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ABSTRAKT

Teoreticka Cast této bakalaiské prace byla zaméiena na charakterizaci jednotlivych skupin
flavonoidnich latek a popis jejich vyznamnych zéastupcti. Prace také obsahuje piehled
rostlinnych surovin a potravin, ve kterych se flavonoidy vyskytuji. Vzhledem k velkému
mnozstvi flavonoidi nebylo mozné je v praci vSechny obsahnout. Z tohoto divodu jsou
uvedeny jen ty, které se vyskytuji v nejvetsi mife nebo ty, které maji nejvyssi piinos pro
lidské zdravi. Dale jsou v praci uvedeny moznosti syntéz nékterych flavonoidnich sloucenin.

Cilem praktické ¢asti bylo ptipravit néktery ze zastupct flavonoidu.

Kli¢ova slova: flavonoidy, potraviny, anthokyany, proanthokyanidiny, flavany, flavony,

flavonoly, flavanoly, chalkony, aurony, isoflavony

ABSTRACT

Theoretic part of this bachelors thesis defines particular groups of flavoloid substances and
their important representatives. It contains overwiew of vegetable materials, foodstuff and
list of flavonoids contained. There is a big amount of them, so i focused just on the most
famous ones or which provides the biggest benefits for human health. Next I mentioned
some possibilities of flavonoid synthese. The aim of practical part of this thesis was

synthetize some representatives of flavonoids.

Keywords: flavonoids, foods, anthocyanins, proanthocyanidins, flavans, flavons, flavonols,

flavanols, chalkons, aurons, isoflavons
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UvVOD

Flavonoidy se spolu s fenolickymi kyselinami, taniny a saponiny fadi mezi polyfenolické
latky. Jsou to biologicky vyznamné aktivni latky, které si animalni organismy neumi
syntetizovat. Jako sekunddrni metabolity rostlin plni nepostradatelnou funkci ochrannou
a signaliza¢ni (ve form¢ barviv). Jsou pfitomny jako glykosidy v kvétech, listech
a piredevsim v plodech celé fady rostlin. Vyskytuji se v ovoci, zelening, cerealiich, semenech
a bobech ale i v napojich ptipravenych z riznych ¢asti rostlin (¢aj, kava, pivo, vino, ovocné
a zeleninové §tavy).

Dnes uz vime, ze maji dilezitou funkci i pro ¢lovéka. Jejich nezanedbatelny kladny vliv
na zdravi je dlivodem, pro¢ vzbuzuji zna¢ny zadjem. M¢li bychom vénovat pozornost jejich
dostate¢nému piijmu v kazdodenni stravé. Rizné druhy flavonoida plsobi jako vyznamné
antioxidanty, déle také jako prevence mnohych chorob napiiklad kardiovaskularnich.

V dnesni dob¢ je znamo pies 4000 latek tadicich se mezi flavonoidy a jejich pocet stale roste

s izolaci a identifikaci novych sloucenin.
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA FLAVONOIDU

1.1 Uvod do problematiky

Flavonoidy jsou nejbéznéjsi a Siroce obsazenou skupinou rozmanitych latek patfici mezi
rostlinné fenoly. Radi se mezi sekundarni metabolity produkované riiznymi druhy zelenych
rostlin v¢etné zelenych tas. U zivocichl a hub se nevyskytuji s vyjimkou motskych koralt
a hub. Ve vétsin€ ptipadil jsou flavonoidy ptfitomny ve formé glykosidi a to ve vakuolach
kvéth, listl, stonkl nebo kotentl. Nékteré flavonoidy se vyskytuji jako Skrobovy exsudat
nebo vosk na listech, kiife a pupenech. Pro Zivot rostlin jsou dilezité ptedev§im jako

pigmenty. Pro ¢lovéka jsou piedni jejich chutové vlastnosti a biologické ucinky. [1]

Obrazek 1: flavan

Na nejjednodussi chemické trovni obsahuji flavonoidy dva beznzenové kruhy (A a B)
spojené¢ tfiuhlikatym fetézcem v uspotfadani Ce-C3-Cs. U vétSiny flavonoidi je Cs fetézec
soucasti pyranového kruhu. Flavonoidy jsou odvozeny od 2H-chromenu, substituovaného
v poloze C, fenylovou skupinou, tedy flavanu (obrazek 1). A kruh obvykle pochazi
z molekuly resorcinolu nebo floroglucinolu syntetizované v acetatové draze. B kruh vznika

Sikimatovou cestou. [2, 3]

Klasifikace flavonoidli je zaloZena na stupni oxidace pyranového kruhu. BéZzné se
setkdvame s kruhy substituovanymi hydroxylovymi nebo methoxylovymi skupinami.
Jednotlivé derivaty se 1iSi pouze stupném substituce a oxidace. Glykosidy nebo
hydroxyskupiny na jadfe zvySuji rozpustnost ve vod¢. Pfitomnost methylovych (nebo
jinych) skupin na jadfe naopak rozpustnost ve vod¢ sniZzuje. Pfirodni flavonoidy jsou
chemicky velmi stabilni a nemaji zvlaStni pozadavky na skladovéani. V rostlinach tvofi
flavonoidy pigmenty, dale latky jinak senzoricky aktivni (chutové) nebo latky biologicky
aktivni. [4, 5]
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1.2 Klasifikace

Anthokyany

Anthokyanova barviva jsou nezbytna pro zajisténi atraktivity rostlin pro ptaci a hmyzi
opylovace, jejich vyskyt v mladych listech a semenech je docasny. Hromadi se obvykle
v bunikach pokozky plodi ale i v mladych listech a podzimnich listech listnatych stromti jako
reakce na nedostatek zivin a vody, teplotni zmény, zmény v mnozstvi UV zafeni,
a v souvislosti s poSkozenim nebo pro obranu proti okusu pifed bylozravci. Barva
podzimniho listi je také zavisla na obsahu latek v pudé (kationtd), na kyselosti a alkalité
pudy. Anthokyany se vyskytuji ve spektru barev od ¢ervené a hnéd¢, pies fialovou az po
modrou, v zavislosti na pH. S jeho zménou se pifeskupuji elektrony reagujici s fotony
viditelného svétla. Mezi anthokyany fadime kyanidin (obrdzek 2a), cerveny pelargonidin
(obrazek 2b), hnédy delphinidin, Sedohnédy petunidin, tmavé fialovy myrtillin nebo

¢ervenohnédy malvidin. [6, 7]

OH

a)

HO

OH

Obrazek 2: a) kyanidin, b) pelargonidin

Flavany

Jsou to flavonoidy vykazujici silnou biologickou aktivitu. Mezi zastupce patii napiiklad

tupichinol C, kazinol R a acutifolin C (obrazek 3) [6].

