Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Arbutin — biologické vlastnosti a moznosti stanoveni — reSerse

BAKALARSKA PRACE

Vedouci prace: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Hradec Kralové, 2023 Eliska Vasutova



ré

Prohlaseni

,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
pod vedenim konzultanta. Veskera literatura a dalSi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani ¢erpala,
jsou uvedeny v seznamu poufzité literatury a v praci jsou radné citovany. Prace nebyla pouzita
k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové Podpis

Dne



Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala vedoucimu mé bakalarské prace, prof. RNDr.
Daliborovi Satinskému, Ph.D., ktery mé uved| do dané problematiky a za jeho vstficné jednani

a cenné rady a pripominky.



Obsah

1
2
3.
4

S€ZNAM POUZILYCN ZKIAatEK . ..vviii i e et e e e e tre e e s ebae e e e saraeaeeanes 6
UVOU oottt ettt ettt s s ettt s ettt et s aea ettt s sttt st ennaneetees 7
(O 11 I - Yo - o T oY= [ o] PRSP 8
SEUOVANEA TALKA .ottt sb e s bt e e sbe e e s b e e at e e sar e e sbeeesabeeeane 9
A1, HISTOMI@ coiiiiiieii e 9
4.2, Chemickd STrUKLUIA ..oo.eiiieeeee et st st es 9
e B Y1 1 [ TIRY2 = 153 1 T 1) f PSP 10
A4, SEADIITA . ee ettt ettt e s bt e e b e st e e e bteesbeeeaees 10
N T o ) (Tof | = RO O PSPPSR 10
RV AV 1SV A= 1 <1014 Lo T TR S 11
5.1.  Vyskyt arbutinu v roStHNACh ........ccuvviiiiee e e 11
5.2, DeriVALY arbULINU c..ceeiiiee e e e e e araeas 12
4o [ o[- 1 < 1V 4 1 TV PO PSR 12
B.1.  EXEFAKCE ettt bbb et e b e bt e st s b e b b nes 12
(o N € o T=T o o1 1ol - I V0 (<2 ISR 13
6.2.1. Dvou-krokova syntéza arbutinu z glukOzy..........cooeeieiiiciiii e, 14
6.2.2. Syntéza z 2,3,4,5,6-penta-0-acetyl-B-D-glukospyranosy a 4-hydroxyfenylacetatu...... 15
Lo O = 1T 1 Vo (=2 PSSP 16
6.3.1. Biotranformace pomoci €NzyMU .........cooouiiiiiiiiie e e e 17
6.3.2. Fermentace pomoci Mikroorganismu .........ccocciieieciiee et 18
27 To] fo =41l =TV 1] o To 1) PR URR 18
7.1.  PUsobeni arbutinu Na syntézu MelaninU..........ccccueiiiiieiiie e 18
7.1.1. HY PEIPIEMENTACE .ttt ettt e e e s e s s e e e e e e e s s sasbbraaeeeesessnnnsenns 18
7.1.2. TYTOSINAZA eeee i ceiiee ettt e e et e e e et e e e e e bt e e e e e bee e e eebeeeeeaabaeaeeasbeeaeeanraeeeeanbeeeeennrenas 19
7.1.3. SYNTEZA MEIANTINU ..eeiieeiiee ettt e e et e e et e e e e aba e e e eenbseeeeeanseeaean 19
7.1.4. Inhibice tyrosindzy arbUtineM ........c.uivii i 20
7.2, Antimikrobni VIaStNOST ...cc.eeiiiiiiiiieeeee e e 20
7.2.1. VyuZiti v oblasti [éCby infekci MOCOVYCh CESt....uviiiiiiiieiieecee e, 21
7.2.2. INfEkCe MOCOVYCR CEST . ..uviiiiee et et e e e 21
7.2.3. LéCba iNfekCi MOCOVYCH COST ....uuiiiiiiee ettt 21
7.2.4. Aplikace B-arbutinu k 1é¢bé infekci mo€ovych Cest......ouviviiiiiiieiiee e, 22
7.2.5. MeChaniSMUS UCINKU .....coiuiiiiiiiiiieeie ettt et sr e s 22
7.2.6. EXKIECE ettt ettt st e et e st e s b e e s e e be e e nee e sareeenaees 23
7.3, ProtirakoVinNé UCINKY ........ooeiiiiiieeieee ettt e et e e et e e e e eaba e e e earae e e earaeeeeenneeas 23



7.3.1. RAKOVING PrOSTAtY .ccuviiiiiiiie ettt et e e e ebae e e e be e e e e eabae e e sarae e e eenreeas 23

7.3.2. Rakovina MOCOVENO MECHYIE ....cciiiiiiei e s 23
7.3.3. RAKOVING KUZE ..ottt sttt e sae e s st 24
7.3.4. RAKOVING PISU .utiieiiiiiieecciiee ettt eeee e e ettt e e e et e e e e eataee e e sabaee e e abteeeeensaeeeeanseeeeennsenas 24
7.3.5. Rakovina d€loZNiNo CIPKU ....ccccvieeiieiiee ettt e e 24

7.4, AntioXidaCni aKEIVITA ...covveeiiieeiie et n 25
8. Moznosti stanoveni arbutinu vybranymi analytickymi metodami........cccccccvevviiieiiiciiieesiciiiee s 26
8.1.  Upravy vzorkl pred @analyzZoU ............cceueueueueueueeeeereseeceeeesssseses s sttt tesesesesesessasaees 26
- To - Y Tl o | 4 =1 o Lo 1V SRR 27
8.2.1. Chromatografické Metody........ccccuiii i et 27
8.2.2. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) ......ccceeecveeecieeciee et et 31

S T o 11 g o) o oY1 0 1= o o PP 32
8.4.  Elektrochemické Metody...ccccuiiiiiiiiieciee et 33
- 1Y T SO UT PP P PURTPPTON 36
10. SEZNAM OBIAZKU ..ottt ettt sa et b et et s et et e s bt et e sbesaeebesaeenes 37
11, SEZNAM TADUIEK ..eeeiiiee et ettt e st e e bt e st e e sbe e e sab e e sabeesbaeesreeeaee 37
12, SezNam POUZITE [IEIAtUIY .ooiceiiei et e s e e e st e e e s abee e e s sabeeeeenareeas 38



1. Seznam poutzitych zkratek

ASaza Amylo-sacharaza

BR Brittontv-Robinson(v pufr

CPE Uhlikova pastova elektroda
CGTaza Cyklodextrin-glykosyltransferdza
CZE Kapildrni zonova elektroforéza
DAD Detektor s diodovym polem
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina
DOPA 3-(3,4-dihydroxyfenyl) -alanin
DPV Diferencni pulsni voltametrie
EOF Elektroosmoticky tok

GC Plynova chromatografie

GTaza Glykosyl-transferaza

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
LD Letalni davka

MF Mobilni faze

MS Hmotnostni spektrometrie
MSTFA Methylsilyltrifluoracetamid

SF Stacionarni faze

SPaza Sacharofosforylaza

TCCSUP anaplasticky prechodny bunéény karcinom kréku

mocového méchyre



2. Uvod

Tato bakalarska prace se zabyva fenolickou bioaktivni latkou, arbutinem. V praci je
zahrnut popis jeho fyzikdlné-chemickych vlastnosti, zplsob vzniku, jeho syntéza a ucinky na
organismus, mezi které patfi hlavné inhibice syntézy melaninu, jeho antioxidacni a
protinadorova aktivita a antimikrobni vlastnosti vyuzivané zejména k Ié¢bé infekci mocového
traktu. Druhd ¢ast prace je vénovana stanoveni arbutinu v rozliénych materidlech. Vedle
nejpouzivanéjsi metody stanoveni pomoci HPLC je ddle popsdna diferencni pulzni voltametrie,

kapilarni elektroforéza, nebo méné castd spektrofotometrie.



3. Cil a zadani prace

Tato reSerSni bakaldrskd prace ma za cil shromazdit informace o arbutinu, jeho
strukture, vyskytu a zdrojich. Dale ma popsat jeho biologické vlastnosti, které jsou vyuzivany
v oblastech mediciny a stru¢né charakterizovat mozZnosti jeho stanoveni v rozlicnych

materidlech, jako jsou potravinové doplriky, kosmetické ptipravky a rostlinna biomasa.



4. Studovana latka

Arbutin, 4-hydroxyfenyl a-glukopyranosid, je bioaktivni ldtka, hydrochinonova
sloucenina, ktera se rfadi mezi glykosidy. Bézné se vyskytuje v rostlinnych zdrojich, zejména
pak v listech rostlin ¢eledi Viesovcovité. Jedna se o farmaceuticky ucinnou latku, ktera je jiz
nékolik stoleti vyuzZivana napfiklad v Cinské mediciné, jakoZto substance IéCici infekce
mocového traktu, v moderni dobé se vSak vyuzivd jako efektivni prostfedek pro Iécbu

hyperpigmentace. Latka se také vyznaduje antioxidaéni a protizanétlivou aktivitou [,

4.1. Historie

Poprvé byl arbutin izolovan vroce 1852 A. Kawalierem. Jeho struktura pak byla
objasnéna vroce 1858 A. Streckerem, ktery provedl hydrolyzu za vzniku glukosy a
hydrochinonu. Ziskdni Cistého arbutinu syntézou a ndslednym Setrnym precisténim pak
proved| C. Mannich. Detailni struktura arbutinu byla vSak objasnéna az v druhé poloviné 20.
stoleti s rozvojem novych metod urcéeni struktury molekuly s vyuZitim infracervené a UV/VIS
spektroskopie, nukledrni magnetické rezonance, rentgenovych metod a cirkularniho

dichroismu (2,

4.2. Chemicka struktura

Arbutin je poldrni hydrochinonova latka, rfadici se mezi glykosidy. Jeho molekula se
skldda z hydrochinonu a D-glukosy. Mezi témito dvéma molekulami se nachazi O-glykosidicka
vazba. Arbutin se mGZe ve vodnych roztocich vyskytovat ve dvou izomerech: alfa a beta B4,
B-arbutin je latka prirozené se vyskytujici v rostlinach, zatim co a-arbutin je synteticky
pfipravovan. Obéma izomerlm se pfipisuji zdravi prospésné biologické vlastnosti, lisi se vSak
mirou pGsobeni . Napfiklad oba dokazi efektivné inhibovat aktivitu tyrozinazy, pficem? alfa

arbutin je siln&jsim inhibitorem B4,
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Obr. 1: Chemicka struktura a — arbutinu Obr.2: Chemicka struktura p — arbutinu



