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Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo vytiib jednoduchou metodu pro identifikaci
a stanoveni vybranych sekundarnich metabotie skupiny polyfendl v rostlinném
materialu. Sotasti prace bylaifprava vzorku vetre precisSténi a zakoncentrovani na SPE
kolonce a hydrolyzaiftomnych glykosid.

Identifikace latek byla zaloZzena na zakiastanoveni fesné hmoty pomoci
hmotnostniho spektrometru s ionizaci elektrospregemmybridnim analyzatorem Q-ToF
a srovnani s teoretickou hodnotou. Mipad vybranych latek byly slaieniny
fragmentovany a poté byla navrzena fragm@ritachémata.
flavonoly - kaempferol a quercetin - byly stanovengizré tepelré upravenych vzorcich
brokolice jak v jejich volné forg tak i po hydrolyze jejich glykosid Ve volné forng byl
stanoven pouze obsah kaempferolu 7@2100 g vzorkucerstvé brokolice. Flavonoly
kaempferol a quercetin jsou ve vysok&eni rostlinném materialu vazany jako glykosidy
a tak byla provedena hydrolyza pro jejich udolha nasledné stanovenimito vysledky:

Obsah kaempferolu byl ve vzorkerstvé brokolice 6,65 mg/100 g, po imai jak
ve Vo, tak i v pdie jeho obsah klesal. Detekovan a kvantifikovanabgltaké i ve vyvaru
po dané tepelné Uprav

Obsah quercetinu byl ve vzorkierstvé brokolice 2,58 mg/100 g a po tepelné
apraw jeho mnozstvi klesalo podobrjako v gipads kaempferolu.

Na zavr byla také stanovena antioxiai kapacita vSeché vzorka s vysledky,
e nejvy3si se vyskytuje ve vzorkerstvé brokolice a to vippaitu 5,43 mmol F&/100 g,
zatimco po tepelné Gpraklesa aZ pod 1,00 mmol ££00 g. Tyto vysledky koreluji

s vysledky stanoveni kaempferolu a quercetinu mivdlyze.



Summary

The aim of this diploma thesis was to create a kngnd rapid method for
identification and determination of secondary meliéds from the group of polyphenolics
in plant material. Part of this work was also thenple preparation including solid-phase
extraction and hydrolysis of present glycosides.

The identification of compounds was based on ttlierdenation of accurate mass
by mass spectrometer with ESI and hybrid analyséfoR and the comparison with
a theoretical mass. Some of the compounds weren&ratpd and fragmentation spectra
were proposed.

Two most common flavonols - kaempferol and queneeti were determined in
fresh broccoli and after boiling and steaming. Bhego compounds are available in this
plant material as free aglycones and also as glyessThat is why the acidic hydrolysis
was performed.

Free aglycone of kaempferol was determined withs thesult: the amount
of kaempferol in a fresh broccoli was 7@®/100 g, quercetin was under the limit
of quantification. In a sample of boiled and stedn@occoli, the amount of these
compounds was under the limit of quantificatiorwed.

After hydrolysis, the amount was 6.65 mg/100 g aérkpferol and 2.58 mg/100 g
of quercetine in a sample of fresh broccoli. Aiteoking the amount decreased in cases
of both compounds.

In the end, an independent study for antioxidamacday was performed using
FRAP assay. The results showed the same trendsajn#icant decrease after boiling
in water and in steam. The results in fresh brdceas 5.43 mmol Fé/100 g and

after boiling the amount is decreasing even und® fnmol F&7/100 g.
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1. UVOD

Pro separaci a detekci nizkomolekularnich latekvip@dnym feSenim spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektromele tocasto volena technikafip
analyze biologického materialu a proto je tato rattaké v fipads této diplomové prace
pouZzita na identifikovani a stanovertkolika flavonoidi z rozséhlé skupiny polyfenol

Polyfenoly jsou pirodni sekundarni metabolity pr@smé lidskému organismu
piedevsim svymi antioxidaimi vlastnostmi. Diky pdebam identifikovani a stanoveni
téchto latek v potray se vyviji mnoho analytickych metodtetrg spojeni LC/MS. V
piipadt této diplomové prace byla jako rostlinny materz&éblena brokolice, ktera je
béZnou sodasti stravy ve ggdni Evrog a bohatym zdrojem polyfenol

Experimentalnicast této prace je rozgna na identifikéni a kvantifik&ni.
Nejprve byly charakterizovany latky v rostlinnémovku na zaklad stanoveni fesné
hmoty pomoci hmotnostniho spektrometru s ionizaldktesprejem a hybridnim
analyzatorem Q-ToF a srovnani i&gnou hmotou dle jejiho sumarniho vzorcekadlik
vybranych latek bylo poté fragmentovano pro potmizejich struktury.

Druhacast se tyka kvantifikace dvou flavodol kaempferolu a quercetinu. Tyto
latky se v rostlinném materidlu vyskytuji jak volnék s navazanymi glykosidy.
Ve vzorcich brokolice, ktera byla@zre tepel upravovana, byly stanovovany jak obsahy
volnych flavonoti, tak i mnoZstvi kaempferolu a quercetinu u¥aljch po hydrolyze

z glykosid.



2. TEORETICKA CAST

2.1.Polyfenolické latky

Polyfenoly patti do velké skupiny chemickych sléenin nazyvané fenolické latky.
Mezi polyfenoly seradi vice nez 8000 latek s fenolickou strukturoer&tobsahuji jednu
nebo vice fenolovych jednotek a zardvminimalré alesp@ jednu a vice navazanych
hydroxy skupin- Mohou to byt latky s malou molekulovou hmotnostap. fenolické
kyseliny, ale také vysokomolekularni komplexni poéry. V @irodk se v firozené fornd
nefastji vyskytuji jako konjugaty mono- aZ poly-sacharid Polyfenolické latky maji
vliv na barevnost a cliuovoce ¢i zeleniny a z tohoto idvodu jsou takétasto jejich
koncentrace sledovany.

Jsou to pirodni sekundarni metabolity a hrajileitou roli v tistu a reprodukci
rostlin, predevsim jako ochranné priomiky ged patogeny. Jejich progmost pro lidské
zdravi neni zaloZzena jen na jejich antioXiigah vlastnostech, ale také snizuji riziko
kardiovaskularnich nemoci a maji antialergeni @akttobialni (inky.*> Polyfenoly jsou
reduléni ¢inidla (tzn. donory vodiku) a v lidskéndlé maji € hlavni antioxidani (inky:
chelatace iorit kova pres své dihydroxyfenolické struktury, zachycovameatralizovani
reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen ci@®) a regenerace-tokoferolu
redukci jehau-tokoferoxylového radikald.

NejdalezitejSi funkci je zachycovani ROSimz pozitivre narusuji oxidaci lipid.
Konkrétre se jednd o alkoxylové (RO*) a peroxylovée (ROO*Wdikaly. Ty reaguji
s polyfenoly (PP, polyphenolics) za vzniku fenoéibk radikalu, ktery je stabijsi a dalSi
fetszova reakce neni pragbdobnd, viz. rovnice 1) a 2Poté se jesttento radikal rize
Gcastnit terminaniho kroku radikalové reakce, &@ps alkoxylovym ¢i peroxylovym

radikalem za vzniku stabilni sldeniny, viz. rovnice 3) a 4).

RO* + PP—» ROH + PP* 1)
ROO* + PP—» ROOH + PP* 2)
RO* + PP*—» ROPP 3)
ROO* + PP*—— ROOPP 4)



Nerovnovaha mezi ROS a antioxidantyagpbuje oxidani stres, ktery je fi¢inou
mnoha patogennich prodesjako napiklad rakovina nebo izné neurodegenerativni
choroby - Parkinsonova a Alzheimerova nerhalako piklad ROS Ize uvést volné
radikaly: superoxid (&), hydroxylovy radikal (OH a hydroperoxyl (H®) nebo latky,
které nejsou volnymi radikély - naperoxid vodiku (HO,).

2.1.1. Kategorizace polyfenolickych latek

Polyfenoly mohou byt rozdeny do rEkolika skupin podle vice paramé&tiMohou
se &lit do kategorii podle p#iu uhliki a aromatickych cykl a také dle spojenic¢hto
cykli.® Dale jsou rozdeny podle samotného aglykonu, tzn. necukerné glpikyfenolu.

Prvni skupinou jsou jednoduché fenolické kyselirgrosgsné pro lidsky
organismus jsou hlagrsvymi antioxidanimi vlastnostmr.

Mohou se dlit na derivaty kyseliny benzoové s uhlikovou kostrC6-C1
a kyseliny skéicové s uhlikovou kostrou C6-C3. Kyselina benzoob&ahuje 6 uhlik
aromatického kruhu a 1 uhlik karboxylové skupingjirdi derivaty jsou nap kyselina
vanilova, kterd ma v pozicifhavazanou methoxy skupinu a v pozigifydroxy skupinu,
jak Ize vidst na obrazku 1. Dalsimifklady jsou kyselina salicylové gallova®

Kyselina skéicova ma karboxylovou skupinu od aromatického gadddlenou
dvéma uhliky dvojné vazby.i#kladem derivatu je ndipkyselina sinapova s dalSimigaa
methoxy skupinami a jednou hydroxy skupinou na liekém jadru, viz. obrazek 1.

Dal&imi jsou nap kyselina chlorogenov kavova®
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Obrazek 1: Obecna struktura fenolické kyseliny, akyselina benzoova, b) kyselina skacova, c)

kyselina vanilova a d) kyselina sinapova.



Praw kyselina kdvova, hydroxyskicova, vanilova, ferulovd a protokatechuova
se nachéazeji vest&ing rostlin, zatimco dalsi se vyskytuji pouze ¥itych druzich’

Dv¢ primarni kyseliny, benzoova a siamva, jsou syntetizovany z aromatické
aminokyseliny L-fenylalaninu, kterd je produktemkigiatové cesty. Konverze
fenylalaninu na hydroxykyselinu probitiéktokows jako metabolismus fenylpropanid

Druhou skupinou jsou flavonoidy. Jejich struktueaskladd ze dvou fenolickych
cykli negastji spojenych tiuhlikatym heterocyklem, jak je wWtina obrazku 2 naffkladu
flavanonu. Pr&¥ toto spojeni dale roztuje flavonoidy na flavanony, flavanonoly,
izoflavony, flavonoly, flavony, flavanoly a anthadyidiny? Dal$im prvkem rozli$ujicim
flavonoidy jsou substituce na hydroxy skupinachfer@lickych cyklech, nap alkylace,
acylace, sulfonace nebo glykosyldce.

Prvni ze skupiny flavonoid jsou flavanony. Jejich fikladem je hesperetin,
naringenin, taxifolin, eriocitrirti pinocembrin. Jsou to latky, které se primauyskytuji
v citrusect Napiklad latky naringenin a neohesperidin jsou zodpoé za hikost

grapefruifi, hesperetin se vyskytuje v pomettah a eriodictyol v citronech.
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Obrazek 2: a) Obecna struktura flavanonu, b) naringnin a c) hesperetin.

V citrusovych plodech se také vyskytuji latky, &qrati do skupiny flavanondl
Zastupcem je polyfenol taxifolih.



OH O
Obrazek 3: Taxifolin

Mezi nejvyznanyjSi flavonoly pati quercetin a kaempferol, které jsou silnymi

Mrivrw s

oxidaci LDL (low-density lipoproteinj. Dal§imi zastupci této skupiny jsou titgad

astragalin, isorhamnetin, myricetinrutin.

Obrazek 4: a) Obecné struktura flavonolu, b) quercén a c) isorhamnetin.

Dalsi skupinou flavonoitl jsou flavony. FBikladem je nap apigenin, tangeretin
& luteolin. Od flavonal se 1i&i tim, Ze na pozici 3 chybi hydroxylova skad Flavony

se nejastji vyskytuji v ovoci i zelenii spoléns s flavonoly?

Obrazek 5: a) Obecna struktura flavonu, b) apigenin



Izoflavony jsou latky, které p#éAt do mezi fytoestrogeny. V nejtsi mie
se nachazeji v ludtinach, konkrété v sojovych plodech? Zastupci této skupiny jsou

daidzein, formononetiti genistein.

Rs3

Obrazek 6: a) Obecna struktura izoflavonu, b) daidein a c) formononetin.

Déle lze mezi flavonoidy také it flavanoly.1 Fkladem je latka nazyvana
katechin, od které je odvozeno mnoho defiv@itedevSim estery a optické izomery diky
dvéma chiralnim centm.