H.C
8 OMe

Obrazek 3: acutifolin C
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Proanthokyanidin

Tyto latky maji velmi pozitivni G€inky na lidské zdravi, ptedev§im na mocové ustroji. Jedna
se o Sirokou skupinu latek s vysokou molekulovou hmotnosti. Vysoce polymerované
molekuly se obtizn¢ analyzuji, proto se Casto v literatufe setkdme pouze s oligomernimi
proanthokyanidiny. Pokud jsou slozeny z jednoduchych flavan-3-olii, pak rozliSujeme tfi
typy proanthokyanidind, typ-A, typ-B a typ-C. Typ-B se v pfirod¢ vyskytuje nejcastéji. Mezi
jeho podskupiny patfi prokyanidiny (zéastupci jsou katechin-(40—8)-gallokatechin
a epikatechin-(4p—8)-epigallokatechin), prodelphinidiny (zastupci jsou
gallokatechin-(4a—6)-gallokatechin a epigallokatechin-(4p—8)-epigallokatechin)
a propelargonidiny. [4, 8]

Leukoanthokyanidiny

Leukoanthokyanidiny miZeme zatadit mezi proanthokyanidiny. Jsou bezbarvé a §tépi se na

bezbarvé katechiny nebo epikatechiny a barevné anthokyanidiny. [6, 8]

Flavony

Flavony jsou rostlinné pigmenty zluté¢ barvy nerozpustné v tucich. Najdeme je v mnoha
rodech béZnych rostlin a to v celé rostlin€. Vznik jejich glykosidl zavisi na mnozstvi svétla,
proto jsou lokalizovany pfevazné v listech, v podzemnich ¢astech méné. Ve své strukture
obsahuji hydroxylové skupiny i kyslik. Nejvyznamnéj$imi zastupci jsou apigenin (obrazek

4a), apigetrin a luteolin (obrazek 4b). [9, 10]

Obrazek 4: a) apigenin, b) luteolin

Flavonoly

Flavonoly jsou Spatné rozpustnd nebo zcela nerozpustnd Zluta barviva. Ve své struktufe

obsahuji vice hydroxylovych skupin. Mezi flavonoly patfi kvercetin (obrazek 5a),
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isokvercitrin, kaempferol (obrazek 5b), rutin (obrazek 5c), hesperidin, chrysin a myricetin.

9, 10]

OH
a c)
HO
HO

HO

)
94
OH O
OH \OH
b) o) -~
HO o O HSC'/,._ O O - OH
O | HO
|| OH HO : “OH
OH O OH

Obrazek 5: a) kvercetin, b) kaempferol, c) rutin

OH

Flavanony

Flavanony jsou nejvice zastoupené fenolické latky v citrusech. Maji svétle Zlutou barvu
a jejich ptitomnost v plodech je divodem hotké chuti citrusi. Postradaji dvojné vazby v C
kruhu své struktury. Kazdy flavanon ma dvé stereoisomerni formy diky asymetrickému C»
uhliku. Diky moznostem hydroxylace, methoxylace ¢i methylace existuje mnoho struktur.

Zastupci jsou naringin, naringenin (obrazek 6a), hesperetin (obrazek 6b). [6, 9, 10]

OH C|:H3
OH O

HO O “\\\\ HO O “\\\\

OH O OH

Obrazek 6: a) naringenin, b) hesperetin

Chalkony

Tyto latky jsou svétle zelend barviva, prekurzory jinych flavonoidd v rostlinném

metabolismu. Jejich pfirodni i1 syntetické derivaty maji antifungdlni, antivirové nebo
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insekticidni G¢inky. Mezi zastupce patii tepanon, galiposin, linderol A nebo anthyllin.

[6, 11]

Aurony

Vyrazné¢ zluté latky poskytujici barvu kvéti mnoha okrasnych kvétin. Vyskytuji se v pfirode
ztidka, do dnes bylo popséno asi 100 auronti z ptirodnich zdrojim, zejména z kvetoucich
rostlin. Jsou biologicky syntetizovany z chalkonil. Vyskytuji se Castéji v (£)-konfiguraci,

ktera je stabiln&jsi. Zastupci jsou aureusidin a sulfuretin. [12, 13]

Isoflavony

Isoflavony jsou skupinou bezbarvych fytoestrogenli, maji estrogenni nebo castéji
antiestrogenni u¢inky podobné jako lidské hormony. Nejlépe prozkoumany jsou isoflavony
obsazené v s¢ji, kde indukuji geny vyvolavajici tvorbu hliz. Zéstupci této skupiny jsou

genistein (obrazek 7a), daidzein (obrdzek 7b), glycitein a biochanin A. [9, 14]

a) b)
HO

Obrazek 7: a) genistein, b) daidzein

Flavoalkaloidy

Flavoalkaloidy je nové objevend skupina ptirodnich latek s vysokym potencidlem vyuziti
v medicin€. Prvnim objevenym flavonovym alkaloidem byl ficin a jeho isomer isoficin

v tropickém fikusu (Ficus pantoniana). [15]

1.3 Zastupci flavonoidu

Kyanidin

Kyanidin (obrazek 2a) je jednim z nejCastéji se vyskytujicich anthokyand. Nejvice je
pfitomen jako glykosid. Z rostlin se ziskava ve formé& hnédo-Cerveného krystalického

chloridu. Kyanidin je v kyselém prostfedi Cerveny, v alkalickém modry. [8, 18]
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Kvercetin

