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Vyskyt amygdalinu v potravinach a krmivech

Souhrn

Bakalarska prace je vénovana amygdalinu, zastupci kyanogennich glykosida.
Glykosidy jsou latky rostlinného ptuvodu. Skladaji se ze dvou slozek, cukru a necukerné Casti,
tj.: aglykonu.

Kyanogenni glykosidy jsou glykosidy urcitych kyanogennich aldehyd( a ketonu.
Rostliny obsahujici kyanogenni glykosidy jsou v piirod€ zcela bézné. Nachazeji se ve flofe
témeéf ve vSech Castech svéta. Znamo je kolem 75 kyanogennich glykosidi. Jsou to
kyanogeny mnoha rostlin konzumovanych jako slozky lidské potravy nebo pouzivanych jako
krmiva hospodarskych zvifat. Jsou obsazeny ve dvoudéloznych rostlinach Celedi bobovitych
(Fabaceae), pryscovitych (Euphorbiaceae) a mulenkovitych (Passifloraceae) a v
jednodéloznych rostlinach Celedi lipnicovitych (Poaceae) a aronovitych (Araceae).

Amygdalin se sklad4 z disacharidu genciobinozy a aglykonu mandelonitrilu, ktery pfi
enzymatické nebo kyselé hydrolyze uvoliiuje obdobné jako dalsi kyanogenni glykosidy
toxickou slozku kyselinu kyanovodikovou (HCN), coz mize zpusobit poskozeni nervového
systému, nebot” kyanovodik je toxicky pro vSechny zivé buriky. K témto procesim muze dojit
behem vareni nebo téz béhem dlouhodobého skladovani kyanogennich potravin ¢i krmiv.
Uvolnéni kyanovodiku muze nastat téz pokud tkan rostliny obsahujici amygdalin, je
poskozena naptiklad napadenim bylozravci.

Amygdalin je nejb&zng&jsim kyanogennim glykosidem v Ceské republice. Nachazi se v
rostlinach rodu slivofiovité (Prunus) z Celedi razovité Rosaceae. Nachazi se v ovoci, které je
tradi€n€ konzumovanod lidmi, a také toto ovoce také slouzi jako dopln€k pii krmeni
domacich zvifat. Vyznamnymi zdroji amygdalinu jsou hotké mandle a pecky merunék,
broskvi, §vestek a tfesni. V peckach broskve je obsazeno 2,4 mg.g” amygdalinu. Amygdalin
byl nalezen téz v jadrech §vestky (4100 mg.100 g™), merutiky (2394 mg.100 g) a tiesni
(2306 mg.100 g™). V susing jader hotkych mandli byly stanovené hladiny amygdalinu 5808
mg.100 g a v suing jader sladkych mandli 106 mg.100 g”, ale jsou znamy také sladké
odriidy mandli naptiklad Texas, v nichz amygdalin nebyl detekovan.

Nejoblibengj§im ovocem v Ceské republice je jablko. V malém mnoZstvi je amygdalin
obsazen také v jadrech jablek, hrusek a kdouli. Jeho obsah v jableCnych semenech se podle
literarnich udaj pohybuje od 1 do 4 mg.g™”. V semenech jablek 4 odrid vypé&stovanych v
Praze Suchdole bylo zji§téno 5,54 — 9,41 mg.g" amygdalinu. Semena Luna mé&la nejvyssi
obsah amygdalinu (7,67 mg.g™), nejnizsi obsah vyukazovala odriida Golden Delicious (4,94
mg.g™).

Obsah amygdalinu v semenech ovocnych stromu a rostlinach je ovlivnén vlastnostmi
pudy. Bylo prokazano, ze obsah kyanogennich glykosida roste v rostlinach s vysokou slanosti
pudy, v listech se syntetizuji kyanogenni glykosidy a poté se transportuji do jinych casti
rostlin.

Na bazi amygdalinu je téz doplnék stravy, nazyvany vitamin B;7, nebo také Laetril,
kterému jsou nékdy ptisuzovany protinddorové Ucinky. Na zakladé analyzy soucasnych studii



veénovanych tomuto tématu, vSak nelze dat jednoznacnou odpoveéd’, zda amygdalin skutecné
témito vlastnostmi disponuje.

Kli¢ova slova: glykosid, kyselina kyanovodikova, amygdalin, sekundarni metabolity,
protirakovinovy ucinek, semena jablek



Occurrence of amygdalin in food and feed

Summary

The bachelor thesis is devoted to amygdalin, a representative of cyanogenic
glycosides. Glycosides are substances of plant origin. They consist of two components, sugar
and a non-sugar part, ie: aglycone.

Cyanogenic glycosides are glycosides of certain cyanogenic aldehydes and ketones.
Plants containing cyanogenic glycosides are quite common in nature. They are found in flora
in almost all parts of the world. About 75 cyanogenic glycosides are known. They are
cyanogens of many plants consumed as components of human food or used as animal feed.
They are contained in dicotyledonous plants of the families Fabaceae, Fuphorbiaceae and
Fassifloraceae and in monocotyledonous plants of the family Poaceae and Araceae.

Amygdalin consists of the disaccharide genciobinose and the aglycone of
mandelonitrile, which, like enzymatic or acid hydrolysis, releases the toxic component
hydrocyanic acid (HCN), like other cyanogenic glycosides, which can cause damage to the
nervous system, as hydrogen cyanide is toxic to all living cells. These processes can occur
during cooking or during long-term storage of cyanogenic food or feed. The release of
hydrogen cyanide can also occur if the tissue of the plant containing amygdalin is damaged,
for example, by infestation by herbivores.

Amygdalin is the most common cyanogenic glycoside in the Czech Republic. It is
found in plants of the genus Prunus from the family Rosaceae. 1t is found in fruits that are
traditionally consumed by humans, and this fruit also serves as a supplement when feeding
domestic animals. Significant sources of amygdalin are bitter almonds and stone apricots,
peaches, plums and cherries. Peach seeds contain 2.4 mg.g™ of amygdalin. Amygdalin was
also found in the kernels of plum (4100 mg.100 g™), apricot (2394 mg.100 g) and cherries
(2306 mg.100 g™'). Amygdalin levels of 5808 mg.100 g have been determined in the dry
matter of bitter almond kernels and 106 mg.100 g™ in the dry matter of sweet almond kernels,
but sweet almond varieties such as Texas are also known, in which amygdalin has not been
detected.

The most popular fruit in the Czech Republic is apple. Amygdalin is also found in
small amounts in the kernels of apples, pears and quinces. According to literature data, its
content in apple seeds ranges from 1 to 4 mg. g”. 5.54 — 9.41 mg. g”' of amygdalin was found
in apple seeds of 4 varieties grown in Prague Suchdol. Luna seeds had the highest content of
amygdalin (7.67 mg. g), the lowest content was shown by the variety Golden Delicious (4.94
mg. g).

The content of amygdalin in the seeds of fruit trees and plants is influenced by the
properties of the soil. It has been shown that the content of cyanogenic glycosides increases in
plants with high soil salinity, cyanogenic glycosides are synthesized in the leaves and then
transported to other parts of the plants.

Amygdalin-based is also a dietary supplement called vitamin By7, or Laetril, which is
sometimes attributed with antitumor effects. However, based on the analysis of current studies



on this topic, it is not possible to give a clear answer as to whether amygdalin actually has
these properties.

Key words: glycoside, hydrocyanic acid, amygdalin, secondary metabolites,
anticancer effect, apple seeds
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1 Uvod

Pouziti biologicky aktivnich latek ve formé pfirodnich rostlinnych extrakti v
potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu je vyznamné pro vyzkum po celém
svété. V tomto ohledu je tfeba hledat nejvhodngjsi rostliny s vysokym potencidlem pro
syntézu téchto latek. Pfirodni rostlinné vytazky maji absolutni vyhodu oproti produktum
syntetického puvodu. Farmakologicky ucinek ptirodnich rostlinnych extraktt na lidské télo se
lisi od syntetickych extraktli univerzalnim ucinkem, uzsim rozsahem vedlejsich ucinki a
slabymi alergickymi vlastnostmi. Produkce pfirodnich rostlinnych vytazka vyzaduje zapojeni
novych druhd surovin.

Je vSak nutné si uvédomit, ze ne vSechny latky, které jsou syntetizovany v téle rostlin,
lze povazovat za prospésné pro lidské zdravi. Rostliny pouzivaji mnoho sekundarnich
metaboliti k ochrané a odpuzovani $kadct a jsou jedovaté. V jistém smyslu jsou vSechny
1éky jedy. Je dulezité védeét, jak a za jakym GcCelem je pouzit.

Od pradavna se plody rostlin Prunus a Maleae pouzivaji pro potravinaiské a lécebné
ucCely. Charakteristickym rysem rostlin té€chto roda je pfitomnost glykosidu amygdalinu a
benzaldehydu. Benzaldehyd se v soucasnosti v potravinaiském a kosmetickim prumyslu
pouziva jako aroma. Zavadéni benzaldehydu kosmetickych pfipravki a formulace
potravinaiskych vyrobkl a napoja se provadi jak ve formé Cistého piipravku, tak ve formé
hotkého mandlového oleje a dodava kone¢nému produktu bohatou mandlovou chut a vani
(Fadeeva 2000).

Skutecnost, ze latky ziskané ze semen nekterych rostlin rodu Prunus a Maleae jsou
biologicky aktivni, je lidstvu jiz dlouho znama. Napftiklad ve starovékém Egypté byla latka
extrahovana ze semen broskvi pouzita jako jed. Dnes je znamo, ze to byl amygdalin, s n¢hoz
se uvolnuje kyselina kyanovodikova, ktera vstupuje do lidského téla.

Poprvé byl izolovan &isty amygdalin v 19. stoleti. Ve druhé poloving 20. stoleti
americky biochemik E. Krebs ve snaze syntetizovat amygdalin syntetizoval latku, kterou
nazval Laetril. Laetril je velmi podobny amygdalinu. Krebs tvrdil, ze tato latka je vitaminem
Bi7 a ma protirakovinovy ucinek. Od té doby probihda ve védeckém svété diskuse o
amygdalinu a jeho vlastnostech. Po vice nez pul stoleti byly provédény razné studie. Bylo
zjisténo, ze amygdalin se nachazi v semenech vice nez 1000 rostlin, v€etné semen jablek.

Jablka jsou jednim z nejpopularngjsich plodd v Ceské republice. Plody jabloni maji
dobrou chut a dietické vlastnosti. Maji §Sirokou $§kdlu zrani a jsou vhodné pro Cerstvou
spotfebu a zpracovani, jakoz i pro krmeni domacich zvifat jako doplnék.

Lze fici, ze studium dostupnych udaji o amygdalinu obsaZzeném v jableCnych
semenech je pro vyzkum dualezitym tématem. Diky rozvoji védy a techniky se dnes Cloveék
muze Iépe seznamit s tim, co muze mit vliv na jeho zdravi a kvalitu zivota.
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2 Cil prace

Cilem bylo ziskat co nejvice vSeobecnych informaci o amygdalinu, jeho mnozstvi v
krmivech a potravinach, biochemii jeho syntézy a jeho pusobeni v organismu. Zjistit, zda je
amygdalin, ktery je soucasti nekterych rostlin, zejména semen jablek, které cloveék konzumuje
a pouziva jako krmivo pro hospodaiska zvifata, ohrozenim nebo potencialnim zdrojem
zlepSeni zdravi.
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3 Literarni reSerse

Vzhledem k tomu, ze amygdalin byl poprvé ziskan v Cisté formé v roce 1830, existuje
hodné literarnich pramen popisujicich jeho vlastnosti. Pfesnéj$i metody studia chemickych
latek se vSak objevily ve 20. stoleti a ve vétsin€ piipada byly vyvinuty ve druhé poloviné 20.
stoleti. K popisu obecnych chemickych vlastnosti glykosidu, ke kterym amygdalin patfi, byly
pouzity takové zdroje, jako je ,,Analyza organickych sloucCenin“ Bauera (1953), kde jsou
brany v uvahu hlavni charakteristiky a reakce organickych sloucenin. Takového staré zdroje
vSak nestaci ke konplexni analyze vlastnosti glykosidi a amygdalinu.

Pro konkrétnéjsi a podrobné&jsi analyzu vlastnosti glykosidi pouZity a popsany prace
Veliska (2009) a Kysilka (2001), ve kterych byly podrobné&ji zkoumany rtizné slouceniny
patfici mezi glykosidy. Amygdalin patii ke kyanogennim glykosidim, které maji své vlastni
kvalitativni vlastnosti. Takeé pro studium vlastnosti amygdalinu byly pouzity rizné cizi zdroje
k vytvoteni uplné&jsiho obrazu.

K dosazeni cile bakalarské prace, konkrétné k nalezeni odpovédi na otdzku, zda je
amygdalin jed, vitamin nebo 1ék, byly analyzovany moderni védecké publikace, a to od
okamziku, kdy byla ozndmena syntéza Laetrilu. Prace Lehmanna (1977), vénovana studiu
vlivu Laetrilu na zvifata a rakovinné burky, poskytuje kvalitativni informace o studiich in
vivo provadénych ve druhé poloving€ 20. stoleti. V této praci jsou zkoumany taky pravni a
socialné-ekonomické dusledky pouzivani Laetrilu a je studovana role vychovy ke zdravi v
boji proti problému neefektivnosti Laetrilu. Moderni védecké clanky veénované problému
amygdalinu a rakovinnych bunék, publikované v poslednich 10 letech, jsou vetsinou zalozeny
na studiich in vifro. Na zékladé provedené literalni reSerSe bylo zjiSténo, ze tomuto problému
je vénovano mnoho praci Cinskych védci a nékteré z nich maji velmi specificky a tzky
charakter. Prace ,Inhibition of cell growth and down-regulation of telomerase activity by
amygdalin in human cancer cell lines” (Moon et al. 2015) se vénuje studiu vlivu amygdalinu
na rust bun€k a aktivitu telomerazy pii humanni rakoviné a bunécnych liniich fibroblastt
MRC-5. V dusledku sve prace autofi dospéli k zavéru, ze 1écba amygdalinem nabizi cennou
moznost 1écby rakoviny, nebot zpusobuje inhibici bunécného ristu a inhibici telomerasové
aktivity v lidskych rakovinovych bunécnych liniich zvySovanim aktivity B-glukosidazy. Tyto
studie jsou zajimavé, vyzaduji v§ak testovani in vivo.

Nejcennéjs§imi pracemi vSak byly védecké ¢lanky o amygdalinu v jableCnych
semenech. Stoji za zminku, Ze neexistuji mnoho studii vénovanych jablkim, protoze
tradi¢nim rostlinnym materidlem pro extrakci amygdalinu jsou hotké mandle a semena
broskvi a merunék. Clanek skupiny védcu Senica, Stampar, Veberic, Mikulic-Petkovsek
(2019) je vénovan jablkeCnym semenum a jejich analyze. Autofi uvadéji, ze 1 kdyZz jsou
ovocna semena povazovana za odpad, maji v lidské stravé dobry potencial. V této studii byly
studovany hladiny biologicky aktivnich latek (fenolickych a kyanogennich glykosidi) v
semenech jablek odridy Golden Delicious péstovanych ve Ctyfech riznych sadech svéta a
jejich zmény béhem 8 meésicu skladovani. Vyzkumné metody a jejich vysledky jsou zajimavé
a mohou slouzit jako dobry zaklad pro dal$i vyzkum jablek jinych odrad.

Analyza odborné literatury obecné ukazala, Ze otazkou studia vlivu amygdalinu na
lidské zdravi se zabyva pomérné Siroka skala ¢lankd. Praci vénovanych konkrétnim rostlinam
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a obsahu amygdalinu v jejich semenech je méné. Zda se, Ze toto je slibna oblast pro dalsi
vyzkum.

3.1 Glykosidy jako sekundarni metabolity rostlin

3.1.1 Sekundarni metabolity, biologicka aktivita a toxicita nékterych rostlinnych latek.

Pouziti biologicky aktivnich latek ve formé pfirodnich rostlinnych extrakti v
potravinaiském, vonavkarském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu je po celém svété
velmi zadané. Z tohoto divodu je tfeba hledat nejvhodngjsi rostliny s vysokym potencialem
pro syntézu biologicky aktivnich latek.

Ptirodni rostlinné vytazky maji absolutni vyhodu pied produkty syntetického puvodu.
Farmakologicky ucinek ptirodnich rostlinnych extrakt na lidské t€lo se lisi od syntetickych
extraktd univerzalnim ucinkem, uz§im rozsahem vedlejSich uCinkd a slabymi alergenimi
vlastnostmi.

Moderni védecky vyzkum v oblasti chemie pfirodnich latek se stale vice zamétuje na
jejich izolaci a naslednou charakterizaci u¢inné latky v rostlinnych extraktech. Biologicky
aktivni slouCeniny v rostlinach maji zpravidla nizkou molekulovou hmotnost a patii k
sekundarnim metabolitim.

Termin ,latky sekundarniho ptivodu® ma velké mnozstvi vyznamu, jelikoz se mnoho
roli v procesech dychani a fotosyntézy. Lze vSak fici, ze krom& primarnich metabolitd —
cukri, aminokyselin, mastnych kyselin, chlorofyll, cytochromi a nukleotidi existuji
slouCeniny, které jsou meziprodukty riznych metabolickych reakci. Rostliny obsahuji velké
mnozstvi latek, které se nepodileji na hlavnim metabolismu. Nazyvaji se sekundarni
metabolity nebo latky sekundarniho pivodu. Na rozdil od primarnich metabolitd pfitomnych
ve vSech rostlinnych burikach mohou byt sekundarni metabolity specifické pro jeden nebo
vice rostlinnych druhti. Sekundarni metabolity jsou organické molekuly, které se neucastni
rastu a vyvoje organismu. Absence sekundarnich metaboliti nevede k okamzité smrti, ale
spiSe k dlouhodobému zhorSeni schopnosti organismu prezit. Sekundarni metabolity Casto
hraji dalezitou roli v obrané rostlin. Tyto slouceniny jsou velmi rozmanitou skupinou
ptirodnich produkti syntetizovanych rostlinami, houbami, bakteriemi, fasami a zivoc€ichy.
Vétsina sekundarnich metaboliti, jako jsou terpeny, fenolové slouCeniny a alkaloidy, je
klasifikovana na zakladé jejich biosyntetického puvodu. Ruzné tiidy téchto sloucenin jsou
Casto spojovany s uzkym souborem druhil v ramci fylogenetické skupiny a tvofi bioaktivni
slouCeniny v né€kolika 1éCivych a aromatickych latkach, dale v barvivu a kofeni a/nebo ve
funk¢nich latkach.

