ROSTLINNE FENOLOVE LATKY
A FLAVONOIDY
Obsah kapitoly

 Kilasifikace, struktura, vlastnosti a vyskyt rostlinnych
fenolovych latek

 Stanoveni nékterych skupin fenolovych latek:
titracni a spektrofotometrické metody

« HPLC fenolovych latek: separace, moznosti detekce
a identifikace

 Aplikace a ptiklady stanoveni vybranych slou¢enin

Strukturni vymezeni a vlastnosti
rostlinnych fenolii

* jedno nebo vice aromatickych nebo heterocyklickych
jader (kondenzovanych nebo spojenych alifatickym
fetézcem)

* jedna, dv¢ a vice hydroxylovych (nebo methoxylovych)
skupin (polyfenoly)
» vyskyt ve formé glykosidi 1 aglykonti
nejCastéji vazané cukry: Glc, Gal, Rha, Ara, Xyl, Rut
 redukc¢ni Gcinky, antioxidaéni u€inky,
chelatacni vlastnosti
* substraty reakci enzymového hnédnuti
* vliv na organoleptické vlastnosti



Skupiny rostlinnych fenolu

 fenolové kyseliny a jejich derivaty
* tfisloviny

* derivaty kumarinu

+ flavonoidy

* isoflavonoidy

 prenylované flavonoidy

* derivaty stilbenu

« ostatni fenolové latky

Fenolové kyseliny
Derivaty
benzoové kyseliny
Kyselina R2 R3 R4 R5
salicylova OH |H H H
(0]
RS p-hydroxybenzoova |H H OH H
OH vanillova H OCH; | OH H
R4 R2 syringova H OCH; | OH OCH;
R3 protokatechova H OH OH H
gallova H OH OH OH
gentisova OH |H OH H
veratrova H OCH; |OCH; |H




Derivaty
skoricové kyseliny

Kyselina R2 R3 R4 |RS5
0 0-kumarova OH |H H H
R5 — OH | m-kumarova H OH H H
p-kumarova H H OH |H
R4 R2 ferulova H OCH; |OH |H
R3 sinapova H OCH; |OH | OCH;
kavova H OH OH |H

Chlorogenova kyselina a pribuzné slouceniny

0
X 0
5-kaffeoylchinova
o HO COOH  (chlorogenova) kyselina
OH ’ ]
OH OH
Dalsi kyseliny:

3-kaffeoylchinova (neochlorogenova)

4-kaffeoylchinova (kryptochlorogenova)

isomerni di-kaffeoylchinové kyseliny (isochlorogenové kyseliny)
3-p-kumaroylchinova

3-feruloylchinova



Rosmarinova kyselina

HOWCOOH OH
o
HO \H/\/©:

OH

depsid (ester) kavové kyseliny
s kyselinou 2-hydroxy-3-(3,4-dihydroxyfenyl)-propionovou
vyskyt: rozmaryna, majoranka

Dalsi derivaty fenolovych kyselin

estery (depsidy) s jablecnou kyselinou (p-kumaroyl-, kaffeoyl-, feruloyl-,
sinapoylmalat) — vyskyt v brukvovitych rostlinach

estery (depsidy) s vinnou kyselinou

vanilloyl-, p-kumaroyl-, kaffeoylvinna kyselina — v mostech a vinech
dikaffeoylvinna kyselina (cichorova, cekankova kys.)—v kofeni ¢ekanky

cholinestery fenolovych kyselin (sinapiny) — hoi'ka a svirava chut’
sinapin (sinapoylcholin) — semena brukvovitych (zejm. fepky)
p-hydroxybenzoylcholin — hot¢ice bila

CH,0,
o

N
N(CH sinapin
HO 7 o NE

CH,O

glykosidy fenolovych kyselin



Dalsi derivaty fenolovych kyselin

« amidy fenolovych kyselin s 5-hydroxyanthranilovou kyselinou
anpf. avenanthramidy v ovsu

(0] R

HO@—//—(N GOH avenanthramid (R je H nebo OCHj)
H

CH,0 HOOC

* kapsacinoidy — vanillylamidy Cg az C,; trans-monoenovych
a nasycenych mastnych kyselin s rozvétvenym i nerozvétvenym
fetézcem o

=
N
HM kapsaicin (vyskyt: paprika)
HO
CH,0

Kumariny
R1 Sloucenina R1 R2 R3
X

kumarin H H H

R2 \O 0O umbeliferon H OH H

R3 herniarin H OCH; |H

eskuletin OH OH H

skopoletin OCH; |OH H
fraxetin OCH; | OH OH

Nekteré glykosidy:

skopolin (skopoletin-7-glukosid)
eskulin (eskuletin-6-glukosid)