4.3. Fyzikalni vlastnosti

V tuhém skupenstvi je arbutin bily materidl s jehli¢kovitou krystalickou strukturou. Je
velmi dobfe rozpustny ve vodé, methanolu, ethanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu. Mezi
rozpoustédla, ve kterych je arbutin nerozpustny, se fadi DMSO, chloroform, petrolej,

diethyether a cyklohexan I,

Jeho bod tani je v jeho stabilni formé 199,5 °C, v nestabilni 165°C. Teplota varu

arbutinu je 561,6 1 °C 7],

4.4. Stabilita

Co se tyce stability, arbutin je relativné staly v extraktech s ethanolem, ve kterych je
méneé fotosenzitivni a nepodléha tak rozkladu. V kosmetickych pfipravcich je stabilni pfi pH 4-
8.V extraktech nebo preparatech na vodni bazi vSsak mizZe probihat stépeni glykosidické vazby
za vzniku hydrochinonu 1. Hydrochinon také muaZe vzniknout diky bakteriim na lidské kiZi,

které arbutin taktéz hydrolyzuji ©.

Hydrochinon se stejné jako arbutin dfive vyuZival jako prostifedek k odstranéni
nezadouci hyperpigmentace. Jeho uzivani mélo hned nékolik zdravi nebezpecnych disledku.
Hydrochinon je oproti arbutinu toxictéjsi a na lidské buriky pusobi cytotoxicky. MuzZe vyvolat
alergickou reakci a jedna se o latku potenciondlné vyvolavajici nddorové bujeni. Expozice této

latce mGZe vyvolat poskozeni DNA a chromozomové aberace 191,

St&peni glykosidické vazby byva zplisobeno UV zafenim, které narusi stabilitu arbutinu.
Produkce hydrochinonu diky zareni je tak problém, se kterym se musi pocitat v oblasti
kosmetickych pripravkd uréenych na potlaceni hyperpigmentace, které se nanaseji na kizi a
jsou Casto vystavovany slunecnimu svitu. V takovychto pripadech je Zadouci do pfipravku
pridat latku, ktera je schopna vytvofit UV-film, napriklad 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon-5-
sulfonovou kyselinu. UV-filmem lez ¢astecné zabranit Stépeni arbutinu na nezadouci produkt

hydrochinon a tim zabranit pfipadnym nezadoucim reakcim a toxickym G&inkam .

4.5. Toxicita

Obecné je arbutin povazovan jako sloucenina bezpecna pro vnéjsi pouziti. Je soucasti
rady kosmetickych pfipravk(, ve kterych je obsaZzen v bezpecnych koncentracich. V nékolika
studiich na populacich mysi vSak byly zaznamendny jisté miry toxicity pfi wvysSich
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koncentracich. Toxicitu zplsoboval aglykon hydrochinon, ktery zplsoboval hepatotoxicitu,
nefrotoxicitu a mutagenitu. Mira toxicity zdvisela na cesté poddni, pohlavi a druhu hlodavcu.
Nicméné nebyla shleddna toxicita v oblasti vyvoje a reprodukce nebo rakovinotvorné aktivity.
Arbutin tedy mUZe vykazovat mirné toxické ucinky ve znacné vysokych davkach, které byly
mysSim a krysam oralné podavany, LDso u mysi Cinila 9804 mg/kg, u krys 8715 mg/kg. Pfi

zkoumani toxicity pro jejich kiZi byla LDso stanovena 928 mg/kg u mysi i krys.

Mnohem vice studii vSak vyzdvihuje jeho zdravi prospésné vlastnosti, které vyrazné

piedéivaji jeho minimalni toxické Gcinky ve vysokych dévkach (11,

5. Vyskyt arbutinu

5.1. Vyskyt arbutinu v rostlinach

Arbutin se nachdzi v pfirodnich zdrojich, zejména pak v listech rostlin, za zminku stoji
Medvédice lékarska (Arctostaphylos uva-ursi) z ¢eledi Viesovcovité (Ericaceae) a také zastupci
z Celedi Lomikamenovité (Saxifragaceae). Ke dnesnimu dni byla tato sloucenina nalezena v

cca 50 &eledich rostlin 11,

Kromé listl se arbutin nachazi také v jinych ¢astech rostlin, napfiklad vyznamny podil
arbutinu byl nalezen v kiife a pupenech hrusni odrid ‘Clapova’, ‘Konference’, "Williamsova
cervend’, "Williamsova’, "Charneuska’, "Lucasova’, "Highland’, “‘Grasdemange’, ‘Thirriotova a
‘General Leclerc’. Mira vyskytu arbutinu v plodech je oproti zminovanym materialdm mnohem
mensi. Mnozstvi arbutinu a dalSich stanovovanych latek s antioxidaéni aktivitou, jako byly
napriklad kyselina chlorogenova a rutin, se odvijelo od vegetacni periody, ve které byl materidl
ze strom{ sbirdn. Koncentrace téchto latek v biomase téchto stromU je mnohonasobné vyssi
nez v jejich plodech. Biomasa z ovocnych strom( je dosud nevyuzZivana jakoZto zdroj

bioaktivnich, m.j. arbutinu, a tak pfedstavuje jeho potencidlni zdroj 1.

s ee

staleti. Jeho mnoiZstvi v prirodninach je riznorodé, zavisi na vegetacénim obdobi rostliny nebo
na technice a teploté suseni. Ackoliv jsou arbutin a jeho derivaty dostupné z vySe zminénych
zdroja, jejich extrakce zrostlinnych materidld je v dlsledku vétsi spotfeby a wvyuZiti

nahrazovano chemickou a biotechnologickou syntézou 2],
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5.2. Derivaty arbutinu

Arbutin se v rostlindch vyskytuje jak ve své volné formé, tak ve formé esterl nebo
etherd. Mezi tyto derivaty patfi naptiklad methylarbutin, derivaty arbutin galloylu v Medvédici
lékarské, 6°-0-(3,4-dihydroxycinnamoyl arbutin) v listech Cenestis ferruginea z celedi
Kaparovité, 6-E-(2-methyl-2-buteonyl) arbutin a 6 -(2,5-dihydroxycinnamoyl) arbutin, které

obsahovaly listy Heliciopsis lobata.

Mezi syntetické derivaty se radi naptiklad deoxyarbutin, ktery stejné jako jeho
hydroxylovana forma dokdze inhibovat aktivitu tyrozinazy, a to dokonce efektivnéji. Jeho
nevyhodou je mensi fotostabilita ve vodnych roztocich, kde se na hydrochinon rozklada

rychleji nez arbutin [,

6. Zdroje arbutinu

Arbutin Ize ziskat jak z pfirodnich zdroju, tak de novo syntézou. Z rostlinnych materialt
Ize arbutin ziskat pomoci extrakce zejména organickymi rozpoustédly. Umélou ptipravu
arbutinu pak délime do dvou kategorii: Chemicka syntéza a biosyntéza, pod kterou spadaji
metody enzymové katalyzy. Enzymatickd syntéza muize probihat za pomoci enzymovych
extraktl z rostlin, nebo fermentaci pomoci upravenych mikroorganism(l. Postupy ziskavani

této bioaktivni latky jsou popsany nize 131,

6.1. Extrakce

NejstarSim zpUsobem ziskdvani arbutinu, spolu s jinymi bioaktivnimi ldtkami
obsazenymi v rostlinnych zdrojich, je extrakce. Ziskany vytazek pak neobsahuje pouze Cisty

arbutin, ale dalsi komponenty, které dana ¢ast extrahovaného rostlinného materialu obsahuje

(8]

Pro dosaZeni co nejvyssi Ucinnosti se voli ultrazvukova extrakce. Rostlinné ¢asti se
podrobi susSeni pti pokojové teploté, po vysusSeni se materidl homogenizuje. Podle typu
extrahovaného materidlu se voli rozpoustédlo, ¢asto voda a ethanol nebo methanol v riiznych
pomérech. Cas voleny u ultrazvukové extrakce byvad v rozmezi 10-30 minut, frekvence

ultrazvuku okolo 20-40 kHz a 400 W. Teplota obecné zvysuje rozpustnost latek obsazenych v
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rostlindach, ma zasadni roli na pfechod latek do extrakéniho média a byva vétSinou v rozmezi

od 25 do 80 °C 112,

Na efektivité ultrazvukové extrakce se podili ultrazvukové viny, diky kterym se v
kapaliné formuji bublinky plynu, které se ndsledné zborti do sebe a tim vytvari zmény teploty
a tlaku na jejich mist& [*4. Dochézi pak k procesu kavitace, pf¥i kterém se znaéné narusi buné&éna
membrana a bioaktivni latky sndze a rychleji prostupuji do rozpoustédel. Pomoci ultrazvuku
se tak vyrazné sniZuje &as extrakce, ale také spot¥eba rozpoustédel (11, Dal$i vyhodou je poufZiti
méné Skodlivych latek a vétsi vytéznost. Pfi ultrazvukové extrakci lze také pracovat pfri

laboratorni teploté&, coz umoZriuje rychlejsi extrakci termolabilnich latek 11,

Vsechny tyto parametry zavisi na pivodu a typu materidlu, ze kterého se arbutin a
spolu s nim i jiné slouceniny extrahuji. Po extrakci ndsleduje prefiltrovani produktu od

piebytené drti 12,

VySe zminéné typy materidlu, listy, plody, slupky plodd a vétve, maji rlizny obsah
arbutinu a bylo taktéz zjisténo, Ze materidly s vétSim povrchem, listy, slupky a vétve, jsou na
arbutin bohat&;j3i (12, Extrakci a ndslednou separaci arbutinu od ostatnich komponent vytazku

Ize ziskat pouze v pfirodé se vyskytujici izomer, B-arbutin.