Monomerni flavanoly jsou né&stjSimi flavonoidy v c¢ajovych listcich
a kakaovych bobechDale mohou katechin a epikatechin dohromadyityanlymerické

struktury, které se se obecnazyvaji tanniny, dalsi latkyiady silnych antioxidarit’
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Obrazek 7: a) Obecna struktura (-)- epikatechinu, b (+)- katechin.

DalSi skupinou flavonoii jsou antokyanidiny. Ve fortnglykosidi a acylglykosid
to jsou cerveno-fialova barviva zvana antokyaniny, kteryeh gres 500 drui. LiSi
se fiznou methoxylaci a hydroxylaci na fenolickych cgklé® 90 % antokyanih je
spojovano se ifémi zakladnimi antokyanidiny a jejich methylovanynderivaty:

kyanidinem, delfinidinem a pelargonidiném.
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Obrazek 8: a) Obecna struktura anthokyanidinu, b) kyanidin a c) delfinidin.

Mezi dalSi polyfenoly mohou byt zahrnuty fenolickéky, které obsahuji atom
dusiku jako funkni substituent, polyfenolické amidy. Nejvyznggimi zastupci jsou
kapsaicinoidy a avenanthramidy. Latka kapsaicin sjgy antioxidant zodpadny

za palivost chilli paptiek a avenanthramid zvy3uje inhibici oxidace LDL.

R
0 — CH,
H3C/ NHW
HO NH OH o) CHs,
/ HO
)
o a

b

Obrazek 9: a) Obecné struktura avenanthramidi, b) kapsaicin.

Existuje také mnoho neflavonoidnich polyfenolickyéalkek, které se nedaji izalit
do zadné z iwdchozich skupin. Jsou to higglad tanniny, cozZ jsou dimery fenolickych
kyselin: kyselina ellagova jako dimer kyseliny gaib.

DalSi znamou latkou z této skupiny je resveratidery pati mezi stilbeny
a nachazi se ve vysokych koncentracich v hroznoxééa jeho produktecti jahodacht
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Obrazek 10: a) Resveratrol, b) kyselina ellagova



2.2.Antioxida¢ni kapacita

Polyfenolické latky jsou proggné lidskému organismu fedevSim svymi
antioxida&nimi vlastnostmi. Tento dinek Ize obec#& charakterizovat a stanovit jako
antioxidani kapacita, ktera se d&sfit nékolika zpisoby>*

Prvni moznosti je reakci se stabilnimi volnymi kadly jako nap. galvinoxyl
¢i 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH). Celkova kagita je ovliviena stechiometrii
molekuly radikélu i antioxidantu. Nasletise ke stanoveni Ubytku ¢a volnych radikal
pouZiva UV/Vis spektrofotometrie diky absorpcktsa radikaly ve viditelné oblast?.

DalSim stanovenim antioxitiai kapacity je obecna kompetitivni metoda, kantipat
nagiklad ORAC stanoveni (oxygen radical absorbanceciay® Obecnym principem
kompetitivni metody je vyuZiti standardu, jehoZ i@y se v pitomnosti ¢i absenci
antioxidantu stanovuje. Vijpac metody ORAC se vyuZiva ztraty fluoresceriogdla
(nag-. fluoresceinti phycoerythrin) i pritomnosti antioxidantd’

Jinou variantou stanoveni antioxétid kapacity je mireni mnoZzstvi zredukovanych
kovovych ionfi - konkrét metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
s Zelezitymi pipadre metoda CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Power)
s méd’natymi ionty. Princip metody FRAP je zaloZen n&kmearedukovanych Zeleznatych
iontd s ¢inidlem tripyridyltriazinem pi kyselém pH za vzniku barevného komplexu, ktery

je nasleds stanoven UV/Vis spektrofotometff.

2.3.Instrumentace

2.3.1. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je nejstarSi znama cltograficka technika
vynalezena Michailem Cvetem. uWdnim usptadanim byla pedevSim papirova
chromatografie (PC, paper chromatography) a naslédnkovrstva (TLC, thin layer
chromatography)* Jejich princip je podobny, rozliSuji se pouze staarni fazi (SF,
stationary phase), kdy u PC je to celulosa a u Tia@@. oxid hlinity nebo silikagel. Poté
vznikla kolonova LC (liquid chromatography), kdyimmipem separace byly interakce

se stacionarni fazi a hnaci silou byla gravitacé.vA&O. letech 20. stoleti vznikla



vysokolinna  kapalinova chromatografie = (HPLC, high-perfoncen liquid
chromatography). Jeji zaklad byl v plynové chromgeafii (GC, gas chromatography),
od které se liSi velkymi pracovnimi tlaky a intezakni s mobilni fazi. Sameégme jsou

i rozdily v detekcti dalSi instrumentaci.

Nejjednodussi HPLC sestava se sklada ze zasobmdbilni faze (MF, mobile
phase),¢erpadla MF, naskového zéizeni, kolony a detektortd. NejdileZitsjsi casti
celého systéemu jéerpadlo mobilni faze. Ty sedldl na dva druhycerpadla na principu
velkoobjemoveé stkacky; které se pouZzivaji pro kapilarni kolony, magzpulzni rezim,
ale je tu zdlouhaysi vymena a promyvani mobilni faze; @rpadla s malym objemem
cinnécésti, které obsahuji dva&pé ventily a pouZzivaji se ndklad pro ndpiové kolony.

Moblini faze niize byt misena z&kolika ¢erpanych rozpou&tel (nefasgji dvé
az ti) ve snmeSovaci komee. Tato mobilni faze nasleglreluuje analyty z kolony. Eluce
muze byt izokraticka, kdy se sloZzeni MF n&1) a nebo gradientova, rapbinarni,
ternarni¢i kvartérni dle pétu slozek. Nasleduje davkovani vzorku a u HPLC jdo@
moznosti. Prvni je manud@miesnou sikackou pomoci Sesticestného ventilu se &koy
nebo vnitnim prostorem. Druhou moznosti davkovani jsou aatmke autoinjektory.

V minulosti byla pimérnéd kolona pro HPLC systém népl/a s délkou jednotek
az desitek cm a viiitim pfimérem 4,6 mm s velikostéastic 5um.”? V sousasnosti
se velikost¢astic sniZzuje na 2 az @m. Lze se také setkat s monolitickymi kolonami
vyplnénymi poréznimi polymery. Systémy v HPLC jsou dvaavni — separace
na polarnich fazich (NP, normal phase) a separacaepolarnich chemicky vazanych
fazich (RP, reverse phase) —&alik dalSich jako nafiklad chromatografie na éni¢ich
ionta, chromatografie iontovych p#r gelovd permesmi chromatografiec¢i afinitni
chromatografié’

Zakladnim principem NP-LC je adsorpce. MF je @olarni nez sorbent a tak
analyt sowZi o aktivni mista na povrchu adsorbentu s MF. Reteje pak vysledek
rozdilu interakci analytu s adsorbentem a MF s rodstiem, coz jsouipdevsim interakce
dipol-dip6l™ Diky tomu je tento druh chromatografie vhodny eparaci izomér
¢i latek s vice funé&nimi skupinami, naopakibec neseparuje homologickady, nap.
alkany.

Chromatografie na reverznich fazich (RP-LC) vyé&zé&iné polarni mobilni faze

a nepolarni faze stacionarni, napilikagelu s C&i C18 fazemi. Hnacim mechanismem



retence jsou hydrofobni interakce mezi molekulaodywv MF a analytem. To Ize popsat
dvéma dji a to rozalovanim a adsorpcft'® Rozdlovani zavisi na chemické afiit
analytu k mobilnici stacionarni fazi. Analyt e byt ovSem je&tminoritné adsorbovan
na zbytkovy povrch stacionarni faze a tim negdtiiispét k retenci. Tento druh
kapalinové chromatografie je v s@snosti jednim z nejvice vyuzivanym a je vyhodry pr
separaci homolag

Detektory kapalinové chromatografie mohou byt &tendy dle rgkolika vlastnosti,
nag. destruktivnici nedestruktivni nebo selektividi univerzalni* Mezi nejroz&iensjsi
detektory pai spektrofotometrické. Jedinou podminkou je zdenosit absorpce éni.
Selektivnim a velmi citlivym detektorem je fluoritneky s podminkou vykazovéani
fluorescence. V ogaém [ipad je jeSt moznost derivatizace dodanim fluoroforu
do vzorku. Velmi citlivymi selektivnimi detektorysgpu elektrochemické, kde sec¢in
zmeéna proudu p prachodu elektroaktivni latky. Podminkou je vodiva nhobfaze a dli
se dale na amperometrické a coulometrické.

Jeden ze zakladnich univerzalnich detekjerefraktometricky! Jeho vyhodou je
jeho Siroké spektrum vyuziti, ovSem nelze pougitaglientem MF. Principem je zde rozdil
indexu lomu s¥tla mobilni faze a analytu, kazdého v jinérmeé cele. DalSim je vodivostni
detektor, kdy je intenzita signalu dana elektrickendivosti mezi d¥mi elektrodami.
Podobnym je bezkontaktni vodivostni detektor, kelpsuziva vysokofrekveéni stidavé
napsti.

DalSi moznosti detekce pro kapalinovou chromafagja napriklad detektor
rozptylu sétla s odp&enim mobilni faze (ELSD, evaporative light scattgridetector),
aerosolovy detektor nabityatastic (CAD, charged aerosol detector) nebo radiooket
¢i  detektor optické otavosti. Je zde také moznost kombinace azymi
spektrometrickymi metodami, jako rapatomova absofmi ¢i emisni spektroskopie

nebo hmotnostni spektrometrie.

2.3.2. Ultra u ¢inna kapalinova chromatografie UHPLC

Cilem chromatografické separace je co nejrychiejgiejefektivijSi dleni latek.

DalSim krokem pro zvySeni¢imnosti kolon a zkraceni analyzy bylo zmenSenikosti
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¢astic SF pod 2m. To ale vedlo ke zvySeni op&ngho tlaku a tak nemohly byt vyuzZivany
klasické HPLC sestavy.

Jednou moznosti, jak tomutdeglejit je princip kapalinové elektrochromatografie
(CEC, capillary electrochromatography), kdy jeitpk kolonou je zproseédkovavan
elektroosmézod® Druhou cestou je vyvoj pump, veritie kolon, které pracuji s tlaky
vy$8imi neZ 400 bar, které jsou maximeméing HPLC sestavy. Pro tento tel byla
vyvinuta sodasna ultra &inna kapalinova chromatografie (UHPLC, ultrahighegsure
liquid chromatography), ktera vyuziwéastice stacionarni faze s velikosti podu
a operani tlaky aZz 1000 baP

2.3.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickh metoda abmgkle Sirokym polem
pasobnosti - od rozboru potravin a? po hledani Zivat Marsu®®° Diky svym
vynikajicim vlastnostem, n@p rychlosti a velmi nizkym limim detekce,
se i v jedenadvacéatém stol&di mezi pedni fyzikalre-chemické metody.

Joseph John Thomsortegdstavil swj prvni hmotnostni spektrometr v roce 1912.
Blokové schéma typu — vzorek — zdroj ibrt analyzator — detektor — zpracovani dat - je
ale stale stejné. Zavé&d vzorku niize byt bd’ piimé a nebo ziznych analytickych
separdnich metod. Naifiklad z chromatografie — kapalinow& plynové. Mezi dalSi
moznosti nize patit kapilarni elektroforéza (CE, capillary electrapbsis)¢i pratokova

injekéni analyza (FIA, flow injection analysis).

2.3.3.1.lonizace

lonizatni techniky se &i podle mnoZstvi energie dodavané analyfugmizaci na
tvrdé a ndkké?' Do prvni kategorie pHtionizace elektronem (El, electron ionization).
Obecnym principem je, Ze molekuly vzorku jsou vystay proudu energetickych
elektroni (70 eV), které z molekul v plynné fazi vytvanolekulové iontyci fragmenty.
V ptipact El vznika neastji kation radikal M odtrzenim elektronu z molekuly analytu.
Tato technika se pouZiva v GC-MS a poskytuje vysmdgmentace analytif:®

Mezi dalSi ionizani techniky seadi chemicka ionizace (Cl, chemical ionization).

Dodava analyim menSi energii a tak je oproti El relattvmekéi ionizaini metodou.
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Narozdil od El dodava také informaci o molekulovéstku®* Jako reaéni plyn
se nejastji pouziva methasi isobutan.

