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ABSTRAKT

Fytoestrogeny jsou rozmanita skupina rostlinnyclyfpaold, které jsou schopné aktivovat
estrogenové receptoryid¥aznou wtsSinu @ijima lidské €lo potravou a to rostlinou ale
i Zivoc¢isnou. O vlivu fytoestrogeénna lidsky organismus je vedebada studii, nicmén
mnohé vysledky jsou nejednotné.

Bakal&ska prace se zabyva chemickou strukturou fytoestiggejich (tinkem na lidské
zdravi, zdroji fytoestrogdéna to zdroji rostlinnymi i zivéisSnymi, chemickym stanovenim

a potravinovymi dogiky na bazi estrogein

Kli¢ova slova: fytoestrogeny, s6ja, menopauza

ABSTRACT

Phytoestrogens are a diverse group of vegetablgplpehols capable of activating
estrogenic receptors. Overwhelming majority is takeby the human body in the form of
food, both — vegetable and animal. There is a nunolbestudies concerned about the
influence of phytoestrogens on a human organismyeler many of the results are

disunited.

My bachelor’'s thesis focuses on the chemical atrectf phytoestrogens and their impact
on human health. It further examines the vegetabteanimal sources of phytoestrogens,

chemical determination and food supplements omgsiic basis.

Keywords: phytoestrogens, soya, menopause
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UvoD

Fytoestrogeny jsou fpozené aktivni latky obsazené v rostlinach, u igis&Zivatichu
a uc¢lovéka jsou charakterizovany afinitou k estrogennimuwepeoru. Chemickou
strukturou jsou fytoestrogeny vzdalené estragenspolénym rysem je fenolové jadro
v molekule, které umadgitije vazbu na estrogenni receptor s naslednou mietaino

aktivitou a vyliovanim podob&jako endogenni estrogeny.

Fytoestrogeny maji mnoho pozitivnictinika na lidské zdravi, ale stale existuje velkda
otadzek tykajicich se @psréni mechanizmu ¢inku a gedevsim ovliviini zdravicloveka

pti dlouhodobém uzivani.

Jiz vice nez dv desitky let jsou fytoestrogeny povazovany za mfrgstedek k tlumeni
symptonii menopauzy. Na sdasném trhu je moment&nvysoké mnoZzZstvitiznych
preparai na bazi fytoestrogeénve fornt tablet, které jsou hofn uzivany zenami
v pitechodu. Otazkou je, zda maji skirg takovy &inek, s jakym jsou ffljimany, nebo

zda jejich uzivani negsobi na psychiku Zeny jako placebo efekt.

Na zaklad preklinickych studii se u fytoestrogenpiedpokladaji pozitivni &inky
na metabolismus kosti, kardiovaskularni systéemowentorické symptomy a snizeni rizika

rakoviny prsu.

Pro lidskou populaci je hlavnim zdrojem fytoestmgeotrava, ale neni zanedbatelna
ani expozice environmentalnich estrofietzv. xenoestrogen NejvyznamgjSim zdrojem
fytoestrogei je ovoce a zeleninajigvazié vSak luséniny, séja, boby, jetel a vaégka.
Mezi dalSi zdroje pétvSak i Ziv@isné tkar a produkty, nehibstale vice hospodskych

zvitat je zkrmovano rostlinnymi moukami, které obsakygfoké mnozstvi fytoestrogén

Pro stanoveni jednotlivych fytoestrogejsou uzivany rozéiné analytické metody. Velmi
dulezity je prvni krok stanoveni a tim jéiprava vzorku dle toho, jakd metoda je nastedn
pouzita. Ke stanoveni a identifikaci jednotlivygiidestrogei jsou nejldZreji pouzivany

metody chromatograficke.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

|. TEORETICKA CAST
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1 CHEMICKA CHARAKTERISTIKA FYTOESTROGEN U

Fytoestrogeny séadi mezi fenolové sl@eniny, svym dinkem gFipominaji pohlavni
hormony estrogeny. V rostlinach se nachazeégv@zre jako konjugované glykosidy.

Ve fermentované potrawe forme aglykoni.

Latek s estrogennimicinky je zndmo wBkolik desitek, vyskytuji se zhruba v 300 druzich

rostlin. Hlavnimi fytoestrogeny jsou: [1]

« Isoflavony,
* prenylflavonoidy,
* pterokarpany,

e lignany .

1.1 Isoflavony

Isoflavonoidy jsou skupinou flavonoidnich latek eykijicich zné biologické &inky.
Vyskyt isoflavonoidi, kterych je znamo asi 200, se prakticky omezujtudniny (Celed’
bobovitych Fabaceag kam nap. nélezi séja stinata Glycine max V menSim mnozstvi
se isoflavonoidy vyskytuji také wkterych dalSich rostlinnychéeledich, nap
laskavcovitych  Amaranthaceae nosatcovitych Ifidaceag, moruSovnikovitych
(Moracea@ a rmizovitych Rosaceae Hlavnimi gedstaviteli isoflavonoidnich latek jsou
isoflavony (slodeniny isomerni s flavony). Isoflavony a&které jejich derivaty sdéadi
mezi toxické latky, neltbvykazuji estrogennidinky. Nékteré isoflavony vykazuji také

antimikrobialni a dalSi biologické&iinky. [1]

Poprvé vyvolaly isoflavonoidy zajentdca ve 40. letech, kdy se ukazaly byt zodgave
za poruchy porodnosti ovcfippasani velkého mnozstvi jetele, a jejich esmageaktivita
se stala fedmétem dalSiho zkoumani. Prokazalo se, Zmek t€chto latek nespova
pouze vV interakci s estrogennimi receptory, aleé takinhibici rékterych dilezitych
enzymi, predevsSim tyrozin proteinkinas a topoisomeras, zayoje v procesech
buné¢ného fistu a proliferace. [2]

Isoflavony se vyskytuji igvazrie jako 7f-D-glukosidy. Glykosidem daidzeinu (7,4'-
dihydroxyisoflavon) viz obr. 1 je daidzin, genistei(5,7,4'-trihydroxyisoflavon) viz obr. 2
genistin, formononetinu (7-hydroxy-4‘-methoxyisaftan) viz obr. 3 ononin, glyciteinu
(7,4'-dihydroxy-6-methoxyisoflavon) viz obr. 4 gigio. Prekurzorem daidzeinu,

formononetinu a glyciteinu je flavon liquiritigeni¢v,4'-dihydroxyflavanon) viz obr. 5,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

prekurzorem genisteinu a biochaninu A je naringer($)7,4'-trinydroxyflavanon)
viz obr. 6. Kron¢ téchto slodenin se v menSim mnoZstvi vyskytuji volné isoflayon
a acetylderivaty glykosid které jsou produkty dekarboxylace tighusnych
malonylestei. [1]

OH

HO uj

Obr. 1 Daidzein [3]

Obr. 4 Glycitein [4]
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OH

H O D xxxx\‘:‘\-@/

Obr. 5 Liquiritigenin [4]

D’H o
H
ho o =
%DRH

Obr. 6 Naringerin [4]

1.2 Prenylflavonoidy

V bobovitych rostlinach se nachazi také mnoho lipafh prenylovanych isoflavan které
jsou ve srovnani sipodnimi isoflavony d@inngjSimi latkami obrannych mechanigmigi
patogennim mikroorganisim a ziva@&isnym Skidcim. Vznikaji prenylaci isoflavonovych

prekurzofi dimethylallyl-difosfatem. [1]

1.2.1 Prenylflavonoidy chmele

S fenylovymi isoflavony jsou ifbuzné fenylové flavonoidy nachézejici se ve zialyc
samtich kwtenstvich chmele ot&vého Humulus lupuluséeled” Cannabinaceae Jejich

mnozZstvi zalezi na klimatickych podminkach atodrchmele. [1]

Pouze gkolik mélo vysSich rostlin umi syntetizovat fenyoflavonoidy, asi 5% znamych
fenylovych flavonoid pochazi zchmele. Rostlina biosyntetizuje a delkeet
prenylflavonoidy spolu s chmelovymi prydikgemi a silicemi do lupulinovych Zlazek.
Chmelové hlavky obsahuji pamé velké mnozstvi flavonoid s fenylovym nebo
uranylovym substituentem na kruhu A. Vice nez 809@2% z nich tvéi xanthohumol
(XN) viz obr. 7 v mnozstvich 0,2 az 1,1 hm.% v sa&hmele, ktery fechazi do piva

v izomerizované form jako isoxanthohumol (1X) viz obr. 8. Déle je v célm zastoupen
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desmethylxanhtohumol viz obr. 9 -5%) a xanthohumol C -2%), ostatni

prenylflavonoidy se whmelu vyskytuji pouze ve stopovém mnoz<[5]

C|H2
HO a CH
0

CH, CH

Obr. 7 Xanthohumol [4]

E Cle 5

e

Obr. 8 Isoxanthohumol [4]

Obr. 9 Desmethylxanthohumol [4]

1.3 Pterokarpany

Pterokarpany jsou skupinou modifikovanych isoflavidi vyskytujicich se malém
mnoZstvi vbobovitych rostlinachégled” Fabaceag i v rostlinach gkolika dalSichceledi.
Typicky se zde jako fytoalexiny upiatji piéi ochraré proti patogeiim. Na rozdi
od vétSiny isoflavonoid jsou syntetizovany jako reakce na bioticky a ablkgt stres.