Sekundarni metabolity jsou Casto produkovany na nejvyssi irovni béhem piechodu z
aktivniho rastu do stacionarni faze. Producentsky organismus muze rist bez jijich syntézy,
coz naznacuje, ze sekundarni metabolismus neni nezbytny, alespori pro kratkodobé preziti.
Z jiného hlediska je vSak nutné, aby geny zapojené do sekundarniho metabolismu
poskytovaly , genetické podminky“, které umoziuji mutaci a nabidku novych prospésnych
vlastnosti prostfednictvim evoluce. Tteti pohled charakterizuje sekundarni metabolismus jako
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nedilnou soucast bunéEného metabolismu a biologie; spoléha na primarni metabolismus, ktery
dodava potfebné enzymy, energii, substraty a bunéné materialy a pfispiva k dlouhodobému
preziti producenta (Linz et al. 2011).

Nejpocetnéjsi skupiny sekundarnich metaboliti jsou: isoprenoidy, fenolické
slouCeniny a alkaloidy. Kazd4 z téchto skupin je rozd€lena do mnoha podskupin. Kromé
téchto hlavnich skupin se dale rozliSuji menS$i tfidy sekundarnich sloucenin rostlinného
puvodu: kyanogenni glykosidy, glykosidy obsahujici siru (thioglykosidy), rostlinné aminy,
neproteinové aminokyseliny, polyacetyleny, betalainy, thiofeny atd. Nektefi autofi také tadi
mezi latky sekundarniho metabolismu alifatické organické kyseliny a fytohormony.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze biologicky aktivni latky zahrnuji velké mnozstvi
gumy a vitaminy (Vagazova 2010). Ne vSechny biologicky aktivni latky obsazené v
rostlinném materialu jsou vzak stejné uzite¢né a bezpecné pro ostatni zivé organismy.

Rostliny syntetizuji velké mnozstvi latek toxickych pro savce, lidi a dal§i zivé tvory.
Nazyvaji se fytotoxiny. Fytotoxiny, které jsou produkty metabolismu rostlin, vykonavaji
napiiklad ochranné funkce. Z velké cCasti vSak zlstava jejich vyznam pro zivot rostlin
neznamy. Fytotoxiny jsou latky s rUznymi strukturami a nerovnomérnou biologickou
aktivitou. Mezi nimi jsou alkaloidy, organické kyseliny, terpenoidy, lipidy, glykosidy,
flavonoidy, kumariny atd.

Existuji razné klasifikace jedovatych rostlin, zalozené zejména na specifickém slozeni
nebo toxickych ucincich biologicky aktivnich latek. Mezi celou fadu jedovatych rostlin patfi:

e bezpodminecné jedovaté rostliny (s podskupinou vysoce jedovatych),

e podminéné jedovaté — toxické pouze na urCitych mistech ristu nebo pfi nespravném
skladovani surovin, pii enzymatickém uGCinku hub a jinych mikroorganismu
(Neznamova 2007).

Jedovaté rostliny jsou povazovany za rostliny produkujici toxické latky — fytotoxiny, a
to i v malém mnozstvi, které zptsobuje poSkozeni téla a smrt lidi a zvitat.

Toxicita riznych rostlin se mize lisit v zavislosti na poloze druhu v zemépisné oblasti,
povaze pudy a stanovisté, klimatickych podminkach v pribéhu roku nebo stadiu vyvoje.

Toxické vlastnosti stejnych rostlin nemaji stejny u¢inek na jednotlivé skupiny zvifat.
Naptiklad Atropa Belladonna a Datura, které jsou pro ¢lovéka vysoce toxické, jsou naprosto
neskodné pro hlodavce a psy, ale zpusobuji otravu kachen a kufat.

Jedovaté rostliny jsou pfi¢inou vétSiny otrav lidi a zvifat. V tomto pfipade stoji za
zminku zejména otrava déti, které jsou pfitahovany vyraznymi plody, stavnatymi kofeny,
cibulemi a stonky.

Otrava rostlinnymi produkty je nékdy také spojena s konzumaci medu
kontaminovaného jedovatym pylem zrostlin, nrtbo rovn€z mléka a masa poté, co zvifata
poziou toxické rostliny (Neznamova 2007).

Biologicky aktivni latkou, na kterou je tato prace zaméfena je amygdalin. Amygdalin
patii mezi organické slouCeniny, mandelicky nitrilovy gencybiosid, kyanogenni glykosid,
ktery se nachazi v jadrech semen mnoha rostlin Celedi rizovitych (Rosaceae) a dodava jim
hotkou chut’. Poprvé byl izolovan z hotké mandle Prunus amygdalus var. Amara. Nachazi se
také v jadrech broskve a merunky. Jeho strukturu tvofi kosoctvereéné krystaly s teplotou tani
215 ° C (Raquel et al. 2008).
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3.1.2 Charakteristika glykosidu.

Amygdalin patii do skupiny glykosidd. Glykosidy jsou organické slouceniny,
zpravidla rostlinného pavodu, které se pii hydrolyze S§té€pi na cukr a slozku necukernou,
zvanou aglykon. Aglykon a cukr jsou propojeny vazbou podobnou esterické vazbe, proto je
glykosidova molekula snadno rozruSena v pritomnosti vody za ucasti enzyma obsazenych v
téchto rostlinach. Glykosidy jsou derivaty monosacharidi, jejichz glykosidicka
(poloacetalova) hydroxyskupina je substituovana, jsou to tedy Uplné acetaly. Rozlisuji se dve
skupiny — holosidy a heterosidy. Lze je dé€lit na oligosacharidy a polysacharidy (tzv.
holosidy), protoze je v nich glykosidicka skupina substituovana hydroxylovou skupinou
dalsitho monosacharidu. Jestlize se mluvi o glykosidech, mysli je tim heterosidy, ve kterych je
substituentem nukleofilni seskupeni nesacharidického charakteru. Glykosidy v pravém slova
smyslu jsou tedy slouceniny, které obsahuji jednu nebo vice monosacharidovych jednotek a
alespori jednu nesacharidovou soucast, tzv. aglykon nebo také genin. Pfi biosyntéze glykosida
je dulezity aldosa-1-fosfat jako darce glykosylovych jednotek (Kysilka 2001).

V glykosidech byva sacharidovy fetézec casto kratky a jen v n€kolika malo
slouCeninach, jako jsou steroidni alkaloidy a saponiny, je tento fetézec vétveny. Cukernou
slozku tvofi nejCastéji glukdza, rhamnoza, arabinéza, xyloza, tfidCeji pak deoxycukry jako
digitoxoza a cymardza. Zadné absolutni omezeni viak v této oblasti neexistuje. Podle po&tu
monosacharidl, které jsou v feté€zci navazany na aglykon, se rozliSuji monoglykosidy,
diglykosidy a triglykosidy. Jsou-li tyto sacharidy navazany pouze v jedné poloze na aglykonu,
hovofi se o tzv. monodesmosidech, jsou-li navazany na dvou mistech, jedna se o bidesmosidy
(naptiklad né€které saponiny). Prakticky vSechny pftirodni glykosidy patii mezi B-glykosidy,
pouze nékteré glykosidy L-cukri (napfiklad L-rhamnézy) jsou vazany a-glykosidickou
vazbou. Aglykony mohou byt nejrozli¢n&jsi latky. Musi vSak obsahovat skupinu schopnou
glykosidové vazby. Tuto podminku spliiuji alkoholy, fenoly, thioalkoholy, aminy a podobné
latky (Kysilka 2001).

Vsechny glykosidy se vyznaCuji neptitomnosti tautomernich transformaci v roztoku,
tj. jejich pfechod na acyklickou formu je nemozny, jelikoz tento proces vyzaduje mobilni
atom vodiku v poloacetalovém hydroxylu. Takovato forma hydroxylu se poté musi premenit
na karbonylovou skupinu. Druhou spole¢nou vlastnosti glykosida je jejich pomérné€ snadna
schopnost hydrolyzovat v kyselém prosttedi, coz je vlastn€ proces opacny k reakci jejich
tvorby (Plemenkov 2001).

Glykosidy jsou jednou z nejcastéji se vyskytujicich skupin pfirodnich sloucenin. Jedna
rostlina obvykle obsahuje n€kolik typtu glykosidi. Napftiklad v listech naprstniku ¢erveného
(Digitalis purpurea) se nachazi az 70 raznych glykosidi. V rostlinach jsou glykosidy
obsazeny v ruznych rostlinnych organech, a to v rozpusténé forme¢ v bunécné mize. Rostliny
obsahujici glykosidy ptitahovaly pozornost od starovéku. Uz Egyptané a Rimané pouzivali
Drimia maritima ke stimulaci srde¢ni Cinnosti. Pripravky ze semen a kary krutikvétu
(Strophantus hispidus) byly pouzity nejen ke stimulaci srdecni aktivity, ale také k otrave Sipt.
Historie objevu glykosidi je spojena s naprstnikem Cervenym, ktery presel od puvodni
bylinné 1éCby (v té dobé jediny zpusob 1éCby) k modernimu, nepostradatelnému 1éCivu.
Poprvé jej zacali pouzivat 1éCitelé z Irska a Anglie. Pouzival se jako projimadlo, prostiedek
pro vyvolani zvraceni a vykaslavani hlena (Karpuk 2011).
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3.1.3 Reakce a zmény glykosidu.

Podle atomu, kterym je navazana nesacharidova Cast glykosidu, se rozlisuji O-, N-, S-
a C- glykosidy. Chemické vlastnosti glykosidu jsou rozmanité a jsou zpusobeny piitomnosti
glykosidické vazby, jakoz i strukturnimi rysy aglykond tj. cukrd. Vét§ina glykosidu jsou
nestabilni slouceniny, protoze diky glykosidické vazbé jsou hydrolyzovany v pfitomnosti
vody enzymy, tzv. glykosidazami, jakoz i kyselinami raznych koncentraci, méné Casto t&€z
alkaliemi (S-glykosidy). Podle typu Stépené glykosidické vazby se rozliSuji a-glykosidazy a
B-glykosidazy. Thioglykosidy se §té€pi enzymem myrosinaza (thioglukosidaza). Enzymy a
glykosidy byvaji v rostliné ulozené oddélené¢ a pfijdou do kontaktu az v pripad¢€ poruseni
pletiva nebo nasledkem odumirani pletiva (Kysilka 2001).

S-glykosidy, které jsou hydrolyzovany pouze koncentrovanymi kyselinami nebo jejich
smési, jsou nejodolng&jsi vici kyselé hydrolyze. Pokud jsou v glykosidové molekule dva a vice
monosacharidi nebo jejich derivaty (uronové kyseliny, alkoholy), dochazi Casto k tzv.
postupné hydrolyze, pii které se cukry postupné odstépuji. Produkty postupné hydrolyzy
glykosidu se nazyvaji sekundarni glykosidy, na rozdil od nativnich (primarnich) glykosida
obsazenych v zivé rostling (Karpuk 2011).

Syntéza glykosidi zahrnuje jednak syntézu aglykonu, ktera je pro velkou rozmanitost
aglykont téz dosti riznoroda, a glykosylaci aglykonu. Pfi ni hraji dilezitou roli enzymy
glykosyltransferazy, které umoziiuji pfenos glykosylovych zbytkt. Tvorba glykosidi ma pro
rostlinu zejména vyznam detoxikacni, pfiCemz lipofilni toxické latky se po navazani cukru
stavaji rozpustnymi ve vodé a mohou byt snadno vylouCeny, obyCejné do bunécné §tavy
vakuol, ale i1 do jinych €asti rostlinné butiky (Kysilka 2001).

Jak uvadi jeden zprvnich zdroju zabyvajicich touto problematikou (Fenolické
slouCeniny a jejich biologické funkce. Moskva, 1968), charakteristickou reakci glykosidi je
enzymatické Stépeni, které umoziuje nejen stanovit pritomnost glykosida, ale také stanovit
konfiguraci glykosidickych vazeb a nekdy i potadi vazeb mezi sacharidy. NejCast&ji k tomu
dochazi pomoci enzymu emulsin. Kazdy glykosid je charakterizovan vlastnim indexem
regenerace enzymu. Timto indexem se rozumi obsah glukozy vyjadieny v miligramech na
100 ml zkouSeného roztoku. Ten se vytvoii hydrolyzou v mnoZstvi potfebném ke zméne
rotace o 1 © doprava v zkumavce dlouhé 20 cm.

Pro charakteristiku obecnych véci uvadi Bauer (1953), ze barevné glykosidové reakce
jsou obvykle vhodné pouze v nepiitomnosti volnych cukrii. Mnoho glykosidu s vycisténou
zlu€ovou zluéi a kyselinou sirovou dava ¢ervenou barvu. Alkoholicky 20% roztok a-naftolu s
koncentrovanou kyselinou sirovou tvoifi modrou a fialovou barvu. Podobné zbarveni nastava
v piipad€ pouziti p-naftolu nebo resorcinolu. Glykosidy obsahuji fenol nebo fenolové
hydroxylové slou€eniny jako aglykon poskytujici zlutou barvu po reakci s chloridem
zelezitym. U nékterych glykosidd reakce probiha intenzivnéji s pouzitim roztoku
alkoholickych €inidel.

Glykosidy, jejichz aglykony obsahuji karbonylovou skupinu, jsou identifikovany jako
hydrazony, semikarbazony nebo oximy. Pfi peclivé acetylaci anhydridem octové kyseliny
poskytuje mnoho glukosidi charakteristické acetylderivaty. Pasobeni acetylacni smési se
nékdy pouziva k dukazu glukdzy jako cukerné slozky glykosidu. Jeho objev je zalozen na
pfeméné pentaacetylglukozy ziskané acetylaci na pentaacetylglukosyl-p-toluidid ptisobenim
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p-toluidinu. Tato slou¢enina je nerozpustna v alkoholu, je levotociva a ma vysokou teplotu
tani (Khaletsky 1966).

Glykosidy hraji dilezitou roli v zivoté rostlinného organismu:

1) ucastni se redoxnich reakci v rostlinné burice,

2) jsou nosici cukru,

3) jsou nezbytnou soucast v obdobi intenzivniho rastu a vyvoje rostliny.

Ve vétsiné pripadu je biologicky vyznam glykosidu zajistén strukturou aglykonu
(Karpuk 2011).

Déle mohou slouzit jako toxiny, odpuzujici pfipadné predatory. Glykosidy tvofi
pestrou skupinu latek. Podle struktury aglykonu se glykosidy déli do n¢kolika skupin na
fenolové glykosidy, kumariny a jejich derivaty, flavonoidové glykosidy, antokyanidinové
glykosidy, antrachinonové glykosidy, kardioaktivni glykosidy, saponiny, kyanogenni
glykosidy, glukosinolaty (thioglykosidy) a glykosidy s iridoidovym aglykonem.

3.1.4 Fenolové glykosidy.

CH,0H
0.0

OH
HO

OH

Oo”
Obrazek 1. Fenolové glykosidy

Fenolické glykosidy obsahuji sacharid navazany na fenolickou skupinu. Aglykon
fenolovych glykosidu je tvofen aromatickym jadrem s rozdilnym biogenetickym pivodem
(Pavlikova 2009). Cast aglykond je odvozena od $ikimové kyseliny, jina od octové kyseliny.
Hodné fenolickych latek v rostlin€ existuje v glykosidické formé, ktera se po sbéru odstépuje
a uvoliuje se tak sama aktivni sloucenina. To je napfiklad piipad vanilinu nebo salicinu.
Floridzin se vyskytuje v nékterych druzich Celedi viesovcovitych (Ericaceae) a také v kure
kofent stromu Celedi ruzovitych (Rosaceae), jako jsou jablon€, hrusné Ci tfesné. ZvySuje
vylucovani cukru mo¢i, blokuje zpétnou resorpci glukdzy a snizuje koncentraci glukdzy v
krvi (zptisobuje hypoglykémii) (Pavlikova 2009).

17



3.1.5 Flavonoidy.

O
Obrazek 2. Flavony

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Podle mista, kde je fenylova skupina
navazana, se rozliSuji flavany, isoflavany a neoflavany. NejCastéji se vyskytuji derivaty
flavanu. Isoflavany jsou mén¢ Casté a neoflavany jsou celkem vzacné. Derivaty flavanu se
déli do n€kolika skupin podle oxidace pyranového kruhu. Flavony obsahuji jen ketoskupinu,
flavanoly obsahuji kromé ketoskupiny jesté tii hydroxyskupiny a flavanony obsahuji dve
hydroxyskupiny.

Flavonoidy jsou obvykle rozpustény v bunécné staveé vakuol a vyskytuji se vétSinou
glykosidicky vazané. Metoxyderivaty flavonoida jsou lipofilni a jsou obsazeny téz v silicich.
V zivém organismu jsou flavonoidy pravdépodobné zapojeny do oxidacné-redukCnich
procesu.

Flavonoidy zptsobuji obnovu propustnosti kapilar, odstrafiuji jejich lamavost, pisobi
protikrvacivé. Brani Sifeni mikrobialnich toxint, a proto podporuji 1écbu infekEnich
onemocnéni. Nekteré flavonoidy pusobi mocCopudn€, rozsifuji cévy a snizuji krevni tlak. S
vapenatymi ionty vytvareji flavonoidy komplexni soli, ¢imz brani srdzeni krve a zadrzuji v
organismu vapnik. Podporuji tvorbu Zluc¢i a ptsobi téz protikiecCove. Posiluji G¢inek vitaminu
C v organismu. U¢inné jsou jak glykosidy, tak jejich aglykony.

