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SOUHRN

V této praci byl studovan anhokyaninovy profil dvou rostlin a to Lycium chinense
a Vaccinium myrtillus, pomocihmotnostni spektrometrie s ionizaci typu MALDI a hybridnim
analyzatorem Q-TOF. Plody byly analyzovany na nékolika trovnich — byly pouzity dvé
extrakéni Cinidla, plod rozd€len na duzinu a slupku, Cast byla precisténa za pouziti SPE
techniky a v neposledni fadé byl analyzovan pfimo plod bez jakékoli ptedchozi tpravy.

Metanolicky roztok extrakéniho ¢inidla se prokézal jako nejvhodnéjsi. V plodech
lycia se podaftilo hrubé detekovat 15 antokyanintl, z ¢ehoz nejvyssi intenzitu zastoupeni mél
antokyanidin malvidin a jeho derivaty. U vaccinia bylo detekovano 18 antokyanini a
nejhojnéji zastoupeny antokyaninovy aglykon byl cyanidin. Studiemi potvrzeny malvidin a
jeho derivaty jako hlavni antokyanin u vaccinia byl v této analyze hrubé detekovan jako druhy
nejvice se vyskytujici anthokyanin.

Tato prace dale prokazala pfitomnost 4  pyranoantokyanin: 5-
metylpyranocyanidin-3-hexoside, 5-methylpyranopeonidin-3-hexosid, 5-
methylpyranopetunidin-3-hexosid a  5-methylpyranomalvidin-3-hexosid, jejichZz intenzity

byly semikvantitativné pozorovany v plodech Lycium chinense i Vaccinium myrtillus



SUMMARY

The anthocyanins profile of two plants, Lycium chinense and Vaccinium myrtillus,
was studied by Mass spectrometry with MALDI ionization and hybrid analyzer Q-TOF. The
fruits were analysed at several levels, two extraction agents were used, the fruit was separated
into skin and pulp, one part was purified using SPE technology and finally, the fruit was
directly analyzed without previous treatment.

Methanolic extraction solution has been proved such a best extraction agent for
anthocyanins. Roughly 15 anthocyanins were detected in lycium, where malvidin together
with its derivates represented the highest intensity. In vaccinium, there were detected 18
anthocyanins and the most common anthocyanin aglykone was cyanidin. Studies confirmed
malvidin and its derivatives as the major anthocyanins in vaccinium, and malvidin was really
rougly detected as the second most abundant anthocyanins in this analysis.

This work also showed the presence of 4 pyranoanthocyanins — 5-
metylpyranocyanidin-3-hexoside, 5-methylpyranopeonidin-3-hexoside, 5-
methylpyranopetunidin-3-hexoside and 5-methylpyranomalvidin-3-hexosid, the intensity of
these were semiquantitatively observed in both Lycium chinense and Vaccinium myrtillus

fruits
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1. UVOD

Antokyaniny jsou rostlinné pigmenty, jenz patii do skupiny flavonoidnich
rostlinnych fenold a patfi mezi z nevyznamnégj$i barviva v rostlindch. Jejich vyznamnou
vlastnosti jsou, mnohokrat potvrzené, antioxidacni Uc¢inky, ale i jiné dulezité funkce pro
rostliny 1 lidstvo.

V ptedkladané praci byla studovana ptitomnost téchto latek v Lycium chinense a
Vaccinium myrtillus pomoci hmotnostniho spektrometru s ionizaci MALDI a hybridnim
analyzatorem typu Q-TOF.

Kustovnice c¢inskd, Lycium chinense Mill., z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae),
jenz byla popsana na konci 18. stoleti Philipem Millerem. Patii mezi 1éCivé rostliny ¢inské
tradi¢ni mediciiny po dobu skoro 2000 let a v poslednich letech se dostava do nasich zahrad,
kuchyni i 1é€iv. Lé€ivé Gc€inky a aktivni latky této rostliny byly potvrzeny v mnoha studiich,
stejné jako pritomnost n¢kterych flavonoidi, ale pfitomnost antokyaninti v této v tomto druhu
rostliny prozatim potvrzena nebyla.

Oba plody byly analyzovany na né¢kolika urovnich, nebot’ byly rozdéleny na
duzinu a slupku, extahovany ve dvou extrak¢nich Cinidlech a ¢ast byla piecisténa pomoci
Strata SPE kolonek. V neposledni fadé byl pfimo analyzovan kus slupky a ¢éast duziny, jako

pevné ¢asti obou plodii.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Flavonoidy

2.1.1 Charakteristika

Flavonoidy jsou sekunddrni metabolity rostlin. Odhaduje se, Ze asi 2% uhliku,
které vzniknou fotosyntézou je preménéno na flavonoidy. Vyskytuji se ve vSech Castech
rostliny, kde tvofi barevné pigmenty. Chrani rostliny pied UV zéafenim a utoky hmyzem, jsou
zapojeny do fotosenzibilizace, pfenosu energie, morfogeneze rostliny a urCeni pohlavi,
fotosyntézy a fukci hormond v rostling.'
opylovani a $ifeni semen diky pigmentaci, stimulace bakterii Rhizobium pro fixaci dusiku,
rust pylové lacky a resorbce mineralnich zivin z opadavych listi. Dale zvySuji toleranci k
abiotickym stresortim, tvoii zaklad pro alelopatické interakce s jinymi druhy rostlin.>

V uplynulém desetileti doslo k rozvoji molekuldrni biologie, analytickych technik

ve spojeni s velkym zdjmem o antokyaniny, jakoz potencialni vyzivové doplitky pro lidstvo.?

2.1.2 Vyznam

Tyto latky maji antioxidacni ucinky. Déle jsou schopny odstranit oxid dusny,
ktery v kombinaci s volnymi radikaly tvoti skodlivy peroxynitrit. Pouzivaji se k prevenci proti
rakoving€, demenci, arterosklerdze, koronarnim srdce¢nim onemocnénim a pfipisuje se jim
mnoho dalSich biologickych aktivit jako jsou antivirové, antimikrobialni, antialergické a také
pisobi proti kfe¢im a viedim.'

Hlavnim zdrojem flavonoidi v potravé je ovoce a napoje, jako ovocné Stavy,

Cervené vino, ¢aj, kdva, pivo, také bylinky a zelenina.'



2.1.3 Chemie flavonoida

Flavonoidy vznikaji sérii kondenzacnich reakeci mezi hydroxyskotficovou
kyselinou, ktera tvoii kruh B a 2, 3 a 4 uhlik v kruhu C a dale malonyl CoA, ktery tvofi A
kruh. Cyklizaci dojde ke vzniku tfetiho kruhu, oznacovaného C.'

Nasledujici schéma I znazornuje postup biosyntézy flavonoidl. Dulezitou reakci
se fotosyntéza, nebot’ jiz vznikd naslednymi postupy acetit a z n¢j jak kyselina

hydroxyskoficova, tak i malonyl CoA, jejichZ syntézou vznikéa chalkon.?

Schéma I Biosyntéza flavonoidii'”?
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Podle cyklizace, stupné nasycenosti a oxidace tfi-uhlikovych segmentti mizeme

flavonoidy rozdélit do n&kolika nasledujicich zakladnich tid.'

Obr. 1 T¥idy flavonoidii'
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V soucasné dob¢ je znamo asi 400 druhi flavonti, 300 isoflavolond, 350
flavanont, 450 flavonoll a 19 antokyanidind. Flavonoidy se bézné vyskytuji v raznych
formach, kdy mohou byt hydroxylovany, metylovany, ale hlavn¢ glykosylovany. K
flavonoidiim nebo jejich cukrim se mohou pfipojit aromatické a mastné kyseliny, sulfit,

prenyl, metylendioxin nebo isoprenyl.'

2.1.4 Cukerna slozka

Flavonoidy se bézné vyskytuji jako O-glykosidy, kde na jednu nebo vice
hydroxylovych skupin aglykonu se vaze cukr, ¢imZz vznikne O-C vazba. Navazany cukr
zpusobuje snizeni reaktivity molekuly a zvySeni rozpustnosti ve vodé, glykosylace tedy
umoziuje bezpecné ukladat flavonoidy ve vakuole buiiky. Obr. 1 ukazuje typicka mista pro
glykosylace tfid flavonoidi. Nejcastéji navdzana cukerna slozka je glukdza, dale pak

galaktoza, thamnoza, arabindza a xyloza. Typické jsou i disacharidy, dale trisacharidy a



nékdy i tetrasacharidy. Ke glykosylaci muze dojit pfimo na molekule aglykonu, tedy na

flavonoidnim jadfe, kdy dochazi k vazbé C-C a vznikaji C-glykosidy.'

2.1.5 Antokyaniny

Slouceniny, jenz se Casto v Ceském jazyce oznacCuji jako ant(h)okyany nebo
anthokyaniny.* Své jméno dostaly z Feétiny, kde anthos znamena kvét a kyanos modrou
barvu.’

Jsou to rostlinné pigmenty, které jsou rozpustné ve vod¢ a jsou nositeli barevnosti
riznych druhi a &asti rostlin. Radi se mezi flavonoidy nebo-li flavonoidni rostlinné fenoly* a
patfi mezi nejvyznamnéj$i skupinu viditelnych rostlinnych barviv hned po chlorofylu.’
Mohou se vyskytovat v barvé od lososové rtizové pres Cervenou a fialovou az po tmavé
modrou.’