Jejich dilezitymi prekurzory jsou isoflavony daidzein a famnonetin
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V kli¢cich sd@jovych bob i vdalSich lu&ninach je obsazen spoluisoflavonem
formononetinem jako hlavni estrogen kumestrol biz. 10) \ mnoZstvi 0,0-0,2 mg.kg'".

Obr. 10 Kumestrol [3]

Béhem klteni roste jeho koncentrace -150 krat. NejvysSi mnestvi kumestrolu je
obsaZeno vslupkéach bob. Estrogenni aktivita je -40 krat vySSi nez aktivita isoflavon
V menSim mnozstvi byvaji fipomny dalSi pibuzné sloteniny, jako je medikarpir
lucernol, sativol a dalSi. Kumestrol je také hlamréstrogenenvétSiny picnin (jetelovin)
nag. vojtésky (tolice setéMedicago sativh kde jej doprovazi fiedevSimmedikarpin,
maackiain (viz obr. 11) se nacha: cizrré¢ berani Cicer arietinum), pisatin (viz obr. 12
v hrachu setémPjsum sativur), faseolin (viz obr 13) ve fazolu obecnénPhaseolus

vulgaris) a glyceolliny (viz obr. 14) soji lustinaté Glycine mak

Podle struktury se pterokarpanyé¢lid na jednoduché pterokarpany (medikar
smethoxylovou skupinou, maackiain methylendioxyskupinou) a pterokarpe
(kumestrol), 6axydroxypterokarpany (pisatin), nichz rekteré, jako je glyceollin I

s prenylovym sbstituentem na furanovém kruhu, maji kompg&i strukturu[1]

HO

Obr. 11 Maackiain [6]
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Obr. 14 Glyceolin [6]

1.4 Lignany

Lignany tvai jednu zbohat zastoupenych, biogenetickyilpuznych a tudiz i struktuér
vymezenych a charakteristickych skupin fenylpropainoJejich struktura je podmina
jejich vznikem zredukované formy zakladnich, bimeticky klicovych meziproduki
Sikimatové drahy, tj. alkoholi pochazejicich kyseliny skdicové, -kumaroveé a dalSich
biogenetickych ekvivalefit Lignany jsou striktéd definovany jako dimery vznikl
oxidativni dimerizaci dvou fenylpropanovych jedriotpojenych centralnimi uhliky jejic

propanovych bénichtetézi v polohach C-8 a C-8'. [7]
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Naslednymi transformacemi lignarse pak rozsuje jejich strukturni variabilita o dalSi
piibuzné struktury, jakymi jsou norlignany nebo calyio VSechna jina spojeni dvou
fenylpropanovych jednotek pak tiqiibuzné struktury nazyvané neolignany. Biosyntéza,
ktera kombinuje fenylpropanoidy s latkami jinéhoodenetického fovodu, poskytuje
takzvané hybridni lignany. Celéd lignanova rodintekpresahuje uz tisicovku jeditic

a neustale jsou publikovany dalSi noveé latky tohppu. [7]

Znamo je gkolik stovek lignafi. Podle stup& oxidace skeletu se rozeznavékolik
skupin slodenin, z nichZ maji v potravitgkych materialech nej{si vyznamctyii typy

linearnich lignan: [1]

» lignany, derivaty butanu nazyvané takeé diarylbuidy¢viz obr. 15),
* lignanolidy, derivaty butanolidu,
* monoepoxylignany, derivaty tetrahydrofuranu,

» bisepoxylignany (viz obr. 16), které jsou derivaty-dioxabicyklo[3.3.0]oktanu.

Obr. 15 Diarylbutanoid [6]

Obr. 16 Bisepoxylignany [6]
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DalSi cyklizace, kdy vznikd nova vazba C-7/C-6'Qspytuje cyklolignany, které lze
povaZovat za derivaty tetrahydronaftalenu nebcafeiti.

Nejdéle znamym lignanem typu diarylbutanoige nordihydroguajaretova kyselina
(NDGA, viz obr. 17), jejiz biosyntéza vychazi zfeafylalkoholu. V 50. a 60. letech
pouzivana jako antioxidant, zprvu ve farmryskyi¢natého produktu severoamerického
stalezeleného kreosotovéha&d arrea tridentata celed’ Zygophyllaceaga pozdiji jako
synteticka latka. Antioxidmi vlastnosti ma podobné gallat, ale pro nefpiznivé

toxikologické hodnoceni jiz dnes nema praktickyngm. [1]

HO
A
OH

OH
Obr. 17 NDGA [4]

Z koniferylalkoholu vychazi biosyntéza bisepoxyhkgmu (+)-pinoresinolu, ktery je
prekurzorem mnoha dalSich bisepoxylighaz nichZz nejvyznamijSi je (+)-sesamin
(viz obr. 18). Sesamin je ve vysSich rostlinach gorozstenou slodeninou, ve ¥tSim
mnoZstvi se nachazi v sezamovém oleji ziskavanésemen sezamu indického, ktery je
velmi odolny wi¢i autooxidaci. Hlavnimi sloZkami semen jsou sesaraisesamolin
(viz obr. 19), v menSim mnoZstvi jgifpmen pipritol, sesamolinol a dalsi. Sesamin ma
krom¢ vyraznych antioxidénich &inka rovnéz insekticidni dinky. Za vlastni antioxidant
se povazuje sesamol (viz obr. 20), ktery je v maténozstvi pitomen jiz v semenech. Ve
vétSim mnozstvi vSak vznika az hydrolyzou samolitiurgfinaci oleje a i termickych

operacich. [1]
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Obr. 19 Sesamolin [4]

OH

0
o—/

Obr. 20 Sesamol [4]
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2 UCINEK FYTOESTROGEN U NA LIDSKE ZDRAVI

Fytoestrogeny (FE) ip dlouhodobém uzZivani mohou spoligpbit na cilové tkan
s zivaisnymi estrogeny, ale mohou byt i antagonisty, mbkazbou na estrogenni receptor
(ER) blokuji &inek endogennich estrogerPisobeni FE je vyrazisi u Zzen v menopauze,
kde chybi fisobeni ,silnych* estrogén které maji vyssi afinitu k ER. Vyznamnou
vlastnosti isoflavol je Kinek na jatra, kde zvySuje tvorbu SHGB (sex horrbording
globulin). Tyto globuliny potom v krvi sikhvazi estrogeny, ale i androgeny, tim snizuji
jejich biologickou dostupnost v tkanich. FE mohoulivaiovat hormonalni hladiny
prostednictvim enzym. Inhibici aromatadz v cilové tkani limituji lokalnkonverzi
prekurzofi na estrogeny. Inhibici aktivity specifickych tynokinaz, enzymi nezbytnych
pro zprostedkovani dinku rastovych faktodi, mohou byt FE chapany jako latka
protinddorova. R nadorovém istu je novotvorba cév nutnym procesem Kk wyZiv
rostouciho nadoru. ®tové faktory produkované samotnymi nadory tentoces

podporuji. Isoflavony naopak neovaskularizaci inifiild8, 9]

2.1 Kardiovaskularni onemocnéni

Fytoestrogeny mohou mit pozitivni vliv na stdeonemociini prostednictvim sniZzovani
koncentrace lipil a lipoproteiri v plazngé. SniZzovani hladiny cholesterolu u ati
séjovymi proteiny je znamé uz delSi dobu, al&lavéka byl tento vliv popsan nedavno.
NejvySsi @inek byl zaznamenan wdah dobrovolnik, ktefi méli na za&étku pokusu
nejvyssi hladinu cholesterolu. Tou#e byt divod, pr@ jiné studie vliv fytoestrogen
na snizovani cholesterolu nenalezly. Ani pozitimysledky dalSich pokus neginesly
jednoznénou odpo¥d, neba@ v nékolika pripadech byly fipsany Spatnému vyhu
a velikosti sledované skupiny osol¥igadré jinym sloZzkam podavanéhaipravku nez
isoflavormim. Isofalvony séji mohou stabilizovat LDL lipopratg proti oxidaci, u niz se
piedpoklada, Ze probiha v artériich a je povaZzovangednu z moznychi@in vzniku
isoflavony byly &inné még. Vezmeme-li v Gvahu, Ze isoflavony zlepSuji vatadci
u Zen v postmenopauze, jsou jasnymi kandidaty girmau prevenci aterosklerosy. [10]