Kvercetin (obrazek 5a) se diky pozitivnim u¢inkiim na lidské zdravi vyuziva jako
potravinovy doplnék. ObsaZen je predevSim v Cerstvych syrovych potravinach, varem,
louhovanim a skladovanim se jeho mnozstvi vyznamné sniZzuje. Mlze byt pouzit jako

standart sviravé chuti pii senzorickych porovnéavacich zkouskach. [17, 18]

Kaempferol

Kaempferol (obrazek 5b) je v Cisté formé zluty prasek. Kromé silné antioxidac¢ni schopnosti
analgeticky a antialergicky. Casto se vyskytuje spolu s kvercetinem, se kterym pusobi

synergicky. [18]

Rutin

Rutin (obrazek 5c), diive nazyvany vitamin P, je vyznamné obsazen v pohance. M4 silné
lécebné ucinky, nejvyznamnéjsi je ochrana pted kardiovaskuldrnimi nemocemi. Jeho
struktura zahrnuje aglykon kvercetin a rutinosu spojenych glykosidickou vazbou. Mezi

nejvyznamnéjsi zdroje rutinu patii pohanka. [19, 20]

Genistein

Genistein (obrazek 7) je jeden z nejroz$ifenéjSich isoflavont. Hlavnim zdrojem je soja,
v ostatnich luSténinach se vyskytuje malo. M4 podobnou strukturu jako lidsky estrogen.
Vznikd hydrolyzou glykosidu genistinu. Tato hydrolyza se casto odehrava az v Zaludku

pusobenim kyselin nebo ve stfeveé plisobenim bakteridlnich enzymii. [9, 21]



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 17

2 VYSKYT A VYZNAM FLAVONOIDU A JEJICH APLIKACE
V POTRAVINARSTVI

2.1 Vyskyt v potravinach

Flavonoidy jsou rozpustné nejen ve vod¢ a v alkoholech, jsou také dobte rozpustné v tucich
aolejich. Pro jejich extrakci jsou vhodné vodné roztoky ethanolu a methanolu
v koncentracich 80-90%. Z pozivatin jsou vyznamnymi zdroji pfedevsim zelenina, ovoce,
cerealie, lusténiny a ofechy, z ndpoju ¢aj, kakao, pivo, vino, cider. Mnozstvi obsazenych
flavonoidl se vyznamné lisi 1 mezi kultivary stejného druhu. Jejich tvorba zavisi ve velké
mife na mnozstvi svétla, proto se nejvice vyskytuji v listech a nadzemnich ¢astech rostlin.
Dalsimi vyznamnymi faktory jsou genetické faktory, prostiedi (klimatick¢é pasmo,
nadmoftska vyska, typ pldy, pocasi béhem vyvoje), kliceni, stupeii zralosti, zpracovani

a skladovani. [3, 22]

Cerealie

Vyskyt zejména flavonti a flavonolii v obilnych zrnech (zéastupci apigenin, kaempferol
a kvercetin). U tmavé zbarvenych zrn fialové kukufice anthokyany. Jemen obsahuje hlavné
prokyanidin a prodelfinidin. Pohanka tatarskd obsahuje ve svém zrnu katechiny a flavony
(v mnoZstvi asi 40mg/g), které efektivné redukuji triacylglyceroly a cholesterol v krevnim
séru a v jatrech. Jedn4 se predevsim o rutin, dale apigenin a luteolin. Cirok a proso obsahuji
velké mnoZstvi proanthokyanidinl. Kultivary c¢iroku, napt. Cirok dvoubarevny miZze
obsahovat az 10% flavonoidii v suSiné. Pseudocerealie merlik je bohatym zdrojem

kaempferolu, kvercetinu a myricetinu. [3, 7, 23]

LuSténiny

Lusténiny obsahuji nejvice taniny a isoflavony. Nejvétsi podil najdeme v tmavych odriiddach
- v ¢ervenych fazolich, v tzv. mungo fazolich a v Cernych fazolich, konkrétné¢ myricetin,
kaempferol a kvercetin, vyznamnym zdrojem je také bob obecny, ktery obsahuje velké
mnozstvi prokyanidint a katechinti (katechin, epikatechin a epigallokatechin). V s6jovych
bobech se nachazi isoflavony genistein, daidzein a glycitein. Jsou obsaZeny i ve vSech
sojovych produktech, jako v mouce (zde nejvice), ndpoji ze séjové mouky, sdjové omacce,

v tofu nebo misu (v téchto produktech ménég, z diavodu fermentace). Tolice vojtéska
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obsahuje luteolin a chrysin, které podporuji mnozeni hlizkovych bakterii rodu Rhizobium.

Cizrna berani obsahuje anthokyanidiny delphinidin, kyanidin a petunidin. [6, 21, 24]

Ovoce

Bobule se vyznacuji vysokym obsahem anthokyanidinti, pfedevS§im ve slupkach. Tresné,
vi$né€, maliny, jahody a jiné Cervené plody, ale také hrusky a bandny, obsahuji pelargonidin,
peonidin, apigenidin a kyanidin. Svestky, meruiiky a broskve obsahuji kvercetin a katechiny
(epikatechin a katechin). VSechny citrusové plody obsahuji flavanony naringin, naringenin
a velké mnozstvi hesperidinu. V citronech se také vyskytuji Zluty luteolin a diosmin. Slupky
témét vSech druhti ovoce jsou bohaté na flavony chrysin, apigenin a rutin. Grepfruity
a vSechny bobule, v¢etn¢ hroznového vina a oliv obsahuji flavonoly kaempferol, kvercetin

a myricetin. Jablka a hruSky obsahuji flavanoly katechin a epikatechin. [6, 7, 24]

Zelenina

V zeleniné najdeme méné flavonoidlii nez v ovoci, pfesto mohou byt jejich vyznamnym
zdrojem. Z hlediska flavonoidi je nejbohatsi zdrojem ¢ervena cibule, ktera obsahuje velké
mnozstvi flavonold kvercetinu a kaempferolu. Lilek, stejné€ jako jiné fialové plody je bohaty
na anthokyany pelargonidin, peonidin a kyanidin. MnoZstvi anthokyan najdeme i ve
slupkach cervenych brambor. Hlavnimi flavony petrzele je apigenin, dale jeho glykosid
apigetrin a flavanon naringenin. Cibule, kapusta, brokolice, salat a porek jsou zdrojem
flavonolll kvercetinu, kaepferolu a myricetinu. MnoZstvi zavisi na barvée, vice flavonoli
obsahuji zelengj$i druhy. Pazitka, celer, fapikaty celer, locika salatova, chilli paprika i kapie,
nékteré druhy melounii (kantalupe, vodni meloun) obsahuji flavony apigenin a luteolin.