Trisloviny
Hydrolyzovatelné trisloviny

Gallotaniny — galloylestery glukosy

OH )—OH

Hydrolyzovatelné trisloviny

Ellagotaniny — derivaty ellagové a chebulové kyseliny

HO O HO  HO



Kondenzované trisloviny

proanthokyanidiny— oligomery katechinti

pigmenty fermentovaného caje — theaflaviny a thearubiginy

Flavonoidy a pfibuzné latky
Zakladni skelet jednotlivych typi

OH R

Flavanony

HO o
\
R

R (0]

Flavony Flavonoly Isoflavony



Anthokyany a anthokyanidiny

« Cervena a modrofialova barviva ovoce, kv€tnich listkd. ..
« antokyany jsou glykosidy anthokyanidini
+ anthokyanidiny jsou aglykony anthokyant

"1 Anthokyanidin R1 R2
OH pelargonidin H H
- kyanidi OH |H
anidin
HO O AN yanem
| R2 delfinidin OH OH
R
oy OH peonidin OCH; |H
petunidin OCH;,4 OH
malvidin OCH; OCH;
* glykosylace nejcastéji v poloze 3
Flavanoly (katechiny)
OH OH
OH OH
HO O b HO O
. Ri @) Ri
OH “OR,
OH OH
(+)-katechiny (-)-epikatechiny
R1 R2
(+)-katechin (-)-epikatechin (EC) H H
(+)-gallokatechin (-)-epigallokatechin (EGC) OH |H
(-)-epikatechin-3-gallat (ECG) H Gall
(-)-epigallogatechin-3-gallat (EGCG) |OH | Gall

Gall je acyl kyseliny gallové
Vyskyt: zeleny ¢aj




Flavanony

Sloucenina R1 R2 R3
R1 didymin H OCHj; | ORut
R2 eriocitrin OH OH ORut
R3 O . eridiktyol OH OH OH
hesperetin OH OCH; | OH
idi H H R
OH O CH,OH hesperidin o OCH; | ORut
o isosakuranetin H OCH; | OH
oH naringenin H OH OH
OH q naringin H OH | ONeo
H O --- OH o narirutin H OH ORut
° ° EH
CH ’—@ 3 neoeriocitrin OH OH ONeo
OHOH OH oH OHOH neohesperidin OH OCH; | ONeo
pinocembrin H H OH
rutinosa neohesperidosa poncirin H OCHj; | ONeo
prunin H OH OGlc
Chalkony
© O OH- OH pfeména
| flavanon - chalkon
H+
(6] O

Chalkony — barviva kvéti, dieva, semen lusténin

butein (R = H)
marein (R = OH)




Dihydrochalkony

Ptirozené dihydrochalkony: floretin a jeho glykosidy — hotka chut’
vyskyt — jablon, stopy v jablkach
(stanoveni — dikaz ptidavku jable¢nych stav
k jinym $tavam)

OH
HO OH O floretin (R = OH)
O floridzin (R = OGlc)

R (0]

Syntetické dihydrochalkony odvozené od neohesperidinu a naringinu maji
sladkou chut’ (néhradni sladidla)

OH
OMe
NeoO OH O
O neohesperidindihydrochalkon
OH O

Flavony

zluté pigmenty Sloucenina R1 R2 R3 |R4
apigenin OH H H OH
bajkalein H H OH |OH
chrysin H H H OH
diosmin OCH; | OH H ORut
(vyskyt: mata)
genkwanin OH H H OCH;
isorhoifolin OH H H ORut
luteolin OH OH H OH
rhoifolin OH H H ONeo

nobiletin - mandarinky techtochrysin H H H OCH;
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Flavonoly

Slou¢enina | R1 R2 R3 R4 R5
Zluté pigmenty astragalin H OH H OGlc |OH
hyperosid OH OH H OGal |OH
isokvercitrin | OH OH H OGlc | OH
isorhamnetin | OCH; | OH H OH OH
kemferid H OCH; |H OH OH
kemferol H OH H OH OH
kvercetin OH OH H OH OH
kvercitrin OH OH H ORha | OH
myricetin OH OH OH OH OH
rhamnetin OH OH H OH OCH;
(0]
) rutin OH OH ORut | OH
morin — morusovnik bily
Isoflavony
Sloucenina R1 R2 R3
biochanin A OH H OCH;
daidzein H H OH
formononetin H H OCH;
genistein OH H OH
glycitein H OCH; | OH

7-O-glukosid daidzeinu, genisteinu a glyciteinu se nazyvaji daidzin, genistin a glycitin.
Existuji také acylderivaty téchto glukosidti (6°’-O-acetyl- a 6’’—malonyl-glukosidy)

a 6-isopentenylderivaty genisteinu.
Vyskyt: soja a dalsi bobovité rostliny.