Existuje rekolik klinickych studii, které zkoumaly, jestli médytoestrogeny vliv na KVO,
nebo séjové isoflavonoidy maji schopnost snizovatlihu celkového cholesterolu, LDL
cholesterolu a zvySeni HDL. Jedna ze studii zkoamdiv isoflavori na vyvoj

plazmatické koncentrace homocysteinu, LDL cholesterHDL cholesterolu, celkového



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

cholesterolu a triglycerid Ugastnilo se ji celkem 90 zdravych Zen v postmenclaim
véku. V8em byl pi vstupni prohlidce zgfen tlak, probhla antropometrie a byly
zaznamenany vysledky laboratorniho vi@et krve. Poté probihal pravidelny dentijgm
preparatu obsahujiciho 29,8 mg genisteinu, 7,8 amdgdinu a 2,4 mg glyciteinu. Polovina
vSak uZivala placebo. Po uplynuti Sestésimi byly opst stanoveny plazmatické
koncentrace vySe uvedenych latek. Skupina uZzivagoflavony ngla plazmatické
koncentrace homocysteinu, LDL cholesterolu, celkavéholesterolu a triglycenidnizsi
a koncentrace HDL cholesterolu vy33i porovnani s vychozimi hodnotami. Drubast

Ucastnic studie uZivajici placebo nevykazovala Z&takésticky vyznamné zény. [11]

2.2 Nadorova onemocgni

Nekteré difenolické fytoestrogeny s hormonalni akéivi maji antikarcinogennicinky,
jsou to pedevsim isoflavonoidy a lignany. Prekurzorchto biologicky aktivnich
slowenin se nachazeji v séjovych bobech, celozrnnyaieat®ich vyrobcich, tznych
semenech a pravpodobr v ofechach. Rostlinné lignanové a isoflavonoidové ghyttp
jsou stevnimi bakteriemi fevadny na slodeniny se slabou hormonalni estrogenni
aktivitou, ale také s antioxidai aktivitou. Maji tedy nejenom vliv na metabolissnu
pohlavnich hormaina jejich biologickou aktivitu, ale ovliwji také intracelularni enzymy,
syntézu proteil, pasobeni #istového faktoru, proliferaci malignich biky diferenciaci.
Epidemiologické studie toto zjiSti potvrdily, jelikoZz nejvysSi hladinyéthto slodenin
jsou gitomny v potra¢ v téch zemich¢i regionech s nejniz§im vyskytem rakoviny.
Za zminku stoji, Ze antibiotika snizuji vznik eggonich a antikarcinogennich latek

z rostlinnych prekurzarve stevech.

Isoflavonoidové fytoestrogeny se vazi na estroggmegeptor a vykazuji slabé estrogenni
Ucinky. Neékteré isoflavonoidy a lignany saiii o vazebné misto receptoru s estrogenem.
Mnoho rostlinnych lignain ma antikarcinogenni, antiviralni, baktericidni umdistatické
acinky. VétSina lignal a flavonoidi jsou pouze slabymi inhibitory rakovinotvornych
procesi, ale diky znéané¢ velkému obsahu v rostlinné stéaje zajiS€na jejich dostata
koncentrace v organismu, aby se sniZilo riziko kuréstrogen-dependentni rakoviny. Zda
se, ze lignany a isoflavonoidy maji projektivniiretici nékolika typim rakoviny (prsu,
prostaty, tlustého &tva). [3]

Spolehlivym ukazatelem ohlegéimobsahu a biodostupnosti fytoestrogige vylucovani

jejich metabolit mogi. NiZSi riziko vzniku rakoviny prsu maji pacientky vySSim
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obsahem metabolitv masi. Dale byla provedena studie ta jiZ nemocnych pacientek,
ta vykadzala mnohem nizSi hodnoty, nez u zdravyam x&SSi pijem isoflavonoid

a produki ze Inu se prokazuje vyrazmizSim obsahem genotoxickych estrogennich
metabolit v mati. Jsou #i hlavni cesty metabolismu estrogenV prvni cest

se metabolisuje estradiol a estron. V druhych dwestach vznikaji l&hydroxyestrogen

a 4-hydroxyestrogen, které  vykazuji  genotoxické stwlasti.  Metabolity 2-

hydroxyestrogeny maji projektivnéinek na vznik rakoviny. [12]

2.3 Fytoestrogeny a kostni tkd

Rada laboratornich experiménin vivo i in vitro doklada stimul&ni vliv isoflavonoid

na kostni tka jak prostednictvim estrogenovych recepiprtak mechanizmy na ER
nezavislymi. Isoflavony zvySuji syntézu vitaminu &imuluji @gijem vapniku a zvysuji
diferenciaci a proliferaci osteobléastKlinické studie tyto z&ry potvrzuji jen v omezené
miie. Literatura rové& neni jednotnd v nazoru na to, jaké davky jsotgbat pro dosazeni

efektu.

Metaanalyza Cornwellove, a kol. z roku 2004 uvaaitvni vysledky pro 11 z 15 tehdy
hodnocenych studii, které se zabyvaly vlivem fytaggeni na kost. Sotasny pehled
Babera zahrnuje dvanéct praci, z nichz pozitivrslagky udava sedm. Japonsti &uto
Uesugi, a kol. udavaji jako davku isoflavgnktera jiz snizuje Ubytek kostni hmoty
v menopauze, 40 mg/deniigemz vyrazgjSi efekt byl pozorovan u producentek equolu.
Evropské a americké studie udavaji pozitivni vibwgkle az pi dennim pijmu isoflavori

v rozmezi 76-120 mg/den. LepSi vysledky, charakterné nérstem kostni hustoty
v oblastech bederni pége proximalniho radiu a ulny, byly dosazeny pouwasné
suplementaci kalciem a vitaminem D. Pouze jednalistibyla provedena <¢sré

definovanym preparatem, jimz byl genistein v dé&4eng/den. [13]

2.4 VIliv na éinnost mozku

Fytoestrogeny se taktéZ mohou podilet na zvySeaiitikvzivota pozitivnim ovlivenim
pantti. U Zen v obdobi menopauzy mohou mirnit vykyvyladda vysokou frekvenci
depresi.

U student, ktefi uzivali alespd 0,5 mg isoflavonoid denrg se zlepSila jak kratkodoba,
tak i dlouhodobéa pa#t. Zarover byla studovana zéma ostatnich poznavacich vlastnosti,

jako je pohotovost a mentalni flexibilita. [12]
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2.5 Fytoestrogeny a kojenci

Diky vysokému obsahu fytoestrogebny nmela byt indikovana potrava kojeai@a bazi soji
pouze v ojedidlych pripadech, uvedla prof. Sabine Kulling z univerzitPestupimi na 4.
féru ochrany spdebiteli némeckého Spolkového dstavu pro hodnoceni riziékot by
fytoestrogeny rfly mit v malém mnoZstvi a v zavislosti na Zzivotrdzif vlastnosti
podporujici dobry zdravotni stav, mohou se projewiégativié, a to v ipadt, Zze sojové
produkty tvdi velky podil stravy nebo se vyskytuji v izolovafegme. ProtozZze Ginnost
téchto latek v kojeneckémeélu nebyla dostateé podrobena vyzkumu, nikddgsré nevi,
jak mohou tyto latky fisobit v delSim¢asovém horizontu. Také z tohotavaddu je
dopori&ovano sojové vyrobky do stravy kojenczarazovat pouze Vv indikovanych
piipadech, nap pokud se u dite prokaze vrozena intolerance glukézy kravskehékenl
Dokonce ani v fipadt alergie na bilkoviny kravského mléka tie@Si z@azeni soji
do vyzivy Zadnou vyhodu a neéta by byt v Zadnémijpadt podavana ¢em do 6. misice
véku. [14]

2.6 Fertilni vék

Bézné dietni davky séjovych isoflavdmijak neovliviiuji menstruani cyklus a plodnost
Zen ani reproduini schopnosti a potenci miuzNaproti tomu byly popsanyifnivé
Gcinky na intenzitu premenstréaich symptom u Zen konzumujicich sojové miléko
v davce obsahujici 68 mg/den isoflaviodiné druhy fytoestrogémebo extrém& vysoké
davky isoflavonoid ale mohou mit nezaddouctigky. Ojedirtle byla u mu# popsana
gynekomastie, ktera ustoupila po vyeuni sojoveho mléka nebo fytoestrogenovych
dophku z diety. Vyskyt nepravidelnosti mensténéo cyklu byl zaznamenan u pracovnic

exponovanych polyfentin chmele. [13]

2.7 Pusobeni fytoestrogef u muzi

Pokud konzumuji muzi kazdy den soéjové produktyiZzenv jejich organismu dochazet
k redukci p@tu spermii. Tyto vysledky zwvejnili védci z Harvardskeé univerzity se sidlem
v Bostonu. Testovali 99 muz kteri se spoléné se svymi partnerkami podrobovaliché
neplodnosti. Muzi, kté konzumovali den# jednu porci tofu nebo pili s6jové miléko,
vykazovali pouze 41 milian spermii v jednom mililitru ejakulatu. Normalni homta se
obvykle pohybuje mezi 80 az 120 miliony spermii.z@B¥ nizky paet spermii byl

detekovan u mu¥, kte‘i konzumovali mnoho séjovych prodiika krong toho byli navic
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obézni. V organismuéthto mui dochazelo ke zvySené tveértZenského pohlavniho

hormonu estrogenu v porovnéni s muzi stihlymi.