[9, 21, 25, 26]

Suché skorapkové plody

Arasidové slupky jsou bohatym zdrojem prokyanidind, katechinu a epikatechinu. Pekanové
ofechy, mandle, keSu ofechy a pistacie obsahuji z ofechil nejvice flavonolii (katechinu
a epikatechinu). Mandle obsahuji na rozdil od jinych ofechti mnozstvi kvercetinu. Jiné
flavonoidy se v jadrech vyskytuji v malém mnozstvi. Resveratrol se vyskytuje pouze
v araSidech a pistaciich. V makadamovych a para ofesich nebyly zjistény Zadné flavonoidni

latky. [22, 27, 28]
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Réva vinna a vino

Vino je znamym zdrojem zdravy prospéSnych fenolickych latek. Anthokyany v hroznech
jsou kyanidin, peonidin, petunidin, delphinidin a malvidin. Vyskytuji se v slupce bobuli,
s vyjimkou odrtd teinturier, které obsahuji anthokyany i v duziné. Flavanoly se vyskytuji
v hroznech jako monomery, oligomery a polymery. V bobulich jsou lokalizovany vétSinou
ve slupce a semenech, malé mnozstvi monomerd a dimert bylo zji§téno i1 v duziné, nejvice
opét v odrtidach teinturier (napt. Alicante Bouschet). Hlavnimi monomery jsou katechin,
epikatechin a epikatechin-3-gallat. Flavony se vyskytuji jako glykosidy v listech, hlavné
luteolin-7-glukosid a apigenin-7-glukosid. [6]

Caj a kava

Nejvice zastoupené flavonoidy v ¢aji jsou flavan-3-oly. Cajové listky obsahuji flavanoly
katechin, epikatechin, epikatechin-gallat, epigallokatechin, epigallokatechin-gallat,
gallokatechin a gallokatechin-3-gallat. Daéle obsahuji flavonoly kvercetin, myricetin
a kaempferol. Vyznamnou skupinou flavonoidi v ¢aji jsou theaflaviny, a to
theaflavin-3-gallat, theaflavin-30-gallat a theaflavin -3, 30- digallat. V malém mnozstvi jsou
zastoupeny 1 flavony apigenin a luteolin. Mnozstvi flavonoida se snizuje se zvySujicim se
stupném fermentace. Zeleny €aj, ktery se fadi mezi nefermentované Caje (neprobéhla u n¢j
oxidace) obsahuje asi 15 700mg ve vyluhu ze 100g vysusSenych listki, to je asi 2,5x vice
flavanolli nez oolong a 4x vice nez Caj ¢erny, tedy Caje fermentované (prob&hla u nich
oxidace). Pu-erh obsahuje asi 500mg flavanolii ve vyluhu ze 100g vysusenych listkil. Toto

malé mnoZstvi je zplisobeno nejen oxidaci ale i pravou fermentaci listkd. [4, 29]

Kévové zrna v zeleném stavu obsahuji malé, nevyznamné mnozstvi flavonoidu, flavanold

a prokyanidinti. Prazenim zrn se obsah zvysuje. [30]

Kakaové boby

Kakaové boby jsou bohaté nejen na flavonoidy ale i na dalsi polyfenolické latky zptisobujici
typickou chut’ bobti, trpkou az sviravou. Celkovy obsah polyfenolii v kakaovych bobech se
podle druhu pohybuje mezi 6-8% u fermentovanych bobti. Vice flavonoidl, vzhledem
k jejich znehodnoceni béhem fermentace, obsahuji boby nefermentované, a to 12-18%.
Z flavonoidii jsou nejvice zastoupeny flavanoly katechin, epikatechin, gallokatechin,

epikatechin-galat a trans-resveratrol a také proanthokyanidiny. [3, 31]
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Byliny

Vyznamnym zdrojem flavonoidu silymarinu je ostropestiec mariansky. V extraktu je
obsazeno 4-6% silymarinu. Roz$ifenou bylinou je pupalka pouzivana k vyrobé oleje, ktery
je bohaty na proanthokyanidiny, katechiny a isoflavony. aloe pravd a mata dlouholista
obsahuji flavon luteolin. Bfiza bélokora a konopi seté jsou zdrojem kvercetinu. V 1ékofici
najdeme flavanon likviritin. Mésic¢ek l¢kaisky obsahuje flavonol isorhamnetin. Flavonol
rutin je v jinanu dvoulalocném. V hefmanku pravém je obsazen zluty flavanol apigenin.

[7,22,24]

2.2 Detekce flavonoidi v potravinach

Nejpresnéjsi a proto nejcast§jsi technikou je HPLC (High-performance liquid
chromatography). DalS§i moznosti detekce flavonoidi v potravinach i nepozivatelnych
rostlinnych materidlech je MPLC (Medium-pressure liquid chromatography), CPC
(Centrifugal partition chromatography) nebo histochemickd metoda. Mén¢ piesnéjSimi

metodami detekce flavonoidl v potravinach jsou metody spektrofotometrické.