Mekkou ioniz&ni technou je ionizace elektrosprejem (ESI, -elspray
ionization), coZ je druh ionizace za atmosférickétaku (API, atmospheric pressure
ionization). Tato ionizéni technika je vedle malych organickych molekul eghda i pro
vysokomolekularni latky, nap proteiny diky jejich vicendsobnému nabiti. Ele&prej
samotny je vytveen diky silnému elektrostatickému poli v oblasti znesprejovaci
kapilarou a protilezici elektrodou. Na konci kapjlge v disledku elektrochemické reakce
tvoii naboj, ktery je dodan kapce, ktera se protaheijpvgSovanym napim a jakmile je
prekraiena sila povrchového n&f meni svij polokulovity tvar na tzv. Tayldiv kuzel,

z kterého jsou dale uvdvany mensSi kapky. Ty se mohou déle kbadat na vice
mensSich v dsledku odpgovani rozpougtdla; nabity molekulovy ion se pak uvioie

z povrchu kapky. OvSem wipadt latek s velkou molekulovou hmotnosti nenastava
desorpce, nybrz uvadni iontu diky vyp#ovani rozpoustla, které probiha uz od vzniku
samotné kapkg?**

DalSi druh ionizace je chemickd ionizace za atégragéého tlaku
(APCI, atmospheric pressure chemical ionizationgkké ioniz&ni technika. Analyt je
veden pimo do zmlZzovée a poté jsou kapky z#&dty na teplotu, kdy nastava odpaani
rozpou&tdla a vzorku v proudu plynu. DalSi krok je ionizaktera nastava v koronarnim
vyboji. APCI se pouziva spiSe prdestre polarni az maéhpolarni latky a s elektrosprejem
se navzajem dopliji.

Pro ol& ionizani techniky za atmosférického tlaku plati, Z€ gozitivni ionizaci
nastava neépstji prijeti protonu za vzniku [M+H] V negativnim mddu je z molekuly

analytu proton odstr&n a vznika [M-H].**%%’
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hmotnost 10 000
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nepolarni velmi polarni

Polarita litek
Obrazek 11: Volba ioniza&ni techniky za atmosférického tlaku

v zavislosti na polari latky a jeji molekulové hmotnosti.

DalSi ioniz&ni techniky jsou najiklad bombardovani urychlenymi atondyionty
(FAB/FIB, fast atom/ion bombardment). Naggji se pouzivaji prvky argon, xenon
& cesium o energii 5 az 10 ké/.Jinou moZnosti je desorpce a ionizace laserem, (LDl
laser desorption ionization) nebo desorpce a iaeiZaserem zacasti matrice (MALDI,
matrix assisted LDI). Druha zmina se vyuzivaigdevsim pro relativhvelké molekuly -
do 25 aZ 30 kD - proteiny&i peptidy. Daldi pouZivané ioniza metody jsou jestnag.
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI, atmesjgh pressure photo ionization)

¢i nanoelektrospre;j.

2.3.3.2.Analyzétory

Jakmile jsou v iontovém zdroji vytyveny plynné ionty, jsou okaméiturychleny
elektrickym polem do analyzatoru, ktery jednotliignty oddluje dle jejich pordru
hmotnosti ku naboji (m/A: Kazdy analyzator pouziva odlisny princip separamei.
Mohou byt rozdleny mezi pulsni, kam pationtova past, giletovy analyzator a iontova
cyklotronova rezonance. Druhd& skupina se nazyvgitépanalyzatory a p#ét sem
magnetické analyzatory a kvadrupélové fiftty.

Prvni spektrometr vytueny Thomsonem v roce 1897%injako analyzator magnet,
z¢ehoz se vyvinuly moderni sektorové analyzatory.lekteickém poli probiha nejen
zrychleni iont,, ale i separace dle jejich kinetickych energiimsgnetickém poli jsou

ionty separovany podle své hodnoty fi/z.
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DalSim je kvadrupdlovy analyzator. Diky své vyhédoer, vysoké rychlosti
snimani a vysokému P iontl prichazejicich z ionizatoru na detektor, i mezi
nejbsznejSi analyzatory. SloZeni tohotoizzeni je zectyi elektrodovych t§i. Zrychlené
ionty putujici z iontového zdroje jsou zde sepangvélynamickym elektrickym polem
kvadrupélu podle svych hodnot m/z. Tim pademizen(ve skenovacim médu) v daném
okamziku pouze jedna hodnota mtichazet do nasledného detektétu.

lontova past je analyzator, ktery obe&cmyuziva oscilani elektrické pole
k uchovani ioni. Existuje 2D linearni iontova past, ktera byla wyta pozdji a 3D
iontova past, &dy nazyvana jakotitdimenzalni iontova past. Ta se sklada z koncové
vstupni a vystupni elektrody a prstencovdedvé elektrody dohromady tioi
kvadrupdlové pole. To ionty zachycuje ve svéied na stalych drahach. Nasléde
hmotnostni spektrum ziskano diky @mm hodnot nafi a frekvence a uvolmi nejdive
iontd s nizSim m/z, které jsou poslany do otvoru elaeltrdo detektoru. Pouziva se jest
piidavek helia jako inertniho plynu, ktery m&dunkce. Prvni je chlazeni (sniZeni energie
ionti) a druhou je soudsni ionti uprosted iontové past?**°Vvzhledem ke zpsobu
funkce Ize provagt MS", rekolikanasobné fragmentovani latky.

Prilétovy analyzator (TOF, time of flight) ionty sepg podle rychlosti ghem
jejich letu trubici poté, co jsou urychleny rozdil@otencial. Pongr hmotnosti ku naboji
je zjis€n zcasu letu ze zdroje iointdo detektoru. Nespornou vyhodou TOF je moznost
detekovat vysokomolekularni skeniny a tak se vyuziva spote s MALDI k identifikaci
latek s molekulovou hmotnostigs 30 kD& 332

Mezi dalSi analyzatory v hmotnostni spektrometriize byt zéazeno nafklad
spojeni kvadrupdlu s pletovym analyzatorem (q-TOF, quadrupole-time ofHt). Je to
tzv. hybridni analyzator, kdy prveasti je kvadrupdl, druh&ast je kolizni cela aéti je
priletovy analyzator. Vyhodou je schopnostiin presnou hodnotu m/z, citlivost
v rozsahu celého spektra a také moznost spojemil<OMionizaci

Mezi nejgesrgjSi analyzatory pro hmotnosti spektrometrii patizv. iontova
cyklotronova rezonance (ICR, ion cyclotron resomgneebo orbitrap. ICR se v jednom
ze svych usp@dani sklada z dvou trappovacich, dvou egnitzh a dvou deteakich
desek a supravodivého magnetu kolem nich. Wyeisilné magnetické pole, které udrzi
ionty v tzv. cyklotronovém pohybu. Nasledjsou ionty excitovany nagovym pulsem
a detekovany elektrodarti.
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DalSim gesnym analyzazorem je riéidad orbitrap. Ten se sklada z dvowjiich
elektrod a jedné vritti vietenové elektrody. Stejnogmé napti je aplikovano mezi &
a urychlené ionty ze zdroje cirkuluji kolem \mnit elektrody. Frekvence oscilace ibne

pak UnErna znéienému m/z>

2.3.3.3. Detektory

Po analyzatoru ionty putuji do sekce, kde se raAckatektor. Mezi prvnimi
detektory byla nafklad fotografickd deska, ktera pracovala na ppucttmaveni mista,
kam dopadl| iont. T& uz je vSak tento druh detektoru zastaraly a nepauge. DalSim
podobnym je tzv. Faraday poharek. Ten vyuZziva jevu, kdy jsou ionty uyrdetektoru
neutralizovany bdi prijetim nebo odevzdanim elektronu, coz vede k vigno proudu,
ktery je nasled&izesilen a zaznamenan.

OvSem nejastjSimi sokasnymi detektory, se kterymi se setkdme v hmotmnostn
spektrometrii, jsou Z&eni na bazi elektronovych nas@biV nich ionty gichazeji na
prvni konverzni dynodu, ze které vyrdzeji elektroktgré pozéji sekundarg na dalSich
dynodach emituji dalSi elektrony. Ty jsou urychloya vedeny elektrickym n&pm mezi

dynodami na konec elektronasihikde se nachazi anoda spolu s koneKfory.

2.3.4. Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spe&fometrii

Spojeni kapalinové chromatografie (LC, liquid ahedography) a hmotnostni
spektrometrie (MS, mass spectrometry) sec¢apia nezdalo byt vhodné. MS pebuje
vzorek v plynném stavu a ve vakuu, zatimco LC sezp@ pro netkave slodeniny,
na které neni vhodna plynova chromatografie. L@ fadtebuje vysSi pitoky nez MS, ale
to vyreSil bul’ kli¢ toku a nebo moderni ionigai techniky, jako nap ESI, APCI
i APPI A3

V souwasnosti je spojeni LC-MS vyuzivané diky sepanm schopnostem
kapalinové chromatografie a citlivé detekci hmotnospektrometrie. DalSi vyhodou je
moznost strukturni identifikace lateki fragment&nich mtenich MS/MS fip. MS'. Stala
se také rutinnim nastrojem pro analyzu polarnitékl&dy neni pdeba derivatizace, jako
v pifpads plynové chromatografi&®
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2.4.Aplikace LC-MS pfi studiu fenolickych latek

Fenolické latky se daji studovatdjako jednotlivé latky, nap fenolické kyseliny
nebo flavonoly, a nebo jako celkovy obsah polyféndl druhém pipad se vyuziva
Folin-Ciocalteuova metoda. Celkovy obsah se zistiktrofotometricky po reakci extraktu

s Folin-Ciocalteovynginidlem*

2.4.1. Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny se v rostlinném materidlu mokgskytovat samostatna nebo
vazar, naf. v piipact acylovanych hydroxy skupin flavondgidPiprava vzorku zahrnuje
homogenizaci a extrakci, ve wgdalkoholu nebo jiném organickém rozpaate. Pro
uvolnéni volnych kyselin z esterickych vazeb se vyuZiésarlita hydrolyza.Dal$im
krokem je& maze byt frakcionace, n&seji s vyuzitim extrakce na pevné fazi (SPE,
solid phase extraction). Timto krokem se mohou ébiddnalé fenolické kyseliny
od polyfenolickych latek s vy3si molekulovou hmatti@ nebo od volnych cukr

Napr. pri stanoveni fi stanoveni polyfendl v mag, véetré volnych fenolickych
kyselin, giprava vzorku obsahovala rozdrceni vzorku a exirak@0 % methanolu
v automatickém extraktoftf. Nasledny extrakt byl odpen za snizeného tlaku a poté
rozpusén v deionizované vad Vzorek byl frakcionovan na SPE kolonce a fenditktky
byly eluovany 40 % methanolem. Identifikace a stamd latek bylo provedeno
na UPLC-MS sestav na kolo s C18 reverzni fazi a MF $s8i okyselené vody
a okyseleného acetonitrilu. Eluce byla gradiente/é&celkovym ¢asem 7,5 minuty
a pitokem 0,4 ml/min. Hmotnostni spektrometr byl nastana ionizaci elektrosprejem v
negativnim moédd? Fenolické kyseliny zde stanovené byly rozmarynavsalvianolova
s m/z [M-H] 358,9 a 717,3. Jejich limit detekce (LOD, limit detection) a limit
kvantifikace (LOQ, limit of quantification) byl jednotkach ng v 1 g vzorKi.

DalSi metoda pro stanoveni fenolickych kyselinjelealdehyd v potravinovych
doplicich byla vyvinuta na HPLC-MS sestal? Pouzity systém obsahoval kolonu
s navazanou fenylovou skupinou a mobilni fazi bWyseleny 30 % MeOH
s 0,2 mM tetraethyljodidem amonnym jako ion-paréraccinidlem. Hmotnostni
spektrometr byl vybaven elektrosprejem pracujicimegativnim maédu. Limit detekce byl

stanoven wadu jednotek pg v jednom n#ékt. Analyty stanovované zde byly kyseliny
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gallova, hydroxybenzoova, hydroxyfenyloctova, sgama, kumarova a ferulova a jejich
aldehydy. Vyvinutd metoda byla poté aplikovana rmrky pSeninych a ovesnych
otrub®®

Flavonoidy a fenolické kyseliny byly také stanovoyév rostlire tradicni ¢inské
mediciny - kustovnici cizf? Extrakce byla provedena 50 % MeOH a analyty byly
zakoncentrovany na SPE kolonce s C18 reverzni fAnalyza byla provedena
na HPLC-DAD-ESI-MS sest&vs C18 kolonou a ESI v negativnim modu. 52 latek by
separovano d&hem 70-ti minutové gradientové eluce, od fenolitkydkyselin

aZ po glykosidy quercetinu, kaempferolu a isorhainoe**

2.4.2. Flavonoidy

Flavonoidy pati mezi nejrozsahlejSi skupinu polyfenolickych latakjdou dale
rozcklit do neékolika skupin dle tkolika paramett. Negastji se dli podle spojeni dvou
fenolickych cykh a jejich hydroxylacé.V ptirods se vyskytuji s navazanymi hydroxy
skupinami, které mohou byt dale methylovany, acgov nebo sulfonovanyi jako
glykosidy>® Cukernasast byva nefastji navazana k aglykonu v pozici 3 a #ep kyslik
hydroxy skupiny, ale takér@s uhlik v pozici 6 a 8. Mezi tyto glykosidy vagtji patii

rhamnosa, glukosa, galaktosa a arabiffdsa.