Podle udaj zveejnénych v odbornéngasopise British Journal of Urologyipadji Zeny,
které v ptibéhu €hotenstvi konzumovaly vyhradrvegetarianskou stravu nacs\pétkrat
casgji potomky muzského pohlavi, Kiejsou postizeni malformaci penisu.édci
se domnivaji, Ze také vtomtotipact mély na vyvoj malformaci negativni vliv

fytoestrogeny obsazené v sgje. [15]

2.8 VedlejSi Winky

Zminky o doloZzenych vedlejSich ¢iacich isoflavonoid v literatte jsou vzacné.
Nespecifické symptomy zahrnuji mirné gastrointébtin projevy a uUnavu. Existuje
nekolik kazuistik popisujicich gynekomastiiii které hraly roli isoflavonoidy. V pokusech
na zvtatechin vitro byla pozorovdna mirna akumulace genisteinu vekdtdch Stitné
Zldzy a jeho schopnostigobit jako kompetitivni inhibitor tyreoidalni pericézy. Latek
s obdobnou aktivitou bylo ovSem v potravinach papsamnoho (polyfenoly,
glukosinolaty, thioly) a isoflavony zdaleka nejpatezi nejaktivijSi. Za normalnich
podminek mé S§titn4 Zlaza dostateu rezervu kapacity afijpomnost u&itého mnozstvi
téchto latek v potray ne&iini problémy — jinak by nebylo moZzné konzumovat rad
rostlinnou stravu. # vysokém pijmu isoflavonoidi byly ojedirtle zaznamenany
komplikace u predisponovanych osob. Slo ihap zhor3eni projev kongenitalni
hypotyre6zy u kojenc krmenych séjovymi ndhrazkami mléka nebo o marafgst
subklinické hypotyre6zy u doslych. Proto pi uzivani fytoestrogenovychfipravki
Zenami, které maji vanamnéze poruchy funkce Stiidey, by ndla byt wnovana
pozornost moznosti ovliwmi tohoto organu. Ve studii metabolismu nebyl neaazenan
Zzadny rozdil v parametrech tyreoidalniho metabalisnv hladinach glukokortikotdmezi
uzivatelkami fytoestrogeéna Zzenami na HRT. Mezi riziky fytoestrogejfe mozno uvést
nerealistické &ekavani, zejména ve vztahu kzawg&im stadiim osteoporozy

ak nédorovym onemoeénim. Jejich potencial sptva v prevencifeSeni akutnich stév

VVVVVVV
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3 ZDROJE FYTOESTROGENU

NejznangjSi skupinou FE jsou isoflavony. Je jich znamo pigs 1000, jsou obsazeny
zejména v lugninach (hrachgocka, fazole), v soje, bobech, jeteli a ¥Sgte. Nejvice
estrogennich vlastnosti maji genistein, daidzeiocHanin. Rsobi jako stresové latky
v ochrar proti atokim bakterii, plisni, paraZit reaguji na klimatické trauma. Flavony
jsou kBzreé pigmenty v semenech a plodech Zluté barvy, jefisttogenni vlastnosti jsou
slabé. Kumestany jsou séin pusobici estrogenni latky nezli isoflavony. Jsou dbsg

v mladych lu&ninach, mohutnym zdrojem {@rveny jetel.

Siroka paleta moznéhogiaku FE na lidsky organismus podnitila zkouméani astei
piijmu potravin s obsahem FE. Nicnééstale je je&t nedostatek informaci o obsahu FE
v béZnych potravinach na rozdil od potravin sdjovéhguty Ovoce a zelenina
(viz PRILOHA P 1), semena (viz Tab. 1) a obiloviny (viz f.a2) jsou hlavnimi zdroji FE
u potravin rostlinného typu,figemz obsah fytoestrogérv rostlinach a jejicttastech je

zavisly na fidnich a klimatickych podminkach, stéostliny aj. [16]

Tab. 1 Obsah daidzeinu a genisteinu ve vybranyahidn semen [17]

Orechy Daidzein [ug/kg] Genistein ug/kg]
arasidy 77 158
kasStany 79 59
kokos 128 185
liskové dechy 58 194
mandle nd nd
sezamové seminko 37 17
slun&nicoveé seminko nd nd
vlasSsky dech nd nd
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Tab. 2 Obsah daidzeinu a genisteinu ve vybranycizidn obilovin a
vyrobki [17]

Potravina Daidzein [ng/kg] Genistein [ng/kg]
krajic tmaveého chleba 5005 3770
kroupy nd 86
kukuri¢na mouka 95 142
lasagne syrove 24 81
lasagne viené nd nd
nudle syrové 144 89
nudle véené nd 146
ovesna mouka nd nd
pSenéné otruby nd 38
ryZe bila syrova nd nd
ryze bila véena 79 119
ryZe tmava dlouhozrnna

syrova 613 713
ryZe tmava dlouhozrnna

varena 125 141
snidaové ceredlie 372 760
Spagety syrové 63 75
Spagety véene nd 146
vicezrnny kupavy

chléb 6085 5788

3.1 Soja lustinata

Typickym zdrojem fytoestrogénje potrava bohata na sojGl{cine max¢. Fabaceaeviz
obr. 21) a jeji produkty. V souvislosti s nemodésych krav stoupa ve vyaiwyznam
s6jového masa, napjako vhodné nahrazky masovych karbafatketzcich rychlého
obcerstveni. V Asii se&i zn&né oblike pokrmy vyrakiné fermentaci séjovych fazoli,
které obsahuji isoflavonoidy, hla¥rve forntg volnych aglykori. Obsah fytoestrogén

v potravinach do zrmé miry zavisi na technologickém zpracovani susoviNekteri
autai popisuji mirné snizeni obsahu daidzeinu a gdanistgi mleti sdjovych fazoli, jini
podobny vliv nezaznamenalifiP/areni se genistein a daidzein nerozkladaji, ale piaze
fazoli vyvolava ztraty okolo 21 % pro genistein & % pro daidzein. Zmrazené sojové
fazole obsahovaly o 20-30 % m€menisteinu a daidzeinu ve srovnanéesstvymi

a rovréZz skladovani syrovych fazoli éapobilo pokles obsahu fytoestrogenz o 75 %.

Vyroba tofu neovliviuje obsah isoflavonoid Naopak pi vyrobé séjovych park nebo tofu
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jogurtu se snizi obsah fytoestrogeav desetkrat. Odstram tukii z praskovych soéjovych

surovin vede obvykle ke sniZzeni obsahu isoflé@voi30-40 %.

Obr. 21 Glycine max [18]

Sojovy protein izolovany extrakci etanolem obsatagiejen 50 % fytoestrogérpivodns

v sOji pritomnych.

O tom, kolik fytoestrogein ¢lovék prijima s potravou, rozhoduji v prvéade tradicni
narodni zvyky. ¥tSina asijské populace konzumuje 20-80 mg genisteinden, zatimco
piijem genisteinu v USAini jen 1-3 mg denh DalSim nezanedbatelnym vlivem je
skladba potravy wviznych dietach. Ti lidé, ke uprednosiiuji makrobiotickou stravu,

vylucuji meei 4x vice fytoestrogenu nez laktovegetariani, azdse asi 2x vice nez
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konzumenti jak zivéiSné tak rostlinné stravy. Obsah daidzeinu a geimistve vybranych
potravinach ze soje je uveden v tabulc8 ac. 4. [10]

Tab. 3 Obsah daidzeinu ve vybranych

potravinach ze séje [19]

Potravina Daidzein [ mg/100g]
s6jova mouka 72,92
sbéjova semena 61,7
tempeh 22,66

miso 16,43

sbja 20,34
cheddar, sojovy syr 1,83
parmezan, sOjovy syr 1,8
mozarella, séjovy syr 1,14

Tab. 4 Obsah genisteinu ve vybranych

potravinach ze soje [19]

Potravina Genistein [ mg/100g
séjova mouka 98,77
s6jova semena 60,07
tempeh 36,15

miso 23,24

sdja 22,57
mozarella, séjovy syr 2,6
cheddar, sojovy syr 2,11
parmezan, sOjovy syr 0,8