HPLC je specialni forma sloupcové chromatografie kterd se obecné pouzivéd k oddéleni,
identifikaci a kvantifikaci aktivnich sloucenin. VyuZiva se Cerpadla, které pohybuje mobilni
fazi skrz stacionarni fazi, kterou je ndpln kolony. Mnozstvi absorbovang, tedy i separované
latky a mnoZstvi této latky v mobilni fazi se vyrovnava, a to zplsobi rozdilny ¢as priichodu
riznych latek kolonou (nazyvé se retencéni cas). Po prichodu se vystup analyzuje
detektorem, ktery rozlisuje odezvu ¢isté mobilni faze a pritoku. Volba rozpoustédel, ptisad

a gradientu z4visi na povaze staciondrni faze a analyzovaném vzorku. [32]

MPLC je forma kapalinové sloupcové chromatografie vyuzivajici sttedni tlak. Kolonou je
uzavieny sloupec pfipojeny ke zdroji stlaceného vzduchu nebo k vratnému cerpadlu. Je
jednoduchou metodou pro otevienou sloupcovou chromatografii s vy$§Sim rozliSenim

vysledki a krat§imi Casy separace pouzitelnou pro Castice o velikosti 25-200 um. [6, 34]

CPC nebo také odstrediva délici chromatografie je specialni chromatografickéd technika,
ve které jsou stacionarni i mobilni faze kapalné a stacionarni faze je imobilizovana silnou
odstfedivou silou. Vyhodami této metody je Zadna nevratna adsorpce vzorku, snizeni rizika
denaturace vzorku, nizka spotieba rozpoustédel a kvantitativni obnoveni pouzitého vzorku.

[6, 35]
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Histochemicka metoda: Flavonoidy v rostlinném materialu piisobi s ¢inidlem za vzniku
zateni vysilan¢ho analyzovanym vzorkem, pii vinové délce 420 nm se zafeni jevi jako zluta
fluorescence, pii vlnové délce 365 nm je fluorescence oranzova az cCervend. Tuto

fluorescenci detekujeme fluorescenénim mikroskopem. [36]

2.3 Vyznam v potravinach

Polyfenolické latky jsou zodpovédné za senzorické a nutri¢ni vlastnosti rostlinnych potravin.
Trpkost a hotkost zavisi pravé na obsahu polyfenolickych slou¢enin. Podle struktury se 1isi
chut’, naptiklad flavony jsou zpravidla bez chuti az nahotkl¢, naproti tomu katechiny maji

sladko-trpkou chut’. [3]

Flavonoidy jsou malo tepelné stabilni, snadno ztraceji biologickou aktivitu v disledku varu
a smazeni. Jejich biologicka dostupnost se znacné 1i8i v zavislosti na zdroji (napt. absorpce

kvercetinu z cibule je ¢tyfndsobna oproti jeho absorpci z ¢aje nebo jablek). [37]

Oxidace flavonoidii béhem zpracovani nebo skladovani mé za nasledek prospésné
1 nezadouci zmény v surovinach. Enzymatické hnédnuti (katalyzovano polyfenoloxiddzou)

je zodpovédné za nezadouci barvu a chut’ ovoce a zeleniny. [3]

Antioxida¢ni aktivita: VSechny flavonoidni slouceniny maji antioxidacni vlastnosti
v hydrofilnim prostiedi, v lipofilnim prostiedi pouze nékteré. Antioxidacni aktivita zavisi na
uspofadani funkénich skupin, nékteré maji tuto aktivitu vétsi nez jiné. U nékterych
flavonoidt, naptiklad proanthokyanidinti, byla zjiSténa 20x az 50x vétsi antioxidacni aktivita
nez maji vitaminy C a E. Konfigurace, substituce, a celkovy pocet hydroxylovych skupin
podstatné ovlivituji mechanismus ucinku. Antioxidacni aktivita se zvySuje se zvySujicim se
poctem hydroxylovych skupin. Struktura konjugovanych benzenovych kruhii a hydroxylové
skupiny umoziiuji flavonoidim stabilizovat volné radikaly zapojené do oxida¢nich procest,
zhaSet singletovy kyslik, redukovat vzniklé¢ peroxidy, poskytovat molekulu do reakei,
znichz vznikly radikdl je méné reaktivni a tvofit chelaty s kovy (napt. zelezo, méd).

[23, 24, 37, 38]

2.4 Aplikace

Je zajem pouzivat potravinarské barviva z ptirodnich zdroji jako dusledek spotiebitelskych
preferenci 1 jako legislativni opatfeni v souvislosti se syntetickymi barvivy.

V Ceské republice upravuje pouZivani barviv v potravinaistvi vyhlaska 4/2008 Sb.
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(vyhlaska stanovuje druhy a podminky pouziti ptidavnych latek a extrakénich rozpoustédel
pfi vyrobé potravin, barviva jsou stanovena v piiloze 4 této vyhlasky). Ceska legislativa
povoluje pouziti vybranych barviv jen v nékterych potravinaiskych vyrobcich. Flavonoidni
barviva anthokyany se mohou pouzit do dZzemi, rosold, marmelad a podobnych vyrobkt
z ovoce vcetng téchto vyrobkl se snizenym obsahem energie, s uvedenim barviva na obalu

nazvem nebo oznacenim E163. [39]

Této vyhlaSce je nadfazena evropska legislativa. Vyrobce, ktery chce pouzit barviva,
konzervanty nebo antioxidanty na bazi flavonoidii musi spliiovat pozadavky nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o potravinaiskych ptidatnych latkach
(uvedeny v ptiloze 1). [40]
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3 MOZNOSTI SYNTEZ PRIRODNICH FLAVONOIDU A JEJICH
DERIVATU

Syntetickou cestou lze zakladni skelet flavonoidii Cs-C3-Cs ziskat dvéma zpusoby. Prvni
zpusob (obrazek 8) umoziuje rozdéleni flavonoidni struktury na fenolickou podjednotku Ce
a na podjednotku C3-Cs, které jsou derivaty odvozenymi od kyseliny skoficové
(vzniké 2-fenyl-2,3-dihydro-4 H-chromen-4-on (obrazek 9), syntézou, kdy vychozi latkou je
cinnamaldehyd (vznik4 2-fenyl-2H-chromen (obrazek 10) a z alkoholu odvozeného od

kyseliny skoticové (vznikd 2-fenyl-2,3-dihydro-4 H-chromen (obrazek 11). [41]
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Obrazek 8: vznik podjednotek Cs a C3-Ce
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Obrazek 9: vznik 2-fenyl-2,3-dihydro-4H-chromen-4-onu
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Obrazek 11: vznik 2-fenyl-2,3-dihydro-4H-chromenu

Druhy zplisob syntéz flavonoidi vychéazi zrozdéleni flavonoidniho skeletu na
acetofenonovou ¢ast Cs-C2 a na benzaldehydovou ¢ast C1-Cs (obrazek 12). Tento zptisob je

obvyklejsi diky dostupnéjSim vychozim slouceninam. [41, 42]