Obrazek 12: Obecna struktura flavonoidi.

2.4.2.1. Flavony
Do prvni skupiny flavonoid, flavon, pati latky jako jsou apigenin, tangeretin,
luteolin ¢i quercitrin. Stanovengthto latek bylo studovano &kolika vzorcich. Nafiklad
derivaty apigeninu byly identifikovany v ggitech a rajatovych produktecf® Priprava

tekutych vzork se skladala z centrifugace, extrakce supernatthanolem v ultrazvuku
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a centrifugace néasledované ofggdm supernatantu do sucha a roznigt
v deionizované okyselené wadvzorky s vysSi hustotou nebylyqa extrakci odgedeny,
ale postup byl stejny. Vysledné extrakty byly namgs na anexovou SPE kolonku
a analyty se eluovaly okyselenym methanofémnalyticky systém se skladal z HPLC-
MS sestavy s kolonou s C18 fazi a okyselenou mbbdai voda s acetonitrilem
a pitokem 0,4 ml/min. Eluce byla gradientova s celkowimbou 20 min a detekci
hmotnostnim spektrometrem, ktery obsahoval ioniE&li v negativnim modu. Sledované
flavony byly: apigenin-C-hexosid-hexosid, apigedirfhexosid-pentosid
a apigenin-7-O-glukositf.

Latky z této skupiny byly také stanoveny &kalika druzich tymiand’ Jednalo se
o flavony apigenin a apigenin-7-O-glukoside. Homugevané vzorky byly extrahovany
60 % methanolem v ultrazvuku, nasledovala centaifega filtrace. Sepafiai cast se
skladala z kolony s C18 stacionarni fazi a MF olgrs& vody a methanolu ottoku 0,2
ml/min. Eluce byla gradientova s celkovyfasem 30 minut. M8ast sestavy se skladala
z ESI v negativnim modu a obsahovala kvadrupdlowaglyaator. Dosazeny LOD a LOQ
byl v jednotkach ng/mit’

Jedna z identifikénich studii flavonoid byla zandtena na charakterizaci flavion
v okrasné teving zvané hlavotis peckovity znamé svym antihypergiyiakym efektent®
Pouzita sestava byla HPLC-DAD-ESI-MS. 7 glykdsithvoni a 2 volné aglykony byly
identifikovany podle jejich retémichc¢adi, UV spekter, molekulovych hmotnosti, MS-MS

spekter'®

2.4.2.2. Flavonoly

Mezi flavonoly Ize zE&adit nagiklad tyto latky (aglykony): quercetin, kaempferol,
isorhamnetin a rutin. Identifikace prvnich & gedevSim jejich glykosiil a estei byla
provedena ve vzorcich brokolice pomoci HPLC-DAD-B48. Isorhamnetin a jeho
derivaty byly ale nalezeny pouze ve stopovém mraz$8Byla provedena vodnéa extrakce
zhomogenizovaného a zmrazeného vzorku (60 min, XD ktery se poté smichal
s polymernimi adsogmimi kulickami a naplnil do kolony. Nésledovalo promyti vodou
a eluce methanolem, ktery se vysusil a naslednyare#tpse rozpustil v 50 % methanolu.
Na za¢r se fenolicka frakce ipcistila na kolog s C18 a iontovyménnou fazi.

Identifikovano bylo gkolik kombinaci flavonol-glykosi@l s aZ gti cukernymi jednotkami,

18



nagiklad quercetin-3-sophorotrioside-7-sophorosidéiparé jeS€ acylované derivaty
kyselin kavové, sinapové, ferulové a kumardvé.

Mezi vybranymi polyfenoly stanovenymi v tymianu pytaké flavonoly a to
quercetin a rutif’ Jejich LOD a LOQ bylo shodné se skupinou flavanve vzorku bylo
zjisttno mnozstvi quercetinu ¥adu jednotekug/g, zatimco rutinu wadu desitekug/g
pevného vzorkd’

DalSi alternativni LC-MS metodou pro stanoveni dlawii v rostlinné matrici,
konkrétre ve vinnych hroznech, v jejich slupkach a semeneaize také byt sériové
zapojeni dvou chromatografickych kolon za sebou dusaZeni co nejvyssianosti>®
V tomto pipact byly vyuZity kolony s C18 fazi, kdy byly latky kaiovany okyselenou
smési voda methanol. MS detekce pthla pomoci ionizace elektrosprejem
s analyzatorem trojitym kvadrupolemiiprava vzorku se liSla dle povahy materialy.
Zatimco slupky byly homogenizovany kapalnym dusikeemena hroZnbyla rozdrcena
pouze mechanicky. Extrakce obou vaotkyla provedena okyselenym 70 % methanolem
v ultrazvuku a poté byly extrakty odstény a Zzfiltrovany. DalSi fecisteni
& zakoncentrovani v tomtaipads nebylo provedend’

Stanovené flavonoly byly glykosidy quercetinu, kadéenolu, isorhamnetinu,
taxifolinu, myricetinu a syringetinu s nejvysSimsabem quercetine-glukosidu 329 mg/kg
ve slupkacheervenych hroz odriidy Red Glob&®

Stejnou matrici si pro studium polyferiokvolil také Holecker et a ZmraZeny
a zhomogenizovany prasek ze slupek a semen byhhextan okyselenym 40 %
methanolem, od&tdkn a sediment reextrahovan stejnym rozp#lém. Smichané
supernatanty byly odpeny a v prvnim fipac rozpusény v methanolu, odi&diny
a analyzovany. Druhdast byla rozpusha ve vod a zakoncentrovana na SPE kolonce
s C18 a polystyren-divenylbenzenovou f3zi.

Z 54 identifikovanych latek bylo &kolik flavonoli - glykosidy quercetinu,
kaempferolu, isorhamnetinu a rutin. Ze studie vyalyZe optimalni extraki ¢inidlo pro
stanoveni tohoto druhu latek je methanol okysel@iy% kyseliny chlorovodikové. Byla
také srovnana volbaripného nastku nebo zakoncentrovani na SPE kolonkach. Nakonec
byla jako vhodajSi zvolena metoda fpmého néastku, kdy rozhodla nevyhodna
ekonomicka strdnka SPE analyzy (rozp&dist, kolonky) a malé rozdily v koncentracich

fenolickych latek, tzn. maly vliv matrice.
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Spojeni LC-MS si pro stanoveni flavodol kvétnim nektaru a medu vybral také
Truchado et al? Divodem pro identifikovani a stanoveni polyfenolicédrofilu v &chto
vzorcich bylo zji&ni mista fivodu medu. Vzorky nektaru bylyfedény, odstedny
a supernatantyipcisttny na SPE kolonkach s C18 fazi. Eluce byla provadestym
methanolem. Vzorky medu byly rozpo&sy v okyselené vag dokud nebyly homogenni
a kapalné a poté byly naneseny na SPE kolonkwjgenim gipad.

Ve studii bylo zjis&no, Ze nafiklad med z eukalyptu obsahuje malé koncentrace
glykosidi flavonoidi, ale byly nalezeny i charakteristické flavonoidaglykony -
myricetin, luteolin a tricetin. Potvrzeno to byloayzou k¥tniho nektaru z eukalyptu, kde
se tyto aglykony vyskytovaly ve forrsophorosid.>?

2.4.2.3. Flavanony

Flavanony jsou latky, které sd&eglevSim vyskytuji v citrusovych plodech. Mezi
jejich zastupce p#tnag. naringenirti hesperetin.

Moznosti charakterizacetdhto latek v citrusech byly studovany pomoci HPLC
s UV a fluorescetni detekci. Cerstw vymakana $ava a koncentraty byly odstiény na
centrifuze a Zfiltrovany. Byly studovany &v extrakkni metody: prvni
s dimethylformamidem a oxalatem amonnym a druh&thamolem. Spolu s nimi byl j&st
studovan vliv teploty fed centrifugaci a vliv pH na w#nost extrakce. Studie potvrdila
piitomnost hesperidinu, narirutinu a neoponcirinubaeaci naringinu a neohesperidinu
ve vzorcich pomeraovych dzug.>®

Nekteré flavanony byly ale stanoveny i ve vzorcicimignu, jako pedchozi
flavonoidy*’ Jednalo se o flavanony naringenin, eriodictyolilydroquercetin. Limity
detekce a kvantifikace byly obdobné jako #eqchozich fipadech a jejich koncentrace
ve vzorku byla wadu stovek ng/ml vifpact eriodictyolu a naringeninu a fadu tisic
ng/ml v gipadk dihydroquercetind’

2.4.2.4. Flavanoly (katechiny)

Priprava vzork flavanol je obdobna jako vifpadt flavonoki. Holecker et al.
a Cavaliere et al. identifikovali a stanovovali vienych hroznech krognflavonoli také
flavanoly>®>' V prvnim pipadt byla vyvinuta metoda pro stanoveni 5 flavdnol
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katechinu, epikatechinu, epikatechin gallatu, peskiginu B1 a prokyanidinu BZ.
V druhé praci byly stanoveny stejné flavanoly vepkhch vinnych hrozh a to «etns
sum jejich dimei, trimer a tetramet. V semenech byly stanovenyedevsim gallaty jiz
zminsnych flavanoh.®

Katechin a epikatechin byly také stanovovany vereizt erstvych mandi??
Analyza se tykala slupek mandli &ohu samotného, ale také vody, ve které se mandle
varily, aby se slupka odstranila. Zde se ale standvpeaze obsah celkovych polyfefiol
Folin-Ciocalteovou reakci. Pevné vzorky byly lyafdvany po dobu 7 dni a poté
rozdrceny pod kapalnym dusikem. Naskedoyly provedena extrakce hexanem pro
zbaveni se lipitl a po centrifugaci vysuSeni a extrakce methanofoslednim krokem
bylo vysuSeni extraktu a rozp#ést v pufru pro Folin-Ciocalteovu reakci nebo v miobi
fazi pro LC analyz(? V HPLC-MS stanoveni bylo identifikovano 20 flavadb, z ceho?
byly 2 flavanoly, 3 flavanony a 15 flavoriati flavonol-glykosidi.>*

Stanoveni flavanél konkrétg katechinu, epikatechinu a jejich dimea trimen,
bylo provedeno ve vzorku kakaového prasku. Byh&tfmpyany hodnoty antioxidaint
v extraktu ped a po reakci s ROS, v tomtofigad peroxidem vodiku
a 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovym radikadlem. Kakap prasek byl nejiive extrahovan
hexanem pro zbaveni tila poté extrahovan do methanolu v ultrazvuku. Pstredini
byly supernatanty zfiltrovany, odiEny a rozpughy v 20 % methanolu. Na separaci byla

pouZita kolona s C18 fazi a na detekci hmotnogteksometr s ESI v negativnim métfu.

2.4.2.5. Flavanonoly

NejznangjSim zastupcem skupiny flavanofoje slowenina taxifolin, ktera se
nefastji vyskytuje v citrusovych plodech.ldentifikovan a stanoven byl ale také
v kulitkch prosa spolu s mnoha dal$imi polyfenoly metoHRLC-DAD-ESI-MS>®
Vzorky byly pomlety, prosaty a extrahovany hexargmodstrasni lipida. Polyfenolické
latky byly poté opakovan extrahovany v ultrazvuku do 70 % acetonu, iihy
a supernatanty smiseny. Po oga byly extrakty rozpushy ve vo@d a pH upraveno na
hodnotu 2. Volné fenolické latky byly poté extraay do diethyletheru a ethyl acetétu
(1:1). Vodna faze byla alkalicky zhydrolyzovdna &¢ ofdze odpteny a nasledh
rozpudtny v methanold® Separani systém se skladal z LC s C18 kolonou a mobdni f
smesi okyselené vody a methanolu obsahujiciho 5 %oadetu. Eluce byla gradientova

s celkovymcasem 40 minut a detekce obsahovala ionizaci elghtegem v negativnim
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maodu. Byly identifikovany flavanonoly taxifolin,  x#olin-O-hexoside
a taxifolin-O-pentoside a na zakkaftagmentanich spekter?