3.2 Jetel éerveny

Jetelcerveny {rifolium pratense L.¢. Fabaceag viz obr. 2) obsahuje Siroké spektrum
aktivnich isoflavofi. Jsou to pedevsimétyti druhy, které hraji vyznamnou biologickou
roli: biochanin A, ktery je prekurzorem genisteirfarmononetin, genistein a daidzein.
Isoflavony jsou molekuly podobné estrogem které se vazi na estrogenoveé receptory,
piedevSim ER beta, m&ma ER alfa. V rostlinach ¢inkuji jako antioxidanty. Extrakt

z ¢erveného jetele, obsahujici 4 isoflavonoidy, maydilgsokému obsahu polyferiol

vysoky potencial vychytavat volné radikaly. uke se tedy uplatnit jejich vliv
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kardioprotektivni a antikarcinogenni. Pokud secetyl&by akutnich symptoin
klimakterického syndromu, fpdevSim vazomotorickychiignaki, 1ze srovnat &inek
preparatu Zerveného jetele a soji. SoOja jako &ast stravy je dostugjsi, ale preparaty
Z ni nejsou tak &inné, protoze obsahuje mersoflavonovych sloZzek ne&erveny jetel.
Isoflavony zcerveného jetele maji ro¥h afinitu k androgennim a progesteronovym
receptoim. Vzhledem ktomu, Ze oba receptory jsailedité pro zlepSovani nalady,
cerveny jetel toto zlepSovani uniage. Extrakt zZterveného jetele navic vykazuje vitro
silnou schopnost inhibice aromatazy. Tato schoppofiecovat estradiol v tukové tkani
prsu by nazngvala antirakovinovy &inek u karcinomu prsu. V tomto antikarcinogennim
vlivu na prs jecerveny jetel GinngjSi nez soja, u které se pozitivni efekt ufilge

az po delSim uzivani. [8,20]

Obr. 22 Trifolium pratense [21]

3.3 Vojtéska
(Medicago sativa L¢. Fabaceagviz obr. 23)

Nat’ obsahuje triterpenové aglykony a glykosidy (glykgssychazejici ze sojasapogenolu
B a E, glykosidy medikagenové kyseliny a kyselilgntzové), triterpeny peamyrin),

kumestany (kumestrol, lucernol), pterokarpany (rkekirpin), flavonoidy (flavany,
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dihydroxyflavanony, flavony), isoflavony (isoflavgnisoflavanony, isoflavony) a derivaty

benzopyranu (katechiny).

VojtéSka je znama svym obsahem neruaich latek, a to nejen klasickych fytoestrogen
ale také porrné vyraznym mnozstvim flavonoid Kvantitativni hladina &chto latek

zavisi na fenofazi rostliny, gigorostu, odidé a klimatickych podminkéach.

Zajimavé vysledky {inasi prace, zabyvajici se obsahem kumestrolu oe ddidach
vojtésky (Morava, Palava). Bylo zjisto, Ze v piibéhu zadavani se se vyrazé zvySuje
obsah kumestrolu. Ukazalo se reé¥n Ze maximalni obsah fytoestrogetze v nati
vojtéSky zjistit ve stadiu zdnajiciho fistu vedouciho k butonizaci, kdy stoupa obsah
formononetinu ve stoncich adenstvi, zatimco obsah ononinu roste v listech. &stnol,
ktery je hlavnim fytoestrogenem se vyskytuje ve ctSemorfologickych organech

v podstat rovnonerné. [22]

Obr. 23 Medicago sativa [23]
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3.4 Zdroje fytoestrogeni v ZivoiSnych potravinach

Fytoestrogeny se dostavaji do idmych tkani prosednictvim pastvy fipadré krmiva.
Expozice lidi vSak nefize byt srovnavana se zafy. AvSak sdjové produkty maji cca 300
az 500krat vySSi obsah fytoestrogenez produkty, které je nahrazuji. Fyziologicky
vyznam je nutno jeStzasadwt zkoumat, zda je jednozéva pozitivni. [24]

Stale je vSak malo informaci o vyskytu jednotlivyfgthoestrogefi v potravinach, zvlast
pak v potravinach ziv®Sného fivodu (viz Tab. 5, 6) a chybi Udaje o odhadu expozic
témito sloweninami u citlivé populace, nap dti.

Tab. 5 Celkovy obsah fytoestrogewe vybranych

potravinach zZivaiSného gvodu [24]

Potravina Obsah FE @g/1009)
plnotuiné mléko 12
odtwnéné mléko 20
smetana 80
kozi mléko 50
jogurt 20
syr gouda 24
syr camembert 29
maslo 11-17
vejce 11
howzi maso 7-19
vepgoveé maso 4-20
ryby a masti Zivatichové 2-9

Tab. 6 Obsah jednotlivych fytoestroganpotravinach ZivéSného gvodu [24]

Bl Isoflavon | Lignan | Kumestrol | Equol |Enterolignan
ng/100g | pg/100g| pg/100g | pg/100g| pg/100g
mléko a mléné vyrobky 21 34 2 12 26
syry 25 21 2 18 35
maslo 74 22 74 0 0
vejce a vyrobky z vajec 43 17 2 34 13
maso 41 41 3 7 7
ryby 67 33 0 0 0

Velky zajem je proto o odhad vyskytu fytoestrofyerkravském mléku a vyrobcich Zjn
neba’ se fi vykrmu zvirat zvySuje pouzivani mouky #znych rostlinnych zdrdj ktera

obsahuji velkd mnozZstvi fytoestrogerVe Francii provedli studii, ve které vygetali
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vyskyt hlavnich fytoestrogén (isoflavoni, lignani, kumestafi) v riznych kometnich
vzorcich mléka. MIéko bylo zvoleno proto, Zegstavuje hlavni potravinu pro citlivou
skupinu populace, tj.&i. Celkem se analyzovalo 2@anych vzorki komegniho mléka,
pificemz se bral do Gvahy vliv obsahu #mého tuku (plnoténé nebo odgediné mléko)
atyp vykrmu krav. Vysledky ukazaly, Ze se isoflayov mléku vyskytuji ve stopovém
mnozstvi (v rozsahu 0,1-54g/1). Ve vSech analyzovanych vzorcich vSak bylaokgs
koncentrace latek s estrogenniginkem, a to: equolu (produkuje se véesech jako
metabolit nap séji a so6jovych potravin) a enterolaktonu (lignan Jejich obsah
se pohyboval v rozmezi 14,1-288/l (equol) a 14,3-94,4g/l (enterolakton). [25]
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4 METODY STANOVENIi OBSAHU FYTOESTROGEN U
V POTRAVINACH

P uré¢ovani jednotlivych FE jsou vyuzivanyzané analytické metody. Velmiitzita je
piiprava vzorku, ktera je prvnim krokem stanovenilatipiji se fizné zfmisoby extrakce
aizolace ze vzolk Priprava vzork pro finalni analyzu dale zahrnuje zkoncentrovani

surového extraktu, odstrém prebytku endogennich sisi a eliminovani interferenci.

4.1 Extrakce

P provadni extrakce sledovaného analytu z matrice vzorkuviguzit Siroké spektrum
extralkénich technik, od prosté digesce vzorku rozpallétn, extrakce na ultrazvukové
lazni pres extrakci podle Soxhleta az po nové instrumentéltrakini metody jako jsou
superkriticka fluidni extrakce, mikrovinna extrekca extrakce urychlenym tokem
rozpoustdel. Instrumentalni extrgki techniky vyZzaduji minimalni mnozstvi vzorku,
sonetu, jsou méncaso¥ nara@né, a pro moznost on-line zapojeni se sepdna

technikami jsou velice Zadouci. [26, 27]

4.1.1 Solid-Liquid extrakce

Timto postupem se selekt&mpienaseji dkteré slozky smsi tuhych latek do vhodnych
rozpoustdel a to bd na zaklad pouhého fyzikalniho principu rozpowst anebo
v kombinaci s chemickou reakci. Metody extrakceujsmloZeny pevazi na polarit

a acidie hydroxylovych skupin vazanych na aromatické jadRd. extrakci polarni
kapalinou z dokonale homogenizovanych vi#ode pouziva methanol, ethanol nebo
acetonitril, pop. jejich vodné roztoky. V &kterych gipadech se pouziva dichlormethan
nebo dimethyl sulfoxid. Doba extrakce se v zavislom pouZzité extralni kapalirg

a druhu vzorku pohybuje od jednotek hodin az gtk dni. Postupy zaloZzené na kyselé
hydrolyze vyuzivaji pro extrakci vodné roztoky amgkych rozpousidel (methanol,
acetonitril, ethanol) sifdavkem kyseliny chlorovodikové.chnost je zavisla j@devsim
na koncentraci kyseliny chlorovodikové, dolextrakce a procentualni koncentraci
rozpoustdla. [28]

4.1.2 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

SFE je prepatmi technika, ktera vyuziva specifickych vlastnosddkritickych tekutin.
Vyuziti nadkritickych tekutin pro extrakce je dapeedevSim snahou vyuzigkterych
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vhodnych vlastnosti latek vtomto stavu k optimatizstavajicich extrakich postup.
Kromé své vysoké rozpouiti schopnosti maji nadkritické tekutiny i dalSi ogdmé
vlastnosti; diky nizké viskozita vysoké difuzit v sol® spojuji solvataci silu kapalin
s vyhodnymi podminkami proi@stup hmoty v gibéhu extrakce. Né€psgji pouzivanym
superkritickym rozpoustllem je oxid uhkity pro své nizké hodnoty kritickych véiin
(Tx=31,1°C, p=7,38MPa).

Potencialni vyhody zahrnuji rychlost extrakce (snéez 30 minut), redukci pouZzivani
nebezpénych rozpou&del a moznost on-line spojeni s plynovou, kapalmownebo
superkritickou fluidni chromatografii. Vyznamnou hodou aplikace SFE je omezeni
degradace aktivnich sléenin.