Isoflavony maji estrogenni G¢inky, nékteré i antimikrobni u¢inky (patii k fytoncidm).




Prenylované flavonoidy a pfibuzné slouc¢eniny

Vyskyt: chmel

Z OH =z | OH
HO A OH HO BRREES
S ! -
OMe O OMe O
xanthohumol isoxanthohumol
isoprenylovany chalkon isoprenylovany flavanon

K pfeméné xanthohumolu na isoxanthohumol dochazi pii chmelovaru.

Derivaty stilbenu

resveratrol (trans-3,4’,5-trihydroxystilben)
OH  vyskyt: podzemnice olejna, slupky bobuli
révy vinné, mosty, vina
antioxidacni u¢inky
OH  antikarcinogenni u¢inky, ochrana pred
kardiovaskuldrnimi nemocemi
vyskyt ve volné formé i formé 3-glukosidu
(zCasti i jako cis- isomer)

=
HO—Q\

B
J_

e-viniferin
fungicidni ¢inky
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Dalsi fenolové latky

Fenolové diterpeny

OH OH OH
HO HO HO
HOOC O=— O=
(0] O
OH
karnosova kyselina karnosol

rosmanol (7-a-OH)
epirosmanol (7-$-OH)
vyskyt: rozmaryna, Salve;

Podobné slouceniny: isorosmanol, rosmarichinon, rosmaridifenol
(v majorance)

Skupinova stanoveni fenolovych latek

Titra¢ni metody

Manganometrické stanoveni trislovin

* neselektivni stanoveni latek oxidovatelnych manganistanem
v napojich (vino, ¢ajovy extrakt)
* dvoji titrace vzorku roztokem 0,01M KMnO,

(titrace v porcelanové misce s indigokarminem jako indikatorem):
— titrace pivodniho vzorku

— titrace vzorku po adsorpci tfislovin na polyamid nebo kozni prasek
(12-20 hodin)

vysledek se urc¢i z rozdilu spotieb nasobenim empirickym faktorem
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Spektrofotometrické metody

Stanoveni celkovych polyfenoli reakci s Fe3*

fenolové latky tvofi s citranem zelezito-amonnym barevné komplexy;
méti se Aggg

vyuziti: analyza chmele, mladiny, piva
obvykly obsah v pivu 150-200 mg/1

Stanoveni katechinu
reakci s p-dimethylaminocinnamaldehydem

H3C\ +/CH3

(CHs)zN@CH =CH—CH=0 ¢

H

* OH ‘
-H,0 HH
OH OH
CH
HO _0 HO o
OH OH
OH

katechiny a jejich glykosidy poskytuji s p-DMCA zelen¢ zbarveny produkt
(méﬁ Se A640)

jiné typy flavonoidl a fenolové kyseliny nereaguji

slabé reaguji resorcinol, naftoresorcinol, floretin, idoly a terpeny
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Stanoveni reakci s vanilinem

CH,0

o~ Yoo

OH
OH
H HO o
+ OH - -~ CHO é
OH -H,0
HO 0 OH
OH
OH

¢ervené zbarveny produkt s vanilinem poskytuji katechiny a dihydro-
chalkony, slab¢ reaguji flavononoly (dihydrokvercetin)

v siln€ kyselém prostiedi reaguji i proanthokyanidiny

Spektrofotometrické stanoveni
anthokyanii a anthokyanidint

* zbarveni Cervené az modrofialové (A, 510-540 nm)
* méfi bud’ absorbance v maximu absorp¢ni kiivky nebo diference

absorbanci (pii 500 az 530 nm) roztokii pii pH<2 a pii pH=3,5
kvantifikace: standardy pelargonidin (-glukosidu),
kyanidin (-glukosidu) nebo na zéklad¢ znamych hodnot &

* jind moZnost: méfFeni komplexii anthokyani s ionty A’ nebo Fe**
(vyssi absorbance, posun A, cca o +20 nm)

Stanoveni proanthokyanidini

v horké smési BuOH-konc. HCI (95+5) pfechéazeji proanthokyanidiny
na barevné anthokyanidiny
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Stanoveni fenolovych latek metodami HPLC
Priprava vzorku k analyze