+
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Obrézek 12: vznik podjednotek Cs-Cz a Ci-Cs
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Dulezitym krokem je uzavieni C¢-C3-Cs struktur do cyklickych flavonoidnich forem. Tyto
cyklizace mohou byt vedeny pies epoxidové intermediatory (obrazek 13). Takto byly
synteticky pfipraveny napt. nékteré derivaty dihydroflavonu. [43]

4
R OR? R
O OH O
-
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Obrazek 13: cyklizace dihydroflavonu

Typickou reakei vychézejici z principu uvedeném na obrazku 12 je Clasisen-Schmidtova
kondenzace 2-hydroxyacetofenonu s rizné¢ substituovanymi benzaldehydy. Cyklizace je
provadéna pomoci jodu v dimethylsulfoxidu jako katalyzatoru. Jinym postupem cyklizace
vyuziva 30% peroxid vodiku. Takto lze pfipravit fadu flavon substituovanych na

postrannim benzenovém jadie (obrazek 14). [44, 45]
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Obrazek 14: Claisen-Schmidtova kondenzace

Obdoba Claisen-Schmidtovy kondenzace je reakce 2-hydroxyacetofenonu s benzylchlori-
dem (obrazek 15). Reakce probiha v pyridinu za vzniku 2-acetylfenylbenzoatu, ktery se
pfesmykuje v alkalickém prostfedi na 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1, 3-dion. Tato

latka se cyklizuje v kyseliné€ octové kyselinou sirovou za vzniku flavonu. [46]
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Obrazek 15: Vznik flavonu reakci 2-hydroxyacetofenonu s benzylchloridem
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Postupem uvedenym na obrazku 12 byly pfipraveny nékteré derivaty flavan-3-old, dale
katechin, ktery je zéastupcem skupiny flavan-3,4-dioli. Katechin je mozno syntetizovat
reakci 3.,4-bis(benzyloxy) skoficové kyseliny s 1,3,5-trifenoxybenzenem a vznikly
meziprodukt byl nasledné cyklizovan za kyselé katalyzy. Stejnym postupem by byly
pfipraveny napfiiklad rtzné derivaty luteolinu, kdy vychozi latka 2-hydroxyacetofenon

reagoval se substituovanym benzaldehydem. [47, 48, 49, 50]
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4 METODIKA PRACE

4.1 Pristroje a vybaveni

U pripravenych sloucenin byly stanovovany body tani a infradervend spektra. Pro
identifikace latek bylo pouzito plynové a hmotnostni chromatografie. Kvantitativni analyza
reakénich smési byla uskutetnéna na plynovém chromatografu s kvadrupolovym
hmotnostnim detektorem Shimadzu GC-MS QP2010 s vyuzitim chromatografické kolony
EQUITY 1 (30 m x 0,32 mm X 1,0 pm). Teplotni program 50 °C po dobu 7 min, za 25 min
zvyseni teploty na 250 °C s vydrZi 17 min s teplotou nastiiku 250 °C; celkovy ¢as programu
32 min. Teplota iontového zdroje 200 °C. Nosnym plynem bylo He s konstantnim pritokem
52,4 cm-s!. Relevantni fragmenty pozorované v hmotnostnich spektrech jsou
charakterizovany hodnotou m/z. Infracervend spektra byla méfena na spektrometru iS 10,
Smart omni technikou KBr tablet. Body tani byly stanoveny na piistroji BUCHI
MeltingPoint B-540.

4.2 Syntéza flavonu

Syntéza flavonu byla prakticky provadéna dle schématu uvedeném v teoretické ¢asti této

bakalarské prace (viz. obrazek 15).

4.2.1 Priprava 2-acetylfenyl-benzoatu

V batice s kulatym dnes bylo rozpusténo 40 mmol (4,8 g) 2-hydroxyacetofenonu v 10 cm?
pyridinu. Do smési bylo piidano 60 mmol (7 cm?) benzylchloridu a batika byla uzaviena
chlorkalciovym uzavérem. Smés byla intenzivnhé michana magnetickou michackou.
V michéni se pokracovalo jest¢ 20 minut poté, co se smés prestala samovolné zahfivat.
Nasledné se smés za stalého michani nalila do kadinky se smési 240 cm?® 3% HCl a 80 g
drceného ledu. Vysrazeny produkt byl odsat za snizeného tlaku, promyt 8 cm?® chladného
methanolu a 10 cm® vody. Surovy produkt byl 1 hodinu suen podtlakem pies filtra¢ni kola¢

a 20 hodin na vzduchu. Po vysuseni byl produkt prekrystalizovan z 10 cm® methanolu.
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Obrazek 16: 2-acetylfenyl-benzoat

4.2.2 Priprava 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu

V kédince bylo rozpusténo 25 mmol (6 g) vychozi latky — 2-acetylfenyl-benzoatu ve 20 cm?
pyridinu. Vznikly roztok byl zahiivan ve vodni 14zni na teplotu 50°C. Nasledn¢ bylo ptidano
2,13 g jemné drceného KOH a sklenénou ty¢inkou byl roztok michan 15 minut. Poté byla

3

smés ochlazena na laboratorni teplotu a bylo pfiddno 45 cm’ 10% kyseliny octové.

Vylouceny produkt byl odsét za snizeného tlaku a suSen vzduchem pfes filtrani kolac.