SFE byla pouzita pro extrakci isoflavors rozdilnymi vysledky. # extrakci glykosid
isoflavomi nebyla SFE §liS Us@sna, avSak pro stanoveni aglykasoflavoni se uplatnila

s pongrné dobrymi vysledky. [29, 30]

4.1.3 Mikrovinné extrakce

Na rozdil od Bzné extrakce kapalinou, kdy je vyuZzivan relatidiouhy extrakni cas
(3-48 hodin), pouziti mikrovinné energie pro #h extrakniho media ma za vysledek
vyznamnou redukci doby extrakce (ndémez 30 minut). Vedle zkraceni doby extrakce je
dosazeno také redukce sty organického rozpouwstla. Mikrovinna extrakce nasla
uplatreni predevSim v oblasti environmentalni chemie, ale bgleé UspsSre pouzita
pro stanoveni biologicky aktivnich latek. [30,31]

4.1.4 Extrakce urychlenym tokem rozpoustdla

Extrakce urychlenym tokem rozpoédia je nova technika, kterd ma pouZitegevsim
v oblasti environmentalni chemie, pouze omezeéast publikaci se zabyva extrakci

rostlinnych metabolit.

V principu je to extraéni proces v systému tuha latka — kapalina prém@acpo kratky
casovy interval (5-15 minut) za zvySené teploty PAD°C) a zvySeného tlaku
(10-15MPa). Pevny vzorek je aplikovdn do pevné nertrakni cely a extrahovan
organickym rozpoustllem, nebo vodnymi roztoky za zvysSené teploty kutl&Extrakt je
nasledg vytlacen do sbrné nadoby pomoci stlaného plynu, népstji dusiku.

Pro rychlou a efektivni extrakci analytu z pevnétnina je extrakni teplota vyznamnym



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

faktorem. DalSim dlezitym faktorem je vedle teploty a tlaku Wb vhodného
rozpoustdla. [32]

4.2 Hydrolyza

Glykosidy neni mozné podrobit hned analytickym Zdc@m. Proto musi ndjde projit

hydrolyzou a pemgnou na aglykony, které je potom moZzno analyzovaniNo ale mozné
u vSech znamych FE. Pouzivaji se dvdisgby hydrolyzy. Prvni je pomoci enzym
Prikladem mize byt enzymB-glukosidaza z mandli. Enzymatickou hydrolyziegchazi
extrakce homogenizovaného vzorku 96% ethanolentloRonalém odp&ni pod vakuem
nasleduje digesce acetatovym pufrem obsahujipigiukosidazu ap-glukoronidazu/
sulfatazu, inkubace a centrifugace. Enzymaticka rdlyda je mnohem Set¥si

a vyznd&uje se zlepSenou selektivitou. [33]

Druhym zmisobem je hydrolyza zatepla, kde se vyuziva tepidia°C s 1-2M HCI.
V tomto gripadt sereSi problém stabilityfrodnich FE v kyselém prdasdi. V takovémto
prostedi mohou podléhat dehydrataci, a toizem znehodnotit vysledek nasledné

analyzy. [34]

4.3 Cisténi a frakcionace extraktu

Raznorodost sloZzeni surového extraktu vede k nutrdedBiho sepataiho kroku, jehoz
cilem je frakcionace, eliminace moznych interfarigit sloZzek, a také zkoncentrovani
cilovych analyt vzorku. Jedna sef@devSim o aplikaciiznych sepakaich postup jako
je extrakce kapalina - kapalina za pouZitinych rozpougtdel, sloupcova chromatografie
a chromatografie na tenké vr&tvextrakce tuhou fazi¢i semipreparativni kapalinova

chromatografie. [30]

4.3.1 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina - kapalinarquistavuje nejjednodussi techniku frakcionadegigteni
a zkoncentrovani cilovych analytsurového extraktu nebo tXe gedstavovat prvni
extrakeni krok u kapalného vzorku. Tato metoda je zalozemaozdlovani rozpudinych
analyti mezi d¥ v podstat nesmisitelnd rozpou&tla. Prvnim byva voda, druhym
rozpoustdla - ethylacetat, terc.-butylmethylether, rgj®jSi rozpoudtdla pouzivana

pro extrakci z biologickych tekutin. [28]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

4.3.2 Chromatografie na tenké vrstw

Chromatografie na tenké vrgtye ve srovnani s papirovou chromatografii univiekgai,
rychlejSi a citligjSi. Vedle klasickych sorbeitjako je silikagel, celulosa, polyamid,
alumina ¢i Sephadex nebo jejich kombinace se vel@sto pouziva chemicky

modifikovany silikagel. [30]

4.3.3 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi je zaloZzena na sef@irm mechanizmu pouZivaném v kapalinové
chromatografii, i némz mohou byt hledané analytyepnost® izolovany ze slozitych
matric, gicemz izolace, f&cisSténi a zkoncentrovani analytutzre byt dosazeno v jednom

kroku.

Pii extrakci na pevné fazi byva v prvnim kroku prosed digesce rozpowdsiem. Potom
je extrakt vzorku nanesen na vhodny sorbent. KmgjjvarjSim sorbentm pati, vedle
modifikovaného silikagelu, fiedevSim polymerni sorbenty na bazi N-vinylpyrraiidi
a divinylbenzenu a poly (styren - divinylboenzenygkytice. [35,36]

Kopolymerni sorbenty na bazi N-vinylpyrrolidinu avidylbenzenu umoiuji pouziti
extrakci v Sirokém rozsahu pH hodnot. Této vladinesvyuzito u tzv. 2 — D (,dvou
dimenzionalni*) SPE extrakce. Strategie 2 — D SR&Eony spoiva v adjustaci vzorku
a predevsim v promyvacich krocich, kde vhodnou Uprgsduhodnot podle typu analytu
a optimalizace koncentrace organického rozpol&tse dosdhne maximalni selektivity

separace sledovaného analytu. [30]

4.4 Metody stanoveni a identifikace

Detekce a identifikace biologicky aktivnich latelaje strategickou roli ve fytochemickém
vyzkumu. K orientdnim technikam pat predevsSim papirova, tenkovrstva aipadre

i sloupcova chromatografie. Pro stanoveni jedngtlivisoflavori v rostlinnych extraktech

a biologickych materialech jsou séshem pouzivany iedevSim metody

chromatografické a elektromigmai. [30]

4.4.1 Plynova chromatografie

V roce 1985 byla zakladni metodou pro stanoverflagonoidi plynova chromatografie.
Mezi nevyhody této techniky gatomezena separace pouze na aglykony isoflavon

a predevSim nizkaekavost ¥tSiny isoflavorii. Proto je derivatizace nezbytnym krokem
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analyzy. Vznik derivat je potebny v plynové chromatografii ke zvySe#kdvosti analyi,
coZz ma za néasledek zvySeni citlivosti a selektiiy detekci. NejpouzivafSim
derivatiz&nim zpisobem je tvorba trimethylsilyl (TMS) ether derivagiN,O-bis-
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidem obsahujicim 1%rimethylchlorsilanu. Problémy
s derivaci jsou popisovany u polyhydroxylovych dafi isoflavoni jako je nap.
genistein. TMS derivaty jsou analyzovany pomoci ai@mich kapilarnich kolon

s pouzitim linearniho teplotniho gradientu. [37]

4.4.2 VysokoWinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je nejvice pouzivanouasgpi technikou, a to v kombinaci
s Sirokou fadou deteknich technik. Nejastji se pouZivd uspgadani s reverzni fazi
na alkylovanych silikagelech§Cs pogx. i na modifikovanych sorbentech diolovou nebo

fenylovou skupinou. [36,38]

Sledované analyty lze s omezenou pepadiobnosti identifikovat na zakladjejich
retertnich ¢asi nebo metodou standardnihofidavku. Vysokodinnd kapalinova
chromatografie pracuje s vysokymiupsky mobilnich fazi, vysokym tlakem a nizkou
teplotou v kontrastu s hmotnostni spektroskopigr&tpouziva nizky ptok, vysoke

vakuum a plynnou faziipvysokych teplotach. [39]

4.4.3 Kapilarni elektroforéza

Ve srovnani s chromatografickymi metodami jako lj;mpva a kapalinova chromatografie
je kapilarni elektroforéza relatignnovou sepakai technikou. Kapilarni elektroforéza
pracuje Vv kontinualnim systému elektrdlyta pati k zakladnim elektromigtaim
technikam. V zénové elektroforéze je vzorek ugmisio prostedi zakladniho elektrolytu,
jehoz sloZeni zatwije v celé sepatai kapil&e konstantni podminky, tj. homogenni
elektrické a chemické pole. Micelarni elektrokiok chromatografie (MEKC)
je modifikovanou elektroforetickou technikou zaloda na pidani surfaktad do
z&kladniho elektrolytu. Surfaktany t¥onabité micely a migruji v kapité vlivem
elektrického pole podokinako vSechny nabitéastice. Analyty se roztlji mezi micely
a pufr, coz dodava separaci dalSi selektivitu. d®’rg¢ micela povaZzovana za
.pseudostacionarni fazi“, podobnou stacionarni ¥azapalinové chromatografii. Kapilarni
elektroforéza je pouzivanarqulevSim pro stanoveni isoflavowve spojeni s detektorem
diodového pole, elektrochemickym, a v neposla@dwf i hmotnostnimi detektory. Mezi
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vyhody elektromigrénich technik pat predevsim velmi dobra citlivost. K nevyhodam
pati omezeny objem n&stu vzorku. [40]

4.4.4 Enzymova imunoanalyza

Jelikoz isoflavonoidy jsou nizkomolekularni latkkg, nutné je ped samotnou imunizaci
na mikrotitr&ni destéku navazat na vysokomolekularni nostimto nosiem je ho¥zi
sérovy albumin (BSA). Vipadt daidzeinu a genisteinu byly vytkeny konjugaty pomoci
vazby v polohach 7 a 4, pro biochanin pouzesppolohu 7. Stejny postup byl pouzit
pro syntézu konjugatu 7-karboxymethylgenisteinwalmminem (OVA). Molarni pogr
hapten : nosi byl zjistn UV spektrometrii f 258 nm a pohyboval se pro jednotlivé
konjugaty v rozmezi od 7 do 25 molekul na 1 molakilkoviny.