Antokyaniny castecné absorbuji ve viditelné ¢asti spektra a tvoii Sirokou Skalu
barev od tmavé modrych a fialovych pies Cervené a riiZzové az po oranzové odstiny.* Jsou
pfitomné v rostlinnych tkanich jako kvét, plod, listy, ale i kofeny a hlizy krytosemennych

rostlin, najdeme je také u nahosemennych rostlin, kapradin a mechorosti.”

2.1.5.1 Chemicka struktura

Celkovy pocet rtiznych druhli antokyanind, jenz byly izolovany z rostlin, je
pfiblizné 500.% Pfirozené se vyskytujici antokyaniny jsou heteroglykosidy, které se skladaji z
cukerné slozky a aglykonu. Aglykon jako necukerna ¢ast se nazyva antokyanidin.*

Rozdil mezi jednotlivymi antokyaniny je v poctu hydroxylovych skupin, typu a
poctu cukrd a typu a mnozstvi alifatickych nebo aromatickych kyselin, které jsou spojeny s
cukry acylaci.’

Vétsina antokyanini vykazuje nestabilitu k mnozstvi chemickych latek a
fyzikalnim parametrim, véetnd kysliku, vysoké teploté, pH a jiné. Casto se vyskytuji ve

slozitych smésich, které je téZké izolovat.’



2.1.5.2 Antokyanidiny

Antokyanidiny  jsou  polyhydroxyderivaty a  polymethoxyderivaty  2-

fenylbenzopyryliového kationtu, také zvaného flavyliovy kation.’

Obr.2 Flavyliovy kation,
R1 aR2 jsou H, OH nebo OCHj,

R3 je H nebo cukerna slozka,

R4 je OH nebo cukerna slozka’

V pfirodé existuje 17 vyznamnych antokyanidind, kde v§echny jsou v poloze C-4'
substituovany hydroxylovou skupinou. Dale se pak vzajemné lisi v polohach C-3, C-5, C-6,
C-7,C-3"a C-5". (Obr. 2, Tab. I).

Tab. I Prehled anthokyanidinii®

Mozné substituenty

Nazev Zkratka 3 5 6 7 3’ 4' 5' Barva
Apigeninidin Ap H OH H OH H OH H oranzova
Aurantinidin Au OH OH OH OH H OH H oranzova
Capensinidin Cp OH OMe H OH OMe OH OMe modro-Cervena
Cyanidin Cy OH OH H OH OH OH H oranzovo-fervena
Delphinidin Dp OH OH H OH OH OH OH modro-Cervena
Europinidin Eu OH OMe H OH OMe OH OH modro-Cervena
Hirsutidin Hs OH OH H OMe OMe OH OMe modro-Cervena
6-Hydroxycyanidin 60HCy OH OH OH OH OH OH H Cervena
Luteolinidin Lt H OH H OH OH OH H oranzova
Malvidin Mv OH OH H OH OMe OH OMe modro-Cervena
5-Methylcyanidin ~ 5-MCy OH OMe H OH OH OH H oranzovo-cervena
Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H oranzova
Peonidin Pn OH OH H OH OMe OH H oranzovo-¢ervena
Petunidin Pt OH OH H OH OMe OH OH modro-Cervena
Pulchellidin Pl OH OMe H OH OH OH OH modro-Cervena
Rosinidin Rs OH OH H OMe OMe OH H cervena
Tricetinidin Tr H OH H OH OH OH OH cervena




Pouze 6 antokyanidini se bézné€ vyskytuje ve vysSSich rostlindich a maji
potravinaisky vyznam, podle Cetnosti vyskytu v jedlych ¢astech rostliny je to cyanidin, podle
latinského nézvu chrpy — Cyanus, pelargonidin, podle pelargonie — Pelargonium, peonidin,
pivonky — Paeonie, delfinidin, podle stracky — Delphinium, petunidin, petunie — Petunia a
malvidin, podle slézu — Malva.*> 97% ze vSech antokyaninii je zndmo v glykosylované
podobé. 3-desoxyantocyanidin, sphagnorubin a rosacyanin B byly identifikovany v rostling

jako aglykony.*

2.1.5.3 Cukerna slozka

Vétsina antokyaninli obsahuje jednu, dvé nebo tfi cukerné jednotky. Ternatin Al a
cyanodelphin jich v8ak obsahuji i sedm.?

V pftirod¢ jsou anthokyanidiny glykosylovany vzdy v poloze C-3, cukerna slozka
v podob¢ monosacharidi je zejména D-glukdéza, L-rhamnoéza, D-galaktdéza, D-xyloza, L-
arabin6za nebo kyselina glukuronova, a disacharidi je hlavné rutindéza, sambubiodza,
gentiobidza, robinobidza, lathyrdza, neohesperiddza, laminariobidza nebo sofordza.>*

Antokyanidiny jsou obecné méné stabilni i1 rozpustné nez antokyaniny,
glykosylace antokyanidinu se povazuje za piispévek k stabilizaci a rozpustnosti molekuly
jako u flavonoidl. Z toho vyplyva, ze ztrata cukerné slozky je tedy doprovazena rychlym
rozkladem aglykonu a nevratnou ztratou barvy. Dal§im mistem ke glykosylaci je ¢asto poloha
C-5 a mén¢ casto C-7, C-3' a C-5. Podle poctu navazanych cukri rozliSujeme
monoglykosidy, diglykosidy a triglykosidy, tetrasacharidové jednotky jest€¢ nebyly
nalezeny.**

Cukerné jednotky se u antokyaninii vazi pies hydroxylové skupiny a vznikaji tedy
O-glykosidy. V posledni dobé byl vSak izolovan 1 prvni piirodni C-glykosylantokyanin z

Tricyrtis formosana.>

2.1.5.4 Biosyntéza

Syntéza antokyanidini miZe probihat dvojim zpisobem. Jeden zplsob je

kondenzace 2-hydroxybenzaldehydu a acetofenonu a druha predpoklada pfeménu nékterého z
7



typu flavonoidd, kdy po vzniku naringeninu (Obr. 2) dochézi k oxidaci enzymem flavonoidni
hydroxylazou a dochazi také k ptipojeni cukerné casti, coz zajistuje UDP-O-glukosyl
transferaza.” Vice nez pét enzymi je povinno takto syntetizovat antokyaniny a vSechny
pracuji soucinné. I malé naruseni v tomto mechanismu, genetické nebo vné&jsi, miize zplsobit

zastaveni vyroby antokyanind.?

2.1.5.5 Barva

Absorp¢ni maxima aglykoni maji vyss$i hodnoty nez monoglykosidy a ty nez
diglykosidy, coz znamena, Ze aglykony jsou modiejsi a s glykosilaci nartsta ¢erveny odstin.
Acylace cukru posouva barvu do oranzova, ale je méné rozhodujici. Barevny ton antokyanin
souvisi také s fyzikalné-chemickymi a chemickymi d&ji v prostfedi. ZvySeny pocet
hydroxylovanych skupin v kruhu B u anthokyanidinti zptisobuje namodraly odstin a vice

methoxylovych skupin posouva odstin do barvy ¢ervené.*

2.1.5.6 Funkce

vvvvvv

jejich produktii. Barva rostlin poté hraje dilezitou roli v jejich rozmnozovéni, nebot
nasledkem barevnosti je pfitazlivost pro hmyz nebo zvét, timto dochdzi k opylovéani a
roz§ifovani semen.’

Studie tvrdi, ze antokyaniny se hromadi v mladych a podzimnich listech, v reakci
na nedostatek zivin, zménu teploty nebo UV =zéfeni, coZ se spojuje s ochranou pied
poskozenim byloZravei nebo houbovou infekei. Antokyaniny pfispivaji rostlinam k osmoze.?

Tyto latky dokéazi télo zbavovat reaktivnich kyslikovych radikald, inhibovat
oxidaci lipoproteini a tedy maji antioxidaéni uc¢inky.” Vyzkumy déale poukazuji, e
antokyaniny mohou byt prospé&$né pro zvraceni priibéhu neuralniho starnuti.®

V roce 1998 bylo publikovéano, Ze antokyaniny z ¢erveného vina mohou potlacit
rist nadorovych bunck lidské rakoviny tlustého stieva nebo zaludku. V tom samém roce
studie ukazala, ze anthokyaniny ziskané¢ z H. Rosasynensis mohou mit pozitivni obranné
ucinky proti tetrachlormethanu, ktery se jevi méné hepatotoxicky. O 2 roky pozdé&ji byl

prokazan ucinek antokyaninii z ¢erveného vina Cabernet na pribéh a intenzitu symptomui
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experimentalni cukrovky u potkanii, kdy diky podéavani antokyanini doslo k poklesu
koncentrace cukru v moc¢i a krvi. Pfirodni antokyaniny mohou byt uzite¢né pii kontrole
oxida¢niho stresu v pribchu téhotenstvi, které je komplikovano intrauterni riistovou retardaci.
V roce 2001 se zjistilo, ze cyanidin a delfinidin, maji schopnost inhibovat rist lidskych
nadorovych buné€k in vitro v mikromolarnim rozsahu a o rok pozdé&ji, ze maji silné inhibi¢ni
ucinky na produkci oxidu dusného. Objevuji se i zpravy o tom, ze antokyaniny jsou ucinné
proti viedim nebo poskytuji ochranu proti UV zafeni.’

Dale mohou interagovat s DNA, cyanidin tvoii s DNA komplexy a tim chrani
DNA pted poskozenim oxidaci a absorbuje zelené svétlo, ¢imz chrani chloroplast od G¢inkt
UV zafeni.””