Obrazek 17: 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1, 3-dion

4.2.3 Priprava flavonu

V banice skulatym dnem bylo rozpusténo 15 mmol (3,6 g) vychozi
latky — 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1, 3-dionu v 21 cm? ledové kyseliny octové. Za
intenzivniho michani na magnetické michadce bylo po kapkach piidano 0,75 cm?®
koncentrované kyseliny sirové. Poté byla barika pfipojena na zpétny chladi¢ a zahfivana ve
vodni lazni, tak aby méla smés teplotu 90°C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti této doby byla
za stalého michani sklenénou ty¢inkou reakéni smés nalita na smés drceného ledu a vody
(120 g + 300 cm?). Po roztati veskerého ledu byl vysrazeny produkt filtrovan za nizeného
tlaku. Zbytky kyseliny byly z filtratniho kolde vymyty vodou. Produkt byl susen na
vzduchu a v susarné. Surovy produkt byl piekrystalizovan z hexanu. Vytézek reakce byl 2,2

g (61 %).
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Obrazek 18: Flavon

4.3 Syntéza 3-hydroxyflavonu

V baiice s kulatym dnem bylo smichdno 5 mmol (0,6 ml) 2-hydroxyacetofenonu, 5 mmol
(0,5 ml) benzaldehydu, 15 mmol (0,6 g) hydroxidu sodného a 30 ml ethanolu. Smés byla
michana na magnetické michacce a refluxovana pod chladi¢em po dobu 90 minut. Nasledné
byla smés ochlazena ve vodni l4zni na laboratorni teplotu. Vysledny produkt nebyl dale

zpracovan a reakéni smeés byla pouzita do dals§iho kroku.

Po ochlazeni bylo do smési ptidano 6,7 g hydroxidu sodného, 30 ml methanolu a 3,4 ml 35
% peroxidu vodiku a nasledné¢ byla znovu michana po dobu 2,5 hodin. Po uplynuti této doby
byla smés vylita na ledovou tfist' a michdna do Gplného rozpusténi ledu. Poté byla smés

zfiltrovana za sniZzeného tlaku.

Obrazek 19: 3-hydroxyflavon
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Syntéza flavonu

5.1.1 Priprava 2-acetylfenyl-benzoatu

Pti michéni spolu pouzité suroviny reagovali za vzniku husté bil¢ kapaliny. Béhem reakce
se smes samovoln¢ zahtivala. Po uplném doreagovani se smes vylila na led s HCI a vznikla
srazenina, kterd se po rozmélnéni sklenénou ty€inkou filtrovala a byla pozadovanym
produktem reakce. Po vysuseni mél produkt vzhled bilych lesklych krystalt. Vytézek reakce
byl 7,52 g (78 %). Bod tani byl stanoven na 85-89°C.
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Obrazek 20: Zaznam chromatogramu (A) a MS spektra (B) 2-acetylfenyl-benzoatu

Na obrazku 20, ¢ast A je zdznam plynové chromatografie 2-acetylfenyl-benzoatu. Jak je
z obrazku patrné, byl zaznamenan pik a to v ¢ase 14,9 minut, z ¢ehoZ usuzujeme na Cistou
latku 2-acetylfenyl-benzoatu. V ¢asti B téhoZ obrazku je hmotnostni spektrum dané latky.

Pti analyze byl detekovan iont s nejvyssi intenzitou o m/z 106.

MS: 51 (8), 77(35), 105 (100), 106 (8), 240 (2) m/z (%).
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Obrazek 21: Navrh fragmentace 2-acetylfenyl-benzoatu pii MS analyze

Na obrazku 21 je néavrh St€peni molekuly 2-acetylfenyl-benzoatu pted detekci iontd
hmotnostnich detektorem. 2-acetylfenyl-benzoat byl identifikovan porovnanim vysledkt
hmotnostniho spektra s knihovnou hmotnostnich spekter pro MS.

IR (KBr): 2997, 1736, 1686, 1602, 1484, 1451, 1361, 1271, 1203, 1603, 767, 705, 608

cm™,

5.1.2 Priprava 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu

V kadince byl rozpustén 2-acetylfenyl-benzodt v pyridinu. Tento roztok byl Ciry a mél
nazloutlou barvu. Pfi zahfivani se barva zménila na jasné zluto-oranzovou a roztok zhoustl.
Po ptidavku KOH se roztok zacal srazet, tvotily se v ném hrudky a barva se zménila na
zeleno-Zlutou. Po ochlazeni ve vodni 1azni mél produkt v dolni ¢asti kadinky Zlutou barvu,
ve stfedu zelenou barvu a v horni ¢asti na sténach ulpélé zbytky hnédou barvu. Toto bylo
zpuisobeno nedostatecnym promichanim, nebot po dikladném promichani byla barva
v celém objemu sjednocena na Zlutou. Po pfidani kyseliny octové se vysrazel pozadovany
produkt v podobé malych Zlutych castic. Po zfiltrovani mél produkt jasné zlutou barvu
a vzhled jemnych krystalt. Vytézek reakce byl 4,9 g (81 %). Bod tani byl stanoven na
119-123°C.
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Obrazek 22: Zaznam chromatogramu (A) a MS spektra (B) 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpro-

pan-1,3-dionu

Na obrazku 22, ¢ast A je zdznam plynové chromatografie 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpro-
pan-1,3-dionu. V ¢ase 17,221 minut je viditelny pik. V €asti B stejného obrazku je
hmotnostni spektrum téze latky. Pti analyze byl detekovan iont s nejvyssi intenzitou o m/z
106.

MS: 51 (9), 65 (11), 69 (9), 77(33), 92 (7), 93 (5), 105 (100), 106 (8), 121 (21), 222 (6), 240
(17) m/z (%).
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Obrazek 23: Navrh fragmentace 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu pii MS

analyze

Na obrazku 23 je navrh stépeni molekuly 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu pied

detekci iontd hmotnostnich detektorem.

IR (KBr): 3063, 1608, 1573, 1489, 1302, 1188, 1046, 1023, 901, 732, 620 cm".
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5.1.3 Priprava flavonu

V banice s kulatym dnem byl rozpustén 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1, 3-dion
v ledové kyselin¢ octové. Za intenzivniho michani na magnetické michacce byla piidana
kyselina sirova. Smés v baiice méla krémovou barvu. Poté byla banka zahtivana ve vodni
lazni pti 90°C pod zpétnym chladicem po dobu 1 hodiny. Béhem zahiivani se barva smési
zmeénila na téméf bilou. Po uplynuti ur¢ené doby byla za stdlého michani sklenénou ty¢inkou
reak¢éni smés nalita na smés drcené¢ho ledu a vody. Vysrazeny produkt mél svétlou barvu,
a vzhled krystalt. Po roztati veskerého ledu byl vysrazeny produkt filtrovan za nizené¢ho
tlaku. Zbytky kyseliny byly z filtracniho kolae vymyty vodou. Produkt byl susen na
vzduchu a v susarné. Surovy produkt byl prefiltrovan z hexanu. Po ptecisténi mel produkt
vldknitou strukturu, a vzhled dlouhych jehlicek svétlé barvy s leskem. Vytézek reakce byl
2,2 g (61 %). Bod tani byl stanoven na 95-98°C.
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Obrézek 24: Zaznam chromatogramu (A) a MS spektra (B) flavonu

Na obrazku 24, ¢ast A je zdznam plynové chromatografie flavonu s viditelnym pikem
v ¢ase 17,565 minut. V ¢asti B obrdzku 24 je hmotnostni spektrum flavonu. Pti analyze byl
detekovan iont s nejvyssi intenzitou o m/z 222. Flavon byl identifikovan porovnanim

vysledkli hmotnostniho spektra s knihovnou spekter pro MS.