Odligny vzorek — vino — si vybral Vitrac et. *AlLatky v rém identifikované
a stanovené bylyipdevsim resveratrol, derivaty stilbenu, ale tak&anonoly astilbin
a dihydromyricetin-3-O-rhamnosid. Ty byly identifikané pomoci UV-Vis detektoru,
zatimco na ostatni latky byl pouzit detektor flmeeiricky. Pouzitd mobilni faze byla
shodna pro ob stanoveni - okyselend $m vody a acetonitrilu - zatimco objem
davkovaného vzorku pro fluorimetrickou detekci pytkrat mensi nez pro UV detektor.
Vyhodou této metody je jednoduchfigszava vzorku, kdyz vzorky vin bylyied analyzou
pouze zflitrovany a poté davkovany.

2.4.2.6. Izoflavony

Skupina izoflavof se od flavon liSi nejvice tim, Ze fenolicky kruh B aglykonu je
navazan v pozici 3 a ne v pozici 2.

Tyto latky byly charakterizovany a stanoveny fiklad v sojovych vyZivovych
doplicich metodou LC-MS® Separ#ni a detekni systém se narozdil odguichozich
studii flavonoid liSil pouzitim APCI misto ESI. Vyhodou této metogsy jednoducha
a rychla piprava vzorku, kdy po extrakci 75 % acetonitrileenaglstedny a zfiltrovany
supernatant pouzilfpmo pro analyzu. Celkem bylo stanoveno 9 izoflayokteré byly
identifikovany na zéakla#d srovnani se standardy a zamveodle jejich fragmentaich
spekter a a jejich koncentrace byla stanovenseeh realnych vzorcicH.

Izoflavony jsou jedny z latek pdti do skupiny fytoestrogén Z tohoto divodu
byly stanovovany v 35 vzorcichiznych dophkt stravy. Extrakce praihla v ethanolu
v ultrazvuku a po néslednénfestni byly pidany vnitni standardy izoflavan s *°C
zna&enymi uhliky. Analyza pradhla na LC-MS pistroji s izotopo¥ zna&enymi
standardy?®

DalSi vzorky, ve kterych byl obsah izoflawostanovovan, byly sinice iasy, jak
sladkovodni, tak mské®® Byl také studovan vliv iipravy vzorku a to sonifikace
na @&innost a vyZnost extrakce. Byla pouzZita jak klasickd ultrazwk lazé, tak i
piistroj se sondou. Poté nasledovala superkriticki@ri extrakce a obsah byl stanoven
pomoci ultradinné LC ve spojeni s MS s ESI v negativnim modaya@atorem trojitym

kvadrupélem a ionty byly sledovany v médu MRM (nplk reaction monitoring}®
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2.4.2.7. Anthokyanidiny

Anthokyaniny jsou ¢ervena barviva vyskytujici se v mnoha druzich ovoce
a zeleniny. Struktura#to jsou glykosidy anthokyanidin

Tyto latky byly stanovovany ve vzorcich semen gskuvinnych hroza*® Bylo
potvrzeno, Ze se vyskytuji ve vysokych koncentfacie vzorcich slupekervenych
hrozni, zatimco v bilych nikoliv. Byly studovany glukogida acyl-glukosidy dchto
anthokyanidii: delfinidinu, kyanidinu, petunidinu, peonidinu alwvidinu. Aby tyto latky
v chromatogramu davaly ostré a symetrické piky, efaudyt také upravena separa
metoda pidanim 5-ti az 10-ti % kyseliny mravéinjako modifikatoru. Diky tomu #a
metoda pro tyto latky vySSi LOD nez pro ostatnivdlaoidy a separace da nizsi
Geinnost™°

Stanoveni a identifikace anthokyahibyly také provedeny v plodech rostliny
myrty obecné, kterd se vefedomdi pouZiva pi vyrobs likéru® Priprava vzorku byla
naloZeni do 70 % ethanolu. Extrakt se poté jiz patiedil a pro kvantitativni analyzu byl
piidan vnitni standard kyanidin-3-O-galactopyranosid. Taktdo byetodou HPLC-MS
stanoveno 9 anthokyariinz cehoz bylo 5 glukositla 4 arabinosidy. Byla také studovana
fragmentace anthokyanidin tzn. aglykori anthokyanifi, na MS analyzatoru iontové
pasti®

Jiny vzorek k analyzeéthto latek si zvolil Macz-Pop et al. a to fazoleufus
Phaseolus wulgaris.®? Identifikovany a stanoveny byly mono- a di-glulkdsikyanidinu
a pelargonidinu a oproti dalSim studiim anthokyaniidyly ve vzorcich nalezeny i volné
aglykony kyanidinu, pelargonidinu a peonidinu. @Gikéerizace majoritnich slozek byla
provedena na LC s UV-Vis detektorem na zékladtergnich ¢asi a UV spekter.
Kvantifikace byla provedena pomoci LC-MS s ESI wziienim mddu. Fiprava vzorku
se skladala z homogenizace vzorku, extrakce v d¢dyS8en methanolu ultrazvuku
a nasledné centrifugace. Supernatant byl vzdyéledda tento krok se 5x opakoval.
Vysledny extrakt byl odgan a rozpugh v deionizované vad DalSim krokem bylo
pieciSténi vzorku a to opakovanou extrakci hexanem ai@fppana 2 ml vodného extraktu,
ktery byl poté nanesen na SPE kolonku s C18 fdriceEbyla provedena okyselenym

methanolem, ktery byl odpen a odparek rozput v deionizované vad®
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Charakterizace a stanoveni anthokyaninovych barvigkolika desitkdch druzich
vina bylo také cilem Papouskové ef%Pro kvantifikovani skolika desitek glykosidl
pelargonidinu, cyanidinu, delphinidinu, peonidinpetunidinu a malvidinu se pouzila
kalibratni zavislost malvidin-3-glukosidu. Tato prace dettaabyvala srovnanim metody
UHPLC auLC s vysledkem, Ze @htechniky jsou pro stanoveni anthokyahirhodné, ale
UHPLC nabizi niz&i hodnoty LOD, LOQ &t$i reprodukovatelno$t.

DalSim vzorkem, ve kterém byly anthokyaniny studgvéyla rostlina zimolez
kamtatsky®® V této studii byla nejiive provadna frakcionace latek na semipreparativni

kolons a nasled&identifikace glykosidl s vyuZitim technikyiLC/MS a MS.

2.4.3. DalSi polyfenolické latky

Treti skupinou, kterd patmezi polyfenolické latky, jsou sléaniny, které nejsou
ani fenolické kyseliny, ani flavonoidy.

Prvnim zastupcem jsou tanniny, které se moheiit cha hydrolyzovatelné
a kondenzovan® Hydrolyzovatelné tanniny jsou estery gallové kisel kondenzované
jsou polymery polyhydroxy-flavanol mononier

Polymerické tanniny a jejich oligomery z hroznovéhima byly analyzovany
z divodu jejich @&inku proti infekknim plisnim. Tanniny inhibuji stilben-oxidasu, kter
v nezralych hroznech oxiduje resveratrol a pteltmeti, cimz zabr#uje infekci plisni Sedé
Botrytis cinerea.® V této studii byla provedena extrakce a frakci@ntmnniri a latky byly
poté detekovany MS s iontovou pdsti.

DalSim vzorkem, kde byly tanniny studovany, bylatlioa tize ¢inska uzivana
v tradini ¢inské medicic Spolu s hydrolyzovatelnymi tanniny (gallotanniny
a ellagotanniny) byly také identifikovany a staany flavonoly a anthokyanirfyj. Latky
byly kvantifikovany jak v methanolickém extraktu moci LC-MS, ale také metodou
MALDI-QIT-TOF-MS, kdy byl davkovan 1ul ziedného extraktu na vzorkovaci
podlozku®®

Dalsi skupinou jsou polyfenolické amidy. Ratsem avenanthramidy
a kapsaicinoidy.

Byla vyvinuta LC-MS metoda pro stanoveni avenamthdé a poté aplikovana na
vzorky ovsa&’ Vzorek mouky byl opakovan extrahovan 80 % ethanolem, ot

a rozpudin v methanolu. Sepafiai ¢ast analyzy prothla systémem reverznich fazi
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s kolonou s navazanou C18 fazi a okyselenou mofdiniiacetonitril - voda. MS detekce
byla nastavena na ionizaci elektrosprejem v padzitiv modu spolu s kvadrupélovym
analyzatoreni’

Kapsaicinoidy jsou latky, které #pobuji palivost chilli paptiek ¢i raznych
pepr.®® Nejdifve bylo it tschto latek (nordihydrokapsaicin, kapsaicin, dihydnosaicin,
homokapsaicin a homodihydrokapsaicin) identifikavametodou LC-MS a poté byla
vyvinuta metoda pro jejich stanoveni ve vzorcichpipe pomoci metody HPLC
s fluorimetrickym detektorem. Rozdil oproti jinyntasoveni polyfendi byl ten, Ze zde
byla vyuZita monoliticka kolona a vyhodou doba gmgl- 8 minut®®

DalSi skupinou péici do této kategorie mohou byt stilbeny a jejicjznangjsi
zastupce resveratrol. Jsou to latky, které se maghae vysokych koncentracich
ve vinnych hroznech a ve WnV této realné matrici byly stanoveny spolu s fiagidy
metodou HPLC s fluorimetrickym detektorem. Konkféttilbeny a jejich optické izomery
zde stanovené byly piceid, astringin, resveratidiidol >’

Shodnou rostlinnou matrici si vybral i Holecker &t* Kromg flavonoidi byl
i resveratrol-3-O-glukosid identifikovan a stanowanvzorcich vinnych hroZn LOD této
metody byl v pipads tohoto stilbenu ¥adu desitek ng/mt:

Stilbeny se vSak mohou vyskytovat i Hi&md v chmelu a proto byla vyvinuta
metoda LC-MS pro analyzu piVa.Priprava vzorku se skladala z odpiph vzorku
v ultrazvuku, naslednéhaetkni a gecisteni na SPE kolonce s C18 fazi. Analyty byly
eluovany okyselenym methanolem (1 M kys. octovapkgselenym ethyl acetatem.
Vysledny extrakt byl odgan a rozpugh v mobilni fzi. Sledované analyty bylsans-

a cis-resveratrol d@rans- a cis-piceid. Celkova koncentrace sumy obou optickycterfo

resveratrolu byla vedSing piv v fadu jednotek aZ desitely/1.%°
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Instrumentace

Prakticka cast diplomové prace byla vypracovana s vyuzitinraultinného
kapalinového chromatografu (UPLC, Acquity, Watees)hmotnostniho spektrometru
Q-ToF Premier (Waters) s ionizaci elektrosprejenmyaridnim analyzdtorem Q-ToF.
Pouzit4 kolona byla ziky Kinetex 2,6um - C18 (50 x 2,1 mm).

Obrazek 13: Kapalinovy chromatograf Acquity (vlevo)a hmotnostni spektrometr Premier (vpravo).

(Katedra Analytické chemie, Univerzita Palackého, @mouc)

3.2.Chemikalie

Presné navazky standdirdoyly rozpusny v methanolu (Fisher Chem., HPLC
grade) na zéasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml.ZRé&ustandardy byly kaempferol
(Sigma, 97 %), quercetin (Sigma, 98 %), quercetgit®&oside (Sigma, 98 %) a rutin
(Fluka, 95 %).

V piipad mobilni faze byla pouZita deionizovana voda (Laeh; Water for
HPLC), acetonitril (J.T.Baker, HPLC, gradient gradeyselina mravefi (99,7 %).

Pri pripraw vzorku byla pouzita deinizovana voda (Millipore,aWr Purification
Systems, Direct UV, 18,2 § cnf) a methanol (Fisher Chem., HPLC grade).
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Pfi studiu hydrolyzy byly pouzity tyto chemikalie: HGkonc. 35 %), NaOH
(98 %), NH,OH (konc. 25 %) a octan amonny (95 %).

Pro stanoveni antioxidai kapacity metodou FRAP byly pouzity tyto chemi&al
standard tripyridyltriazinu (Sigma, > 98 %), Fe(®7 %) a Mohrovais.

3.3.Metoda

Nastaveni kapalinového chromatografu bylémito parametry: prtok 0,6 ml/min
a mobilni faze A: 0,1 % HCOOH ve wdda B: 0,1 % HCOOH v acetonitrilu
s gradientovou eluci 2 % B dasu 2 min, poté linearni niggt na 100 % B ¢ase 7,5 min,
pak pokles z§t na 2 % B Wase 9 min a ekvilibrace s 2 % B &asu 10 min.