6.2. Chemicka syntéza

Produkce arbutinu chemickou syntézou je v zakladé zprostifedkovana reakci glukdzy s
prostetickou skupinou, ktera reaguje s hydrochinonem. Katalyzovanou glykosylaci se tyto dvé

komponenty spoji za soucasného odstépeni prostetické skupiny nachazejici se na glukdze.
Chemické reakce vedouci ke vzniku arbutinu mdzeme rozdélit do dvou kategorii:

Koenigsova—Knorrova syntéza, pfi které reaguje glykoshalogenid (nejcastéji bromid, v
pfipadé arbutinu pak glukosbromid) s alkoholem nebo fenolem, aglykonem hydrochinonem.
Tyto reakce probihaji v alkalickém prostredi. Jako priklad tohoto zplsobu pfipravy je nize

uvedena dvou-krokova syntéza arbutinu z glukosy.

Druhym zplGsobem je Helferichlv zpUsob, kdy se na glukéze nachdzi O-acylova skupina.
Naslednou reakci s alkoholem nebo fenolem za katalyzy sloucenin charakteru Lewisovych

kyselin, nebo organickych bazi, jako napfiklad trifluorbromid ether, které jsou schopny zajistit
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stereospecifitu reakce. (Tzv. Helferich glykosylace princip). NiZe je uvedena syntéza z B-D-

glukosypentacetétu a 4-hydroxyfenylacetatu 7],

6.2.1. Dvou-krokova syntéza arbutinu z glukézy

Jako vychozi latka pro syntézu arbutinu byla pouzita glukosa. Pfi syntéze Ize ptipravit
dva meziprodukty: 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl chlorid nebo 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-a-glykopyranosyl bromid. Naslednou reakci téchto dvou slozek s hydrochinonem v

druhém kroku vznika arbutin.

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl chlorid se pfipravi reakci acetylchloridu a B-D-
glukosy v bance s kulatym dnem a tfemi tubusy. Smés se promichava pfi pokojové teploté,
kterd by neméla prekrocit 25 °C. Po 16 hodinach vznika Zluty roztok, ke kterému se pfida
chloroform a smés se nalije do chladné vody. Organicka vrstva se oddéli, tfikrat promyje vodou
a nasledné se vysusi chloridem vapenatym. Ziskany filtrat je odpafen za snizeného tlaku a
vznika bily 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl chlorid. Reakce je snadna a jeji vytéZnost

je 71,8 %.

2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-glykopyranosyl bromid Ize pfipravit v barnce s kulatym dnem a
tfemi tubusy, na které je pfidavna byreta. Reakce probiha za chlazeni v ledové lazni. B-D-
glukosa se rozpusti ve chloroformu, k tomuto roztoku se za stdlého a intenzivniho michani
prida po kapkdach z byrety acetylbromid a reakéni smés se poté 3 hodiny micha pfi teploté -10
°C. Touto reakci vznikda bezbarvy jehlickovity krystaloidni roztok 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-
glykopyranosyl bromidu. Oproti predchozi reakci byla tato syntéza vice boufliva. VytéZnost je
79,3 %.

OH OAc

,COX
HO Q OH _Cﬂc_.. AcO Q
HO AcO

OH OAc ¥

Obr.3: Reakce acetylhalogenidu a B-D-glukosy, vznika 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl
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Samotna reakce téchto dvou meziproduktl, 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl
bromidu ¢i chloridu, na arbutin probiha taktéz v bance s kulatym dnem s pfidavnou byretou.
K tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl bromidu nebo chlolidu se pfida hydrochinon, tato smés se
rozpusti v ¢istém bezvodém methanolu. VytéZnost reakce je zavisla na pH, nejvétsi vytéznost
byla zaznamenana pfi pH = 9,5-10,0, proto je nutno pridat 5% roztok CHz3ONa v methanolu.
Smés se nasledné 2 hodiny micha pfi pokojové teploté a po ukonceni reakce se odpafi

methanol, ktery slouZil jako rozpoustédlo. Arbutin se nasledné chromatograficky separuje (7).

OH
OAc OH
9) CH.OH
AcO o HO Q o
AcO HO—@—OH HO
OAc ~x OH

Obr.4: Reakce 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-glykopyranosyl halogenidu s hydrochinonem za vzniku arbutinu

6.2.2. Syntézaz 2,3,4,5,6-penta-0O-acetyl-B-D-glukospyranosy a 4-hydroxyfenylacetatu
Tato syntéza taktéz probiha ve dvou krocich, kdy pfi prvnim kroku je pfipraven
2,3,4,5,6-penta-0O-acetyl-a, B-arbutin a pfi druhém kroku byly odstranény chranici skupiny na
glukose.  Kvychozim I[atkam, 2,3,4,5,6-penta-O-acetyl-B-D-glukospyranosy a  4-
hydroxyfenylacetatu, je pfidan bezvody dichlormethan a roztok diethylether fluoridu
bromitého, ktery v reakci slouzi jako katalyzator. Reakéni smés se 72 hodin inkubuje, nasledné

se schladi a po pridavku nasyceného vodného roztoku NaHCO3 se 1 hodinu intenzivné micha.

Po ukoncéeni reakce se oddéli organicka vrstva od organické, vodna frakce se extrahuje
do dichlormethanu. Organické frakce se vysusi pomoci Na;SO0s, prefiltruji a odpafi. Timto
procesem vznika meziprodukt 2,3,4,5,6-penta-O-acetyl-B-arbutin. Penta-O-acetyl-a-arbutin
se pfipravi stejnym postupem jako 2,3,4,5,6-penta-O-acetyl-B-arbutin, ovsem misto 2,3,4,5,6-

penta-0-acetyl-B-D-glukospyranosy je pouzita 2,3,4,5,6-penta-O-acetyl-a-D-glukospyranosa.
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Obr. 5: Reakce 2,3,4,5,6-penta-O-acetyl-B-D-glukospyranosy a 4-hydroxyfenylacetdtu za vzniku

2,3,4,5,6-penta-0-acetyl-B-arbutinu.

Pro pfipravu a a B arbutinu pokracujeme rozpusténim vzniklych meziproduktl ve
vodném roztoku methanolu s pridavkem K;COs. Reakéni smés se michd za pokojové teploty

pod dusikovou atmosférou 24 hodin. Poté se po kapkach pridavad koncentrovana kyselina

sirova.
OAc OH
KO,
AcO Qo MOHAO  ho N\ o
OAc N, oH
OAc

OH

Obr. 6: Reakce 2,3,4,5,6-penta-0-acetyl-B-arbutinu ve vodném roztoku methanolu s pfidavkem K,COs3

za vzniku B-arbutinu

Reakéni smés se ndasledné odpafi do sucha, tuhy produkt se extrahuje do vrouciho
ethylacetatu a organicka frakce se opét odpafi, tentokrat za snizeného tlaku. Vznikly arbutin

se poté rozpusti v ethylacetatu a rekrystalizuje se za vzniku jehli¢kovitych krystalkd ™.

6.3. Biosyntéza

JelikoZ je arbutin stale vice hojnéji vyuzivany prevdiné v kosmetickych pfipravcich
urcenych pro lécbu hyperpigmentace, pozadavky na jeho pozadované mnoistvi neustdle
stoupaji. Ziskavani arbutinu extrakci je drahé, jelikoz rostliny neobsahuji az tak vysoky podil

arbutinu a také je mnohdy zapotrebi pouzit velké mnoZstvi rozpoustédel.

Chemicka syntéza, kde dominuje Helferigova metoda neni dostatecné selektivni
v ramci izomerie. Navic se pfi chemické syntéze pracuje se zdravi Skodlivym hydrochinonem a

je dlleZité dodriet ¢asto striktni podminky reakce (8],
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Arbutin mGzZe byt produkovan pomoci rostlinnych enzymf, které jako své substraty
vyuZivaji sacharidy, které jsou nasledné napojeny na glykosylacni akceptor, exogenné
suplementovany hydrochinon [*°l, Kromé rostlinnych enzyma Ize stejného efektu dosahnout
pomoci modifikovanych mikroorganismu, které jsou také schopny, diky své enzymatické

vybavé, arbutin produkovat 131,

Metody enzymové katalyzy oproti produkci arbutinu chemickou syntézou scitaji
nékolik vyhod: tento zplisob je Setrny vici Zivotnimu prostfedi, podminky reakci jsou klidnéjsi,
¢imZ se snizuji i pozadavky na energie (odpada zahftivani, chlazeni reakénich smési), reakce

probihaji rychleji a jsou vice specifické [13:20],

6.3.1. Biotranformace pomoci enzymu

Enzymy jsou makromolekularni proteiny, které katalyzuji reakce v Zivych organismech.
Lze je vyuzit k syntéze Sirokého spektra latek a produkce arbutinu enzymovou katalyzou se
fadi mezi vice Setrné zplsoby jeho ziskdvani. Mezi hlavni enzymy vyuZivané pfi produkci
arbutinu se rfadi glykosyltransferazy, sacharofosforyldzy, cyklodextrin-glykosyltransferazy,
amylosachardzy. Dale Ize vyuZit enzym0 a-glukosidazy, a-amylazy a dextran-sacharazy 13,
Enzymy se ziskdvaji z rostlinnych extrakt(, které pochazeji z jiz vyvinutych rostlin, nebo z jejich

nakli¢enych semen. Pfidavkem vhodnych substratti pak vznikd arbutin 2,

Glykosyltransferazy (GTdazy) katalyzuji vznik O-glykosylové vazby mezi glykosylovym
zbytkem, ktery pochdazi z aktivovaného glykosylového donoru, a molekulou glykosylového
akceptoru. Tento typ enzym( je hojné vyuzivan pfi produkci rGznych typl derivatl cukri
v chemickém, farmaceutickém i potravinaiském primyslu. 2%, Jako donor glykosylové ¢asti

molekuly slouZi napfiklad sacharéza, $krob, UDP-glukéza a UDP-galaktéza 191,

Sacharofosforyldzy (SPazy) dokdzi prenést fosforylovanou molekulu glukézy nebo
glukézovych skupin utvorenych rozkladem sacharézy na mista produkce a-arbutinu. Diky
tomuto enzymu, pochazejiciho z Leuconostoc mesenteroides, byl vroce 1994 poprvé
syntetizovan a-arbutin. V disledku sloZitych regulacnich mechanism( v metabolismu tohoto

enzymu jsou vsak vytézky velmi malé.