Izolace

« extrakce: voda (vodné roztoky kyselin, soli MeOH, EtOH, aceton,
ethylacetat, dimethylsulfoxid...
pridavek antioxidanti (TBHQ, BHA, kys. askorbova)

» enzymova hydrolyza (glykosidasy, proteazy, amylazy)

* kysela hydrolyza (glykosidy — aglykony)

« alkalicka hydrolyza: deacylace glykosidi, EGCG
(dochézi k pteméné flavanonii na chalkony)

PreciSténi extraktu

* srazeni fenolovych latek bilkovinami a nasledna hydrolyza
» extrakce kapalina-kapalina (voda-butanol) — extrakce aglykoni
» gelova chromatografie
* extrakce tuhou fazi (SPE)
— sorpce: polyamid, polyvinylpyrolidon, SiC18, SiC8
anexy (fenolové kyseliny)
— eluce: ethylacetat a jina stfedné polarni rozpoustédla

roztoky kyselin (fenolové kyseliny)

16



HPLC separace fenolovych latek

chromatografie na reverzni fazi — obvykle SiC18

mobilni faze: voda, vodny roztok HCO,H, CH;CO,H, NH4CO,H ...)
organické rozpoustédlo: MeOH, iPrOH, ACN nebo THF

potadi eluce:

substituované benzoové kyseliny, skoficové kyseliny, flavonoidy

potadi ve skupiné flavonoidt s analogickou substituci skeletu:

glykosidy anthokyanidind, flavanonti, flavonold, flavond, nasledované

prislusnymi aglykony

poradi eluce ve skupin¢ anthokyant a anthokyanidinii:

glykosidy delfinidinu, kyanidinu, petunidinu, pelargonidinu, peonidinu

a malvidinu nasledované ptislusnymi aglykony

iontoménicova chromatografie — déleni fenolovych kyselin

Moznosti detekce fenolovych latek pri HPLC analyze

spektrofotometricka detekce (klasické a ,,diode-array* detektory)
— vlastni absorpce analytii:
* hydroxy-benzoové kyseliny: 270-280 nm
* hydroxy-skoficové kyseliny: 270-280 nm, 305-330 nm
* kumariny: 220-230 nm, 310-350 nm
+ antokyany: 500-530 nm
+ flavony, flavonoly a chalkony: 270-280 nm, 310-390 nm
+ isflavony: 245-270 nm, 300-350 nm
+ ostatni flavonoidy: 270-280 nm, 310-350 nm
— pokolonové derivatizace katechinli — reakce s p-DMCA: 640 nm
fluorimetricka detekce — flavonoidy A, 270-310 nm, A, 310-360 nm
elektrochemicka detekce
— amperometricky detektor

— electro-array* detektor — fada pracovnich elektrod s odstupniovanym
potencialem

MS
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Absorpéni spektra fenolovych kyselin

ease Proosatechuls Ack
e — Vanilic Acid A
S —— Genlic
COOH COOH COOH
OH
OH OMe
OH OH OH
=00
20 % =0 = 402 ase 0 0 L
e 0
Chisroganis Ackd I 0
e
o Game Aok HO 1o COOH
- — — - Fansie asid

oH !

Absorp¢ni spektra anthokyanidinu a flavanolu

AL
® OH
" OH
adl HO o O
i
15
=
OH
10
OH
5
o delfinidin
00 %0 P =5 ) 450 s 550 P
maLt
04
0]
% oH
ol ©/OH
1]
HO P
. )
10 "//OH
] OoH
0 %0 0 3% 4% 0 550 ) o

epikatechin
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Absorp¢ni spektra flavanonu a flavonu

Absorp¢ni spektra flavonu a flavonolu

OH
OMe

HO\(;:?/
OH O

hesperetin

OH
OH

OH O

luteolin

OH

HOQ;T@

OH O

OH

luteolin
OH

OH

OH

kvercetin
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Absorpc¢ni spektra flavonu a isoflavonu

OH

HOQ?G

OH

OH

luteolin

OH

3
#
&
8
&
&
g
&
3

genistein

"1 1=280 nm

Inertsil ODS-3 (4x150 mm, 3 pm), t = 35°C
prutok mobilni faze 0,7 ml/min
A: 50 mM H;PO,, pH =2,5; B: CH;CN
Program: start-5 min: 5 % B,
5-55 min: gradient od 5 do 50 % B,
od 55. do 65. min: 50 % B
nastiik 10 pl
1 epigallokatechin
2 katechin
3 epikatechin
4 epigallokatechingallat
5 epikatechingallat
6 myricetin
7 eridiktyol
8 luteolin
9 kvercetin
10 naringenin
11 apigenin
12 hesperetin
13 kemferol
14 isorhamnetin
15 rhamnetin
16 galangin
17 tangeretin