Hmotnostni spektrometr obsahoval ionizaci elektrgign a byl nastaven na tyto
podminky, které byly studovanyipnéreni 4 standard

Teplota ve zdroji byla studovana v rozmezi 80 - 2POv krocich po 10 °C
a na zaklaglvysledki bylo vybrano 120 °C.

Teplota desolvatamiho plynu byla studovana v rozmezi 250 - 450 °@racich
po 50 °C a na zakladrysledki bylo vybrano 450 °C.

Pritok desolvataniho plynu byl studovan v rozmezi 400 - 800 I/hadwpkrocich
100 I/hod a na zakl&drysledki bylo vybrano 700 I/hod.

Napsti na vstupni $rbiné (sampling cone) bylo studovano v rozmezi 20 - 60 V
v krocich po 10 V a na zakladysledki bylo vybrano 50 V.

Nastaveni optiky (pre-filter) bylo studovano v razn4 - 10 voli v krocich po
1V a na zaklaglvysledki bylo vybrano 6.

Poslednim parametrem byla optimalni kolizni enerditera byla studovana
v rozmezi 20 - 40 V v krocich po 5 V a na zaklagisledki byla vybrana hodnota 30 V.

3.4.Pracovni postup

Z pripravenych zasobnich roztblkaempferolu, quercetinu, quercetin-3-glukosidu
a rutinu o koncentraci 1 mg/ml byly metodou postlmmiedini pripraveny kalibrani
roztoky o koncentraci 1000 ng/ml, 300 ng/ml, 10@nmig 30 ng/ml, 10 ng/ml a 3 ng/ml.
Kazdy bod byl zréten tikrat.

27



Soulgzreé se vSemi kalibrnimi body a vzorky byl do mobilni fazeimichavan
vnitini standard leucin-enkefalin pro normalizaci odeavytitoku 5ul/min a koncentraci
5 ug/ml.

100

Rutin [M-H]- 609.146

305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450

100

= Quercetin-3-glucoside [M-H]- 463.088

3.05 3.10 3.15 320 3.25 3.30 3.35 3.40 345 3.50 355 3.60 365 3.70 375 3.80 3.85 3.90 3.95 4.00 405 410 415 420 425 430 435 4.40 445 450
Quercetin [M-H]- 301.035

305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450

- Kaemferol [M-H]- 285.040

Time
305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450

Obrazek 14: Chromatogram standardi o koncentraci 1000 ng/ml.

Priprava vzorku zerstvého rostlinného materidlu (brokolidér,assica Oleracea
var. italica), ktery byl zakoupen v mistnim supermarketu v diidwezen - duben 2012,
se skladala zdakolika kroki. Prvnim byla homogenizace vzorku ibftizné hmotnosti 2 g
s naslednou extrakci do 100 ml 50 % methanolu. &kzdryl sonifikovan, po odsdni
zfiltrovan a tento rostlinny extrakt byfipraven pro dalSi pouZiti.

Pro gecisteni a zakoncentrovani vzorku byla pouzita SPE (gofidse extraction)
metoda. Byly studovany dva druhy SPE kolonek: s @&hexovou fazi (Waters, Oasis,
MAX, 60 mg) a pouze s C18 fazi (Waters, Oasis, HRBmg).

SPE kolonka MAX byla kondiciovdna 2 ml MeOH a ndste2 ml HO. Poté
se nanesl okyseleny vzorek (5 #l10 ml v gipad vyvari, v 1 % HCOOH), ktery
se nasledhpromyl 2 ml 5 % NHOH v HO. Prvnim eldnim ¢inidlem byl 1 ml MeOH
a druhym 1 ml 2 % HCOOH v MeOH. Poté byly vzorkypeany a rozpughy v 1 ml
deionizované vody.

U SPE kolonky HLB pouze s C18 fazi byl krok kondic@ni a nanaSeni vzorku
shodny, jen s menSim objemem - 1 ml. Poté bylark@gpromyta vodou (1 ml) a latky
byly eluovdny v 1 ml 100 % MeOH. Vzorek byl néslédodpden a rozpusn

v deionizované vod
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Pro uvolreni flavonoli z jejich glykosidi byla provedena hydrolyza po SPE
v 50 % MeOH pomoci 2 M - HCI| po dobu 75 minuti 80 °C. Neutralizace byla
provedena 2 M - NkOH.

Tepelna Uprava brokolice se skladala #ewav pde a ve vod. MnoZzstvi brokolice
varené v pé& bylo 58,1 g a nasledého vyvaru bylo 95 ml. Pi@wave vod bylo pouzito
59,2 g a vyvaru po ¥ani bylo 270 ml. Oba vzorky byly ¥@&ny po dobu 10 min.

Antioxidacni kapacita byla stanovena pomoci metody FRABylo piipraveno
reakni ¢inidlo ze smisi octanového pufru o pH 3,6, standardu tripyridytinu
a Zelezitych iont. Pro stanoveni vzotkbyly vytvoreny kalibr&ni snesi tohotocinidla
spolu s éznymi koncentracemi Zeleznatych ibrt 100, 300, 500 a 700 a 100M Fé&*.
Absorbance byla potédtena i 596 nm.

3.5.Pouzité programové vybaveni

Zakladni statistické zpracovani dat bylo realizav@momoci programu Microsoft
Excel 2003.

4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1.Vyvoj metody pro identifikaci polyfenolovych latek v extraktu
brokolice

4.1.1. Extrakce polyfenohi z rostlinného materialu

Kvalitativni cast této prace byla roZéna do ®kolika kroki. Nejdiive byla
provedena literarni reSerSe, ze které byl vigmoseznam latek, které byly naslédn
hledany v realnych vzorcic¢fi.’*"

Poté byly zndteny prvni vzorky. Byla provedena extrakce zhomagmraneho

vzorku brokolice v methanolu, vzorek byl zfiltroyamedn a nagfknut do systému
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LC/MS. Hodnotym/z pozorovanych iorit jsou uvedeny v Tabulce 1. Jejich identifikace
byla zaloZzena na stanoveriepné hmoty pomoci hmotnostniho spektrometru s aschiz
elektrosprejem a hybridnim analyzatorem Q-ToF arsni s pesnou hmotou jejiho
sumarniho vzorce a také na zaklggmentanich spekter.

Charakteristickym rysem glykoside fakt, Ze pod stejnym pafmem nvz se niize
vyskytovat vice izomér Tento fakt je diskutovan v kapitole 4.1.3. Fragtaee.

Tabulka 1: Prav@&podobné fitazeni latek nalezenych v methanolickém extrakteva|
nazev latky, vzorec,ipsna teoretickd hmotnost M a [M-H}hyba v ppm a celkova
intenzita (sotiet scai pres pik). Zkratka K znamena kaempferol.

Nazev latky CxHyOz M [M-H] " Chyba (ppm) Intenzita
Kyselina ska@icova C9HB802 148,0524  147,045p 4,1 329
Kyselina kumarova C9H803 164,0443 163,0401 4,3 128

Kyselina kavova C9HB804 180,042 179,0349 11,2 123
Kyselina chinova C7H1206 192,0633 191,0561 6,3 1490
Kyselina sinapova C11H120§ 224,0684 223,06[2 4,5 85
Katechin C15H1406| 290,079pD 289,077 -5,2 75
Quercetin C15H1007| 302,047 301,03%4 2,0 826
Kyselina chlorogenova C16H1809 354,09p0 353,0978 6,5 322
Feruloyl-glucoside C16H2009 356,11(¢7 355,1085 7,0 480
Sinapoyl-glucoside C17H2201p 386,1212 385,11B4 4,7 1320
Kaemferol-3-O-glucosidg
quercitrin C21H20011] 448,100p 447,0932 -0,4 194
1-sinapoyl-gentiobiose| C23H32015 548,1741 547,1468 -4,6 137
K-3,7-diglucoside / K
glucosyl-glucoside C27H3001¢ 610,1583 609,14p1 4,4 301
1-sinapoyl-2-feruloy!

gentiobiose C33H40018 724,2214 723,2141 0,6 914

1,2-disinapoyl-gentiobiode C34H420119 754,2320 753,2247 -0,8 701
1,2'-disinapoyl-2-feruloyl

gentiobiose C44H50022 930,2793 929,2715 -0,2 478
1,2,2'-trisinapoyl

gentiobiose C45H52023 960,2899 959,28p7 1,8 687

4.1.2. Extrakce na pevné fazi

Pro pecisteni a zakoncentrovani vzorku rostlinného materiglla vyvinuta SPE
metoda. Byly studovany kolonky 2 typ HLB s C18 fazi a MAX s C18 a anexovou fazi.

V piipadt typu HLB kolonek byla testovana eluce latek postugiznymi snésmi
voda — methanol s rostouci étil silou (20, 50 a 100% MeOH s 1% HCOOH). Nalezené
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latky jsou uvedeny v Tabulce 2. Byla vzdy vybrah&e s nejvyssi intenzitou dané hmoty
a nejvice latek se eluovalo ve frakci obsahujic#bthethanolu. Toto edmi ¢inidlo bylo

pouzivano i dalSich SPE extrakcich.

Tabulka 2: Prav@&podobné fitazeni latek nalezenych v éhich frakcich. Zleva: ndzev
latky, vzorec, pesna teoretickd hmotnost M a [M-Hglwni ¢inidlo, chyba v ppm a

celkova intenzita (sdet scaf pres pik). Zkratka K znamena kaempferol.

Chyba
Nazev latky CxHyOz M [M-H] Eluce (ppm) Intenzita
Kyselina salicylova C7H603 138,0316 137,0244 20% MelOH 6 6 1530
Kyselina skaicova C9H802 148,0524 147,042 H,O 7,5 1420
Vanillin C8H803 152,0473 151,0401 50 % MeQH -2.0 279
Kyselina kumarova C9H803 164,0473 163,0401 50 % MgOH 6,7 1510
Kyselina vanillova C8H804 168,042 167,03¢9 50 % MepPH 4 8, 624
Kyselina kdvova C9H804 180,0442 179,0349 50 % MeOH 5,6 5 44
Kyselina veratrova C9H1004 182,050 181,0306 50 % MgOH 0,6 - 251
Kyselina chinova C7H1206| 192,0633 191,0861 H,O -6,8 3990

Kyselina ferulova C10H1004| 194,0579 193,0906 50 % MgOH 0,91 1480
Kyselina sinapova C11H1204 224,0684 223,0612 50% MeéOH 4 5 1180

Kyselina chlorogenovph C16H180¢ 354,0950 353,0878 50EQM 6,5 6470
Feruloyl-glucoside C16H2009 356,1107 355,135 50 % MgOH 7,3 3390
Sinapoyl-glucoside C17H2201p 386,1212 385,1134 50 % MeO 4,2 9060

K-3-O-glucoside C21H20011 448,1005 447,0932 50% MeOH 9 2, 1060

1-sinapoyl-gentiobiosp C23H32015 548,1741 547,168 30¢HH 2,7 8120

K-3,7-diglucoside / K
glucosyl-glucoside C27H3001¢ 610,1583 609,1461 50 % M¢O -1,3 1140

1-sinapoyl-2-feruloy!

gentiobiose C33H40018 724,2214 723,2341 100 % MgOH 5,1 3019
1,2-disinapoy!
gentiobiose C34H42019 754,2320 753,2447 100 % MgOH 3, 60 24

Druhym typem SPE byla kolonka MAX s C18 a anexovazi. Po naneseni
okyseleného vzorku a promyti hydroxidem amonnymia lppst provedena frakcionace
vzorku, v tomto pipact ale pouze ddma cinidly: methanolem a okyselenym
methanolem (2 % HCOOH). Krafrkyseliny ferulové se vSechny nalezené latky elipova
v okyseleném eltnim ¢inidle, viz. Tabulka 3.
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Tabulka 3: Prav@&podobné fifazeni latek nalezenych v éhich frakcich. Zleva: nazev

latky, vzorec, pesna teoretickd hmotnost M a [M-Hluni ¢inidlo, chyba v ppm

a celkova intenzita (s@et scaid pres pik). Zkratka K znamena kaempferol, Q quercetin.