Mezi nejvyznamnéjsi flavonoidy patii rutin, hesperidin a kvercetinové glykosidy, jako
je kvercetin, hyperosid nebo kvercitrin (Kysilka 2001).

3.1.6 Antokyany.

Obrazek 3. Antokyany

Antokyany podminuji Cervené, fialové, pripadn€é modré zabarveni zejména kvétl, ale
téz jinych rostlinnych ¢asti, jako jsou plody, listy ¢i naté, fid¢eji kofent nebo dieva. Jsou
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ulozeny v buné¢nych §tavach jako glykosidy. Dnes je znamo asi 25 aglykond a 300 raznych
antokyant. Biochemicky jsou uzce spjaty s flavonoidy, nebot jde o derivaty flavanu.
Aglykonova cast se oznaCuje jako antokyanidin. Antokyanidiny jsou slabé zasady a tvofi
krystalické oxoniové soli, obsahujici benzopyrilium. Cukry, nejCastéji glukoza, tidCeji
galaktdza a velmi vzécné rhamnoza, xyloza €i arabindza, se vazou obyCejn€ na treti uhlik,
n¢kdy také na uhlik paty nebo sedmy.

Zbarveni antokyanini zavisi na pH bunéCné S§tfavy. V kyselém prostiedi jsou
zabarveny Cerven¢. Alkalizaci pfechazeji do modré barvy. Ve velmi zdsaditém prostredi
dosahuji v umélych podminkach az zlutave zeleného zbarveni. Zabarveni antokyana zavisi téz
na vzniku jejich komplexu s iontem kovu, napiiklad zelezitym nebo hlinitym. Antokyany maji
vliv na propustnost bunécnych blan vlaseCnic a maji protizanétlivé uCinky. Pouzivaji se pfi
o¢nich zanétech Ci pfi mikrokrvacenich. K vyznamnym antokyaninim patfi pelargonidin,
kyanidin, malvidin, peonidin a petunidin (Kysilka 2001).

3.1.7 Antrachinonové glykosidy.

Obrazek 4. Antrachinonovy glykosid

Struktura téchto glykosidi se odvozuje od aromatického uhlovodiku antracenu. Drogy
obsahuji antrachinon, ale téz jeho redukované derivaty — antrahydrochinon, oxantron, antron a
antranol. Cukernou slozkou téchto latek je nejCastéji glukodza a rhamndza, vazané obycCejné na
prvnim, Sestém ¢i osmém uhliku. DalS§i substituent je obvykle v poloze 3. Kromé
monomernich antrachinoni se vyskytuji téz dimerni slouCeniny — diantrony. Obsah
antrachinonovych latek se méni v prubéhu zivota rostliny i béhem skladovani. Méni se
zejména pomer oxidovanych a redukovanych forem, méni se téz pomér volnych a
glykosidicky véazanych sloucenin. Antrachinonové derivaty pasobi v tlustém stfeveé jako
projimadla. Glykosidické formy jsou mén€ rozpustné v tucich, a proto se mén¢ vstebavaji v
zaludku a tenkém stievé. V tlustém stievé se poté z glykosidu pasobenim stievnich bakterii
uvoltiyje u¢inny aglykon. Nejucinngjsi jsou antrony a diantrony (Kysilka 2001).
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3.1.8 Glukosinolaty.

VW w

skupinou substituovanou sulfatem na dusiku, na které je navdzana jednak S-glykosidickou
vazbu B-D-glukopyranéza, jednak jeste dalsi zbytek, ktery je charakteristicky pro ten ¢i onen
glukosinolat.

Glukosinolaty jsou hydrolyzovany pomoci enzymu thioglukosidickych glukohydrolaz,
tzv. myrosinaz. Hydrolyzou téchto slouCenin se ziska glukdza, siran a nestabilni aglykon.
Glukosinolaty jsou vytvafeny zaminokyselin, a to jak proteinogennich, tak
neproteinogennich. Mechanismus jejich vzniku je podobny jako u kyanogennich glykosidu.
rozkladu glukosinolatd, jsou odpoveédné za typicky drazdivy zapach celedi brukvovitych.
Tento zapach muize chranit rostlinu pred Sktidci a predatory. Byla také prokazana hormonalni
funkce nékterych slouCenin odvozenych od glukosinolati. Napfiklad indolacetonitril,
odvozeny od glukobrassicinu, vykazuje aktivitu auxinu v rostlinach (Kysilka 2001).

Glukosinolaty, diive nazyvané thioglukosidy, tvoii vyznamnou skupinu vice nez 150
sekundarnich metabolita vylu¢n¢ dvoudéloznych rostlin Celedi brukvovitych (Brassicaceae).
Glukosinolaty jsou naptiklad zodpovédné za typické Stiplavou chut’ semen fepky, aromatu
hot¢ice, kienu, fedkve a jinych druhti zelenin a n€kterého kofeni. Proto se dfive také nazyvaly
faktory interferujici s metabolismem jodu, protoze fepkovy $rot pouzivany jako krmivo pro
hospodafska zvifata ma strumigenni (goitrogenni) u¢inky. Soucastny vyzkum je zameéfen
predev§im na biologické vlastnosti degradacnich produktd glukosinolati a hodnoceni jejich
pozitivniho, ale i negativniho pusobeni na zdravi ¢lovéka (Velisek 2009).
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3.1.9 Kardioglykosidy.

Cukr ol

\\‘o
Obrazek 6. Kardioglykosidy

Kardioaktivni glykosidy, kardioglykosidy jsou glykosidy, jejichz aglykon je
steroidniho charakteru. Maji specificky ucinek na srdecni sval. Nositelem tohoto ucinku je
steroidni aglykon, uCinek je vSak mnohonasobné zesilen pfitomnosti az péti molekul
sacharidl, které se svou strukturou Casto lisi od béznych, primarnich sacharidi. Aglykon ani
monosacharidy jako takové vSak kardiotonicky ucinek nemaji, u€inny je az vlastni glykosid.
Glykosidy puisobi na srdecni sval silngji nez samotné aglykony, protoze jsou hydrofilngjsi a
mohou se tak siln€ji vazat. Dé€li se na kardenolidy (kardioglykosidy typu digitalis) a
bufadienolidy (kardioglykosidy typu scilla-bufo). Zakladnim strukturnim prvkem kardenolidu
je kardenolid, coz je substituovany derivat steranu, obsahujici navic péticlenny y-laktonovy
nenasyceny kruh. Zaklad bufadienolidii tvofi bufadienolid — taktéz substituovany derivat
steranu, navazany je vzak SestiClenny o-laktonovy nenasyceny kruh. Jednotlivé
kardioglykosidy se dale li§i polohou, po¢tem a druhem substituentd, v poctu dvojnych vazeb a
v poctu a druhu cukrt. Jejich Ginnost je vyrazné ovlivnéna stereochemii. Mnohdy jen mala
zména ve stereochemii ma rapidni vliv na Ginnost glykosidu. Kardenolidy maji 2 az 7krat
vys$i u€inek nez bufadienolidy. Cukernou slozku mohou tvofit bézné cukry (napt. D-glukoza,
L-rhamnoza), ale také cukry, které dosud nebyly nalezeny v jinych glykosidech (zejména 6-
deoxycukry, methylpentosy, 2,6-deoxycukry a jejich 3-methylethery) (Kysilka 2001).

Kardioglykosidy zvySuji napéti a silu stahu srdecni svaloviny, podporuji tedy srdecni
¢innost. Mechanismus tohoto pusobeni neni jesté zcela objasnén. Ziejme ovliviiuji iontovy
metabolismus tak, ze inhibuji n€které v tomto metabolismu vyznamné enzymy. Jde zejména o
vztah sodiku a drasliku, kdy kardioglykosidy soutézi s draslikem o obsazeni membranového
enzymu Na'-K -ATP-4zy, kterou tak inhibuji. Utlum tohoto enzymu se nejspise kompenzuje
zvySenim G&innosti vyménného systému Na'-Ca®’, &imz se zvy$§i mnoZstvi snadno
prenosného vapniku v membranovych strukturach bun€k srde¢ni svaloviny. Kardioglykosidy
tedy zvySuji pfivod vapenatych iontl, které se poté uvoliuji z membranovych struktur do
cytoplasmy bunék srde¢ni svaloviny a zvysuji silu stahu. ZvySeny piivod vapenatych ionta
usnadriuje tvorbu aktinomyosinu. Nedostatek vapenatych iontd vede k zesileni Gcinku i
toxicity kardioglykosidu, nedostatek drasliku pasobi opa¢né. Kardioglykosidy také nepiimo
pusobi mocopudné a drazdi téz zony pro zvraceni v prodlouzené mise, ¢imz mohou vyvolat
zvracivost az anorexii. VSechny kardioglykosidy jsou toxické (Oweis et al. 2006).
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3.1.10 Saponiny.

Obrazek 7. Saponiny

Saponiny jsou skupinou pfirodnich smési obsahujicich triterpenoidalni nebo steroidni
aglykon, nazyvany genin nebo sapogenin, kovalentné vazany na jednu nebo vice cukernych
skupin (Augustin et al. 2011). Triterpeny patii do velké skupiny sloucenin, které maji fadu
dulezitych biologickych aktivit. Vznikaji ze skvalenu spfazenim dvou farnesil-difosfatovych
jednotek (Abe 2007).

Saponiny jsou glykosidy isoprenoidového puvodu, jejichz vodné roztoky siln€ péni.
Pro tuto podobnost s mydlem ziskaly svij nazev (latinsky sapo = mydlo). Pénivost je
podminéna schopnosti snizovat povrchové napéti v heterogennich systémech. Mezi plynnou a
tekutou fazi vytvareji pé€nu, mezi dvéma kapalnymi fazemi pusobi jako emulgatory, mezi
tekutou a tuhou fazi pasobi jako dispergujici ¢inidla. Kromé toho maji hemolyzujici G¢inky.
Pouzivaji se ve farmacii, v potravinaistvi a kosmetice. Pro své emulgacni schopnosti se
pouzivaly jako praci prostiedky. Hemolytické ucinky saponini znemoziuji jejich injekeni
podavani. Saponiny pusobi vétSinou lokalné drazdivé, vyvolavaji slzeni, kychani a o¢ni
zéndty. Ustng podavané saponiny se vét§inou nevstiebavaji, a proto neptisobi toxicky. Jsou
vSak znamy 1 vyjimky. Saponiny jsou i ve vysokych zfed€nich jedovaté pro ryby a jiné vodni
zivoCichy, protoze patologicky zvysSuji propustnost zaber a pokozky, ¢imz tito zivoCichové
ztraci dulezité elektrolyty (Kysilka 2001).

Saponiny se vyuzivaji jako expektorancia, coz znamend, ze podporuji odkaslavani.
Povrchova aktivita saponini podporuje zkapalnéni hlent a jinych sekretd. U latek
nerozpustnych nebo Spatné rozpustnych podporuji saponiny vznik emulze ¢i disperze. Lze
vyuzit téz jejich schopnosti vazat se na cholesterol.

Saponiny se skladaji z lipofilniho aglykonu sapogeninu a z hydrofilni sacharidové
slozky. Podle struktury aglykonu se de€li na saponiny steroidni a triterpenické. Podle
funk¢nich skupin a acidobazické reakce se rozliSuji saponiny neutralni, kyselé a bazické.
Kysely charakter podminuje karboxylova skupina aglykonu nebo sacharidové slozky, mezi
kyselé saponiny patii vétSinou saponiny triterpenoidni. Bazické saponiny jsou nékteré
steroidni saponiny, které obsahuji v molekule dusik, a proto se fadi k steroidnim alkaloidam.
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3.1.11 Glykosidy s iridoidovym aglykonem (Hoi¢iny).

Obrazek 8. Hot¢iny

Iridoidy jsou nejvyznamnéjsi skupinou hoi¢in, jejichz aglykon je monoterpenicky,
nejcastéji odvozeny od iridodialu. Jejich nazev je odvozen od mravenct rodu Iridomyrmex,
ktefi v ptipad€é ohrozeni vyluc€uji iridoidni latky. Iridoidy mohou byt jak tuhé tak kapalné
latky a jejich rozkladné produkty se barvi tmav€, coz zpusobuje Cernani rostlin pfi
neopatrném suSeni. Mezi nejznamngjsi iridoidy patii pfedevsim loganin, swerciamarin,
genciopikrosid, amarogentin, harpagosid, foliamentin, oleuropein a aukubin. Hof¢iny diky své
hotké chuti podporuji tvorbu a vylu€ovani zaludeCnich $tav, jiny vyrazny terapeuticky ucinek
vSak nemaji. Hoi¢iny s iridoidovym aglykonem jsou biogeneticky odvozeny od mevalonové
kyseliny, pficemz aglykon muze byt monoterpenicky, seskviterpenicky, triterpenicky i
steroidni (Kysilka 2001).

3.2 Kyanogenni glykosidy.

Kyanogeneze je schopnost rostlin a také nékterych jinych organismu produkovat
rozkladem kyanagennich sloucCenin kyanovodik. Kyanogenni slouceniny neboli kyanogeny
byly prokazany v riznych castech zhruba 3000 druhl rostlin fazenych do 110 celedi.
Predpoklada se, ze v rostlinadch svou hotkou chuti, pachem a toxicitou vzniklych rozkladnych
produktt odpuzuji predatory a ucastni se metabolismu dusiku, nebot’ jsou jeho zasobni
formou pfi kliCeni semen a v pocateCnich fazich vyvoje rostlin. Kyanogeny se d¢€li na tfi
zakladni skupiny:

e kyanogenni glykosidy (B-glykosidy 2-hydroxynitril(, B-glykosidy kyanhydrini)

e pseudckyanogenni glykosidy (glykosidy methylazoxymethanolu neboli
azoxyglykosidy)

e kyannogenni lipidy (kyanolipidy, estery kyanhydrinii s mastnymi kyselinami).

Kromé téchto kyanogent akumuluji nékteré vys$si rostliny pfi asimilaci kyanovodiku,
také rizné nitrily. Mnoho rostlin dale produkuje kyanidy jako vedlej§i produkty biosyntézy
rostlinného hormonu ethenu (Velisek 2009).

Kyanogenni glykosidy, kterych je znamo asi 75, jsou nejdulezitéjSimi a
nejroz§irenjSimi kyanogeny mnoha rostlin konzumovanych jako slozky lidské potravy nebo
pouzivanych jako krmiva hospodaiskych zvirat. Nachazeji se hlavné v dvoudé€loznych
rostlinach Celedi bobovitych (Fabaceae), pryscovitych (Euphorbiaceae) a mucenkovitych
(Passifloraceae) a v jednodé€loznych rostlinach Celedi lipnicovitych (Poaceae) a aronovitych
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(Araceae). Obecné se urCity kyanogenni glykosid vyskytuje jen v jedné ¢i dvou celedich
rostlin a jeden ¢i dva kyanogenni glykosidy se nachazeji v jedné rostling (VeliSek 2009).

Az na nekteré vyjimky je cukrem vazanym v kyanogennich glykosidech monosacharid
B-D-glukéza. Kyanogenni glykosidy se ¢leni podle aminokyselin, ze kterych vznikaji
biosyntézou. Nej¢astéji jsou odvozeny od péti hydrofobnich AMK: wvalinu (linamarin),
isoleucinu  (lotaustralin), leucinu (heterodendrin a epiheterodendrin), phenylalaninu
(amygdalin a prunasin) a tyrosinu (dhurrin, taxifyllin a triglochinin). Kyanogenni glykosidy
se odvozuji od L-aminokyselin. V rostlinnych bunkéch, které jsou schopné syntetizovat tyto
glykosidy, existuje komplex obsahujici enzymy, které pfemeéni L-aminokyselinu v né€kolika
krocich na kyanhydrin, ktery je vzapéti glykosylovan. Kyanovodik, ktery se uvolfiuje pfi
rozkladu kyanogennich glykosidu, je v rostlinach detoxikovan reakci s aminokyselinou L-
cysteinem, pficemz vznika sulfan a L-asparagin. Rostliny tedy mohou kyanovodik vyuzit k
syntetickym ucelim (Kysilka 2001).

Rada kyanogennich glykosidd je odvozena od aromatickjch AMK fenylalaninu
(epimerni par B-glukosid (R)-prunasin a (S)-sambunigrin) a tyrosinu (B-glukosid (R)-
taxifyllin a epimerni (S)-dhurrin). Prunasin je kyanogennim [-glukosidem semen mnoha
rostlin Celedi razovitych (Rosaceae), slivoni (Prunus spp.), merunek (Armeniaca spp.),
broskvoni (Persica spp.), jabloni (Malus spp.), hrusni (Pirus spp.), kdouloni (Cydonia spp.),
jetabu (Sorbus spp.), skalnika (Cotonoaster spp.) a také mnoha akacii (Acacia spp., bobovité,
Fabaceae), ptitomen je také v plodech mucenky (Passiflora spp.) (Velisek 2009).

Stejny aglykon jako prunasin (nitril D-mandlové kyseliny) obsahuje amygdalin.
V podminkach CR je amygdalin nejvyznamngj§im kyanogennim glykosidem. Amygdalin je
pfitomny v rostlinach Celedi rizovitych (Rosaceae). Vyznamnymi zdroji jsou hotké mandle a
pecky merun¢k, broskvi, Svestek a tfesni. V malém mnozstvi je také obsazen v jadrech jablek,
hrusek a kdouli. Mnozstvi amygdalinu neni veliké a neni ani zZivotu nebezpeccé. K otravam
dochéazi vétSinou jen nahodné€, naptiklad pfi konzumaci vét§tho mnozstvi pecek hotkych
mandli détmi (Velisek 2009).