MS: 50 (8), 51 (9), 52 (4), 62 (4), 63 (22), 64 (28), 65 (4), 70 (4), 74 (6), 75(7), 76 (13), 77
(9), 82 (21), 92 (66), 93 (4), 97 (28), 102 (18), 120 (92), 121 (8), 165 (12), 194 (48), 220
(34), 222 (100), 223 (16), m/z (%).
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Obrazek 25: Navrh fragmentace flavonu pii MS analyze

Na obrazku 25 je navrh Stépeni molekuly flavonu pted detekci iontd hmotnostnich
detektorem.

IR (KBr): 3071, 1647, 1569, 1495, 1466, 1376, 1226, 1130, 1029, 907, 769, 673, 606, 530

cm’.

5.2 Syntéza 3-hydroxyflavonu

V baiice s kulatym dnem byl smichan 2-hydroxyacetofenon, benzaldehyd, hydroxid sodny
a ethanol. Smés michdna na magnetické michadce méla jasné Zlutou barvu. Barva se
nezménila ani béhem refluxovani a ochlazeni na laboratorni teplotu. Po ochlazeni byl do
smési pridan hydroxid sodny, methanol a 35 % peroxid vodiku a smés byla znovu michana
po dobu 2,5 hodin. Po uplynuti této doby byla smés vylita na ledovou tfist’ a michana do
uplného rozpusténi ledu. Poté byla smé&s zfiltrovana za sniZzeného tlaku. Ziskany produkt mél
Zluto-oranzovou barvu a vzhled malych krystalt. Filtrat byl zahustén na vakuové odparce.
Po Uplném odpareni a krystalizaci byly ziskany krystaly hnédé barvy. Tyto krystaly se
nedaly roztavit na bodotdvku ani rozpustit v dostupnych rozpoustédlech, proto nebylo

mozné provést analyzy a identifikaci ziskaného produktu.
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6 ZAVER
Cilem teoretické ¢asti této bakalarské prace bylo pomoci dostupné literatury charakterizovat

flavonoidy a skupiny potravin, ve kterych se flavonoidy vyskytuji, uvést jejich aplikace v

potravinaistvi a popsat moznosti synézy flavonoidu a jejich derivati.

Toto bylo splnéno predevsim s vyuzitim zahrani¢nich zdrojii. V préci byli uvedeni zastupci
ve skupinédch cerealii, lusténin, ovoci, zelenin€, suchych skotapkovych plodech, ve vinné
réveé a ving, Caji a kave, kakaovych bobech a bylinach. V kapitole 2.4 jsou stru¢né€ zminény
moznosti aplikace flavonoiddi v potravinaistvi s ohledem na platnou legislativu Ceské
republiky a Evropské unie. V posledni kapitole teoretické ¢asti jsou stru¢n¢ zminény nékteré

moznosti syntézy ptirodnich flavonoidi a jejich derivati vEetné schémat téchto syntéz.
Cilem praktické casti bylo pokusit se o pfipravu nékterych zastupct flavonoida.

Byl ptipraven flavon, a to tfikrokovou syntézou pies 2-acetylfenyl-benzoat a 1-(2-hydroxy-
fenyl)-3-fenylpropan-1, 3-dion. Flavon i meziprodukty syntézy byly identifikovany pomoci
GC-MS. Pro analyzy byly pouZity roztoky o koncentraci 1mg/ml.

Jako druhy zéstupce byl vybran 3-hydroxyflavon. Pfiprava této latky se nezdafila. Ziskany

produkt nebylo mozné analyzovat a identifikovat.
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8 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1:
Obrazek 2:
Obrazek 3:
Obrazek 4:
Obrazek 5:
Obrazek 6:
Obrazek 7:
Obrazek 8:
Obrazek 9:

Obrézek 10:
Obrazek 11:
Obrazek 12:
Obrazek 13:
Obrazek 14:
Obrazek 15:
Obrazek 16:
Obrazek 17:
Obrazek 18:
Obrazek 19:
Obrazek 20:
Obrazek 21:
Obrazek 22:

flavan

a) kyanidin, b) pelargonidin

akutifolin C

a) apigenin, b) luteolin

a) kvercetin, b) kaempferol, ¢) rutin

a) naringenin, b) hesperetin

a) genistein, b) daidzein

vznik podjednotek Cs a C3-Ce

vznik 2-fenyl-2,3-dihydro-4H-chromen-4-onu

vznik 2-fenyl-2H-chromenu

vznik 2-fenyl-2,3-dihydro-4 H-chromenu

vznik podjednotek Ce-C2 a C1-Cs

cyklizace dihydroflavonu

Claisen-Schmidtova kondenzace

vznik flavonu reakci 2-hydroxyacetofenonu s benzylchloridem
2-acetylfenyl-benzoat
1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1, 3-dion

flavon

3-hydroxyflavon

zdznam chromatogramu (A) a MS spektra (B) 2-acetylfenyl-benzoatu
navrh fragmentace 2-acetylfenyl-benzoatu MS analyze

z4dznam chromatogramu (A) a MS spektra (B) 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpro-

pan-1,3-dionu

Obrazek 23: navrh fragmentace 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,3-dionu pii MS

analyze
Obrazek 24
Obrazek 25

: zdznam chromatogramu (A) a MS spektra (B) flavonu

: navrh fragmentace flavonu pifi MS analyze