Chyba

Néazev latky CH,0, M [M-H] Eluce (ppm) Intenzita
Kyselina salicylova C7H603 138.0316 137.0244 | H" MeOH 7.3 328
Kyselina skoficova C9HB802 148.0524 147.0452 | H* MeOH 12.2 71

Vanillin C8H803 152.0473 151.0401 | H" MeOH 8.6 40
Kyselina kumarova C9HB803 164.0473 163.0401 | H* MeOH 0.9 268
Kyselina vanillova C8H804 168.0422 167.0349 | H" MeOH 6.0 257
Kyselina kavova C9H804 180.0422 179.0350 | H" MeOH 6.7 318
Kyselina chinova C7H1206 192.0633 191.0561 | H* MeOH 4.7 657
Kyselina ferulova C10H1004 | 194.0579 193.0506 MeOH -11.4 559
Kyselina sinapova C11H1205 | 224.0684 223.0612 | H" MeOH 6.3 424
Kaempferol C15H1006 | 286.0477 285.0405 | H" MeOH -1.1 1100
Quercetin C15H1007 | 302.0427 301.0354 | H" MeOH 3.0 215
Kyselina chlorogenova C16H1809 | 354.0950 | 353.0878 | H" MeOH 4.2 730
Feruloyl-glucoside C16H2009 | 356.1107 | 355.1035 | H"* MeOH 3.4 213
Sinapoyl-glucoside C17H22010| 386.1212 | 385.1140 | H* MeOH -8.6 1220
1-sinapoyl-gentiobiose C23H32015| 548.1741 547.1668 | H" MeOH -4.8 1500
K-3,7-diglucoside / K- 2
glucosyl-glucoside C27H30016| 610.1533 609.1461 | H" MeOH 8.7 2290
Q-3-O-sophoroside = Q-3,7- N i
di-O-glucoside C27H30017| 626.1483 625.1410 | H" MeOH 6.6 61
1-sinapoyl-2-feruloyl- 2
gentiohiose C33H40018| 724.2214 | 723.2141 | H® MeOH 17 2220
1,2-disinapoyl-gentiobiose | C34H42019| 754.2320 753.2247 | H" MeOH -1.2 3900
K'S'O'séiﬁzgg?;éde'7'o' C33H40021| 772.2062 | 771.1989 | H*MeOH | 4.4 108
1,2’-disinapoyl-2-feruloyl- +
gentiobiose C44H50022| 930.2793 929.2720 | H" MeOH 3.2 190
Q-3-O-(p-coumaric)-
sophoroside-7-O-glucoside /| )5 145004 | 9342379 | 933.2306 | H* MeoH | 2.8 34
K-3-O-caffeoyldiglucoside-7- ; ; ;
O-glucoside
K-3-O-feruloyldiglucoside-7- N
O-glucoside C43H48024 | 948.2535 947.2463 | H" MeOH 1.2 70
1,2,2'-trisinapoyl-gentiobiose| C45H52023 | 960.2899 959.2827 | H* MeOH 1.0 321
K-3-O-sinapoyldiglucoside-7- N
O-glucoside C44H50025| 978.2641 977.2568 | H" MeOH 3.0 278
K-O-(feruloyl)-
sophorotrioside-7-O- C49H58029 | 1110.3063 | 1109.2991 | H"* MeOH 2.0 170
glucoside
K-O-(sinapoyl)-
sophorotrioside-7-O- C50H60030| 1140.3169 | 1139.3097 | H* MeOH 14 207

glucoside
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4.1.3. Fragmentace

Pro potvrzeni identifikace ékolika vybranych latek byly slaeniny v realném
vzorku fragmentovany kolizni energii 30 V. Na zé&klditeratury a teorie o fragmentaci
flavonoidi a jejich glykosid byla potvrzena jejich identifikace a navrzena fnagta&ni
schématd®"*

Presna hmota 609,1461 odpovidikalika latkam se shodnym sumarnim vzorcem.
Této hmotnosti odpovida spojeni aglykonu kaempteral dvou hexos - glukodid
V chromatogramu byly nalezeny 4 piky pro tut@gnou hmotu. Nejprve byl vyléan
standard rutinu (se shodnym p&em hmotnosti a naboje), nebpo pidavku tohoto
standardu byl v chromatogramu nalezen dalSi pik.

Poté byla studovana fragmeina spektra dchto latek, ktera v negativnim maodu
vzdy poskytla ion s m/z 285 (aglykon kaempferolw) piipact dvou piki také ion o m/z
429, ktery je dle Vukicse et aliippmny v gipads disacharidového glykand:"* Z toho
vyplyva, Ze se tive jednat o kaempfer@-diglukosidy s glykanem navazanym v pozicich
3 anebo 7.

DalSi dva piky, které neobsahovaly charakteristidopn 429 mohou byt
kaempferol-diO-glukosidy s déma glukosovymi jednotkami vazanymi ddieie na fizné
hydroxyskupiny aglykonu.

Podobna situace nastava také u hmot s m/z 625,a4687, kde se také jedna
o izomery. Jejich identifikace byla &pzaloZena na fragmentsich spektrech, potvrzeni
standardem v fiipact latky s m/z 463 (quercetin-3-glukosid) a litergtur flavonolech
v brokolici.”"

Prvni zvolenou fragmentovanou latkou byl quercetia, jeho MS a ve vgzu

MS/MS spektrum na obrazku 15. NavrZzené fragniemtschéma je na obrazku 16.
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Obréazek 15: MS spektrum quercetinu (m/z 301) a veywezu jeho fragment&ni MS/MS spektrum.
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Obrazek 16: Navrzené fragment&ni schéma quercetinu.

Ve slowenirg quercetinu dochazi ke épeni vazby mezi kyslikem a uhlikem
v pozici 2 a uhliky v pozici 2 a 3, viz. obrazek dRecné struktury flavonoidu. Nasledn
miZe nastat dekarbonylace fragmentu o m/z 179 zekwzinagmentu s m/z 15%.Ten
muze ale také zarovievznikat gimo z molekuly quercetinu&ienim vazeb mezi kyslikem
a uhlikem v pozici 2 a mezi uhliky v pozicich 3.a 4

DalSi fragmentovanou sléeninou byl kaempferol-3-glukoside. Jeho MS spektrum
a MS/MS spektrum Ize vid na obrazku 17.
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Navrzené fragmentai schéma je na obrazku 18, kdy fragmentaci téky Mznika
jeji aglykon kaempferol. S@¢asné s nim také kaempferol radikal s hmotou m/z 284

100 284.0279
100 141.0179
285.0453 447.0963
127.0024 217.0038 L |
¢ 60 80 100 120 140 160 180 200 220 24 0 18073;?;163310 340 360 380 400 420 440 460
447.0907
723.5062
1729508 236995 406.9048 738.5267
59.0168
112.9857 2549582 o» s08s , 4748635 |
98.0263 334.9667 358.9240 5169203 5788342  634.8002 |
677.4907 750.7258 | 919.2964
" LA TR TR YR AT A YW 1) l 755?;5901332.%,!@54 i
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 100’(?/Z
Obrazek 17: MS spektrum kaempferol-3-glukosidu (m/z47) a ve vyezu
jeho fragmentatni MS/MS spektrum.
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Obrazek 18: Navrzené fragmenténi spektrum kaempferol-3-glukosidu.
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Dalsi vybranou fragmentovanou latkou byla latkaskepiny fenolickych kyselin

a to kyselina chlorogenova. Jeji MS a MS/MS spehtjel zobrazeno na obrazku 19.

9
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100 141.0181
«
217.0047
® 179.0390
127.0031
N
| \ ‘ ‘ L L . .
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
117.0208 1720501 (369936 1080035
98.0264 56578680 ! a0t 5471636
-238.9850 358.9395 ‘ 516.9148 | 5788391 ! ! !
‘ ‘ \, ‘L l ( ‘ ) o ‘833763‘4-7516 712.7489732.7453 776.7449  30.7431
4. | % 7
‘ L Ll mumtw\ﬂ M‘. L o b b il il L i " b "
0 T f ? y ¥ y * ¥ i y ‘ u " * ? y ¥ y r y ' m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Obrazek 19: MS spektrum kyseliny chlorogenova (m/353) a ve vyezu

jeji fragmentaéni MS/MS spektrum.

Na obrazku 20 Ize vid navrzené fragmentai schéma této kyseliny. Odpenim

molekuly kyseliny kavové vznikd fragment o m/z 181nejvyssi intenzitou. S nizsi

intenzitou vznika také samotna kyselina kdvova b 1.
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Obrazek 20: Navrzené fragmenténi spektrum kyseliny chlorogenové.

DalSi nalezenou latkou, ktera byla fragmentovama motvrzeni struktury, byla

sinapoyl-feruloyl-gentiobiosa - disacharid séoha acylovanymi fenolickymi kyselinami.

Na obrazku 21 je zobrazeno jeji MS spektrum s matelym pikem o m/z 723 a MS/MS

spektrum ve viezu.
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Obrazek 21: MS spektrum sinapoyl-feruloyl-gentiobi®y (m/z 723) a ve vjezu
fragmentaéni MS/MS spektrum.

Na obrazku 22 je navrzené fragmemntiaschéma této latky. Ve spektru Izeatighk

dva fragmenty volnych fenolickych kyselin (sinap®én/z 223 a ferulova s m/z 193), tak

i jejich fragmenty po od&peni molekuly vody s m/z 205 a m/z 175. Fragmemejgyssi

hodnotou m/z 499 se sklada z gentiobiosy a acy®ksseliny ferulove.
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Obrazek 22: Navrzené fragmenténi spektrum sinapoyl-feruloyl-gentiobiosy.
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4.2.Stanoveni quercetinu a kaempferolu v extraktech brkolice

4.2.1. Kalibra éni zavislost

Pro stanoveni kaempferolu byla pouzita kalktbfezavislost v rozsahu koncentraci
30 az 1000 ng/ml. Zavislost byla nejlépe popsargnpmickou rovnici druhého stupn
Pro stanoveni quercetinu byla pouzita linearnisdast.

Pro normalizaci odezvy bylipkazdém ndteni do mobilni faze fjdavan vnitni

standard leucin-enkefalinu o koncentragiggml.

Zavislost pom éru intenzity piku a vnit  F. stand. na koncentraci kaemferolu
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Obrazek 23: Kalibraéni zavislost kaempferolu v rozsahu koncentraci 30221000 ng/ml.
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Obrazek 24: Kalibra¢ni zavislost quercetinu v rozsahu koncentraci 100giml az 1000 ng/ml.
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Stanoveni limitu detekce (LOD) a limitu kvantifiladqLOQ) bylo stanoveno
metodou, kdy v fipac LOD je ponér piku / Sumu ¥tSi nez 3 a vilpac LOQ WwtSi nez
10.

Chromatogramy koncentraci, kterémpl tyto poZadavky jsou na obrazku 25 a 26.
LOD pro kaempferol je koncentrace 10 ng/ml a LOQngImI. V gipadt quercetinu je
LOD koncentrace 30 ng/ml a LOQ 100 ng/ml.
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Obrazek 25: Chromatogramy quercetinu spiiujici kritéria pom éru signal/Sum pro LOD a LOQ.
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Obrazek 26: Chromatogramy kaempferolu spiiujici kritéria pom éru signal/Sum pro LOD a LOQ.
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Pro studium vyZnosti extrakce byl proveden experiment, kdy sexkaktu
brokolice fridaval pidavek standardu kaemferolu a quercetinu o stejpgledné
koncentraci 400 ng/ml. Prvniipavek byl Bhem extrakceied SPE, druhy po SPE iati
po hydrolyze.

Pro studium celkové v§Enosti operaci ifpravy vzorku byl proveden experiment,
kdy se ke vzorku ifdaval gidavek standardu kaempferolu a quercetinu o stejaiedné
koncentraci 400 ng/ml. Prvniigavek byl Bhem extrakceiged SPE, druhy po hydrolyze.
Statistickym vyhodnoceni vysletlkha shodu stanovenych koncentraci Q a K bylocnicst
Ze se koncentrace analyve vzorcich s obma gidavky nelisi na hladihvyznamnosti

alfa = 0,05.

4.2.2. Stanoveni volného quercetinu a kaempferolu v rostiném vzorku

Stanoveni dvou latek - quercetinu a kaempferolyle Iprovedeno v rostlinném
extraktu po pecisteni a zakoncentrovani na SPE kolonce. Kazdy vzogKLOx zZedn

destilovanou vodou (po eluci v SPE byl vzorek vimeblu) a 3x zren.
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Obrazek 27: Chromatogram kaempferolu a quercetinu vextraktu po zakoncentrovani na SPE.

Pouzité rostlinné vzorky bylyerstva brokolice, brokolice y¥ana v p& a videna
ve vodt. Sowasre byly také oba analyty hledany ve vzorcich vyvarvaeni v pde

a ve vod, kde ovSem volny quercetin ani kaempferol nebylekievan. Ve vzorku
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brokolice vaené v pé&e a ve vod byly koncentrace volného quercetinu a kaempfepold
limitem kvantifikace a tak mnoZzstvi nemohlo bytrgtaeno.

Mnozstvi kaempferolu a quercetinu ve 100 g vzogkujedeno v Tabulce 4.