Cyklodextrin-glykukosyltransferazy (CGTazy) jsou extraceluldrni enzymy, které

katalyzuji rozklad Skrobu a planarnich maltodextrind na cyklodextriny. Nasledné katalyzuje

17



transglykosylaci molekul. Pro vznik arbutinu CGT4za katalyzuje transglykosilaci hydrochinonu

na maltodextrin nebo cyklodextrin.

Amylosacharaza (ASaza) je transglykosyldza, kterd jako donor glukdzy vyuzivd pouze
disacharid sacharézu. Co se syntézy arbutinu tyce, ma tento enzym velice vysokou vytéZnost.
VytéZek vsak snizuje oxidace hydrochinonu, ktera je zabraniuje pribéhu katalyzované reakce.
Oxidaci hydrochinonu Ize zabranit pfidavkem antioxidant( (naptiklad kyseliny askorbové) do

reakéni smési a tim zvysit vytéZnost syntézy 131,

6.3.2. Fermentace pomoci mikroorganismui

Produkovani arbutinu fermentaci pomoci mikroorganismG nabizi oproti chemické
syntéze bezpecnéjsi a ekonomicky vyhodnéjsi cestu, jak arbutin ziskat. Kfermentaci se
pouzivaji mikroorganismy, do kterych jsou vloZzeny plazmidy. Takto modifikované
mikroorganismy po insertu plazmidu jsou schopny ve vétsi mife vytvaret enzymy, potirebné na

utilizaci vychozich latek a jejich nasledné premény na vysledny produkt arbutin.

Kolonie se podrobi kultivaci na agarech a nasledné jsou preneseny do fermentacéniho
média, které kromé substratu zajistujiciho zdroj uhliku obsahuji i pomocné latky, které tvori
pfiznivé podminky a prostfedi fermentace, ktera mize probihat v protfepavanych nadobdch,
nebo vrezimu podavanych davek, kdy jsou substraty kontinualné a pomalu ptidavany do
fermentacni nadoby s mikroorganismy. Fermentace probiha za teploty 33 °C, za urcitych

podminek se mohou pfidat i antimikrobni ltky, kterymi Ize koordinovat rist kolonii (28,

7. Biologické vlastnosti

7.1. Pusobeni arbutinu na syntézu melaninu

Mezi hlavni oblasti vyuZziti arbutinu patti |écba hyperpigmentace, kterd je zplsobena
nadmérnou aktivitou melanocytl ¢i jinymi poruchami tvorby melaninu. Arbutin je bezpec¢néjsi
nahradou za dfive hojné pouzivany hydrochinon, aglykon arbutinu, ke kterému se vsak

vztahuje fada nezddoucich uginka 121,

7.1.1. Hyperpigmentace
Hyperpigmentace je vysledkem nadmérné produkce pigmentu melaninu v lidské

pokoZce. Na vzniku abnormalit v produkci melaninu se mize podilet hned nékolik faktoru, fadi
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se mezi né nadmérnd expozice UV zareni, vystaveni se nékterym chemickym latkam, uzivani
urcitych lékl, pusobenim mediator( zanétu nebo nemoci spojované s poruchou hormonalni
rovnovahy [, Tyto faktory mohou vyustit v nadmérnou aktivitu melanocytll, kterd je ve

vétsiné pfipadl nezadouci 24,

Vnéjsi faktory vsak nejsou jediné, které vznik melaninu ovliviuji. DlleZitou Ulohu ve
vlastnim vzniku hyperpigmentace hraje klicovy enzym melanogeneze, tyrozindza, ktera

katalyzuje prvni dva kroky syntézy hnédogerného pigmentu melaninu 22,

7.1.2. Tyrosinaza

Tyrosindza je proteinovy komplex, enzym, ktery se fadi se mezi oxidazy. Jednd se o
bifunkéni metaloenzym s dvéma atomy médi, nachazejicimi se v jeho aktivnim misté [®. Je
pfitomen v membrané melanosomd, které se nachazeji v melanocytech, burikach, které jsou
zodpovédné za syntézu melaninu. Tyto bunécné organely jsou pro melanocyty specifické.
Enzym vznika na drovni endoplazmatického retikula, nasledné je prenesen pomoci Golgiho
aparatu do melanosomu, kde probihd syntéza melaninu. Tyrosindza katalyzuje prvni dvé

reakce pfi syntéze melaninu 23,

7.1.3. Syntéza melaninu
Prvni reakci melanogeneze, katalyzovanou klicovym enzymem tyrozinazou, je
hydroxylace tyrosinu za vzniku produktu 3-(3,4-dihydroxyfenyl) -alaninu — DOPA, startovni

produkt syntézy melaninu 24,

COOH  HO COOH
NH, E— NH,
HO HO

Obr. 7: Reakce vzniku DOPA hydroxylaci tyrosinu plsobenim tyrozinazy
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Druhou reakci, katalyzovanou tyrozindzou je oxidace DOPA za vzniku dopachinonu,

ktery je sérii dalSich reakci preménovan az na konecné produkty — Feomelanin a eumelanin

[25],

HO COOH O COOH

NH, P
HO 0

Obr. 8: Reakce vzniku dopachinonu oxidaci DOPA pUsobenim tyrozinazy

7.1.4. Inhibice tyrosinazy arbutinem
Arbutin je inhibitorem klicového enzymu melanogeneze, tyrozinazy. Vratné se vaze na

tyrozinazu a tim inhibuje jeji aktivitu. Zabrafiuje tak oxidaci L-tyrosinu a vzniku DOPA [,

Struktura aktivniho mista tyrozinazy je tvorena Sesti histidinovymi zbytky, které
koordinuji dva atomy médi a tvofi substrat-vazajici kapsu. Substrat je v aktivnim misté drzen
pomoci -t interakci. V této kapse probiha hydroxylace monofenoli za vzniku ortho-difenold,
tato aktivita se nazyvd monofenoldzova. Druha reakce dava vzniku orto-chinonim ze drive

vzniklych ortho-difenol(, tuto aktivitu nazyvame difenolazovou 13,

Arbutin se na misto tyrosinu vratné navaZe do aktivniho mista a znemozni tak jeho
oxidaci. Mechanismus této inhibice je kompetitivni, arbutin tedy soutézi o vazebné misto na
enzymu se substratem, tyrosinem [l Synteticky pfipraveny a-arbutin je aZ 10x siln&j3im
inhibitorem tyrozinazy, nez jeho ptirozené se vyskytujici izomer B-arbutin, jenz nalézdme
v rostlindch 29, Na rozdil od jinych depigmentaénich prostfedkd, arbutin pfimo nezasahuje
do potlaceni syntézy enzymu, tedy do jeho genové exprese, ale pouze do snizeni enzymové

aktivity tyrozinazy (261,

7.2. Antimikrobni vlastnosti

Jako dalsi farmakologicky efekt arbutinu jsou udavany jeho antimikrobni vlastnosti.
Sam arbutin ma antimikrobni vlastnosti, navic se hydrolytickym stépenim rozklada na aglykon

hydrochinon, kterému jsou také pfipisovany antimikrobni a antiseptické u&inky 1271,
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7.2.1. Vyuziti v oblasti Iécby infekci mocovych cest

Za pravdépodobné nejstarsi zplsob vyuZziti arbutinu se povaZuje aplikace pfi infekcich
mocového traktu. Vyuziti vytazkl z Medvédice Iékarské s obsahem arbutinu, ktery vykazuje
protizanétlivé, antimikrobni a antioxidacni ucinky, se jevi jako efektivni a Setrny zp(lsob, jak je

mozno se s témito problémy vyporadat 2,

7.2.2. Infekce mocovych cest

Infekce mocového cest je zanétlivym onemocnénim, pfi které dochazi ke kolonizaci
mocového traktu mikroorganismy. NejcastéjSimi plvodci téchto typld onemocnéni jsou gram-
negativni bakterie zrodu Enterobacteriae, kterymi jsou Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Citrobacter a Enterobacter, dale bakterie Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus a Enterococcus faecalis 1281,

Infekci mocového traktu vsak mizou zpUsobit i gram-pozitivni bakterie a nékteré druhy
hub. Infekci zplsobi vniknuti nékterého ze zmifiovanych mikroorganisml do mocové trubice,
mocového méchyre, v nékterych pripadech agens pronikd az do mocovodu a ledvin. Infekce

vrve

mikroorganismy sndze proniknou do mocového traktu a jsou schopny jej kolonizovat.