Pseudokyanogenni glykosidy (azoxyglykosidy) se vyskytuji v rostlinach celedi
cykasovitych (Cycadaceae). Pseudokyanogenni glykosid cykasin se vyskytuje v semenech
cykast. Tento druh sago se vyuziva jako zdroj Skrobu. Cikasin ma karcinogenni a mutagenni
vlastnosti. Karcinogenni vlastnosti cikasinu se projevuji pfi jeho rozkladu v téle pasobenim
beta-glukosidazy stfevni flory za vzniku aglykonu methylazoxymetanolu. Ptijem cikasinu s
pitnou vodou v davce 10 mg.kg” po dobu 10 dnd vedelo k vyvoji nadord jater potkant ve
vice nez 80 % pripadi. Nadory ledvin, stiev, jater, plic a mozku mohou byt vyvolany jedinou
subkutanni injekci cikasinu u novorozenych potkanti. U mysi zpusobuje cikasin hematomy,
nadory ledvin, leukémii, plicni adenomy a u syrskych kiecki, morcat a akvarijnich ryb nadory
jater. Cikazin m4 také teratogenni vlastnosti (Petrovsky 1988). Vyskyt neurologické poruchy
pfipominajici Parkinsonovu chorobu byl zaznamenan v riznych oblastech Pacifiku.
Neurologicky poruchy mohou byt také zpasobeny pfitomnosti lathyrogenu 2 4-
diaminomaselné kyseliny (Velisek 2009).

Kyanogenni lipidy byly prokdzany vsemenech nékterych rostlin  Celedi
mydelnikovitych (Sapindaceae), které se vSak pro lidskou vyzivu nepouzivaji. VSechny
kyanolipidy maji pétiuhlikaty skelet odvozeny od leucinu a kyanoskupinu s jednou nebo
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dvéma hydroxyskupinami esterifikovanymi mastnymi kyselinami. Béhem hydrolyzy tvori
kyanolipidy volnou kyselinu kyanovodikovou.

3.2.1 Reakce a zmény.

Glukosinolaty jsou v rostlinném pletivu doprovazeny enzymem myrosinazou
(thioglukosidglukohydroldzou), ktera katalyzuje jejich rozklad. Myrosinaza je globularni
glykoprotein skladajici se zn€kolika isoenzyml. Zvlastnosti je wvyskyt myrosinazy
v nékterych mikroorganismech, v houbach a dokonce i v tkanich nékterych zivocichu.
V neporuseném pletivu je myrosinaza umisténa od glukosinoliti oddélené, ovSem pfi
mechanickém poruSeni bun€k rostlinného pletiva (napiiklad krajeni, kousani, pomrznuti ¢i
napadeni Sktdci) dochazi k pomérné rychlé enzymové hydrolyze. Naptiklad v neporusenych
bunkéch jetele plazivého je linamarin obsazen ve vakuolach, zatimco enzymy v bunécné
stén¢. Ke kontaktu substratu s enzymy dochazi po posecent rostlin, pii drceni semen, zvykani,
pusobenim ledovych krystalkt pii pomrznuti, ale také pfi mimofadném suchu ¢i napadeni
Skudci (Velisek 2009). Rychlost hydrolyzy je dana aktivitou enzymu, kterou ovliviiuje fada
faktort (teplota a hodnota pH prostiedi, druh a Cast rostliny ¢i pfitomnost latek puasobicich
jako aktivatory Ci inhibitory).

Samotnad enzymova hydrolyza je zahajena myrosindzou katalyzovanym S§té€penim
thioglukosidové vazby glukosinolatu. Hydrolyzou vznika kromé D-glukézy nestabilni
meziprodukt (aglykon, resp. sulfonat thiohydroximatu), ktery podléha spontanni degradaci
zahrnujici odStépeni hydrogensiranu a stabilizaci zbylé ¢asti molekuly na nektery ze stalejSich
produktt. NejCastéj§imi rozkladnymi produkty jsou isothiokyanaty a nitrily, nicméné
v zavislosti na vnéj§ich podminkach a struktufe glukosinolatu muze vznikat fada dalSich
produktt. Isothiokyanaty a CasteCn€ i nitrily vznikajici hydrolyzou alifatickych glukosinolata
se zna¢nou merou podileji na typické palivé chuti nekterych brukvovitych zelenin (Velisek
2009).

Prubeh reakce je ovliviiovan také teplem. Béhem tepelného zpracovani zelenin dojde
k inaktivaci enzymovych systémud, vCetn€é myrosinazy a epithiospecifického proteinu.
V zavislosti na teploté a délce trvani tepelné upravy jsou CcasteCné rozkladany jak
glukosinolaty (ke ztratam dochazi z velké €asti 1 vyluhem), tak n¢které vznikajici termolabilni
produkty (naptfiklad askorbigen). Kromé toho dochazi ktekani tady latek, predevsim
nizkomolekularnich isothiokyanati, ¢imz se vyrazné zméni aroma takto zpracované zeleniny.
Poruseni rostlinného pletiva, jemuz piedchazel dostatecné ucinny tepelny zésah, jiz nemé za
nasledek enzymovy rozklad glukosinolati a cast dosud pfitomnych nerozlozenych
glukosinolati je pak potravou pfijimana. Pfi blan§irovani a vafeni zelenin se zna¢na Cast
glukosinolati vyluhuje, v priméru 30 — 40 %. Ve zmrazenych zeleninach se v dusledku
aktivity myrosinazy v poskozenych pletivech nachazi asi 50 % pavodné piitomnych
glukosinolati. Pfi kvaseni zeli dojde beéhem prvniho tydne fermentace k prakticky Gplnému
rozkladu glukosinolatt (Velisek 2009).

Biologické ucinky samotnych glukosinolati jsou prakticky indiferentni, i kdyz
produkty jejich degradace mohou ovlivnit organismus. Casto jedna latka, ktera vznika
rozkladem glukosinalatu, vykazuje hned nékolik biologickych ucinku.
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Rozkladem alifatickych glukosinolatl vznikaji slab& strumigenni isothiokyanaty, z
nichz nékteré vykazuji antimikrohni a insekticidni ulinky (naptiklad allylisothiokyanat
vznikly ze sinigrinu). Dal§imi produkty jsou nitrily a kyanoepithioalkany, jez pusobi
hepatotoxicky a nefrotoxicky. Siln€ strumigenni goitrin vznikajici hydrolyzou progoitrinu
inhibuje syntézu thyroidnich hormonii (thyroxin, trijodthyronin) a ptenos jodu ve §titné zlazc.
Thiokyanatovy anion, vznikajici z nestabilnich aromatickych a indoloych isothiokyanat,
vykazuje stfedné silnou strumigenni aktivitu, ov§em na rozdil od goitrinu a isothiokyanatu
pusobi kompetitivné ve vztahu k jodu. Oba mechanismy mohou vést ke zvétSeni Stitné zlazy
(struma) a posléze i k porucham jeji funkce (Velisek 2009).

Kyanogenni glykosidy jsou zpravidla pfitomny v bunéénych vakuolach a PB-
glykosidaza, kterd Stépi cukerny fragment molekuly je ulozena v cytosolu. Je tieba
poznamenat, ze pro P-glykosidazy je charakteristicka selektivita vic¢i riznym kyanogennim
glykosidim. Zejména glykosidazy, které jsou aktivni pii odbouravani aromatickych
kyanogennich glykosidi, jsou mnohem méné aktivni proti glykosidim s alifatickymi
aglykony (linamarin, lotaustralin).

Ptfi enzymovem rozkladu amygdalinu vzniké v rostlinach z kyanovodiku jako produkt
detoxikace L-3-kyanoalanin, ktery pfechazi na asparagin.

Ziedénymi kyselinami za zvySené teploty se kyanogenni glykosidy hydrolyzuji na
cukry a nitrily 2-hydroxykyselin. Z amygdalinu vznikd nitril D-mandlové kyseliny.
V koncentrovanych kyselinach vznikaji hydrolyzou nitrilG 2-hydroxykyseliny a amonné soli.
Z amygdalinu takto vznikd D-mandlova kyselina (Velisek 2009).

V slabé alkalickém prostfedi dochazi k epimeraci kyanogennich glykosidu.
Z amygdalinu vznika smeés, kterd se nazyva isoamygdalin. PfisluSny epimer amygdalinu
odvozeny od L-mandlové kyseliny, ktery se nazyvd (S)-neoamygdalin, se v pfirode
nevyskytuje. Produktem hydrolyzy amygdalinu v alkalickém prostiedi je naptiklad epimerni
smes genciobiosidu mandlové kyseliny, ktera se nazyva amygdalinova kyselina.

Kyanovodik uvolfiovany z kyanogeni je jednim =z prekurzoru toxického ethyl-
karbamatu, ktery se vyskytuje hlavné v destilatech z peckového ovoce (Velisek 2009).

Reakci kyanogennich glykosida mohou ovlivnit vné&jsi faktory. Teplota a pH ovliviiuji
reakce, které poskytuji karbonylové slozky a kyanovodik. Pii alkalickém pH a teplotach
vys§ich nez 60 °C je kyanogeneze rychlejsi. Chiralni kyanohydrinovy uhlik v kyanogennich
glykosidech miize byt epimerizovan ziedénou bazi (Coats et al. 2002). Hodnota pH ma vliv
jak na rzchlost enzymové hydrolyzy (myrosinazy riznych rostlin maji obvykle nékolik optim
pH lezicich vintervalu 5 — 8, coz je dano pfitomnosti né€kolika isoenzymi), tak na
mechanismus degradace nestabilniho aglykonu. Obecné vznikaji v kyselém prostiedi (pH < 4)
prevazne nitrily, zatimco pfi vy$sim pH vznika vice isothiokyanatl (Velisek 2009).

Pseudokyanogenni glykosidy se rozkladaji jinym zpisobem nez kyanogenni
glykosidy. V slab¢ alkalickém prostfedi uvoliuji kyanidy, mravenCany a elementarni dusik,
v kyselém prostfedi formaldehyd, methanol a elementarni dusik. Enzymovym rozkladem
vznikéd methylazoxymethanol (Velisek 2009).

Toxicita kyanogenu je spojata s degradaci amygdalinu.

26



3.2.2 Toxicita kyanogennich glykosidu.

Mnozstvi kyseliny kyanovodikové produkované v kyanogennich rostlinach za
vhodnych podminek se znacn€ li§i. Chemické studie volné€ rostoucich a kultivovanych
kyanogennich rostlin na obsah kyseliny kyanovodikové odhaluji uréitou zavislost procesu
kyanogeneze na véku rostlin a povaze mistnich ekologickych podminek, zejména pady.

Stépeni probiha v pletivech n&jakym zptisobem mechanicky poskozenych, kdy se
glykosidy a enzymy, dosud ulozené oddé€len€, dostanou do vzijemného styku. Napiiklad v
neporusenych burikach jetele plazivého je linamarin obsazen ve vakuolach, zatimco enzymy v
bunécné sténé. Ke kontaktu substratu s enzymy dochazi po pose€eni rostlin, pfi drceni semen,
zvykani, pusobenim ledovych krystalki pii pomrznuti, ale také pii mimotfadném suchu
(Velisek 2009).

Toxicita kyanogennich glykosidu a jejich derivatt zavisi na uvoliiovani kyanovodiku a
muze vést k akutni otravé kyanidem. Byla také zapojena do etiologie nékolika chronickych
onemocnéni. Zvysena hladina kyanogennich glykosida v dieté mize z dlouhodobého hlediska
zpusobit akutni otravu kyanidem nebo oslabit nevratny neurologicky stav (Bolarinwa et al.
2016).

Podstata pusobeni kyanovodiku na teplokrevné zivoCichy spociva v tom, ze zpusobuje
rychlé uduseni v dasledku blokovani dychacich enzymu a poruch funkci tkani dychacich cest.
Vsechny kyanidové slouCeniny schopné odstépovat HCN a jsou schopny tvofit CN-ionty.
Pokud se kyanid dostane do téla, rychle se vstfebava a cirkuluje, poté se slouci s
methemoglobinem a vytvofi kyanomethemoglobin. Cirkulujici kyanid inaktivuje cytochrom
oxidazovy enzym vazanim trojmocného Zeleza (Fe **), které je uvniti tohoto enzymu. Enzym
cytochrom oxidaza obvykle katalyzuje posledni krok oxida¢ni fosforylace. Komplex enzym —
kyanid brani provedeni tohoto kroku. Z tohoto divodu se enzym nemuize kombinovat s
kyslikem a transport elektronli je inhibovan. Pacient nema dostatek kysliku a zastaveni
dychani bun€k nastava okamzit€. V dusledku tohoto procesu dochéazi k umrti v dusledku
histotoxické anoxie (Yildiz et al. 2017).

Pii akutni otravé HCN jsou postizeny nejprve respirani a vazomotorickd centra
(nejprve dochazi k prohloubeni dechu a zvySeni krevniho tlaku, poté nastava paralyza dychani
a prudky pokles krevniho tlaku). Kyanidy inhibuji oxidativni fosforylaci energetickych
procest v nervovych burikach a také inhibuji enzymy, které katalyzuji biotransformaci fady
AMK (histidin, tryptofan, tyrosin). Vyrazné snizeni schopnosti tkani spotfebovavat kyslik je
indikovano S$arlatovou barvou krve v zilach. V prvnim okamziku otravy je rozhodujici
kyslikové hladovéni tkani, nasledn€ se mohou objevit degenerativni zmény v centralnim
nervovém systému. V pfipad¢ chronickému vystaveni HCN hraje dualezitou roli inhibice
produkce hormonu $titné zlazy, ktera neni zpusobena HCN ale vznikajicimi thiokyanaty.
Citlivost organismu na akutni ptsobeni kyanidd je spojena s Grovni spotieby kysliku. Na
nizké urovni (naptiklad béhem hibernace) prudce roste rezistence k intoxikaci, coz je obecné
spojeno se snizenim télesné teploty a zvySenim rezistence vaci hypoxii.

Je-li Cloveék otraven muze dojit k nasledujicim projevam. Pii vysokych koncentracich
CN'’ v organosmu témef okamzité dochazi ke ztrat€¢ védomi; nastava dychaci ochrnuti a brzy i
ochrnuti srdce. Pfi nizSich koncentracich lze rozlisit né€kolik fazi. Pocatecni faze zahrnuje
nésledujici projevy. Jednim z nich je pocit Skrabani v krku. Dalsi jsou paliva hotkéa chut’ v

27



ustech, slinéni, znecitlivéni ust a krku, spojivkové zarudnuti, slabost svali, obtizné mluveni,
zavraté, akutni bolest hlavy, nevolnost, zvraceni, nutkéni k defekaci. Dychani je ponékud
zrychlené a poté prohloubené. Pti vstupu cerstvého vzduchu v této fazi vSechny priznaky
rychle vymizi. Déle nasleduje stuperi dusnosti. Projevi se postupné zvysujici se celkovou
slabosti, bolesti a pocitem napéti v srdci, objevi se vzacné a hluboké dychani a zpomaleni
pulsu. Vznikd silna duSnost, n€kdy individuédlni kratké dechy, doprovazené dlouhymi
vydechy, nevolnosti, zvracenim, rozsifenymi zornicemi, exoftalmy. Poté nastava stupen kieci.
Vznikd zvySena duSnost, nastava ztrata védomi, tézké kieCe (Casto tetanické). Dochazi ke
kieCovym stahim Zzvykacich svali a skousnuti jazyka. Posledni je stupenn ochrnuti neboli
asfyxie. Projevi v senzitivity a reflexd, nedobrovolnym mocenim a defekaci. Dychani je
snizeno, stava se povrchni, nasledné dochazi k smrti (Bandman et al. 1988).

U hospodatskych zvifat je klinicky obraz otravy kyanidem komplikovan ptitomnosti
charakteristické travici mikroflory. Uginnou B-glukosidazou je vybavena rovn&Z bachorova
mikroflora, naptiklad baktérie Prevotella Ruminicola. Prezvykavci jsou proto vuci otravé
rostlinnymi kyanogeny citlivéj§i nez ostatni zvirata. U monogastrickych zvifat dochazi k
CasteCnému S§té€peni kyanogennich glykosidd a k uvolnéni kyanovodiku az pusobenim
mikroflory tlustého stfeva (glykosidazy maji optimalni Gc¢innost pii pH 4,0 — 6,2, coz
neodpovida travicimu traktu monogastri). Protoze hydrolyza neni uplna, ¢ast glykosidu se
vstiebava v puvodni formé (Gusynin 1962).

Hlavni opatfeni pro zachranu zivota v pfipadé otravy kyanidem jsou: (1) okamzita
1é¢ba podanim 100% kysliku, (2) ochrana dychacich cest a (3) kardiopulmonalni resuscitace.
Lécba zahrnuje endotrachealni intubaci u pacientt s komou. Také je mozné pouzit podavani
antiepileptickych 1€kt v pfipadé€ zachvatt, kontinualniho epinefrinu ve fazi pro korekci
kardiovaskularniho kolapsu a bikarbonatu sodného a nebot’ se predpoklada, ze tato podpurna
1é¢ba je GCinna pii otraveé Cistym kyanidem (Megarbane et al. 2013).

Pii 1é¢be otravy kyanidem se pouzivaji také dalsi latky, a to 1% roztok dusitanu
sodného, 1% roztok methylenové modii, 25% roztok glukozy (uloha cukru je nejen v
antitoxickém ucinku, ale také v stimula¢nim uc¢inku na intracelularni dychani a stav
kardiovaskularniho aparatu). Existuje cela fada jinych latek (Gusynin 1962).