Imunochemické metody jsou vhodnym daplim obect pouZzivanych instrumentélnich
technik. Svoji jednoduchosti, nenakladnosti a mstinadaptace pro sériova vy&sti
piedstavuji obrovsky potencial zejména ve screeni@gostanoveni. Také vysoka citlivost
a zn&ny rozsah koncentraci, ¥mz mohou tyto metody pracovat, davd moznost jejich

vyuziti ke stanoveni isoflavonaids nejitiznéjSich matricich. [2]
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5 DOPLNKY STRAVY NA BAZI FYTOESTROGEN U

U Zen v obdobi menopauzy jsou dagEji se objevujicim symptomem navaly. Protoze
nazory na nahradni hormonalntbé (HRT) nejsou jednotné, jeji pouziti se v&mné
doke stéle snizuje. i hledani pirozenych alternativ HRT se do pepli zajmu dostaly
fytoestrogeny, zejména pak isoflavony. Sdéjové babywyrobky obsahujici s6ju jsou
nejznangjSi a nejvice konzumované potraviny obsahujici dgtmogeny. Hjem
fytoestrogei ze stravy je daleko pod mnozstvimietinym k dosazeni biologické odezvy.
Spektrum potravin obsahujicich tolik estrogeraktivnich isoflavonoid, aby pokryly
alesp@ mnozstvi 50 mg, je omezeno prakticky na séju awdprodukty (tzv. ,mléko"
a ,syry“, znamé u nas pod japonskymi nazvy — tdempeh, miso). Dalsi [uStiny
vyuzivaneé v lidské vyzw (hrach, fazole, cizrna, boby mungo) jich obsamgit a mohou
hrat jen dopikovou roli. Mimo bobovité rostliny je vyskyt isoflani bud’ zanedbatelny,
nebo jde o nejedlé druhy (rnapkosatec, Iris spp). Vedle dietni intervence
se od devadesatych let minulého stoleti prosaztjaldy z rostlin. To umaiuje vyuzit

i plodiny, jez do lidského jideltku bézn¢ nepati. U nas je vedle séji vyznamnym zdrojem

isoflavorii zejména jetel kni (Trifolium pratense.

Dostateény privod Ize zajistit pomoci dopki stravy. V sodasnosti je na trhuada
fytoestrogenovych ifpravki, jednodruhovych ikombinovanych. Maji ve&sn status
potravinovych dogiki, jsou volr dostupné, a nejsou hrazeny zdravotnimi pojigami.

Davka doportiovana vyrobci se pohybuje v rozmezi 40-100 mg asaiiti na den.

Byl proveden pizkum trhu dopikt stravy na bazi fytoestrogenovychigravka. Jejich
seznam uvadi tabulka 7. Pacientky si tyto preparasto pdizuji pod vlivem reklamy
nebo na zaklagddoporueni spiSe nez po porad lekdem. Slabinou fytoestrogenovych
preparai je nedostatna standardizace. Ne vSechnjippavky obsahuji deklarované
mnozstvi dinnych latek, byly zaznamenény i rozdily mezi Sezed téhoz vyrobce.
[13,41]
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Tab. 7 Pehled doptki stravy na bazi fytoestrogaiil3]
5 5 Obsah Cena za baleni| Davkovéani | Cena
Vyrobek Vyrobce o :
Vv jedné tableg€ /pocet tablet (denng) /30 dni
Sojové isoflavony
SWISS ESTROVONE | SWiss Herbal 20 mg 634 K¢ /90 13 634 K
Remedies
Arkopharma
PHYTOSOYA P ) 35 mg 389 K /60 2 389 K
Laboratories
MENOMAX SVUS 40 mg 381 K /60 1 190 K
Pharma
ISOFLAVONE Sanamed 40 mg 390 K /30 1 390 K
Isoflavony jetele
FEMIFLAVON Favea 30 mg 381 K& /60 1-2 381 Kk
FEMIFLAVONFORTE Favea 40 mg 502 K¢ /60 1 502 K
MABELLE Wallmark 40 mg 453 K ¢ /60 1-2 453 K
MENOFLAVON Melbrosin 40 mg 609 K /60 12 609 K
International
MENOFLAVON osteo | , Melbrosin 50 mg 440 K /30 1-2 880 K
International
MENOFLAVON forte Melbrosin 80 mg 579 K /30 1 579 K
International
MINAPENTBALANCE Valosum 120 mg 466 K¢ /60 1-2 466 K
Smés isoflavoni sgji, jetele a welich produkti
SARAPIS SOJA Sanamed 25 mg 462 /60 2 462 K
Cimicifuga racamosa extrakt
GS MERILIN Green Swan 20 mg 438 K /60 1 438 K
MENOFEM Bionorica 20 mg 415 K¢ /60 2 415 K
Smés isoflavoni a extraktu Cimicifuga racemosa
60 mg jetel,
MINAPENT Valosum 372 K¢ /60 1-2 372 k
20 mg Cimicifuga
70 mg s0ja,
ESTROMENOX Purus Meda 218 K¢ /30 1 218 K
20 mg Cimicifuga
Dacom 16 mg so6ja, 40 mg
MENOKOMPLEX Pharma jetel, 65 mg 200 K¢ /30 1-2 400 K

Cimicifuga




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

Jak je z uvedené tabulkyegmé, nejvySsi obsaltianych latek, 120 mg v jedné takieje
obsazen viipravku MINAPENT od spokosti Valosun. Tento vyrobek vSak obsahuje
jen isoflavony jetele, coz by se mohlo na prvnilpdhzdat nedostaijici. Séja je jako
souwast stravy dostugsi, ale preparaty z ni nejsou takinné jako preparaty z jetele,
protoZe obsahuji ménisoflavonovych sloZzek. Bmérny obsah tinnych latek v jedné
tablet je 42 mg, coz odpovida spodni hranici dogouané specialisty (40-100 mg/den),
nicméré musime brat v tvahu fakt, Ze v navodu k uzivanigewtsiné pripadi uréeno
uzivat 1-2 tablety derncoz uz tedy pokryje denni gebu. Pimérna cena za baleni na 30

dni se pohybuje kolem 458K



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

ZAVER
Fytoestrogeny se tykaji kazdého z na&iNivot ovliviwiji vice, rf¢i méré, mnozi z nas si

jejich vliv uvédomuiji, druzi zase ne. Nelze ale jejiciitgmnost podagvat ¢i dokonce

ignorovat.

Je znamo &kolik desitek latek s estrogennimiinky, které jsouclerény do ctyf
zakladnich skupin aémi jsou isoflavony, prenylflavonoidy, pterokarpamy lignany.
NejvyznamuijSi skupinou jsou isoflavony, které obsahuji nejdpgjSi fytoestreogeny
daidzein, genistein, formononetin, glycitein a Ihacin A. Je znadmo ips 200
isoflavonoidi a jejich vyskyt se omezuje téimjen na rostlinyteledi Fabaceae Sirokou
Skalu fytoestrogel nabizi také skupina lignanz nichz nejvyznamijsSi jsou kyselina
nordihydroguajaretova, sesamin, sesamion a sesd@udle stupé oxidace se rozeznava
nékolik skupin lignar, z nichZ étyfi typy linearnich lignaféh jsou v potravingkych
materidlech nejvyznandjsi, a to diarylbutanoidy, lignanolidy, monoepoxylany

a bisepoxylignany.