Na vzniku infekci mocového traktu se podili nékolik dalSich faktor(, radi se mezi né
pohlavni styk, pouzivani katetru pfi hospitalizacich nebo Spatné socialni podminky. Tyto
infekce jsou také spojovany s koufenim, které je dale vazano na vznik rakoviny mocového
méchyre, nadorové onemocnéni, které je také spojeno s vyssim vyskytem infekci mocovych
cest. U Zen navic pfispivd nespravné pouzivani menstrua¢nich pomucek a postmenopauzni
pokles hormonu estrogenu, ktery zplsobuje zmény vaginalni mikrofléry. U muzi jsou infekce
mocovych cest asociovany s prostatitidou, zanétem prostaty, benigni hyperplazii prostaty a

dal3imi obstrukcemi mo&ovych cest [29],

7.2.3. Lécba infekci mocovych cest

Infekce mocového traktu v urcitych pripadech samovolné vymizi. Malo komplikované
infekce mlzou byt léceny pomoci diuretik a rostlinnych pfripravkd, obsahujici latky
s antimikrobnimi vlastnostmi. Nejpouzivanéjsi pripravky pochazeji z Medvédice |ékarské

s minimalnim obsahem arbutinu danym jako 7,0 % 39,
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Casto se viak voli cesta lé¢by pomoci antibiotik. Tento zp(sob viak skryva nékolik
uskali, diky kterym je Zadouci, aby byla tato Ié¢ba nahrazovana alternativami. Jednim z dvoda
je antibioticka rezistence, stale narlstajici problém, ktery se spolecnost snazi eliminovat
spravné cilenou terapii. UZivani antimikrobnich latek mlzZe zplsobit naruseni stfevni nebo
vaginalni mikrofléry 1. Dal$im problémem ¢&astého uZivani antibiotik je nefrotoxicita, diky

které dochézi k poskozeni funkci ledvin 281,

7.2.4. Aplikace B-arbutinu k lIécbé infekci mocovych cest

stoleti (391, Tato rostlina mlize byt pouzita ve formé &ajl ze susenych listd, tinktury, vytazku,
nebo tuhého praskového pfripravku. Hlavnimi cili terapie jsou infekce mocového traktu
zplUsobené mikroorganismy, kterymi jsou Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Candida
albicans. Studie dokazuji, Ze uZivani téchto extraktd, v nichZz je arbutin majoritni
komponentou, je bezpecny a efektivni zplsob, jak predchazet infekce mocovych cest, stejné
tak jak 1écCit jiz probihajici mikrobidlni napadeni. Arbutin vykazuje také diuretické ucinky, které

mohou byt pfi [é¢bé infekci mocovych cest také ndpomocné B1,

Lécba infekci mocCového traktu samotné podavanym arbutinem je méné efektivni nez
[é€ba vytazkem z Medvédice |ékafské. Tento vytazek totiz obsahuje flavonoidy, mezi nimi

kyselinu gallovou, ktera zabrariuje rozpadu arbutinu 391,

Moc po uzivani vytazku z této rostliny, ktery ma vysoky obsah arbutinu, vykazuje vétsi
bakteriostatické ucinky neZz normalni moc. Arbutin ma antimikrobni aktivitu, kterd je
efektivné;jsi pri alkalickém pH moci, okolo hodnoty 8. Alkalizace moci tak mUizZe prispét k vyssi

efektivité lééebného Gc¢inku arbutinu 271,

7.2.5. Mechanismus uc¢inku
Obé latky, arbutin i hydrochinon, narusuji bunécnou sténu a membranu bakterii.
Bunéénda membrdna je protektivni bariérou bakterii a pti jejim naruSeni dochazi k uniku

intraceluldrniho obsahu mikroorganismu, ktery neni schopen ptezit 32,

Po perordlnim podani se arbutin vstfebava vtenkém stfevé.V jatrech je pak
hydrolyzovan B-glukosiddzou za vzniku hydrochinonu, ktery je ndasledné konjugovan
s kyselinou glukuronovou nebo sirovou. V téchto formach je pak vylu¢ovan ledvinami. Pokud

v mocovém traktu probiha infekce, konjugaty hydrochinonu jsou v mocovém méchyti Stépeny
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zpét na hydrochinon, ktery ma antimikrobni vlastnosti 3. Agkoliv ma sdm arbutin
antimikrobni vlastnosti, hydrochinon ma antimikrobni aktivitu vyrazné vétsi. Lze tak fici, Ze

antimikrobni aktivita arbutinu je pfimo Umérna aktivité enzymu B — glukosidézy 341,

7.2.6. Exkrece

Po rozstépeni arbutinu dochazi k dalsim modifikacim vzniklého hydrochinonu v jatrech.
Nejcetnéjsi slouceninou, kterd je v moci po poddni pfipravku s obsahem arbutinu pfitomna je
hydrochinon konjugovany s kyselinou glukuronovou, reakce probihda pomoci enzymu B-D-
glukuronidazy. Kromé konjugatu s glukuronovou kyselinou se hydrochinon vylucuje i jako
hydrochinon sulfat. Po ¢tyrech hodinach se vyloudi vice nez polovina podaného mnozstvi
arbutinu a po dvaceti ¢tyfech hodinach se vyloudi vice nez 75 % davky v pfislusnych

konjugatech (30311,

7.3. Protirakovinné ucinky

Vedle ucinkli v oblasti reSeni hyperpigmentace, které byly znamy alespon po
poslednich sedmdesat let, se stale vice uvazuje nad vyuZitim arbutinu v potlaceni vzniku
rakoviny, jelikoZ arbutin vykazuje cytotoxické plsobeni proti nékolika lidskym rakovinnym a
nadorovym bunéénym liniim. Vétsina experimentu, které mély za cil dokazat protirakovinné
ucinky arbutinu, byly provadény in vitro, u nékterych pripadl byly prokazany mechanismy

plGsobeni, kterymi arbutin potlaguje nddorové bujeni (11,

7.3.1. Rakovina prostaty

Bylo prokazano, Ze arbutin indukuje apoptézu rakovinnych bunék, je schopen snizit
mnozstvi reaktivnich kyslikovych sloucenin a zvysSit expresi genl, které davaji vzniku
prozanétlivym interleukinlm a tumor nekrotizujicimu faktoru alfa. Témito prostiedky byl
schopen arbutin snizit viabilitu bunécnych linii rakoviny prostaty, avsak aktivita arbutinu,
popfripadé jeho analogl, proti bunéénym liniim rakoviny prostaty in vitro, jakozto potencidlni

prostfedek terapie tohoto typu rakoviny, musi byt blize prozkoumana 1,

7.3.2. Rakovina mocového méchyre

Rakovina mocového méchyre je nddorové onemocnéni, které se vyznacuje nddorovym
bujenim v tkani méchyre. Pro studii zkoumajici ucinek arbutinu na tento typ nadoru byly
vyuzity bunécné linie lidského mocového méchyie TCCSUP (anaplastic transitional cell

carcinoma in the neck of the urinary bladder — anaplasticky pfechodny bunécény karcinom
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kréku mocového méchyre). U koncentraci mensich nez 500 mg/ml arbutin sice nemél pfimé
cytotoxické ucinky proti této bunécné linii, avSak vyrazné snizil jejich proliferaci v zavislosti na
¢ase a koncentraci. Arbutin také narusil bunéény cyklus téchto bunék a inaktivoval
extraceluldrni signdlem-regulovanou kinazu, ktera funguje jako vnitfni reguldtor bunééné
proliferace. Pfedpokladalo se, Ze by arbutin mohl také narusovat bunécény cyklus up-regulaci

cyklin-dependentniho inhibitoru kindzy p21 11,

7.3.3. Rakovina kize

Zkouman byl také i vztah arbutinu k burikdm malignich melanomu. Studie ukazala, ze
arbutin je schopen navodit zmény v expresi genl, z nichz nékteré jsou zodpovédné za
kddovani 26 proteinl. Proteiny s pozménénou strukturou vykazovaly rozlicné funkce, mély
vsak dulezitou roli v oblasti regulace bunécné proliferace, diferenciace, apoptdzy a imunitnich
odpovédi. Tyto proteiny maji vyraznou roli v potlaceni dalSiho vyvoje melanomu a tak aplikace

arbutinu miiZe vést k supresi tvorby tumoru z rakovinnych bunék 271,

7.3.4. Rakovina prsu

Rakovina prsu se fadi mezi nejcasté;jsi typ rakoviny u Zen, |écba bézné probihd pomoci
chemoterapie a radioterapie. Pfi hledani pfirodnich produktd, které by mohly 1é¢bé napomoci,
se prosadil methanolovy extrakt z Pastaly Rozkladité (Turnera diffusa), ktery arbutin
obsahoval, vedle néj se v extraktu nachazel i flavon apigenin. Tento extrakt vykazoval
cytotoxicitu vic¢i nadorovym burikam, které likvidoval cestou apoptdzy. Byly posouzeny také
ucinky Cistého arbutinu proti bunéénym liniim lidské rakoviny prsu a cytotoxicita byla
prokdzana i u néj. Mechanismem ucinku nebyla pouze indukce apoptdzy, ale také zanétliva
reakce a genotoxicita. AvSak pfi nizkych koncentracich se vyskytl opacny efekt. Namisto

indukce se vyskytla inhibice apoptdzy a tim se podpofil rist a prezivani nddorovych bunék 111,