3.3 Amygdalin: vlastnosti a u¢inek na organismus teplokrevnych Zivocichu,
véetné lidi

Kyanogenni glykosidy, vCetné amygdalinu, jsou pfirozené se vyskytujici rostlinné
toxiny. Amygdalin ma rostlinny puvod a je pfitomen v semenech jader pfiblizné 800 rostlin.
Primarne se amygdalin vyskytuje v rostlinach Celedi Rosaceae. Zastupci Celedi se vyskytuji
po celém svéte, nejvetsi druhové bohatstvi je v severnim mirném pasu. Je logické, ze se tyto
rostliny mohou objevit v krmivech zvifat a jsou zarovefi konzumovany lidmi. Semena rodu
Prunus jsou jednim z nejbohatSich zdroji amygdalinu, jedna se o semena hotkych mandli,
merunék, tfesni, broskvi, §vestek, nektarinek a jablek. Amygdalin obsahuji taky semena oliv,
hroznl a pohanky. Letalni davkou je napfiklad cca 30 ks hotkych mandli, nebezpecna muize
byt jiz davka 10 hotkych mandli nebo jadérka z dvou kilogramu jablek (Anonym 2009).
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Kromé amygdalinu jsou tato semena bohata na bilkoviny, polynenasycené tuky a dalsi ziviny
a obsahuji az 2 procenta nebo vice nitrilozidu (Salama et al. 2019).

Amygdalin patfi do skupiny aromatickych kyanogennich glykosidid. Aktivni formou
amygdalinu je pravostrannd struktura R-amygdalin, coz je jeho pfirozena forma.

Obrazek 9. Amygdalin

Kyanogenni glykosidy jsou ulozeny ve vakuoldch uvnitf rostlinnych bunék. Pri
naruseni tkani, napiiklad drcenim, pfichazeji kyanogenni glykosidy do styku s endogennimi
enzymy, coz ma za nasledek uvolnéni kyanovodiku. V rostlinach proto kyanogenni glykosidy
slouzi jako dulezité chemické obranné slouceniny proti bylozravcam.

Amygdalin je bila krystalicka latka s molekulovou hmotnosti 457,429 g.mol™. P¥i
zahfivani tvofi krystaly lehce hotké chuti, snadno rozpustné ve vod€ a alkoholu, tézko
rozpustné za chladu. Neni rozpustny v diethyletheru. Bezvody amygdalin taje pfi 215 °C a
otaci rovinu polarizovaného svétla doleva: [a]p — 40 °.

Amygdalin poprvé izoloval v roce 1803 P.J. Robiquet a A. F. Boutron-Charlard. V
roce 1830 byl zkouman Justem von Liebig a Friedrichem. V roce 1950 vyvinul americky
biochemik E. T. Krebs metodu syntézy latky velmi podobnou amygdalinu a dal ji nazev
Vitamin B;. Existuje také nazev Laertil.

Laetril oznacil spiSe za vitamin nebo jako dopln€k vyzivy nez za 1ék. Ve skutecCnosti
se vSak omylem né€kdy oznacuje jako vitamin B;;, pfestoZe slouCenina neni vitaminem
(Salama et al. 2019).

Amygdalin (D-mandelonitril-B-D-gentiobiosid), se sklada z cukerné slozky tj. ze dvou
molekul glukézy a aglykonu, tedy jedné molekuly benzaldehydu, ktery vyvolava analgeticky
ucinek a z jedné molekuly kyseliny kyanovodikové, ktera je jedovata.

Benzaldehyd je nejjednodussi aromaticky aldehyd s molekulovou hmotnosti 106,12
g.mol™, je to bezbarva kapalina s charakteristickou viini hoikych mandli nebo semen jablek,
pii skladovani Zloutne a se oxidovana atmosférickym kyslikem na benzoylperoxid, ktery je
vybu$ny. Ppozd€ji prechazi na benzoovou kyselinu. Zietelny zapach latky je citit pfi
koncentraci 3 mg.m™. V mnozstvi 100 mg.m™ zpUsobuje jediné vdechnuti podrazdéni nosni
sliznice, desetinasobna expozice 0,15 mg.m™ zpUsobuje podrazdéni o&i a hornich cest
dychacich. Smrtelna davka pro ¢lovéka je S0 — 60 g.

Kyanidy ptedstavuji skupinu latek, pro kterou je charakteristicky vyskyt chemické
skupiny sestavajici z uhliku a dusiku, které jsou spojeny trojnou vazbou (C=N). Anorganické
kyanidy obsahuji vysoce toxicky kyanidovy ion CN’, odvozeny od kyseliny kyanovodikové
(HCN). Existuji také kyanidy na organické bazi, kde se skupina C=N vaze na dalsi atom
uhliku jednoduchou vazbou (Buchancova et al. 2003).

29



Kyselina kyanovodikova je plyn nebo bezbarva kapalina (bod varu je 25,6 °C, bod tani
je 13,3 °C, hustota je 0,699 g.cm™) se snadno misi s vodou a s fadou organickych
rozpoustédel. Pii teplote -13,3 °C kyselina kyanovodikova ztvrdne a vytvoii vlaknitou
krystalickou hmotu. Kyselina kyanovodikova je slaba kyselina. I oxid uhliity a slabé
organické kyseliny vytéstiuji kyselinu kyanovodikovou ze soli. Ve volném stavu se kyselina
kyanovodikova v pfirodé nevyskytuje, avSak vyskytuje se ve formé chemickych sloucenin,
které zahrnuji glykosidy (Kramarenko 2012). Kyanovodik je systémova chemicka dusiva
latka. Narusi normalni vyuziti kysliku témét kazdym organem tela. Expozice kyanovodiku
muze byt rychle fatalni. Ma celotélové (systémové) ucinky, zejména ovliviiuje ty organoveé
systémy, které jsou nejcitlivéjsi na nizkou hladinu kysliku tj. centralni nervovy systém
(mozek), kardiovaskularni systém (srdce a krevni cévy) a plicni systém (plice). Pouziva se
komer¢né pro fumigaci, galvanizaci, t€Zzbu zlata, chemickou syntézu a vyrobu syntetickych
vlaken, plastt, barviv a pesticida. Plynny kyanovodik ma vyrazny hotky mandlovy zapach
(jini popisuji zatuchlou ,,vuni starych tenisek®), ale velka ¢ast lidi neni schopna ho detekovat.
Zapach neposkytuje dostatecné varovani pied nebezpeCnymi koncentracemi. Ma také hotkou
palivou chut a ¢asto se pouziva jako roztok ve vodé (Hydrogen cyanide, CID=768).

Cukerna slozka se jmenuje genciobioza (také amygdaldza). Je to organicka sloucenina,
disacharid, ktery se sklada ze dvou zbytkl D-glukdzy spojenych prostiednictvim (1 — 6)-
glykosidovych vazeb. Nachazi se pouze ve sloucCeninach v prirodé. Aglykon se navaze na
cukernou slozku prostfednictvim jedné molekuly kysliku, proto amygdalin patfi mezi O-
glykosidy. V rostlinach se v této vazané forme€ ve formé glykosidi velmi Casto vyskytuji
ptirodni slou€eniny s hydroxylovymi skupinami. Mohou byt extrahovany ze surovin za
mirnych podminek beze zmény a pokud se pfi zpracovani surovin pouzije kysela hydrolyza za
vys$si teploty, je pfirozené, ze monosacharidy a aglykony budou nalezeny v individualnim
stavu a lze pouze spekulovat o povaze glykosidu (Plemenkov 2001). Aglykony nebo a-
kyanhydriny, jejichz vlastnosti je schopnost vylu€ovat kyselinu kyanovodikovou
enzymatickou hydrolyzou kyanogennich glykosidi, jsou tvofeny =z odpovidajicich
aminokyselin. Nitrilova skupina je vytvofena z aminoskupiny, karboxylova skupina zistava
ve form¢ —COOH. D-glukéza se témét vzdy objevuje jako zbytek cukru, jehoz glykosidicka
vazba ma B-konfiguraci.

Biosyntéza amygdalinu zafind aminokyselinou L-fenylalaninem (Phe), ktery je N-
hydroxylovéan a pfeveden na prunasin dvéma cytochromy P450 (CYP79 a CYP71) a UDP-
glukosyltransferazou (UGT1) (Franks et al. 2008). V kone¢né fazi je prunasin pfeménén na
amygdalin prostfednictvim dal§i nezndmé UDP-glukosyltransferazy (UGT2). Proces
biosyntézy amygdalinu je uveden na obrazku 10 (Sanchez-Pérez et al. 2018).
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Obrazek 10. Byosyntéza amygdalinu

K bioaktivaci amygdalinu dochazi pomoci enzymd. Amygdalin muize byt
hydrolyzovan amygdalin-hydrolazou za vzniku prunasinu a glukézy. Prunasin je nasledné
hydrolyzovan prunasin-hydrolazou, uvoliujici mandelonitril a glukézu. Oba enzymy jsou -
glukosidazy, které patfi do skupiny 1 glykosidovych hydrolaz (Del Cuetoa et al. 2018).
Hydrolazy jsou skupinou enzymu, které katalyzuji hydrolyzu kovalentnich vazeb, kde
Cinitelem rozkladu muaze byt voda. B-glukosidazy katalyzuji hydrolyzu B-glykosidickych
vazeb mezi cukernymi slozkami nebo mezi cukrem a aglykonem. Kyanogenni glukosidy a 3-
glukosidazy jsou lokalizovany v ruznych ¢astech buiiky. Pouze v pfipade, Ze je tkan
poskozena naptiklad napadenim bylozravei, jsou kyanogenni glukosidy bioaktivovany [-
glukosiddzami, pfiCemz se mimo jiné uvoliuje kyanovodik, jenz poskytuje okamzitou
chemickou obranu proti bylozravcim (Del Cuetoa et al. 2018). V poslednim kroku
mandelonitril-lyaza hydrolyzuje mandelonitril za vzniku benzaldehydu, ktery dava hotkou
chut’ a uvolniuje kyanovodik, ktery je toxicky. Tento proces se nazyva kyanogeneze a mohou
se ho ucastnit jak nékteré rostliny tak 1 zastupci zivocCisni tiSe napiiklad hmyz. Proces
kyanogeneze je uveden na obrazku 11.
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Obrazek 11. Kyanogeneze

Kyanid je toxicky pro vSechny zivé buiiky a vyzaduje rychlou detoxikaci v rostlinnych
tkanich. Kyanid je detoxikovan na 3-kyano-L-alanin, neproteinovou aminokyselinu, ktera je
Siroce rozsifena ve vysSich rostlinach a je pro mnoho zvifat neurotoxicka. Ve vétsing rostlin
1ze 3-kyano-L-alanin dale metabolizovat na L-asparagin a L-aspartat (Piotrowski et al. 2001).
Tento metabolicky proces je zobrazen na obrazku 12.
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Obrazek 12. Proces detoxikaci amygdalinu v rostlinnych tkanich
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Cinnost kyanid-detoxika&ni cesty je zaloZena na nitrilazach a vede k soudasné
produkci zdroje dusiku pro rostlinu. Tato cesta sestava z nasledujicich dvou kroka: f-
kyanoalanin syntaza katalyzuje reakci mezi HCN a L-cysteinem za ucelem syntézy [-
kyanoalaninu, vzniku amoniaku, L-asparagové kyseliny a L-asparaginu z H,O a -
kyanoalaninu (Del Cuetoet al. 2018).

Pokud amygdalin neni pro rostliny jedovatou latkou a naopak pomahd rostlinam
prostiednictvim obrannych mechanismi, nabizi se otazka, jak tato latka ovliviiuje teplokrevné
zivoCichy. Nejviditeln€jsim ufinkem na teplokrevné zivoCichy je moznost otravy kyanidem.
Ur¢itym nebezpeCim je moznost otravy produktem hydrolyzy amygdalinu u domacich zvitat
krmenych rostlinami, které obsahuji kyanogenni glykosidy.

Mnozstvi kyseliny kyanovodikové produkované v kyanogennich rostlinach za
vhodnych podminek se znacn€ li§i. Chemické studie volné€ rostoucich a kultivovanych
kyanogennich rostlin sledujicich obsah kyseliny kyanovodikové odhaluji ur¢itou zavislost
procesu kyanogeneze na veku rostlin a povaze mistnich ekologickych podminek, zejména
pudy. Existuje pomérné malo rostlin, které mohou vytvaret kyselinu kyanovodikovou v
prakticky vyznamnych mnozstvich. Naptiklad rostliny z rodu Amygdalus — mandlofi nizka
(Amygdalus nana L.) a v minulosti Siroce pouzivané pastviny jako Cirok (Sorghum vulgare
Pers., Andropogon sorghum Brot.), soudanska trava (Sorghum sudanense Stapf.), americky
cirok (Gumay, Sorghum halepense Pers., Andropogon halepense Brot.) a medyn€k vlnaty
(Holcus lanatus L.), zblochan vodni (Glyceria aquatica Whib.). Z volné€ rostoucich rostlin se
jedna o bafi¢ku piimoiskou (7riglochin maritima L.). V CR je to viak extrémnd vzacny a
kriticky ohrozeny druh. Jako halofyt v minulosti rostla na slaniscich, slatinach a ernavach v
suchych a teplych oblastech severozapadnich Cech a jizni Moravy (Danihelka & Smarda
2001).

Chronickd intoxikace byla zjiSténa u prasat krmenych tepelné¢ neupravenym
maniokem, obsahujicim kolem 500 mg.kg™ kyanovodiku. O intoxikaci driibeZe je udaji jen
velmi malo, uZitkovost ziejmé klesa pii obsahu HCN v krmivu vy$8im ne? 100 mgkg’
(Gusynin 1962).

Otrava zvifat se vyskytuje pfevazné pii konzumaci Cerstvych kyanogennich rostlin
nebo Spatné¢ suseného sena. Otravy jsou pozorovany také pfi krmeni pokrutinami, plevami
kyanogennich rostlin, jako jsou Inéné pokrutiny, Inéné plevy, podavané s velkym mnozstvim
teplé vody. Pouziti suchych pokrutin nebo plev redukuje riziko otravy. Silaz z kyanogennich
rostlin, za urCitych podminek jeji produkce, mize také predstavovat riziko otravy zvifat.

Letalni davka kyseliny kyanovodikové pro teplokrevna zvifata je 1 mgkg™ t&l&sni
hmotnosti. Pro koné s primérnou hmotnosti mize byt 0,4 az 0,5 g Cisté kyseliny
kyanovodikové fatalni. Dojnice jsou relativné méné citlivé na puasobeni kyseliny
kyanovodikové, letalni davka pro primérnou dojnici je ponékud vyssi nez davka uvedena pro
kon¢. Ovce hynou po poziti 0,1 g kyseliny kyanovodikové. Pokud je obsah kyseliny
kyanovodikové v rostlin€ 0,02 %, mnozstvi krmiv asi 2 kg pfi rychlé konzumaci a pii absenci
podminek branicich tvorbé kyseliny kyanovodikové muze zptsobit smrtelnou otravu koné
nebo dojnice. 500 g takovych rostlin miize otravit ovce (Gusynin 1962).

Zvitata ¢asto umiraji béhem né€kolika hodin, v nékterych piipadech dokonce i nekolika
minut. Kvuli nedostatku kysliku méni polohu téla, zaujimaji pozice, které pomahaji zachytit
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vice Cerstvého vzduchu, dojnice pti dychani zvedaji hlavu a protahuji si krky, otaceji hlavou
k vétru. Prasata sedi v pozice psa a tim maji horni ¢ast t€la volné&;si pro dychani.

K 1écbe otravy kyanidem se aplikuji nasledujici latky, které byly prakticky
oduvodnény: 1% roztok dusitanu sodného (skot 200 — 400 ml, maly skot 10 — 20 ml), 1%
roztok methylenové modii (skot 100 — 200 ml), 25% roztok glukozy v davce 500 — 600 ml
pro skot. Prasatim je podavan 10 — 30% roztok thiosiranu sodného v davce az 30 ml nebo
smeés 1% roztok methylenové modii s 1,8% roztokem siranu sodného v davce 100 ml
(Gusynin 1962). Existuji cela fada dalSich latek, napiiklad sal k lizu s obsahem az 5 — 10 %
siry mtize byt dobrym profylaktickym Cinidlem.

3.3.1 Amygdalin a jeho mozné protirakovinné vlastnosti

Pod obchodnim nazvem ,Laetrile” je amygdalin propagovan zastupci ,alternativni
mediciny” jako 1€¢ivo podobné vitaminu pod oznafenim B;7 a protirakovinné ¢inidlo. V této
funkci byl amygdalin kategoricky odmitnut védeckou a lékarskou komunitou, zejména
Americkou spravou potravin a lé¢iv (FDA), Americkou onkologickou spoleCnosti,
Americkou lékatskou asociaci (AMA) jako toxicky a bez antitumorovych ucinku. Jsou znamy
piipady otravy ,laetrilem™, vCetn€ pfipadu, kdy ji laetril uzivan v kombinaci s vysokymi
davkami vitaminu C, coz snizuje hladinu cysteinu v tkanich, kterd vaze kyanovodik in vivo
(Bromley et al. 2005). Reklama na amygdalin jako protirakovinového Cinidla je povazovana
za klasicky a jeden z nejziskovéjSich priklada vyuzivani obav lidi o své zdravi.

Ackoli laetril a amygdalin jsou kyanogenni glykosidy, jedna se o rizné latky. Pfirodni
amygdalin existuje jako pravostranna struktura (R-amygdalin), ktera je aktivni formou. Nazev
,Laetril“ je zkratkou, ktera je odvozena ze slov ,laevorotatory a mandelonitrile”. Laertil,
ktery ji pfedmetem amerického patentu, je polosynteticky derivat, jehoz struktura je D-
mandelonitril-B-gluk6za, lisi se vSak od struktury amygdalinu (D-mandelonitril-f-
gentiobiosid), ktery je syntetizovan v Mexiku. Na obrazku 13 jsou rozdily v chemickych
strukturach amygdalinu a laertilu (Salama et al. 2019).
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Obrazek 13. Laetril a amygdalin

Otazka protirakovinové aktivity amygdalinu/laertilu zistava oteviena. Protoze védci
maji stale odlisné ndzory na protinddorovy ucinek amygdalinu.
Spozné ji téz zafazeni amygdalinu do skupiny vitamind B pod nazvem B;7.
Pod vitaminem se rozumi latka, ktera odpovida nasledujicim charakteristikam:
e jedna se o organickou latku
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e je to latka absolutné nutna pro zivotne¢ dilezité funkce (s nedostatkem se vyviji
charakteristicky klinicky obraz)

e t¢lo si ji nedokaze vyrobit v pozadovaném mnozstvi

e je pozadovana v minimalnich mnozstvich

e je obsazena v potravinach

Hlavnim tkolem vitaminQ skupiny B je u€ast v koenzymech v mnoha enzymatickych
procesech, predevsim v neustalé obnove zivé hmoty. S jejich nedostatkem dochazi ke snizeni
aktivity nékterych enzymi, a tim k inhibici specifickych metabolickych procest. V pfipadé B-
avitamindzy experimentalni zvifata vykazuji vyznamné poskozeni reprodukéni funkcee, coz je
v souladu s dobfe znamou skuteCnosti o uCasti enzymil na fizeni jednotlivych fazi
reprodukéniho procesu. Vitaminy skupiny B jsou mirné odlisné ve svych chemickych
vlastnostech a biologickych mechanismech uc€inku.