- 7y 7 [ HPLC/DAD flavonoida

A= 329 nm




Response (A)

Response (uA)

(T TG S T T AT T D 1

brokolice
% =370 nm ‘

|
\ | |
i 1 ‘ [l L ! |
| Mﬂ\‘—"-(n-d ot e g o 5 e Vo e e

HPLC flavonoidt v redlnych vzorcich
podminky jako v pfedchozim obrazku

6 myricetin
9 kvercetin
10 naringenin
12 hesperetin

13 kemferol

e R— E R — ® R1
T —— oy Flavonoly
[ ™ | O myricetin R1=R2=OH
"I brusinky | HO O ° | r2 kvercetin R1=OH, R2=H
; i A=370nm on kemferol R1=R2=H
] OH O
r1  Flavanony
HO. ° O naringenin R1=OH, R2=H
O R2  hesperetin R1=OCH;, R2=OH
OH ©

= I pomerang |
=280 nm

Ptiprava vzorku:

extrakce 60 % MeOH (+2 g/l BHA)
probublani dusikem

hydrolyza s 6M HCI 2 hod pti 90 °C
ziedéni methanolem

filtrace 0,2 pm

HPLC smési katechint

. o
50, ] “ 21: S‘I' 4, ‘
wl I "‘ ‘ “I 1 amperometricka detekce
“M iyL :Spﬁ“ _JJL i‘w - ‘?ﬁ electro-array detektorem

%T\J“-_J“Qfﬂ[ | ——— /1 Inertsil ODS-3
B e N N N -~ (4x150 mm, 3 um), t=35°C
mlﬁlfd‘\_«}:tﬁ = _ | isokraticka eluce:
Yy N Y N T o B6%A,14%B

00 S0 68 180 260 260 3.0 A: 50 mM H;PO,4

Retention time {minutes) B. acetonltrll
| prutok 0,7 ml/min

nahote: smés standardd
dole: extrakt zeleného Caje

;.5—,.'__ 1 epigallokatechin
———— 2 katechin
I —— 1 3 epikatechin
- - 4 epigallokatechingallat
% —ms——— 2 epikatechingallat
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SIM of m/z 229

=
ol

SIM of miz 2

Absorbance at 306 nm

Vyuziti analytickych dat

 stanoveni fenolovych sloucenin jako latek prospésnych zdravi
— resveratrol
— epigallokatechingallat, flavonoidy...

» fenolové slouceniny jako markery druhu suroviny — ditkazy
falSovani potravin
— naringin (naringenin) vs. hesperidin (hesperetin) — marker pfitomnosti
grapefruitové §tavy v pomerancové
— floridzin nebo floretin — marker ptitomnosti jablek
— arbutin (=hydrochinon-glukosid) — marker pfitomnosti hrusek
— chromatografické profily anthokyanovych barviv v ovoci — zjisténi
pfimési jiného druhu ovoce
 stanoveni fenolovych latek jako antioxidantii nebo senzoricky
aktivnich latek
— karnosova kyselina, karnosol... v extraktech bylin
— sinapin

Stanoveni resveratrolu

3000 “ A Srovnani LC/MS (A a B) a LC/UV (C)
i trans-resveratro] pfi stanoveni resveratrolu
000 \\H c;,,.m:mlmn A — standardy cis a terans isomeru
/| \. B, C — vzorek hroznli
% 5 T s w3 % Hypersil ODS (2,1x100 mm, 5 um)
| "; mobilni faze: A — 0,5 % HCOOH, B — MeOH
1500000 trans-resveratrol | B gradient od 25 % B do 39 % B
1UDDDUU'; 1\ cis-resveratrol prfltok 0,25 ml/min
2000001 H 1 Ptiprava vzorku:
R R AR RRRRR homogenizace s vodou
0 5 10 15 20 25 30 .
hydrolyza B-glukosidazou
Pt ' extrakce hydrolyzatu ethylacetatem
1500 | | | ¢ odpareni rozpoustédla do sucha
1000 1' T esversro rozpusténi odparku
0 bl L, W ] ve smési MeOH-0,5 HCOOH (7+3)
la‘ s 10 15 20 25

Retention Time (min)
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Stanoveni resveratrolu ve viné metodou HPLC s amperometrickou detekei
Nucleosil C18 (4x250 mm, 5 um)

mobilni faze 25 % acetonitril + 5mM NaCl + 0,1 % H3PO4

detekéni potencial 0,75 V

5
[min.]
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