7.3.5. Rakovina délozniho Cipku

Rakovina délozniho Cipku je v dominantnim mnoiZstvi pripad( zplsobena infekci
lidskym papillomavirem. Tento typ rakoviny je nejé¢astéjsi u mladych Zen, které jesté nedovrsily
Ctyriceti péti let. Stejné jako u rakoviny prsu, i u tohoto typu rakoviny byl testovan
methanolovy extrakt z Pastaly Rozkladité (Turnera diffusa), ktery mél znaény obsah arbutinu.
Cytotoxicita byla testovana proti bunéénym kulturam rakoviny délozniho cipku, jak HPV

pozitivnich, tak HPV negativnich.
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Cytotoxicky efekt proti nadorovym burnkam délozniho ¢ipku byl vyrazny neZ proti
nadorovym burikdm testovanych u rakoviny prsu. Cisty arbutin pak vykazoval antiproliferaéni
aktivitu proti témto bunécnym liniim, avSak experimenty neobjasnily mechanismy, kterymi

arbutin proti buné&énym liniim rakoviny délozniho &ipku pGsobi (11,

7.4. Antioxidacni aktivita

Antioxidanty jsou latky, které jsou schopny neutralizovat volné radikdly, které na
organismus nemaji priznivé ucinky a pfispivaji k oxidaénimu stresu, ktery je zplsoben
nepomé&rem pro-oxidagnich ¢initeld a antioxidanttl 3%, Reaktivni kyslikové slouéeniny vznikaji
neuplnou redukci kysliku. Maji dulezitou funkci v regulaci fyziologickych procesd napfic celym
organismem, avsak jejich nadprodukce muze navodit oxidativni stres, ktery je podkladem pro
fadu chorobnych stavli, mezi néZ patfi napriklad nddorové bujeni nebo neurodegenerativni

onemocnéni 3¢,

Arbutin md velice rozmanitou antioxidacni aktivitu a ve srovndni s hydrochinonem
navic neplsobi cytotoxicky, cozZ je jeho hlavni pfednosti, i pres to, Ze proti uréitym typlm
reaktivnich kyslikovych sloucenin a volnym radikal(im je jeho antioxida¢ni ucinek, v porovnani
s hydrochinonem slabsi. Arbutin se pomaleji, avSsak dlouhodobéji, vyporaddaval s 2,2 -azobis
(2-methylpropionamidin)dihydrochlorid peroxylovymi radikaly, které zplsobuji hemolyzu
erytrocytll. Arbutin tuto hemolyzu dokaze potlacit efektivnéji nez hydrochinon. Ve vyssich
koncentracich arbutin chrani kozni fibroblasty pred ucinky téchto radikali, zatimco

hydrochinon vykazoval cytotoxicitu.

Arbutin utlumil oxidativni stres, ktery byl navozen tetrabutylhydroperoxidem pfi lidské
rakoviné jater HepG2 bunécné linie a lidské rakoviné prostaty LNCap bunécné linie.
Genomickad analyza provedena Natalii Polouliakh a kolektivem!* prokazala, Ze v lidskych
koznich fibroblastech po aplikaci a-arbutinu byly pfitomny transkrip¢ni faktory s eventualni
funkci v oblasti hojeni ran, odpovédi na toxicitu a Utlumu nadorového bujeni. a-arbutin také
navodil vyssi expresi Nrf2 transkripéniho faktoru, ktery dale aktivuje cilové geny podilejici se

na antioxidac¢ni aktivité.

Pfi vlastni syntéze melaninu vznikaji reaktivni kyslikové slouceniny, presnéji
hydroxylové radikaly, vznikajici pfi oxidaci L-tyrosinu a L-DOPA katalyzovanou tyrosinazou.

Ukazalo se, Ze arbutin je schopen pfi obou reakcich snizit mnozstvi produkovanych
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intracelularnich hydroxylovych radikal( a tim predchazet ztraté membrdnového potencidlu
mitochondrii. Tyto ptiklady antioxidacni aktivity poukazuji na fakt, Ze arbutin je schopen
ovliviiovat mnozstvi reaktivnich kyslikovych sloucenin, a to pfimym vychytavanim radikald,
které vznikaji pfi samotné syntéze melaninu, nebo nepfimym plsobenim na ovlivnéni
antioxidac¢ni kapacity bunék diky aktivaci transkripénich faktor(i souvisejicich s antioxidacni

aktivitou 1.

8. Mozinosti stanoveni arbutinu vybranymi analytickymi metodami

Arbutin, jakozto bioaktivni latka vyskytujici se v pfirodnich materidlech, je soucasti
kosmetickych ptipravkd a také v mensi mife i potravinovych doplikd. Stanoveni presného
obsahu sledované latky v téchto pfipravcich je tedy v zajmu bezpecnosti v potravinarském a
kosmetickém primyslu. Je také Zadouci stanovit obsah této latky v pfirodnich zdrojich, ze

kterych se ndsledné arbutin ziskava.

V této Casti prace je zminéno nékolik prikladli metod stanoveni arbutinu v rostlinach,

kosmetickych pFipravcich a potravinovych doplncich.

8.1. Upravy vzorkl pred analyzou

Pfed samotnou analyzou je v mnoha pfipadech vhodné provést Upravy vzorkd, diky
kterym bude mozZno provést analyzu. Pomoci téchto kroku Ize analyzu zrychlit, také dosahnout
vetsi vytéZnosti, a predevsim zvysit selektivitu stanoveni odstranénim balastnich sloZek z
matrice. Mezi hlavni Upravy vzorkl v pripadé analyzy arbutinu patfi extrakce arbutinu a jeho
nasledna derivatizace. Témito Upravami Ize minimalizovat matricové efekty, které negativné
ovliviiuji nize zminéna stanoveni 371, Derivatizace se provadi pro Upravu vlastnosti analytu,
napfriklad pro zvySeni tékavosti nebo pro zajisténi odezvy detektoru. Extrakci se nejcastéji

arbutin prevede do vodného roztoku methanolu ¢i do destilované vody.

Jednotlivé kroky upravy vzorku pred jednotlivymi analyzami jsou popsany u kazdé

z popisovanych metod.
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8.2. Separacni metody

Separacni metody jsou postupy, pfi kterych dochazi k déleni jednotlivych komponent
smési na zakladé odliSnych chemickych a fyzikdlnich vlastnosti. Obvykle tak dochazi na zakladé
rozdéleni mezi dvé nemisitelné faze. Mezi separacni metody, kterymi lze arbutin stanovit,
fadime predevsim chromatografii a kapilarni zénovou elektroforézu. Oba zpUsoby jsou

popsany nize.

8.2.1. Chromatografické metody

Chromatografické metody se fadi mezi hojné pouzivané zpUsoby stanoveni arbutinu a
dalSich bioaktivnich latek. Jedna se o separacni metody, u kterych dochazi k rozdélovani latek
na zakladé neustalého ustalovani rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi a latkami,
které se separuji. Nemisitelnymi fazemi jsou faze staciondrni (SF) a faze mobilni (MF). SF je
pevné zakotvena v chromatografické koloné, zatimco MF se ze zasobnikl pres smésovaé MF
do kolony privadi a protéka ji. Kazda latka je na koloné zadrzovana ridzné dlouho a tim dochazi

k separaci jednotlivych sloZzek analyzovaného vzorku.

Podle typu MF Ize chromatografii rozdélit na kapalinovou, kde MF je kapalina, polarni

¢i nepolarni, a plynovou, kde je jako MF pouzivan inertni plyn.

Typy detektor(i na konci chromatografickych kolon je cela skala. Jedna se o nejcastéji
vyuZivané UV/VIS detektory, hmotnostni detektory, DAD detektory. Méné Casto se lze setkat
s chromatografy spojené s fluorescencni detekci, vodivostnim nebo amperometrickym

detektorem 138,

Nejpouzivanéjsi metodou je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), pfi které
Ize vyuZit gradientové eluce, reverznich fazi a modifikacich, které zajisti idedIni podminky pro
separaci danych analytl. Z odborné literatury byly vybrany tfi prace zabyvajici se stanovenim

arbutinu, jez jsou detailnéji komentovany nize.

L. Kvantifikace arbutinu v rostlinné biomase pomoci HPLC
Mezi doposud nevyuZivané, ale presto cenné zdroje fenolickych latek, mezi které patfi
také arbutin, se fadi materidl z ovocnych strom(. Pod timto oznacenim se skryva listi, klra,
pupeny, kvéty a Stépka. Tyto hojné se vyskytujici se materidly tak nabizeji moZnost byt

recyklovany a dale vyuZity v potravinarském, farmaceutickém a kosmetickém priimyslu.
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Vyvinuta HPLC metoda nebyla uréena pouze k detekci a kvantifikaci arbutinu, zabyvala
se i jinymi fenolickymi latkami, mezi které patfi kyselina chlorogenovd, rutin a floridzin. Jeji
soucasti bylo také stanoveni celkové antioxidacni aktivity metodou priitokové injekéni analyzy.
Dalsim sledovanym subjektem byl ménici se fenolicky profil v ramci vegetacniho obdobi

v materialu z ovocnych strom.

Rostlinny material z hrusni byl prfed analyzou homogenizovan pomoci mixéru (listy)
nebo tfeci misky (klra, pupeny, kvéty a Stépka). Zhomogenizovany material se nasledné
podrobil extrakci do methanolu s pfidavkem 0,1 % kyseliny mravenci. Extrakce probihala
v ultrazvukové lazni. Po extrakci nasledovala centrifugace a filtrace pres stfikackovy filtr do

vialky. Takto pfipraveny extrakt lze pfimo davkovat do chromatografického systému.

Analyza fenolickych latek probihala na HPLC systému Shimadzu LC-10 vybaveného
kolonou ASCENTIS Express RP-Amide. Jako mobilni faze byla pouZita smés acetonitrilu a
ultracisté vody, kterd byla okyselena pridavkem kyseliny fosfore¢né na pH 2,2. Separace
probihala za poufZiti linedrni gradientové eluce pfi pritokové rychlosti 1 ml/min. Objem
davkovany na kolonu byl 1 pl. Retenéni ¢as arbutinu je 2,28 min. Detekce separovanych
analyt( probihala pomoci DAD detektoru. VIinova délka pro hodnoceni arbutinu byla 220 nm.
Koncentrace arbutinu byla stanovena pomoci integrované plochy pod pikem a porovnavana

se standardem a potvrzena jeho absorpénim spektrem.