B; — thiamin. Podporuje pfeménu cukrl, tuka a bilkovin na energii. Je obsazen ve
skofapkéch obilnych zrn, v erném a bilém chlebu z celozrnné mouky, v zeleném hrasku, v
pohance a ovesné kasi.

B, — riboflavin. Ugastni se vech typa metabolickych procesi. Hraje zvlasté dilezitou
roli pfi zajiStovani vizualnich funkci, normalni pokozky a sliznic a syntéze hemoglobinu.
Nachazi se v masnych vyrobcich, kufecich vejcich, jatrech, ledvinech, drozdi, mandli,
houbach, brokolici, zeli, pohance, rafinované ryzi, téstovinach a bilem chlebu.

B3 (PP) — nikotinova kyselina. Podili se na uvolfiovani energie ze vSech kalorickych
zivin, dale na syntéze proteind a tukd. Nachazi se v zitném chlebu, ananasu, mangu, fepé,
pohance, fazoléch, mase, houbach, jatrech a ledvinach.

Bs — pantothenova kyselina. Podili se na syntéze obrannych latek, urychluje hojent ran.
Nachazi se v hrachu, kvasnicich, liskovych ofiScich, zelené listové zelenin€, pohance,
ovesnych vlockach, kvetaku, Cesneku, ledvinach, srdci, kufatech, Zloutcich, mléce a rybim
kaviaru. V téle je také syntetizovan stievni mikroflorou.

Bs — pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin. Podili se na procesech metabolismu cukri,
syntéze hemoglobinu a polynenasycenych mastnych kyselin. Reguluji ¢innost nervového
systému, regeneruji Cervené krvinky. Nachéazi se v kliccich z obilovin, vla§skych ofeSich a
liskovych ofeSich, ve Spenatu, bramborach, mrkvi, kvétdku a zeli, rajCatech, jahodach,
visnich, pomeranc€ich a citronech, obilovinadch a lusténinadch, masu a mlénych vyrobcich,
rybach, jatrech, vejcich. V téle je syntetizovan téz stievni mikroflorou.

B; (H) — biotin. Pomaha uvolfiovat energii z vysoce kalorickych sloucenin. Mala
mnozstvi biotinu se nachazeji ve vSech vyrobcich, ale vét§ina tohoto vitaminu se nachdzi v
jatrech, ledvinach, kvasnicich, lusténindch (so6ji, arasidech), kvétaku a ofesich. V mensi mife
se vyskytuje v rajCatech, Spenatu, vejcich (nikoli syrovych), v houbéach. Zdrava stfevni
mikroflora syntetizuje biotin v mnozstvi dostate¢ném pro té€lo.

By (Bc, M) — listova kyselina. Podporuje tvorbu nukleovych kyselin a dé€leni bunek,
tvorbu Cervenych krvinek, vyvoj plodu, metabolismus homocysteinu, vyvoj imunitniho a
obéhového systému, je nezbytny pro rust organismi. Nachazi se v listové zelening, v
nékterych citrusovych plodech, v lusténinach, v chlebu z celozrnné mouky, kvasinkach a
jatrech. Je soucasti medu a je také v téle syntetizovana stfevni mikroflérou.
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B2 — kyanokobalamin. Podporuje tvorbu Cervenych krvinek, rast a ¢innost nervového
systému. Je obsazen vyhradn€ v produktech zivo¢isného puvodu, napfiklad, jatrech, zloutku a
fermentovanych mléénych vyrobcich (Liflandsky 2006).

Mezi vitaminy skupiny B byly zafazeny 1 dalsi latky, ale nespliiuji v§echny podminky
kladeni na vitaminy.

B4 — adenin, cholin nebo karnitin. Je to dulezita latka pro nervovy systém, zlepSuje
pamét’ a reguluje hladinu inzulinu v téle.

Bg — inositol. Snizuje hromadéni tuku v jatrech, obnovuje strukturu nervové tkang,
pusobi jako antioxidant a antidepresivum,. Normalizuje spanek a 1é¢i pokozku. Je produkovan
samotnym télem.

Bio (Hi) — para-aminobenzoova kyselina. Aktivuje celou stievni mikrofloru, podili se
na asimilaci bilkovin a na tvorb€ Cervenych krvinek, podporuje zdravi pokozky (Liflandsky
2006).

Nekteti védci tvrdi, ze By je chybéjici vitamin, ktery télo potiebuje k obnoveni zdravi.
Tato teorie vSak predpoklada, ze rakovina je metabolicka porucha zptsobena nedostatkem
vitaminu. Pfes experimentalni studie, které naznacuji, ze urove pfijmu jednotlivych vitamina
mlze ovlivnit vyvoj rakoviny, neexistuje dikaz, ze laetril je nezbytny pro normalni
metabolismus (Salama et al. 2019). Kromé toho amygdalin nespliluje vSechny podminky pro
to, aby mohl byt nazyvan vitaminem. To vSak nevyluCuje skutecnost, Ze tato latka mize mit v
jistém smyslu pozitivni vliv na lidsky organismus.

Skupina ¢inskych védct aktivné studuje vlastnosti amygdalinu. Amygdalin se pouziva
v tradi¢ni ¢inské medicin€ a studie védcu tvrdi, Zze tato latka uspéSn€ pomaha pii 1éCbe
rakoviny (Lea & Koch 1979; Xing & Yang 2003; Chen et al. 2013).

Li et al. (2019) piSe, ze B-glukosidaza je enzym, ktery uvoltiuje glukdézu hydrolyzou
glykosidické vazby mezi cukry a arylovymi skupinami. Interakce mezi cukry a arylovymi
skupinami indukuje vznik B-glukosidazy, ktera soucasne inhibuje oxidazu cytochromu c, jez
je koncovym enzymem mitochondrialniho respira¢niho fetézce, a tim se ukonuje syntéza
adenosintrifosfatu. Cely proces vede k bunétné smrti v dusledku vzniku velkého mnozstvi
kyseliny kyanovodikové. Normalni buiiky obsahuji enzym rhodanazu pro pfeménu kyseliny
kyanovodikové (CN ) na netoxickou kyselinu thiokyanatou (SCN ), kterd v nadorovych
bunkach chybi, a proto muze byt kyselinou kyanovodikovou nadorova bunka specificky
zni¢ena. Pro aktivaci enzymu rhodandzy v téle teplokrevného zivoCicha, véetné Cloveéka, je
vSak nutna expozice z vnéjsku, tj.pfitomnost antidota. Tim je latka thiosulfat. To je v rozporu
s udajem Jamesa (2002) podke n€¢hoz nadorové i normalni buriky obsahuji pouze stopy [-
glukosidaz a stejnd mnozstvi rhodanazy.

Li et al. (2019) naznacuji, ze vztah mezi B-glukosiddzou a amygdalinem by mohl
vyvolat specificky protinadorovy ucinek. Kyselina kyanovodikova muze pasobit nespecificky
na bunéCny cyklus, a tim zabijet rakovinné bunky. Kdyz je B-glukosidaza spojena s
monoklonalni protilatkou specifickou pro nador, mize byt amygdalin pfeménén na aktivni
1€k, ktery specificky usmrcuje nddorové buriky.

Todorova et al. (2017) vy¢€lenili alkyla¢ni ¢inidlo methylmethansulfonat (MMS) jako
standardni mutagen pro studium mozného antimutagenniho u¢inku amygdalinu. Jejich studie
zjistila, ze amygdalin nem¢l negativni ani jiny u¢inek na mutagenni a rekombina¢ni procesy v
burikach. Soucasn€ byl pozorovan nedostatek toxického u€inku amygdalinu ve zdravé lidské
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bunécné linii, zatimco toxicita byla stanovena pro nadorové bunécné linie, coz ukazuje na
vysokou selektivitu amygdalinu vii¢i nadorovym bunkam.

Li et al. (2019) dale zjistili, ze benzaldehyd, produkt amygdalinu rozlozeny enzymy,
muze inhibovat aktivitu pepsinu a je ucinny pii chronické atrofické gastritide, ktera snadno
ptechazi do rakoviny zaludku. Tyto vysledky naznacuji, ze urcita koncentrace amygdalinu
muze selektivné zabijet nadorové bunky v téle pusobenim B-glukosidazy s nevyznamnymi
klinickymi nepfiznivymi U¢inky a ze amygdalin mize generovat kyselinu kyanovodikovou
pusobenim lidské B-glukosidazy a konkrétné zabijet nadorové buriky.

Existuje teorie, ktera naznacuje, Ze kyanid uvoliiovany z laetrilu zvysuje kysely obsah
nadorovych bunék, coz vede k naruseni lysozomu uvoliiujicich jejich obsah. Tim se zastavi
rast nadoru a ni¢i se rakovinné buiiky. Podle této teorie je dal§im dusledkem destrukce
lysozomu stimulace imunitniho systému. Kromé toho by amygdalin mohl vyrazné snizit
ucinek enzymu telomerazy, ktery se vyskytuje ve vyssich hladinach v rakovinnych bunkéch, a
to 8 — 13 krat vyssi. V dasledku toho se snizuje exprese telomerasové reverzni transkriptazy a
slozky RNA telomerazy, coz vede k potlaceni ristu rakovinnych bunék (Salama et al. 2019).
Také napiiklad Moon et al. (2015) povazuji aplikaci amygdalinu za G¢innou 1é¢bu rakoviny.

V souvislosti s u¢inkem amygdalinu na tumorové buiky je nutno se zminit o
Warburgovi efektu. Warburgiiv efekt je tendence vétSiny rakovinnych bunék produkovat
energii hlavné prostfednictvim velmi aktivni glykolyzy s naslednou tvorbou mlé¢né kyseliny,
a nikoli prostfednictvim pomalé glykolyzy a oxidace pyruvatu v mitochondriich pomoci
kysliku jako ve vétsin€ zdravych bunek. V bunkéch rychle rostouciho zhoubného nadoru je
rychlost glykolyzy témér 200krat vyssi nez ve zdravych tkanich. V tomto piipad€ ziistava
glykolyza vyhodna 1 za podminek, kdy je nadbytek kysliku (Alfarouk et al. 2011).

Hlavnim toxickym ucinkem na rakovinnou buiiku je pisobeni kyseliny
kyanovodikové nebo od ni odvozen€ho kyanidovécho iontu, ktery blokuje oxidacni
fosforylaci v mitochondriich. Kyanidovy ion, ktery mé afinitu k trojmocnému zelezu, blokuje
cytochromoxidazu, tj. nejdalezit€jsi mitochondrialni enzym obsahujici zelezo, ktery
katalyzuje kone¢ny stuperi oxidacni fosforylace. Vysledkem je, ze syntéza molekul 36 ATP je
v burtice nahle zastavena. Z tohoto divodu se tkanové dychani prerusi a rychle dochazi ke
smrti bunck, primarné centralniho nervového systému, jako nejcitlivéj§iho systému na
nedostatek kysliku. Zbyvajici neporusend anaerobni glykolyza, ktera vede pouze k 2
molekulam ATP, nemuze poskytnout buikam dostate¢né mnozstvi energie, proto pfi akutni
otravé kyanidem dochédzi k rychlé smrti. Rakovinové buiky potiebuji ale mnohem méné
kysliku, protoze jejich hlavnim zdrojem energie je intenzivni proces glykolyzy, proto je velmi
problematické zpusobit smrtelné otravy kyanidy v pfitomnosti nadorovych bunék.

V soucasne veédecké literature jsou ve velké mife popisovany vyhody amygdalinu
v le¢bé rakoviny (Makarevi¢ et al. 2014; Milazzo & Horneber 2015; Abboud et al. 2018).
V pracich z let 1970 — 2000 jsou naopak uvadeji argumenty proti protinddorové aktivite
amygdalinu a zejména laertilu (Lehmann 1977; Biaglow & Durand 1978; Moertel et al.
1982).

Kromé toho klinické studie na lidech nepotvrzuji uinnost laertilu. Milazzo et al.
(2007) pise, ze systematicky piehled jakykolich typua klinickych dikazi souvisejicich s
ucinnosti nebo bezpecnosti laetrilu (nebo intervenci amygdalinu) u pacientd vSech vékovych
skupin trpicich rakovinou jakéhokoliv typu nebo stadia, nenalezl zadny spolehlivy dikaz, ze
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laetril je uCinny jako protirakovinovy agens. Tvrzeni, ze laetril ma protirakovinné ucinky,
proto neni podlozeno udaji z kontrolovanych klinickych hodnoceni. V malém poctu zprav se
vSak predpoklada, ze laetril je pfinosem pro pacienty s rakovinou. Je tfeba ovSwm zduraznit,
ze v nejlépe hodnoticich studiich a zpravach neni znam pocet 1éCenych piipadd, proto tyto
typy piehledd mohou generovat falesné pozitivni celkovy dojem. VSechny pozitivni vysledky
pochazely ze studii, kde subjektivni reakce mohly byt chybné interpretovany jako objektivni
dikaz a¢innosti. Mnoho pfipadt uvadéjicich regresi nadoru odkazovalo na doCasnou regresi a
v pripadech udajné uplné remise zadna ze studii neposkytla podrobné informace o nasledném
stavu. Néktefi pacienti, u kterych doslo k regresi nadoru, mohli také podstoupit konvencni
1écbu.

Ve studiich z posledni doby protinadorové u€inky amygdalinu byly prokazany in vitro
bez experimentt in vivo. Kromé toho, amygdalin v davkach, které byly pouzity, vyvolal malo
klinickych vedlejsich &inkd. Bylo zjisténo, Ze hladina kyanidu vzrostla na 2,1 mg.ml™ v krvi
jedincu, ktefi podstoupili oralni 1é¢bu amygdalinem (0,5 g), aniz by vykazovali vyznamné
znamky nepohodli a vSechny ostatni parametry meli v norme. Pouze u jednoho pacienta se
objevily ptiznaky otravy kyanidem v dasledku podani nadmérné davky amygdalinu (1,0 g). U
tohoto jedince dosahla hladina kyanidu v krvi 3,5 mg.ml™. Tato studie ukazala, ze amygdalin
je bezpecny pro pacienty s pokro€ilym karcinomem (Li et al. 2019).

Na zaklade analyzy dostupné literatury ji zfejmé, ze je potfeba mnohem vice studii k
objasnéni farmakologickych mechanismi amygdalinu, pokud jde o optimalni davku,
proveditelnost kombinovaného pouziti amygdalinu s jinymi protinadorovymi léky a dokonce i
laboratorni syntézu aktivni slozky v amygdalinu, za Gcelem posileni jeho protinadorového
ucinku a snizeni jeho nepfiznivych u¢inka pro klinické pouziti.

Stoji za zminku, ze i pfes protichudné vysledky existujicich experimentt a studii je
amygdalin rozhodné zajimavy nejen pro farmakologicky ale i pro potravinaisky pramysl,
protoze amygdalin se nachéazi v rostlinach, které lidé pouzivaji k jidlu nebo hospodarska
zvirata dostavaji v krmné davce.

3.3.2 Slozeni jable¢nych semen

Jednim z kol této bakalarské prace bylo analyzovat semena vybranych odrud jablek
péstovanych v Ceské republice na piitomnost amygdalinu. HPLC analyza je pro dany kol
nejvhodnéjsi, protoze chemické slozeni semen jablek ji pomérn€ komplikované a tento typ
analyzy umoziuje oddélit jednotlivé chemické latky od sebe navzajem.

Jablka jsou jednim z nejpopularnéj§iho ovoce na svéte. Jablon€ se pestuji ve vetsing
mirnych oblasti. Mezi vSemi ovocnymi stromy mirnych zemépisnych §ifek ma jabloni prvni
misto, pokud jde o plochu vysadby a vynos. Produkce jablek v CR je v ramci celého
zprave” za rok 2018, jablka ze sklizn€ roku 2017 tvofila 82 % veskeré produkce ovoce a na
trzbach ovocnarskych podnikil se podilela 63 % (Buchtova 2018). V roce 2018 se vsak tento
podil snizil na 49,5 %, avSak procent veskeré produkce zustal stejné. Jablka jsou vyznamnou
komoditou, jejiz rentabilita je pfimo imérna rentabilit€ celého ovocnarstvi. Z téchto divodu
je nutné jablka povazovat za hlavni a citlivou komoditu sektoru ovocnaistvi (Buchtova 2018).
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Celkova sklizeii jablek v CR se v roce 2018 zvysila v porovnani s rokem 2017 az o 46
% na 253,4 tisic tun. Celkové trzby za ovoce z téchto sada Cinily 1,2 mld. K¢, coz je v
porovnani s rokem 2018 pokles o 19 %. To sveéd¢i o vysSim podilu jablek na zpracovani
(Buchtova 2019). Béhem zpracovani jablek mize dojit ke kontaminaci vyrobkd, vcetné
kontaminace amygdalinem.

Jablka lze konzumovat syrova nebo zpracovand na alkoholické (sider) nebo
nealkoholické napoje (most, dzus) nebo jablecnou omacku.