Antokyaniny jsou piidatna potravinaiskd barviva, kterd maji index E163 a jsou
veobecné povazovana za zdravi nezavadna.” Hlavnimi zdroji antokyanini v jedlych
rostlinach jsou Celedi Vitaceae — hroznové vino a Rosaceae - tfesné€, Svestky, maliny, jahody,

ostruziny, jablko, broskev a jiné.*

2.2. Rod Lycium

2.2.1 Uvod

Lycium chinense, ¢esky Kustovnice ¢inska, je rostlina z ¢eledi Solanaceae, tedy
lilkovité (Obr. 3). V Cinské kultuie se rostlina pouZiva jako potrava, dochucovadlo, pochutina
nebo 1é¢ivo jiz 2000 let.’

Plodiim této rostliny se fika ervené diamanty, nebot’ jsou po staleti pokladany ve

staroveékych ¢inskych lékafskych knihach jako jedny z vyZivnych a ozdravujicich rostlin. "

Obr. 3 Plod a kvet Lycium chinense



2.2.2 Vyskyt

Pfirozené se vyskytuje zejména v Asii, konkrétn€ v severozdpadni Cing,
Mongolsku a také Tibetu. Lycium je intenzivné péstovano v ¢inské provincii Ningxia, coz je

mal4 autonomni oblast, kde byla produkce této rostliny zahajena jiz 1987."

2.2.3 Charakteristika

Je to ket, 1-2 metry velky. Piivodni vyskyt je ve vychodni Asii. Dnes ji nachazime
v mirnych a subtropickych pasmech celého svéta.'” Pro péstovani neni tieba bohaté pidy,
staci stfedn¢€ kvalitni, vyZzaduje vSak slunnou oblast. Rostlina je velmi odolnd a vydrzi teploty
mezi 0-23 °C.°

Lycium patii mezi dfeviny s opadavymi listy. Ty jsou uspotfadany na stonku
sttidavé nebo ve svazku po tiech a jsou bud’ kopinaté nebo vejcité, 70mm dlouhé. Kvéty
rostou po jednom nebo po tfech, jsou heterochlamydni a oboupohlavné, jsou opylovany
v&elami.”" Koruna miva bilou nebo svétle fialovou barvu. Na severni polokouli kvete od
cervna do zafi a plody zraji od srpna do fijna, konkrétné to zavisi na zemépisné Siice,
nadmoiské vysce a klimatu. Plodem je oranzovo-Cervena bobule, 10-20 mm dlouha, ktera
obsahuje 10-60 Zlutych malych semen.

Rozdil mezi podobnymi druhy rodu Lycium, Lycium barbarum a Lycium
chinense, je v misté vyskytu a velikosti. Lycium chinense (Obr. 4) se vyskytuje na jihu Ciny a
je men$i."” Lycium chinense byla vybrana na analyzu, nebot’ pravé tento druh se prodava jako

suSeny produkt pod ndzvem Goji, jenZ by mél mit mnoho zdravi prospésnych a¢inkda.

2.2.4 Pojmenovani

Lycium mé nékolik nazvii. Cinsky se lycium nazyva ,.gouqi®, anglicky mluvici
zem¢ pouzivaji nazev ¢inska wolfberry, tedy volné ptelozeno Cinské vICi bobule, ziejmé
proto, ze ,,gou* znamena pes nebo vlk.!' Komeréné se tato rostlina prodava pravé pod nazvem
Goji jako susena nebo jako Goji berry v podobé malého ketiku (Obr. 4).

Carl Linné pojmenoval tuto rostlinu v roce 1753 rodem Lycium a pozdéji nazval

rostlinu 1 druhovym nazvem Lycium barbarum. Po 15 letech pojmenoval a popsal botanik
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Philip Miller dal$i druh, Lycium chinense. Dale ji najdeme pod nazvem boxthorn, coz

znamena rod lycium, pouZzivany pro oba druhy.’!

Obr. 4 Komercne prodavané susené plody Goji

2.2.5 Vyznam

Lycium bylo poprvé popsano v roce 100 n.l. Sen-nung Bencao Jingem a &insti
I€kati jej pouzivali na mnoho chorob nebo k jejich predchazeni. Mezi jeji udajné 1écebné
ucinky patfi vyziva krve, ledvin, jater, plic, pouziva se pii nemocech doprovazejicich zizen,
jako tuberkuléza a cukrovka. Je znama jako lidovy 1€k, ktery pomaha k dlouhovékosti a
dobrému zraku."

Z rostliny se vyuzivaji plody at’ uz syrové, vaifené nebo suSené, které maji
nasladlou ptichut. Dale také listy nebo mladé vyhonky, které se také mohou konzumovat
vaiené nebo syrové. Prazeny plod se pouziva jako nahrazka kavy a susené listy této rostliny

jako ¢aj.’

2.2.6 Létebné téinky

Lycium ma antioxida¢ni G€inky, ¢imz snizuje posSkozeni DNA, peroxidaci lipidd a
celkové zvySuje bunécnou Zzivotashopnost u jaternich bunék vystavenych peroxidiim pted
apoptozou.'* >+ Déle puisobi proti kardiovaskularnim onemocnénim."’

Nejvice je vyuzivan plod samotny. Jeho odvar se pouziva k posileni ledvin, jater a

obnoveni spermatu, pomdha tedy v feSeni sexudlnich poruch a plodnosti. Déle chrani jatra
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pred toxiny a v posledni dobé se provadéji vyzkumy, zda se nejednd o potravinu schopnou
snizit vyskyt rakoviny."

Kofenova kiira ma antibakteridlni a protihofecnaté Uc€inky, dale hypoglykémické
ucinky, ¢imz snizuje hladinu cukru v krvi a také vasodilatacni, kdy roz§ifuje cévy a snizuje
krevni tlak. Glukopyranosid a fenolické aminy, které byly isolovany z kofene inhibuji lidské
patogenni bakterie a houby."” Kofen se pouziva pii 16¢bé plicni tuberkuldzy a zapalu plic, pii
chronickych horecnatych onemocnénich, no¢nim poceni, kaselu a astma, tuberkulézy,
vysokém krevnim tlaku a cukrovce.’

Listy jsou bohaté na vitamin A a obsahuji asi 3,9% bilkovin, 2,3% sacharidd,
0,7% tuku.! Listy lycia byly podavany v podobé& prasku obéznim potkanim, nasledkem tohoto
,»prasku‘ doslo k snizeni hladiny triglycerold a cholesterolu, a tedy 1 k celkovému snizeni
hmotnosti sledovanych potkani.'®

Semeno plodu se pouziva jako hemostatikum pro kontrolu krvaceni a ma ptiznivé
uc¢inky na ledviny a pohlavni organy.’

Atropin je toxicky alkaloid, ktery byl tdajné nalezen v lyciu z Indie. Metodou
HPLC-MS bylo analyzovéno 8 vzorkti Lycia z Ciny a Thajska. Atropin byl nalezen v
koncentraci 19 ppb (w/w), coZ je pod hladinou toxicity."® V lycium se nachazi také
zeaxanthin. Toto Zluté karotenoidni barvivo se akumuluje v tukovych tkanich, zejména v
oblasti sitnice, kterou tak chrani pted UV zafenim.'' Pouziti HPLC, bylo zjisténo, ze lycium
obsahuje 2952 mg karotenoidli na gram plodii, 98,6% je v podobé¢ esterti a 77,5% karotenoida
piitomnych v plodech lycia je pravé zeaxanthin.” V neposledni fadé se v rostling lycium
nachdzi také betain, ktery byl stanoven pomoci HPLC/MS ESI.* Betain je dusikata organicka
sloucenina, ktera je pojmenovan podle cukrové fepy, latinsky Beta vulgaris, ve které se
vyskytuje.!' U zvifat se betain pouziva ke zvySeni rychlosti riistu a produkci vajec a jeho
pusobeni na lidsky organismus ma za nasledek zvyseni svalové hmoty a sportovnich
vykoni.'!

Lycium obsahuje i flavonoidy, zejména rutin a kyselinu chlorogenovou, které
byly zjistény za pomoci HPLC, déle pak quercetin a hesperidin.*

Rostlina neni povazovana za jedovanou. LDs, byla stanovena na 8.3 g / kg."
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2.3 Rod Vaccinium

Brusnice bortavka (Vaccinium myrtillus), zndma vSeobecné jako bortvka. Patii do
celedi Ericaceae, Cesky viesovcovité. Roste v podobé ketli, ma stiidavé opadavé listy, které
maji vejCitou, zaSpicatélou a na okrajich jemné vroubkované¢ pilovitou ¢epel. Plody jsou
modro¢erné bobule s nakysle sladkou chuti.”

BorGvky obsahuji rizné druhy flavonoidli, vitamini dale 1 naptiklad
chlorogenovou kyselinu. Zlepsuji vidéni pomoci regenerace rhodopsinu, dale slouzi jako
potencionalni 1é¢ivo proti nemocem souvisejicim s veékem jako rakovina, cukrovka,
hypertenze, neurodegradace, obezita, osteopordza. Funguji jako prevence infekce mocovych
cest u zen.** Vysledky studie antokyanint s borivkami ukazuji, Ze antokyaniny mohou byt
absorbovany v jejich glykosidované a i acylované form¢ neporusené az do krve ¢lovéka a ze

jsou zdroj potravy s vysokym obsahem antioxidant{.?

2.4 Techniky upravy rostlinného materialu Solid-phase extraction (SPE)

Extrakce na pevné fazi je stale jednou z nejcastéji pouzivanych technik na Gpravu
vzorku, nebot’ predchéazi problémiim spojenych s kapalnou extrakci. Pouzitim SPE techniky
dojde k uspote ¢asu i chemikalii, je rychlé, snadno proveditelna a mize byt zautomatizovana.