Obsah arbutinu a dalsich fenolickych latek byl prepocitdvan na jednotky mg/g susiny
rostlinného materidlu. Linedrni rozsah metody pro arbutin byl testovan v rozmezi 100-1250
mg/l. MnoiZstvi arbutinu se liSilo v zavislosti na analyzované materialu — kdra, listy, pupeny,

kvéty, plody. Dalsi roli v obsahu arbutinu hralo vegetacni obdobi hrusni.

Nejvyssi koncentrace arbutinu byla zaznamenana v hrusni odridy Grosdemange,
presnéji v jeji klife v obdobi Fijnu a listopadu 2019. Stanovena koncentrace byla 54,61 mg/g.
Naopak nejmensi koncentrace arbutinu byla v plodech hrusné odriidy Konference v srpnu a

4 2019, a to 1,085 mg/g Bl
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Il. Kvantifikace a-arbutinu a B-arbutinu v kosmetickych ptipravcich, lécich a
doplnicich stravy pomoci HPLC

Metoda byla optimalizovana pro sledovani a-arbutinu a B-arbutinu zaroven
v kosmetickych pfipravcich, lécich a potravinovych doplfcich vyuZivd HPLC s hydrofilnimi

interakcemi a efektivné separuje oba izomery.

PFi pouziti HPLC s reverznimi fazemi s kolonami na bazi C18 byl sice arbutin separovan
od méné polarniho hydrochinonu, ale retencni ¢asy jeho a a B izomeru byly velmi blizké a piky
se mnohokrat prekryvaly. S pouZitim SF s poZzadovanymi vlastnostmi umoznujici hydrofilni

interakce se dosahlo lepsi separace a tim rozdilnych retencnich ¢asu.

Pfed analyzou se provadély nasledujici Upravy vzork(l: Precipitace nezadoucich
biopolymerd (napt. kyseliny hyaluronové v kosmetickych pfipravcich) pomoci acetonitrilu.
Diky této upravé se odstranily pfipadné interference, které tyto latky zplsobuji. Po precipitaci
nasledovala centrifugace a filtrace pres nylonovy filtr pro odstranéni supernatantu. Po téchto
Upravach Ize vzorek pfimo ddvkovat na kolonu. Analyty byly davkovany na kolonu Cyclobond
| 2000 pfi 25 °C, se SF tvofenou 5 um silikagelovymi ¢asticemi pokrytymi B-cyklodextrinem.
Jako MF byla zvolena smés acetonitrilu a destilované vody v poméru 92:8 a prlitokem 0,8
ml/min. UV detekce probihala pfi vinové délce 284 nm pomoci DAD detektoru. Pro potvrzeni
identity obou analyti se dodatec¢né stanovovala hodnota mérné otacivosti pomoci

polarimetru.

Metoda vykazovala vysokou citlivost s mezi detekce 0,003 % (w/w) a mezi
stanovitelnosti 0,009% (w/w), ¢imZ je vhodna pro kvantifikaci arbutinu ve velice nizkych
koncentracich. Hlavni prednosti je vsak fakt, Ze pouZiti chromatografie s hydrofilnimi
interakcemi bylo vhodné pro spolehlivé oddéleni obou isomer(, a-arbutinu a B-arbutinu, a to
v ¢ase kratSim nez 10 minut. DalSi vyhodou je kompatibilita precipitace pfi odstranéni
interferujici matrice v preanalytické ¢asti pomoci acetonitrilu, ktery je jakoZto organické
rozpoustédlo dobfe kompatibilni s timto typem chromatografie. Preanalytickd Uprava byla

snadna a odpadla préace s toxickymi ¢inidly pfi derivatizaci 1331,
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. Kvantifikace arbutinu v doplnicich stravy pomoci GC

Technika GS/MS predstavuje dalSi moZnost stanoveni arbutinu. Pfed samotnou
analyzou je vSak potfeba arbutin podrobit derivatizaci, diky které se snizi jeho teplota varu a

bude snaz preveden do plynného skupenstvi, které je potfebné pro ddvkovani na kolonu.

Metoda byla vyvinuta pro uréovani obsahu arbutinu spole¢né s hydrochinonem v bylinnych
pfipravcich na hubnuti, které jsou volné dostupné na trhu v Turecku a obsahuji Vies obecny
(Calluna vulgaris), kterému jsou pfipisovany diuretické, antioxida¢ni a antimikrobni vlastnosti.
Ve vétsSiné pripad(l se jedna o ¢ajové smési. Ackoliv je Ucinek téchto produktl diskutabilni, je

v zajmu verejného zdravi spravné urcit mnozstvi obsahované latky v téchto preparatech.

Pfed samotnou separaci bylo nutno provést extrakci, Ize tak ucinit pomoci destilované
vody nebo methanolu. Nasledné se extrakty podrobi filtraci. Vodny extrakt byl lyofilizovan a
methanolovy extrakt vysuSen do sucha. Pro zvySeni ucinnosti chromatografické separace a
snazsiho prevedeni sloucenin do plynného skupenstvi byla provedena derivatizace
hydrochinonu a arbutinu ve vzorcich pomoci MSTFA (methylsilyltrifluoracetamid). Ke vzorkim

byla pfidana smés acetonitrilu a MSTFA a takto byla provedena silylace hydroxylové skupiny.

Pro kontroly kvality a standardizaci byly pfipraveny roztoky arbutinu a hyrdochinonu,
které se rozpustily v acetonitrilu o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Tyto roztoky byly nasledné
zfedény chloroformem na vysledné koncentrace standartnich roztok( 5, 10, 25, 50, 100, 250

a 500 ng/ml. | u téchto roztokl se provadi derivatizace, stejné jako u analyzovanych vzorka.

Pfipravené vzorky byly ddvkovany pomoci autosampleru ve splitless médu. Davkovany
objem byl 1 ml. Jako nosny plyn bylo pouZito helium s rychlosti proudéni 1 ml/min. Separace
probiha na koloné HP-5 MS dlouhé 30 m s pramérem 0,25 um, pfi gradientu teplot od 100 °C
po 300 °C. Sorbent kolony byl tvofen dimethylpolysiloxanem (95 %) a difenylem (5 %).

Detekce byla umoZnéna pomoci hmotnostniho spektrometru Agilent vrezimu
skenovani vybraného iontu (selected ion monitoring). Separované slozky byly ionizovany
pomoci elektronové ionizace senergii elektrond 70 eV. Detekce iontl probihd na
kvadrupdlovém analyzatoru. Retenéni ¢as pro hydrochinon byl 5,44 minut a pro arbutin 11,32

minut. Poméry hmotnosti a naboje byly pro arbutin 254 a pro hydrochinon 239.
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Obsah obou latek v analyzovanych pfipravcich byl vypocitan pomoci integrace plochy
pod pikem a porovnanim se standardy. Analyzovano bylo celkem 9 bylinnych produktl na
hubnuti, ve kterych byly rozlicné koncentrace arbutinu, pohybovaly se mezi 18.88 ng/ml a

63.43 ng/ml 371,

8.2.2. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

CZE je elektroforetickd metoda, diky které se analyty od sebe navzajem separuji na
zakladé riznych pohyblivosti v elektrickém poli v kapilarach naplnénych elektrolytem. Pohyb
analytd zajistuji dvé sily: elektroforetickd migrace a elektroosmoticky tok (EOF). EOF je
vysledkem ionizace silanolové stény kapilary, ktera se chova, jako by nesla negativni naboj.
Kladné ionty elektrolytu jsou negativni vnitfni sténou kapilary pritahovany a tvofi se tak
elektricka dvojvrstva. Po vloZeni napéti tyto kladné kationty putuji ke katodé a strhavaji
s sebou také anionty. EOF je po dobu separace je v celém profilu kapilary rovhomérné
rozdéleny. Pfistrojové usporadani je jednoduché, skldada se z kapilary, zasobniku elektrolytu,
elektrod, zdroje napéti a detektoru 139,

Popisovand metoda byla uréena ke stanoveni obsahu arbutinu v listech Medvédice
Iékarské, jejiz hlavni fenolickou sloZkou je pravé arbutin, ktery je v této rostliné pfitomen v
rozsahu 6-15 %.

Listy Medvédice lékarské je nutno vysusSit a pomlit. Takto zpracované listy byly
nasledné 30 minut za varu extrahovany do destilované vody, extrakt se prefiltroval a filtrat se
podrobil centrifugaci. Supernatant se poté naredil na poZzadovany objem. V této fazi pfipravy
byl ke vzorku pridan vnitfni standard, resorcinol, ktery se v listech analyzované rostliny
pfirozené nevyskytuje. Takto pfipraveny vzorek byl aplikovan k anodickému konci kapilary.
Zénova elektroforéza probihala v prostfedi boratového pufru pfi pH 9,5. Separace byla
uskuteénéna v kfemenné kapilare pfi sile elektrického pole 350 V/cm a elektrickém proudu 70
MA.

Detekce analytu probihal pomoci UV spektrometru, pfi vinové délce 214 nm.
Absorbance se ndasledné prepocitala na mnozstvi analytu ve vzorku. Pomoci CZE doslo
k separaci jednotlivych komponent z listd Medvédice |ékarské, jako prvni byl detekovan
arbutin, nasledné vnitini standard, resorcinol, déle hydrochinon, a nakonec kyselina gallova.

