazek 32), ktery zobrazuje srovnani

antioxida¢ni aktivity vzorki, vyjadiené jako procentni ibytek absorbance DPPH.
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Obrazek 32. Grafické vyjadieni procentniho ubytku absorbance DPPH vzorki.

Nejsilngjsi antioxidacni aktivita byla naméfena u inkluzniho komplexu KVT@y-CD,
jelikoz vypoctena hodnota absorbanc¢niho ubytku byla ze vSech nejvyssi (24,1540,70 %).
Dals$im v potadi byl komplex KVT@p-CD s absorban¢nim ubytkem 23,124+0,30 %, dale
pak KVT@a-CD (22,94+0,80 %). Samotny kvercetin snizil absorbanci roztoku radikalu
DPPH o 20,67+1,05 %.

Antioxida¢ni aktivita kvercetinu byla popsana n¢kolika autory. Napiiklad Dangles se
svymi spolupracovniky sledoval mechanismus zhdseni radikalu DPPH plsobenim
kvercetinu. Ve své praci predkladaji, ze odStépenim atomu vodiku a jeho pfenosem na
radikdl DPPH vznika z antioxidantu aryloxylovy radikal, tzv. semichinon, ktery mtize byt
dalsi molekulou DPPH oxidovéan na chinon. Dale prokézali, ze pro antioxida¢ni ptisobeni
kvercetinu je zasadni hydroxylova skupina v poloze C-3, nebot umoziuje tvorbu p-
chinonti. Ty pak reaguji s jednoelektronovymi oxidanty, ¢imz se prodluzuje antioxida¢ni
aktivita. [89] ZlepSeni antioxidacni aktivity kvercetinu po jeho zapouzdieni do kavity
cyklodextrinu zjistili napt. Alvarez-Parrilla a kol., ktefi méfili antioxida¢ni kapacitu
komplexu KVT@B-CD metodou FRAP (z angl. ferric reducting antioxidant potential).
Autofi si tento zavér vysvétluji zfejmou modifikaci redoxniho chovéani flavonoidu po
vytvofeni supramolekuldrniho komplexu. [90] Také Jullian a Mercader-Ros potvrdili
silngj$1 antioxidacni aktivitu komplexu KVT@B-CD, KVT@HP-B-CD a KVT@SBE-B-
CD. [73,91]
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ZAVER

Jak uz napovidd nazev této diplomové prace, jejim cilem bylo studium tvorby
inkluznich komplext vybranych flavonoidt s cyklodextriny. Co jsou to flavonoidy, a pro¢
je dobré konzumovat potraviny na né bohaté, je naplni teoretické casti, spolu
s charakteristikou cyklodextriny (CD) a popisu vybranych piikladti supramolekularnich
komplexi mezi flavonoidy a cyklodextriny. Pro experimentalni ¢ast byly vybrany dvé
flavonoidni latky. Jednou z nich je flavon, latka hojné se vyskytujici v zelenych castech
rostlin a slouZici k prevenci ateroskler6zy. Druhym zastupcem byl kvercetin (KVT), ktery
je vyznamny pro své silné antioxidacni G€inky, a jako jeho zdroje lze zminit napf. hrozny
révy vinné ¢i Zlutd cibule. Jako hostitelské makrocykly byly pouZity tzv. nativni

cyklodextriny, konkrétné a-, B- a y-CD.

Cyklodextriny a kvercetin byly pro experimentdlni ti¢ely ziskany z komer¢nich zdroji
a flavon byl z dostupnych chemikalii v laboratornich podminkédch syntetizovan. Syntéza
flavonu se skladala ze tfi reakci, pficemz kazdy produkt byl ziskan v relativné vysokém
vytézku a podroben strukturni analyze metodami IR, GC-MS, NMR a ESI-MS. Schopnost
tvofit inkluzni komplexy flavonu a kvercetinu s pfislusSnymi cyklodextriny byla studovana
v plynné fazi na hmotnostnim spektrometru s elektrosprejovou ionizaci. Pomoci této
metody nebyla potvrzena tvorba inkluzniho komplexu flavonu se vSemi typy CD, nebot’
nebyly ve spektrech detekovany signdly odpovidajici danym komplexiim, a to jak
v pozitivnim, tak v negativnim skenovacim moédu. Tuto skutecnost Ize ziejmé odivodnit
chemickou strukturou molekuly flavonu, nebot’ neobsahuje Zadnou hydroxylovou skupinu,
ktera by vytvafela mezimolekuldrni interakce uvnitt kavity cyklodextrinu. Naopak pfti
zkoumani tvorby inkluznich komplexi kvercetinu s ptisluSnymi cyklodextriny, byla
pozorovana inkludace molekuly kvercetinu do dutiny o-, B- 1 y-CD, a to vyhradné
v negativnim skenovacim modu. Ve své chemické struktufe obsahuje molekula kvercetinu
pet hydroxylovych skupin, a proto je vy$si pravdépodobnost hydrofobnich interakei nez

u molekuly flavonu.

Na zékladé potvrzeni komplexace kvercetinu s cyklodextriny, bylo provedeno metodou
DPPH spektrofotometrické stanoveni antioxidacni aktivity samotného kvercetinu a jeho
komplexti s nativnimi CD. Vysledky analyzy ukézaly, Ze nejvyS$$i antioxidacni aktivitu

vykazoval komplex KVT@y-CD. Také u ostatnich dvou typti komplexti, tedy KVT@B-CD
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a KVT@oa-CD, byla pozorovana vyssi antioxida¢ni aktivita, ve srovnani se samotnym

KVT.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CCE

CD

CE
CGTasa
CID
DM-B-CD
DNA
DPPH
EGCG
ESI
FRAP
HP-a-CD
HP-B-CD
HP-y-CD
IR

ITC
KVT

LU

MS

m/z
NMR
RNA
SBE-B-CD

TLC

charakteristicka kolizni energie
cyklodextriny

capillary exit

cyklodextrin glukosyltransferaza
kolizni indukovana disociace
heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrin
deoxyribonukleova kyselina
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
(-)-epigallokatechin gallat.
elektrosprejova ionizace

ferric reducting antioxidant potential
hydroxypropyl-a-cyklodextrin
hydroxypropyl-B-cyklodextrin
hydroxypropyl-y-cyklodextrin
infraCervena spektrometrie
izotermalni titra¢ni kalorimetrie
kvercetin

luteolin

hmotnostni spektrometrie
hmotnost iontu ku velikosti ndboje
nukledrni magnetické rezonance
ribonukleova kyselina
sulfbutylether-B-cyklodextrin

tenkovrstva chromatografie
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TM-B-CD  heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-cyklodextrin
uv ultrafialové oblast

VIS viditelna oblast
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