Nejcastéjsi uziti je pro ptipravu kapalnych vzorkd, ale mize byt pouzita i s latkou
pevnou, kdy dojde k extrakci do rozpoustédla. Existuje mnoho druhti adsorbentti a velikosti,

za G¢elem, co nejkvalitngjsi extrakce.*

2.4.1 Princip

Princip spociva v tom, Ze dojde k ucinné sorpci vzorku na pevny sorbent a tedy k
zakoncentrovani analytil, ostatni ¢asti vzorku by mély byt drzeny co nejméné. Poté dojde k
uvolnéni analyt ze sorbentu eluci vhodnym rozpoustédlem, které ma solvata¢ni vlastnosti.”’

SPE kolonky se rozdé€luji podle uziti vhodné pevné faze na reverzni fazi, normalni

fazi, iontovou vyménu a adsorpéni SPE.*
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2.4.2 Vyuziti”’

SPE jako technika se vyuziva k pfecisténi extraktl, kdy se odstrani nezadouci
komponenty z extraktu nebo z jiného vzorku vazaného na sorbentu. Cilem je minimdalni
sorpce stanovovanych analytt, které jsou potfebné pro kone¢nou analyzu.

Vyjimecné se miize tato metoda pouzit pro transport analytl z mista odbéru do

mista zpracovani, ¢imZ dojde k eliminaci degradace ¢i jinych nezddoucich procest.

2.4.3 Postup?

Postup se sklada z péti zékladnich krokt, popisujici obr. 5.
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Obr. 5 Postup pri extrakci na pevné fazi
Krok 1 — spravny vybér kolonky, krok 2 — aktivace kolonky rozpoustédlem, krok 3 — vloZeni

vzorku, krok 4 — eluace necistot, krok 5 — eluace analytu®
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2.5 Metody pouZivané k analyze flavonoidii

2.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda uréovani hmotnosti
atomil a molekul a jejich ¢asti po jejich pievedeni na kladné a zaporné ionty. Pii vhodné
interpretaci  vysledki md metoda velmi dobrou vypovidajici schopnost o struktufe
analyzovanych latek.”®

V celosvétovém meéftitku je znama pod zkratkou MS, coz pochazi z anglického
vyrazu mass spectrometry. Metoda hmotnostni spektrometrie je vhodnd pro analyzu
flavonoidii izolovanych z rostlin a potravin, nebot” pokrok v této oblasti v poslednich
desetiletich ji zatadil mezi nejcitlivéjsi. Poskytuje informace o pfesné molekulové hmotnosti a
struktute. Dale pak strukturni informace o aglykonové a cukerné slozce, glykosidové vazbé a

jiné stereochemické informace.?

2.5.1.1 Princip

Zahrnuje ti1 hlavni Casti. Vznik danych iontd sledovanych atoma nebo molekul,
déle je tfeba ionty separovat podle poméru jejich hmotnosti k ndboji a zavérem je zméteni
zastoupeni jednotlivych druhti separovanych iont.”

Ioniza¢ni techniky se mohou délit na mékké a tvrdé. Pfi mékké ionizaci je
energeticky prebytek dodany ionizované molekule maly a pravdépodobnost fragmentace
molekuly je nizka. Tvrda ionizacni technika se uzivad tehdy, kdy mé dojit k rozséhlé
fragmentaci primarné vzniklého iontu a pii této technice je dodana energie vysoka.*

K separaci ionti podle poméru jejich hmotnosti k naboji dochazi v analyzatorech,
které slouzi k rozliSeni iontii vzniklych v iontovém zdroji podle poméru jejich hmotnosti a
naboje.”

Na zavér se méii zastoupeni jednotlivych druhii separovanych iontl. Toto méteni
se provozuje detektory, pouzivanych ke stanoveni jednotlivych druhl iontd. Vysledkem
hmotnostni spektrometrie je hmotnostni spektrum, coz je zdznam znazornujici zavislost

rostouci hodnoty m/z na odezvé detektoru, ktera je umérna intenzité iontového proudu.”
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2.5.1.2 Instrumentace?®

Hmotnostni spektrometr jako pfistroj se skladd vzdy z n¢kolika zakladnich prvka
(Schéma II). Iontovy zdroj (1) jimz vznikaji ionty. Dale je zde hmotnostni analyzator (2)
slouzici jako rozptylovaci prvek, jenz umoziuje rozdélit smés iontli o riznych pomérech m/z,
které vznikaji v iontovém zdroji. Detektor (3) je Cast hmotnostniho spektrometru, na nez je
smérovan proud iontll po priichodu analyzatorem a také poskytuje signal pfimo imérny poctu
dopadajicich iontli. Tento signal je dale preveden do pocitace (4) vybaveného vhodnym

programem, ktery zpracuje signal do formy hmotnostnich spekter.

5

Schéma II  Blokové schéma hmotnostniho spektrometru

Toto zafizeni pracuje za nizkych tlakli, kterych dosdhneme dvoustupiiovym

vakuovym Cerpacim systémem (5).

2.5.1.2.1 Iontovy zdroj*
Tab. Il Tabulka iontovych zdrojii

nazev ioniza¢ni technika princip
ionizace elektronem tvrda Patii mezi tvrdé¢ ionizacni techniky pro latky
(ED) v plynné fazi. Procesem vedoucim k tvorbé iontl

je interakce molekul latky a proudem

urychlenych elektroni.

chemicka ionizace mekka Primdrnim zdrojem je také proud urychlenych
(CDH elektront, jejich energie se ale nepfenaSi na
analyzovanou molekulu ptimo, ale ptes reakéni
médium. Reakéni médium je nejcastéji plyn nebo
pary nizkovrouci kapaliny a je umisténo
v ioniza¢ni komurce pod velkym tlakem — 50 az

150Pa. Nejcastéji se pouziva methan.
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sprejové techniky mekka

- termospre;j

Patfi mezi mekké ionizacni techniky v kapalné
fazi.

Nejstarsi sprejova technika. Z chromatografickeé
kolony je vystup v podobé kovové kapilary, ktery
je vyhiivan na teplotu 200 az 300°C.

- elektrospre;j

Dochazi k rozpraseni mobilni faze ptivedené do
kovové kapilary, vlivem nehomogenniho
elektrického pole mezi Gistim kapilary a
protielektrody, kterd je uzemnéna. Nad tuto

kapilaru je ptivedeno vysoké napéti.

- chemicka ionizace

za atmosférického tlaku

Vstupni kapilarou je pfivadéna kapalna faze
z chromatografické kolony a tato kapilara usti do
pneumatického rozprasovace, jeho plast’ je

vyhtivany na teplotu az 700°C.

MALDI

viz. strana 20, 2.5.2

Ioniza¢ni metody pro analyzu flavonoidl jsou ionizace elektronem a chemicka

ionizace v ptipadé¢ flavonoidu v plynném stavu, dale desorpcni metody, kdy je uzito MALDI

a FAB a také sprejové techniky ESI a APCI.?

2.5.1.2.2 Hmotnostni analyzator®

SlouZi k rozdéleni iontl podle pomé&ru jejich hmotnosti a ndboje, m/z.

Tab. III Tabulka nejpouzivanéjsich hmotnostnich analyzatori™

nazev princip
Kvadrupolovy Ionty vlétnou do prostoru mezi Ctyfi kovové tyce, ¢imz se
analyzator dostanou do stfidavého elektrického pole a zacnou tak oscilovat.

Pokud vhodné zvolime hodnoty stejnosmérného a stiidavého

napéti a vhodny pomér iontti, projdou kvadrupdlovym

analyzatorem pouze ionty o ur¢it¢ m/z. Postoupnou zménou
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v napéti v pfistroji je mozno nechat projit ionty o rizné
zvoleném intervalu hodnot m/s.

Hlavni vyhodou je moznost rychlé zmény hodnot napéti
vkladanych na tyce, ¢imzZ je mozné mnohonasobn¢ zaznamenat

hmotnostni spektra.

Iontova past (iont-trap)

Je trojrozmérnou obdobou kvadrupolu a umoznuje uzaviit ionty
v ohrani¢eném prostoru za pomoci stfidavého elektrického pole.
Pracuje ve dvou fazich. Vstupni kruhovou elektrodou se ptivede
analyzovana latka a prob&hne ionizace elektrony, popt.
probéhne ionizace v iontovém zdroji. Na sttedovou elektrodu se
ptivadi sttidavé napéti o malé amplitud¢, ionty se sdruzuji na
stabilnich uzavienych drahach a tim se akumuluji v prostoru

iontové pasti.

Pruletovy analyzator

(time of flight, TOF)

Princip rozd€leni iontt je na zéklad¢ odlisné doby letu
z iontového zdroje do detektoru. Hmotné&j$i iont se pohybuje
pomaleji a do detektoru tak dorazi pozdéji. Je zifejmé ze Cas
bude zaviset na délce drahy, kterou iont v trubici urazi.
Konstrukéné je tvofen pouze evakuovanou trubici. Potieba

velkych rozméri je zde reSena reflektronem, coz je

elektrostatické zrcadlo znasobujici drahu iontd.

K analyze flavonoidi se pouzivaji zejména kvadrupolovy analyzétor, iontova past

a priletovy analyzator.?