V3echny tyto slozky byly ve vzorcich navzdjem dobfe rozlisené 149,
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8.3. Spektrofotometrie

Mezi méné pouzivané metody stanoveni arbutinu patfi spektrofotometrické metody,
které jsou zaloZené na principu méreni absorbance daného vzorku. Pomoci kalibracnich kfivek
je pak moino kvantifikovat stanovovanou latku. Jedna se o metody, které jsou levnéjsi nez
metody separacni, mezi néz se fadi nejpouzivanéjsi HPLC, avSak nemohou nabidnout
odseparovani jednotlivych komponent analyzovaného materidlu. Dale je potfeba ke zvyseni
selektivity stanoveni arbutin vhodné derivatizovat na produkt, ktery absorbuje viditelné
zareni. Nevyhodou jsou interferujici barevné Ilatky, které nasledné zkresluji hodnoty
absorbance. V nasledujicich dvou podkapitolach jsou predstaveny dvé metody, které byly

vyvinuty s cilem zajistit levny, pfesny a jednoduchy zpGsob kvantifikace arbutinu 1,

I Pfimé spektrofotometrické stanoveni — komplexotvorna reakce arbutinu a FeCls

Arbutin v pfitomnosti chloridu Zelezitého tvori komplex Zlutozelené barvy. Tato reakce
probihd prakticky ihned za laboratorni teploty. Vznikly barevny roztok se nasledné prevede do
kyvety a méfi se jeho absorbance pfi vinové délce 292 nm. Koncentrace arbutinu v roztoku se
uréi pomoci vypo¢tu zrovnice kalibraéni kfivky 1. BohuZel tato prace popisuje pouze

optimalizaci derivatizacni reakce bez aplikace na redlné vzorky.

1. Neprimé spektrofotometrické stanoveni — oxidace arbutinu jodistanem
draselnym

Nepfimého stanoveni obsahu arbutinu miZe byt dosazeno jeho oxidaci pomoci
jodistanu draselného, ktery je v pfipadé nepfimého stanoveni v nadbytku. Zbyly jodistan
v pfitomnosti jodidu draselného v mirné zasaditém prostiedi pfi pH 8, které zajistuje boratovy
pufr reaguje za uvolnéni ekvivalentniho mnozstvi jodu. Mnozstvi vzniklého jédu odpovida
mnozZstvi nezreagovaného jodistanu draselného. K analyzovanému vzorku s obsahem
arbutinu v destilované vodé se pfida jodistan draselny v nadbytku a smés se necha 20-25
minut inkubovat pfi pokojové teploté. Mirné kolisani teploty mezi 15 a 25 °C nema témér
zadny efekt na oxidacéni reakci. Hydroxylové skupiny arbutinu jsou oxidovany na keto a
aldehydové skupiny. K nezreagovanému jodistanu se pfida jodid draselny a dochazi k uvolnéni
jodu. Mnozstvi uvolnéného jodu je nasledné méreno spektrofotometricky pti vinové délce 351
nm. Mez stanovitelnosti této metody je 25 pg arbutinu /ml. Timto zplsobem lze stanovit skalu

latek, mezi néZ patfi hydraziny, fenoly, thioly, katecholaminy a derivaty téchto slou¢enin 411,
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Obé vyse popsané metody byly vyvinuty za pouZiti Cistych roztokl arbutinu. Lze tedy
predpokladat, Ze pro jejich vyuZiti k analyze realnych vzorkl by bylo zapotfebi pred vlastni
analyzu zaradit Zadouci kroky, vedouci k potlaceni matricovych efekt(, specifickych pro dany

analyzovany materidl (kosmeticky produkt, doplnék stravy, ¢i rostlinny material).

8.4. Elektrochemické metody

Mezi velice citlivé metody kvantifikace analyt( patfi elektrochemické metody. Stejné
jako u spektrofotometrickych metod se jednd o levnéjsi a snaze proveditelny zplsob
stanoveni. NiZe predstaveny je zpUsob kvantifikace arbutinu jimZ je metoda diferencni pulzni

voltametrie.

Diferencni pulzni voltametrie (DPV)

Posledni predstavenou metodou je stanoveni arbutinu v kosmetickém ptipravku za
pouziti diferen¢ni pulzni voltametrie. V pribéhu méreni je na elektrody vkladan vzrlstajici
potencial s pulsy. Pozorovanou veli¢inou je elektricky proud (l), ktery je sniman pred(l1) a po
vloZeni pulsu (I2). Nasledné se hodnota pfed pulsem odedte do hodnoty po pulsu a zanese se
do grafu, vysledkem meéreni je pik, jehoz vrchol odpovida koncentraci analytu a hodnota
napéti, pfi které bylo dosazeno maxima, odpovidd pllvinovému potencidlu, ktery je
kvalitativnim ukazatelem. Pfi DPV se eliminuje zdroj Sumu, kterym je kapacitni proud a tim

dochazi ke snizeni limitu detekce.

PFi voltametrii je generovany proud pfimo Umérny koncentraci analytu, je vysledkem
redoxnich déji probihajicich na elektrodé. Diferencni pulzni voltametrie pak umoznuje

stanovit latky ve velice nizkych koncentracich a s vysokou citlivosti 421,

DPV vyuziva tfi elektrod: Pracovni elektroda — Uhlikova pastova elektroda (CPE),
referentni elektroda — Argentochloridova s 3 M KCl a pomocna elektroda — Platinova. CPE
elektrody se skladaji z elektrodového pouzdra, do kterého je plnéna uhlikova pasta, jejiz
hlavnimi komponentami jsou uhlikovy prasek a kapalné pojivo. CPE je cCasto vyuzivana pro
svou vysokou citlivost, nizky rezidudlni proud, finanéni nenarocnost, obnovitelnost a

reprodukovatelné vysledky (431,

Elektrody mohou byt modifikovany pouzitim nanocastic na jejich povrchu, ¢imz lze

vylepsit jejich vlastnosti, mezi které patfi mechanicka pevnost, vétsi povrch, chemicka
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evvs

oxidy kovl (napfiklad oxidy Zeleza, titanu, médi) (421,

Méreni probihalo v kyselém prostredi Brittonova-Robinsonova (BR) pufru na hodnoté
pH 2 431, Kyselé pH zajistuje protonizaci hydroxylové skupiny na molekule arbutinu a tim

zlepduje jeho interakci s povrchem elektrody a vykazuje nejlépe kvantifikovatelny pik (42,

Zasobni roztok arbutinu pro kalibracni roztoky byl pfipraven rozpusténim presné
navazky arbutinu v destilované vodé. Pfi promérovani kalibraéni kfivky byly pouZity kalibraéni

roztoky v rozsahu 1x10-4 az 4x10-6 mol/l v BR pufru o hodnoté pH 2.

PFistroj pouzity k méreni byl Eco Tribo polarograf, Software Polar Pro v. 5.1 (Polaro-
Sensors, spol.s.r.o., Praha). Realnym vzorkem v této analyze byl kosmeticky krém Unitone 4 a-
arbutin. Sledovana latka, v ném zaujima 2 %. Redlny vzorek se extrahoval do methanolu a do

destilované vody. Ve vodé nedoslo k Uplnému rozpusténi matrice vzorku, v methanolu ano.

Pomoci akumulacniho kroku po ¢ase 10 minut nedoslo ke zvySeni citlivosti. Mez

detekce byla stanovena jako 0,73x10° mol/l a meze stanovitelnosti 2,42x10°® mol/I.

Na readlnych vzorcich kosmetického krému, které byly extrahovany do methanolu,
metoda poskytuje vysokou opakovatelnost a velmi dobrou shodu namérené hodnoty s
uvedenym obsahem stanovované latky v krému. Vzorky rozpustény v destilované voné
nedosahuji tak dobrych vysledkd, jako ty extrahované do methanolu. Neuplné rozpusténi
krémové matrice kosmetického pripravku zamezilo Uc¢inné extrakci arbutinu a tim doslo ke

zkresleni naméfenych hodnot 431,

34



Sumarizace metod stanoveni arbutinu

Tabulka 1: Souhrn popisovanych metod

Princip metody

SEPARACNI

SPEKTRALNI

ELEKTROCHEMICKE

Metoda
HPLC

HPLC s hydrofilnimi
interakcemi

GC
CZE

Komplexotvorna reakce
s FeCl;

Reakce s KIO4

DPV

Analyzovany material
Rostlinna biomasa
Potravinové doplriky,
Iéky, kosmetické
pfipravky
Potravinové doplriky
Rostlinny material

Kosmetické pfipravky

35

Detekce
DAD detektor

DAD detektor

Hmotnostni spektrometr
UV spektrometr

Detekce barevného
produktu pomoci
spektrofotometru
Detekce barevného
produktu pomoci
spektrofotometru
Polarograf

Ref.
(3]

[33]

[37]
[40]

[41]

[41]

[43]



9. Zaveér

Tato bakalarskd prace sumarizuje predevsim informace o arbutinu a jeho biologickych
vlastnostech. Jakozto fenolickd bioaktivni latka ma arbutin Siroké spektrum vyuziti napfic
obory mediciny. Jeho nejcastéjsi vyuZziti se vSak nachazi v |écbé hyperpigmentace a infekci
mocového traktu. Dalsi pfednosti jsou jeho antioxidacni Uc¢inky a také jeho moznosti aplikace

v protinddorové |éCbé, kterd je prozatim stale ve stadiu vyzkumu.

Dale prace stru¢né sumarizuje moznosti stanoveni arbutinu rlznymi analytickymi
technikami. Mezi nejvyuzivanéjsi metody stanoveni, jak v rostlinném materidlu, ze kterého lze
arbutin ziskat, tak v produktech, ve kterych se arbutin jakoZzto Gcinna latka nachazi, se radi
separacni metody, presnéji vysokoucinna kapalinova chromatografie s DAD detekci, metodou,
ktera je rychla a separacné ucinnd a vedle arbutinu lze analyzovat i dals$i komponenty daného
analytického vzorku. Ddle Ize arbutin stanovit plynovou chromatografii s hmotnostni detekci,

kapilarni zénovou elektroforézou, diferencni pulzni voltametrii nebo spektrofotometricky.
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