V semenech jablek bylo detekovano Ctyficet Sest slouCenin, z nichz vétSina byla
mastnymi kyselinami, stanovenymi jako jejich methylestery. Linolova kyselina byla nejvice
zastoupenou mastnou kyselinou, nasledovana palmitovou, linolenovou, stearovou a olejovou
kyselinou. Mens§i mnozstvi kyselin mezi 0,2 % a 4 %, tvotily eikosanova, dokosanova,
hexanova, oktanova a heptadekanova kyselina. Nekteré mastné kyseliny byly také detekovany
jako pfirodni ethyl-, butyl- a hexylestery, i kdyz jsou zastoupeny v malém mnozstvi ve
srovnani s volnymi kyselinami. Linolova kyselina vCetn€ jejich estert tvofila 51,2 % celkové
tékavé frakce hexanového extraktu. V semenech byl také pfitomen skvalen a nonakosan (3,4
% respektive 3,6 %), které tvotily dve hlavni slozky frakce jinych nez mastnych kyselin.
Semena také obsahovala fruktozu, glukdézu a sacharézu v poméru piiblizné 2,5 : 2 : 1
(Yinrong Lu & Yeap Foo 1998). Ziskana polarni frakce obsahovala dvé hlavni slouceniny,
amygdalin a florizin, pficemz phlorizin tvofil pfiblizné 75 % celkovych polyfenolt, poté
nasledovaly floretin-2‘-xylo-glukosid (cca 9 %) a quercetin-3-galaktosid (cca 6 %). Malo
zastoupenymi slozkami, které byly detekovany, jsou chlorogenova a p-kumarylchinova
kyselina, 3-hydroxyfloridzin, floretin-2°-xyloglukosid a Sest kvercetinovych glykosidd, a to
arabinosid, galaktosid, glukosid, rhamnosid, rutinosid a xylosid (Yinrong Lu & Yeap Foo
1998).

3.3.2.1 Amygdalin v jablkach

Ackoli jablka jsou bohatym zdrojem vitamini a dalSich zivin, jableCna seminka
obsahuji vysoké hladiny kyanogennich glykosidiu. Obsah amygdalinu v jableCnych semenech
se pohyboval od 1 do 4 mg.g™, zatimco obsah kyanogennich glykosida v dZusu byl v rozmezi
0,001 — 0,08 mg.ml™" (Bolarinwa et al. 2016).

Obsah amygdalinu v jablkach muaze byt ovlivnén nékolika faktory. Pokud jsou
potraviny vyrobené z kyanogennich rostlin skladovany pti pokojové teploté (35 + 2°C) obsah
kyanidu je staly. Pfi nizké teploté (26 °C) obsah kyanidi v potravinach klesa. Kyanogenni
glykosidy jsou obecné rozpustné ve vodé. Béhem vareni se zna¢né mnozstvi kyanogennich
glykosidu vyluhuje do vody na vafeni. Nékolik studii (Ferreira et al. 1995) popisuji snizeni
obsahu kyanidu ve vafenych vyrobcich. Pokud zvoleny zpusob zahrnuje zahfivani za sucha,
tepla nebo pfi nizkém obsahu vlhkosti, je pfijem kyanogennich glykosidi z varenych potravin
omezen pouze na malé mnozstvi. Snizeni obsahu kyanidid by mohlo byt také dusledkem
rozmanitosti, zralosti a velikosti produktd (Bolarinwa et al. 2016).
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3.3.2.2 Obsah amygdalinu v rostlinach

Amygdalin se nachazi v riznych rostlinach ve vétsiné pfipadi v semenech. Obsah
amygdalinu v jable¢nych semenech se pohybuje od 1 do 4 mg.g”, zatimco obsah amygdalinu
v jable&né §tavy byl uvadén v rozmezi 0,001 az 0,08 mg.ml™" (Bolarinwa et al. 2016). Semena
zralé broskve obsahuji v praiméru 2,4 mg.g™ amygdalinu (Lee SH et al. 2017). Amygdalin byl
také detekovan v jadrech jinych ovocnych stromd, jako jsou §vestka (4100 mg.100™ g),
merufika (2394 mg.100" g) a tiesefi (2306 mg.100" g). V hotkych mandlovych jadrech byly
stanovené hladiny amygdalinu vy3$§i, a to 5808 mg.100" g susiny (Corradi & Micheli 1982;
Shahidi & Wanasundara 1997). Nejvyssi obsah amygdalinu 926 mg.100" g v suing byl
stanoven v hotké odradeé Sassari 11. Naopak ve sladké odriidé mandli Arrubia bylo stejnymi
autory stanoveno ve 100 gramech susiny pouze 106 mg amigdalinu a v dalsi sladké odradé
Texas nebyl dokonce zddny amygdalin detekovan (Usai & D'hallewin 1992). Ve sladkych
odradach mandli byly tedy obsahy amygdalinu niz§i nez v semenech dalSich rostlin Celedi
Rosaceae.

V tabulce 2 jsou uvedeny nékteré vybrané rostliny ¢eledi Rosaceae, jejichz plody jsou
¢lovekem pouzivany jako potrava a obsahuji amygdalin, v€etné jeho obsahu.

Tab. 2. Obsah amygdalinu v plodech rostlin Celedi Rosaceae (Manyakhin & Koldaev

2019).

Druh rostliny Obsah amydalinu [% podil su$iny
extrakCnich latek]

Hotké mandle (Amygdalae amarus L.) 3

Stfemcha obecna (Prunus padus) 1,65+0,15

Merunka obecna (Prunus armeniaca) 1,44+0,12

Svestka domaci (Prunus domestica) 1,02+0,08

Viseni obecnd (Prunus cerasus) 0,80+0,06

Visen plstnata (Prunus tomentosa) 0,12+0,01

Udaje v tabulce 3 odpovidaji obsahu HCN vznikajictho z nékterych vybranych
kyanogennich rostlin, které lidé konzumuji jako potravu, a také pouzivaji pro krmeni
domacich zvitat. Z tabulky je zfejmé, ze nejvice kyanovodiku vznikd ze Spicek nezralych
vyhonkd, které jsou nasledovany peckami vi$ni.
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Tab. 3. Obsah HCN v kyanogenech né€kterych rostlin (Velisek 2009).

Pavod HCN [mg kg Pavod HCN [mg kg
cerstvého Cerstvého materialu]
materialu]

maniok jedly (Kassava) peckové ovoce

listy 650-1040 hotké mandle 2800-3100

celé hlizy 550 meruiikove pecky 3200

kiira hliz 840-2450 vistiové pecky 3540

dren hliz 100-330 duznina vi$ni 10

bambus ¢irok obecny

nezralé stonky 3000 mladé listy 600

Spicky nézralych kli¢ici rostliny 2400

vyhonkt 8000 lu$téniny

mucenka purpurova fazol mésicni (semena) 100-4000

nezralé ovoce 700 fazol obecny (semena) 20

zralé ovoce 100 hrach sety (semena) 23

len sety (semena) 200-380

3.4 Metody stanoveni amygdalinu
3.4.1 Metody extrakce amygdalinu

Extrakce chemickych sloucenin z rostlinného materialu je pracny proces. Jednim z
hlavnich zdroji chyb, ke kterym dochazi béhem analytického postupu, je faze pripravy
vzorku. Protoze tato faze uruje dobu analyzy, je nezbytné zkratit postup a zvysit jeho
presnost a selektivitu pfi identifikaci vétSiny chemickych slouCenin. Za ucelem oddéleni
analytl od pevnych vzorkl jsou nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly s nizkym zahiivanim a
nizkymi body varu. Rozpoustédla musi byt také netoxicka, nehoflava a chemicky neutralni a
neméla by negativné ovliviiovat instrumentaci a stabilitu analyzovanych latek. Obvykle se
pouzivaji rozpoustédla, jako jsou methanol, ethanol, aceton, ethylacetat a jejich smési s vodou
(Arceusz et al. 2013).

Extrakce je prvni fazi procesu vedouciho k izolaci sekundarnich metabolitd z
rostlinnych materiala. Soxhletova extrakce je klasicka metoda pouZzivana pro tento ucel. Tato
metoda zajistuje vicenasobnou digesci rostlinného materialu a nepfetrzitou extrakci, zatimco
se dodava novy podil rozpoustédla. Diky tomu je zachovan nejvétsi rozdil mezi
koncentracemi analytu v analyzovanim materialu a rozpoustédle, coz vede k uplné extrakci
rostlinného materialu (Arceusz et al. 2013).

Hlavni nevyhody Soxhletovy extrakce spocivaji v tom, ze se jedna o Casové naro¢ny
proces za pouziti nakladnych rozpoustédel, kterd musi byt odpovidajici kvality. Z téchto
divodu byly v poslednich letech preferovany jiné metody, které jsou mén€ Casov€ narocné a
vyzaduji mensi objemy rozpoustédel (Rajaei et al. 2010). Mezi tyto metody patfi extrakce
superkritickou tekutinou (SFE), extrakce ultrazvukem (UAE), a zrychlenda extrakce
rozpoustédlem (ASE).
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Extrakce pomoci ultrazvuku (UAE) je zalozena na pusobeni ultrazvukovych vibraci
zamétenych na extrahovany vzorek, coz zvySuje ufinnost penetrace vzorku rozpoustédlem.
Tato metoda se vyznaCuje vysokou rychlosti, jednoduchosti a obvykle trva nékolik minut.
Kromé typu rozpousteédla, velikosti vzorku, pH extraktu, teploty a tlaku maji vliv na u€innost
extrakéniho procesu také velikost Castic, doba trvani sonifikace a jeho amplituda (Kagan
2011). Bez ohledu na tyto Cinitele ovliviiujici extrakci je metoda povazovana za nejjednodussi
moznou v laboratofi. Jednou z jejich vyhod je moznost provadét extrakci nékolika vzorku
soucasné v relativne kratké dobé. Je vsak nutné extrakt dekantovat nebo filtrovat pies vhodné
papirové filtry. Neprahledny roztok po extrakci by se totiz mohl zachytit na koloné HPLC. V
praxi dochazi b€hem procesu UAE k narusSeni bunécnych stén rostlin, coz umoziiuje u€innou
extrakci metabolitl obsazenych v burikach (Arceusz et al. 2013).

Zrychlend metoda extrakce rozpoustédlem (ASE) je relativné nova technika vyvinuta a
distribuovand hlavné spole¢nosti Dionex (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA). V literatuie
existuji alternativni nazvy pro tuto techniku, jako je extrakce tlakovou tekutinou (PFE) a
extrakce tlakovou kapalinou (PLE).

Doba extrakce je kratka, v rozmezi 5 — 15 min. V technice ASE se pouzivaji stejna
rozpousteédla jako v klasickych metodach, ale aplikuje se vyS§si tlak (pfiblizné€ 3,3 — 20,3 MPa)
a zvysena teplota, piiblizn€ 40 — 200 °C. Vzorek extrahovany touto technikou se umisti do
extrakéni nadoby vyrobené z nerezové oceli. Zakladni vyhody ASE jsou moznost extrahovat
vzorky s vysokou vlhkosti, kratka doba extrakce, lepsi penetrace vzorku rozpoustédlem, dobra
kinetika extrakce, automatizace procesu a relativné snadné pouziti pristrojové techniky
(Garcia-Salas et al. 2010).

Extrakce superkritickou tekutinou (SFE) casto pfedchazi analyze pomoci HPLC.
Extrakce superkritickou tekutinou je moderni technika, ktera méa oproti klasickym metodam
extrakce mnoho vyhod. Mezi né€ patii ,,nizké teploty, coz je pozitivni rys v piipad€ analyzy
tepeln€ labilnich slou€enin. DalSimi vyhodami jsou vysoké selektivita, vyznamné snizeni
objemu rozpoustédla pouzitého pro extrakci, nizkd hmotnost vzorku pro extrakci (kolem
n¢kolika mg), kratka doba extrakce, moznost automatizace, stejné jako off-line a on-line
vazba s vétSinou chromatografické techniky (GC, HPLC). Rozpoustédlo pouzité v SFE je
tekutina v superkritickém stavu, obvykle se jednd o oxid uhli¢ity, a to vzhledem k jeho nizké
cen¢ a nizké toxicité (Arceusz et al. 2013).

Mnoho parametrii ovliviiuje ucinnost extrakce superkritickymi tekutinami. Lze je
rozdélit do dvou skupin. Prvni zahrnuje parametry souvisejici s provadénim extrakce, jako je
tlak, teplota, Cas, hmotnost vzorku a intenzita toku. Druhad skupina zahrnuje parametry
spojené s matrici vzorku, jako je jeji forma, homogenita, rozpustnost a desorpcni schopnost
analyti. Krom¢ toho zavisi proces SFE na pH. Jeho variace mohou ovlivnit vytéznost
extrakce a rychlost extrakce analytu z vodné faze (Kazazi et al. 2009).

SFE se bézné pouziva ve farmaceutickém pramyslu i v potravinarskych a
kosmetickych oborech. Extrakce superkritickou tekutinou slouzi k izolaci biologicky
aktivnich slouCenin z rostlinnych material, zejména téch, které nelze oddélit pomoci
jednoduché extrakce rozpoustédlem.
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3.4.2 Metody stanoveni amygdalinu metodou HPLC

Vysoce u¢inné kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z u¢innych metod pro
separaci komplexnich smési latek, Siroce pouzivanych jak v analytické chemii, tak v
chemické technologii. Analyticka metoda HPLC je soucasti skupiny metod, které vzhledem
ke slozitosti studovanych objektt zahrnuji predbézné rozdéleni pocate¢ni komplexni smési na
relativné jednoduché. Vysledné jednoduché smési se poté analyzuji konvencnimi fyzikalné-
chemickymi metodami nebo specidlnimi metodami vytvofenymi pro chromatografii. Princip
kapalinové chromatografie je oddéleni slozek smési na zékladé€ rozdilu v jejich rovnovazném
rozdéleni mezi dvé nemisitelné faze, z nichz jedna je stacionarni a druhd mobilni (eluent).
HPLC s obracenymi fazemi (RP-HPLC) je jednou z nejrozsirén€jSich metod diky své
rychlosti, stabilité kolony a schopnosti odd¢lit Sirokou Skalu sloucenin. V procesu existuji dve
varianty HPLC, v zavislosti na staciondrnim fazovém systému. Tato metoda odd€luje analyty
na zaklad¢ polarity. NP-HPLC pouziva polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi.
Stacionarni fazi je proto obvykle oxid kiemicity a typické mobilni faze jsou hexan,
methylenchlorid, chloroform, diethylether a jejich smési. Polarni latky jsou tedy zadrzeny na
polarnim povrchu kolony a jejich retencni Casy jsou del$i nez pro mén¢€ polarni slouceniny. V
ptipadé HPLC s reverzni fazi je stacionarni faze nepolarni (hydrofobni) povahy, zatimco
mobilni faze je polarni kapalina, naptiklad voda, methanol, acetonitril nebo jejich smési.
HPLC s reverzni fazi pracuje na principu hydrofobnich interakci, takze ¢im je latka vice
nepolarni, tim déle bude na kolon¢ zadrzena. HPLC s obracenymi fazemi je zdaleka
nejoblibengjsi rezimem v chromatografii. Téméf 90 % vSech analyz vzorkd s nizkou
molekulovou hmotnosti se provadi pomoci RP-HPLC (Ravi Sankar et al. 2019).

Podle separacniho mechanismu analyzovanych latek se HPLC d¢€li na adsorpéni,
distribucni, iontové vyménou, vylou€ovaci a vyménou chromotografii. Je tfeba mit na paméti,
ze v praxi separace Casto neprobiha jednim, ale n€kolika mechanismy soucasn€. VylouCovaci
je tedy komplikovano adsorpénimi uc€inky, adsorpce distribuci a naopak. Krom¢ toho, ¢im
vetsi je rozdil v latkach ve vzorku podle stupné ionizace, zasaditosti nebo kyselosti,
molekulové hmotnosti, polarizovatelnosti a dalSich parametrt, tim vétsi je pravdépodobnost
odlisného separa¢niho mechanismu pro takové latky.

Systém HPLC se sklada z n¢kolika jednotek a to Cerpadla, davkovace, kolony,
detektoru a zdznamového =zafizeni. NejbéznéjSim detektorem v adsorpéni HPLC je
spektrofotometr. Béhem eluce latek v mikrokveté se méfi absorbance pii predem zvolené
vinové délce odpovidajici maximalni absorpci latek, které se stanovuji. Takové detektory
meti absorpci svétla v ultrafialové nebo viditelné oblasti spektra (Borisova 2014).

Mnoho védct pouzilo HPLC metodu pro stanoveni mnozstvi amygdalinu v rliznych
rostlinnych materialech. Metoda HPLC byla validovana podle linearity, reprodukovatelnosti,
limitu detekce a pfesnosti. Linearita byla ovéfena pomoci standardnich roztokd D-
amygdalinu. Identifikace slouCeniny byla zalozena na pfesné hmotnosti, charakteristickych
fragmentacnich drahach a reten¢nich Casech (Shuya Xu et al. 2017). K provedeni analyzy
musi byt vzorek spravne extrahovan z rostlinného materialu.
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4 Metodika

4.1 Pouzité chemikalie

e Ethanol — &istota 96 % (Lachner, Ceska republika)

e Diethylether p.a. stabilizovany (Lachner, Ceska republika)

e Methanol p.a. (Lachner, Ceska republika)

e Deionizovana voda (Millipore, Francie)

e Redestilovana voda (GFL, Némecko)

e Standard: Amygdalin — Cistota > 97%, BioXtra (Sigma Aldrich)

4.2 Pomucky

e Bé&zné laboratorni sklo

e Automatické pipety (100 — 1000 ul) (Thermo Scientific, Ceska republika)

e Injekéni jednorazové strikacCky Luer-Slip (3 ml) (Fischer Scientific, Némecko)
e Jednorazové plastové kyvety 45 ml, Plastibrand (GmbH, Némecko)

e Pipety (Socorex Acura, Svycarsko)

e Filtra¢ni papir (VWR, Némecko)

e Membranovy filtr Nylon (13 mm, 0,2 pum) (Agilent Technologies, Cina)

e PVDF mikrofiltry s porozitou 0,45 pm (Chromservis, Ceska republika)

e HPLC vialky (2 ml) (VTO098M-1232, Némecko)

4.3 Pristroje

e Porcelanova miska tfeci, 30 ml

e Mlynek IKA A 11 basic Analytical mill (Janke & Kunkel Co., Staufen, Némecko)

e Chromatograficky systém HPLC, Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
e MA, USA)

e Rotatni vakuova odparka BUCHI Rotavapor (BUCHI Laboraltechnik AG, Svycarsko)
e Vodni lazen (GFL, Némecko)

e Pfistroj na ptipravu redestilované vody GFL 2104 (GFL, Némecko)

e Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

o Filtracni pfistroj pro demineralizaci vody znacky Millipore, s vodni vyvévou (Francie)
e Lednice (R6139W, Gorenje, Slovinsko)

e Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

e Vahy s pfesnosti na 3 a 4 desetinna mista (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

o Trepacka VORTEX SA 7 (Stuart, Anglie)

e RVO IKA (HPST, s.r.0., Ceska republika)
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4.4 Experimentalni material

Byla provedena analyza semen 4 druht jablek a jednoho smésny pokusného vzorku,
pro néj byla pouzita semena jablek riznych druhi zakoupenych v obchodech. Vsechny
vzorky byly analizovany ve dvou paralelnich stanovenich.