2.5.1.2.3 Detektory*

Detektory hmotnostni spektrometrie jsou dva typy. Detektor na piiméa méteni, kdy

dochazi k detekei elektrického proudu, ktery vznika dopadem iont. Druhy typ je nasobicovy

detektor, ktery nasobi elektrony vzniklé po dopadu iontl a poskytuji signaly pro jednotlivé

ionty.
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Tab. IV Tabulka detektorii*®

nazev princip

elektronasobicové Po dopadnu iontu jsou z konverzni dynody vyraZeny elektrony a

detektory jejich pocet se dopadem na dal$i dynody ndsobi. Dale jsou
urychleny elektrickym polem ke kolektoru.

fotonasobicové Na tomto pfistroji jsou ionty na pomocné kovové elektrodé

detektory ptedem konvertovany na elektrony, které po dopadu na

scintilacni stinitko ddvaji fotony. Tyto fotony vstupuji do

nasobice.

2.5.2 MALDI/MS

MALDI je zkratka z anglického The matrix assisted laser desorption/ionization,
coz je ionizacni technika vyvinuta v roce 1987, ¢imz umoznila analyzovat vysokomolekularni
latky, az do tii tisic, pomoci hmotnostni spektrometrie.’*® Vznik iontd pii MALDI musi
splitovat dvé podminky. Molekula absorbuje pfi vinové délce laseru a energie fotonil laseru je
rovna energii k vybuzeni molekuly a tedy k ionizaci. Dalsi splnénou podminkou je ptfenos

energie ve velmi kratkém Case.”

2.5.2.1 Matrice

Pokud se vzorek ionizuje laserem piimo, $t€pi se nezadoucim zplisobem a proto
se pouzivd matrice. Matrice je latka, diky niZz se ioniza¢ni energie laseru pfenasi na vzorek,
tim brani nezddoucimu S$tépeni a napomaha ionizaci samotného vzorku. Dalsi vyhodou
matrice je, ze umoZiuje méfit molekulové hmotnosti vice latek ve stejném vzorku.*!

Matrice musi spliiovat urcité pozadavky. Musi byt rozpustnd v rozpoustédlech
kompaktnimi se vzorkem, byt vakuové stabilni, absorbovat vinové délky laseru, podporovat
ionizaci vzorku. Nevyhodou je vznik nechténého pozadi, kdy se musi dbat na moznost vzniku
piekryvu analyzovanych iontd s ionty matrice.*

Kvalitu hmotnostniho spektra ovliviiuje spravna krystalizace vzorku s matrici a
jak se projevuje pii laserovém zateni v pfistroji. Pfi srovnani n€kolika matric byly pro analyzu

flavonoidi. za nejvhodnéjs§i zvoleny THAP 2'4',6'-trihydroxyacetofenon a 2,5-
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dihydroxybenzoova kyselina. Isoflavonoidy byly ionizovany v protonové form¢ s malym
mnozstvim sodnych a draselnych ionta a pti fragmentaci doslo pouze k ztraté glykosidovych
zbytki. THAP byla vybréna za jednu z nejlepSich, nebot’ pracuje s hrubym extraktem a

ionizuje flavonolové glykosidy na pozitivni i negativni formy.?

2.5.2.2 Pribéh analyzy

MALDI je mékké ioniza¢ni technika. Smés vzorku a ptebytku matrice se nanese
na vhodny nosi¢. Matrice pohlcuje vinové délky laseru, absorbuje energii a vytvaii plazma,
které vede k vypafovani a ionizaci analytu (Obr. 5).2

K separaci iontli podle m/z poté slouzi kvadrupolovy analyzator. Iont se dostane
do sttedu kvadrupodlu, kde zacne oscilovat. V okamziku, kdy jsou oscilace stabilni pouze pro
jeden ion s ur¢itou hodnou m/z, za urcitého poméru stejnosmérné¢ho napéti a amplituty U/V,
tento ion prochdazi pies kvadrupdl (Obr. 6) na detektor, vSechny ostatni ionty zlstanou
zachyceny v kvadrupdlu. Skenovanim hodnot U a V, kdy jejich pomér je konstantni se pres
kvadrupol postupné dostavaji vSechny ionty.* Ty dale vstupuji do vakua v trubici detektoru
letu, kde se pohybuji uritou rychlosti a ktery umoziuje métit dobu priletu a z ni poté
vypoditat rychlost.” Zméii se doba letu ¢astice a z ni se vypocte pomér molekulové hmotnosti

a naboje &astice (Obr. 7).
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Obr. S Stépeni vzorku s matrici pomoci laseru
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Obr. 7 Hmotnostni spektrometr Q-TOF

2.5.2.3 Vyuziti

MALDI byla ptivodné vyvinuta pro analyzu peptidu a bilkovin, dnes se pouziva
pro analyzu nukleovych kyselin nebo nizkomolekularnich organickych i anorganickych latek.
Vyhodou je vysoka citlivost a rychlost daného méfeni, vzorek se nerozpada a mohou se tedy
latce, ¢imz je mozné pracovat se surovymi, neptreCiSténymi extrakty a poskytovat citlivou
detekci flavonoidnich pigment v rostlinnych tkanich.>*'

Zajimavou moznosti této metody je potenciondlni vyuziti pfimé analyzy
rostlinného materidlu bez pedchézejicich Gprav. Tato analyza byla praktikovana v roce 2002,
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kdy analyzované houbové vzorky byly aplikovany na maldi desticku pifimo jako

nezpracované.*

2.5.3 LC, LC/MS”

Tato metoda se dnes Casto pouziva k analyze flavonoidii nejCastéji ve spojeni s
hmotnostni spektrometrii jako zplisobu detekce.

Dochézi zde k spojeni dvou odliSnych systémi. Kapalinovd chromatografie
analyzuje obecné latky netckavé, polarni nebo vysokomolekularni. Pfechodovy ¢len mezi
pristroji musi spojit pfistroj, jenz pracuje za vysokého tlaku a pfistroj, ktery pracuje ve
vysokém vakuu.

Spojeni téchto pfistrojii mize byt off-line nebo on-line. Pfi off-line se frakce
eludtu sbird, mobilni fdze se vypaii na injektor spektrometru a vzorky se zavad¢ji do
iontového zdroje. Spojeni je levnéjsi, ale pracnéjs$i. On-line spojeni vede k pouziti prechodu
(ptechodového Clenu, interface), ktery zplisobuje zrychleni analyzy, zmensSeni ztrat vzorku,
moznost vyhodnoceni i netipln€ rozliSenych pika a jednoduchost postupu.

Lze pouzit nékolik typl pfechodt. Bud’ se eluat pfimo zavadi do iontového zdroje
spektrofotometru nebo je tam ptechodovy ¢len, jenz expanduje paprsek kapaliny nebo ma

dopravni pasek.

2.5.3.1 Vyuziti

Tato metoda naSla své Siroké uplatnéni v potravinarském primyslu na
charakterizaci a kvantifikaci slozek, jenz podminuji chut, nutricni vlastnosti a moznou
toxicitu potravin. Své zastoupeni ma také v primyslu farmaceutickém, kde jde o Iéky a jejich
syntetické meziprodukty a necistoty. Toxikologie vyuzivd LC-MS pro charakterizaci a
kvantifikaci ndvykovych latek a jejich metabolitli a ekologie pro analyzu polutanti vody a
pid.® LC-MS se ¢asto pouziva k uréeni vyskytu diive identifikovanych sloucenin nebo se
zamé&fuje na izolaci novych latek.?

Pii srovnani LC a MALDI-TOF-MS bylo zjisténo, Ze ob& techniky davaji
srovnatelné kvantitativni profily antokyanini, LC mtize rozliSit i izomery antokyaninl a
MALDI-TOF-MS umoziuje velmi rychlé provedeni analyz.?

Ve studii z roku 2000 byly porovnany techniky LC s UV detekci a MALDI-TOF-

MS v uréeni mnozstvi antokyant. Analyzy byly provedeny na bortvkach. Obecné plati, Ze
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ob¢ techniky poskytly srovnatelné anthokyaninové profily. Metodou LC se podaftilo
dosahnout rozdéleni a identifikace anthokyaninovych izomert. MALDI-TOF-MS analyza je
vhodna jako rychla alternativa pro analyzu antokyanint v plodech.*

Metodou LC se stanovil obsah antokyanint v pribéhu zrani hroznt Vitis vinifera
L., celkovy obsah antokyant se zvysil 4x od pocatkli do konce zrani a béhem doby zrani a
koncentraci antokyaninti a dalSich sloucenin v Amelanchier alnifolia, metodou bylo
stanoveno, ze vzorek obsahuje zejména cyanidin 3-galaktosid a cyanidin 3-glukosid a také
cyanindin 3-xylosid, chlorogenovou kyselinu a rutin.*®

Delfinidin, cyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin a malvidin byly nalezeny v
bortvce (Vaccinium myrtillus), Cerném rybizu (Ribes nigrum), jahod¢ (Fragaria ananassa cv.
Jonsok) a Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera).”