Kaempferol Quercetin
Typ Gpravy Obsah fig) v 100 g| Obsahu@) v 100 g
Cerstva brokolice 702 n.q.
Vaiena v pée n.g. n.g.
Vyvar z vdeni v pde n.d. n.d.
Varena ve vod n.g. n.q.
Vyvar z vdeni ve vod n.d. n.d.

Tabulka 4: Obsah volného kaempferolu a quercetinu \brokolici (obsah ve 100 géerstvé resp. tepeli
upravené brokolice), n.d. znamena, ze koncentracenalytu byla pod limitem detekce a n.q., Ze

koncentrace analytu byla pod limitem kvantifikace.

Obsah volného kaempferolu a quercetinu se stanbviekrat s gkolika niznymi
vzorky brokolice. MnoZstvi bylo ale jen v jednomigact kvantifikovano, nebt obsah
volnych flavonol kaempferolu a quercetinu je velmi nizky aizmych druzich brokolice
se mize liSit. Koh et al. udavd, Ze celkovy obsachto dvou latek, nejen volnych
aglykoni, se niiZe liit aZ o stovky procent v zavislosti n&mm obdobf’>

DalSim vys¥tlenim, pr@ je obsah volného kaempferolu a quercetinu takynik
Ze tyto flavonoly jsou vazany jako glykosidy, caityzovala i LC/MS datasthto vzorki,
kde se vyskytovaly tyto ionty: m/z 447 (kaempfegbalikosid), 609 (kaempferol-diglukosid
¢i sophorosid) a 771 (kaempferol-glukosid-sophorpsid pripadt quercetinu se jednalo
0 ionty: m/z 463 (quercetin-glukosid), 625 (queirceliglukosid ¢i sophorosid) a 787
(quercetin-glukosid-sophorosid). Jejich identifigdnyla jiz dive potvrzena fragmentaci.

Na obrazku 28 je viet chromatogram s vybranymi hmotami pro 4 glykosidy
kaempferolu. Glykosidy s menSi hmotou, ale eluyjé&btejny retetni ¢as (nap. m/z 447
a 609 v retéas 2,89) mohou byt také produkty rozpadhdm ionizace.
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Obréazek 28: Chromatogram glykosidi kaempferolu ve vybraném ret.¢ase 2,5 az 5 minut s hmotami
m/z 285 (aglykon kaempferol), 447, 609 a 771.

4.2.3. Stanoveni kaempferolu a quercetinu po hydrolyze

Protoze se flavonoly v rostlinném materialu vyskiytiako glykosidy, tak pro
stanoveni celkového obsahu flavaholkonkrétg kaempferolu a quercetinu, byla
provedena hydrolyza vzorku jakKerstvé tak tepeth upravené brokolice detrg
odpovidajicich vyvatr.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5 a na grafu nazir 29.

Kaempferol Quercetin
Typ upravy Obsah (mg) v100 ¢ Obsah (mg) v 100 g
Cerstva brokolice 6.65 2.58
Varena v pé&e 1.02 0.20
Vyvar z vdeni v pde 0.13 n.g.
Varend ve vod 0.35 0.08
Vyvar z vdeni ve vod 0.50 0.12

Tabulka 5: Obsah kaempferolu a quercetinu v tizné upravenych vzorcich brokolice (Fepcet na
obsah ve 100 gerstvé resp. tepeld upravené brokolice), n.q., Ze koncentrace analythyla pod

limitem kvantifikace.

NejvysSi mnozstvi kaempferolu a quercetinu bylmet@no ve vzorkwerstvé
brokolice a to 6,65 mg/100 g a 2,58 mg/100 g. Thadnoty koresponduji s vysledky Koh
et al., ktéi stanovovali mnoZstvi kaempferolu a quercetinu rekblice v zavislosti

na ra&nim obdobi’®
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Obrazek 29: Vliv tepelného zpracovani brokolice nzelkovy obsah zhydrolyzovaného kaempferolu a

quercetinu.

Mnozstvi tchto dvou latek ovsem po tepelné Ugrajak v pae, tak i ve vod,
vyrazre kleslo. Ok latky jsou antioxidanty a tak je prayjmbdobné, Ze se &ita ¢ast mohla
piengnovat diky svym redoxnim vlastnostem.

Souasre byly také analyzovany vyvary z obou tepelnych upeaz vysledi
vyplyva, Ze nejvice latek se do vyvaru extrahujghdm vdeni ve vod. Obsah
kaempferolu byl ve vodném vyvaru vice nez 4x vyB8Z v samotném uieném
rostlinném materialu, quercetinu 1,5x vysSi.

MoZné srovnani rize byt s Vallejo et d° V jejich studii srovnavali obsahy
derivati fenolickych kyselin, pedevsSim ale také obsah celkovych flavodomb rizné
tepelné Upra¥ Ve vzorkucerstvé brokolice byl stanoven obsah celkovych fieidi
na 65,9 mg/100 g. Vifpadt vareni v pde klesl celkovy obsah flavonaicha 58,6 mg/100
g, zatimco fi varu ve vod az na 12,6 mg/100 §.Z toho vyplyva, Ze i tepelné Gpra¥
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obsah flavonoid klesa, ve velké mé se extrahuji do vody, kterou je vzorek obklopen
a nejvyssi ztraty nastavaijfi ixlasickém vaeni ve vod.

Podobnou studii vypracoval také Lopez-Berengueal &t Ti stanovovali celkovy
obsah polyfendl v brokolici vaené v mikrovinné trouba z jejich vysledi vyplyva,

Ze velky vliv na obsah polyfenolv brokolici ma také objem vodyiigané k véené
zelenirt.”” Tento fakt v nasi praci zohletin nebyl, protoZe nasim cilem bylo stanovit
flavonoly i ve vyvarech po ¥ani a proto bylo pouzito malé mnozstvi vody, abyaskey
vice zakoncentrovaly a byly kvantifikovatelné.

Pifmé srovnani Ize provést se studii dle Pellegtiril & V jejich praci stanovovali
nékolik parameth ¢erstvé a mrazené brokolice piznych tepelnych Upravach. Pro tuto
praci je nejdlezitejSi vysledek stanoveni kaempferolu a quercetinbymbolyze véerstvé
brokolici a to 18,4 a 23,5 mg/100 g vzorku. Péeve ve vod jejich hodnoty klesly na 8,4
a 10,0 mg/100 g vzorku a poieai v pde 10,4 a 12,2 mg/100°§.

Pt srovnéni literarnich adajs vysledky z grafu na obrazku 29 je dtidze v této
praci byl pozorovan &si pokles v mnozstvi kaempferolu a quercetinugpeiné Upray -

moznym divodem niize byt material pouZzité nadoby - nerezova ocel.

4.2.4. Stanoveni antioxid&ni kapacity

Pro potvrzeni vysledkze studia vlivu tepelné Upravy brokolice na celkobsah
kaempferolu a quercetinu byla provedena nezavisi&oda stanoveni antioxicta
kapacity FRAP dle Benzie et #8160 ul vzorku gesisténého po SPE bylo smichano s 1800
ul FRAP ¢inidla a po danémase byla zriéfena jejich absorbance. Dle kalibna zavislosti
(viz. obrazek 30) byla zji8ha koncentrace zredukovanych Zeleznatychiiantrepaitena

na 100 g vzorku brokolice. Vysledky jsou uvederyrafu na obrazku 31.
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Obrazek 30: Kalibraéni zavislost absorbance na mnoZstvi Zeleznatych tdn
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Typ Gpravy: 1 - cerstva brokolice, 2- va fenav pare, 3 - varenave vod é, 4 -
vyvar z va feni v pare, 5 - vyvar z va feni ve vod é

Obrazek 31: Antioxida¢ni kapacita brokolice v zavislosti na tepelné Upra¥.

N 1

Z grafu na obrazku 30 jde g Ze nejvysSi antioxidai kapacitu nil vzorek
cerstvé brokolice. To koreluje s vysledky ze stamdvikaempferolu a quercetinu po
hydrolyze, kde jejich nejvysSi mnozstvi bylo také wzorku cerstvé brokolice a obsah
s tepelnou Upravou vyraziklesal.

Miglio et al. na druhou stranu uvadi vySSi anti@ni kapacity pro brokolici
vafenou v p#e a ve vod neZ procerstvou s vyuZitim metody FRARV piipads cerstvé

uvadi vysledek 5,23 mmol Fena 100 g vzorku, vifpads varené v pée ale 11,9 mmol
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Fe*/100g a vEené ve vod 8,91 mmol F&/100g. Udavanyivod je uvol@ni karotenoid
z matrice, kteréifispivaji k celkové antioxidai kapacié.”

Toto téma studoval také Roy efADosel k podobnym vysledkn, Ze antioxidani
kapacita stanovena metodou FRAP se [feniav pde zvySuje. Po chromatografickeé studii
zjistili, Ze ke zvySeni kapacityrigpivaji nefenolické frakce a také moZnost lep$iadce
vazanych a volnych polyfenok rostlinné matricé&’

DalSi stanoveni pomoci metody FRAP bylo provedenstudii dle Wachtel-Galor
et al®* V jejich pipadt také stanovovali antioxidai kapacitu v rostlinach rodu
brukvovitych a po tepelné GpravV pripac€ nevdaené brokolice stanovili 0,39 mmol
Fe*/100 g, zatimco ve vané v p& 1,22 mmol F&€/100 g a vEené ve vod 0,65 mmol
Fe7100 ¢® Z tichto vysledk vyplyva, Ze absolutni hodnoty se mohou lisit,
ale antioxidani kapacita se s varem vipé&e zvySuje.

Posledni srovnani je s Zhang et®alV jejich studii dokonce stanovovali
antioxidani kapacitu od&lené v ko¥alu a vrchni¢asti brokolice metodou DPPH, tzn.
reakci se stabilnim volnym radikalem. Z jejich g vyplyva, Zze uz po 5-ti minutach
varu ve vod antioxid&ni kapacita klesa naetinu své pvodni z¢erstvého vzorku v obou

sastech brokolice stejtf?
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5. ZAVER

V analyze rostlinného materialu a stanoveni nizKekwdarnich latek je velmi
vyhodné pouZzit spojeni kapalinové chromatografienatnostni spektrometrie a proto bylo
vyuZzito i v tomto pipack.

Tato metoda zde byla vyuzita k identifikovanikterych polyfenolovych latek
ve vzorcich brokolice a nasletlistanoveni dvou flavonbl- kaempferolu a quercetinu.
Byla také studovana tepelna Uprava rostlinnéhokeearto var v pée a ve vod.

Dva nejvyskytova#Si flavonoly - kaempferol a quercetin - se vyskiytu
v rostlinném materialu jak volp tak i navazané jako glykosidy. Proto byly riéeje
stanoveny volné flavonoly s vysledky&dech desitek az stovgl ve 100 g vzorku a poté
byla provedena hydrolyza vSech vzirkro uvolréni aglykori z jejich glykosid.
Mnozstvi kaempferolu a quercetinu pak byltadu jednotek mg v 100 g vzorku s nejvyssi
hodnotou kaempferolu 6,65 mg/10@eaystveho vzorku.

Na za¢¥r byl proveden test na stanoveni antiokidakapacity s vysledkem,
Ze nejvySsi kapacita se nachazi ve vzamustvé brokolice a po tepelné Uptakapacita
vyrazre klesa. To velmi dote koresponduje s vysledky hmotnastspektrometrického

stanoveni kaempferolu a quercetinu po hydrolyze,naktaval podobny trend.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ROS reactive oxygen species

PPh polyphenolics

LDL low-density lipoprotein

HPLC high-performance liquid chromatography
SF stationary phase

PC paper chromatography

TLC thin layer chromatography

NP normal phase

RP reverse phase

LC liquid chromatography

CEC capillary electrochromatography

U-HPLC ultrahigh pressure liquid chromatography

GC-MS gas chrromatography - mass spectrometry
g-TOF quadrupole-time of flight

SPE solid phase extraction

M* kation radikal

MH™* molekulovy ion

El electron ionization

Cl chemical ionization

ESI electrospray ionization

API atmospheric pressure ionization

APCI atmospheric pressure chemical ionization
APPI atmospheric pressure photo ionization
TSP thermospray

MALDI matrix assisted laser desorption / ionization
FAB fast atom bombardment

FIB fast ion bombardment

m/z mass to charge ratio

TOF time of flight

ICR ion cyclotron resonance
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DAD
DPPH
ORAC
FRAP
CUPRAC
LOD
LOQ
MRM
SPE

diode array detector
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

oxygen radical absorbance capacity
Ferric Reducing Antioxidant Power
Cupric Reducing Antioxidant Power
limit of detection

limit of quantification

multiple reaction monitoring

solid-phase extraction
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