Pro analyzu byly vybrany nasledujici odrudy jablek:

e Topaz (Malus domestica Topaz)

e Orion (Malus domestica Orion)

o Luna (Malus domestica Luna)

e Golden delicious (Malus domestica Golden Delicious).

Ze stejného poctu kusu jablek byl ziskan jiny pocet semen. K ziskani pozadované
hmotnosti semen nejvice semen bylo potieba jablek odrudy Orion a Luna. VSechny jabloné
rostou v jednom produk&nim sadu na experimentalnim pozemku CZU v Praze Suchdole.
Analyza pudy poskytla nasledujici informace o kvalité pudy:

e pHCaCL7,6

e P230mgkg’

o K432 mgkg’

o (Ca8476 mgkg'

e Mg215mgkg’

e S24 3mgkg’; Cu7, 65mgkg’; Fe 77, 1 mgkg'; Zn 14, 7 mg.kg™; Mn 210 mg kg’

' A1374 mg kg™

4.4.1 Priprava vzorku

Semena byla rozdrcena v mlynku a tfeci misce. 5 g vzorku bylo rozmleto a 2 g byly
navazeny do 500ml varné bariky, bylo pfidano 50 ml ethanolu a smés byla extrahovana ve
vodni 1azn€ pod zpétnym chladi¢em 100 minut pfi teplot€¢ bodu varu ethanolu 78,6 °C za
obcCasné michani.

Neextrahuje se Soxhletem, pouze pod dostatecné dlouhym zpétnym chladi¢em. DelSi
doba extrakce nez 100 minut snizuje u€innost, nebot® dochazi ke konverzi amygdalinu na
neoamygdalin (Senica et al. 2019).

Po vychladnuti je obsah bariky prefiltrovan pfes Whatmanuv filtr ¢.1 a ethanol do
sucha odpafen na rotacné vakuoové odparce (35 °C, 7 mbar, nizka frekvence otacek).
K suchému vzorku bylo pfidano 10 ml diethyletheru a smés byla vortexovana 1 minutu pfi
pokojové teploté, poté doslo k vysrazeni amygdalinu. Vzorek byl ponechan v digestofi k
odpafeni diethyletheru pfes noc. Srazenina amygdalinu byla rozpousténa v5 ml
deionizovazné vody. Alikvotni ¢Cast byla prevedena do eppendorfek a odstfedéna (10 minut
pii pokojové teploté a prihlizeni 16000 x g). Supernatent byl piefiltrovan pfes membranovy
mikrofiltr PTFE, 0,45 um.
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4.4.2 HPLC stanoveni

HPLC stanoveni bylo provadené na pfistroji WATERS. Separace byla dosazena na
kolon€ C18 (150 x 4,6 mm, 3 um). Mobilni taze se skladala z methanolu a vody v pomé&ru 25
: 75. Pritok mobilni fize byl 0,6 ml.min". Nastiik extraktu &inil 10 ul. ProtoZe maximalni
absorpce amygdalinu je 215 nm, detek¢ni vinova délka na detektoru PDA byla nastavena na
215 nm. Teplota kolony byla 30 °C.

Kalibratni zavislost byla piipraveny v rozsahu 1 — 100 pg.ml”
minimalng do 400 pg.ml™.

zavislost je linearni

2

S Vysledky

Obsah amygdalinu v analyzovanych semenech jablek je uveden v tabulce 1.

Tab. 1. Obsah amygdalinu v semenech jablek vypéstovanych v Praze Suchdole

Vzorek navazka [g] Obsah Prumeér SMET.
amygdalinu  [mg.g"] odchyl.
[mg.g'] [mg.g']

Smésny 2,003 5,54

vzorek — 1 5,66 0,11

Smésny 1,768 5,77

vzorek — 2

Topaz — 1 2,003 8,46

Topaz — 2 2,099 6,64 7,55 0,91

Orion — 1 2,003 5.87

Orion — 2 2,001 5,61 5,74 0,18

Luna — 1 2,002 5,93

Luna — 2 2,002 9,41 7,67 1,74

Golden 2,004 6,80

delicious — 1 4,94 1,85

Golden 2,004 3,09

2

delicious — 2

Vysledky obsahu amygdalinu v semenech jablek vypéstovanych v Praze Suchdole
jsou v souladu se stavajicimi studiemi zabyvajicimi se sledovanim amygdalinu v jable¢nych
semenech. Semena Luna méla nejvy$§i obsah amygdalinu (7,67 mg.g”), nejnizi obsah
ukazovala odriida Golden Delicious (4,94 mg.g™).
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6 Diskuze

Haque (2002) stanovil obsah amygdalinu v jablkach odrady Fuji apple v mnozstvi 5,4
mg.g”. Bolarinwa et al. (2015) uvadi nasledujici udaje o mnozstvi amygdalinu v semenech
jablek 15 druhd. Semena Golden Delicious méla nejvy$si obsah amygdalinu (3,9 mg.g™)
nasledovala semena odriid Royal Gala (3 mg.g™"), Red Delicious (2,8 mg.g"), Spartan (2,6
mg.g") a Pink Lady (2,6 mg.g”). Obsah amygdalinu v semenech jablek Rubens, Elstar,
Empire a Jazz byl 2.4; 2.4; 2.3 respektive 2.2 mg.g”. Niz§i obsah amygdalinu byl stanoven v
odrtidach Fuji (1,9 mg.g™), Coxu (1,6 mg.g™), Granny Smith (1,6 mg.g™), Bramley (1,3 mg.g’
") a Braeburn (1,2 mg.g"). Nejnizi obsah amygdalinu ukazovala odriida Russet 1 mg.g™.
Obsah amygdalinu v jableCnych semenech by mohl generovat mezi 0,06 a 0,2 mg kyanidu na
gram jable¢nych semen. Tyto hodnoty jsou relativné vysoké.

V nedavné studii zabyvaji se stanovenim amygdalinu v jableCnych semenech rodu
Golden Delicious (Mikulic-Petkovsek et al. 2019) byly ziskany nizS§i hodnoty obsahu
amygdalinu. V tomto ¢lanku byla analyzovana jablka stejného druhu, ale péstovana v riznych
podminkéach v riznych zemich. Mnozstvi amygdalinu v semenech jablek z Azerbajdzanu bylo
1,1 mg.g”, v semenech jablek z Ruska 0, 68 mg.g”', v semenech jablek ze Srbska 0, 75 mg.g’
! v semenech jablek ze Slovinska 0,73 mg.g™.

Mikulic-Petkovsek et al. (2019) popisuji, Ze rostliny syntetizuji kyanogenni glykosidy
a ukladaji ji do semen za negativnich okolnich podminek. V diive publikované studii je
uvadeno, ze obsah kyanogennich glykosidu byl vy$si v suchych rostlinach nez v dobfe
zavlazovanych rostlinach. Podle situaéni a vyhledové zpravy Ministerstva zemédelstvi CR za
2019 rok, byl jiz od Gnora 2018 na vét§ing uzemi CR pozorovan srazkovy deficit a sezonu
navic negativné zacalo ovliviiovat rozsahlé sucho a mimotadné vysoké a dlouhotrvajici
teploty doprovazené slune¢nim zafenim (Buchtova 2019). Z téchto divodu lze predpokladat,
ze relativni vysoky obsach amygdalinu v odridach Topaz a Luna muze byt kromé jiného
vyvolan témito faktory, avSak vzhledem k tomu, ze se studie nezabyvala celou fadou dalSich
faktort ovliviiujicich mnozstvi amygdalinu v rostlinach, nelze to s jistotou tvrdit. Také nelze
spolehlivé vysvétlit, pro¢ dve€ paralelni stanoveni odrad Orion a Golden delicious nevykazuji
stejn¢ vysoké hodnoty obsahu amygdalinu. Je mozn¢ predpokladat, ze jablka, ze kterych byla
semena ziskana pro studii, nebyla ve stejnim stuoni zralosti, coz by jisté mohlo ovlivnit
vysledky studie. Je také pravdépodobné, ze metabolické procesy v jablkach rtznych odrad
probihaji s mensimi odchylkami. To vyplyva z odliSnosti chutovych a senzorickych vlastnosti
jednotlivych odrid a také to znamena, ze tvorba stejnych latek, které obsahuje rostlinna
hmota jablek, jako jsou cukry a kyseliny, probihd rozdilné. Totéz lze fici o kyanogennich
glykosidech.

Mikulic-Petkovsek et al. (2019) dalé tvrdi, ze také puda mize byt dalsim divodem
vy$siho obsahu kyanogennich glykosidd v jablednych semenech z Azerbajdzanu. Mésto
Xudat, odkud prochazi jablka, lezi v blizkosti Kaspického mote a sadova ptida méla vyssi
obsah soli. Bylo prokazano, ze obsah kyanogennich glykosidu roste v rostlinach s vysokou
slanosti pudy, v listech se syntetizuji kyanogenni glykosidy a poté se transportuji do jinych
Casti rostlin. Zhao (2012) také uvedl, ze b&hem vyvoje ovoce se nekteré kyanogenni
glykosidy syntetizuji v bunééném tegumentu a nasledné se transportuji do semenného
kotyledonu. Puda sadu, kde byly péstovana jablka, odebrana pro vyzkum, ma pH 7.5, coz
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umoziuje povazovat pudu za mirné zasaditou. Alkalické pudy maji zpravidla vysoky obsah
vapenatych soli, tento faktor mize také ovlivnit mnozstvi amygdalinu v semenech jablek.
Bylo by tedy zajimavé sledovat, jak slozeni pudy ovliviiuje tvorbu kyanogennich glykosida v
rostlinach.

Spole¢n¢ s fenolnymi latkami hraji kyanogenni glykosidy také dulezitou roli jako
ucinna ochrana pred bylozravci a mohou predstavovat vyznamny odliv zdroja, které by jinak
mohly byt pouzity pro rast (Mikulic-Petkovsek et al. 2019). Udaje o poétu $kiidet v sadu
nejsou dostupné. Podle dostupnych udaju vsak lze tvrdit, ze v sadu, kde byla jablka odebrana
pro vyzkum, byla v€as pfijata nezbytna opatfeni na ochranu pfed skidci, jako jsou instalace
zvlastniho oploceni na kmeny stromd pro ochranu kary od hlodavcei, sbér infikovanych a
poskozenych jablek z vétvi a ze zemé pod jablonémi. Odstranéni poskozeného ovoce se
provadi kazdy tyden v sezoné.

Teplota, kyslik a oxid uhli€ity jsou dulezité pro intenzitu dychani b€hem skladovani.
Cim vys§i je rychlost dychani, tim vy3§i je koncentrace CO,. Skupinou védcd byla studovana
semena jablek, ktera byla skladovana v typickych podminkach skladi ovoce po dobu 100 po
sklizni, 180 a 240 dni. Mikulic-Petkovsek et al. (2019) uvadi, Ze po 180 dnech skladovani v
fizené atmosfére se obsah kyanogennich glykosida v jable¢nych semenech snizil. Ale béhem
obdobi aktivniho dychani, tj. po sklizni ovoce a jeho skladovani po dobu Sesti mésict, bylo
mozné pozorovat nartist poctu kyanogennich glykosidd v semenech jablek. Pro studii byla
pouzita také padla jablka s neznamou dobou pietrvavani na pudé. Pro dalsi vyzkum je nutné
pouzit jablka sklizena za znamych a stejnych podminek. Lze predpokladat, ze tyto nezndmé
faktory by mohly ovlivnit vysledky studie, napfiklad zpusobit velky rozdil mezi dvéma
vzorky semen stejné odrady.

Pokud jde o smésny pokusny vzorek, jak jiz bylo napsano vySe, byla pro né pouzita
semena ruznych odrid jablek odebranych kratce pied laboratorni praci. Tato semena byla
ziskana z jablek s neznamou dobou skladovéani v podminkach skladu a obchodu, kde byla
zakoupena. Zatimco byla semena Ctyi odrud jablek odebrana z Cerstvého rostlinného
materidlu a poté uloZzena 2 meésicé v suchu pred laboratorni studii, byla semena sme&sné¢ho
pokusného vzorku odebrana tyden pred clastni analyzou. Rozdil v obsahu amygdalinu mezi
dvéma smesnymi pokusnymi vzorky je mens$i ve srovnadni s rozdilem obsahu amygdalinu ve
znamych odradach. V planované diplomové praci bude minimalizovan ¢as mezi sbérem
rostlinného materialu a provadénim laboratorni analyzy.

Kyanogenni glykosidy jsou pfirodni toxiny rostlin. Pusobeni endogennich rostlinnych
enzymua muze uvoliovat kyanovodik, coz muze zpusobit potencialni problémy s toxicitou pro
zivoCichove, veetné lidi. V semenech jablek nevyvolava amygdalin jedovaty ucinek, pokud
jsou jablka konzumovéna v pfiméfenem mnozstvi.

Amygdalin patfi mezi glykosidy, které se nejcastéji vyskytuji mezi sekundarnimi
rostlinnymi metabolity. Amygdalin ma obecné vlastnosti glykosidil i vlastnosti specifické, co
vSe se odrazi v procesu izolace latky z rostlinné hmoty a jeji analyze.

Co se tyCe protirakovinovych vlastnosti amygdalinu, pak v tuto chvili neni mozné dat
jednoznacnou odpovéd zda ma amygdalin tyto vlastnosti nebo nema. Analyza dostupné
odborné literatury vede k poznatku, ze existuji pfinejmenSim 2 teorie, které si vzajemné
odporuji, a kazda ma svou vlastni dikazni zakladnu.
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7 Zavér

Kyanogenni glykosidy v¢etné amygdalinu jsou z lékatského a kosmetického hlediska
rozsahlou a velmi dalezitou skupinou pfirodnich glykosidu.

Aglykon amygdalinu je reprezentovan jednou molekulou benzaldehydu, ktery ma

analgeticky ucinek a jednou molekulou kyseliny kyanovodikové, ktera je toxicka.
Rostliny obsahujici kyanogenni glykosidy jsou v pfirod€ zcela bézné. Nachazeji se ve flore
témeéf ve vSech Castech svéta. Znamo je kolem 75 kyanogennich glykosidi. Jsou to
kyanogeny mnoha rostlin konzumovanych jako slozky lidské potravy nebo pouzivanych jako
krmiva hospodarskych zvifat. Jsou obsazeny ve dvoudéloznych rostlinach Celedi bobovitych
(Frabaceae), pryscovitych (Euphorbiaceae) a mulenkovitych (Passifloraceae) a v
jednodeloznych rostlinach ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) a aronovitych (Araceae).

V CR je amygdalin nejvyznamngj§im kyanogennim glykosidem. Amygdalin se
nachazi v rostlinach Celedi rizovitych (Rosaceae). Vyznamnymi zdroji jsou hotké mandle a
pecky merungk, broskvi, $vestek a tiesni. V peckach broskve je 2,4 mg.100 g amygdalinu.
Amygdalin byl nalezen téZ v jadrech §vestky (4100 mg.100 g™), meruiiky (2394 mg.100 g') a
tfesni (2306 mg.100 g). V suing jader hotkych mandli byly stanovené hladiny amygdalinu
5808 mg.100 g a v suging jader sladkych mandli 106 mg.100 g™, ale jsou znamy také sladké
odrady mandli, v nichz amygdalin nebyl detekovan.

V malém mnozstvi je také obsazen v jadrech jablek, hrusek a kdouli. Obsah
amygdalinu v jable¢nych semenech se podle literarnich udaji pohybuje od 1 do 4 mg.g™”.
V semenech jablek 4 odrid vypéstovanych v Praze Suchdole bylo zjisténo 5,54-9,41 mg.g”
amygdalinu. Semena Luna méla nejvyssi obsah amygdalinu (7,67 mg.g™), nejniz§i obsah
vykazovala odrida Golden Delicious (4,94 mg.g™).

Neexistuje zadné nebezpeCi, Ze by spotiebitelé po konzumaci pfimérené¢ho poctu
semen jablek pocitovali toxické ucinky kyanogennich glykosidu.

K bioaktivaci amygdalinu dochazi pomoci enzymu. V pfipad€, ze tkan rostliny
obsahujici amygdalin je poSkozena napiiklad napadenim bylozravci, je amygdalin
bioaktivovan B-glukosiddzami. Dochazi k uvolnéni kyanovodiku, ¢imz dochédzi k okamzité
chemické obrané proti bylozraveum. Kyanid je toxicky pro vSechny zivé bunky.

Pokud jde o mozné protirakovinné vlastnosti amygdalinu, na zékladé¢ analyzy
souCasnych studii vénujicich se tomuto tématu, nelze dat jednoznanou odpovéd’, zda
amygdalin skute¢né€ témito vlastnostmi disponuje.
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