Tato metoda se stala nejvic pouzivanou, nebot” je efektivni a snadnad pro on-line
analyzu flavonoidu. Jen zifidka se pouziva pro uplnou charakteristiku struktury molekuly, ale

poskytuje molekularni hmotnost jednotlivych slozek.'
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3. EXPERIMETNALNI CAST

3.1 Chemikalie

Absolutni metanol pro HPLC analyzu od firmy BIOSOLVE B.V.
(Valkenswaard, Nizozemi), déale byla pouzita 35% kyselina chlorovodikova p.a. od firmy
LACH-NER, s.r.o. (Neratovice, CR), aceton od firmy SIGMA-ALDRICH (St. Louis, USA), a
THAP (2,4,6-trihydroxyacetophenone) od stejné firmy (Switzerland) a acetonitril od firmy
MALLINCKRODT BAKER b.v. (Deventer, Nizozemi)

Plody lycia byly zakoupeny v zahradnictvi Kruh Jilemnice a poté péstovany ve
skleniku po dobu ptl roku. Plodily v srpnu 2010, byly sesbirdny a zamrazeny po dobu
jednoho mésice. Plody vaccinium byly zakoupeny v potravindch jako jiz zpracované a zmrzlé

od vyrobce NOWACO Opava s.r.0.
3.2 Priprava extrakéniho ¢inidla
Pro precisténi rostlinného materidlu byla pouzita SPE extrakce. Pro extrakci

flavonoidi z plodt byly ptipraveny dvé extrakéni ¢inidla:

Extrakéni ¢inidlo 1.

Prvni extrakéni ¢inidlo bylo pfipraveno jako smés metanolu a 0,01% (v/v)
kyseliny chlorovodikové na 100 ml roztoku.

Extrak¢ni ¢inidlo 2.

Do druhého extrakéniho €inidla byla jako dalSi chemikélie ptfiddna aceton, kde
vznikla smés 100 ml acetonu a metanolu (1:1) okyselend 0,01% (v/v) kyselinou

chlorovodikovou.

3.3 Priprava vzorku Lycium chinense a Vacinium myrtillus

Pro analyzu vzorku byly plody rostlin rozdéleny na dvé ¢asti, na duzinu a slupku
pomoci skalpelu. DuZina se semeny byla rozdrcena pomoci tfeciho tlou¢ku a misky na co

nejmensi castice.
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Duzina jednoho plodu byla navazena do mnozstvi 1g a extrahovana v 10ml
extrakéniho ¢inidla 1 a 2. Taktéz se postupovalo s duzinou druhého plodu a se slupkami obou
plodl. Vysledem bylo 8 vzorkt, které byly extrahovany 48 hodin.

Precisténi rostlinného materidlu bylo provedeno na kolonkdch Strata-SPE
(polymerni sorbent Strata SDB-L, 100 um, 200mg/3ml, Phenomenex, USA). SPE kolonka
byla aktivovana 2 ml 0,01 % (v/v) kyseliny chlorovodikové v metanolu a po promyti 2 ml
0,01% kyseliny chlorovodikové v deionizované vod¢é na ni byly naneseny 2 ml vzorku.
Vysoce polarni latky (sacharidy, ovocné kyseliny atd.) byly odstranény promytim 4 ml 0,01
% (v/v) kyselinou chlorovodikovou ve vodé a zachycené antokyaniny byly eluovany 2 ml
0,01 % kyselinou chlorovodikovou v metanolu.

Jednotlivé frakce kazdého vzorku byly odpateny do sucha nebo na polovi¢ni

puvodni objem pod proudem dusiku pomoci TurboVapu.

3.4 Priprava matrice pro MALDI-MS-TOF

Na ptipravu matrice o koncentraci 0,134 mol/l bylo pouzito 25 mg THAP a 1 ml

smési acetonitrilu a vody (1:1).
3.5 Priprava spoti na desti¢ce pro MALDI-MS-TOF

Naneseni vzorkii na desticku bylo provedeno smichanim 5 pl matrice a 5 pl
extrahovaného vzorku. Vyslednd smés se nandsela jako 1 pl na 1 spot na desticce.

Po krystalizaci matrice se vzorkem se desticka vlozila do hmotnostniho
spektrometru Maldi Q-TOF Premier (Waters).

3.6 Pristroje a vybaveni

Hmotnostni spektrometr

Byl pouzit Hybridni hmotnostni spektrometr Q-TOF Premier (Waters)
Corporation (Milford, USA) s ionizaci typu MALDI. Experimentadlni podminky byly
nasledujici: Vlnova délka laseru byla 337,1 nm, pulsni energie 280 (10 Hz), kolizni energie

5V, priitok chladiciho plynul0 ml/h, pratok kolizniho plynu 0,32 ml/h.
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Dalsi laboratorni pfistroje

Pro navéazky vzork lycia, vaccinia a chemikalii byly pouzity vdhy Mettler Toledo
(Svycarsko) s piesnosti na 0,0001g. Pro koncentraci extrahovanych i pie¢iiténych roztoki byl

pouzit ptistroj TurboVap (Caliper, USA).
3.7 Postupy vyhodnoceni
Pro vyhodnoceni vysledkli analyzy z hmotnostniho spektrometru bylo pouzito

programu MassLynx 4.0 Global Mass Informatics Waters, zpfistupnény Univerzitou

Palackého v Olomouci a ADC/ChemSketch Freeware.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Analyza antokyaninii pomoci MS

Plody rostlin Lycium chinence a Vaccinium myrtillus byly analyzovany metodou
hmotnostni spektrometrie MALDI-MS. Oba plody byly extrahovany ve dvou extrak¢nich
¢inidlech, prvni pouzité¢ extrakéni cCinidlo bylo smés metanolu a 0,01% (v/v) kyseliny
chlorovodikové, druhé metanol a aceton (1:1) s 0,01% (v/v) kyselinou chlorovodikovou.
Plody samotné byly analyzovany zvlast’ jako slupka a duzina a pouzity rostlinny material byl
analyzovan jako extrahovany i jako nésledné ptecistény pomoci SPE techniky.

Vysledky byly potvrzeny pomoci vypoctu ptesné hmoty a tandemové hmotnostni
spektrometrie (MSMS). V této metod¢ jsou ionty vystaveny dvéma nebo vice po sobé
nasledujicimi stadii analyzy, tyto stadia mohou byt oddéleny prostorové nebo Casoveé, podle
poméru m/z.** Struktura antokyaninu byla zakreslena v programu ChemSketch, kde zde
ziskany vzorec byl aplikovan do Molecular mass calculator v programu MassLynx, ktery

vypocetl ptesnou hmotnost (Obr. 8)
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molekulovy vzorec: CIIH:101+1 molekulovy vzorec: G,H, 0,

Obr. 8 Struktura cyanidin-3-hexosidu a peonidin-3-hexosidu z programu ChemSketch

Na zéklad¢ této presné hmoty byly ziskdny ze spektra intenzity vyskytu

jednotlivych antokyanint a jejich relativni chyby, které jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka V. Spektrum antokyanint ve vzorku

MS MS? namérena vypoctena relativni nazev antokyanini
hodnota hodnota chyba (ppm)
LYCIUM
271 271,0626 271,0606 74 pelargonidin
287 287,0550 287,0556 2,1 cyanidin
301 301,0659 301,0712 17,6 peonidin
303 303,0528 303,0505 7,6 delphinidin
317 317,0757 317,0661 >20 petunidin?
331 331,0835 331,0818 51 malvidin
419 287 419,0989 419,0978 2,6 cyanidin-3-pentosid
449 287 449,1086 449,1084 04 cyanidin-3-hexosid
463 301 463,1225 463,1240 3,2 peonidin-3-hexosid
479 317 479,1141 479,1190 10,2 petunidin-3-hexosid
487 325 487,1249 487,1240 1,8 5-methylpyranocyanidin-3-hexosid
493 331 493,1344 493,1346 0,4 malvidin-3-hexosid
501 339 501,1372 501,1397 5,0 5-methylpyranopeonidin-3-hexosid
517 355 517,1361 517,1346 3,1 5-methylpyranopetunidin-3-hexosid
531 369 531,1519 531,1503 3,0 5-methylpyranomalvidin-3-hexosid
595 287 595,1447 595,1452 0,8 cyanidin-3-kumarylhexosid?
595 287 595,1698 595,1663 59 cyanidin-3-rutinosid?
625 301 625,1754 625,1769 24 peonidin-3,5-dihexosid
VA CCINIUM
271 271,0869 >20 pelargonidin?
287 287,0863 >20 cyanidin?
301 301,1021 >20 peonidin?
303 303,0810 >20 delphinidin?
317 317,0955 >20 petunidin?
331 331,1039 >20 malvidin?
419 287 419,1040 419,0978 14,8 cyanidin-3-pentosid
435 303 435,1094 435,0927 >20 delphinidin-3-pentosid?
449 287 449,1086 449,1084 04 cyanidin-3-hexosid
463 301 463,1225 463,1240 3,2 peonidin-3-hexosid
479 317 479,1141 479,1190 10,2 petunidin-3-hexosid
487 325 487,1261 487,1240 43 5-methylpyranocyanidin-3-hexosid
493 331 493,1344 493,1346 04 malvidin-3-hexosid
501 339 501,1372 501,1397 5,0 5-methylpyranopeonidin-3-hexosid
517 355 517,1364 517,1346 29 5-methylpyranopetunidin-3-hexosid
531 369 531,1519 531,1503 3,0 5-methylpyranomalvidin-3-hexosid
595 287 595,1345 595,1452 18,0 cyanidin-3-kumarylhexosid?
595 287 595,1609 595,1663 9,1 cyanidin-3-rutinosid?
609 301 609,1585 609,1608 3,8 peonidin-3-kumarylhexosid?
609 301 609,1859 609,1819 6,6 peonidin-3-rutinosid?
625 301 625,1845 625,1769 12,2 peonidin-3,5-dihexosid
639 331 639,1642 639,1714 11,3 malvidin-3-kumarylhexosid?
639 331 639,2016 639,1925 14,2 malvidin-3-rutinosid?
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Jak je patrné z tabulky, nachazi se zde detekovan rutinosid a kumarylhexosid u
nekolika antokyanini. Identifikace téchto latek byla potvrzena pomoci vypoctu piesné hmoty,
avSak pro presnéjsi identifikaci by bylo potieba separace téchto latek pomoci kapalinové
chromatografie, nebot’ ob¢ latky se vykazuji shodnou fragmentacni cestou.