At se jedna o pozitivni nebo negativni vliinek na lidsky organismus fytoestrogeny
prokazateld maji. Dokazaly ho mnohé zahrami studie vedené odborniky z celéhétay
NejvétSi vyznam maji fytoestrogeny na zdravi Zen v obdeienopauzy. Kdy chybi
pusobeni estrogeén které maji vysSi afinitu k estrogenim recefwor Je dokazané,
Ze isoflavony snizuji koncentraci homocysteinu, LEHolesterolu, celkového cholesterolu
a triglyceridh u Zen v postmenopauzélniméku. Mnoho rostlinnych lignah

a isoflavonoid ma antikarcinogennicéinky. Prekurzory ¢chto slodenin jsou obsazeny
pievazre v semenech, fechach, cerealnich vyrobcich a sojovych bobech. delve
skupiny fytoestrogein maji vliv na prevenci rakoviny prsu, prostaty astEho seva.
Isoflavony stimuluji pijem vapniku, syntézu vitaminu D a zvySuji diferieec

a proliferaci osteoblast avSak studie tuto verzi potvrzuji jen v omezengnPouze jedna
studie definovala i@snou davku konkrétniho preparatu. Byl jim genistgidavce
54 mg/den. Na druhou stranu bychonelimvénovat dostat@ou pozornost imu
fytoestroge kojenci, protoze tato oblast nebyla fe@ibstaténé prozkoumana. Séja by
nentla byt podavanaaem do 6. nisice ¥ku. DalSim negativnimdinkem fytoestrogein

je redukce p&tu spermii u muZ Muzi, ktei denré uzivaji tofu nebo séjové mléko
vykazuji pouze polo¢ni mnozstvi spermii vjednom mililitru ejakulatuezm muzi

nekonzumujici s6jovou stravu.
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Fytoestrogeny se dostavaji do lidského organisnmaveti a to jak rostlinou tak
i Zivo¢iSnou. NejvyznamgSim rostlinnym zdrojem fytoestrogénje soéja luStinata,
vojteSka setd a jetalerveny. Fytoestrogeny jsou héjobsazeny i vizném druhu ovoce
a zeleniny, semenech aechach. JelikoZz dobytek na pastgpasa mnozstvi rostlin
s obsahem fytoestrogi&nnebo je zkrmovan rostlinnymi mékami, obsahuji i ziv&isné
produkty, jako jsou mléko, syry, vejce ale i magnané mnozstvi fytoestrogéna to

pievazm i isoflavony, lignany, kumestrol, equol a entogolany.

Ke stanoveni obsahu jednotlivych fytoestragem potravinach se pouzivajiuané
analytické metody. Extrakce metodou SFE je vyhofikdze strany rychlosti reakce,
mnoZznost zapojeni on-line spojeni s plynovou, Kapabu nebo superkritickou fluidni
chromatografii. B uziti této metody dochazi k vyraznému omezeniratdgre aktivnich
slowenin ve srovnani s ostatnimi metodami extrakce.o\Burextrakt ma tznorodé
sloZzeni, proto je nutné jeho gisteni od interferujicich slozek a je nutné vzorek
zkoncentrovat. NejjednoduSsi technikou frakciongeeextrakce kapalina — kapalina.
Pokud pouzijeme metodu extrakce tuhou fazi a vlodpravime pH dosahneme
maximalni selektivity separace sledovaného analytiejvice pouzivanou metodou
stanoveni je vysoka@inna kapalinova chromatografie spolu v kombinagiiznymi

deteknimi technikami.

Zeny v menopauze trapi problémy spojené s Ubytkérozenych hormoi v le, coz se
da optimalizovat uzitim nahradni hormonalnéblg. AvSak ne kazdé zértato metoda
swdci. Stale vice Zzen se proto obraci rtaquni zdroje, fytoestrogeny. Na trhu je Siroka

fada preparét & jednoslozkovych nebo vice slozkovych.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

aj.
BSA
cca
ER
FE
HDL

HRT

KVO
LDL
MEKC
Napr.
nd
NDGA
OVA
pH

Pk
SFE
SHGB
SPE
Tj.

Tk
™S
tzv.

XN

ajiné

howzi sérovy albumin

circa (fiblizn¢)

estrogenni receptor

fytoestrogen

high — density lipoprotein

hormonalni substitmi terapie
iIsoxanthohumol

kardiovaskularni onemoegni

low — density lipoprotein

micelarni elektrokineticka chromatografie
na piklad

neni definovan

kyselina nordihydroguajaretova
ovalbumin

potential hydrogen (potencial vodiku)
kriticka hodnota tlaku

superkriticka fluidni extrakce

sex hormon binding globulin (globulin vazésirogeny a androgeny)

extrakce tuhou fazi

to je

kritickd hodnota teploty
trimethylsilyl

tak zvany

xanthohumol
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PRILOHA P I

OBSAH VYBRANYCH FYTOESTROGEN U VE
VYBRANEM OVOCI A ZELENIN E [42]

Potravina | Uprava &%Igto ;3(5 Isoflavony | Lignany | Daidzein | Genistein B|0c2an|n
/100 /100 /100 /100

[ng/100g] | [#9/100g] | [ng/100g]) [ng/1000]| [ng/1009] | 1,01 00q]
ananas syrovy 38 21 17 nd nd 21
angrest syrovy 72 1 71 1 a a

loupané, bez
avokado pecky 43 9 34 a 1 1
banan loupany 3 2 1 < d 1
brambory véeny 3 2 1 < 1 1
brokolice cerstva 71 <1 71 <1 <1 <
brokolice vdena 96 3 90 < a 3
broskev syrova 43 1 42 <1 < <
brusinky syrové 93 3 88 2 d nd
celer loupany 14 2 13 a 1 <
cibule vdena 21 <1 20 nd <1 <
cibule syrova 31 <1 31 nd 9l <
citron loupany 29 4 25 nd 3 nd
cizrna suSend 609 607 2 16 79 441
cizrna vdena 420 416 4 4 35 351
cuketa syrova 35 d 35 < < a
cuketa véena 46 3 43 < a 2
cesnek loupany 99 2 97 nd nd 2
¢ocka suSena 54 51 3 26 29 nd
¢ocka vaena 14 13 <1 6 5 nd
dyné syrova 154 < 154 d < nd
fazolky
zelené zmrazené 58 19 38 3 16 1
fazolky
zelené véené 46 16 30 3 13 <1
fenykl syrovy 72 <1 72 1 1 1
granatové
jablko cerstvé 304 < 304 d < 1
grep cerstvy 39 17 21 3 2 11
hrasek véeny 1 <1 <1 il 1
hrasek cerstvy 3 1 d a nd
hruska cerstva 19 17 nd 1 nd
hruska konzervovani 1 <1 <1 <1 <1 nd
jablko cerstvé 5 2 3 a 1 1
kapusta
kadegava vdena 8 6 nd 2 <1
kecup 14 8 <1 2 4
cerstva bez

Kiwi slupky 111 9 111 < < nd




Potravina | Uorava Ci)eélgto Z)é Isoflavony | Lignany | Daidzein | Genistein Bioczanin
P hwa/100g] | [M9/1000] | [ng/100] | [ng/100g]| [ng/100g] | 1 o0y
kokos cerstvy 42 10 32 nd nd 6
kokos suSeny 26 3 23 <1 2 nd
kukurice vaeny klas 9 2 7 d < 2
kvétak syrovy 15 d 14 1 a a
lilek syrovy 9 < 8 a < d
lilek vareny 8 1 8 < 1 1
maliny cerstvé 226 2 14 a 1 1
mandarinka | konzervované 5 2 2 1 nd <1
meloun se slupkou, bez
vodni seminek 35 <1 34 <1 <1
mrkev cerstva 125 4 121
mrkev vdena 114 3 111 nd
okurka cerstvy 12 < 12 a 1 1
ostruziny cerstvé 109 2 107 <1 nd 2
pastihak syrovy 65 5 60 d 1 5
pastiidk vaeny 66 a 65 d < <
pep ¢erveny| suseny 16 5 11 nd d 4
pep zeleny | suSeny 11 <1 11 < d nd
petrzel listy 197 59 137 nd 57 <
pérek cerstvy 66 1 65 a 1 1
porek vaeny 61 9 52 1 1 8
rajce cerstvé 6 1 4 < < <
rebarbora | c¢erstva 1 1 a a 1 <1
rybiz cerny | cerstvy 109 2 107 1 nd 2
rybiz
cerveny cerstvy 47 < 46 < < nd
fepadervend| syrova, loupana 8 1 7 nd d 1
fepacervend| varena 10 < 10 < < nd
fepagervend| naklddana 5 1 4 nd i <
sojova
mouka 124727 124381 345 5412 62125 1
séja vdend 17556 17544 11 5730 10664 1
mrazena,
sbja varena 10678 10621 64 3864 5540 d
Spenat cerstvy 7 2 5 <1 nd 2
Spenat vEENY 4 1 3 < 1 1
Svestka cerstva 8 2 6 <1 <1 <1
ohraté v
tofu mikrovinné tr. 10619 10609 10 2528 7292 3
tresre bez pecek 27 20 6 5 2 1
zeli bilé derstvé 12 1 11 < < <
zeli bilé vidiené 8 < 8 d < <1
zeligervené | Cerstvé 7 <1 6 <1 <1 <1
zelicervené | véené 4 < 4 d i <1