U nékterych latek (oznaceny otaznikem) se relativni chyba pohybovala nad 20
ppm, tyto latky vétSinou odpovidaly aglykoniim. Potvrzeni jejich identifikace by bylo také
vhodné provést dalsi experimenty napt. LC s UV detekci. Metodou MALDI-MS se nam tedy

podafilo provést prvni rychly screening a dalSimi experimenty se budeme zabyvat v

navazujici praci.

4.1.1 Extrak¢ni Cinidlo

Vybér extrakéniho Cinidla je dalezity, pro co nejlepsi vysledek dané analyzy.
Extrakéni Cinidlo, jenz vysledky analyzy prokazaly za nejvhodnéjsi, je smés metanolu a
0,01% (v/v) kyseliny chlorovodikové, pii jejimZ pouziti jsme pozorovali nejvyssi intenzity

antokyaninli. U obou nami zvolenych plodi vysla tato analyza totozn€. Vysledky potvrzuje

graf I.
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Graf 1. Srovnani extrakcéniho cinidla 1 a 2 u obou plodu
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Na zékladé grafu 1. mizeme semikvantitativné pozorovat, ze nejvyssi intenzita
antokyaninl v lyciu je ve slupce bez ohledu na pouzité extrackni ¢inidlo a naopak u vaccinia
je nejvetsi mnozstvi antokyanind praveé v duzing. Rozdilné vysledky mizeme vysvétlit napft.
tim, Ze v plodech probihd nerovnomérné rozdélovani organickych latek, které vznikly
fotosyntézou, mezi néz patii i antokyaniny. Déle pak tim, ze plody lycia dozravaly ve
skleniku v obdobi silnych destd a ndslednych vysokych teplot a pribeh zrani mize mit také

nasledky a ukladani anthokyanint v plodech.

4.1.2 Antokyaniny v analyzovanych plodech

Pouzitim okyseleného metanolu jako extrakéniho ¢inidla, bylo u naSich ploda ziskéno
Siroké spektrum antokyanind, jejichz vycet miizeme pozorovat v tabulce V. V obou plodech
byly identifikovany jednotlivé aglykony antokyaninovych barviv, antokyaniny obsahujici

vvvvvv

ptesné hmoty a fragmentace jednotlivych antokyanint.

4.1.2.1 Lycium

Analyza tohoto plodu byla dle proctenych studii provadéna jako jedna z prvnich.
Veskeré antokyaniny objeveny touto analyzou byly hleddny v zavislosti na nalezenych
antokyaninech ve vacciniu a dale potvrzeny nebo vylouceny fragmentacni hmotnostni
spektrometrii. Az do konce roku 2010 neuvadi literatura jedinou analyzu zabyvajici se
antokyaniny v rostliné rodu Lycium. Hledanymi latkami v této rostliné byly pouze nckteré
flavonoidy jako rutin, jenz byl nalezen, pomoci HPLC a LC-APCI MS, v listech Lycium
barbarum ve vysokém mnozstvi (16.03—16.33 mg/g). V plodu rostliny analyza detekovala
mnozstvi mnohem men$i.*' V lyciu byla nalezena kyselina chlorogenova pomoci metody
HPLC a dale i quercetin a hesperidin.”> V roce 2010 bylo analyzovano Lycium ruthenicum
Murr pomoci HPLC-DAD a HPLC-ESI-MS. Analyza prokézala pfitomnost 14 antokyanind, z
nichz 10 bylo identifikovano i kvantifikovano. Vysledky vykazovaly nejvyssi pfitomnost

petunidinu a jeho derivati z celkového mnozstvi viech antokyanint az 95%.*
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Graf I1. Intenzita antokyaninii v lycium

V metanolickém roztoku lycia se podafilo pomoci MALDI-MS hrubé detekovat
15 antokyaninli, z ¢ehoz 53% tvofi malvidin (m/z 331) a jeho derivaty. Nejhojnéjsi
glykosylovany antokyanin je cyanidin pentosid (m/z 419), jak ukazuje graf II. Rozlisny
antokyaninovy profil Lycia chinense a Lycium ruthenicum se pravdépodobné dé piisuzovat
diferenci druhu tohoto rodu, kde Lycium chinense ma oranzovocervené zbarveni a L.
ruthenicum je tmavé modré az Cerné. Dal§im parametrem je odliSna volba extrakéniho

rozpoustédla.* Graf II. ukazuje MS spektrum metanolického extraktu lycia s hlavnimi

zastoupenymi antokyaniny a MSMS spektrum cyanidinu pentosidu.
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Obr. 10 Spektrum antokyaninii - malvidin (m/z 331) a cyanidin pentosid (m/z 419) a jeho

fragmentace

4.1.2.2 Vaccinium

Vaccinium je rostlina, v niz byla pfitomnost antokyaninl potvrzena jiz davno a
nekolikrat. Pomoci LC-MS a UV spektroskopie byl zjistén antokyaninovy profil, kde mezi
hlavni zde se vyskytujici antokyaniny byly delfinidin, petunidin a malvidin a jejich cukerné
derivaty (arabinosid, galaktosid a glukosid).® Metodou HPLC-MS bylo detekovano 5
hlavnich antokyanini cyanidin, delphinidin, peonidin, malvidin a petunidin, a jejich cukerné

derivaty *+*
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Graf 1. Intenzita antokyaninii ve vacciniu

V metanolické roztoku lycia se podafilo pomoci MALDI-MS analyzy
semikvantitativné prokéazat pritomnost 18 antokyanind. Nejhojnéji zastoupeny antokyaninovy
aglykon byl cyanidin (m/z 287), ktery se v plodech vaccinia vyskytuje z 26% spolu s jeho
derivaty. Nejvice zastoupeny glykosylovany antokyanin je malvidin hexosid (m/z 493).
Studie nékolikrat potvrdily, ze malvidin byl analyzou HPLC-MS detekovan jako antokyanidin
z nejvysSim procentem vyskytu u vaccinia.** Tento antokyanin byl v na$i analyze hrubg
detekovan jako druhy nejvice se vyskytujici, malvidin a jeho derivaty se ve vacciniu nachazeji
z 22%. Obr. 11 ukazuje MS spektrum metanolického extraktu vaccinia s hlavnimi

zastoupenymi antokyaniny a MSMS spektrum malvidin hexosidu.
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Obr. 11 Spektrum antokyaninit - cyanidin (m/z 287) a malvidin hexosid (m/z 493) a jeho

fragmentace

4.2 Antokyaniny v analyzovanych pevnych ¢astech plodi

V prikladané praci byla vyzkouSena pfimé analyza plodu pomoci MALDI-MS.
Tato technika v sobé€ skytd vyhody velmi rychlého screeningu plodu, ktery neni nijak pfedem
upraven. Jednotlivy plod je pouze nakrdjen chirurgickym skalpelem na velmi malé Castecky
(v naSem pfiipad¢ i separovan pomoci skalpelu na duzinu a slupku). Na spot maldi desticky,
ktera se zavadi do pfistroje, je nanesen nafezany kus plodu a piekryt matrici (Obr. 12).

Samotna analyza i s pfipravou vzorku tedy celkové trva pouze nékolik minut.
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Obr. 12 Desticka s kusy plodu a matrici

Vysledky ziskané pomoci této nové a velmi rychlé techniky prokéazaly pritomnost
stejného spektra antokyaninli jako pfi screeningu piedupravené¢ho plodu pomoci extrakce.
Celkové intenzita spektra byla pouze 7 krat niz§i. Antokyaninovy profil byl dokonce shodny i
s analyzou extraktu plodu po SPE ptecisténi. Tato technika by v budoucnu mohla slouzit k

rychlému screeningu nejen rostlinnych materialu.
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Graf IV. Intenzita antokyaninii pevném plodu lycia
Analyza tohoto typu u lycia prokazala nejvétsi hojnost delphinidinu (m/z 303) a z

glykosidovanych antokyanint byl nejvice zastoupeny cyanidin hexosid (m/z 449). Tyto dva
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antokyaniny tvoti 50% celého spektra antokyaninti u tohoto plodu. (Graf IV.) Obr. 12 ukazuje
MS spektrum plodu lycia s hlavnimi zastoupenymi anthokyaniny a MSMS spektrum cyanidin
hexosidu.

Hlavni antokyanin analyzy pomoci rychlého screeningu se 1isi od antokyanini
extrahovaného. Duvodi, pro¢ se tomu tak stalo, mize byt nékolik. Extrakce pouzitym
rozpoustédlem mutize diskriminovat jiné latky, které jsme poté ve spektru nedetekovali. Pii
analyze, kdy je pouzito extrakéni rozpoustédlo, se nemusely zcela extrahovat vSechny
antokyaniny do ¢inidla, které se poté nanasi na maldi desticku s matrici. Dal§im divodem
miize byt problém piichyceni plodu na Maldi desticku, pfi skenovani laserem se skenuje
pouze povrch plodu, nikoli plod cely. Vysledkem tohoto je, Ze rozlozeni anthokyaninového

profilu mize byt prave pro tyto divody odlisné od extrahovaného roztoku.
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Obr. 12 Spektrum antokyaninii - delphidin (m/z 303) a cyanidin hexoside (m/z 449) a jeho

fragmentace

36



intenzita

Analyza u vaccinia za pouziti rychlého screenigu prokdzala pritomnost spektra
antokyaninti, které je vyobrazeno v grafu V. Aglykon, ktery se zde vyskytuje nejhojnéji je
souhlasny s nejhojnéjSim aglykonem v analyze za pouziti extrakéniho €inidla a ptecisténi
pomoci SPE techniky. Jedna se tedy o cyanidin (m/z 287) a nejvice se vyskytujici
glykosilovany antokyanin jeho derivat cyanidin hexosid (m/z 449), jenz spole¢né tvoii 31% z
celkového spektra antokyanint. Obr. 15 ukazuje MS spektrum plodu (duzina) vaccinia s
hlavnimi zastoupenymi anthokyaniny a MSMS spektrum cyanidin hexosidu.

Malvidin a jeho derivaty, jenz se dle studii vyskytuji ve vacciniu nejhojnéji, v této

analyze tvofti 13,5%.
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Graf V. Intenzita antokyaninii pevném plodu vaccinia
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Obr. 13 Spektrum antokyaninii - cyanidin (m/z 287) a cyanidin hexoside (m/z 499) a jeho

fragmentace

4.3 Pouziti SPE techniky

Pti této analyze byly vzorky extrahovany a dale pfeciStény pomoci Strata SPE
kolonek. Postup se sklada z péti zakladnich kroka. Dulezity je vybér spravné kolonky pro
budouci analyzu. Dal§im krokem byla kondicianace kolonky vhodnym rozpoustédlem —
methanolem s 0,01 % (v/v) kyselinou chlorovodikovou, kdy dojde k aktivaci skupin vazanych
na sorbentu, poté dojde k pfesnému vloZeni vzorku do kolonky pomoci pipety, kdy vzorek by
mél byt ve formé€, kterd je kompatibilni se SPE. Nésleduje odstranéni necistot a latek

nechténych v déle analyzovaném vzorku pomoci 0,01 % (v/v) kyseliny chlorovodikové ve
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vod¢ a v zavéru postupu dochazi k eluaci precisténého analytu opét pomoci okyseleného

metanolu.?

Lycium Vaccinium

B neprecisténé
49%
B pregisténé 51%

M nepredisténé
59%
B precisténé 41%

Graf V1. Srovnani intenzity antokyaninu pri pouziti SPE techniky

Na grafu VI. miizeme pozorovat, ze pouziti SPE techniky k pfecisténi rostlinného
materidlu je mozné, ale neni nezbytné, nebot’ i bez n¢j byla intenzita antokyanini vysoka,
vysledné spektrum bylo Siroké a nijak se od nepiecisténého spektra vyrazné nelisilo. Na obr.
14 mizeme pozorovat spektrum je Cisté a rozsahlé, bylo potvrzeno piecisténého extraktu

vaccinia a nékteré fragmentacni pochody jednotlivych anthokyanint.
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Obr. 14 Spektrum antokyaninii za pouzité SPE techniky
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4.4 Pyranoantokyaniny

Pro analyzii anthokyaninovych barviv z plodi lycia a vaccinia byly pouzity dvé

extrakéni rozpoustédla. Jako vhodnéjsi se potvrdil okyseleny metanol. Nicméné pfi

vyhodnocovani extraktu smési acetonu a metanolu (1:1) okyselené 0,01% (v/v) kyselinou

chlorovodikovou byly nalezeny jind anthokyaninova barviva znama jako pyranoantokyaniny.

Literatura uvadi, Ze pyranoantokyaniny vznikaji oxida¢nim ptisobenim acetonu na

antokyaniny jako chemikalie pouzité k analyze. Jejich vznik je znazornén na obr. 15. Az do

nedavna byl aceton doporucovan jako rozpoustédlo pro kvalitni extrakci rostlinnych ¢asti pro

analyzu antokyanini.* Analyzou zimolezu byly indentifikovany 5-methylpyranoantokyaniny

m/z 487 a 501 po pouziti ¢inidla methanol a aceton.*’

R R,
R, 2 R,
R. ol tu. >:G R« o;
N = Rq - e T R Fq
i -
Ry Hz0 SR,
OH 0. =

Obr. 15 Vznik pyranoantokyaninu z atokyaninu piisobenim acetonu®

Pomoci MALDI-MS byla zji$téna pfitomnost ¢ty pyranoantokyaninii ve spektru

obou plodu. Jejich identifikace byla potvrzena pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie a

vypoctu presné molekulové hmotnosti (Obr. 17).
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Obr. 16 Spektrum ziskanych pyranoantokyaninii ve vacciniu
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Obr. 17 Stuktura ctyr pyranoantokyaninu a jejich presné hmotnosti

Jejich vycet a relativni chyby se nachazeji v tabulce V. Nasledujici graf zobrazuje,
ktery z pyranoantokyanini, jenz byly semikvantitativné pozorovany ve spektru, je nejhojnéjsi
u ndmi analyzovanych ploda. Z grafu VII je patrné, Ze nejvyssi intenzity byly naméteny u
plodu vaccinia a Ze nejhojnéji zastoupeny pyranoantokyanin je S5-metylpyranocyanidin-3-
hexosid (m/z 487), kde hrub¢ lze fici, ze obsah je 30% v celém spektru pyranoantokyaninli u
vaccinia. U lycia byl nejhojnéjsi 5-methylpyranomalvidin-3-hexosid (m/z 531), ktery
dosahoval 35%. Daéle byly nalezeny i 5-methylpyranopeonidin-3-hexosid (m/z 501), 5-

methylpyranopetunidin-3-hexosid (m/z 517).
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V této analyze se latky nachazely v obou extrakénich Ccinidlech, tedy v

metanolovém 1 acetonovém roztoku, kde byly semikvantitativné pozorovany jejich intenzity a

v obou ¢inidlech. Studie prokazuji, ze latky, jenz jsou metylovany v poloze 5 mohou vznikat i

pfirodni cestou, kdy je cyklizacnim ¢inidlem kyselina acetoctova a syntéza kromé adice a

oxidace obsahuje jesté dekarboxyla¢ni krok.*® Proces vzniku pyranoanthokyaninovych barviv

je a dale bude pfredmétem 1 zgjmem dalSiho studia.
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5. ZAVER

V této praci byl studovan antokyaninovy profil dvou rostlin a to Lycium chinense
a Vaccinium myrtillus, pomoci hybridni hmotnostni spektrometr Q-TOF Premier s ionizaci
typu MALDI. Plody byly analyzovany na n¢kolika trovnich. Pro analyzu byl plod rozdé¢len
na duzinu a slupku, dale extahovan ve dvou extrakcnich cinidel - 0,01 % (v/v) kyseliny
chlorovodikové v metanolu a smés acetonu a metanolu (1:1) okyselend 0,01% (v/v) kyselinou
chlorovodikovou, ¢ast byla preciSténd za pouziti Strata SPE kolonek. Metanolicky roztok
extrakéniho Cinidla se prokazal jako nejvhodnéjsi pro zisk antokyaninovych barviv z
rostlinného materialu.

V neposledni fad¢ byl analyzovan plod jako kus slupky a ¢ast duziny, v podobé
pevné casti obou plodd. Tato metoda poskytla srovnatelné vysledky jako pfi pouziti extrakce.
Umoziuje tedy rychly screening bez potieby tpravy plodu.

V metanolickém roztoku lycia se podafilo hrubé detekovat 15 antokyaninl, z
¢ehoz nejvyssi intenzitu zastoupeni mél malvidin a jeho derivat. U vaccinia bylo detekovano
18 antokyaninii a nejhojnéji zastoupeny antokyaninovy aglykon byl cyanidin. Studiemi
potvrzeny malvidin a jeho derivaty jako hlavni antokyanin u vaccinia byl v této analyze hrubé
detekovan jako druhy nejvice se vyskytujici anthokyanin. Pouziti SPE techniky vyznamné
neptispélo k zisku kvalitnéjsi vysledkd.

Analyza ploda také prokazala, Ze hojné¢jsi pfitomnost antokyant ve slupce ma
lycium, zatimco vaccinium ma vys$i intenzitu antokyand pravé v duziné. V pevnych
analyzovanych ¢astech plodu lycia byl nejhojnéji detekovan delphinidin, u vaccinia byl opét
potvrzen cyanidin jako pfi pouziti extrakce.

Tato prace dale prokdzala piitomnost 4 pyranoantokyanini — 5-
metylpyranocyanidin-3-hexosid, 5-methylpyranopeonidin-3-hexosid, 5-
methylpyranopetunidin-3-hexosid a 5-methylpyranomalvidin-3-hexosid, jejichz intenzity byly

semikvantitativné pozorovany a v obou ¢inidlech.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka

MALDI
Q-TOF
SPE
uv
DNA
HPLC
MS

ESI

LD

EIl

CI
THAP
LC
APCI
DAD
MSMS, MS*
UPLC
napf.

obr.

Termin

matrix-assisted laser desorption/ionization

kvadrupolovy hmotnostni analyzator - time-of-flight

solid phase extraction

ultra violet

deoxyribonucleonic acid

high performance liquid chromatography
mass spectrometry

electrospray ionization

lethal dose

electron ionization

chemical ionization
2'.4',6'-trihydroxyacetophenon

liquid chromatography
atmospheric-pressure chemical ionization
diode-array detection

tandem mass spectrometry

ultra performance liquid chromatography
naptiklad

obrazek
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